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Resumo

GIORDANI, Claudia. Atividade antimicrobiana de extratos vegetais e toxicidade
em modelos alternativos. 2017. 150f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Programa
de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2017.

As plantas medicinais tém sido utilizadas desde épocas remotas, e atualmente sdo
alvos da pesquisa para obtencdo de novos compostos bioativos, para combater,
principalmente, patdgenos resistentes. Nessa realidade, existe a preocupacéo do uso
das plantas sem a avaliagdo quimica e toxicolégica. Assim, este trabalho teve por
objetivo avaliar a suscetibilidade dos isolados clinicos resistentes aos farmacos
convencionais frente a extratos hidroalcodlicos de Schinus terebinthifolius (ST),
Eugenia uniflora (EU), Polygonum hydropiperoides (PH), Baccharis trimera (BT),
Equisetum hyemale (EH) e Solidago chilensis (SC), e determinar a composi¢ao
quimica, atividade antioxidante e toxicidade in vitro e in vivo dos extratos. Para
avaliacdo da suscetibilidade in vitro das bactérias (n=58) e fungos (n=30) realizou-se
o teste de microdiluicdo em caldo (CLSI, M07-09, M38-A2 e M27-A3). Os niveis de
atividade antioxidante foram identificados pelos testes com DPPH e ATBS, e os
compostos quimicos identificados através de cromatografia liquida e gasosa. A
determinacao da toxicidade dos extratos in vitro foi avaliada em células Vero (teste do
MTT), em células espermaticas (parametros de motilidade = CASA, e de estrutura =
citometria de fluxo), e em eritrécitos caninos (capacidade hemaglutinante e
hemolitica). A toxicidade in vivo foi avaliada em ovos de codorna embrionados. Os
extratos de ST, PH e EU apresentaram acao fungiostética e fungicida sobre Sporothrix
brasiliensis, Malassezia pachydermatis e dermatéfitos (0,19-100 mg.mL1),
bacteriostatica e bactericida em Gram-positivas e Gram-negativas (0,03-7,5 mg.mL™1),
além de niveis antioxidantes superiores, com presenca de compostos fendlicos e
flavonoides. Em relacao a toxicidade in vitro, houve alteracbes nas concentracdes
mais altas, principalmente nos EU e ST. No ensaio de toxicidade espermatica
observou-se redugédo na viabilidade celular e motilidade espermética, reacdo no
acrossoma, aumento de fluidez da membrana, diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial, sendo observadas alteragées a partir da concentragéo 1,5 mg.mL™! para
ST, ao contrario de PH, onde s6 se observam altera¢cdes na motilidade a partir de 6,2
mg.mL*. Em concentragdes <0,08 mg.mL* (ST, EU e PH) ndo foram observadas
reacoes de hemaglutinacdo e hemolise, sendo PH o menos toxico. Na avaliacao in
vivo, nenhum destes extratos demonstrou efeitos toxicos nos embrides (0,94-7,5
mg.mL™1). Os extratos de ST, EU e PH, apresentam-se promissores, com possibilidade
de isolamento de substancias antimicrobianas e antioxidantes.

Palavras-chave: hidroalcoolico; antibacteriana; antifungica; fitoquimica;
citotoxicidade



Abstract

GIORDANI, Claudia. Antimicrobial activity of plant extracts and toxicity in
alternative models. 2017. 150f. Thesis (Doctor degree in Sciences) - Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

Medicinal plants have been used since remote times, and are currently the target of
the research to obtain new bioactive compounds, to combat, mainly, resistant
pathogens. In this reality, there is concern about the use of plants without chemical
and toxicological evaluation. The objective of this study was to evaluate the
susceptibility of the clinical isolates resistant to conventional drugs against
hydroalcoholic extracts of Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU),
Polygonum hydropiperoides (PH), Baccharis trimera (BT), Equisetum hyemale (EH)
and Solidago chilensis (SC), and to determine the chemical composition, antioxidant
activity and in vitro and in vivo toxicity of the extracts. The broth microdilution test
(CLSI, M07-09, M38-A2 and M27-A3) was used to evaluate the in vitro susceptibility
of bacteria (n = 58) and fungi (n = 30). The levels of antioxidant activity were identified
by the DPPH and ATBS tests, and the chemical compounds identified by liquid and
gas chromatography. In vitro toxicity determination of extracts was evaluated in Vero
cells (MTT test), sperm cells (motility parameters = CASA, and structure = flow
cytometry), and in canine erythrocytes (haemagglutination and haemolytic capacity).
In vivo toxicity was evaluated in embryonated quail eggs. The extracts of ST, PH and
US presented fungiostatic and fungicidal action on Sporothrix brasiliensis, Malassezia
pachydermatis and dermatophytes (0,19-100 mg.mL?Y), bacteriostatic and bactericidal
on Gram-positive and Gram-negative (0.03- 7.5 mg.mL™?), in addition to superior
antioxidant levels, with presence of phenolic compounds and flavonoids. In relation to
in vitro toxicity, there were changes in the highest concentrations, mainly in the US and
ST. In the sperm toxicity assay, a reduction in cell viability and sperm motility was
observed, acrosome reaction, increased membrane fluidity, decreased mitochondrial
membrane potential, and changes from 1.5 mg.mL™ to ST, unlike PH, where there are
only changes in motility from 6.2 mg.mL1. At concentrations <0.08 mg.mL* (ST, EU
and PH) no haemagaglutination and haemolysis reactions were observed, PH being the
least toxic. In the in vivo evaluation, none of these extracts showed toxic effects on the
embryos (0.94-7.5 mg.mL1). The extracts of ST, EU and PH, are promising, with the
possibility of isolation of antimicrobial substances and antioxidants.

Keywords: hydroalcoholic; antibacterial; antifungal; phytochemistry; cytotoxicity
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1 Introducéo

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta
medicinal é toda planta ou partes desta que contenham substancias ou classes de
substancias responsaveis por uma acgéo terapéutica (BRASIL, 2011). O uso das
plantas medicinais € uma pratica muito antiga, e mesmo tendo estudos com
expressivos avancgos cientificos, muitas espécies ainda séo utilizadas conforme a
medicina popular (ALVIM et al., 2006). Atualmente as plantas ganham espaco tanto
para tratamentos em humanos como nos animais, devido ao consumidor almejar
produtos ecologicamente corretos, sem residuos quimicos e também na busca por
menores custos no tratamento, colaborando desta forma com aspectos econémicos e
sociais (WHO, 2002; ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006; OLIVEIRA et al., 2009).

No ambito da pesquisa, a busca por novos principios bioativos para combate
de microrganismos patogénicos resistentes tem sido intensificada, e apresenta grande
relevancia (CECHINEL FILHO et al., 1998; BARBOSA-FILHO et al., 2007). A selecao
de microrganismos resistentes a antimicrobianos vem se destacando como um
problema em saude publica, onde a velocidade de disseminacdo dos genes de
resisténcia tem sido maior que a capacidade de producdo de novos farmacos efetivos
(ARAUJO et al., 2009). Sendo assim, pesquisas vém demonstrando plantas com
atividade antimicrobiana, e algumas espécies tém apresentado mais de um tipo de
atividade in vitro (DUARTE 2006; ALVES et al., 2009). Para os testes de avaliagcéo
antimicrobiana tanto para farmacos como extratos vegetais/compostos isolados,
estudos se baseiam, principalmente, em protocolos disponibilizados pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Committee on Antibiotic
Susceptibility Testing (EUCAST) para avaliacdes padronizadas, ambos apresentando
resultados de confiabilidade equivalentes (STOPPA et al., 2009; SILLEY et al., 2012).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as plantas medicinais
deveriam ser a melhor fonte para se obter uma variedade de farmacos (PRASHAR et
al., 2003). No Brasil, em 2008, foi aprovado o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos que dentre seus objetivos, tem o intuito de garantir acesso

seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2009). E
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adicionalmente a isso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vem
regulamentando o uso de algumas plantas medicinais, através de estudos cientificos
comprobatérios de eficacia em determinadas enfermidades e/ou sinais clinicos
(BRASIL, 2011).

Porém, dentro desta realidade surgem preocupac¢fes acerca do uso popular e
tradicional sem avaliacdo toxicoldgica dos recursos vegetais, sendo apenas 0 uso
empirico insuficiente para validar eticamente as plantas medicinais como
medicamentos eficazes e seguros (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006; AGRA et al.,
2007; 2008). As reacOes adversas provenientes do uso de plantas ou extratos
vegetais podem ser decorrentes de seus componentes, contaminantes ou
preparacdes caseiras duvidosas (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006). Estes efeitos
podem também ocorrer por substancias isoladas de plantas, como diversos
compostos organicos, produtos do metabolismo primério e secundério, e que podem
exercer efeitos benéficos ou maléficos sobre o organismo. Para assegurar 0 uso das
plantas, é imprescindivel a realizacdo de testes de eficacia, seguranca e qualidade,
utilizando-se métodos para a obtencdo de informacgBes toxicologicas pré-clinicas
através de pesquisas in vitro e in vivo (ZOLLNER & SCHWARZ, 2013). Assim, faz-se
necessaria a determinagcdo dos compostos presentes, dose/concentracdo, duracao,
frequéncia, via de exposicdo, assim como propriedades fisico-quimicas e
suscetibilidade individual que provoquem um efeito nocivo (SPINOSA et al., 2008).
Porém estudos avaliando a toxicidade de plantas medicinais ainda sdo pouco
realizados, necessitando ser intensificados (VEIGA JUNIOR et al., 2005; CLEFF et al.,
2008).

Na fase de avaliagdo toxicoldgica, além da realizacdo de testes, também

D

preciso fazer o emprego dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinament
Substituicdo, Reducdo e Refinamento) em todos ambitos da pesquisa. E possivel que
diferentes substancias possam causar niveis elevados de toxicidade ou serem letais
e que, através de uma sequéncia de ensaios prévios (in vitro, in chemico, in silico e
ex Vvivo) ao uso de animais, pode-se determinar a continuacdo dos estudos ou
modificacdes em diversos aspectos, como concentracdo ou via de administracao,
além de conhecer as alteracdes sobre determinadas estruturas, 6érgaos e ou ceélulas.
Com isso, ocorre uma reducdo nos custos e tempo no desenvolvimento da pesquisa,
além da substituicdo e reducdo no numero de animais utilizados na etapa in vivo
(CAZARIN et al., 2004; MARTINEZ-HIDALGO, 2007; OECD, 2017).
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A maioria dos estudos de toxicidade utiliza células de linhagem (pele, rim e
figado), entretanto existe a possibilidade de usar outras fontes, como a célula
espermatica. Ja que estas possuem sensibilidade genérica as células somaticas e
uma alta sensibilidade a toxinas que provoquem alteracdo na homeostasia iGnica
celular, energia e fungdo mitocondrial (HOORNSTRA et al., 2003; JAASKELAINEN et
al., 2003; SEVERIN et al., 2005; ANDERSSON et al., 2006; ANDERSSON et al.,
2010). A avaliacao das células espermaticas pode ser realizada através de sistema
computadorizado de analise de sémen (CASA), que fornece informacdes sobre a
cinética espermatica, através da digitalizacdo dos espermatozéides por video,
calculando os parametros de linearidade (LIN), retilinearidade (STR), indice de
oscilacdo ou wobble (WOB), frequéncia de batimento flagelar cruzado (BCF) e
amplitude do deslocamento lateral da cabeca do espermatozéide (ALH) que
determinam quantitativamente o movimento; velocidade curvilinear (VCL), velocidade
em linha reta (VSL) e velocidade média do percurso (VAP) representam a qualidade
da cinética; e motilidade total (MT), motilidade progressiva (MP) (SILVA et al., 2009).
Associado ao CASA, pode-se fazer avaliagao por citometria de fluxo, técnica que é
bastante empregada na pesquisa de farmacos, onde é possivel determinar as
propriedades fisicas e fluorescéncia de particulas de células, permitindo a avaliacao
profunda sob diversos parametros, entre eles, atividade metabdlica e mitocondrial,
respiracdo celular, degradacdo e dano de DNA, formacdo de espécies reativas de
oxigénio e integridade de membrana (FRITZSCHE & MANDENIUS, 2010; GREEN et
al., 2011; HOSSAIN et al., 2011).

Outros métodos vém ganhando espagco em etapas iniciais de avaliacdo de
toxicologia e eficacia, representando alternativas ao uso de animais de laboratdério,
como testes em seres invertebrados (larva de camaréao - Artemia salina, ou pulga
d"agua - Daphnia pulgans) ou animais em estagio inicial de desenvolvimento (ovo de
galinha embrionado) (ANDRADE et al., 2002). Assim como a utilizagédo de células
sanguineas, que apresenta como vantagem a metodologia simples, pouco invasiva e
de baixo custo, onde se pode avaliar substancias com capacidade de interacdo com
a membrana de eritrocitos, estabelecendo assim uma triagem toxicologica (DRESCH
et al., 2005; PEQUENO & SOTO-BLANCO, 2006).

Com relagdo a plantas medicinais com ampla distribuicdo em Pelotas, RS,
destacam-se algumas de uso empirico pela populacéo local como a Baccharis trimera

(Carqueja), Solidago chilensis (Lanceta), Equisetum hyemale (Rabo-de-lagarto),
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Eugenia uniflora (Pitangueira), Polygonum hydropiperoides (Erva-de-bicho) e Schinus
terebinthinfolius (Aroeira mansa) (GIORDANI, 2013). A espécie E. uniflora, possui
importancia por pertencer a familia Myrtaceae, que apresenta maior nimero de
representantes na flora arbordcea do Rio Grande do Sul, destacando-se também B.
trimera da familia Asteraceae nativa do sul e sudeste do pais, com ampla utilizacéo
na medicina popular. As espécies P. hydropiperoides pertencente a familia
Polygonaceae e S. chilensis da familia Asteraceae, apesar de serem consideradas
plantas invasoras, sdo muito utilizadas no Brasil como medicinais, enquanto S.
terebinthinfolius da familia Anacardiaceae que é originaria do Peru, apresenta alta
distribuicdo no Brasil, possuindo propriedades medicinais e alimenticias. Ja a planta
E. hyemale, da familia Equisetaceae, apesar de ter uso na medicina popular também
é muito utilizada com fins ornamentais (LISBOA-NETO et al., 1998; JACOME et al.,
2004; LENZI & ORTH, 2004; CESARIO & GAGLIANONE, 2008; LORENZI & MATOS,
2008).

Existem relatos sobre a atividade antimicrobiana de grande parte das plantas
encontradas na regido de estudo, entre elas, E. uniflora (SOUZA et al.,, 2002;
OLIVEIRA et al., 2008), P. hydropiperoides (FREIXA et al., 1998) e S. terebinthinfolius
(FREIRES et al., 2010), E. hyemale (QUEIROZ et al., 2015) B. trimera (BETONI et al.,
2006; ALEIXO et al., 2013) e S. chilensis (VILA et al., 2002), porém muitos estudos in
vitro sdo desenvolvidos com cepas padrdes e isolados humanos, diferindo da
realidade em medicina veterinaria, onde € crescente o numero de isolados
microbianos multirresistentes, especialmente de bactérias e fungos (LARA et al.,
2008; CRUZ et al., 2012; GUTERRES et al., 2014; MORAES et al., 2014).

Outro aspecto importante é a identificagcdo da composi¢cédo quimica das plantas
e extratos, jA que suas atividades antibacteriana, anti-inflamatéria, antiviral,
antiiingica, antioxidante, entre outras, estdo associadas com a presenca de
determinadas substancias, como os compostos fendlicos, por exemplo (FINKEL &
HOLBROOK, 2000; SOUZA et al., 2007; ORHAN et al., 2010). Em relac&o a atividade
antioxidante, tais compostos tém sido encontrados nas plantas, e muitos deles com
alta eficiéncia sobre a eliminacédo de espécies reativas de oxigénio e radicais livres
(KENNY et al., 2014). As espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio s&o produtos
fisiologicos das células normais, podendo atuar beneficamente (ex: sinalizacéo
celular) ou, em superproducdo/deficiéncia de antioxidantes, provocando efeitos
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deletérios, por exemplo, estresse oxidativo causando danos em lipidios, proteina e
DNA celular, e alteracdes em proteinas (VALKO et al., 2007).

Diante desta realidade, a determinacdo do potencial antimicrobiano, perfil
fitoquimico e téxico dos extratos vegetais torna-se de grande importancia, tendo em

vista a aplicabilidade dos resultados.



2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de Baccharis trimera,
Equisetum hyemale, Eugenia uniflora, Polygonum hydropiperoides, Schinus
terebinthinfolius e Solidago chilensis, assim como avaliar a toxicidade, potencial

antioxidante e identificar os compostos quimicos presentes.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a suscetibilidade in vitro de microrganismos patogénicos (bactérias e
fungos) isolados de casos clinicos em animais frente aos extratos hidroalcodlicos de
Baccharis trimera (Carqueja), Equisetum hyemale (Rabo-de-lagarto), Eugenia uniflora
(Pitangueira) Polygonum hydropiperoides (Erva-de-bicho), Schinus terebinthinfolius
(Aroeira mansa) e Solidago chilensis (Lanceta), além de testar a suscetibilidade dos
isolados aos farmacos de uso rotineiro na veterinaria.

- Realizar teste de citotoxicidade in vitro, utilizando células de linhagem Vero e
espermatozoides suinos, dos extratos vegetais que apresentarem atividade
antimicrobiana in vitro;

- Determinar a atividade antioxidante dos extratos vegetais;

- Quantificar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides dos extratos
vegetais;

- ldentificar os compostos quimicos majoritarios presentes nos extratos
vegetais com maior atividade antimicrobiana in vitro;

- Realizar teste de atividade hemolitica e hemaglutinante dos extratos vegetais
gue apresentarem maior atividade antimicrobiana in vitro;

- Realizar teste de embriotoxicidade sobre embrides de codorna (Coturnix

coturnix japonica) dos extratos vegetais com maior atividade antimicrobiana in vitro.
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ABSTRACT

Sporotrichosis, malasseziosis, and dermatophytosis are among the most prevalent animal fungal
diseases. Therapeutic treatment of these diseases is impaired due to the limited amount of
available active principles, their toxic effects, and occurrence of resistance. The objectives of
this study were to evaluate the antifungal potential of hydroalcoholic extracts of Equisetum
hyemale, Eugenia uniflora, Polygonum hydropiperoides, and Schinus terebinthifolius against
Sporothrix brasiliensis, Malassezia pachydermatis, Microsporum canis, Microsporum
gypseum, and Trichophyton mentagrophytes, determine the toxicity of the extracts, and
characterize their composition. Antifungal activity was evaluated by the broth microdilution
test (CLSI M38-A2 and M27-A3), chemical composition was determined by LC-MS, and
extract toxicity was assessed using the MTT assay on Vero cells. Extracts of E. hyemale and P.
hydropiperoides showed limited antifungal activity while extracts of S. terebinthifolius and E.
uniflora demonstrated fungicidal and fungistatic activities, low cytotoxicity, and the greatest
antioxidant capacity and phenolic and flavonoid contents.

