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Resumo

GONCALVES, Carolina Lambrecht. Bacteriostasia, citotoxicidade, atividade
antioxidante e sinergismo com antibacterianos comerciais de plantas bioativas
com inidicativo medicinal. 2014. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Programa de Po6s Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, os efeitos
citotoxicos, fitoquimica e a interacdo de dez plantas com seis antibidticos. A
atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos foi analisada pelo método de
macrodiluicdo frente a isolados de Staphylococcus Spp € E.coli. Quanto a fitoquimica,
avaliou-se a presenca de compostos fendlicos, taninos e carotendides. A atividade
antioxidante foi detectada pela capacidade de neutralizacdo do DPPH e os efeitos
citotoxicos por meio do teste de Vermelho neutro. As analises fitoquimicas indicaram
diferentes valores de compostos fendlicos, de taninos e escassas concentracdes de
carotenoides nas amostras. Os resultados demonstraram uma maior sensibilidade
das bactérias Gram positivas frente aos extratos, sendo S. cumini 0 mais efetivo com
CIM de 0,08 a 0,74mg/mL para Staphylococcus Spp € 0 extrato de S.terebinthifolius O
mais eficiente frente a E.coli, com CIM de 0,8 a 3,3 mg/mL. Staphylococcus apresentou
uma maior susceptibilidade as interagbes entre antimicrobianos, havendo efeitos
sinérgicos frente a cinco dos seis antibioticos utilizados nas associacfes com
T.minuta € R.officinalis, enquanto que E.coli apresentou os melhores resultados com o
extrato de S.terebinthifolius. OS extratos apresentaram-se como antioxidantes,
destacando-se a folha de S.terebinthifolius € de E.uniflora, inibindo o DPPH na
concentracdo de 0,17 mg/mL. Na citotoxicidade, P.cattleianum foi a espécie menos
nociva, com uma viabilidade celular de 100% na concentracéo de 2,84 mg/mL. Estes
resultados possibilitam a caracterizacdo das espécies vegetais quanto as suas
propriedades biolégicas e seus efeitos citotdxicos, sendo de relevancia na
elaboracao de novos fitoterapicos e quanto ao seu uso pela populacao.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Atividade antimicrobiana. Antioxidantes
naturais. Citotoxicidade.



Abstract

GONCALVES, Carolina Lambrecht. Bacteriostasia, citotoxicidade, atividade
antioxidante e sinergismo com antibacterianos comerciais de plantas bioativas
com inidicativo medicinal. 2014. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Programa de PoOs Graduacdo em Veterinaria. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial, antioxidant, cytotoxic effects,
phytochemical and interaction of ten plants with six antibiotics. The antimicrobial
activity of hydroalcoholic extracts were analyzed by method macrodilution against
Staphylococcus Spp and E.coli. As phytochemical the presence of phenolic compounds,
tannins and carotenoids is evaluated. The antioxidant activity was detected by
neutralizing capacity of DPPH and cytotoxic effects through the Neutral Red test. The
phytochemical analysis indicated different amounts of phenolic compounds, tannins
and sparse concentrations of carotenoids in samples. The results showed a higher
sensitivity of Gram-positive bacteria against to the extracts the S. cumini the most
effective with MIC of 0.08 to 0.74 mg/mL for Staphylococcus spp and extract
S.terebinthifolius more efficient for E. coli with an MIC of 0.8 to 3.3 mg/mL. Staphylococcus
showed an increased susceptibility to interactions between drugs, with synergistic
effects against five of the six antibiotics used in association with T.minuta and
R.officinalis, while E. coli showed the best results with the extract S.terebinthifolius. The
extracts were presented as antioxidants, highlghting the sheet S.terebinthifolius and
E.uniflora, inhibiting DPPH at a concentration of 0.17 mg/mL. In the cytotoxicity
P.cattleianum was less harmful species, with 100% cell viability at the concentration of
2.84 mg/ml. These results enable the characterization of plant species and their
biological properties and their cytotoxic effects, being of relevance in the
development of new herbal medicines and for its use by the population.

Keywords: Medicinal plants. Antimicrobial activity. Natural antioxidants. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos recursos naturais pela populagdo humana é descrita desde
os primérdios da humaniddae, onde o homem conseguiu romper inameros
obstaculos durante seu processo evolutivo, aprimorando esta pratica e a elevando,
até os dias de hoje, a nivel mundial (DI STASI et al., 1996).

A limitagdo das terapias atualmente adotadas tem motivado a producédo de
novos farmacos no combate as mais diferentes enfermidades, impulsionando as
pesquisas relacionadas com produtos naturais (FREITAS et al., 2002). Deste modo,
os estudos envolvendo o uso de plantas medicinais em substituicdo aos produtos
sintéticos convencionais visam minimizar seus efeitos ao homem, animais e ao meio
ambiente.

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades é bastante
comum, principalmente em populagdes de baixo poder aquisitivo, tanto na zona rural
quanto na urbana, onde a tradicdo cultural e os problemas soécio-econémicos
dificultam o acesso a medicina convencional (AGRA et al., 1996). Como alternativa a
esta parcela da populacdo, a administracdo de plantas com fins medicinais
representa a Unica op¢ao de tratamento. Tendo em vista a eficacia, o baixo custo
exigido e a relativa facilidade para obtencdo de plantas, o uso de fitoterapicos e
plantas medicinais nos programas de atencdo primaria a saude é uma alternativa
terapéutica util, além de se considerar a compatibilidade cultural deste programa
com a populacao atendida (MATOS, 1994).

No Brasil, pesquisas que avaliem o grau de administracado das plantas como
medicamentos bem como a sua inser¢éo na cultura popular sdo escassas (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Desde 1977, a OMS tem incentivado o estudo
das plantas conhecidas popularmente como medicinais com a finalidade de avaliar
cientificamente seus beneficios e de conhecer os riscos relacionados ao seu uso
(LOGUERCIO et al., 2005).
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A flora brasileira ha muitos anos desperta interesses econémicos e cientificos
devido a sua grande diversidade, a qual possibilita a obtencdo de plantas de
caracteristicas tintoriais, odoriferas, estimulantes, condimentosas, alucinogénicas,
resinosas balsamicas, e ainda plantas utilizadas como instrumentos de caca e pesca
(PACHU,1994).

A desinformacdo em torno das propriedades biolégicas das plantas, seu
consumo associado a medicacdo alopatica, a falta de conhecimento quanto a sua
toxicidade, além da dificuldade de identificacdo das mesmas pela populacdo, séo
fatores preocupantes da automedicacao por produtos naturais (ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). As observacdes e o
saber popular sobre o0 uso e a eficiéncia da flora brasileira contribuem na divulgacéo
da capacidade medicinal das plantas, mesmo que, parte destas, nestas condicdes,
ndo possua seus constituintes quimicos estabelecidos. Ainda assim, usuarios de
plantas medicinais e fitoterapicos, permanecem com a pratica do consumo destes
produtos, tornando validas as informacfes acumuladas durante séculos através de
geracdes (MACIEL et al., 2002).

As pesquisas etnobotanicas visam buscar os conhecimentos acumulados por
meio do relacionamento de comunidades com o meio ambiente e pela difusdo de
informagdes influenciadas pelo uso tradicional/cultural difundido entre as diferentes
geracdes, que ao se considerar o fato das limitacfes do sistema de saude publica e
a condicdo socioecondmica de grande parte da populacdo, justificam-se a
sobrevivéncia deste conhecimento tradicional sobre as plantas medicinais (AGRA et
al.,1994; MING; GAUDENCIO; SANTOS, 1997).

Ainda que evidenciada a atividade biolégica dos fitoterapicos por
comunidades, fazem-se necesséarios maiores estudos sobre a sua atividade toxica e
medicinal, para que deste modo, seja possivel a elaboracéo e o desenvolvimento de
novas drogas produzidas por meio dos produtos naturais, bem como, 0 seu

consumo de forma segura pela populacéo.



2 OBJETIVO

2.1. Geral

Avaliar a atividade bioldgica in vitro, efeitos citotoxicos e caracterizar
guimicamente dez extratos vegetais produzidos com plantas coletadas no municipio
de Pelotas, RS.

2.2. Especificos

Avaliar a atividade antibacteriana de dez extratos vegetais, produzidos com
nove plantas locais, frente a Staphylococcus Spp € Escherichia coli;

Identificar a possivel interacdo entre extratos vegetais e alguns antibiéticos;

Verificar a atividade antioxidante desses dez extratos vegetais;

Avaliar os efeitos citotdxicos desses extratos;

Caracterizar os compostos fendlicos presentes nos dez extratos

hidroalcodlicos.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Plantas medicinais

O uso dos recursos naturais como alternativa terapéutica é uma das praticas
mais remotas adotadas pelo homem, com aplicabilidade na alimentacédo, moradia,
vestuario, utensilios culturais e religiosos, além de seu emprego em fins medicinais.
Os relatos mais antigos da busca do homem pela cura através de recursos naturais
datam de 3.000 a.C., na obra Pen Ts’ao do imperador chinés Shen Nung (KO, 1999;
TYLER, 1996). Os primeiros registros relacionados a utilizacdo das plantas
medicinais com suas indicacfes e tratamentos sado referidas por Hipocrates (460-
377 a.C.) em sua obra “Corpus Hipocratium”, com descricdo da sintese dos
conhecimentos médicos de seu tempo (MARTINS et al.,, 2000). J4 em 78 d.C.,
Pedanios Dioscorides, um botanico de origem grega, descreveu no tratado De
Materia Medica cerca de 600 plantas com propriedades medicinais, incluindo
diversos produtos minerais e animais, permanecendo como base de referéncia por
mais de quatorze séculos. Estes dados apontam o uso de plantas medicinais desde
0s inicios das civilizacbes, onde até o século XIX, eram consideradas a base
medicamentosa da populacdo (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996; TYLER, 1996).

Devido a facilidade de obtencéo, aliada a tradicdo de uso, sdo atualmente
consideradas de grande contribuicdo dentro da medicina popular nos paises em
desenvolvimento, o que pode ser justificado pela falta de acesso aos medicamentos
e as condicbes de pobreza dos usuéarios (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
Dados divulgados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) demonstram que
cerca de 80% da populacdo em todo o mundo ja recorreu a algum determinado
recurso vegetal medicinal (MARTINS et al., 2000).

A diversidade vegetal no Brasil € considerada a mais rica do planeta,
representada por cerca de 55 mil espécies, equivalendo a 22% do total mundial
(CARVALHO et al.,, 2007). No entanto, das cerca de 250.000 espécies vegetais
presentes no mundo, estima-se que 10% destas foram estudadas quanto as suas

propriedades terapéuticas e suas aplicabilidades industriais (FERREIRA et al., 1998;
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SIXEL, PECINALLI, 2002). Deste modo, as plantas medicinais e seus
metabdlitos tém sido alvo de inumeros estudos visando a contribuicdo ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e de sua insercdo nos cuidados
primarios a saude. Neste contexto, as pesquisas com plantas medicinais buscam
gerar medicamentos alternativos em menor tempo, com custos menores e mais
acessiveis a populacéo (BRITO; BRITO, 1993).

Para Accorsi (2000), a populacdo necessita de alternativas terapéuticas
viaveis e a ciéncia deve buscar unir o progresso com os recursos oferecidos pela na-
tureza, respeitando a cultura e a tradicdo popular em relagdo ao uso da diversidade
vegetal frente & cura e prevencdo dos males. Na medicina moderna, as plantas
medicinais alcancaram grande relevancia por possibilitarem a elaboracdo de
farmacos que dificilmente seriam sintetizados quimicamente, por fornecerem
compostos passiveis de modificacbes apresentando maior eficiéncia e menor
toxicidade, por servirem de protétipos na obtencdo de farmacos com atividades
terapéuticas semelhantes a dos compostos originais, e por atuarem diretamente
frente a atencdo primaria a saude (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1996).

Segundo a OMS, planta medicinal € toda e qualquer planta, silvestre ou
cultivada, que possui em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser utilizadas
COMO recurso para prevenir, curar, aliviar ou alterar um processo fisioldgico normal
ou patoldgico, podendo servir de precursores de farmacos semi-sintéticos (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). Ja os fitoterapicos, sdo “produtos medicinais
acabados e etiquetados, cujos ingredientes ativos sdo formados por partes aéreas
ou subterraneas de plantas, ou outro material vegetal, ou combina¢des destes, em
estado bruto ou em formas de preparacdes vegetais” submetidos aos preceitos
éticos enunciados pela OMS e aos requisitos estipulados pela legislacdo (RATES,
2001). O uso do termo “Plantas bioativas” € considerado relativamente novo, sendo
sujeito a diferentes interpretacdes, entretanto, refere-se as plantas que possuam
substancias ou compostos que possam interferir ou alterar o funcionamento de
outros seres vivos. Dentro deste conceito, enquadram-se como bioativas as plantas
com caracteristicas medicinais, aromaticas, condimentares, toxicas, inseticidas,
repelentes e de cunho mistico religioso (SCHIEDECK, 2006).

Estima-se que cerca de 48% dos medicamentos comercializados em todo o

mundo advém, de forma direta ou indireta, de produtos naturais, especialmente das
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plantas medicinais (BALUNAS; KINGHORN, 2005). O uso seguro, bem como a
validagéo cientifica de plantas e fitoterapicos, dependem de uma analise sistemética
guanto aos seus aspectos biologicos, quimicos e farmacolégicos (NIERO et al.,
2003; ROJAS et al., 1992; UGAZ, 1994). Considerando a importancia e o amplo
alcance da medicina embasada no uso de plantas medicinais, a OMS, reconheceu a
necessidade de garantir a eficacia, seguranca e qualidade desta prética elaborando
legislacbes e determinando registros de medicamentos a base de plantas
medicinais, como forma de apoiar as investigacdes clinicas no que se refere ao uso
das plantas e fitoterdpicos no tratamento de problemas de saude mais comuns
(OMS, GINEBRA, 2002).