Keywords: Plants medicinal; Mycoses; Clinical isolates; extracts.


mailto:claarte@hotmail.com

27

Introduction

Fungal diseases are prominent in the veterinary field. Some mycoses including
sporotrichosis and dermatophytosis with great zoonotic potential are of public health concern.
Additionally, animal contact with people and the increased number of companion animals
promote transmission of such diseases®.

Sporotrichosis, malasseziosis, and dermatophytosis are amongst the most frequent
mycoses in domestic animals. Species of the Sporothrix schenckii complex can cause
sporotrichosis in humans and animals, commonly affecting felines. Sporothrix brasiliensis is
the predominant species in Southeast and South regions of Brazil2. Malassezia pachydermatis
is the major fungal agent of otitis and dermatitis. Its capacity to form biofilms in a hospital
setting increases the risk to immunocompromised patients in intensive care®. Dermatophytes
are spread through the environment, utensils, and humans among others, via direct or indirect
contact. In addition, some animals may act as asymptomatic carriers of these fungi*®.

Treatment of veterinary mycoses is difficult due to limited effective antifungal agents,
high cost, and adverse side effects. Treatment is usually long, with reports of recurrence as well
as resistant isolates®. Therefore, discovery of novel antifungal compounds and the development
of new treatment strategies against these pathogens are necessary.

Plant extracts have long been surveyed in search for effective and safe therapeutic
alternatives. Ethnobotanical uses of plants may help direct the search for such compounds’8-+2,
The common use of plants in folk medicine involves homemade preparations for humans and
animals without scientific knowledge of efficacy or toxicity. Indiscriminate use of such
products can lead to adverse effects from over dosage, drug interactions, and the presence of
unknown toxic compounds or contaminants. Plant certification and safe use of plant extracts
involves developing pre-clinical studies and characterization of compounds present in plant

species used empirically by the population’.
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The objective of this study was to perform in vitro evaluations of the antifungal activity
of hydroalcoholic extracts from the ethnobotanically relevant plants: Equisetum hyemale,
Eugenia uniflora, Polygonum hydropiperoides, and Schinus terebinthifolius on clinical isolates
of dogs and cats, as well as to determine antioxidant potential, phenolic composition, and
cytotoxicity of the extracts.

Plant extracts

Plant shoots were collected in Pelotas-RS (31°33'02.0' S, 52°16'45.5" W) between
March/April. Voucher specimens were deposited in the PEL Herbarium, Federal University of
Pelotas (UFPel), Capdo do Ledo-RS, Brazil and identified as Schinus terebinthifolius (ST)
(25934), Eugenia uniflora (EU) (25930), Polygonum hydropiperoides (PH) (25931), and
Equisetum hyemale (EH) (25928). One hundred grams of dried ground sample from each plant
was extracted using 500 mL ethanol (70%)*3 and filtered through filter paper (80 g/m?). The
extract was concentrated in a rotary evaporator under vacuum at 50°C. The concentrated extract
was diluted to 500 mL using sterile distilled water (pH 7.5).

Antifungal Susceptibility Testing

Antifungal activity of each extract was tested using a broth microdilution test'4%° against
thirty clinical isolates from the Mycological Diagnostic and Research Center-UFPel collection
including otitis and dermatitis (Malassezia pachydermatis n=10/canines), dermatophytosis
(Microsporum canis n=1, Microsporum gypseum n=1, Trychophyton mentagrophytes
n=1/canines), and sporotrichosis (Sporothrix brasiliensis n=17/felines) causing mycoses. M.
pachydermatis inoculum was grown for 48h (35°C) on Sabouraud dextrose agar containing
chloramphenicol. S. brasiliensis was grown on yeast extract agar for 72h (35°C), and
dermatophytes were grown on potato dextrose agar for 288h (25°C). Fungal inoculum was
prepared by transferring a fraction of each grown colony into a sterile saline solution. Inoculum

concentration was standardized in a spectrophotometer [70% transmittance (T) for S.
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brasiliensis, 80-82% T for dermatophytes, and 60-65% T for M. pachydermatis at 530 nm]
using saline and culture media (RPMI 1640 with MOPS or Sabouraud Broth). A positive control
containing culture media and fungal inoculum, and a negative control containing culture media
only (blank) were prepared. Hydroalcoholic extracts were tested in triplicate at 10 serial
concentrations (0.19-100 mg.mL™?). Tests with ketoconazole (0.015-16 pg.mL™?) and
itraconazole (0.015-64 pug.mL™) were also performed to evaluate isolate sensitivity. Isolates
with MICs >8 pg.mL™ for itraconazole and ketoconazole for filamentous fungi, and MIC >1
ug/mL for itraconazole and >4 pg.mL? for ketoconazole for yeasts were considered
resistant’415, Assay results were expressed in minimum inhibitory concentration (MIC) by
measuring colony growth or medium turbidity compared to the positive control after 72h at
35°C (M. pachydermatis and S. brasiliensis) or 120h at 25°C (dermatophytes). For
determination of minimum fungicidal concentration (MFC), 10 pL of the microplate
suspensions (MIC) were seeded and incubated in culture media at specific temperatures for
each fungus!314,

Determination of the chemical composition

Total phenolic content was determined using the Folin-Ciocalteau reagent. After a 2h
reaction the absorbance was measured at 725 nm, and results were expressed in milligram of
gallic acid equivalents per gram of sample!®. Flavonoid content was determined by measuring
absorbance at 510 nm and results were expressed in milligrams of (+)-catechin equivalents per
g of sample!’.

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin e-6-
sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging capacities of crude extracts were determined and
expressed as percent (%) DPPH and ABTS radical remaining according to the equation:
%inhibition=Acontro—Asample/ AcontroiX100; wWhere Acontror 1S the absorbance of the control

(containing all reagents except the sample) and Asample is the absorbance of the sample?®,
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Phenolic compounds present in plant extracts (4 mg.mL™* of methanol) were analyzed
by LC-MS', Phenolic compounds were characterized by UV-Vis spectra (220-800 nm),
retention time relative to the external standards, mass spectra, and fragmentation patterns.

Cytotoxicity assay

Extract cytotoxicity was assessed by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl
tetrazoline bromide (MTT) method, in triplicate®. The test was performed on VERO cells,
which were maintained in RPMI 1640 media and supplemented with 10% FBS and kept in
contact with 12 hydroalcoholic extract concentrations (100-0.045 mg.mL™?) for 24h.

Statistical Analysis

Antifungal activity and cytotoxicity data for each extract was subjected to an analysis
of variance (ANOVA), and the means were compared by Tukey's test (p <0.05) (Statistix
software v. 9.0).

Results

Antifungal Susceptibility Testing

Extracts of ST, PH, and EU showed antifungal activity against all isolates tested, with
M. pachydermatis being the most susceptible. ST and EU had the lowest MIC and MFC,

respectively (Table 1).
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Table 1 Results of the broth microdilution test, using hydroalcoholic extracts (mg.mL™),

itraconazole (ug.mL?), and ketoconazole (pg.mL?) in clinical isolates of Sporothrix

brasiliensis, Malassezia pachydermatis, and dermatophytes

Sb M.p
Especie Mean Range Mean Range Mean Range
(mg.mLY)  (mgmL?Y (mgmL?Y (mgmL?Y (mg.mL?Y) (mg.mL?)
MIC 6.61° 3.12-125 3.122 3.12 6.25° 6.25
T MFC 13.78° 3.12-50 5.65% 3.12-6.25 6.25P 6.25
EH MIC 100 100->100 100 100->100 83.332 100-50
MFC >100 >100 >100 >100 >100 >100
MIC 59.192 6.25-100 5.65% 3.12-25 25°¢ 12.5-50
PH MFC 69.852 12.5-100 6.242 3.12-25 37.52 12.5-50
EU MIC 20.95b¢ 3.12-50 3.122 3.12 4.23° 0.19-6.25
MFC 30.88° 12.5-50 4,632 3.12-125 4.23° 0.19-6.25
CET MIC - - 0.03 0.03 16 16
MFC - - 0.07 0.03-0.25 16 16
ITR MIC 20.96 0.5->64 - - 5.58 0.25-16
MFC 44.38 1->64 - - 5.66 0.5-16

*S.b: Sporothrix brasiliensis; M.p: Malassezia pachydermatis; Dt: Dermatophytes; -: Not tested;
>100 and >64: No activity at the concentrations tested; MIC: Minimum Inhibitory
Concentration; MFC: Minimum Fungicide Concentration; S.b: Sporothrix brasiliensis; ST:
Schinus terebinhtifolius; EH: Equisetum hyemale; PH: Polygonum hydropiperoides; EU:
Eugenia uniflora; CET: Ketoconazole; ITR: Itraconazole. ***Means followed by different letters
within a column are significantly different by Tukey’s test (p < 0.05).

When analyzing the antifungal potential of EU against dermatophytes, a smaller MIC

was observed for M. canis (0.2 mg.mL™) when compared to M. gypseum and T. mentagrophytes

(6.2 mg.mL™1).

Cat isolates of S. brasiliensis (23.5%; n=4), the most virulent of the Sporothrix schenckii

complex, were not sensitive to itraconazole at the highest tested concentration (64 pg.mL™).

MIC and MFC against dermatophytes were 16 ug/mL for ketoconazole and 0.2 to 16 pg.mL™*

for itraconazole. M. canis was the most resistant isolate, while different isolates of M.

pachydermatis were highly susceptible to ketoconazole.Although there were no MIC and MFC

values for most isolates, Queiroz et al.?? reported that ethanolic and methanolic extracts of E.

hyemale had antifungal activity on M. canis, T. rubrum, and T. mentagrophytes (MIC and MFC

from 0.62 to 1.25 mg.mL™).
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Determination of the chemical composition
S. terebinthifolius extracts showed the highest scavenging capacity against DPPH and
ABTS radicals and the highest phenolic and flavonoid contents, while E. hyemale extract had

the lowest of all three parameters (Table 2).

Table 2 Percentage of antioxidant activity by DDPH and ATBS tests (% + SD), quantification
of phenols and flavonoids (mg.mL™ + SD) in plant extracts of Schinus terebinthifolius (ST),

Polygonum hydropiperoides (PH), Equisetum hyemale (EH), and Eugenia uniflora (EU)

Extracts DDPH (%) ATBS (%) Phenols (mg.g?) Flavonoids (mg.g?)

ST 86,81+0,65% 95,81+0,48%  129,32+5,03? 11,01+0,162
PH 10,28+1,23¢ 22,09+0,85¢ 15,59+0,67¢ 4,62+0,69°
EH o¢ 28,49+0,98°¢ 5,87+1,68¢ 0,16+0¢
EU 36,06+3,35° 63,8242,05°  33,01+1,57° 7,81+0,52°

*ST: Schinus terebinhtifolius; EH: Equisetum hyemale; PH: Polygonum
hydropiperoides; EU: Eugenia uniflora; CET: Ketoconazole; ITR: Itraconazole.
abedpifferent letters correspond to a statistical difference between treatments in

each test (p<0.05).

Eighteen phenolic compounds were identified in extracts tested. Ethyl gallate, myricitrin,

and gallic acid were predominant in ST, quinic acid and quercetin were most abundant in PH,

and quinic acid, ethyl gallate, ellagic acid, and myricitrin predominated in EU (Table 3).
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Table 3 Chemical composition by ultra-performance liquid chromatography of hydroalcoholic extracts of Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia
uniflora (EU), and Polygonum hydropiperoides (PH)

] ] Main Fragments  Collision EU ST PH
RT  Experimental Theoretical Error e L. m/z . 1 1 1
(min) m/z m/z (PpM) Identification (m/2) E?ee\;?y mSigma  (mg.gY)  (mg.gh) (mg.g?)
283 191.056 191.0561 8.0 (-)quinic acid? 173'04322/ 127038 196 102 5.08 0.06 3.83
5.49 169.0140 169.0142 0.7 Gallic acid* 4.3 0.13 1.12 0.07
10.28 289.0729 289.0718 -4.0 Catechin? 328 0.04 0.09 0.20
11.27 353.0869 353.0878 3.9 Chlorogenic acid* 9.5 0.22 - 0.38
12.05 179.0363 179.0350 -7.3 Caffeic acid* 10.0 0.01 0.05 0.04
169.0145/125.024 19.9
2

13.24  197.0458 197.0455 0.2 Ethyl gallate 2/140.0108 5.1 1.70 29.60 0.24
13.67 163.0405 163.0401 24 Coumaric acid! 213 0.01 0.01 0.02
14.01 193.0518 193.0506 -5.9 Ferulic acid* 174 - - 0.04
14.41 463.0869 463.0882 0.2 Myricitrin 316.0169 33.2 33.2 1.18 1.47 0.38
15.08 433.0781 433.0776 1.0 Quercetin 3-arabinoside? 300.0249 31.7 445 0.67 0.25 1.34
15.21 300.9986 300.9990 14 Ellagic acid* 15.6 1.61 0.22 0.07
15.58 317.0319 317.0303 -5.1 Myrecetin® 13.2 0.05 0.08 0.13
16.89 301.0368 301.0354 -4.8 Quercetint 9.2 0.43 0.11 4.12
18.00 285.0395 285.0405 2.9 Kaempferol* 12.5 0.12 0.01 0.03
18.35 269.0466 269.0455 -4.0 Apigenin? 12.6 0.70 - -
19.41 255.0657 255.0663 24 Pinocembrin! 5.9 0.58 0.02 0.02
19.62 373.0931 373.0929 -1.0  3',5-Dihydroxy-3,4',5', 7-tetramethoxyflavone? 343'042%/358'062 28.7 452 - - 0.52
20.12 253.0513 253.0506 -2.6 Chrisin? 223 0.01 0.01 0.01

*RT: Retention time; Frag: Fragmentation; * Confirmed with the standard compound; ? Confirmed with MS/MS; Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU), and
Polygonum hydropiperoides (PH).



34

Cytotoxicity assay
Cell toxicity was observed for all extracts at the highest concentrations tested (100
and/or 50 mg.mL?) with 51% survival rate of Vero cells. At 3.1 mg.mL™, cell viability was

more than 87% for all tested extracts (Table 4).

Table 4 Vero cell viability (%) after treatment with hydroalcoholic extracts of Schinus
terebinhtifolius (ST), Polygonum hydropiperoides (PH), and Eugenia uniflora (EU) at

concentrations from 100 to 0.19 mg.mL™*

Concentration ST (%) EU (%) PH (%)
(mg.mL1) Mean+SD  Mean+SD  Mean+SD
100 65.97+4.78” 51.28+2.758 73.51+4.29A
50 74.95+0.02"8  60+6.49%  81.41+0.92
25 80.31+0.1°B  71.04+2.83B 79.89+7.28
12.6 84.05+1.32”8 75.24+2.32% 82.89+6.16"8
6.2 86.03+1.97”8 79.01+5.48% 87.02+2.35
3.12 87.8+1.574 89.01+2.1* 89.83+1.55"
15 90.06+3.77”4 91.15+1.53* 90.23+1.07A
0.78 92.1843.06% 92.67+0.87* 97.16+1.69°
0.39 94.23+4.76® 93.84+1.05%  100+0.00*
0.19 98.16+2.42” 97.86+0.86" 100+0.00”

*Different “BLetters correspond to a statistical difference
between plant extracts in the same concentration (p<0.05).

Discussion

S. terebinthifolius extracts have been shown to possess antioxidant, antineoplastic, anti-
inflammatory, and anti-allergic activities?, as well as antifungal activity against S. schenckii,
Candida spp.*°, and Trichophyton rubrum??.

Surprisingly, a single isolate of M. canis was more sensitive (with low MIC and MFC)
than all other species of dermatophytes tested. Souza et al.® found MICs between 0.5-1 mg.mL"
! against 30 isolates of four dermatophyte species (M. canis, M. gypseum, T. rubrum, and T.

mentagrophytes). In the current study, a mean MIC of 4.2 mg.mL? was observed for
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dermatophytes (Table 1). While slightly higher than that observed by Souza et al.®, it is still
considered a relatively strong anti-dermatophyte.

In agreement with the anti-mycosis potential of PH hydroalcoholic extracts observed
here, a dichloromethane extract from the same species previously showed antifungal activity
against Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, Cryptococcus neoformans, M.
gypseum, Saccharomyces cerevisiae, and T. mentagrophytes’.

Although ethanolic and methanolic extracts of EH previously demonstrated antifungal
activity against M. canis, T. rubrum, and T. mentagrophytes (MIC and MFC 0.6-1.2 mg.mL"
H1 no MIC and MFC values were determined for most isolates using the hydroalcoholic EH
extract (Table 1).

Fungal recurrences and resistance in animals with sporotrichosis have been observed®.
Studies have demonstrated both the sensitivity of S. brasiliensis to itraconazole, as well as
resistance?>?5, In this study, resistance to itraconazole was confirmed (Table 1) which is
relevant as itraconazole is the first choice of antifungal treatment against human and animal
sporotrichosis.

Although M. pachydermatis isolates tested showed no in vitro resistance to
ketoconazole (Table 1), a MIC of 32 ug.mL™ has been previously reported®. Furthermore,
malasseziosis recurrences may be related to antibiotic and/or corticoid treatments, concomitant
diseases, incorrect antifungal treatment, and predisposing factors related to atrial anatomy
(pendulous ear, auditory canal hairs, and auditory canal stenosis)?’.

Fungal resistance and cases of recurrence involve several factors including improper
dosage and therapy frequency and treatment time»?8, Issues with antifungal therapy occur
because antifungal agents are regularly sold without a prescription and are therefore easily

accessible, unlike human antibacterial agents?. In addition, free access to antifungal agents
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may lead to increased adverse effects and intoxication due to overdose or concomitant therapy
with other drugs?’.

Itraconazole and ketoconazole resistant isolates were susceptible to ST, PH, and EU
extracts, demonstrating the anti-Sporothrix and anti-dermatophyte potential of these plants
(Table 1).

Plant extracts rich in phenolic compounds showed activity against Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus, and dermatophytes®®-2, Synergism between
phenolic compounds and antifungal agents has been previously reported to be effective against
resistant strains®*34. The antioxidant capacity of plant phenolics can be associated with their
antifungal activity. Therefore therapy using antifungal drugs in combination with phenolics can
be tested for refractory clinical cases.

Several compounds isolated from plant extracts have demonstrated antifungal activity
against pathogenic microorganisms>-°, many of them found in the extracts in the present study
(Table 3). Caffeic acid derivatives have been shown to reduce biofilm formation more
effectively than fluconazole®!. However, activity varies with the concentration of each
compound and the microorganism involved. Quercetin, catechin, and epicatechin singly and in
combination were ineffective against Candida tropicalis but effective when associated with
fluconazole®*. Therefore, compound activity should be further evaluated both alone and in
combination with antifungal agents.

The greater susceptibility of M. pachydermatis to ST, EU, and PH extracts compared to
S. brasiliensis and dermatophytes can be explained by the lack of resistance seen in this species
due to its thick-walled and multi-layered enveloping lipid capsule. Under favorable conditions,
the lipid content decreases and phenolic compounds accumulated in the membrane can

destabilize it and lead to fungal death*-42,
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S. terebinthifolius extract toxicity on Vero cells has been shown to be 50% at
concentrations >0.1 mg.mL™ (hydroalcoholic) and at 0.05 mg.mL? (aqueous)*®. Ethanolic
extracts from E. uniflora leaves (0.1 mg.mL™) showed 8% cytotoxicity on macrophages*.

The highest tested concentrations of ST (100-25 mg.mL™), EU (100 and 50 mg.mL™),
and PH (100 mg.mL) extracts were both promising showing 100% inhibition of the isolates
and safe with <40% toxicity (Table 4).

ST and EU extracts showed the highest antioxidant activity and phenolic compound
content and lowest MIC and MFC against clinical isolates tested (Table 1, 2, 3). Despite
compound abundance in the extracts, the limited cytotoxicity observed (Table 4) indicates a
new viable therapeutic option for the treatment of mycoses.

Conclusion

Hydroalcoholic extracts from S. terebinthifolius, P. hydropiperoides, and E. uniflora
presented fungistatic and fungicidal activities against clinical isolates of Sporothrix brasiliensis,
Malassezia pachydermatis, and dermatophytes with low cytotoxic potential. S. terebinthifolius

extract had the highest free radical scavenging potential and phenolic and flavonoid contents.
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Resumo

Schinus terebinthifolius (Aroeira-mansa) é utilizada na medicina popular e na culinaria, além
de apresentar diversas atividades medicinais comprovadas. Porém, a viabilidade e o uso
terapéutico de produtos provenientes de plantas dependem de diversas etapas, destacando-
se o perfil quimico e toxicoldgico. Assim, o estudo teve como objetivo investigar os compostos
quimicos e toxicidade in vitro do extrato hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius. A
identificacdo quimica do extrato foi realizada através da cromatografia liquida de ultra
eficiéncia (CLAE) com espectro de massas. A avaliagdo toxicoldgica foi realizada através da
andlise computadorizada de espermatozoides (CASA) e por citometria de fluxo utilizando
células espermaticas de suinos (n=3). Na cromatografia do extrato foram identificados 14
compostos, destacando-se etil galato (29,60 mg.g™?), miricitrina (1,47 mg.g?') e acido gélico
(1,12 mg.g™). As alteragdes sobre a motilidade espermatica iniciaram-se na concentracéo 6,2
mg.mL?, estando a maioria dos parametros alterados em concentracdes 12,5 mg.mL*
(p<0,05). Na concentracédo de 12,5 mg.mL* foram observados nos espermatozoides: reacdo

no acrossoma, aumento da fluidez e reducédo de potencial de membrana mitocondrial, e



45

também diminuicdo da lipoperoxidacdo (LPO) e niveis de espécies de oxigénio reativas
(ROS), quando comparados ao controle (p<0,05). Através dos resultados, observou-se que o
extrato hidroalcodlcio de Schinus terebinthifolius possui como majoritario o composto fendlico
etil galato, e em concentracdes maiores leva a efeitos tdxicos e na mesma proporgéo, efeitos
antioxidantes em espermatozoides suinos, identificando um possivel mecanismo de acéo e

também uma possibilidade de isolamento de substancias ativas com efeito antioxidante.

Palavras-chave: Hidroalcodlico, citotdxico, fluidez, mitocondria, espécies de oxigénio reativas,

lipoperoxidacéo.

Abstract

Schinus terebinthifolius (Aroeira-mansa) is used in folk medicine and cooking, in addition to
presenting several proven medicinal activities. However, the viability and therapeutic use of
products from plants depend on several stages, especially the chemical and toxicological
profile. Thus, the study aimed to investigate the chemical compounds and in vitro toxicity of
the hydroalcoholic extract of Schinus terebinthifolius. The chemical identification of the extract
was carried out through ultra high performance liquid chromatography (HPLC) with mass
spectrum. The toxicological evaluation was performed through computerized spermatozoa
analysis (CASA) and flow cytometry using sperm cells from swine (n = 3). In the
chromatography of the extract, 14 compounds were identified, notably ethyl gallate (29.60
mg.gt), myricitrin (1.47 mg.g?t) and gallic acid (1.12 mg.g™?). The changes on sperm motility
started at the concentration 6.2 mg.mL?, with the majority of parameters being altered at
concentrations 212.5 mg.mL* (p <0.05). At the concentration of 12.5 mg.mL* were observed
in the spermatozoa: Acrosome reaction, increase in fluidity and reduction of mitochondrial
membrane potential, as well as reduction of lipid peroxidation (LPO) and levels of reactive
oxygen species (ROS). when compared to control (p <0.05). The results showed that the
hydroalcoholic extract of Schinus terebinthifolius has the phenolic ethyl gallate as the major

compound and, in higher concentrations, leads to toxic effects and, in the same proportion,
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antioxidant effects on swine spermatozoa, identifying a possible mechanism of action and also

a possibility of isolation of active substances with antioxidant effect.

Keywords: Hydroalcoholic, cytotoxic, fluidity, mitochondria, reactive oxygen species,

lipoperoxidation.

Introducéo

Schinus terebinthifolius (Aroeira-mansa) pertence a familia Anacardiaceae e possui
ampla distribuicdo no Brasil (Lorenzi e Matos, 2008), sendo os frutos utilizados, a nivel
mundial, como condimento (Lenzi e Orth, 2004). Estudos com a espécie tém demonstrado
atividade antimicrobiana, acaricida, repelente, antitumoral, antialérgico, antinflamatério,
antioxidante e inseticida (Nascimento et al., 2012; Carvalho et al., 2013; Santos et al., 2013;
Uliana et al., 2016).

A viabilidade e uso terapéutico de extratos oriundos de plantas depende de vérias
etapas de investigacdo, incluindo estudos de toxicidade pré-clinicas, para assim, determinar
as substéncias promissoras, dose/concentracdo, duracdo, frequéncia, via de exposicao,
propriedades fisico-quimicas e suscetibilidade individual que acarretam em um efeito nocivo
(Spinosa et al., 2008). Apesar de haver testes para avaliacdo da toxicidade de fitoterapicos e
outras substéncias in vitro, in chemico, in silico, ex vivo e in vivo (Fernandes et al., 2016;
OECD, 2017), ndo h& um padrao exigido pelas agéncias de fiscaliza¢do, apenas um roteiro a
ser seguido. Entretanto, a investigacao aprofundada de diversos parametros € necessaria,
principalmente nas etapas iniciais, para reduzir ou descartar os testes com animais, pois caso
as concentracdes ou produtos apresentarem-se toxicos, pode acarretar na inviabilidade da
continuacgédo do estudo e ou aplicagdo do produto como nova alternativa terapéutica (Fritzsche
e Mandenius, 2010).

A utilizacao de outras técnicas para avaliar o efeito sobre células coletadas de imediato
dos seres vivos e que nao provoquem lesdes e sem necessidade de eutandsia, faz-se

necessaria. Assim, os espermatozoides séo descritos por possuirem grande sensibilidade na
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deteccao de toxinas que provoquem alteracdo na homeostasia idnica celular, energia e funcéo
mitocondrial, além da sensibilidade semelhante as linhas de células soméaticas (Hoornstra et
at., 2003; Andersson et ai, 2006; Severin et al., 2005; Jaaskelainen et al., 2003). Outros
beneficios de se trabalhar com células espermaticas, seria o elevado niumero no ejaculado,
podendo ser coletados com frequéncia sem acarretar desconforto ou dano ao animal, com
metodologia simples de coleta e facil armazenagem (Rodriguez-Martinez e Wallgren, 2010).
Apesar de escassos, existem trabalhos que utilizam espermatozoéides de humanos e animais
para avaliar a toxicidade de substancias, atendendo assim o principio dos 3Rs (Replacement,
Reduction e Refinement) (Hoornstra et al., 2003; Andersson et al., 2004; Vicente-Carrilo et al.
2015). Contudo, estudos com produtos oriundos de plantas, que utilizam células esperméticas
como modelo, sdo mais voltados para aspectos de criopreservacgdo, capacidade espermicida
e ou contraceptiva (Souad et al., 2007; Jellad et al., 2011; Meamar et al., 2012).

Assim, diante do desconhecimento da concentragdo e efeito nocivo do extrato de
Schinus terebinthifolius, o trabalho teve por objetivo avaliar a toxicidade in vitro do extrato
hidroalcodlico da planta utilizando espermatozoides de suinos, assim como determinar a sua

COMposigao.

Material e métodos

Folhas de Schinus terebinthifolius (aroeira-mansa) foram coletadas na cidade de
Pelotas - RS entre os meses de marco e abril, com umidade relativa do ar de 70-80%,
temperatura de 20-29°C, em dias ensolarados, pela parte da tarde, registrada no Herbario
PEL da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) — PEL N° 25.934. As folhas foram coletadas,
pesadas e secas a 35°-40°C em estufa com circulagédo de ar durante trés dias.

O extrato hidroalcodlico foi preparado a partir das folhas secas de Schinus
terebinthifolius, sendo este material triturado e misturado ao alcool de cereais 70°, na
propor¢éao de 200 g em 500 mL (Schiedeck et al., 2008). A solugéo na concentragdo de 20%
foi filtrada, apods foi aquecida a 50°C no rotaevaporador com banho, para retirada do solvente,

restituindo o volume inicial com &gua destilada estéril, resultando em um extrato
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hidroalcodlico. Para utilizacdo nos ensaios bioldgicos, as concentracdes foram baseadas
conforme estudos prévios de atividade antimicrobiana do extrato hidrolacodlico de S.
terebinthifolius (dados ndo publicados) (1,5 a 100 mg.mL™).

A composicao do extrato foi determinada em cromatégrafo liquido de ultra-eficiéncia
(Shimadzu, Prominence) acoplado a espectrébmetro de massas de alta resolucdo (tipo
quadruplo-tempo de vdo) (Impact HD), injetando dez microlitros dos extratos (300 pg.mL™:
liofilizados diluidos em metanol). Os compostos fendlicos foram separados utilizando pré-
coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18 (2,0 x 150 mm, 100 A, 3 ym) Phenomenex
(Torrance, CA, USA), sendo solucao de acido férmico em agua (0,1% v/v, eluente A) e metanol
(eluente B) usadas como fase moével, com fluxo de 0,2 mL.min? e temperatura da coluna a
40°C. O gradiente de elui¢do foi: 0—2 min, 10% B; 2—15 min, 10-75% B; 15-30 min, 75% B;
30-32 min 75-10% B; 32-40 min, 10% B. O detector de arranjo de diddos (PDA) foi calibrado
para fazer a varredura na faixa de 210-800 nm. O espectrdmetro de massas foi operado no
modo ESI negativo, com voltagem do capilar em 4000 V, presséo do gas de nebulizacéo (N>)
de 2 bar, gas de secagem em 8 L.min? e temperatura da fonte de 180°C; usando o0s
parametros padrao do equipamento. O equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10
mM, cobrindo toda a faixa de aquisicdo (m/z 50 a 1200). Os compostos fendlicos foram
caracterizados por espectro UV/Vis (220-800 nm), tempo de retencao relativo aos padrbes
externos, espectro de massa e padrao de fragmentacdo comparados com dados internos e
da literatura.

O estudo foi dividido em duas etapas (experimento 1 e 2), onde foi avaliado incialmente
a acdo de diferentes concentracdes do extrato (baseadas em estudo ndo publicado de
atividade antimicrobiana) na cinética espermatica, e a segunda, avaliando o efeito dos
extratos nas células através da citometria de fluxo, sendo utilizadas as concentra¢des do
extrato que ndo apresentaram alteracdo ou reduziram poucos elementos da cinética
espermatica.

No experimento 1 foram utilizados trés machos suinos da linhagem alta performance

totalizando seis ejaculados. Os machos estavam alojados em baias individuais, localizadas
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na Fazenda da Palma - Faculdade de Veterinaria — Universidade Federal de Pelotas, e foram
coletados pelo método da méo-enluvada. Logo apés a coleta o sémen foi diluido na propor¢éo
1:1 (v/iv) em Beltsville Thawing Solution — BTS. Para os tratamentos foram adicionados extrato
hidrolacodlico de S. terebinthifolius ao BTS em seis diferentes concentra¢des (CO=BTS; C1 =
1,5;C2=6,2; C3=12,5; C4 =50 e C5 =100 mg.mL?). Sendo que nessa primeira etapa foi
avaliada a cinética espermatica através da analise computadorizada de espermatozoides
(CASA) no equipamento Axio Scope Al Ax10 (Zeiss), com o programa Sperm Vision©. Toda
avaliacdo ocorreu em condi¢des isotérmicas 37°C, sendo realizada média de leitura em 10
campos (21000 células/campo), avaliando os parametros de motilidade total (MT%),
motilidade progressiva (MP%), distancia média percorrida (DAP - mm), distancia curvilinea
(DCL), distancia linear (DSL - mm), velocidade média da trajetéria (VAP), velocidade
curvilinea (VCL — mm/s), velocidade linear progressiva (VSL — mm/s), frequéncia do
batimento flagelar cruzado (BCF - Hz), amplitude do deslocamento lateral da cabeca (ALH -
mm), oscilagcédo (WOB - Hz), linearidade (LIN %) e retilinearidade (STR %).

Experimento 2 — Nesta etapa foram avaliadas as estruturas celulares através da
citometria de fluxo (Attune® Acoustic Focusing - Life Tecnologies). Os parametros avaliados
foram acrossoma nao reagido (ANR), integridade de membrana (IM) e fluidez da membrana
(F), potencial de membrana mitocondrial (PMM), indice de fragmentacdo de DNA (DFI),
espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxidacao lipidica (LPO). Foi utilizado laser violeta
(A = 405 nm), e as células coradas com Hoechst 33342, exceto a avaliacdo de DNA
(concentracdo de 16,2 mM), sendo eliminados efeitos nao-espermaticos tendo por base o
grafico de dispersdo (Martinez-Alborcia et al., 2012). Para as leituras foram adicionados 2 mL
de tampéao fosfato salino (PBS) sem calcio (80g de NacCl, 11,5g de KClI, 24g de Na,HPO., 2g
de KH,PO, e 1L de agua Mili-Q), apresentando 20.000 eventos por analise de esperma com
fluxo de 200 células/s; para cada avaliagdo foram utilizadas sondas fluorescentes especificas,
permanecendo por cinco minutos protegidas da luz a 37°C, e posteriormente adicionado 500

pl de PBS sem célcio.
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Para avaliar o acrossoma, foram utilizados os corantes de lectina de amendoim
(Arachis hypogaea) (PNA) associado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1 pg/ml) (FITC-
PNA), e o iodeto de propidio (IP) (7,3 uM). Espermatozéides reagidos e ou alterados
apresentavam FITC-PNA + e IP -, FITC-PNA - e Pl +; FITC-PNA + e Pl +. O resultado foi
expresso em percentagem de células com acrossoma nao alterado (FITC-PNA - e a IP -)
(Martinez-Pastor et al., 2006).

Ja para a integridade de membrana espermatica foi adicionado corantes 27 mM
carboxifluoresceina diacetato (DFC) (células intactas convertem em substancia fluorescente,
nao retido no citoplasma) e 7,5 mM de iodeto de propidio (IP) (em células danificadas, penetra
no nucleo), classificados em ndo-danificados (DCF+/IP-) e danificados (DCF+/IP+; DCF—/IP+;
DCF-/IP-) expressos em % de células ndo danificadas (Fernandez-Gago et al., 2013).

A avaliagcdo do DNA foi realizada com o corante acridina laranja (corante+DNA
fluoresce verde = intacto, e vermelho alaranjado = danificado). Para esta avaliacdo, em 10 pl
de sémen foi adicionado 5 ul tampé&o TNE (0,01 M Tris-HCI, 0,15 M NacCl, 0,001 M EDTA, pH
7,2) por 30 segundos, e 10 pl Triton (0,1% Triton X-100) por 30 segundos, e 5 yl acridina
laranja (acido citrico 0,037 M, Na,HPO, 0,126 M, 0,0011 M de EDTA dissddico, NaCl 0,15 M,
pH 6,0) (Evenson e Jost, 1994). As leituras foram realizadas em < 5 min apds inser¢do do
acridina laranja, e os resultados expressos em indice de DNA fragmentado (DNA lesado).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) foram avaliadas utilizando (1 uM)
2'7'diclorofluoresceina diacetato (H2DCF-DA) (fluoresce verde = oxidado), e 7,3 uM de IP
(marcador de células danificadas). Os resultados foram expressos em intensidade média de
fluorescéncia verde de espermatozoides vivos (IP-) (Dominguez-Rebolledo et al., 2011).

A funcdo mitocondrial foi avaliada através da sonda fluorescente rodamina 123
(Rh123) (13 uM), que cora mitocondrias, emitindo fluorescéncia verde intensa em mitocéndria
com atividade elevada (maior potencial eletroquimico) e Pl (7,3 uM). Os espermatozoides
intactos foram classificados em elevada (ffluorescéncia e ftacumulo Rh123) e baixa
funcionalidade (|fluorescéncia e |acumulo Rh123), expressos em % celular com 1

funcionalidade mitocondrial (Silva et al., 2016)
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A lipoperoxidagdo (LPO) foi medida utilizando 0,002 mM C11 BODIPY 581/591
(fluoresce vermelho = sem lipoperoxidacéo; verde = presenca de lipoperoxidacdo). Os
resultados foram expressos através da média de fluorescéncia verde e vermelha, sendo a
leitura realizada ap0ds 2 horas, considerada a % de presenca de LPO (Balao da Silva et al.,
2013).

Para a analise estatistica foi utilizado o software Statistix 9.0®, sendo dados com

normalidade, foi utilizado o teste ANOVA, teste de Tukey.

Resultados e discusséo
Foram identificados 14 compostos no extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius
através da cromatografia de ultra-alta eficiéncia (CLAE) (Tabela 1), sendo etil galato o

composto majoritario, seguido de acido galico em concentracdo bem inferior.