A OMS atua estimulando os paises no processo de identificacdo e
compreensao relacionadas aos aspectos da medicina tradicional, os quais fornecem
informacdes a cerca de remédios ou préticas seguras e eficientes a sua utilizacédo
em cuidados primarios a saude (AKERELE, 1988). Atualmente, cerca de 400
produtos fitoterapicos estéo registrados no Brasil, sendo elaborados a partir de 60
espécies medicinais, onde 10 sédo nativas (ANVISA, 2007).

De acordo com a legislagao brasileira, Lei n°® 5.991/73, as plantas medicinais,
podem ser comercializadas em farmacias e ervanarios, enquanto que seus
subprodutos podem ser cadastrados a ANVISA como alimentos, cosméticos e
medicamentos fitoterapicos. No entanto, as pesquisas no pais, voltadas a realizacao
da certificacdo e seguranca do consumo de ervas medicinais ainda sao incipientes,
assim como, o0 controle por oOrgdos oficiais sobre a comercializacdo em
estabelecimentos de produtos naturais, impulsionando maiores estudos sobre o

papel das plantas medicinais na sociedade.

3.2. Atividade antimicrobiana de plantas medicinais

A busca por novos agentes com propriedades antimicrobianas deve-se ao
surgimento de cepas multirresistentes que neutralizam os efeitos de muitos farmacos
antimicrobianos sintéticos disponiveis no mercado. Assim como no Brasil, o estudo a
cerca da atividade de extratos vegetais frente a micro-organismos é descrita em

estudos realizados em diversos paises que apresentam uma flora diversificada
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(ABEDINI et al., 2013; CHOVANOVA; MIKULASOVA; VAVERKOVA., 2013; KUETE
et al., 2013; TORBATI et al., 2013).

Com relacéo as plantas com fins antibacterianos, as diferencas das técnicas
adotadas na averiguacao da atividade de compostos oriundos de espécies vegetais,
bem como, as varia¢cdes encontradas na constituicdo quimica de alguns extratos
vegetais podem resultar em dados de dificil comparagdo entre as pesquisas. Cabe
salientar, que ainda ndo existe um consenso sobre os niveis de inibicdo aceitaveis
para compostos de plantas, quando comparados com antibiéticos padrbes
(DUARTE, 2008).

Muitos sdo os métodos utilizados para a avaliacdo da atividade antimicrobiana
de extratos vegetais. Através destas analises pode-se determinar as propriedades
antimicrobianas por meio de uma pequena quantidade do extrato vegetal que é
necessario para inibir o crescimento do micro-organismo-teste, este valor é
conhecido como Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), podendo-se determinar da
mesma forma, a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) a qual é definida pela
concentracdo necessaria para inativar o micro-organismo alvo. Os métodos mais
conhecidos incluem os de Difusdo em Agar, Diluicio em Caldo e Método de
Macrodiluicdo em Caldo e em Agar (OSTROSKY et al., 2008).

O método de macrodiluicdo, que dissolve a amostra a ser testada em um
meio soélido ou liquido conveniente, ainda que exija um trabalho excessivo, maior
consumo de material e possivel solubilidade quando usado sistemas aquosos,
possui a vantagem de ser quantitativa (FREIBURGHAUS et al., 1996).

Para se obter um resultado confiavel e com validacdo cientifica, é de
relevancia possuir um controle da atmosfera em que estes métodos estdo sendo
aplicados. Inumeros fatores podem influenciar em um experimento microbioldgico,
como o meio de cultura escolhido, pH, disponibilidade de oxigénio, condi¢cdes de
incubacéao, além do preparo do inéculo (OSTROSKY et al., 2008).

Na determinacdo da CIM e da CBM de extratos vegetais é importante que se
considere a relagdo da mesma com 0s aspectos toxicoldgicos pertinentes aos
compostos naturais ou suas combinacgdes (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abedini%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24348709
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3.3. Atividade antioxidante de plantas medicinais

Carotenoides, antocianinas, flavonodides, taninos e demais constituintes
fendlicos, sdo potenciais agentes antioxidantes encontrados em alimentos de origem
vegetal (OOMAH; CARDADOR-MARTINEZ; LOARCA-PINA 2005; SALAH et al,
1995). Compostos antioxidantes s&o definidos como qualquer substancia, em
concentracfes baixas em comparacao com as de um substrato oxidavel, que atuam
proporcionando um atraso significativo ou evitando a oxidacdo do referido substrato
(MCCORD, 2000). Em organismos vivos, a funcdo destes agentes € de impedir o
dano celular e tecidual a partir da neutralizagdo de radicais livres, sendo o butil-
hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e o acido citrico os agentes
antioxidantes sintéticos mais conhecidos e utilizados pelas industrias (ALl et al.,
2008; POLOVKA; BREZOVA; STASKO; 2003).

Atualmente, as industrias farmacéuticas e alimenticias disponibilizam
antioxidantes de origem sintética além dos naturais em seus produtos. Embora os
antioxidantes sintéticos sejam conhecidos por sua qualidade homogénea sua
utilizacdo é restrita em diversos paises por apresentarem efeitos indesejaveis a
saude humana estimulando o interesse na obtencdo e utilizacdo de novos
antioxidantes naturais (HRAS et al. 2000).

Em geral, radicais livres sdo compostos com estrutura quimica com um ou
mais elétrons desemparelhados, conferindo-lhes instabilidade e sendo altamente
reativos. Para tornarem-se estaveis, estas moléculas necessitam capturar elétrons,
reagindo com compostos vizinhos e os oxidando (SANCHEZ-MORENO, 2002).
Entre as varias espécies de radicais livres encontram-se 0s metais de transi¢cdo. No
entanto, 0s principais sdo gerados por reacdes metabdlicas do organismo
conhecidas como Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) (SALVADOR,;
HENRIQUES, 2004).

Durante o processo de oxidacdo, um determinado composto perde um elétron
alterando suas propriedades iniciais e perdendo sua funcionalidade. Todos os
componentes celulares de nosso organismo estdo suscetiveis a acao das ERO. A
producdo constante e em excesso das ERO esta associada com o surgimento de
doengas como isquemia, inflamacgao, trauma, doencas degenerativas e morte celular

por ruptura da membrana (lipoperoxidacdo) e inativagdo enzimética (KOURY;
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DONANGELO, 2003). Nos organismos vivos, as ERO podem induzir alteracdes
celulares e teciduais irreversiveis, enquanto que em alimentos observa-se perda das
caracteristicas organolépticas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Sistemas endogenos de protecdo aos efeitos oxidativos como superoxido
desmutase, catalase, peroxidase e metaloproteinas, podem ter seu efeito
aprimorado com a inser¢cdo de agentes antioxidantes na dieta, uma vez que, em
condicbes como envelhecimento, o0s antioxidantes enddgenos produzidos
naturalmente no organismo esgotam-se, sendo necessaria uma reposicao exogena
(AQIL et al, 2012; BRENNA; PAGLIARINI, 2001). Em geral, nosso sistema de
defesa antioxidante atua como antioxidante de prevencado, impedindo a formacéo
dos radicais livres; como varredores, impedindo o ataque destes radicais as células;
e de reparo, ao favorecer a remocdo de danos da molécula de DNA e a
reconstituicio das membranas celulares danificadas (KOURY; DONANGELO, 2003).

Os antioxidantes podem ser divididos em dois grupos: aqueles que
apresentam atividade enzimatica, bloqueando o inicio da oxidagcdo com remocao de
espécies reativas ao oxigénio por meio de enzimas, e aqueles que ndo apresentam
atividade enzimatica, neste caso, encontram-se moléculas capazes de interagir com
radicais durante a reacdo, como € o caso dos carotendides, vitaminas e compostos
fendlicos (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Os compostos fendlicos sdo facilmente encontrados em vegetais com
diferentes aplicabilidades, como na defesa contra o estresse oxidativo ocasionados
pelas ERO, atuando como agentes antioxidantes (MELLO; SANTOS, 2001).
Alimentos ricos em antioxidantes desempenham um papel essencial na prevencgao
de alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares, aterosclerose, diabetes, artrite
e Alzheimer. Desde modo, cresce a busca por novos compostos haturais que
auxiliem na manutencédo celular e inibbam a formacdo de patologias ligadas ao
estresse oxidativo (BRENNA; PAGLIARINI, 2001; CUI et al., 2004).

O potencial antioxidante dos extratos vegetais, em geral, sdo determinados
com base na avaliacdo da atividade sequestrante de radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH). O DPPH é um conhecido radical livre estavel que interage
com substancias de carater antioxidantes, as quais transferem elétrons ou atomos
de hidrogénio ao DPPH, neutralizando o radical livre. Quando 0 processo

antioxidante ocorre, a coloragdo da reacdo muda do violeta ao amarelo e a
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absorvancia torna-se reduzida a 517 nm (BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005). Os
resultados sdo expressos em ICsp, OU seja, ha quantidade de amostra necessaria
para eliminar 50% do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,
1995; ILHA et al., 2008).

3.4. Toxicidade de plantas medicinais

A falta de regulamentacdo, de controle na comercializacdo de plantas e
fitoterapicos, a facilidade de acesso e as adulteragBes destes produtos, além das
caracteristicas especificas dos usuarios, constituem fatores de risco a ocorréncia de
reacoes adversas e outros problemas relacionados ao seu uso (KO, 1998; DE
SMET, 2004). O pensamento errdneo de grande parte da populacdo de que o0 uso
das plantas medicinais nao proporciona prejuizos a satde humana e animal, eleva o
namero de individuos intoxicados. Esse fato advém da bagagem cultural da
populagdo quanto ao seu tradicional. Assim, a caracteristica “natural’ de tais
produtos ndo é certificacdo da isencdo de reacbes adversa e outros danos
decorrentes desta pratica (LANINI et al., 2009).

Com o pensamento, de que “o natural ndo faz mal”, o uso irracional pela
populacao no tratamento de diversas enfermidades, por meio dos produtos vegetais,
tém-se ampliado e com ele os casos de intoxicacdes. Como todo produto estranho
ao organismo, o resultado da sua biotransformacdo pode gerar produtos
potencialmente toxicos, com danos expressivos, seja a curto ou a longo prazo (DI
STASI et al., 1996; LAPA et al., 2004; MENGUE; MENTZ; SCHENKEL, 2001).

A ocorréncia natural nos vegetais de compostos como alcalbides
pirrolizidinicos, acido aristoléquico, ésteres de forbol, a ocorréncia de contaminacao
por microorganismos, metais pesados, aflatoxinas além da identificacdo vegetal
incorreta sdo alguns dos fatores responséaveis por casos de toxicidade relacionada
com o uso de plantas medicinais (FARNSWORTH, 1993).

Inicialmente, h&4 duas formas de se identificar os efeitos adversos e
correlaciona-los ao uso de plantas medicinais: reacfes intrinsecas e reacoes
extrinsecas (CALIXTO, 2000).
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3.4.1. Reagdes intrinsecas

Relacionadas a um consumo excessivo, super dosagens e interacdes com

outros medicamentos, sendo inerente a constituicdo quimica da planta.

3.4.2. Reagdes extrinsecas

Relacionadas ao processamento da planta. Ocasionado por problemas de
manufatura, descuido com a padronizagédo, contaminacdo, adulteracdo, dosagem
incorreta, identificagdo botanica incorreta, etc. Fatores como temperatura,
luminosidade, fase fenoldgica, método de coleta e de armazenamento,
disponibilidade de agua e nutrientes, transporte e embalagem, podem comprometer
a qualidade e o valor terapéutico atribuido a espécie vegetal.

No Brasil, no ano de 2010, registrou-se 1.377 casos de intoxicacdes humanas
por plantas medicinais, representando 1,33% em relacdo aos demais possiveis
agentes toxicos, sendo o uso indevido o maior responsavel pelos nimeros de casos
identificaveis. Desta totalidade, a regido Sul € a segunda do pais com maior indice
das intoxicagcbes, com 330 casos, e Porto Alegre a cidade com a maior
representatividade, com 300 casos registrados (90,9%), confirmando o
desconhecimento e falta de informacéo da populacdo a cerca dos riscos em torno
destes produtos (SINITOX, 2010).

Os elevados indices de intoxicacdes por plantas e fitoterapicos pode ser
justificado pelo aumento desta pratica, pela influéncia veiculada em meios de
comunicacdo, amplo e livre comércio fitoterapico, pela fraca atuacdo da vigilancia
sanitaria, bem como, a crenca da inocuidade e isencdo de efeitos indesejaveis
(GALLO et al., 2000; SIMOES et al., 1998; SILVA; RITTER, 2002).

3.4.3. Ensaios de citotoxicidade

A desinformacéo e o uso indiscriminado de plantas medicinais podem gerar
efeitos toxicos que comprometem a saude dos usuarios. Devido ao controle cada
vez maior e rigoroso em relacdo a experimentacdo com modelos bioldgicos, a

necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que detectem 0s mais
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diversos nives de toxicidade de diferentes produtos para uso em seres humanos e
animais € grande. Os métodos de andlise citotdxica in vitro apresentam vantagens
em relacdo aos in vivo tais como a limitacdo do niumero de varidveis experimentais e
a obtencdo de dados significativos de forma mais facil e rapida (ROGERO et al.,
2003).

Assim, os ensaios de citotoxicidade in vitro tornam-se necessarios na
definicdo da toxicidade de extratos vegetais em cultivo celular, indicando a
habilidade intrinseca desses compostos em ocasionar morte celular como
consequéncia aos danos gerados as funcbes celulares. Para isso, diferentes
parametros visando a identificagdo da proliferacdo e da morte celular podem ser
empregados nos ensaios, avaliando-se colorimetria e absorbancia por meio da
incorporacao de determinadas substancias no cultivo ( WEYERMANN; LOCHMANN,;
ZIMMER, 2005).