Tabela 1. Compostos identificados através da cromatografia de ultra-alta eficiéncia (CLAE) no

extrato hidrolacodlico de Schinus terebinthifolius.

TR Experimental Tedrica  Erro Identificacio Concentr_?géo
(min) m/z m/z (ppm) (mg.g™)
2.83 191.056 191.0561 8.0 Acido quinico? 0.06
5.49 169.0140 169.0142 0.7 Acido galico* 1.12
10.28 289.0729 289.0718 -4.0 (+)-Catequina® 0.09
12.05  179.0363 179.0350 -7.3 Acido cafeico! 0.05
13.24 197.0458 197.0455 0.2 Etil galato® 29.60
13.67  163.0405 163.0401 -2.4 Acido cumarico* 0.01
14.41 463.0869 463.0882 0.2 Miricitrina? 1.47
15.08 433.0781 433.0776 1.0 Quercetina 3-arabinose? 0.25
15.21 300.9986 300.9990 14 Acido elagico* 0.22
15.58 317.0319 317.0303 5.1 Miricetinal 0.08
16.89 301.0368 301.0354 -4.8 Quercetinal 0.11
18.00 285.0395 285.0405 2.9 Kaempferol! 0.01
19.41 255.0657 255.0663 2.4 Pinocembrina? 0.02
20.12 253.0513 253.0506 -2.6 Chrisinal 0.01

*TR:Tempo de retencdo; !Confirmado com padrdo; 2Confiirmado com MS/MS
(espectofotometria de massas).

Os compostos encontrados no extrato e seus derivados ja tém sido relatados, assim

como a atividade antimicrobiana ou sinérgica associada a farmacos, como kaempferol,



52

quercetina, miricetina (Wu et al., 2013), acido quinico, acido galico, acido cafeico (Ozcelik et
al., 2011), catequina (Masika et al., 2004), crisina (Suresh Babu et al., 2006), pinocembrina
(Singh et al., 2014), acido elagico (Rangkadilok et al., 2012) e etil galato (Mazurova et al.,
2015).

Com relacdo a toxicidade, estudo de Mohan et al. (2014) com o etil galato em dose
Unica (5,10 e 20 mg.mL™) ndo demonstrou mortalidade nos ratos, e apesar haver algumas
mudangas bioquimicas no soro, estas ndo demonstraram sinais de toxicidade, indicando sua
seguranca. A toxicidade aguda utilizando o composto &cido gélico, de forma isolada, sobre
zebrafish (Danio reio) foi avaliada por Techer et al. (2015), demonstrando concentracao letal
em 50% (LC50) de 707 mg.L! em 96 h, sendo considerado praticamente como n&o toxico
(LC50>100 mg.L?), porém, houve aumento significativo na atividade de superperéxido
dismutase em 20 a 100 mg.L?, e efeitos subletais em concentracdes de 10 e 40 mg.L?,
induzindo a atividade de glutationa peroxidase e glutationa transferase, os quais, estédo
relacionados a atividade antioxidante nas células. Estudo de Jamalan e colaboradores (2016)
demonstraram que dentre os flavonoides testados, e também presentes no extrato de S.
terebinhtifolius, o uso do kaempferol resultou na restauracéo da motilidade espermatica apés
exposi¢ao prévia a metais toxicos e diminui¢éo dos niveis de malondialdeido (MDA = produto
da peroxidacdo lipidica), sendo observado o contrario com a catequina e quercetina,
ocorrendo diminuicdo da motilidade.

Alguns compostos presentes no extrato de S. terebinthifolius tém sido estudados em
espermatozdides como demonstra Zribi et al. (2012), que ao avaliarem a quercetina
juntamente com meio de criopreservacdo em sémen humano observou efeitos benéficos ao
descongelamento na motilidade e viabilidade espermaética, e integridade de DNA. A miricetina
e quercetina estudadas por Anderson et al. (1997), demonstraram efeito antigenotoxico em
linfécitos e espermatozdides humanos quando combinadas com mutagénicos alimentares. A
crisina, estudada por Ciftci et al. (2012), acarretou em um aumento da motilidade,
concentracdo de espermatozoides e niveis séricos de testosterona, e diminuigdo de

espermatozoéides defeituosos ao ser administrada por via oral para ratos. Oyagbemi et al.
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(2016), ao estudarem a agdo do &cido galico sobre a toxicidade reprodutiva em ratos Wistar
tratados com ciclofosfamida demonstraram um potencial androgénico, sugerindo uma acéo
estimulante do eixo hipotalamo-pituitaria-gonadal, além de inibir a peroxidacéo lipidica e
aumentar o estado antioxidante, mantendo, histologicamente, o testiculo e epididimo
préximos ao normal, sendo que 0S animais previamente tratados com o acido galico
apresentaram maturacao espermatica moderada a normal. Estudo com acido gélico em ratos
tratados com doxorubicina (t6xico aos testiculos e suas fun¢des) demonstrou melhorias nos
niveis de malondialdeido testicular, testosterona, Bax (proteina proapoptética) e Bcl-2
(proteina antiapoptoética), taxa celular, atividade de glutationa peroxidase e catalase, e nas
medidas histopatoldgicas testiculares (Ceribasi et al., 2012). Purdy et al. (2004) avaliaram a
catequina na motilidade espermética, havendo efeitos benéficos em todas concentracdes
testadas quando comparados ao controle negativo.

Sabe-se que os flavonoides, pertencentes a classe dos polifendis, tém capacidade de
se incorporarem a membrana celular e afinidade pelas bicamadas lipidicas dependentes de
sua estrutura quimica, como por exemplo, a presenca de ligagdo éster na estrutura da
epicatequina gallate e epigalocatequina gallate contribui para a hidrofobicidade, e
consequentemente, maior afinidade e incorporagdo a membrana celular (Nakayama et al.,
2000). A atuacao das catequinas sobre a membrana esté relacionada a ligacao de hidrogénio
dos grupos poli-hidroxilo com a fragao fosfocolina e a interacéo das regifes hidrofébicas com
cadeias acilo de fosfolipidios, sendo que este fenbmeno também ocorre nos compostos
fendlicos (Fujisawa e Kadoma, 1989; Nakayama et al., 2000).

Em relacdo a motilidade espermatica total e progressiva observou-se uma diminui¢ao
conforme 0 aumento da concentracdo do extrato de S. terebinthifolius, quando comparado ao

controle, apresentando diferenca estatistica a partir de 6,2 mg.mL* (Figura 1).
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Figura 1. Parametros de motilidade total e progressiva de espermatozoides de suinos (%)
(médiaterro padréo) frente as diferentes concentragfes do extrato hidrolacodlico de Schinus
terebinthifolius. 2*“Letras diferentes correspondem a diferenca estatistica entre as
concentragcdes na mesma avaliacdo de motilidade (p<0,05).

Em relacdo as demais avaliagbes de motilidade, as concentra¢gfes de 12,5, 50 e 100
mg.mL*? afetaram a maioria dos parametros de motilidade quando comparado ao controle,
(p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise dos parametros de motilidade de espermatozoides de suinos (médiaterro
padrdo) frente as diferentes concentracbes do extrato hidrolacodlico de Schinus
terebinthifolius.

Concentragédo (mg.mLt)

Parametros
0 (BTS) 15 6,2 12,5 50 100

DAP (um/s) 24,02+1,554 19,37+1,71~ 18,49+1,43~A 11,14+1,778 3,57+1,36C¢ 5,45+1,598C
DCL (um/s) 51,60+3,46A 39,51+3,64%B 3545+2 998 17,95+2,80C 5,44+2,06° 7,74+2,27CD
DSL (um/s) 14,86+1,20¢ 13,75+1,36* 13,06+0,94%® 8,62+1,33B¢C  2,60+0,97° 4,07+1,15°¢P
VAP (um/s) 52,78+3,12A  42,25+3,624 42,25+2,66* 26,02+4,188 8,85+3,34¢ 13,65+3,93BC
VCL (um/s) 112,41+7,27~ 85,147,578 79,73+5,62B  41,2946,32¢ 13,54+5,11° 19,2945,55¢P
VSL (um/s) 33,04+2,44~ 29,85+2,88%B 30,07+1,67AB 20,22+3,188C 6,45+2,420  10,44+2,93CD
STR (%) 0,62+0,028  0,65+0,05%8  0,71+0,01* 0,60+0,08%®  0,26+0,10¢ 0,38+0,1BC
LIN (%) 0,29+0,02A 0,32+0,024 0,38+0,014 0,38+0,05 0,17+0,06~ 0,27+0,07A
WOB (um/s) 0,47+0,0278  0,45+0,03*8  0,53+0,02% 0,49+0,0748  0,23+0,088  0,35+0,098
ALH (pm/s) 3,17+0,144A 2,39+0,2178  2.91+0,22A 1,68+0,31B¢  0,91+0,35¢ 1,46+0,41BC
BCF (Hz) 33,14+1,61A 33,04+2,73%B 35,17+1,674 20,96+3,408C 9 ,8+4,02¢ 11,12+43,25¢

ABCD| etras diferentes correspondem a diferenca estatistica entre as concentragdes em um mesmo
pardmetro de motilidade (p<0,05). MT: Motilidade total, MP: Motilidade progressiva, DAP: Distancia
média percorrida, DCL: Distancia curvilinea, DSL: distancia linear, VAP: Velocidade média da trajetoria,
VCL: Velocidade curvilinea, VSL: Velocidade linear progressiva, BCF: Frequéncia do batimento flagelar
cruzado, ALH: Amplitude do deslocamento lateral da cabeca, WOB: Oscilacéo, LIN: Linearidade, STR:
Retilinearidade.
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Dos parametros avaliados, o mais afetado foi o VCL, apresentando diminuicdo em
todas as concentracfes do extrato; e os menos afetados foram o STR e WOB. Ja o LIN, ndo
apresentou diferenca em nenhuma das concentracdes testadas quando comparado ao
controle. A analise de espermatazéides assistida por computador (CASA) é um método
objetivo de avaliacdo de motilidade e morfologia das células, podendo avaliar a qualidade do
espermatozoide, e consequentemente, sua capacidade de fertilizacdo (Verstegen et al.,
2002). A reducdo da motilidade espermatica pode ser provocada por alteragbes na
mitocondria, que consequentemente, reduzem a energia necessaria para sua movimentacao
(ATP), porém, isso ndo aumenta o numero de espermatozoides iméveis (Ortega-Ferrusola et
al., 2009; Barros et al., 2013). Fato que poderia expicar o inicio da diminuicdo da motilidade
progressiva, VCL e DCL na concentracdo 6,2 mg/mL, porém, esta observacdo ndo se repete
nas maiores concentracdes, chegando a 92,3% dos parametros alterados (50 e 100 mg.mL"
1) e com um nimero grande de espermatozoides iméveis, determinando assim, o potencial
toxico dessas concentracoes.

Mazurova et al. (2015) testaram oito compostos quanto a atividade antibacteriana e
toxicidade em espermatozéides de suino, dentre eles, o acido galico e etil galato. Na avaliacéo
da toxicidade, no tempo O utilizando o etil galato na concentracdo de 300ug.mL? foi
demonstrado uma motilidade de 30%, ficando inexistente quando testado a 600 e 1200 pg.mL-
1, jA para o &cido galico variou de 75% a 50% nas concentracdes 300 a 2400 pg/mL. Os
resultados observados por Mazurova et al. (2015), poderiam explicar os resultados
observados neste estudo onde a motilidade estaria inversamente proporcional a concentracao
do extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius, j& que o etil galato foi 0 composto presente em
maior concentracdo. Porém, em trabalho de Mohan et al., (2014) ao administrarem o etil galato
em ratos, ndo observaram toxicidade, apesar de haver algumas alteracdes bioquimicas no
soro. Desta forma, é possivel sugerir que este composto altere apenas 0S processos
energéticos das células espermaticas, ja que nao causou alteraces consistentes em modelo

in vivo.
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Em relacao a andlise no citometro, podemos perceber que as diferenca nos resultados
foram crescentes conforme a concentracdo do extrato, onde 12,6 mg.mL?! apresentou
alteracdo em 50% dos parametros avaliados (acrossoma, fluidez de membrana, potencial de

membrana mitocondrial e ROS) quando comparados ao controle (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise das células espermaticas de suino (médiaterro padrdo) através da
citometria de fluxo apds tratamento com extrato hidroalcodlico de Schinus terebinthifolius

Concentragdo (mg.mL™)

Avaliacéo

0 (BTS) 1,5 6,2 12,5
ANR (%) 69,8+1,4» 48,44+6,88 44+4,1® 49,8+1,08
IM (%) 43,74+7,0° 37,92+5,3A 32,73+4,3A 30,93+2,9
DFI 0,61+0,1* 0,64+0,2 0,51+0,1% 0,23+0,1*
F (%) 48,95+10,98 68,96+4,0"8 53,05+16,7°  96,47+15,6*
ROS 1760,4+125,6" 1409,2+218,3*® 814,7+207,7° 733,3+108
PMM (%) 59,58+14,0" 42,62+13,7°8 17,86+10,0%8 13,30+7,78
LPO** (%) 37,71+3,7° 41,51+2,0~ 36,49+6,1"8 22,79+7,08

AB| etras diferentes correspondem a diferenca estatistica (p<0,05) entre as concentragdes. ST:
Extrato hidrolalcodlico de Schinus terebinthifolius; ANR: Acrossoma N&o Reagido; IM:
Integridade de Membrana; DFI: indice de fragmentacdo de DNA; F: Fluidez; ROS: Espécies
Reativas de Oxigénio; PMM: Potencial de Membrana Mitocondrial; LPO: Lipoperoxidacao; **
p=0,07.

A citometria de fluxo, € uma analise celular profunda, aferindo a fluorescéncia de
células e particulas, permitindo assim avaliar varias estruturas e funcdes celulares, sendo
bastante utilizada nas pesquisas de desenvolvimento e teste de farmacos, além da avaliacao
de qualidade seminal (Green et al., 2011; Houssain et al., 2011).

A alteracdo no acrossoma foi observada nas trés concentracdes do extrato (p<0,05),
sem diferir estatisticamente entre si. Isso pode ser explicado pela presenca dos antioxidantes
no extrato, que em casos da diminuicdo em demasia dos niveis de ROS acaba acarretando
em processos fisiol6gicos, como por exemplo, a reacdo no acrossoma, capacitacdo, fusédo
espermatozoide-ovocito e fosforilagdo da proteina tirosina (O’Flahery et al., 2003; Agarwal &
Allamaneni, 2004). No entanto, também pode ser considerado como efeito toxico, pois a
reacdo prematura do acrossoma acaba por acarretar em uma reducédo da capacidade de
fertilizacdo do espermatozoide, pela menor capacidade de penetracdo na zona pellcida

(Oliveira et al., 2009). Outra explicacdo pode estar relacionada com a interacdo do
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extrato/compostos fendlicos com os fosfolipidios (recobre a maioria dos lipidios presentes na
membrana espermatica) alterando-os e consequentemente desestabilizando a membrana
plasmética pelo aumentando da sua fluidez, e na reducdo do LPO, ambos fatores
predisponentes para a reacdo de capacitacdo (acrossoma reagido) (Kodama et al., 1996;
Hartwig et al., 2012).

Ja no parametro de integridade de membrana ndo houve diferen¢a dos resultados do
extrato com o controle, no entanto, em relacdo a fluidez de membrana, houve um aumento
desta na concentragdo de 12,5 mg.mL*. A membrana esta envolvida na capacitagdo, reacdo
do acrossoma e fertilizacao, e a partir dela, existe o funcionamento correto das células, porém,
ndo sendo fundamentais para processos pos-concepcédo (Silva e Gadella, 2006; Rota et al.,
2010). O aumento da fluidez de membrana, do ponto de vista reprodutivo, € essencial para a
capacitacdo do espermatozoide ou alteracdo da membrana plasmética (Nakagawa et al.,
2004), porém em termos de toxicidade, esse aumento pode estar envolvido na apoptose, pois
0 contrario, remete uma acgao protetora em modelos apoptéticos (Sergent et al. 2005). Um
possivel mecanismo dessa alteragdo pode ser uma desordem na for¢a de Van der Waals
entre as cadeias lipidicas, semelhante a acdo do alcool (Balogh et al., 2005; Shigapova et al.,
2005), j& sendo sugerido que a fluidificagdo da membrana nos espermatozoides € responsavel
pela diminuicdo de sua motilidade (Sierra-Valdez et al., 2013). Além disso, a alteracdo na
fluidez pode sugerir um dos mecanismos desse extrato vegetal para desempenhar a atividade
antimicrobiana, sendo um resultado desejavel neste aspecto. Helander et al. (1998) sugerem
gue o aumento da permeabilidade seja devido a alteracdo nos canais de calcio, liberando
substancias de dentro da célula e queda no ATP intracelular, podendo explicar a diminuigdo
da motilidade espermatica.

O DNA, apesar de ndo ter funcdo na concepcgéo, é de extrema importancia no
desenvolvimento embrionario (Silva e Gadella, 2006), visto que, no presente estudo, ndo
houve diferenga nas concentragdes testadas, assim, ndo vindo a acarretar em danos no futuro
embrido ou apoptose celular (Di Santo et al., 2012). No entanto, danos ao DNA tém sido

relatados em estudo utilizando acido gélico e epigalocatequina de forma isolada (Hossain et
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al., 2013), o que remete a necessidade da realizacdo de avaliagbes dos compostos quimicos
isolados e em diferentes tempos de exposi¢cao, principalmente os majoritarios neste extrato.

Lui et al. (2002) e Hassan et al. (2015) demonstraram que o extrato de Panax ginseng,
tem efeito antioxidante e anti-apoptético, devido suprimir a fragmentacdo de DNA pelo
aumento da expressao de antioxidantes em ratos desafiados com doses subcrénicas de
aflatoxina B1 e fumonisina B1, através da inibicdo da expressdo de gene pro-apoptotico e
atuar contra a progressao de danos no DNA provocados pelo estresse oxidativo. O extrato de
S. terebinthifolius, devido a presencga de substancias antioxidantes pode ter mecanismos de
acao semelhantes ao extrato de ginseng, porém sao necessarios estudos complementares
para elucidar estes mecanismos de acao.