Em geral, o parametro mais utilizado na avaliagdo de toxicidade € a
viabilidade celular, a qual pode ser observada por meio de corantes vitais como o
vermelho neutro, uma substancia solivel em agua e que atravessa a membrana
celular, concentrando-se nos lisossomos, onde se fixa por meio de ligacbes
eletrostaticas hidrofébicas em sitios anibnicos na matriz lisossomal. Apenas o0s
lisossomos de células viaveis retém o corante catibnico enquanto que nas células
onde a integridade da membrana dos lisossomos foi comprometida pela exposicao
ao quimico néo havera retencdo do corante (SVENDSEN et al., 2004). Deste modo,
pode-se distinguir a presenca de células viaveis das danificadas ou mortas por meio
da intensidade de cor da cultura celular (CIAPETTI et al., 1996).

Neste tipo de ensaio, considera-se como concentracdes nao toxicas aquelas
gue permitem uma viabilidade celular maior que 90 % quando comparada com o
controle de células sem o tratamento (FERNANDES et al., 2013).

3.5. Drogas antimicrobianas

Antibidticos sado compostos, naturais ou sintéticos, que possuem a
capacidade de inibir o crescimento ou ocasionar morte bacteriana, sendo
classificados como bacteriostaticos ou bactericidas, respectivamente (WALSH,
2003).
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O desempenho dos antibiéticos depende da eficiéncia de sua concentracao
em quadros infecciosos. As mais diversas classes de antimicrobianos apresentam
diferentes funcbes, podendo atuar como bacteriostaticos, quando ha inibicdo
bacteriana e permanéncia dos organismos na fase estacionaria de desenvolvimento,
ou bactericida, quando h& destruicdo de uma populacdo bacteriana por alteraracdes
em processos vitais induzindo a célula bacteriana a morte (BRUNTON, 2008;
KATZUNG, 2007; LAGO, 2011; PANKEY; SABATH, 2013).

Suas diferencas consistem em propriedades fisico-quimicas, farmacoldgicas,
espectro e mecanismos de acdo (BRODY; LARNER; MINMEMAN, 1998;
BRUNTON, 2008; TENOVER, 2006; KATZUNG, 2007).

De acordo com seu modo de acdo podem ser divididos em: inibidores da
sintese da parede celular, inibidores da sintese da membrana citoplasmatica,
inibidores da sintese protéica nos ribossomas e modificadores da sintese dos acidos

nucléicos.

3.5.1. Inibidores da sintese da parede celular

Atuam a nivel da sintese do peptidioglicano. Dividem-se em trés grandes
grupos: B-lactdmicos, bacitracina e glicopeptideos. Os B-lactamicos compreendem
um grande grupo onde se encontram as Penicilinas (penicilina G e V, amoxicilina,
ampicilina, as Ureidopenicilina e penicilinas antipseudomonas). Possuem um amplo
espectro de ac¢do inibindo bactérias Gram negativas e Gram positivas (BRUNTON,
2008). Sao conhecidos por sua seguranca e eficacia, pelo fato de atuarem sobre a
transpeptidase, enzima presente somente na célula bacteriana, a qual participa na
formacéo do peptidioglicano (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Os Glicopeptideos dividem-se em Vancomicina e Teicoplanina, e assim como
a Bacitracina atuam frente a Gram positivas. O desenvolvimento de resisténcia de
bactérias frente aos glicopeptideos é lento, no entanto, a presenca de linhagens
resistentes sdo descritas desde 1996 (PATRICK, 2005).
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3.5.2. Inibidores da sintese da membrana citoplasmética

Dividem-se em Polimixinas C e E (Colistina). Atuam frente as bactérias Gram
negativas, havendo modificacdo imediata da permeabilidade da membrana quando
em contato com o farmaco e a consequente entrada de agua na célula ocasionando
destruicdo bacteriana. A este grupo, atribui-se também, a capacidade de inativar as
endotoxinas bacterianas (BRODY; LARNER; MINMEMAN, 1998; BRUNTON, 2008;
NEU; GOOTZ, 1996; KATZUNG, 2007).

3.5.3. Inibidores da sintese proteica nos ribossomas

Possuem um amplo espectro de acéo, agindo em Gram positivas e negativas.
Exemplos de antibiéticos que inibem a sintese protéica nos ribossomas séo: os
Aminoglicosideos (gentamicina), Tetraciclinas, Anfenicdis, Macrdlitos, Lincosamida e
Oxazolinidonas. No ribossoma bacteriano, constituidos por duas subunidades, 30s e
50s, ocorre a ligacdo destas drogas antimicrobianas de modo a inibir ou alterar a
sintese protéica (BRUNTON, 2008; KATZUNG, 2007).

Os aminoglicosideos, de efeito bactericida, atuam em Gram negativas
aerdbias a partir da inibicdo da subunidade 30s, interrompedo a sintese protéica. O
uso continuo de aminoglicosideos esta associado a efeitos ototoxicos e nefrotoxicos
(WALSH, 2003).

As Tetraciclinas possuem um espectro maior com efeito em Gram positivas e
negativas, anaerobias ou aerobias. As demais classes de antibi6ticos agem frente a
subunidade 50s bacteriana atuando em Gram positivas e negativas, enquanto que
as oxazolinidonas inibem a sintese protéica por ligacédo ao local 23s da subunidade
50s, impedindo o inicio dese processo (BRODY; LARNER; MINMEMAN, 1998;
BRUNTON, 2008; KATZUNG, 2007; WALSH, 2003).

3.5.4. Modificadores da sintese dos acidos nucléicos
Dividem-se em Fluoroquinolonas e Rifampicina. As quinolonas sdo antigos

antibiéticos de utilidade terapéutica limitada e de rapida aquisicdo de resisténcia

bacteriana, por essa razdo o desenvolvimento das Fluoroquinolonas representam
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um avango terapéutico devido a sua ampla atividade antimicrobiana e eficiéncia,
apresentando reduzidos efeitos secundarios e um lento processo de
desenvolvimento de resisténcia. Possui acdo frente a bactérias Gram negativa
sendo usada com restricAo devido a rapida aquisicdo de resisténcia a este
antibiético. A Rifampicina € um farmaco semi-sintético com atuacdo a uma grande
variedade de micro-organismos. Atua inibindo a RNA polimerase impedindo o
processo de transcricdo. Ainda, sdo conhecidos farmacos que alteram o
metabolismo celular, como a Sulfonamida. De espectro frente as Gram positivas e
Gram negativas, é considerada um dos primeiros antibioticos utilizados em casos
infecciosos. Atua sensibilizando todos os micro-organismos sintetizadores de acido
félico (BRODY; LARNER; MINMEMAN, 1998; BRUNTON, 2008; KATZUNG, 2007;
NEU; GOOTZ, 1996; PATRICK, 2005).

3.6. Associacdo com extratos vegetais

Na tentativa de aprimorar e intensificar a acdo proporcionada pela medicagao
sintética, o uso associado de plantas e drogas comerciais tem sido observada e
descrita em muitos estudos com a finalidade de complementar uma terapia em
andamento, no entanto, muitas vezes esta informacéo ndo é discutida nem relatada
a um profissional da saude devido a sua aparente caracteristica in6cua, podendo
haver comprometimento do tratamento inicialmente proposto (ALEXANDRE;
BAGATINI; SIMOES, 2008; LIMA et al., 2012; MARLIERE et al., 2008).

Mesmo com 0s avancgos tecnolégicos e com o aumento de estudos em torno
das caracteristicas quimicas e farmacoldgicas de plantas medicinais, parte destas
ainda ndo foram completamente caracterizadas quanto aos seus constituintes ativos
e seus potenciais efeitos toxicos, 0s quais podem manifestar-se pela associacao
com medicamentos alopaticos, dentre eles os antibiéticos (ABEBE, 2002; AMORIM,
1999; FUGH-BERMAN; ERNST, 2001).

A constante observagdo da resisténcia microbiana as drogas convencionais
tem impulsionado a busca de novos produtos que possuam atividade inibitoria frente
aos patdgenos resistentes. Interacdes medicamentosas podem ser compreendidas
como um tipo especial de resposta farmacoldgica onde os efeitos de um ou mais

farmacos sdo alterados devido a administracdo simultdnea ou anterior de outros



30

medicamentos (GRAHAME-SMITH; ARONSON; 1988; FONSECA, 1994; HANSTEN,;
HORN, 1996; OGA, 1994). Os efeitos gerados pelas interagbes medicamentosas
podem potencializar o efeito terapéutico de farmacos, reduzir a eficiéncia dos
mesmos e do surgimento de reacdes adversas com diferentes niveis de gravidade,
ou ainda, nado alterar o efeito desejado do medicamento (OGA, 1994,
THOMPSON,1979). Desta forma, as interacbes medicamentosas sdo capazes de
influenciar no resultado de um processo terapéutico, sendo a possibilidade desta
ocorréncia proporcional ao numero de medicamentos administrados (SECOLI,
2001).

Assim, interacdes entre extratos vegetais e medicamentos podem resultar ndo
apenas em efeitos indesejados, mas também, efeitos benéficos que ndo seriam
obtidos com uso individual dos produtos, como a reducdo de efeitos adversos e
secundarios, o atraso do surgimento de micro-organismos multirresistentes, além de
possibilitar a reducéo da dose medicamentosa (SEHN et al., 2003).

Efeitos sinérgicos resultantes de interaces com antimicrobianos ja foram
observados em plantas das espécies Psidium guajava, Syzygium aromaticum (BETONI et
al, 2006); Rosmarinus officinalis (ZAGO et al, 2009); Eucalyptus citriodora (OLIVEIRA et al,
2005), Cymbopogon citratus € Allium sativum (USHIMARU et al, 2012).

De acordo com Fugh-Berman (2001); Secoli (2001); Oga; Basile; Carvalho
(2002) e Bachmann et al., (2006), as interacbes medicamentosas, em sua totalidade,

podem ser classificadas em:

3.6.1. Interacdes fisico-quimicas

Diminuem ou inativam a atividade de um ou mais farmacos; aumentam a
toxicidade de um ou mais farmacos; podem dar origens a novos compostos com
caracteristicas, toxicas, in6cuas ou ativas. Este tipo de interacdo, também é

chamada de interacéo farmacéutica ou incompatibilidade medicamentosa.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ushimaru%20PI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22011190
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3.6.2. InteracBes farmacocinéticas

Quando um farmaco altera os parametros relacionados aos processos de
absorcdo, disposicao, biotransformacéo e excrecdo de outro farmaco no organismo,

podendo resultar em efeitos farmacolégicos ampliados ou reduzidos.

3.6.3. Interacdes farmacodinamicas

Ampliam ou reduzem o efeito esperado do medicamento devido a uma acao
sinérgica ou antagbnica, respectivamente, o que ocorre pela alteragcdo entre um
medicamento e seu sitio de ligacdo em razdo de outro farmaco. Nos casos
sinérgicos, obtém-se uma resposta farmacoldgica onde o resultado da associagéo é
maior do que os efeitos apresentado pelo farmaco de forma isolada. Pode ocorrer
com medicamentos que apresentem 0s mesmos mecanismos de acao (aditivo); que
atuam por vias distintas (somac¢édo) ou em diferentes receptores farmacologicos
(potencializacdo) (FONSECA, 1994; OGA, 1994; SKIDMORE-ROTH, 1997). No
entanto, quando se visualiza a reducdo ou supressao da resposta de um farmaco
devido a presenca de outro, verifica-se um efeito antagdnico, o qual, muitas vezes é

decorrente da competicao destes pelo mesmo sitio receptor (SECOLI, 2001).

3.7. Fitoguimicos

Dentre os recursos disponiveis, as plantas medicinais tem se destacado e
sido amplamente estudadas devido as suas inumeras propriedades bioldgicas, as
quais sdo atribuidas aos seus compostos ativos sintetizados em seu metabolismo
secundario, como por exemplo, os compostos fenodlicos (JANSEN; CHEFFER,;
SVENDSEN, 1987).

Os compostos oriundos do metabolismo secundarios vegetal estdo
relacionados com fatores de manutencdo e de desenvolvimento propiciando a
adequacdo das plantas ao ambiente. Este fenbmeno envolve defesa contra
patogenos e herbivoria, atracdo de polinizadores, protecdo a temperaturas extremas
e estresse hidrico ou deficiéncia de nutrientes e minerais do solo (FUMAGALI et al.,

2008). Compostos fendlicos caracterizam-se por apresentarem VArios grupos
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benzénicos, tendo como substituintes grupamentos hidroxilas (HERNANDEZ;
PRIETO GONZALES,1999). Estdo amplamente distribuidos na natureza, podendo
ser encontrados na constituicdo de vegetais, frutas e produtos industrializados.
Podem apresentar-se na forma de pigmentos, colorindo os alimentos, ou como
produtos do metabolismo secundario de vegetais (SILVA et al., 2010).

Aos compostos fendlicos atribui-se atividades antioxidante, antimicrobiana,
antiinflamatoéria e vasodilatadora (DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004; MELLO;
GUERRA, 2002) e podem ser divididos em dois grandes grupos, os flavondides
(flavandis, os flavondis, as flavanonas, as flavonas e antocianinas) e os nao
flavonoides (&cidos benzodicos, acidos cinamicos, estilbenos e isoflavonas)
(ANGELO; JORGE, 2007; KING; YOUNG, 1999; SIRIWOHARN et al., 2004).

Dentre os compostos fendlicos, encontram-se 0s taninos, estes sao
classificados como hidrolisaveis e condensados (proantocianidinas), apresentando
estrutura quimica distinta entre si. Dentre os taninos hidrolisaveis, encontam-se 0s
galitaninos e o0s elagitaninos, derivados dos &cidos galicos e elagico. Sé&o
encontrados em concentracfes elevadas em madeiras, cascas de arvores, folhas e
galhos (BOBBIO; BOBBIO, 1989; FENNEMA, 1993; MELLO; GUERRA, 2002;
MUELLER-HARVEY, 2001). J& os taninos condensados, sédo considerados de maior
importéancia e distribuicdo em alimentos. Conferem uma coloragao avermelhada ou
amarronzada, onde em pequenas quantidades conferem caracteristicas sensoriais
desejaveis, no entanto, em concentracbes mais elevadas proporcionam uma
sensacdo de adstringéncia (BOBBIO; BOBBIO, 1989). Estudos em torno das
propriedades bioldgicas dos taninos sugerem uma acao antimicrobiana, anti-
carcinogénica, antiinflamatéria, cicatrizante e inibidora da transcriptase reversa em
HIV (SCALBERT, 1991; CHUNG; WEI; JOHNSON, 1998; KILKUSKIE et al., 1992;
MELLO; SANTOS, 2001).

Os carotendides possuem ampla distribuicdo na natureza, sendo compostos
gue conferem a pigmentacdo amarela, laranja e vermelha a frutas, folhas e flores.
S&o conhecidos precursores da vitamina A e do licopeno (BOBBIO; BOBBIO, 1992).
A identificacdo de carotendides em vegetais tém sido amplamente estudada pela
sua capacidade de atuar como substancias bioativas, promovendo efeitos benéficos
a saude humana. Dentre as propriedades biolégicas envolvendo os carotendides

relatam-se os seus efeitos antioxidantes, modulacdo do metabolismo carcindgeno,
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aumento da resposta imune, inibicdo da proliferagdo celular, incremento da
diferenciac@o celular, estimulo da comunicacéo célula-célula e filtracdo de luz azul
(HANDELMAN, 2001; OLSON, 1999; PALOZZA; KRINSKY, 1992; STAHL; ALE-
AGHA; POLIDORI, 2002).

3.8. Plantas selecionadas

Muitos estudos envolvendo a fitoterapia originam-se por meio de resgate de
informacdes retidas a partir da medicina popular empirica, com posterior
comprovacéo cientifica e recomendacdo de seu uso de forma segura e eficiente a
populacdo. Para Goncalves et al. (2013) é importante que se considere a
distribuicdo e a facilidade de acesso das espécies estudadas priorizando o

conhecimento popular referente a flora local de cada regiao.

3.8.1. Eucalyptus sp. Labill

Conhecido popularmente como &rvore-da-febre, comeiro-azul, eucalipto,
gomeiro-azul, mogno-branco, eucalipto-lim&o. O género Eucalyptus pertence a familia
Myrtaceae, sendo originario da Australia e Tasmania, com introdu¢éo no Brasil no
final do século XX. Caracterizam-se como arbustos ou arvores de grande porte, com
cerca de 600 espécies descritas (LORENZI; MATOS, 2002). Diversas subespécies e
hibridos naturais, decorrentes da proximidade do cultivo entre diferentes espécies
sdo conhecidas, sendo a hibridizacdo um obstaculo a identificacdo das espécies
dentro do género (GONZALEZ, 2002).

Suas folhas sdo coriaceas e opostas, podendo ser encontrados dois tipos
morfolégicos. Os botbes florais sdo solitarios gerados pelo crescimento conjunto de
pétalas e sépalas formando frutos operculados. Seus ramos jovens sdo largos e
peltados e quando maduros sdo mais largas, lanceolados ou em formato de foice
(MATOS et al.,, 2004). Na medicina popular o cha das folhas sdo empregadas na
inalacdo no tratamento da gripe, congestdo nasal e sinusite (LORENZI; MATOS,
2002). A friccdo da planta, ou a compressa, costumam ser usadas em nevralgias
nas costas e em articulagdes (FRANCO; FONTANA, 2004).
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Demais propriedades sédo atribuidas a Eucalyptus sp., tais como atividade
inseticida (MARCOMINI et al, 2009); efeito antiviral (ELAISSI et al., 2012);
antiparasitario (BAWM et al., 2010); imunoregulador (SERAFINO et al., 2008), além

de efeitos analgésico e anti-inflamatorios (SILVA et al, 2003).

3.8.2. Tagetes minuta L

E originaria do México, estando distribuida por toda América do Sul, com
excecdo dos Andes, sendo popularmente denominada como chinchilho, vara-de-
rojao, rabo-de-foguete, cravo-de-defunto, cravo-de-urubu, coari, coari-bravo e
estrondo (KISSMANN; GROTH, 1992).

Pertence a familia Asteraceae. Caracteriza-se como um subarbusto anual e
ereto, pouco ramificado e de intenso odor. As folhas sdo compostas imparipinadas,
apresentando entre 3 a 9 foliolos glandulosos. As flores sdo dispostas em capitulos
amarelados, reunidos em paniculas axilares e terminais. Pode atingir cerca de 2
metros de altura. A multiplicacdo ocorre apenas por sementes. Encontrado em areas
abertas e sob disturbio da América do Sul (LORENZI, 2000).

Planta aromatica, excitante e diurética, pelo conhecimento popular, sua parte
aérea € indicada frente ao reumatismo, problemas intestinais, dispepsia,
antiparasitario e como estimulante menstrual. O cha dos frutos e das folhas é
utilizado no tratamento de bronquites, tosses, resfriados e secre¢ao pulmonar. O uso
externo, utilizando-se compressas com agua quente feita com flores e folhas secas e
moida, € recomendado frente ao reumatismo, nevralgias, gota, dores lombares e
inflamacdes articulares (LORENZI; MATOS, 2002).

A comunidade cientifica ja elucidou outras propriedades de T. minuta, entre
elas: atividade antiparasitaria (ANDREOTTI et al, 2013), inseticida (LOPEZ et al,
2011), antiviral (GHAEMI et al, 2004) e antitumoral (ICKES et al., 1973).

3.8.3. Eugenia uniflora L.

E. uniflora pertence a familia Myrtaceae, sendo conhecida como pitanga,

pitanga-branca, pitanga-do-mato, pitanga-rosea, pitanga-roxa, pitanga-vermelha,
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ibipitanga, ubipitanga, pitangueira, ginja e jinja. E nativa do Brasil, distribuindo-se
desde o Planalto Meridional até as restingas litorAneas do Nordeste ao Sul do pais
(LORENZI; MATOS, 2002).

E um arbusto denso de altura entre 2 & 4 metros. Planta ramificada de copa
arredondada apresenta folhagens persistentes ou semidecidua. Suas folhas séo
simples e opostas, 0 peciolo é curto, possui limbo oval, apice acuminado e base
arredondada com consisténcia membranacea. Esta espécie apresenta uma raiz
pivotante com inUmeras raizes secundarias e terciarias. As flores sdo hermafroditas,
corola com quatro pétalas, numerosos estames, enquanto que o fruto € uma baga
globosa com sete a dez sulcos (CORADIN, SIMINSKI; REIS, 2011).

Na medicina popular é conhecida por diminuir a pressao arterial, combater
azia, bronquite, colica e doencas do estbmago, o cha das folhas € anti-reumatico,
antidisentérico, febrifugo e utilizado contra diabetes (KORBES, 1995). Rica em
compostos fendlicos, como taninos e flavondides (EINBOND et al., 2004), seus
efeitos antiparasitarios (RODRIGUES et al, 2013), antinociceptivo e hipotérmico
(AMORIM et al, 2009) e a sua acédo anti-hipertensiva (CONSOLINI; BALDINI; AMAT,
1999) ja foram descritos na literatura.

3.8.4. Psidium guajava L.

Planta nativa da regido tropical do continente americano, distribuindo-se por
todas as regibes tropicais e subtropicais do mundo (MEDINA, 1988). E conhecida
como goiaba, goiaba-branca, goiaba-comum, goiaba-maca, goiaba-pera, goiaba-
vermelha, goiabeira, goiabeira-branca, guaiaba, guaiava, guava, araca-das-almas,
araca-goiaba, araca-guacu, araca-guaiaba, aracu-guacu e aracu-uacu (LORENZI;
MATOS, 2002).

Pertence a familia Myrtaceae, com altura variando de 3 a 5 metros, folhas
adultas de peciolo arredondado, coloracdo amarela esverdeada de formato oval,
oblonga ou eliptica. Os brotos apresentam gemas floriferas e vegetativas enquanto
que as flores séo brancas e os frutos uma baga de forma variavel (LORENZI, 2002;
MANICA, 2000).
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Seu uso na medicina popular é conhecido frente as dores de cdlicas, colite,
diarréia, disenteria e dor de barriga (TORRES et al., 2005, VENDRUSCOLO;
RATES; MENTZ, 2005).

Estudos realizados sustentam a atividade da espécie frente a diabetes melitus
(EIDENBERGER; SELG; KRENNHUBER, 2013), acdo anti-inflamatoria (SIANI et al.,
2013), antiviral (FARAL-TELLO et al, 2012) e anticancerigena (RYU et al, 2012).

3.8.5. Rosmarinus officinalis L.

Conhecido por alecrim, alecrim-comum, alecrim-de-casa, alecrim-de-cheiro,
alecrim-de-horta, alecrim-de-jardim, alecrim-rosmarinho, erva-cooada, erva-da-
graca, flor-de-olimpo, rosa-marinha, rosmarinho, rosmarino. Compreende a familia
Lamiaceae, cultivada em indmeros paises de clima temperado de Portugal a
Austrélia, sendo nativa da regido Mediterranea (LORENZI; MATOS, 2002).

Planta arbustiva aromatica, de coloracdo verde intensa, pode alcancar 2
metros de altura. Apresenta folhas lineares e estreitas, verde-escura na parte
superior e esbranquicadas na inferior e suas inflorescéncias sdo densas e de
coloracéo violeta (GONZALEZ-TRUJANO et al., 2007). Dentro da medicina popular é
utilizada em tratamentos de distarbios menstruais, como sedativa, antiespasmaodica
e cardiotbnica, tosse, gripe, célica, febre, dor, flatuléncia, problemas estomacais,
intestinais e hepdticos, além de ser usada como tratamento alternativo para asma
brénquica (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Esta espécie ja apresentou acdo analgésica e anti-inflamatéria (LUCARINI et
al., 2013), efeito larvicida (YU et al., 2013) e anticancerigena (WANG et al., 2012)

comprovadas.

3.8.6. Schinus molle L.

S. molle é um planta da familia Anacardiaceae nativa do Sul do Brasil. E
conhecida por seus diversos nomes populares: anacauita, araguaraiba, aroeira,
aroeira-da-praia, aroeira-folha-de-salso, aroeira-mansa, aroeira-mole, aroeira-
periquita, aroeira-salsa, aroeira-salso, aroeira-vermelha, balsamo, cambu, corneiba,

corneita, fruto-de-sabia, pimenteira, terebinto. E uma arvore semidecidua de 5 & 8
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metros de altura, de copa globosa com ramos e folhas péndula e aromaticas, tronco
cilindrico, flores pequenas e amarelas, dispostas em inflorescéncias paniculadas
pendentes e frutos marrons e esféricos (LORENZI; MATOS, 2002).

Possui inimeras aplicabilidades, desde o uso de sua madeira na construcao,
uso de seus frutos na producdo de uma bebida alcodlica e como condimento,
enquanto que na medicina popular suas folhas sdo conhecidas por sua agéo anti-
reumatica, antiinflamatorio, anti-hemorragica, anti-séptica, fungicida, bactericida,
cicatrizante, laxativo leve, adstringente, cardiotonica, estimulante digestivo, diurética,
estimulante menstrual, estimulante, tbnica e antidepressiva (RUFFA et al., 2002;
TAYLOR, 2005).

Estudos sugerem outras propriedades de Schinus molle tais como: efeito
antiparasitario (BALDISSERA et al., 2013), anticancerigena (BENDAOUD et al.
2010), inseticida e repelente (ABDEL-SATTAR et al., 2010).

3.8.7. Schinus terebinthifolius Raddi

S.terebinthifolius pertence a familia Anacardiaceae é nativa da América do Sul,
introduzida em varios paises do mundo com fins ornamentais, sendo tempo depois,
considerada um a planta invasora (MORTON, 1978). Ocorre naturalmente no Brasil
nos estados de Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Paraiba, Parana, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, S&o Pauloe Sergipe (CARVALHO, 2003).

E conhecida popularmente como aroeira vermelha, aroeira, aroeira-precose,
areoira-pimenta, aroeira-da-praia-, aroeira-do-brejo, aroeira-negra, aroeira-branca,
aroeira-do-campo, aroeira-do-sertédo, fruto-de-raposa, aroeira-do-parana, aroeira-do-
sabia, balsamo cambui e pimenta-brasileira (LORENZI, 1992).

Arbusto de até 15 metros de altura. Possui folhas compostas imparipenadas
com foliolos elipticos ou oblongos. As flores sdo pentameras, actinimorfas, com
cinco sépalas e pétalas com dez estames heterodinamos. Em geral, o nUmero de
flores por inflorescéncias é maior nas plantas masculinas, numa proporgéo de 1:14
(femininas:masculinas) (FLEIG; KLEIN, 1989; LENZI; ORTH, 2004).
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Atividade anticancerigena (BENDAOUD et al.,, 2010), acaricida
(NASCIMENTO et al., 2012) e antialergénica (CAVALHER-MACHADO et al., 2008)

ja foram constatada por meio desta espécie.

3.8.8. Syzygium cumini (L.) Skeels

Planta da familia Myrtaceae originaria da Indomalasia, China e Antilhas,
cultivada em diversos paises, como o Brasil, onde é conhecida pelos nomes de
jambolao, cereja, Jameldo, jaldo, jambol, jambu, jambul, murta, azeitona, azeitona-
do-nordeste, ameixa-roxa (LORENZI; MATOS, 2002).

Arvore perenifélia de copa frondosa e densa pode variar de 15 a 20 metros de
altura. Suas folhas sdo simples, coridceas, glabras, aromaticas, lustrosas, com a
nervura principal destacada, as flores sdo dominadas por estames de cor entre o
branco e o creme. Os frutos sdo carnosos do tipo baga, elipsoides, com pericarpo de
coloracdo roxo-escuro intenso quando maduro, apresentando apenas uma semente,
com sabor adstringente e agradavel (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; RUFINO,
2008; SA, 2008; FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011).