As concentragées 1,6 e 6,2 mg.mL™ do extrato ndo apresentaram diferenca do controle
no potencial de membrana mitocondrial. Estudo de Paoli et al. (2011) descobriram uma
correlacao positiva entre a motilidade espermatica e seu potencial de membrana mitocondrial.
Alteracbes desses parametros podem ser ocasionadas por falta de energia, alteracdo
genética em codificadores de enzimas, alteracdes enzimaticas, defeitos estruturais ou na
prorpia respiracdo mitocondrial (Paoli et al., 2011). O que esta de acordo com o presente
estudo, onde se observou que a motilidade diminui juntamente com o potencial de membrana
mitocondrial, sendo inversamente proporcional a concentragcdo do extrato, porém sao
necessarios estudos adicionais para identificar os mecanismos que provocam essa
diminuicdo. Além disso, o parédmetro de motilidade mais afetado foi o VCL, estando
relacionado com os valores do potencial de membrana conforme estudo de Kasai et al. (2002)
que relatam niveis maiores de motilidade e VCL em espermatozoides com um alto potencial
de membrana mitocondrial. Sabe-se que o aumento de Ca?*, estresse oxidativo, degradacéo
de fosfolipideos e produtos de degradacdo dos lipideos podem danificar a mitocondria, e
consequentemente, a energia celular e a motilidade do espermatozéide, sendo o potencial de
membrana mitocondrial um indicador energético (Cossarizza et al., 1993; Kristian et al., 2004;
Li et al., 2009; Cosson, 2010; Wiswedel et al., 2010). AlteracBes no potencial de membrana

mitocondrial podem provocar a condensacdo da matriz e carrear o citocromo C ao espago
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intermembrana, ativando a apoptose (Gottlieb et al., 2003). Assim, a avaliagdo da mitocondria
€ de extrema importancia no carater toxicolégico, pois além do seu envolvimento na producao
energética, também esta relacionada com os mecanismos de morte celular, tanto pela via
extrinseca como na intrinseca (Pereira et al., 2012). Porém, ao remeter esses resultados a
atividade antimicrobiana, tal alteracdo pode sugerir que a presenca de compostos fendlicos
perturbe a membrana mitocondrial e alterem o funcionamento do efluxo das bombas
transportadoras dos microrganismos patogénicos (Teodoro et al., 2015). Outro dado que
chama a atencéo é a maior concentracéo do composto etil galato no extrato (4031,90 mg.g*
de ES) quando comparado aos demais componentes, visto que ja tem sido relatado, em
combinagdo com antibioticos, como alternativa de tratamento para Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) (Soe et al., 2011).

Em relagdo aos efeitos benéficos da diminuicdo do ROS (espécies reativas de
oxigénio), visto nas concentracées de 6,2 e 12,5 mg.mL?, pode-se citar a prevengdo da
peroxidacdo lipidica dos espermatozoides (alta concentracdo de acidos graxos em sua
membrana plasmatica) (Ortega-ferrusola et al., 2011), e a apopstose espermatica, que em
grandes concentracdes de ROS, induz a fragmentacdo do DNA (Di Santo et al., 2012). Os
radicais livres, em determinadas concentracdes, estédo envolvidos em varias alteragbes como
inflamacdes, distirbios no sistema digestério, patologias autoimunes e infertilidade, sendo
uma das principais causas de baixa motilidade e viabilidade espermatica, fragmentacéo de
DNA e desnaturacédo de proteinas (Ogbuewu et al., 2010; Aitken e Koppers, 2012).

Na avaliacdo do LPO, nao houve lesédo celular pela oxidagéo dos lipidios em nenhuma
concentracdo do extrato, sendo isso de extrema importancia, ja que a peroxidagéo dos lipidios
altera a estrutura e funcdo da membrana nos espermatozoides, podendo danificar o DNA e
proteinas. Nesse aspecto, se faz necessério um equilibrio entre substancias que estimulam e
inibem a oxidagdo, para assim, manter as circunstancias normais de funcionamento do
espermatozoide (Ogbuewu et al., 2010).

Apesar de provocarem diminuicdo na motilidade espermatica visualizada através do

CASA, as concentracdes < 12,5 mg.mL? do extrato de S. terebinthifolius apresentaram baixa
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toxicidade na célula espermatica quando avaliada pela citometria de fluxo. As mudancas
celulares visualizadas através da citometria de fluxo podem sugerir o (s) mecanismo (s) de
atuacdo sobre os bactérias e fungos, sendo necessaria a realizacdo de testes
complementares para elucidar os mecanismos de acao dos extratos e ou compostos quimicos

de forma isolada.

Concluséo

Através dos resultados do estudo, observou-se que o extrato hidroalcodlcio de Schinus
terebinthifolius possui como majoritario o composto fendlico etil galato, e em concentracdes
maiores leva a efeitos toxicos como o um aumento da fluidez e redugdo no potencial de
membrana mitocondrial. Porém, nessa mesma propor¢ao, leva a uma diminuigédo de espécies
reativas de oxigénio e niveis de lipoperoxidagdo em espermatozoides suinos, identificando
um possivel mecanismo de agao sobre células e também uma possibilidade de isolamento de

substancias ativas com efeito antioxidante.
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Resumo
Introducéo

A resisténcia bacteriana € um problema crescente, onde a mutacdo ou aquisicdo de
DNA exdgeno é favorecida pela automedicagdo, dosagens errdbneas e excesso de uso.
Mediante isso, tem sido intensificada a pesquisa por novos bioativos oriundos de espécies
vegetais, porém, a avaliagéo toxica destes recursos se faz necessaria. O objetivo do estudo
foi avaliar a suscetibilidade de bactérias multirresistentes de animais frente aos extratos
vegetais de Eugenia uniflora, Schinus terebinthifolius, Polygonum hydropiperoides, Equisetum
hyemale, Baccharis trimera e Solidago chilensis, identificando sua composi¢cdo quimica e
toxicidade in vitro e in vivo.
Métodos

A identificagdo quimica dos extratos foi realizada através da cromatografia liquida de
ultra eficiéncia e cromatografia gasosa, ambos com espectro de massas. Foram utilizadas
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (n=71), sendo realizado antibiograma prévio
(farmacos sintéticos). Para os testes de avaliacdo antimicrobiana in vitro dos extratos
hidroalcodlicos de Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU), Polygonum

hydropiperoides (PH), Baccharis trimera (BT), Equisetum hyemale (EH) e Solidago chilensis
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(SC), foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, M07-A9). A avaliacdo de
toxicidade in vitro (atividade hemolitica e hemaglutinante sobre eritrocitos caninos) e in vivo
(toxicidade embriondria — Coturnix cotunrix japonica — viabilidade embrionaria e histopatologia
de 6rgaos) foram realizadas nos extratos maior n° de inibigcdes/eliminagcfes bacterianas.
Resultados

Foram observados altos indices de resisténcia aos antibiéticos tanto nas bactérias Gram-
positivas como nas Gram-negativas, onde alguns isolados nao apresentaram suscetibilidade
a grande parte dos antibidticos testados. Streptococcus intermedius (n=2), Enterococcus
faecium (n=1) e Klebsiella pneumoniae (n=1) foram resistentes a todos antibi6ticos. Os
compostos majoritarios identificados nos extratos por CLAE foram: Etil galato, miricitrina,
acido galico — ST; acido quinico, etil galato e acido elagio — EU; quercetina e acido quinico -
PH, e por CG foram: Acido butanodiéico — ST; Acido butanoico — PH; Acido benzoico - EU. O
extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius (0,06 a 7,5 mg.mL™) se destacou por apresentar
atividade inibitéria sobre 100% das bactérias Gram-negativas e positivas na maior
concentracdo testada, seguido de E. uniflora sobre a 71,83%. No teste de atividade
hemaglutinante, o extrato de S. terebinthifolius foi 0 que apresentou mais concentracoes
reagentes, e P. hydropiperoides apresentou efeito apenas na concentracdo de 15 mg.mL™?,
sendo semelhante os resultados de reacdo para o efeito hemolitico. JA os embribes
desenvolveram-se normalmente e nado apresentaram alteracdes macroscépicas e
histopatologicas dos érgdos e/ou estruturas.

Concluséao

Os extratos hidroalcodlicos de S. terebinthifolius, E. uniflora e P. hydropiperoides, com
composicdo majoritaria de compostos fendlicos, apresentaram atividade antibacteriana em
isolados multirresistentes sem demonstrar toxicidade embriondria, ndo apresentando

atividade hemolitica e hemaglutinante nas concentragcées <0,8 mg.mL™.

Palavras-chave: Fitoquimica, Antibacteriana, Hemdlise, Hemalgutinante, Hidroalcodlico,

Embrido
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Abstract

Background

Bacterial resistance is a growing problem, where mutation or acquisition of exogenous DNA is
favored by self-medication, erroneous dosages and overuse. Therefore, the research has been
intensified by new bioactive from plant species, however, the toxic evaluation of these
resources is necessary. The objective of the study was to evaluate the susceptibility of
multiresistant bacteria from animals to Eugenia uniflora, Schinus terebinthifolius, Polygonum
hydropiperoides, Equisetum hyemale, Baccharis trimera and Solidago chilensis isolates,
identifying their chemical composition and toxicity in vitro and in vivo.

Methods

The chemical identification of the extracts was carried out through liquid chromatography of
ultra efficiency and gas chromatography, both with mass spectrum. Gram-negative and Gram-
positive bacteria (n = 71) were used, and previous antibiogram (synthetic drugs) was
performed. For the in vitro antimicrobial evaluation tests of the hydroalcoholic extracts of
Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU), Polygonum hydropiperoides (PH),
Baccharis trimera (BT), Equisetum hyemale (EH) and Solidago chilensis the broth
microdilution technique (CLSI, M07-A9). The evaluation of in vitro toxicity (hemolytic and
hemagglutinating activity on canine erythrocytes) and in vivo (embryonic toxicity - Coturnix
cotunrix japonica - embryonic viability and organ histopathology) were performed in the highest
number of bacterial inhibition / eliminations.

Results

High levels of antibiotic resistance were observed in both Gram-positive and Gram-negative
bacteria, where some isolates did not show susceptibility to most of the antibiotics tested.
Streptococcus intermedius (n = 2), Enterococcus faecium (n = 1) and Klebsiella pneumoniae
(n=1) were resistant to all antibiotics. The major compounds identified in the extracts by HPLC
were: Ethyl gallate, myricitrin, gallic acid — ST; ethyl gallate and ellagic acid — EU; quercetin

and quinic acid - PH, and by GC were: Butanedioic acid — ST; Butanoic acid — PH; benzoic
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acid - EU. The hydroalcoholic extract of S. terebinthifolius (0.06 to 7.5 mg.mL?) was
distinguished by its inhibitory activity on 100% Gram-negative and positive bacteria at the
highest concentration tested, followed by E. uniflora on 71,83%. In the hemagglutination test,
the extract of S. terebinthifolius was the one with the most reactive concentrations, and P.
hydropiperoides showed only effect at the concentration of 15 mg.mL™, and the reaction results
were similar for the hemolytic effect. Already the embryos developed normally and did not
present macroscopic and histopathological alterations of the organs and / or structures.
Conclusion

The hydroalcoholic extracts of S. terebinthifolius, E. uniflora and P. hydropiperoides, with
majority composition of phenolic compounds, showed antibacterial activity in multiresistant
isolates without showing embryonic toxicity, showing no haemolytic and haemagglutinating

activity at concentrations <0.8 mg.mL.

Keywords: Phytochemistry, Antibacterial, Hemolysis, Hemalgutinante, Hydroalcoholic,

Embryo

Introducéo

Bactérias isoladas de feridas cutaneas de animais ja vém apresentando resisténcia, a
um grande numero de farmacos, com destaque para as Gram negativas [1]. Além disso, as
taxas de resisténcia aos antibidticos estdo em um nivel crescente, juntamente com o uso de
antimicrobianos de amplo espectro, que sdo utilizados de forma discriminada, sem avaliagéo
prévia de sua real necessidade [2,3].

A problematica que envolve a resisténcia bacteriana é resultante da alteracéo genética
por mutag&o ou aquisicdo de DNA exdgeno, onde dosagens errbneas, excesso de utilizacdes
e a automedicagdo com antimicrobianos favorecem sua ocorréncia [4,5]. Para evitar a
automedicacdo na medicina humana, foi implementada no Brasil a Resolu¢cdo-RDC n°20/2011
que obriga a apresentacao de receita médica para proceder com a venda de antimicrobianos

[6]. Porém o mesmo ndo ocorre para as medicacBes veterinarias, onde ainda hoje os
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antimicrobianos s&o vendidos sem receita, propiciando o uso indevido e em excesso,
ocasionando uma maior velocidade de disseminacdo dos genes de resisténcia, sendo esta
inversamente proporcional a capacidade de producdo de novos farmacos efetivos [7].

As bactérias resistentes podem ser transmitidas através da cadeia alimentar aos
humanos ou transferir genes de resisténcia para outras bactérias, 0 que representa um
problema de saude publica. O envolvimento de animais na manutengdo e transmissao de
isolados resistentes para humanos tem sido relatada com destaque para a origem alimentar,
mas também através do contato direto com animais de producdo e de estimacdo, além da
transmissdo ambiental, através das fezes de animais em contato com terra, agua e sob
particulas no ar [8].

Mediante isso, tem sido intensificada a pesquisa de novos principios ativos para
combater os microrganimos resistentes, onde espécies vegetais tém representado ser uma
excelente op¢do [9-12]. No entanto, fazem-se necesséarios estudos de toxicidade para
viabilizar a aplicacdo segura dos recursos vegetais. Dentre os fatores que podem determinar
o efeito toxico estdo a poténcia dos metabdlitos, quantidade ingerida, tempo de exposicao e
a parte da planta, fatores individuais do organismo, ambiente (solo e clima) e diferencas
genéticas [13]. Sabe-se, que plantas utilizadas na medicina tradicional apresentam efeitos
téxicos diversos, como por exemplo, genotoxocicidade, espermatoxicidade, nefrotoxicidade,
neurotoxicidade, atividade hemolitica, podendo atingir também o pulméo, coracédo, baco e o
trato gastrointestinal [14,15].

Diante desta realidade, o objetivo do estudo foi avaliar a atividade antibacteriana de
extratos hidroalcodlicos de Baccharis trimea, Equisetum hyemale, Eugenia uniflora,
Polygonum hydropiperoides, Schinus terebinthinfolius e Solidago chilensis em isolados
bacterianos multirresistentes, além de determinar a composicdo quimica e toxicidade dos

extratos vegetais.

Material e métodos
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Seis espécies vegetais com ampla distribuicdo na regido de Pelotas-RS (31° 33’ 02.0”
S, 52° 16’ 45.5” W) foram coletadas entre os meses de marco e abril, estando amostras
depositadas no Herbario PEL do Departamento de boténica da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). As plantas foram registradas sob o numero PEL 25934, Schinus
terebinthifolius Raddi (Aroeira mansa), Anacardiaceae; numero PEL 25934, Eugenia uniflora
L. (Pitangueira), Myrtaceae; numero PEL 25931 Polygonum hydropiperoides Michx (Erva-de-
bicho), Polygonaceae; nimero 25929 Bacharris trimera (Less.) (Carqueja), Asteraceae;
namero PEL 25932, Solidago chilensis Meyen (Lanceta); numero PEL 25928 Equisetum
hyemale L. (Rabo-de-lagarto), Equisetaceae.

As folhas das plantas foram coletadas, pesadas, separadas por espécie e secas a 35°-
40°C em estufa com circulacdo de ar, obtendo-se o rendimento de matéria seca para cada
espécie através da férmula MS(%)=Peso apds secagem/Peso antes da secagem x 100.

O extrato hidroalcodlico foi preparado a partir de folhas secas, moidas e misturadas
ao alcool de cereais (200 g em 500 mL), e acondicionadas em um recipiente fechado,
protegido da luz, em local seco e em temperatura ambiente. O material vegetal permaneceu
em contato com o alcool por sete dias, sendo que durante este periodo foi agitado diariamente.
Apobs esse procedimento, a tintura foi filtrada com gaze estéril e armazenada em um vidro
ambar estérii com tampa vedadora [16]. A partir da solucdo filtrada, utilizou-se um
rotaevaporador (Heidolph/Laborota 4000) com banho de aquecimento a 50°C, para retirada
do solvente, restituindo o volume inicial com &gua destilada estéril, que foi liofilizado
(Liotop/L101) e mantido congelado (-70°C) até o momento dos testes in vitro. Para utilizacdo
nos ensaios biologicos, os extratos liofilizados foram restituidos em agua destilada estéril
conforme as concentracdes utilizadas em cada teste.

Os extratos com melhores resultados de CIM e CBM foram analisados pela
cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (CLAE) e gasosa (CG). Para andlise em CLAE foram
pesados 20 mg dos extratos e diluidos em 5 mL de metanol. Os extratos foram injetados na

concentragédo de 300 pg.mL™.
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Dez microlitros dos extratos foram injetados em cromatégrafo liquido de ultra-alta
eficiéncia (Shimadzu, Prominence) acoplado a espectrdmetro de massas de alta resolucéo
(tipo quadrupolo-tempo de v6o) (Impact HD). Os compostos fenolicos foram separados
utilizando pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18 (2,0 x 150 mm, 100 A, 3 um)
Phenomenex (Torrance, CA, USA), sendo solu¢do de acido férmico em agua (0,1% vlv,
eluente A) e metanol (eluente B) usadas como fase moével, com fluxo de 0,2 mL.mint e
temperatura da coluna a 40°C. The elution gradient was: 0—2 min, 10% B; 2—15 min, 10-75%
B; 15-30 min, 75% B; 30—-32 min 75-10% B; 32-40 min, 10% B. O detector PDA foi calibrado
para fazer a varredura na faixa de 210-800. O espectrémetro de massas foi operado no modo
ESI negativo, com voltagem do capilar em 4000 V, presséo do gas de nebulizagdo (N.) de 2
bar, gas de secagem em 8 L.min e temperatura da fonte de 180°C; usando os parametros
padréo do equipamento. O equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10 mM, cobrindo
toda a faixa de aquisicdo (m/z 50 até 1200). Os compostos fendlicos foram caracterizados
pelos seus espectros UV / Vis (220-800 nm), tempos de retencdo em relacdo aos padrdes
externos, espectros de massa e padrdes de fragmentagdo MS" em comparacao com os dados
contidos na biblioteca de espectro de massa NIST 2011 e literatura de referéncia.