Estudos atribuem a Syzygium cumini atividade anti-inflamatoria (SIANI et al.,
2013), acaricida (AFIFY et al., 2011), atividade frente a diabetes e ao céancer entre
outras (AYYANAR; SUBASH-BABU; IGNACIMUTHU; 2013; GOYAL et al., 2010).

3.8.9. Psidium cattleianum L.

Conhecido popularmente por ara¢d, china-guava, aracd-amarelo, araca-
vermelho, araca-do-campo, aracad-manteiga, goiaba, aracazeiro-amarelo e
aracazeiro-vermelho (BACKES; NARDINO, 2004; LORENZI, 1992; REITZ; KLEIN;
REIS, 1988). A distribuicdo da espécie em territorio brasileiro ocorre desde o estado
da Bahia até o Rio Grande do Sul, podendo ser encontrado na planicie costeira, na
Floresta Atlantica e Depressao Central (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011).

E um arbusto com variacdo de 1,5 & 3 metros de altura, podendo atingir,
raramente, até 10 metros. Suas folhas sédo glabras ou pubérulas com pequenos
pelos nos ramos novos e peciolos superiores. Apresenta copa arredondada e
regular, alguma vezes alongada, com folhagem muito densa de coloracdo verde

escura. As folhas sao coridceas e com as nervuras reduzidas. As inflorescéncias sao
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isoladas ou em pequenos dicasios axilares com até 3 flores, sendo a flor central
séssil e as outras pediceladas, com corola branca, pétalas em concha, reflexas na
antese e estames em torno de 200. Seus frutos sdo uma baga globosa, com cerca
de 4cm de diametro com sementes numerosas, de 2-3mm, de polpa amarelo-clara
(CAVALCANTE, 1974; REITZ; KLEIN; REIS, 1983).

Na medicina popular € conhecido por sua atuagéo frente a diabetes, dores de
barriga, doencas das vias urinarias e diarréia, onde recomenda-se 0 uso de brotos,
folhnas e a casca do tronco (BOSCOLO; SENNA VALLE, 2008; VENDRUSCOLO;
MENTZ, 2006).

Acao acaricida (OH et al, 2013) e analgésica (ALVARENGA et al., 2013) ja

foram descritas e comprovadas pela comunidade cientifica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alvarenga%20FQ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24021301

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Plantas estudadas

Considerando a sua distribuicdo na regido e sua aplicabilidade na medicina
popular, exemplares das espécies de Eucalyptus sp. Labill., Eugenia uniflora L., Psidium
cattleianum L, Psidium guajava L., Rosmarinus officinalis L., Schinus molle L., Schinus terebinthifolius
Raddi., Syzygium cumini (L.) Skeels € Tagetes minuta L. foram coletadas no municipio de
Pelotas, RS. As plantas foram encaminhadas ao herbario do Instituto de Ciéncias
Biolégicas situado da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) para a sua
identificacéo e producao de exsicatas (MING, 1995).

4.2. Producdao dos extratos hidroalcodlicos

Algumas das plantas utilizadas neste estudo foram secas a temperatura
ambiente, de modo a obter-se um teor inferior ou igual a 10% de agua. Os extratos
hidroalcoodlicos (EHA) foram preparados utilizando-se uma parte da planta seca para
dez partes de alcool de cereais (1:10) a 70 °GL. Ap6s 15 dias em frasco ambar com
agitacdo manual diaria, os extratos foram filtrados e seu volume inicial restituido com
alcool na mesma concentracdo que o utilizado no inicio do processo. Os extratos
produzidos com as plantas frescas foram preparados imediatamente apds a coleta
das mesmas, sendo utilizado &lcool de cereais a 96°GL, na propor¢édo de 1:10 e
submetidos aos demais processos (Tabela 1).

Para a utilizacdo dos EHASs, o solvente foi evaporado com o emprego de um
evaporador rotativo a aproximadamente 55°C, 50 rpm e sob pressdo negativa de
600 mm/Hg. O volume inicial do solvente extraido era reposto com agua destilada
estéril (ADE) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Tabela 1 - Descricdo das espécies vegetais, da producdo dos EHA e identificacédo
das exsicatas depositadas no Herbério Pel - UFPel.

Planta Nome Parte Condicao
Popular Utilizada
Eucalyptus sp. Eucalipto Folha Fresca
E. uniflora Pitanga Folha Seca
P. cattleianum Araca Folha Seca
P. guajava Goiaba Folha Seca
R. officinalis Alecrim Folha Fresca
S. molle Aroieira — Brava Folha Seca
S.terebinthifolius Aroiera — Mansa Folha Seca
S.terebinthifolius Aroiera — Mansa Fruto Seca
S. cumini Jamboléo Folha Fresca
T. minuta Chinchilho Parte Aérea Fresca

4.3. Quantificacdo de matéria seca

O teor de matéria seca dos extratos foi estabelecida a partir de uma aliquota
de 10mL dos EHA em evaporador rotativo, a 55°C em 50 rpm e sob pressdo
negativa de 600 mm/Hg, até a formacdo de um residuo seco. Os resultados foram

expressos em % da matéria seca.

4.4. Micro-organismos

As bactérias estudadas foram Staphylococcus spp (N=9) e Escherichia coli (n=9),
isoladas de leite bovino e de tanques de refrigeracdo de propriedades leiteiras
localizadas no municipio de Pelotas, respectivamente. Cepas de referéncias de
Staphylococcus aureus (ATCC 12600) e Escherichia coli (ATCC 8739) também foram
utilizadas no teste de atividade antimicrobiana.

4.5. Conteudo total de compostos fenélicos

A gquantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras dos
EHAs ocorreu de acordo com Swain e Hillis (1959) com adaptacdes. Em um tubo de
Falcon adicionou-se 4mL de agua destilada, 250uL de alcool metilico, 100uL do

extrato e 250 pL do reagente de Folin-Ciocalteau 0,25M, com agitacdo em vortex e
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repouso de 3 minutos, em seguida, 500uL de carbonato de sddio 1M foi adicionado
a reacdo por 2h, sendo realizada a leitura em espesctrofotometro em 725nm
(JENWAY 6705 UV/Vis.).

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos utilizou-se uma curva padrao
preparada com &cido galico, sendo os resultados expressos em mg de acido gélico
100g™*de amostra.

4.6. Conteudo total de carotendides

Para a avaliacdo do conteudo de carotenoides nos EHA realizou se a leitura
em espectrofotdbmetro a 450nm, usando etanol como branco, sendo o conteudo total
de carotenoides determinado pela equacao abaixo sendo os resultados expressos
em ug de B-caroteno de amostra (RODRIGUEZ AMAYA; 2001).

Equacéo 1:Célculo para quantificacdo de contetudos de carotendides totais
_ ABS x50 mL x 1000000

3450x100x g

Onde, C= Conteudo de carotenoides da amostra; ABS= absorbancia; g=

gramas de amostra.

4.7. Quantificacdo de taninos condensados

Para a andlise da presenca e quantificacdo de taninos condensados nas
amostras, 5mL da solucdo de vanilina (1%vanilina em metanol com 8% HCI; 1:1)
foram adicionados a 1mL de EHA. Utilizou-se 1mL do extrato adicionados a 5mL de
metanol com 4% HCI como controle. As amostras permaneceram reagindo por 30
minutos a 100°C. Por ultimo, a leitura foi realizada a 500 nm em espectrofotbmetro
(JENWAY 6705 UV/Vis.). Os resultados foram expressos em mg de catequina.

100mL* de extrato.
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4.8. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi avaliada através da técnica de Macrodiluicdo
em Agar Miller Hinton (AMH) para a obtencdo dos valores referentes a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos EHAs (NCCLS, 2003; BETONI et al.,
2006). Os in6culos bacterianos foram preparados através da producdo de uma
suspensao na escala 0,5 de MacFarland,em solucéo salina, e diluidas 1:50 e 1:20,
sucessivamente, para alcancar a concentracao final de 10° ufc/mL.

Inicialmente, os extratos vegetais eram diluidos em base logaritmica dois em
ADE em placas de Petry, obtendo-se diferentes concentragbes dos extratos
vegetais, calculadas a partir da matéria seca dos mesmos (Tabela 2). Logo, foi
acrescentado AMH em igual volume, deixado a temperatura ambiente para o Agar
polimerizar e, entdo, foram semados 10uL na superficie do mesmo. O material era
mantido a 37°C durante 24 h, sendo o experimento realizado em duplicata.

A CIM foi considerada como a média logaritmica da menor concentracéo
capaz de inibir totalmente, o crescimento bacteriano visualizado em AMH de cada
duplicata. As médias obtidas foram provenientes dos nove isolados Gram positivos e
dos nove isolados de Gram negativos, além da cepa padrdo de cada grupo
bacteriano.
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Tabela 2: Variacdo das concentracfes utilizadas no ensaio antibacteriano referente
a cada espécie vegetal. Valores obtidos a partir da matéria seca de cada extrato.

Espécie Vegetal Concentracao Concentracao

Maxima mg/mL Minima mg/mL
Eucalyptus sp. 9,83 0,07
E. uniflora 12,77 0,09
P. cattleianum 14,46 0,11
P. guajava 12,2 0,09
R. officinalis 10,91 0,08
S. molle 12,39 0,09
S.terebinthifolius (folha) 13,34 0,1
S.terebinthifolius (fruto) 9,8 0,07
S. cumini 2,99 0,02
T. minuta 12,55 0,09

4.9. Interacdo entre EHAs e antibioticos

Para a verificacdo de possiveis interacdes entre os EHAs e antibioticos,
utilizou-se uma concentracdo igual a ¥ do valor referente a CIM 90% do EHA,
calculado segundo Reed & Muench (1938), obtida na Macrodiluicdo para cada grupo
bacteriano. No caso da Escherichia coli, onde 0s extratos n&o foram efetivos na maior
concentracédo testada, utilizou-se o extrato diluido a 25%.

Foram realizados antibiogramas controle (sem EHA) e tratamento (com EHA)
através da metodologia dos discos, preconizadas por KIRBY & BAUER (CLSI, 2005)
e adaptada por Betoni et al. (2006). Os efeitos das interagdes foram verificados com
0S segiuintes antibidticos: Amoxicilina, Ampicilina, Gentamicina, Penicilina,
Tetraciclina e Vancomicina.

Apés, as placas foram incubadas (37°C / 24 h) e os halos de inibicdo obtidos
(milimetros) foram comparados entre 0s ensaios tratamentos e controles, sendo
classificados como: sinérgicos, indiferentes ou antagbnicos através da analise feita

pelo teste pareado de T, onde p < 0,05 indicava diferenga, com média com sinal
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positivo indicando sinergismo e média negativa indicando antagonismo. Nos casos
onde p = 0,05 indicou indiferenga (ZAGO et al., 2009).
Os experimentos foram realizados em duplicatas e para a andlise estatistica

utilizou-se a média dos valores observados.
4.10. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada por meio da capacidade
dos compostos em sequestrar o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

Do extrato, utilizou-se 100 pL, nos quais foram adicionados 3,9 mL da solucao
de DPPH. Apdés 30 minutos foram realizadas leituras em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 517nm. A atividade antioxidante foi expressa em
percentual de inibicdo em 50% do radical DPPH por 100pL de extrato (Equagéo 2).

Para o célculo dos valores da concentracdo dos extratos necessario para
reduzir 50% do radical DPPH foi realizada a atividade antioxidante (% de inibicdo),
dos distintos extratos, em diferentes concentracdes de forma a tracar uma curva
linear entre a capacidade antioxidante do respectivo extrato e sua concentracao.
Esses dados foram submetidos a uma regressao linear e foi obtida a equacéo da

reta para calculo deste valor.

Equacdo 2: Formula para o célculo da atividade antioxidante, onde: Ab é a
absorbéancia do branco e Aa é a absorbancia da amostra.

o Ab — Aa
% de Inibicdo = 1 100

4.11. Citotoxicidade

Em microplacas de 96 pocos contendo Meio Essencial Minimo (MEM), soro
fetal bovino & 10% (Gibco), enrofloxacina (10mg ml™) e anfotericina B (0,025 pg mi),
foram preparadas células da linhagem MDBK (Madin-Darby bovine kidney), as quais
foram mantidas a 37°C em uma estufa com 5% de CO..

Apbs o tapete celular ter atingido 90% do seu crescimento, 20 pl dos EHASs,
nas concentracdes de 1:10 a 1:10240 foram adicionadas ao cultivo de células com

MEM, onde permaneceram incubadas por 48 horas adicionais nas mesmas
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condi¢cdes. Células ndo tratadas com o EHA foram mantidas como controle. O
ensaio de vermelho neutro ocorreu apés 48 horas de incubacdo com as diferentes
concentracfes dos extratos vegetais, sendo retirado o meio contendo os EHAs e
adicionado meio contendo 3.3 mg™ de vermelho neutro. Com incubacéo de 2 horas
a 37 °C e 5 % de CO,, a solucéo foi removida e as células lavadas com MEM.

A penetracdo do corante nas células foi verificada pela adigdo de 100 yL de
solucédo contendo etanol 50%, acido acético 1% e agua destilada qg.s.p. A placa foi
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos e a leitura das densidades 6pticas
realizadas em um espectrofotdmetro em comprimento de onda de 540 nm.

Foram consideradas concentracdes ndo toxicas aquelas em que foi possivel
uma viabilidade celular maior que 90 % quando comparada com o controle de

células. A percentagem de viabilidade celular foi calculada mediante a equacéao 3.

Equacédo 3: Formula para o calculo de viabilidade celular, sendo At a absorbancia
dos tratados e Ac a absorbancia dos controles.

At 100
Ac '



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificacdo de compostos fendlicos totais, taninos condensados,

carotenodides totais e massa seca.