Para cromatografia gasosa com especofotdmetro de massas (CG-MS) dissolveu-se o
extrato liofilizado na concentracdo de 1 mg.mL? em metanol. A amostra foi preparada em
baldo de 5 mL ao qual adicionou-se 100 L de adonitol como padréo interno na concentragao
de 0,2 mg.mL* em metanol. Uma aliquota de 150 L de amostra foi evaporada e derivatizada
com 40 uL de cloridrato de metoxiamina (20 mg.mL™* em piridina) por 2 horas a 37°C em
termomisturador e posteriormente adicionou-se 70 pyL de MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida) ao qual agitou-se durante 30 minutos nas mesmas condicfes. Ao final da
reacao transferiu-se para frascos com inserts de 250 pL e injetou-se imediatamente no CG-
MS (Shimadzu GC-MS QP2010 Ultra com autoinjetor AOC-20i), o qual continha biblioteca de
espectro de massas NIST 2011. Parametros de injec@o para cromatografia e espectrometria
de massas foram segundo Lisec et al. [17]. Injetou-se 1 yL de amostra com temperatura do

injetor a 230°C, com razéo de split para injecéo de 1:40. Utilizou-se hélio como gas carreador
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com fluxo de 2 mL.min! e velocidade linear como modo de controle de fluxo. A coluna capilar
utilizada foi Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), com programacao isotérmica por 2 minutos
a 80°C, rampa de temperatura de 12°C/min até 200°C, passando para 10°C/min até 320°C
permanecendo por 8 minutos. Para os parametros de espectrometria de massas, as
temperaturas da fonte de ions e interface foram de 250°C, faixa de massa de 70-600 m/z e
0,2 varreduras/seg. O tempo de corte do solvente foi definido para 3,80 minutos. A
determinag&o do indice de tempo de retengdo ocorreu por padrdo de ésteres metilicos de
acidos graxos (FAME C8-24) e alcanos, calculado pelo software do equipamento.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas bactérias, isolados de casos
clinicos de animais atendidos no Hospital Veterinario, Ambulatério Veterinario e Nucleo de
Reabilitacdo da Fauna Silvestre da UFPel. Os isolados foram identificados no Laborat6rio
Regional de Diagnéstico (LRD) - Laboratério de Bacteriologia da UFPel, sendo armazenados
em botijdes de nitrogénio liquido (-7°C).

Utilizou-se 58 bactérias isoladas de casos clinicos de animais (caninos, felinos,
equinos, cunicula, bovinos e primatas) provenientes de lesdes cutaneas e 13 cepas padrbes
provenientes da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), totalizando 34 bactérias Gram-
negativas e 37 Gram-positivas. Para todos isolados, foram realizados antibiogramas com os
antibiéticos utilizados na rotina da clinica veterinaria (Ampicilina 10 mcg, amoxicilina 30 mcg,
cefalexina 30 mcg, ceftriaxona 30 mcg, enrofloxacina 5 mcg, neomicina 30 mcg, oxacilina 1
mcg e penicilina G 10 un) em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton com inéculo
bacteriano (escala 0,5 de McFarland), sendo os resultados expressos em resistente ou
sensivel de acordo com a técnica de Bauer et al. [18].

O teste de microdiluicdo em caldo foi utilizado para avaliar a atividade antibacteriana
de extratos vegetais foi o de microdiluicdo em caldo, de acordo com o documento M07-A9 do
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) [19] com modificagBes para fitoterapicos.
Os in6culos foram preparados a partir de coldnias jovens com crescimento de 18-24 horas a
35°C em agar sangue e MacConkey. Posteriormente, sendo transferidas para 4mL de solucéo

salina estéril permanecendo em repouso e ajustada na escala 0,5 de McFarland e apds
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procedendo com a diluicdo 1:10 em caldo infus@o de cérebro e coracédo (BHI). O indculo foi
dispensado em aliquotas de 100 uL nos pogos, contendo previamente 100 uL das
concentracdes dos extratos (0,01 a 7,5 mg.mL™?).

As microplacas foram incubadas por periodo de 24 horas a 35°C, e apds, realizada a
leitura visual do crescimento do controle positivo, sendo assim determinada a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM). Para a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram semeados 10
pl de cada pogo em placas de Petri contendo agar BHI e 4gar sangue, temperatura de 35° C,
por um periodo de 16 a 20 horas.

Para avaliacéo de toxicidade tanto in vitro como in vivo, foram selecionados os extratos
mais eficazes contra as bactérias (maior n° de inibigcbes/eliminacdes). As atividades hemolitica
e hemaglutinante foram avaliadas em eritrocitos caninos, sendo a metodologia empregada
baseada em Mebs et al. [20] e Pando et al. [21] com modificacdes. Os eritrécitos foram
centrifugados e lavados com PBS (1000 rpm por 10 minutos), sendo o precipitado
ressuspendido em solugdo fisiol6gica obtendo a concentracdo de 2%. Para o teste de
atividade hemolitica inseriu-se 50 pL da concentracdo do extrato (15 a 0,03 mg.mL?, em
diluicdo seriada utilizando PBS) e 50 pL da suspensao de eritrocitos, sendo incubados a 4°C
durante 2 horas, sendo os resultados expressos em presenga/auséncia, sendo o controle
positivo (agua destilada) e negativo (PBS), sendo os resultados expressos em - = sem
hemolise, + = hemodlise leve, ++ = hemolise moderada e +++ = hemodlise intensa. Para o teste
de atividade hemaglutinante inseriu-se 50uL de solucgéo fisiolégica, 50uL da concentragdo do
extrato (15 a 0,03 mg.mL?, em diluicdo seriada utilizando solucéo fisiol6gica) e 50uL da
suspensdo de eritrocitos incubados a 4°C por 16 horas, tendo como controle negativo a
solucdao fisioldgica, sendo os resultados foram expressos em - = sem hemaglutinacdo e + =
hemaglutinacéo. A leitura de ambos os testes foi realizada a olho nu e através de microscopia
Optica, fazendo uma comparag¢do com os controles.

Nos testes de toxicidade in vivo (Comité de ética: CEEA/UFPel 7044/2015) foram
avaliados os efeitos das maiores concentracées dos extratos vegetais em ovos de codorna

(Coturnix coturnix japonica). Os ovos foram incubados pelo periodo de 7 dias a 37°C em
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incubadora com umidade controlada (55%), sendo avaliada a viabilidade embrionaria
diariamente através do método de ovoscopia e delimitada a cAmara de ar para demarcacao
do local de administracao dos extratos [22]. Foram inoculados 40uL de cada concentracéo do
extrato na cavidade alantoide contralateralmente ao embrido, sendo os orificios vedados, e
incubados por sete dias nos mesmos padrées anteriormente citados (T° e umidade) [23-25].
Foram utilizados cinco ovos de codorna para cada concentragdo testada (7,5, 3,75, 1,88 e
0,94 mg.mL1) nos grupos extratos hidroalcodlicos: Schinus terebinthifolius (grupo ST, n=20),
Polygonum hydropiperoides (grupo PH, n=20) e Eugenia uniflora (grupo EU, n=20), incluindo
os controles com agua destilada estéril (grupo H20, n=20). Apds a inoculagéo era realizada a
ovoscopia diaria até o fim do experimento, para verificar a mortalidade embrionaria. Nos ovos
nao viaveis (morte embrionaria) ou ao final de sete dias era realizada a eutanasia [26], fazia-
se a abertura destes observando macroscopicamente todas as estrututuras (embrido, saco
vitelinico, albumina, liquidos amniodtico e alantoide, e casca). Apds, os embrides eram
coletados de forma asséptica, fixando-os em formol 10% e encaminhados histopatologia onde

foram avaliados o figado, intestino, Bursa de Fabricius, pulmao, rim e sistema nervoso central.

Resultados e Discusséo

O rendimento de matéria seca das plantas variaram entre as espécies, onde a com
maior rendimento foi a S. terebinthifolius (43,49%), seguida de Eugenia uniflora (41,78%),
Solidago chilensis (35,20%), Baccharis trimera (34,77%), Polygonum hydropiperoides
(30,15%) e a menor foi a Equisetum hyemale (22,18%). O conhecimento do rendimento de
matéria seca é de grande importancia, para determinar a quantidade necesséria de cada
planta para a producéo dos extratos vegetais.

Os resultados da avaliacdo da suscetibilidade dos isolados clinicos aos antibi6ticos
utilizados na rotina veterinaria demonstram a presenca de bactérias resistentes a pelo menos
um farmaco. Ao comparar os isolados clinicos com as cepas padrfes ou quanto ao género, 0
anico caso, em que tivemos excec¢do foi de Klebsiella pneumoniae, onde a cepa padréo era

resistente a todos antibiéticos, enquanto que o isolado clinico apresentou 50% de resisténcia.
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Dentre os isolados clinicos de bactérias Gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa,
P. putida e Proteus vulgaris demonstraram resisténcia aos Beta-lactamicos testados, em pelo
menos um caso, sendo sensiveis em 100% dos casos apenas a enrofloxacina. Ja Proteus
mirabilis apresentou resisténcia a maioria dos antibioticos e suscetibilidade de 100% apenas
a ceftriaxona. Parte dos isolados clinicos de Escherichia coli (n=5) foram resistentes a maioria
dos antibitticos testados, apresentando um percentual de resisténcia de 62,5 a 87,5%. Nas
bactérias Gram-positivas isoladas de casos clinicos, houve duas espécies bacterianas que
apresentaram resisténcia a todos antibiéticos, sendo o Streptococcus intermedius (n=2) e
Enterococcus faecium (n=1). No caso do Enterococcus faecalis, os isolados apresentaram
100% de suscetibilidade apenas para amoxicilina e ampicilina, e o Staphylococcus aureus

para a enrofloxacina (Tabela 1).
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Tabela 1. Perfil de resisténcia das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas isoladas de
lesBes cutdneas de animais e cepas padrbes através do teste de antibiograma com farmacos
utilizados na rotina veterinaria

Espécie AMP AMO CEF CEX ENR NEO OXA PEN
bacteriana
Gram-Negativas
P.a(n=9) R R R R(3) S(6) S R(3) S(6) R R
P.a* R R R S S S R R
P.p R R R R S R R R
E.c(n=6)  R(5) S(1) R R(4)S(2) R@B)S(B) R(2)S@) R(Q)S() R R
E.c* S R S S S S R R
Ah R R S S S S R R
A.h* R R R R S S R R
E.clo(n=2) R R R S S R(1) S(1) S R
E.clo* S S S S S S R R
E.a R R R S S S R R
E.a* R R R S S S R R
K.p R R S S S S R R
K.p* R R R R R R R R
P.v(n=3) R R R R(1) S(1) S R(1) S(1) R R
P.v* R S S S S S R S
P.m(n=2) R R R S R R(1) S(1) R R
P.m* S S S S S S R S
Gram-Positivas

A.0 S S R R S S R R
S.sp S S S S R R S S
S.ag* S S S S S R S S
S.d R S S R S R S S
S.p(n=3) S S S S R(1)S(2) R(2) S(1) S S
S.a(n=5) R(3) R(1) R(3)

RB)S(2) S(2) R@1)S@) R(1)S@) S R(1) S(4) S(4)  S(2)
S.a* S S S S S S S S
S.h S S S S S S S S

_ R(1) R(1)
Sx(n=5) s S@) R@)SE@) R()S@) s s s@ R
S.x* S S S S S S S S
S.ho R R S S S S R R
S.ho* S S S S R S S S
S.i(n=9) R(4) R(3) R(3)
: R(33)S(B) S(B) R@)S(7) R(3)S(E) R(B)SMB) R(4)S(5) S(6) S(6)

E.fl(n=2) S S R R R(1) S(1) R R R
E.fI* S S R R S R R S
E.fa(n=2) R(1)

R(1) S(1) S(1) R R(1) S(1) R R R R
E.fa* R R R R S R R R

*Cepas padrdo; R: Resistente; S: Suscetivel; AMP: Ampicilina; AMO: Amoxicilina; CEF: Cefalexina;
CEX: Ceftriaxona; ENR: Enrofloxacina; NEO: Neomicina; OXA: Oxacilina; PEN: Penicilina;
P.a:Pseudomonas aeruginosa; P.p:Pseudomonas putida; E.c:Escherichia coli; A.h:Aeromonas
hydrophila; E.clo:Enterobacter cloacae; E.a:Enterobacter aerogenes; P.m:Proteus mirabilis;
K.p:Klebsiella pneumoniae; P.v:Proteus vulgaris; A.o:Alloiococcus otitis; S.ag:Streptococcus
agalactiae;  S.sp:Streptococcus  spp.;  S.d:Streptococcus  dysgalactiae;  S.p:Streptococcus
pluranimalium; S.a:Staphylococcus aureus; S.h:Staphylococcus hyicus; S.x:Staphylococcus xylosus;
S.ho:Staphylococcus hominis;  S.i:Staphylococcus intermedius; E.fl: Enterococcus faecalis;
E.fa:Enterococcus faecium.

A enrofloxacina foi o antibiético com maior eficicia sobre as bactérias Gram-negativas
(85,3%) e Gram-positivas (70,3%). Enquanto que o antibacteriano menos eficiente foi a
oxacilina para as bactérias Gram-negativas (2,9%) e a penicilina para as Gram-positivas

(48%).
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Conforme World Health Organization (WHO) [27], as bactérias E. coli, K. pneumoniae
e S. aureus demonstraram uma resisténcia acima de 50% em proporcdo aos farmacos
comumente utilizados em muitos cenarios ao redor do mundo, dados esses fornecidos através
de publicagbes, dados nacionais e de hospitais. Além disso, no Brasil os problemas com a
resisténcia bacteriana também estao presentes, principalmente nos estados do sul e sudeste
[4, 28, 29]. Nesse ambito, existe a necessidade de desenvolvimento de novos
antibacterianos, onde o foco se destaca para Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
e Enterobacter spp., pois estédo envolvidas em grande parte das infecc¢des [30].

Em relacdo a avaliacdo da ag&o dos extratos vegetais, observou-se que o extrato de
S. terebinthifolius e de E. uniflora destacaram-se pela atividade frente aos isolados
bacterianos Gram-negativos. S. terebinthifolius apresentou atividade inibitéria sobre todos
isolados, em concentracdes que variaram de 1,88 a 7,5 mg.mL* (média 6,79 mg.mL™), porém
com menor atividade bactericida, nas mesmas concentragdes (média 6,02 mg.mL?). E.
uniflora apresentou resultados inibitérios em 26 bactérias com CIM de 0,03 a 7,5 mg.mL?
(média 3,80 mg.mL™?), e atividade bactericida apenas sobre dois isolados (7,5 mg.mL?). P.
hydropiperoides apresentou atividade inibitéria apenas em 10 isolados com CIM 3,75 a 7,5
mg.mL* (média 5,62 mg.mL™) enquanto as outras trés plantas (S. chilensis, B. trimera e W.

hyemale) apresentaram atividade apenas sobre < 5 isolados (Tabela 2).
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Tabela 2. Concentracdes inibitérias (CIM) e bactericidas minimas (CBM) através do teste de
microdiluicdo em caldo utilizando os extratos hidroalcodlicos de S. terebinthifolius, S. chilensis,
P. hydropiperoides, E. uniflora e B. trimera frente as bactérias Gram-negativas

Espécie ST SC PH EH EU BT
bacteriana
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
P.a(n=9) 7,5 (8) 7.5(2) 7.5(2) 3,75(1) - 7.5(2) - -
1,88(1) 7,5(1) 3,75(4)
0,94(2)
P.a* 75 -
P.p 7,5 - - - - 7,5 -
E.c(n=6) 7,5(6) 7.5(3) 7,5(1) 7,5(3) 7,5(1) 7,5(1) 3,75(1)
3,75(1) 3,75(1) 0,06(2) 1,88(2) 0,94(1)
0,12(1) 0,94(1) 0,47(2)
0,03(2)
E.c* 7,5 - 3,75 - - -
A.h 3,75 3,75 3,75 75 75 7,5
A.h* 7,5 - - - 7,5 - -
E.clo(n=2) 7,5 7,5(1) 1,88(1) 7,5(1)
3,75(1)
E.clo* 7,5 7,5 -
E.a 7,5 - - 7,5
E.a* 75 3,75 -
P.m(n=2) 7,5(2) - - 7.5(2)
P.m* 3,75 3,75 -
K.p* 1,88 1,88 1,88
K.p 7.5 - -
7,5(1) 7,5(1) 0,94(2)
P.v (n=3) 3,75(2) 3,75(2) 7.5 0,47(1)  7,5(1)
P.v 7,5 7,5 - - -

*Cepas padréo; -Sem ativi

idade nas concentragfes testadas; CIM: Concentracdo Inibitéria Minima;

CBM: Concentracdo Bactericida Minima; ST:Schinus terebinhtifolius; EH:Equisetum hyemale;
PH:Polygonum hydropiperoides; SC:Solidago chilensis; BT:Baccharis trimera; EU:Eugenia uniflora;
P.a:Pseudomonas aeruginosa; P.p:Pseudomonas putida; E.c:Escherichia coli; A.h:Aeromonas
hydrophila; E.clo:Enterobacter cloacae; E.a:Enterobacter aerogenes; P.m:Proteus mirabilis;
K.p:Klebsiella pneumoniae; P.v:Proteus vulgaris

Em destacaram-se 0s extratos de S.

relacdo as bactérias Gram-positivas,
terebinthifolius, Polygonum hydropiperoides e E. uniflora. O extrato hidroalcodlico de S.
terebinthifolius inibiu todos isolados testados com CIM de 0,06 a 7,5 mg.mL? (média 3,73
mg.mL?), apresentando maior nimero de bactérias eliminadas (CBM) nas mesmas
concentracdes, quando comparado aos outros extratos (média 4,00 mg.mL?). P.
hydropiperoides foi efetivo sobre 32 isolados, com CIM de 0,01 a 7,5 mg.mL* (média 5,07
mg.mL?') e CBM de 0,03 a 7,5mg/mL (média 5,25mg/mL), e E. uniflora também apresentou
resultados satisfatérios sobre 25 bactérias com CIM de 0,01 a 7,5 mg.mL* (média 3,05 mg.mL"
1) e CBM de 0,23 a 7,5 mg.mL* (média 3,85 mg.mL?). Os isolados de Enterococcus faecalis
e Enterococcus faecium apresentaram-se resistentes aos extratos, somente S. terebinthifolius

apresentou valores de CIM e CBM de 7,5 mg.mL* em 83,3% destas espécies, enquanto que

P. hydropiperoides apresentou apenas CIM de 7,5 mg/mL sobre os isolados de Enterococcus
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facecium. E. hyemale, B. trimera e S. chilensis apresentaram atividade sobre < 13 bactérias,

com CIM 0,01 a 7,5 mg.mL*e CBM 0,23 a 3,75 mg.mL* (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdes inibitorias (CIM) e bactericidas minimas (CBM) através do teste de
microdiluicdo utilizando os extratos hidroalcodlicos de S. terebinthifolius, S. chilensis, P.
hydropiperoides, E. uniflora e B. trimera frente as bactérias Gram-positivas

Espécie
bacteriana

A.0
S.sp.
S.ag*
Sd
S.p(n=3)

S.a (n=5)

S.a*
S.h

S.x(n=5)

S.x
S.ho
S.ho*

S.i(n=9)

E.fl (n=2)
E.fI*
E.fa(n=2)
E.fa*

ST sc PH EH EU
CIM CBM CM CBM  CIM CBM CiM CBM CIM CBM CIM CBM
0,04 0,94 - - 0,94 - - 0,04 75 - -
3.75 3.75 75 - 7.5 7.5 3,75 3,75 - . 75 75
0.23 0.23 7.5 - 3,75 3,75 . 3.75 0,01 0,23 3,75 75
7.5 75 : - 7.5 7.5 3,75 3.75 - - 7,5 75

7,5(1) 7,5(1)

375(1)  3.75(1) 07651((21)) - 75 375 750

188(1) 1.88(1) '

37'755((11)) 3,75(2) 1.88(1) 37'755((12)) 7,5(2)

vean 188 - - 0.94(2) i7e 3750 gendy  75Q

ota) 04T 0.23(1)
75 7.5 - - 7.5 7.5 - 3,75 7,5 -
0,12 3,75 - - . . 7.5 . 1,88 1,88

37'755((31)) 375(1) 4 gg(1) 37,'755((12)) 0,03(1) 3759 37*’755((21)) 047(1)  001(1)  0,03(1)

ooey  01m T 188(1) ) 047y © : ,
: 0.01(1) 0.03(1)
7.5 7.5 - - 75 - - - - - - -
3,75 3,75 - - 75 - - - 75 7.5 3,75 3,75
7,5 7,5 - - 7,5 - - - 3,75 - - -

0,12(2)

012(4)  047(3) 0,94(2) 3,75(1) 0,94(6) 3,75(1)

0.23(4)  0.94(1) s 7.5(2) Yee  Les oS

0.47(1)  3.75(1) : 7 ,

7.5(2)

7.5(2) 7,5(2)
75 75 - - - - - - -

7,5(2) 7,5(1) - - 7.5(2) - - - 0,94(1) ) )
75 75 . . 75 - . - 75 75

*Cepas padrdo; -Sem atividade nas concentracfes testadas; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima;
CBM: Concentracdo Bactericida Minima; ST:Schinus terebinhtifolius; EH:Equisetum hyemale;
PH:Polygonum hydropiperoides; SC:Solidago chilensis; BT:Baccharis trimera; EU:Eugenia uniflora;
A.o:Alloiococcus otitis; S.ag:Streptococcus agalactiae; S.sp:Streptococcus spp.; S.d:Streptococcus
dysgalactiae; S.p:Streptococcus pluranimalium; S.a:Staphylococcus aureus; S.h:Staphylococcus
hyicus; S.x:Staphylococcus xylosus; S.ho:Staphylococcus hominis; S.i:Staphylococcus intermedius;
E.fl: Enterococcus faecalis; E.fa:Enterococcus faecium

Em uma andlise geral, observando as figuras 1 e 2, percebe-se que as bactérias Gram-
positivas se apresentaram mais sensiveis aos extratos do que as Gram-negativas, onde 0s
extratos com menor percentual de inibicdo foram os extratos de S. chilensis, E. hyemale e B.
trimera. Na maior concentracdo testada (7,5 mg.mL?), o extrato de S. terebinthifolius
apresentou acao inibitéria sobre 100% das bactérias, enquanto que E. uniflora em 71,83%, e
P. hydropiperoides em 57,74%. Dentre as bactérias que apresentaram algum grau de
suscetibilidade a todos extratos, destacam-se E. coli, entre as Gram-negativas,

Staphylococcus xylosus e Streptococcus agalactiae, entre as Gram-positivas. Essa diferenca
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na suscetibildade das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas frente aos extratos esta
provavelmente relacionada com a estrutura da parede celular destes microrganismos, onde
as Gram-negativas apresentam menor rigidez e maior complexidade quimica, além de ter um
teor lipidico maior, atuando como uma barreira de permeabilidade, sendo reduzida a absorcao
de substancias [31-33], enquanto que, has gram-positivas, 0S compostos possam ter uma
eficaz ancoragem e permeabilidade na parede celular, com maior exposicdo da camada de

peptideoglicano [34].

Atividade antibacteriana G+
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Figura 1. Porcentagem de bactérias Gram-positivas inibidos (Concentracao Inibitéria Minima
= CIM) e eliminados (Concentragéo Bactericida Minima = CBM) pelos extratos hidroalcodlicos
de S. terebinthifolius (ST), E. uniflora (EU), P. hydropiperoides (PH), E. hyemale (EH), B.
trimera (BT) e S. chilensis (SC) nas concentragfes testadas.
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Figura 2. Porcentagem de bactérias Gram-negativas inibidas (Concentracgao Inibitoria Minima
= CIM) e eliminadas (Concentragdo Bactericida Minima = CBM) pelos extratos hidroalcodlicos
de S. terebinthifolius (ST), E. uniflora (EU), P. hydropiperoides (PH), E. hyemale (EH), B.
trimera (BT) e S. chilensis (SC) nas concentragfes testadas.

Os resultados demonstraram atividade antimicrobiana em pelo menos um dos extratos
testados em bactérias consideradas importantes devido a presenca de resisténcia [4, 27-29].
Mesmo havendo alguns isolados bacterianos onde os extratos apresentaram baixo percentual
de inibicdo com valores maiores de CIM e CBM, ndo podemos desconsiderar os resultados,
pois outras concentracdes podem demonstrar atividade ou até mesmo os compostos de forma
isolada, apresentarem menores CIM e CBM, quando comparadas ao extrato bruto, ou
apresentarem atividade sobre outros microorganismos patogénicos [35].

O extrato etandlico de E. uniflora tem apresentado acéo sobre bactérias com CIM entre
1,09 a 35 mg/mL (S. aureus, S. epidermidis, Micrococcus roseus, M. luteus, B. cereus, B.
stearothermophylus, B. subitilis, Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Escherichia coli, P.
aeruginosa, Serratia marcescens) [36]. Porém estudos avaliando a atividade antibacteriana
utilizando o extrato hidrolacodlico tanto de E. uniflora como de P. hydropiperoides n&do foram
encontrados. J4 o extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius tem apresentado atividade sobre

S. aureus, P. aeruginosa e B. subtilis com CIM de 250 a 1000 pg.mL™* [37]. No entanto, ainda

existem estudos que nado fazem a identificacdo quimica dos extratos vegetais, dificultando
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assim, a associacao da atividade antimicrobiana com seus componentes majoritarios de forma
isolada ou associada.

Na identificacdo quimica dos extratos hidroalcodlicos através da cromatografia liquida
pode-se observar a presenca de compostos fendlicos, entre eles os flavonoides (Tabela 4),
que ja sao relatados por suas atividades anti-inflamatéria, antimicrobiana, antioxidante e
cicatrizante [38]. Esses compostos quimicos ja demonstraram que podem até potencializar a
acdo de antimicrobianos, atuando de forma sinérgica com antibioticos em espécies
resistentes, como o Staphylococcus aureus resistentes a meticilina [39]. Tanto os compostos
fendlicos como o potencial antioxidante dos flavonoides tem sido bem relacionados com o
aumento da atividade antibacteriana [40], no entanto, sabe-se que diversos fatores
influenciam na presencga e concentracdo desses constituintes, entre eles estdo a parte da

planta, metodologia de extragéo e o tipo de extrato [9, 41].

Tabela 4. Compostos quimicos identificados através de cromatografia liquida de ultra-
eficiéncia dos extratos hidrolacodlicos de Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU)
e Polygonum hydropiperoides (PH)

TR Identificac&o EU(mg.g") ST(mg.g") PH(mg.g?)
2.83 Acido quinico? 5.08 0.06 3.83
5.49 Acido galico? 0.13 1.12 0.07
10.28 (+)-Catequinal 0.04 0.09 0.20
11.27 Acido clorogénico? 0.22 - 0.38
12.05 Acido cafeico! 0.01 0.05 0.04
13.24 Etil galato? 1.70 29.60 0.24
13.67 Acido cumarico? 0.01 0.01 0.02
14.01 Acido ferrulico? - - 0.04
14.41 Miricitrina? 1.18 1.47 0.38
15.08 Quercetina 3-arabinose? 0.67 0.25 1.34
15.21 Acido elagico? 1.61 0.22 0.07
15.58 Miricetinal 0.05 0.08 0.13
15.90 Quercetinal 0.43 0.11 4.12
16.89 Kaempferol* 0.12 0.01 0.03
18.00 Apigeninal 0.70 - -
18.35 Pinocembrina® 0.58 0.02 0.02
1941 eramethoxiaone: : : 0.52
19.62 Chrisinal 0.01 0.01 0.01

*TR:Tempo de retencdo (min); !Confirmado com padrdo; 2Confirmado com MS/MS; Schinus
terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU) e Polygonum hydropiperoides (PH).
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O etil galato, o composto em maior concentragéo no extrato de ST, ja tem demonstrado
atividade antibacteriana em outros trabalhos sobre isolados de Moraxella catarrhalis,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Enterococcus sp., S. Aureus,
Streptococcus pneumoniae, além de reducdo das CIM quando associados a outros
compostos como o timol e carvacrol [42,43]. Além disso, associado a antibiéticos também
demonstrou acao sinérgica e superacgao da resisténcia de S. aureus MRSA sobre tetraciclina,
muporicina e acido fusidico [39, 44]. Outro composto majoritario, o acido galico, demonstrou
atividade sobre P. aeruginosa, E. coli, S. aureus, Enterococcus sp., K. pneumoniae, A.
baumanii, E. faecalis, E. subtilis, E. faecium, L. plantarum, S. typhimurium, H. pylori, B. subtilis,
B. cereus, S. epidermidis, E. cloacae, L. monocytogenes, E. coli, Proteus mirabilis,
Corynebacterium diphtheriae, C. diphtheriticum, Micrococcus flavus, M. ysodiecticus, S.
pneumoniae, S. pyogenes, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae, S. sonneie e S.
flexneriae [45-49], além de conferir sinergismo em associa¢cdo com antibiéticos (norfloxacino
e gentamicina) e também a outros compostos (timol, carvacrol) [43,50].

J& o extrato de EU apresentou uma maior concentragdo de acido quinico, que ja vem
sendo relatado, juntamente com seus derivados, com acgéo sobre E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, A. baumanii, S. aureus, E. faecalis, E. subtilis, L. monocytogenes, S.
typhimurium, além de apresentar sinergismo quando associado a antibiotico (oxacilina) sobre
S. aureus MRSA [47, 51-53]. Outros dois compostos em maior concentracdo foram o etil
galato e o acido elagico, este ultimo, vem sendo descrito tendo agdo e também possivel
adjuvante para aumentar a acdo de antibidticos sobre espécies de Aeromonas hydrophila
resistentes [54].

O extrato de PH, apresenta em maior concentracdo a quercetina que ja tem
apresentado atividade sobre S. aureus, B. subtilis, E. faecium, L. plantarum, E. coli, S.
typhimurium, P. aeruginosa, Bacillus cereus, B. subtilis, Corynebacterium diphtheriae, C.
diphtheriticum, Micrococcus flavus, M. ysodiecticus, S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus, Listeria monocytogenes, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, E. cloacae,

Enterococcus faecalis, E. faecium, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, K. pneumoniae,
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Salmonella typhimurium, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae, S. sonneie, S. flexneriae
[46, 45, 49]. Além disso, sua associa¢cao com o antibiético norfloxacino resultou em modulacéo
do efeito antimicrobiano reduzindo a MIC sobre Staphylococcus aureus resistentes [55].

Alguns autores tem demonstrado que compostos presentes nesses extratos, em
menor concentracdo, também possuem atividade antibacteriana: apigenina (E. coli, P.
aeruginosa, B. subtilis, S. aureus) [56], catequina (H. pylori, B. subtilis, S. aureus, E. coli) [48,
57], acido cafeico (E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. baumanii, S. aureus, E. faecalis,
E. subtilis) [47], pinocembrina [58], acido ferrulico (Cronobacter sakazakii, Acetobacter aceti,
A. oeni, A. Pasteurians) [59,60], crisina (B. subtilis, B. sphaericus, S. aureus, K. aerogenes,
Chromobacterium violaceum) [61], kaempferol (H. pylori, E. coli, E. faecalis, S. aureus, E. coli,
P. aeruginosa) [62-64], miricetina (Bacillus cereus, B. subtilis, Corynebacterium diphtheriae,
C. diphtheriticum, Micrococcus flavus, M. ysodiecticus, S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus, Listeria monocytogenes, E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, E. cloacae,
Enterococcus faecalis, E. faecium, Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, K. pneumoniae,
Salmonella typhimurium, Salmonella paratyphi, Shigella dysenteriae, S. sonneie, S. flexneriae)
[46,49,62].

Mediante as observacdes do estudo e da literatura, pode-se perceber que existem
compostos que possuem acdo antibacteriana de maneira isolada, enquanto outros
apresentam efeito ou redugdo na concentracdo inibitéria/bactericida apenas na forma
associada com outros compostos ou antibiéticos, ou atuam de forma a inibir 0s mecanismos
de resisténcia das bactérias. Esses resultados sdo muito promissores, ja que abrem uma
gama de possibilidades para a pesquisa cientifica e também para prospeccdo de novos
antimicrobianos ou aditivos as substancias ja existentes.

Precisamente ndo se conhece 0s mecanismos de acao dos compostos fendlicos, mas
tem sido relatada a diminuicdo do pH intracelular, alteracdes na permeabilidade celular, no
transporte de elétrons, absorcao de nutrientes, proteina, sintese de acido nucleico e atividade
enzimatica, perturbacdo da membrana (formacdo de poros e bolhas), formacdo de septo

prévio a divisdo celular causando inibicdo da sintese de proteinas, dano a membrana
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plasmatica e consequentemente perda de potassio, interacdo com proteinas de membrana
(deformacédo estrutural e funcional), ligacdo a camada de peptideoglicanos com perda da
integridade celular e exsudacdo de seu conteuldo, inativacdo de enzimas extracelulares,
diminuig&o intracelular e, simultaneamente, o0 aumento extracelular de ATP [34,60,65,66].
Através da cromatografia gasosa foram encontrados outros componentes quimicos
nos extratos vegetais: acidos organicos, acucares, aminoacidos, acidos graxos e alcanos.
Dentre os &cidos organicos, aminoacidos e acidos graxos encontrados nos extratos, os
compostos majoritarios foram: ST — Acido butanodidico, PH - Acido butanoico e EU — Acido

benzoico (Tabela 5).

Tabela 5. Compostos quimicos identificados através de cromatografia gasosa dos extratos
hidrolacodlicos de Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU) e Polygonum
hydropiperoides (PH)

TR  TRindex** Identificac&o EU (mg.g}) ST (mg.gl) PH(mg.g?)
4.380 748 Acido acético 0,20 0,21 -
6.341 909 Acido etilfosférico - - 0,22
9.366 1177 Acido butanodioico 0,99 1,20 1,82
9.762 1215 Acido butanoico 0,61 0,67 3,11
10.167 1257 Acido trednico 0,66 - 0,50
12.286 1483 Acido ribdnico - - 0,21
12.574 1515 Acido propanotricarboxilico 0,68 0,86 1,10
13.602 1631 Acido trihidroxibenzéico 1,36 - -
13.603 1631 Ester e_t|!|co d_o amdp 3,4,5- i 0.88 i

Trihidroxibenzoico
13.756 1649 Acido benzoico 2,66 - 1,79
14.278 1709 Acido glucbnico 0,51 0,46 1,09
20.152 2458 Acido octadecanéico 0,61 - -

*TR:Tempo de retencao (min); *FAME’"s C8-C24; Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU)
e Polygonum hydropiperoides (PH).

Apesar dos acidos orgéanicos estarem em pequena concentracdo, eles podem atuar
em algum grau ou por efeito sinérgico, na atividade antimicrobiana, se fazendo necessarios
mais estudos acerca destes compostos. Dentre os compostos organicos encontrados no
presente estudo alguns ja foram identificados em extratos ou Oleos vegetais com atividade
antibacteriana, o acido butanoico, acido octadecanoico e acido benzoico [67-70]. Outros

acidos organicos, como os acidos caprilico, fumarico, malico, latico e pirdvico, avaliados de
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forma isolada em alimentos, ja apresentaram atividade antimicrobiana frente a E. coli e L.
monocytogenes [71,72].

No teste de atividade hemaglutinante, o extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius foi
0 que apresentou mais concentracdes reagentes, seguido do extrato de E. uniflora; enquanto
gue o extrato de P. hydropiperoides apresentou apenas na concentra¢édo de 15 mg.mLt. Em
relacdo ao efeito hemolitico, foram observados resultados semelhantes ao teste de atividade
hemaglutinante, onde o extrato hidroalcodlico de S. terebinthifolius foi 0 que apresentou mais
concentracdes reagentes, seguido do extrato de E. uniflora, e o extrato de P. hydropiperoides
com apenas a concentracdo de 15 mg.mL™? reagente. A reacdo positiva, € mais intensa, na
maior concentracdo pode ser explicada pela concentragdo de agua destilada presente nos
extratos, que é a substancia que provoca a reacdo hemolitica (controle positivo), ou seja, as
diluicdes dos extratos foram realizadas de forma seriada em PBS ou solugédo fisiologica,
determinando assim, uma concentragdo de agua destilada inversamente proporcional a

diluicdo (Tabela 6).

Tabela 6. Atividade hemaglutinante e hemolitica em eritrcitos caninos a 2% dos extratos
hidroalcodlicos de Schinus terebinthifolius, Eugenia uniflora e Polygonum hydropiperoides

Extrato Hemaglutinante - Concentracdes (mg.mL?)

15 7,5 375 188 094 047 0,23 0,12 0,06 0,03

ST + + + + + + + - - -
EU + + + + + - - - - -
PH + - - - - - - - - -

Hemolitica - Concentragdes (mg.mL™)

ST +++ ++ ++ ++ + + + + - -
EU +++ +++ ++ ++ + - - - - -
PH +++ - - - - - - - - -
*ST: Schinus terebinthifolius; EU: Eugenia uniflora; PH: Polygonum hydropiperoides; + = Hemaglutinagdo; - = sem

hemaglutinacéo; Controle - : Cloreto de sédio 0,9% = sem hemaglutinacdo/sem hemédlise; PBS (tampdo fosfato) = sem
hemaglutinagdo/sem hemdlise; - = sem hemdlise; + = hemdlise leve; ++ = hemolise moderada; +++ = hemolise intensa; Controle

+ : Agua destilada = hemdlise total.
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Os testes de avaliacdo hematoldgica frente a plantas, seus extratos e outros
componentes da natureza tém sido empregados como forma de triagem toxicoldgica [73-75].
E de grande importancia avaliar os diversos parametros de toxicidade dos extratos vegetais,
pois em suas composicdes existem diversas substancias que podem acarretar em efeitos
adversos/toxicos aos seres vivos, onde na circulagdo sanguinea, por exemplo, um efeito
indesejavel seria a anemia hemolitica, provocada pela ruptura direta dos eritrécitos ou por sua
aglutinacéo e posterior hemolise [76,77]. Além disso, a hemoglobina livre (proveniente das
hemacias rompidas) pode acarretar efeitos sobre o sistema renal e cardiovascular, causando
nefrotoxicidade e efeito vasomotor, respectivamente [78].