Uma variacdo de 61.51 & 1.106,69 mg de &cido galico.100g™ foi observado
em relacdo ao conteudo total de compostos fendlicos (CF) nos dez extratos
analisados, valores estes, pertencentes aos EHA de T. minuta e S.terebinthifolius
(Folha), respectivamente. Os teores de taninos condensados (TC) oscilaram de 2,94
mg de catequina / 100mL no extrato de S. cumini & 213,06 mg de catequina / 100 mL
em P. cattleianum. Na determinacéo de carotenoides totais (CT), observou-se que as
espécies estudadas sao fontes escassas deste composto, dentre as espécies
analisadas, a que mais se destacou foi S. molle, apresentando um teor de 3,58 mg de
B — caroteno por 100 mL de extrato, seguida de P. cattleianum 0 qual apresentou uma
quantia de 3,04 mg de B — caroteno por 100 mL de extrato, enquanto que oS
menores teores de CT foram observados em T. minuta € S. terebinthifolius (Fruto) com
0,75 e 0,56 mg, respectivamente (Tabela 3).

A quantificagcdo de massa seca dos EHA variou de 2.892 mg/100mL em P.
cattleianum a 598 mg/100mL em S. cumini, estes dados nos permitem observar a
elevada presenca de compostos fendlicos nas folhas de S. terebinthifolius,
representando 41% da massa seca da mesma, sendo a menor proporcdo de CF, em
relacdo a massa seca, observado no EHA de T. minuta, com 2%. O extrato produzido
com S. molle apresentou um teor de massa seca igual a 2.478 mg/100mL, onde 8%
destes referiam-se a compostos fendlicos e 47,44% de taninos condensados
eguiavalendo a 4,18% da massa seca total do extrato (Tabela 4).

Estudos sustentam a relacao entre a presenca de determinados fitoquimicos
com a atividade biologica de extratos vegetais. Ainda que diversos fatores estejam
envolvidos nesta relagéo, plantas com altas concentracdes de CF, geralmente,

apresentam caracteristicas antioxidantes, antiinflamatérias, antimicrobianas e
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anticarcinogénicas, enquanto que elevados teores de taninos propiciam

atividade bactericida, fungicida, moluscida e antiviral (MELLO; SANTOS, 2004), j& os
carotendides sdo descritos por atuarem frentes a certos tipos de cancer, por
fortalecerem o sistema inumonologico, agirem frente a degeneracdo macular e em
doencas cardiovasculares e cataratas, além da sua conhecida atividade antioxidante
(KRINSKY, 1994; OLSON, 1999; RIOS; ANTUNES; BIANCHI, 2009).

Tabela 3: Teor de compostos fendlicos totais (mg GAE.100 mL-1), taninos
condensados (mg de catequina / 100 mL -1), de carotendides totais (mg de B —
caroteno / 100 mL ) e quantificacdo de matéria seca presentes em 100 mL de EHA.

mg de

mg de GAE / catequina / mg de 8 - mg / 100 mL
Espécie Vegetal 100 mL de 100qu de caroteno / de Massa
EHA 100 mL Seca
extrato
Eucalyptus sp. 186,6142 7,73 1,81 1.966
E. uniflora 740,6836 15,88 2,60 2.554
P. cattleianum 686,8498 213,06 3,04 2.892
P. guajava 461,7005 143,96 2,05 2.440
R. officinalis 123,0744 7,73 1,05 2.182
S. molle 218,5103 103,68 3,58 2.478
S.terebinthifolius
(Folha) 1.106,6956 7,99 1,34 2.669
S. terebinthifolius
(Fruto) 382,7539 23,33 0,56 1.979
S. cumini 64,2253 2,94 1,46 598
T. minuta 61,5192 16,85 0,75 2.511
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Dentre os fatores que podem interferir durante o processo de extracéo
fitoquimica, o método utilizado e o solvente escolhido sdo determinantes na
obtencédo final destes compostos. Segundo Oliveira (2005), o uso de solventes
organicos, como etanol e metanol, ou uma mistura de solventes organicos com agua
e etanol, podem otimizar o processo extrativo de compostos fendlicos, como € o
caso da extracdo hidroalcodlica.

A importancia na escolha da metodologia a ser aplicada na extracdo de
compostos quimicos deve-se a grande diversidade de familias quimicas encontradas
nos vegetais, onde o teor de compostos fendlicos representa uma fragao significativa
dos vegetais, podendo atingir 50% da massa seca da casca vegetal, o que pode ser

observado em algumas das espécies aqui estudadas (TRUGILHO et al., 1997).
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Tabela 4: Concentracfes dos fitoquimicos com relacdo ao teor de massa seca em
100 mL de EHA.

mg / 100 mL
Vegetal Massa Seca  Massa Seca TCT%: CFT
Seca
Eucalyptus sp. 1.966 9 0,39 4,1
E. uniflora 2 554 29 0,62 2,1
P. cattleianum 2.892 23 7.3 31,02
P. guajava 2.440 18 5,9 311
R. officinalis 2182 5 0,35 6,2
S. molle 2.478 8 4,1 47,4
S.terebinthifolius
(Folha) 2.669 41 0,29 0,72
S. terebinthifolius
(Fruto) 1.979 19 117 009
S. cumini 598 10 0,49 4,5
T. minuta 2511 2 0,67 27,3

*Conteudo de Compostos Fendlicos Totais em relagdo ao teor de massa seca dos EHAs.

** Conteldo de Taninos Condensados em relagdo ao teor de massa seca dos EHAs.

*** Conteudo de Taninos Condensados em relagdo ao Conteudo de Compostos Fendlicos Totais nos
EHAs.

5.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi verificada frente aos dois géneros bacterianos
(Tabela 5). Staphylococcus Spp. apresentou maior sensibilidade as espécies vegetais
sendo inibido por todos os extratos. Ainda que o menor CIM, 0,08 mg/mL, tenha sido
verificado com o EHA de S. cumini, a folha de S. terebinthifolius apresentou a menor
oscilagdo entre a concentracdo minima e a maxima necessarias para a inibicdo do

micro-organismo, com a CIM entre 0,2 mg/mL a 0,29 mg/mL.



51

Em relacdo a E. coli, foi verificado uma inibicAo apenas na concentracao
méaxima testada, 12,2 mg/mL e 12,55 mg/mL frente aos extratos de P. guajava € T.
minuta, respectivamente. Os demais EHA inibiram este grupo bacteriano em
concentracfes que variaram de 0,82 mg/mL a 10,12 mg/mL, tendo as folhas de
S.terebinthifolius demonstrado maior eficiéncia neste grupo bacteriano com CIM entre
0,82 mg/mL e 3,33 mg/mL. Determinados isolados de E. coli ndo foram inibidas com
os EHAs em nenhuma das concentracdes testadas, sendo consideradas cepas

resistentes.

Tabela 5: Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos vegetais expressas em
mg/mL frente a Staphylococcus Spp € E. coli.

Espécie Vegetal Staphylococcus Spp E.coli
Eucalyptus sp. 1,22 - 3,44 4,9 - 9,83*
E. uniflora 1,59 - 3,19 3,19 - 6,3*
P. cattleianum 2.45—7.23 5,06 - 10,12*
P. guajava 6,1—12,2 12,2*
R. officinalis 5,45 - 10,91 1,8 - 3,8*
S. molle 3,09 -12,39 3,09 *
S.terebinthifolius (Folha) 0,2 -0,29 0,82-3,33
S. terebinthifolius (Fruto) 0,59 -1,23 1,23-4,94
S. cumini 0,08-0,74 1,49 - 2,99*
T. minuta 4,39 - 6,27 12,55*

*presenca de cepas nao sensiveis aos EHAs nas concentragdes testadas.
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Em geral, as bactérias Gram negativas apresentam uma maior resisténcia aos
compostos antimicrobianos, fator atribuido a sua complexidade estrutural,
representado por uma barreira resistente a penetracdo de compostos externos a
célula, enzimas presentes em seu espaco periplasmatico conhecidas por inativarem
determinados grupos antimicrobianos, e ainda, por mecanismos especializados,
denominados de bombas de efluxo, conhecidas por expulsarem substancias
estranhas & célula bacteriana (DUFFY; POWER, 2001; KOHLER; PECHERE;
PLESIAT, 1999; NIKAIDO, 1989; SCHAECHTER et al., 2002; SARTORI et al., 2003;
VAN BAMBEKE; MICHOT; TULKENS, 2003). Esta resisténcia foi verificada no
presente estudo ainda que algumas espécies tenham apresentado uma resposta
efetiva frente a este grupo bacteriano. A atividade de S.terebinthifolius foi relatada em
pesquisas anteriores descrevendo sua ac¢ao frente a E.coli e S.aureus, demonstrando a
acdo do Oleo essencial desta planta através das zonas de inibicdo de 14 e 20
milimetros de diametro, respectivamente, resultados semelhantes ao do presente
estudo, onde a acdo frente bactérias Gram positivas e negativas foi verificada
(MONTANARI et al., 2012). Um efeito antimicrobiano moderado foi verificado por
Silva et al (2010), os quais obtiveram uma variacdo da CIM, referente ao 6leo
essencial S. terebinthifolius, de 78,1 a 1.250 ug/ml, havendo apenas efeito
bacteriostatico em isolados de otite canina.

A acdo desta espécie vegetal frente as bactérias utilizadas neste trabalho
pode estar associada ao elevado teor de compostos fendlicos totais observados
neste extrato vegetal, induzindo uma resposta eficiente frente aos micro-organismos
estudados. Em relacdo a atividade antimicrobiana, o mecanismo de acdo dos
compostos fendlicos deve-se a sua acdo frente a degradacdo da parede celular
bacteriana, danos a membrana citoplasmatica, extravasamento de material celular,
coagulacdo do citoplasma e a desregulacdo do sistema de transporte de ions e
elétrons no sistema membrandrio, sendo que o rompimento da membrana
citoplasmatica leva a saida de elementos vitais e a entrada de substancias nocivas a
célula bacteriana (BURT, 2004; TAVARES, 1999).

A presenca de compostos antimicrobianos em vegetais, assim como seu uso
no tratamento de infeccdes sdo descritas e observadas ao longo dos anos. No
decorrer da vida, as espécies vegetais enfrentam inumeras injarias advindas do

ambiente sendo capazes de produzirem compostos antimicrobianos para sua
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protecdo frente a infeccbes ocasionadas por patégenos como bactérias, fungos e
virus (ESQUENAZI et al., 2002; RODRIGUES, 1980; WOJTASZEK, 1997; YUNES;
CALIXTO, 2001;).

Os taninos, por sua vez, possuem uma atividade biolégica associada a sua
capacidade de formar complexos com polissacarideos, proteinas e ions metélicos
(MELLO; SANTOS, 2004) por meio de interacdes nao—especificas, assim, a
atividade antimicrobiana dos taninos pode estar envolvida com a inativacdo de
adesinas, enzimas e proteinas transportadoras do envelope celular (SIMOES et al.,
2004). Deste modo, € possivel sugerir uma relacdo entre o teor de taninos
condensados com a atividade antimicrobiana do extrato de P.cattleianum, P. guajava e S.
mole, 0S quais apresentaram as maiores concentracdes do fitoquimico, com 213,06;
143,96 e 103,68 mg de catequina / 100 mL, contemplando 31,02; 31,18 e 47,44% do
teor total de compostos fendlicos nos extratos, os quais produziram uma CIM que
variou de 2,45 mg/mL a 12,2 mg/mL para Staphylococcus spp e 3,09 mg/mL a 12,2
mg/mL para E. coli.

S. cumini apresentou um potencial antimicrobiano de maior relevancia ao
género Staphylococcus com CIM de 0,08 a 0,74 mg/mL e de 1,49 & 2,99 mg/mL para E.
coli, havendo a presenca de cepas Gram negativas resistentes ao extrato, assim
como descrito por Mota et al (2013) que relataram uma sensibilidade maior de
bactérias Gram positivas ao extrato hidroalcodlico da planta, com CIM de 3,9 a
31,4%, em relacdo as Gram negativas, as quais apresentaram-se como resistentes
ou sensiveis na concentracdo de 50%. Resultados opostos foram relatados por
Michelin et al (2005), ao avaliarem o extrato seco de S. cumini frente trés a cepas
padrées e a onze isolados resistentes a antibidticos, verificando-se uma acao
satisfatoria do extrato sobre bactérias Gram negativas, inibindo somente na
concentracédo de 60 mg/mL os dois grupos bacterianos.

Ainda que S.cumimi € T. minuta tenham apresentado as menores concentracdes
de compostos fendlicos totais, ambas as espécies demonstraram relevante atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas. Estes resultados
sugerem que demais substancias, que nao as fendlicas, estejam relacionadas com a
bioatividade dessas amostras. Outra hipotese é a forte capacidade antimicrobiana

dos compostos fendlicos presentes nas amostras obtidas com a extracdo
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hidroalcoolica, que ainda que em pequenas concentracbes manifestaram-se
proporcionando uma acgéo antimicrobiana eficaz.

Na literatura, P. cattleianum teve seu 6leo essencial estudado quanto a sua
propriedade antimicrobiana ndo apresentando os efeitos desejados, no entanto, o
extrato produzido com acetato de etila apresentou acdo moderada contra bactérias
Gram positivas com CIM igual a 62,5 ug/mL (DESOTI et al., 2011; PRESTES et al.,
2011). Estes resultados opostos podem estar relacionados com o método extrativo e
o solvente utilizado no processo, jA que 0s autores utilizaram solventes e métodos
extrativos distintos, o que pode ter influenciado na recuperacdo dos compostos
bioativos e na determinacao das propriedades dos vegetais (KOBA et al., 2007).

Muitos sdo os métodos empregados no preparo de extratos vegetais, no
entanto, Cechinel; Yunes (1998), sugerem a extracdo hidroalcodlica realizada como
a mais adequada para a obtencdo de um extrato vegetal bruto.

Dentre os EHAs, observou-se que para E. coli 0s melhores resultados foram
obtidos com a espécie de S.terebinthifolius, destacando-se o extrato da folha seguida
pelo fruto. A CIM estabelecida pela acdo do fruto desta espécie variou de 1,23 a
4,94 mg/mL. Estes resultados diferem dos apresentados por Degaspari et al (2005)
que ndo obtiveram resultados efetivos a partir da extracdo alcodlica e aquosa dos
frutos da planta frente a bactérias Gram negativas. Neste presente estudo, os frutos
de S.terebinthifolius também exerceram resultados expressivos em relacdo a
Staphylococcus Spp com variacao da CIM entre 0,59 a 1,23 g/mL.

Degéspari et al (2005) demonstraram um efeito inibitério sobre o crescimento
de bactérias da espécie Staphylococcus aureus e Bacillus cereus a partir da extracao
alcoolica dos frutos de S.terebinthifolius, apresentando halos de inibicdo de 9 e 11 mm,
respectivamente. No entanto, os mesmos autores, ao analisarem 0 extrato aquoso
desta espécie vegetal, aquecido a 50°C, o mesmo demonstrou ndo possuir efeitos
sobre o crescimento bacteriano. Segundo o autor, este resultado pode estar
relacionado com a pequena quantidade de compostos fendlicos presentes no extrato
aguoso impregnado no material utilizado na andlise de sensibilidade antibacteriana,
realizado através do método de difusdo em disco.

Resultados distintos, como os descritos acima, podem estar relacionados com

0s métodos utilizados na extracdo vegetal, levando a perda de constituintes ativos,



55

que também pode estar associada, ao aquecimento na producdo de um extrato,
além do solvente utilizado no preparo destes (MARTINAZZO, 2006).

A resisténcia dos isolados de E. coli utilizados nesta pesquisa frente aos EHAs
de P. guajava e T. minuta, Ndo condiz com o0s resultados descritos na literatura. Prestes
et al (2011) constataram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial da goiaba
verificando uma acao bactericida frente a -organismos como E. coli € Staphylococcus
aureus com inibicdo em concentracdes de 2 e 8 %, respectivamente. Do mesmo
modo, T. minuta possui atividade antibacteriana frente a bactérias Gram positivas e
negativas comprovada por Gongalves et al (2013). Em seu estudo comparativo entre
0 Oleo essencial e o extrato hidroalcodlico, ambos demonstraram atuar frente a
bactérias estudadas, tendo sido o 6leo essencial mais efetivo, com MIC de 0,62%
para um isolado de Staphylococcus coagulase positiva e de 5% para E. coli ATCC. No
entanto, no mesmo estudo, o extrato hidroalcodlico de Tagetes minuta inibiu somente a
multiplicacdo de bactérias Gram positivas, havendo resisténcia por parte das Gram
negativas, corroborando com os resultados expressos na presente pesquisa. Ainda
gue o extrato hidroalcodlico de T. minuta tenha demonstrado baixa atividade sobre
bactérias Gram negativas, o mesmo foi descrito como antifungico, com acao
relatada frente a dermatofitos. Estes resultados foram observados por Schuch et al
(2008a) havendo maior sensibilidade frente a Microsporum canis.

Ainda que se observe uma maior resisténcia aos agentes antimicrobianos, as
bactérias Gram negativas podem ser sensibilizadas devido a protecédo parcial
conferida por sua membrana externa onde determinados compostos de baixo peso
molecular e por meio de difusdo cruzam a parede externa bacteriana por meio de
lipopolissacarideos ou proteinas de membrana afetando a célula bacteriana
(GRIFFIN et al., 1999).

E. uniflora € Eucalyptus sp., apresentaram resultados satisfatorios frente ao
género Staphylococus spp, com variacbes de MIC entre 1,59 a 3,19 mg/mL e de
1,22 a 3,44 mg/mL, respectivamente, enquanto que sua atividade frente a E. coli foi
considerada moderada, com CIM de 3,19 a 6,3 mg/mL para o extrato de pitanga e
4,9 a 9,83 mg/mL para o extrato de eucalipto, havendo a presenca de cepas
resistentes as concentragfes testadas em ambos 0s extratos. E. uniflora, conforme
resultados divulgados por Auricchio (2007), demonstrou acdo frente a bactérias

COmMo Staphylococcus aureus, com 80 pg/mL, e Pseudomonas aeruginosa, com 400 pg/mL
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do seu o extrato hidroetandlico. Ja nos resultados obtidos por Prestes et al (2011), o
Oleo essencial resultou na inibicdo de Staphylococcus aureus € Salmonella typhimurium na
concentracdo de 8%. Acdo antifungica da espécie foi observada, com inibicdo do
género Candida na concentracdo de 500ug/mL de extrato hidroalcodlico por Auricchio
(2007) e apartir do 6leo essencial de Lima et al (2006).

Assim como foi realizado no que se refere ao EHA de Eucalyptus sp, Takahashi
et al., (2004) sugerem o seu uso quando ainda fresco, uma vez que, seus principais
componentes antibacterianos séo descritos na literatura como Oleos volateis, os
quais podem perder-se no processo de secagem e armazenamento o que explica o
melhor efeito da folha verde, observado por Mota et al (2011) sobre isolados de s.
aureus, em relagao as folhas secas da planta. A atividade antimicrobiana do decocto
e do extrato hidroalcodlico de eucalipto apresentaram acéo frente a dermatofitos de
interesse em saude publica, sendo observada uma maior efetividade do extrato
hidroalcodlico frente aos agentes fungicos (SCHUCH et al., 2008a), bem como, a
sua atividade frente a bactérias relacionadas com a mastite bovina, onde o EHA da
planta demonstrou-se mais eficiente na inativacao por contato dos micro-organismos
em relacdo ao decocto, com 0s tempos necessarios para a inativacdo variando de
10 segundos a 30 minutos (SCHUCH et al.,, 2008b). O 6leo essencial de cinco
espécies de Eucalyptus foi capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram positivas e
Gram negativas, com halos de inibicdo variando de 8 a 20 mm de diametro
(ESTANISLAU et al., 2001).

Observou-se que as demais espécies vegetais apresentaram efeitos
moderados sob 0s micro-organismos analisados. Frente a S. aureus 0 extrato
etandlico de S.molle demonstrou atividade em estudos realizados por Cruz-Carrillo et
al (2010), o qual ndo apresentou eficiéncia em bactérias Gram negativas como E. coli
e P. aeruginosa, diferentemente do observado neste estudo, ja Guerra-Boone et al
(2013), relataram a inibicdo de S. aureus e Streptococcus pyogenes pelo 6leo essencial
desta espécie.

O 6leo essencial do R. officinalis foi analisado quanto a sua atividade
antimicrobiana por Celiktas et al (2005) verificando uma atividade antibacteriana
moderada, sensibilizando Enterococus feacalis € Proteus vulgaris, porém, o extrato
metandlico agiu fracamente em S. aureus, ndo demonstrando acao frente aos demais

microrgansimos de importancia em saude publica, como S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
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e Candida albicans. Neste estudo, levou-se em consideracao a diferenca de localizac&o
da coleta das plantas, bem como, a variagao sazonal em que as coletas ocorreram,
deste modo, a maior atividade, em relacdo ao Oleo essencial de R. officinalis, foi
verificado com a planta coletada na primavera, sendo observadas diferencas nos
valores de inibicdo quanto a sazonalidade e localizagéao das plantas.

A diversidade de resultados observado nos estudos conduzidos por outros
pesquisadores demonstra os inumeros fatores que influenciam na atividade biologica
de uma planta considerada medicinal a qual geralmente esta associada ao
metabolismo secundario e seus subprodutos. Alteracdes climaticas, temporais ou
ambientais como sazonalidade, desenvolvimento, altitude, ritmo circadiano,
temperatura, disponibilidade hidrica, nutrientes, radiacdo ultravioleta, poluicdo
atmosférica e atague de patdgenos sdo alguns fatores que podem modificar a
producdo de compostos bioativos e inlfuenciar na resposta esperada (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007).

Segundo Rios e Recio (2005) a variagao de resultados obtidos em pesquisas
realizadas com plantas medicinais esta relacionada com a falta de uniformidade nos
critérios utilizados o que vém a acarretar contradicdes. Deste modo, faz-se
necessario, por parte dos autores, uma metodologia com descricdes mais
elaboradas e especificas quanto as condicdes em que as espécies vegetais se
encontram nos ensaios clinicos para que se possa tracar um padrdo uniforme
guanto as suas carateristicas biolégicas e quimicas a fim de se estabelecer um perfil

de suas propriedades bioativas.

5.3. Interacdo entre extratos hidroalcodlicos e antibidticos

Diferentes efeitos foram observados nas associacfes entre as espécies
vegetais e os antibiéticos em cada grupo bacteriano. Do total das 120 combinactes
entre os extratos das plantas e as drogas antimicrobianas avaliadas neste estudo,
15% destas apresentaram efeito sinérgico, indicando que houve potencializagdo da
acado do antibidtico frente a bactéria testada.

O género staphylococcus demonstrou maior susceptibilidade a interferéncia das
associacbes entre antimicrobianos, sendo verificados 14 eventos (23,3%) de

interacdes sinérgicas, para um total de 60 combinacfes possiveis, enquanto que E.
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coli apresentou 4 casos sinérgicos, ou seja, 6,66% de sinergismo. A diferenca de
sensibilidade dentre o0s grupos bacterianos, em ensaios sinérgicos, foram
observadas por Zago et al.,, (2009), sendo estes resultados justificados devido a
estrutura complexa das bactérias Gram negativas, as quais apresentam-se menos
sensiveis as interacdes entre drogas antibacterianas e plantas medicinais
(OLIVEIRA et al., 2006).

Nos ensaios realizados com Staphylococcus Spp., T. minuta € R. officinalis
apresentaram os maiores indices de efeitos sinérgicos, observados em cinco dos
seis antimicrobianos testados, nestes EHAs né&o foi verificado antagonismo. Em
seguida, S. cumini, P. guajava, Eucalyptus sp. € S. molle apresentaram efeitos sinérgicos
frente a um dos antibidticos apenas, enquanto que no extrato de P. cattleianum N&o
ocorreu sinergismo na associacdo com as drogas usadas, sendo verificado um efeito
antagonico somente com a amoxicilina. Nos EHA de E. uniflora, S. terebinthifolius (folha e
fruto) ndo foram observados nenhum efeito sinérgico, mas sim, os maiores indices
de antagonismos, frente a trés (folna de S. terebinthifolius) e duas drogas
antimicrobianas (E. uniflora e fruto de S. terebinthifolius).

Em staphylococcus spp a penicilina e a vancomicina, apresentaram o0 maior
namero de relagdes sinérgicas com os EHAs, ambas frente a quatro extratos,
sugerindo uma acdo dos extratos vegetais em conjunto com os antibidticos [3-
lactamicos, com atuacao frente a parede celular bacteriana dos Gram positivos. Ja a
gentamicina e tetraciclina atuaram de forma sinérgica em somente dois dos dez
extratos vegetais, enquanto que a amoxicilina e ampicilina demonstraram sinergismo
apenas em uma ocasiao, com R. officinalis € T. minuta.

Em relacdo aos ensaios com E. coli 0s melhores resultados foram verificados
com o EHA do fruto de S. terebinthifolius, onde se obteve trés interacdes sinérgicas
com as drogas antimicrobianas, seguido da sua folha com uma interacdo sinérgica
apenas. Os demais extratos ndo apresentaram efeitos sinérgicos. Eucalyptus sp., T.
minuta, P. cattleianum e E. uniflora foram os extratos com maiores numeros de relacdoes
antagobnicas, com cinco (Eucalyptus sp) trés (T.minuta) € dois (P. cattleianum € E. uniflora)
dos antibiéticos. Quanto as drogas antimicrobianas a vancomicina apresentou 0
maior numero de sinergismo com dois dos extratos estudados, ja com a gentamicina
foi verificado os maiores casos de antagonismo, a qual, ndo apresentou nenhuma

interacdo sinérgica com os EHAs mas nove interagfes antagonicas.
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Nas bactérias Gram negativas observou-se 28,3% de intera¢des antagonicas,
onde a associacdo com extratos vegetais diminuiram o efeito isolado das drogas
antimicrobianas. Efeitos antagdnicos podem significar uma competicdo das
substancias antimicrobianas por uma mesma molécula alvo, resultando em atividade
de antagonismo, diminuindo o efeito antibacteriano dos compostos (D’ARRIGO et
al., 2010).

A compreensdo molecular dos mecanismos de sinergia, bem como, a
confirmacdo do sinergismo entre produtos naturais e antimicrobianos sintéticos
permitem a criagdo de uma nova estratégia ao tratamento de doencas infecciosas
(HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008). Diversos sao 0S mecanismos
sinérgicos, podendo estar associados a inibicAo de uma ou mais etapas de uma
mesma reacdo bioquimica essencial a sobrevivéncia microbiana, inibicdo de
enzimas protetoras de bactérias, uso da combinacdo de agentes microbianos com
atuacao na parede celular com o intuito de maximizar a acéo de demais agentes ou
utilizacdo de antimicrobianos que se ligam a subunidade 50s do ribossomo
bacteriano (STARLING; BISCOTTO, 2001).

Deve-se considerar que mesmo as plantas que nao apresentaram um efeito
antimicrobiano eficiente, quando expostas a administragdo conjunta com drogas
antimicrobianas desempenharam um efeito antimicrobiano satisfatorio, este foi o
caso de R. officinalis para S. aureus.

Apesar de atuarem de forma eficiente, os antimicrobianos sintéticos
ocasionam efeitos colaterais principalmente no que se refere a terapias prolongadas.
A minimizacdo destes efeitos pode ser obtida por meio da reducdo da dose clinica
de alguns antibiéticos a partir da sua associacdo com produtos de acao
antimicrobiana de origem natural, diminuindo a incidéncia de efeitos colaterais e ao
mesmo tempo potencializando a antibioticoterapia no tratamento de infec¢cées em
que a resisténcia bacteriana € um fator determinante (MARSHALL, 1995).

Os dados obtidos neste estudo indicam a possibilidade da associa¢cédo entre
extratos vegetais e drogas antimicrobianas, considerando as plantas medicinais
como importantes veiculos no controle da resisténcia bacteriana e no tratamento das
doencas infecciosas.

As figuras abaixo descrevem as médias referentes aos controles e aos

tratamentos dos ensaios frente a E. coli € Staphylococcus Spp.
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Figura 1: Valores médios dos halos de inibicdo bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de Eucalyptus sp frente aos seis antibidticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para

letras iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 2: Valores médios dos halos de inibicdo bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de E. uniflora frente aos seis antibiéticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 3: Valores médios dos halos de inibicdo bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de P.cattleiam frente aos seis antibioticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 4: Valores médios dos halos de inibicdo bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de P.guajava frente aos seis antibidticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 5:Valores médios dos halos de inibicao bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de R.officinalis frente aos seis antibidticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras

iguais, ndo héa diferenca significativa entre os tratamentos.

Figura 6: Valores médios dos halos de inibi¢cdo bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de S.molle frente aos seis antibiéticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras
iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 7:Valores médios dos halos de inibicao bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
da folha da aroeira frente aos seis antibiéticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 8:Valores médios dos halos de inibicao bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
do fruto da aroeira frente aos seis antibiéticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.



64

BT-E.c

mC-Ec

T-S.a

BC-S.a

Figura 9:Valores médios dos halos de inibicdo bacteriana na presenc¢a (T) ou auséncia (C) do EHA
de S.cumini frente aos seis antibiéticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 10:Valores médios dos halos de inibi¢cdo bacteriana na presenca (T) ou auséncia (C) do EHA
de T.minuta frente aos seis antibiéticos sobre Staphylococcus spp (S.a) ou E.coli (E.c). Para letras

iguais, ndo ha diferenca significativa entre os tratamentos.

5.4. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada de acordo com a concentracédo

necessaria para inibir em 50% o radical DPPH.



65

Os resultados descritos na Figura 11 descrevem a concentracdo necessaria
presentes em 1mL de amostra para a ocorréncia da inibicdo do radical em 50%,
assim, nota-se, uma expressiva acdo encontrada na maioria dos EHAs. O EHA de
S.terebinthifolius (Folha) e de E. uniflora apresentaram os melhores efeitos antioxidantes
inibindo em 50% do DPPH na concentracdo de 0,17 mg/mL, concentragdo esta
muito proxima ao fruto de S. terebinthifolius, cuja inibicdo do radical ocorreu com 0,19

mg/mL do referido extrato.
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Figura 11: Valores logaritmicos referentes a atividade antioxidante dos EHAs expressos na
concentracdo em mg/mL necesséria para a inibicdo em 50% do radical DPPH (mg/mL).

Em seguida, os EHAs que apresentaram as maiores atividades antioxidantes
e foram: P. cattleianum com 0,23 mg/mL, P. guajava com 0,24 mg/mL, Eucalyptus Sp. com
2,37 mg/mL, R. officinalis com 2,68 mg/mL, S. molle com 2,8 mg/mL, T. minuta com 11,17
mg/mL e por ultimo S. cumini com o maior valor apresentado igual a 717,6 mg/mL
necessarios para inibir o DPPH.

Ainda que a presenca de carotendides em vegetais seja constantemente
relacionada a sua atividade antioxidante esta associacdo néo foi verificada neste
estudo, uma vez que os EHAs apresentaram baixos teores de CT, entretanto, 0s
expressivos valores antioxidantes obtidos para os EHAs da folha de S.terebinthifolius €
de E. uniflora podem possuir relacdo com o teor de CF totais encontrados nestas
amostras, ambas com valores elevados em comparagdo aos demais extratos.
Estudos descrevem a existéncia de uma correlacédo entre o conteiudo de compostos

fendlicos com a capacidade de inibir a oxidacdo pela captura do radical DPPH de
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extratos vegetais. A atividade antioxidante desses compostos depende de sua
capacidade em sequestrar radicais livres, de sua atuagdo em conjunto com outras
moléculas antioxidantes, além de sua estrutura quimica (SOARES, 2002).

Bendaoud et al (2010) verificaram uma forte acao antioxidante a partir do dleo
essencial de S.terebinthifolius. Para Ross; Kasum (2002) o potencial antioxidante desta
espécie estd associado ao seu teor de compostos fendlicos, com destaque aos
flavondides, o que confirma as observacgdes realizadas no presente estudo.

O estresse oxidativo gerado pelo déficit de antioxidantes no organismo em
relacdo a producdo de radicais livres, pode gerar danos aos lipidios, proteinas,
carboidratos, &cidos nucléicos e demais substancias oxidaveis (LEITE, 2003; SIES,
1993). A peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacéo € ocasionada por a¢des fisiologicas
e deletérias de processos de oxidacdo produzindo uma reacdo em cadeia nos
acidos graxos poliinsaturados de membranas celulares, alterando a permeabilidade,
fluidez e integridade das mesmas (ESTREBAUER; ZOLLNER; SHAUR, 1990).
Pensando nisso, Auricchio et al (2007) avaliaram a atividade de E. uniflora verificando
gue na concentracdo de 34,6 pg/mL, o extrato hidroetandlico promoveu a inibicdo de
50% da lipoperoxidacao indicando agéo antioxidante moderada em homogenato de
cérebro de ratos, demonstrando um efeito superior ao obtido o presente estudo. Ja
P. cattleianum que apresentou uma atividade satisfatoria nesta pesquisa, demonstrou
efeito antioxidante na concentracdo de 15,9 ug/mL, com a eliminacdo de radicais
livres evidenciadas pelo método DPPH (ALVARENGA et al., 2013).

As demais plantas utilizadas neste estudo também tiveram sua propriedade
antioxidante relatada em outras pesquisas. Asolini et al (2006) constataram em seus
ensaios que os extratos aquosos e etandlicos dos chas de alecrim, apresentam
atividades antioxidantes superiores a do controle com etanol 80% utilizado pelos
autores, com atividade acima de 84%, consequentemente acima do controle (62%).
llha et al (2008) analisaram o potencial do extrato etandlico de P.guajava por meio da
atividade sequestrante de radical DPPH e obtiveram uma acéo consideravel e mais
eficiente do que as substancias puras testadas como padrao (vitamina C e cisteina).
Estes resultados indicam uma atividade promissora da goiaba como um agente
antioxidante ja que a vitamina C é conhecida pela sua agilidade e eficiéncia quanto a
neutralizagcdo das ERO por transferéncia de elétrons, inibicdo da liporeroxidagéo,

7

enquanto que a cisteina é precursora da glutationa, um importante agente
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antioxidante que depende da concentracdo intracelular da cisteina para ser
sintetizado (HSU; GUO, 2002).

Similar ao extrato de goiaba, Ben Hassine et al (2012) obtiveram resultados
eficientes com o extrato aquoso de eucalipto, o qual apresentou dentre inUmeras
formas extrativas, os melhores valores no ensaio com DPPH, 11,4 + 0,6 mg/L, sendo
comparavel ao da vitamina C (4,4 £ 0,2 mg/L).

Em pesquisas conduzidas por Guerra-Boone et al (2013) e Mohamed et al
(2013), foi constatado a atividade antioxidante de inlUmeras espécies vegetais entre
elas S. molle e S. cumini, 0S resultados foram variaveis, verificando-se uma pequena
atividade de S. molle nas concentragéesde 250 pg/mL, enquanto que a tintura
metandlica de S. cumini exibiu uma atividade superior a extragdo com cloreto de
metileno e 6leos essenciais, com concentracdes antioxidante de 13,14 ng, 1,22mg e
0,47 ug, respectivamente.

Pode-se observar que os resultados referentes aos efeitos antioxidantes das
amostras estudadas para algumas espécies vegetais nesta pesquisa Sao
divergentes aos encontrados na literatura, o que pode estar associados aos
solventes utilizados nos estudos citados. Para Xu e Chang (2007), a escolha do
solvente pode resultar em diferentes composicdes fendlicas e seus compostos
antioxidantes, sendo os solventes de alta polaridade considerados mais efetivos no
sequestro de radicais livres e na inibicdo microbiana. Segundo SUN; HO (2005)
solucBes aquosas de etanol, como extratos hidroalcodlicos, tém sido descritas na
extracdo de antioxidantes a partir de plantas e extratos vegetais de forma eficiente, o
gue pode justificar os resultados superiores obtidos com os EHAs nesta pesquisa

guando comparados com os descritos na literatura.

5.5. Citotoxicidade

A viabilidade celular foi verificada em relagdo ao controle de células néo
tratadas com os EHA. Nas concentracdes testadas, observaram-se percentuais de
viabilidade distintas aos diferentes extratos.

As células MDBK toleraram concentracdes entre 2,84 a 0,0093 mg/mL dos
extratos das plantas. De acordo com os resultados, o extrato produzido com P.

cattleianum apresentou-se menos toxico, com uma viabilidade celular de 100% em
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sua concentracdo maxima, de 2,84 mg/mL. Com 96% e 91% de viabilidade celular,
R. officinalis € T. minuta, permitiram concentracdes de 0,54 mg/mL e de 0,31 mg/mL nas
células testadas. As demais plantas, apresentaram citotoxicidade elevada,
observando-se um percentual entre 91% e 98% de viabilidade celular, em
concentracdes que oscilaram de 0,30 & 0,0093 mg/mL, como pode ser observado na
figura 12.

Figura 12: Valores, em escala logaritmica, obtidos no teste de citotoxicidade expressos nas
concentragdes (mg/mL) referente aos EHAs que possibilitaram uma viabilidade celular 290.

Os menores valores tolerados pelo cultivo realizado com células MDBK, foram
observados frente aos EHA produzidos com a folha de S.cumini, cujo extrato
apresentou uma viabilidade celular de 96%, sendo considerado o mais citotoxico.

A baixa citotoxicidade do EHA de P. cattleianum foi verficada em estudos
conduzidos por Alvarenga et al (2013), os resultados obtidos pelos autores
revelaram que as células de mamiferos utilizadas ndo foram danificadas pelo
extrato, apresentando uma DLsy >400 pg/mL. No presente estudo, as folhas e frutos
de s. terebinthifolius demonstraram citotoxicidade em concentragbes baixas, 0,010 e
0,030 mg/mL, respectivamente, entretanto, o extrato desta espécie ndo apresentou
efeitos toxicos ao se avaliar sua toxicidade aguda, nas doses de 0,625 -5,0 g/ kg, e
subaguda, nas doses de 0,25; 0,625 e 1,5625 g / kg / dia, em ratos wistar (LIMA et
al., 2009).

Tradicionalmente, acredita-se que o consumo de plantas medicinais ocasione
efeitos toxicos menores do que os gerados pelos medicamentos de origem sintética.

A avaliacdo quanto as propriedades toxicas de extratos vegetais torna-se relevantes
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devido ao uso inadequado de plantas ditas medicinais. A toxicicidade de algumas
plantas pode estar relacionada a sua composi¢cdo quimica sendo a presenca de
triterpendides e esterdides exemplos de compostos responsavel por esses efeitos os
quais sao responsaveis por inumeros efeitos deletérios ao organismo humano e
animal (ALMEIDA et al., 2002; PEREIRA; CASTRO, 2007).

Na literatura, os estudos encontrados quanto aos efeitos citotdéxicos de
extratos vegetais sdo escassos, 0 que pode contribuir com a exposi¢cado dos usuarios
de plantas medicinais e fitoterapicos aos seus possiveis efeitos nocivos. Nesta
pesquisa, o0 EHA de aracd apresentou-se como O menos citotoxico dentre as
espécies vegetais testadas. Por se tratar de um estudo in vitro, os dados obtidos
requerem um maior detalhamento quanto a caracterizacdo de seus compontentes

quimicos individuais.



6 CONCLUSOES

Neste estudo, caracterizou-se nove espécies vegetais presentes na regido Sul
do Rio Grande do Sul quanto as suas propriedades biolégicas, caracteristicas
guimicas e efeitos citotoxicos. Assim, observou-se que:

O teor de compostos fendlicos totais variou dentre os extratos hidroalcodlicos,
sendo predominante no extrato feito com as folhas de Schinus terebinthifolius, seguido
de Eugenia uniflora, enquanto que a presenca de taninos condensados foi
predominante na espécie P. cattleianum. A presenca de carotendides totais nos EHAs
foi considerada escassa.

Os extratos vegetais demonstraram possuir acao frente a bactérias, com
maior sensibilidade sob Staphylococcus spp. As espécies com os menores MIC, 0,08 e
0,2 mg/mL, e portanto, maior atividade antimicrobiana foi S. cumini e S.terebinthifolius
(folha), respectivamente, enquanto que a interagdo entre o0s extratos e
antimicrobianos sintéticos foi considerada positiva devido ao indice de efeitos
sinérigicos em Staphylococcus Spp, ainda que E. coli tenha demonstrado maior
resisténcias as interacdes, casos de sinergismos foram observados com a penicilina,
amoxicilina e vancomicina. Foi observado um potencial antioxidante na maioria das
espécies vegetais, sendo as folhas de E. uniflora € de S. terebinthifolius as que
demonstraram as maiores atividades inibindo o radical DPPH em 50% na
concentracdo de 0,17 mg/ mL. Na concentracdo de 2,84 mg/mL o extrato de P.
cattleianum ndo apresentou efeito citotoxico.

Neste estudo, o extrato com a folha de S. terebinthifolius apresentou maiores
teores de compostos fendlicos, apresentando expressiva atividade antimicrobiana e
antioxidante e, consequentemente, os menores valores necessarios na inibicdo do
DPPH e de MIC, enquanto que P. cattleianum foi considerada a espécie menns
citotoxica em uma concentracdo inferior ao valor de seu MIC e sua concent

antioxidante.
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