Através dos testes de atividades hemolitica e hemaglutinante pode-se perceber a
limitacdo do extrato de Schinus terebinthifolius, em relacdo a um possivel uso intravenoso,
pois apresentou-se reagente na maioria das concentragdes e o extrato de Eugenia uniflora na
metade das concentragfes testadas. No entanto, o extrato de Polygonum hydropiperoides
apresentou-se promissor, por ser reagente apenas na maior concentracdo, abrindo a
possibilidade de mais estudos para seu emprego em mais de uma via de administragdo. No
ambito geral, os compostos dos extratos vegetais podem ser estudados de forma isolada,
vindo talvez, a diminuir ou eliminar sua toxicidade eritrocitaria. Tanto a avaliacdo da atividade
hemolitica como hemaglutinante ndo foram encontrados trabalhos utilizando os extratos
vegetais de Eugenia uniflora, Schinus terebinthifolius e Polygonum hydropiperoides. Em
relagcdo aos possiveis mecanismos que provocam o efeito hemolitico dos extratos vegetais
estudados, apesar de serem inespecificos, podem citar a solubilizacdo da membrana do
eritrgcito, alteracdo da permeabilidade ou oxidacdo da hemoglobina [79-82].

Na ovoscopia, apés as inoculacbes dos extratos, os embrides desenvolveram-se
normalmente durante os sete dias de observagéo, apresentando boa vascularizacéo e
mobilidade. Na andlise macroscopica, apés a necropsia, ndo foram observadas alteragées de
odor, formato ou coloracdo das estruturas, assim como, na analise histopatolégica, ndo houve
alteracdes em nenhum dos 6rgéos avaliados. Isso demonstra a auséncia de toxicidade nas

concentracdes e extratos avaliados quando administrados na cavidade alantoide, sendo
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necessarios mais estudos in vivo para viabilizar e certificar o uso desses extratos como
alternativa terapéutica. Os ovos embrionados sado utilizados em estudos com virus, bactérias
[83,84] e ja foram utilizados em estudos para avaliar antibiéticos residuais e toxicidade como
demonstra Shaw et al. [85] e Lemus et al. [86]. Isso reflete na importancia dos resultados, pois
através da via alantoide podemos determinar substancias que alterem as estruturas
embrionarias e ou ocasionem morte, o que nao foi observado no presente estudo, sendo um
resultado positivo para a continuidade dos testes de eficacia e toxicidade, além de ser uma
maneira de evitar o uso de animais de laboratério nas etapas de triagem toxicologicas dos

extratos vegetais.

Concluséo

Os extratos hidroalcodlicos de Schinus terebinthifolius, Eugenia uniflora e Polygonum
hydropiperoides, com composicdo majoritaria de compostos fendlicos, apresentaram
atividade antibacteriana em isolados multirresistentes sem demonstrar toxicidade
embrionaria. Concentracdes <0,8 mg.mL™* ndo ocasionaram hemaglutinacdo e hemdlise em

todos extratos, sendo 0 menos toxico o extrato de Polygonum hydropiperoides.
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RESUMO

Polygonum hydropiperoides é uma das plantas utilizadas como medicinal e que apresenta
atividades bioldgicas confirmadas na dependéncia da composicdao quimica. Desta forma,
estudos sobre a toxicidade e interagdo desta planta com as células s3o necessarios, sendo os
espermatozoides uma opgdo inovadora para a avaliacdo. Assim, o objetivo do estudo foi
determinar a composi¢cdo quimica do extrato hidroacodlico de P. hydropiperoides (PH) e a
toxicidade em células espermaticas. Para a determinag¢dao da composicdao quimica do extrato
foi utilizada a analise cromatografica liquida de ultra eficiéncia. A toxicidade foi avaliada
através da andlise computadorizada da motilidade espermatica de sémen suino doméstico
(Sus scrofa domesticus), enquanto as alteracgdes celulares foram analisadas por citometria de
fluxo. Foram identificados no extrato vegetal um total de 17 compostos fendlicos destacando-
se 0 acido quinico e quercetina. Os parametros avaliados ndo sofreram alteragdes
significativas nas concentracdes de 1,5 até 6,2 mg.mL ! independente do tempo de exposicdo
ao extrato, sendo que a reduc¢do dos parametros ocorreu de forma progressiva ao aumento
das concentragdes (6,2 mg.mL! < 12 mg.mL? £ 50 mg.mL? < 100 mg.mL?). Através da
citometria de fluxo pode-se observar que em nivel de estrutura celular, ndo foram observadas
alteragdes significativas. O extrato hidroalcodlico de P. hydropiperoides, abundante em acido
guinico e quercetina, acarretou apenas em alteracGes na motilidade espermatica, a partir de
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12 mg.mL2. As alteracBes provocadas pelo extrato podem sugerir os possiveis mecanismos de
acdo a serem explorados para aplicacdo clinica.

Palavras-chave: Citometria de fluxo. CASA. Toxicidade. Motilidade. Plantas.

INTRODUCAO

Produtos provenientes de plantas podem ser toxicos, mesmo quando obtidos de espécies
utilizadas popularmente como medicinais, sendo necessdrios estudos para elucidacdo da
composicdo, qualidade, eficacia e seguranga destes recursos (ZOLLNER; SCHWARZ, 2013). A
pesquisa cientifica com espécies vegetais tem sido incentivada e intensificada devido a
importancia da utilizagcdo das plantas medicinais e a possibilidade de obtencdo de compostos
bioativos para tratamentos de enfermidades e combate de microrganismos resistentes
(BARBOSA-FILHO et al., 2007; CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). A Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) considera as plantas medicinais como a melhor fonte para o desenvolvimento
de uma variedade de farmacos (PRASHAR et al., 2003). Dada sua importancia, no Brasil, o
Ministério da Saude criou o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos e a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), com objetivos de
ampliar acdes terapéuticas e melhorias a atenc¢do bdsica no SUS, incentivar o uso sustentavel
da biodiversidade nacional, valorizar e preservar o conhecimento tradicional, além da listagem
das plantas com potencial para geracao de produtos e da orientacdo as pesquisas para
elaboracdo de fitoterapicos eficazes e seguros (BRASIL, 2009a, 2009b).

Dentre as plantas citadas na lista do RENISUS, estd Polygonum hydropiperoides Michaux (Erva-
de-bicho; Polygonaceae), considerada como planta invasora, tendo uso popular no
tratamento de feridas, além de acdo antinflamatéria, antiparasiraria, antidiarreica, anti-
hemorroidal, adstringente e diurética (BRANDAO et al., 2012; BUSSMANN et al., 2010;
LORENZI; MATOS, 2008). Estudos cientificos sdo escassos, mas demonstram atividade
antifungica e antibacteriana (BUSSMANN et al., 2008; FREIXA et al., 1998).

Apesar da indicacdo popular e de comprovacdo cientifica da atividade, pesquisas que avaliem
toxicidade e o local de acdo de extratos vegetais, especialmente para P. hydropiperoides, ainda
sdo incipientes (BIANCHI et al., 1993; CUNHA et al., 2016). Assim, a fim de viabilizar a aplicacdo

dos extratos, a triagem de toxicidade e determinagao do mecanismo de agdao devem ser
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considerados, o que inicialmente pode ser feito através da utilizacdo de técnicas simples de
avaliacdo celular, dispensando o uso de animais de laboratério. Neste contexto, se destacam
as células espermaticas, por possuirem semelhanca com células somaticas e demonstrarem
grande sensibilidade a toxinas (ANDERSSON et al., 2006, 2010; HOORNSTRA et al., 2003;
JAASKELAINEN et al., 2003; SEVERIN et al., 2005). Como vantagem, também pode ser
destacada a facilidade de obtencdo de dados e avaliagdo através de técnicas
computadorizadas/automatizadas, como o CASA (Computer-Assited Sperm Analysis) e a
citometria de fluxo, na qual é possivel verificar alteracbes de parametros espermaticos.
Mediante o exposto, o objetivo desse estudo foi determinar a composi¢cdo quimica e a
citotoxicidade, em diferentes tempos de exposicdo, do extrato hidroalcodlico de P.

hydropiperoides em células espermaticas.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal obtido (Pelotas-RS, 31°33’'02.0”’S, 52°16’45.5”"W) e depositado no Herbario
do Departamento de botanica da Universidade Federal de Pelotas, sendo registrado sob o
numero 25931 — P. hydropiperoides Michx (Erva-de-bicho). Para preparacdo do extrato
hidroalcodlico, misturou-se 100g de folhas secas, trituradas, com 500mL de alcool de cereais
a 70%. Apos, foi realizada a rotaevaporagao a vacuo com banho de aquecimento (50°C), sendo
o volume inicial restituido com agua destilada estéril (SCHIEDECK et al., 2008).

Para avaliar a composicdo quimica dos extratos foram injetados (cromatdgrafo liquido de
ultra-alta eficiéncia - Shimadzu, Prominence, acoplado a espectrometro de massas de alta
resolucdo - Impact HD) 10 pL da amostra (300 pg.mL™?) diluida em metanol. A separacdo dos
compostos fendlicos ocorreu através da utilizacdo de pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna
Luna C18 (2,0 x 150 mm, 100 A, 3 um) Phenomenex (Torrance, CA, USA). Os compostos
fendlicos foram identificados através da comparacdo do tempo de retencdo com os padrées
externos, espectro de massa e perfil de fragmentacdo (dados internos e de literatura).

Para avaliacdo da toxicidade celular, utilizou-se fracdo rica de sémen suino doméstico (Sus
scrofa domesticus) com motilidade espermatica >70%, diluida (1:1) em Beltsville Thawing
Solution (BTS). Para os tratamentos, foi adicionado ao sémen o extrato hidrolacodlico de P.

hydropiperoides (previamente aferindo o pH da solucdo de estoque — SE), diluidos em BTS até
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obtencdo das concentragdes finais de 0 (controle negativo: apenas BTS), 1,5; 6,2; 12,5; 50 e
100 mg.mL™. O efeito do extrato foi observado nos tempos 0, 24 e 48 horas de contato com o
sémen, armazenados sob refrigeracdo (17°C). A cinética espermadtica foi avaliada através da
andlise computadorizada de espermatozoides (CASA) no equipamento Axio Scope Al Ax10
(Zeiss), com o programa Sperm Vision©, em condi¢cGes isotérmicas de 372C, sendo realizada
a média de leitura em 10 campos (21000 células/campo). Os parametros avaliados foram
motilidade total (MT-%), motilidade progressiva (MP-%), distancia média percorrida (DAP-
mm), distancia curvilinea (DCL), distancia linear (DSL-mm), velocidade média da trajetéria
(VAP), velocidade -curvilinea (VCL-mm/s), velocidade linear progressiva (VSL-mm/s),
frequéncia do batimento flagelar cruzado (BCF-Hz), amplitude do deslocamento lateral da
cabeca (ALH-mm), oscilagdo (WOB-Hz), linearidade (LIN-%) e retilinearidade (STR-%).

Os parametros acrossoma ndo reagido (ANR), integridade de membrana (IM), fluidez da
membrana (F), potencial de membrana mitocondrial (PMM), indice de fragmentagdo de DNA
(DF1), espécies reativas de oxigénio (ROS) e peroxidacao lipidica (LPO) foram avaliados por
citometria de fluxo (Attune® Acoustic Focusing - Life Tecnologies) no dia 0 (toxicidade aguda).
Foi utilizado laser violeta (A = 405 nm), e as foram células coradas com Hoechst 33342, exceto
para a avaliagdo de DNA (concentracdo de 16,2 mM), sendo eliminados efeitos nado-
espermaticos (MARTINEZ-ALBORCIA et al., 2012). Para as leituras foram adicionados 2 mL de
tampao fosfato salino (PBS) sem calcio (80g NaCl, 11,5g KCl, 24g Na;HPOQ4, 2g KH,PO4 e 1L dgua
Mili-Q), apresentando 20.000 eventos/analise com fluxo de 200 células. Foram utilizadas
sondas fluorescentes especificas para cada parametro avaliado, permanecendo a amostra por
cinco minutos, em auséncia de luz a 37°C e ap6s adicionado 500 ul de PBS sem calcio.

Na avaliacdo de acrossoma, foram utilizados os corantes de lectina de amendoim (PNA)
associado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1 pg.ml) (FITC-PNA), e o iodeto de propidio
(IP) (7,3 uM). Os resultados foram expressos em % de células com o acrossoma nao reagido
(FITC-PNA - e a IP -) (MARTINEZ-PASTOR et al., 2010).

Aintegridade de membrana espermatica foi avaliada através da inser¢do dos corantes 27 mM
carboxifluoresceina diacetato (DFC) e 7,5 mM de IP, sendo os resultados expressos em % de
células ndo danificadas (DFC+IP-) (FERNANDEZ-GAGO et al., 2013).

A avaliacdo do DNA foi realizada com o corante acridina laranja, onde em 10 pL de sémen foi
adicionado 5 ul de tampdo TNE (0,01 M Tris-HCI, 0,15 M NaCl, 0,001 M EDTA, pH 7,2) por 30

segundos, 10 pl de Triton (0,1% Triton X-100) por 30 segundos, e 5 pl de acridina laranja (acido
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citrico 0,037 M, Na;HPO. 0,126 M, 0,0011 M de EDTA dissddico, NaCl 0,15 M, pH 6,0)
(EVENSON; JOST, 1994). As leituras foram realizadas em até cinco minutos, sendo os
resultados expressos em indice de DNA fragmentado.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) foram avaliadas com 2'7'diclorofluoresceina diacetato
(H2DCF-DA) (1 uM) e 7,3 uM de IP, sendo os resultados expressos em intensidade da
fluorescéncia verde de espermatozoides ndo danificados (DOMINGUEZ-REBOLLEDO et al.,
2010).

A fungcdo mitocondrial foi avaliada através da sonda rodamina 123 (Rh123) (13 uM) e IP (7,3
uM). Os resultados foram expressos em % de espermatozoides intactos com alta
funcionalidade mitocondrial (alta fluorescéncia e alto acimulo Rh123) (SILVA et al., 2016).

A lipoperoxidacdo (LPO) foi medida utilizando 0,002 mM C11 BODIPY 581/591, sendo os
resultados expressos através das fluorescéncias verde e vermelha apds duas horas,
considerando a % de presenca de LPO (SILVA et al., 2013).

Para a analise estatistica foi utilizado o software Statistix 9.0®, sendo dados com normalidade,

foi utilizado o teste ANOVA e as médias foram comparadas através do teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da cromatografia liquida, identificou-se 17 compostos fendlicos no extrato de

Polygonum hydropiperoides, sendo os majoritarios o acido quinico e quercetina (Tabela 1).
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Tabela 1 - Compostos quimicos identificados por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia do extrato
hidrolacodlico de P. hydropiperoides (PH).

N° RT (min) Identificagdo PH (mg/g)
1 2.83 Acido quinico 3.83
2 5.49 Acido galico 0.07
3 10.28 Catequina 0.20
4 11.27 Acido Clorogénico 0.38
5 12.05 Acido cafeico 0.04
6 13.24 Etil galato 0.24
7 13.67 Acido cumérico 0.02
8 14.01 Acido Ferrulico 0.04
9 14.41 Miricitrina 0.38
10 15.08 Quercetina 3-Arabinose? 1.34
11 15.21 Acido Elagico 0.07
12 15.58 Miricetina 0.13
13 16.89 Quercetina 4.12
14 18.00 Kaempferol! 0.03
15 19.41 Pinocembrina? 0.02
16 19.62  3',5-Di-hidroxi-3,4',5',7-tetramethoxiflavona? 0.52
17 20.12 Crisina 0.01

*N:NUmero; TR:Tempo de retencido (min); ‘Confirmado com padrao; 2Confirmado com MS/MS.

Na avaliacdo da motilidade espermatica, apds contato com o extrato de P. hydropiperoides
(SE = pH 4.59), observou-se no momento 0 horas, alteragdes somente a partir da concentracao
12,5 mg.mL?, com reducdo somente da motilidade progressiva das células. A reducio na
motilidade total foi observada a partir da concentra¢do 50 mg.mL?, em todos os tempos de

exposicdo, porém com maior intensidade em 100 mg.mL™ (Figura 1).

Motilidade Total PH Motilidade Progressiva PH

Figura 1 - Motilidade total e progressiva média (%) (+Desvio Padrdo) de espermatozoides suinos frente a
diferentes concentracdes e tempos de exposicdo ao extrato de P. hydropiperoides (PH). ®*Letras diferentes
correspondem a diferenca estatistica entre os tratamentos no mesmo tempo de exposicdo (p<0,05).



106

De modo geral, todos os parametros espermaticos avaliados ndo sofreram alteracdes
significativas na concentracdo de 1,5 mg.mL! independente do tempo de exposi¢cdo, sendo
que a reducdo dos pardmetros avaliados ocorreu de forma progressiva ao aumento das
concentrac¢des (6,2 mg.mL1< 12 mg.mL? <50 mg.mL! <100 mg.mL?).

No momento 0, houve reducdo de pardmetros nas concentracdes 50 e 100 mg.mL™?, exceto
com relagdo a oscilagao, linearidade e retilinearidade que nao foram alterados. Em 24 horas,
observou-se reducdo da distancia média percorrida e linear (DAP e DSL) a partir de 6,2 mg.mL"
!, enquanto que com 12,5 mg.mL?! observou-se alteracdo em mais quatro parametros de
distancia e velocidade (DAP, DSL, VSL, DCL, VAP e VCL), e em 50 mg.mL* a frequéncia dos
batimentos também foi alterada (DAP DSL, VSL, DCL, VAP, VCL e BCF), enquanto na
concentracdo 100 mg.mL?! somente a oscilagdo (WOB) n3o sofreu alteracdo. Entretanto em
48 horas, as alteracdes iniciaram em 50 mg.mL? (apenas em VAP) e em 100 mg.mL™? houve
reducdes em quase totalidade dos parametros espermaticos (Tabela 2). O STR, em todos os

momentos e nas concentragdes testadas, nao apresentou mudangas significativas.

Tabela 2 - Parametros de motilidade espermatica (médiatdesvio padrao) frente ao extrato hidroalcodlico de P.
hydropiperoides (PH) nos tempos de exposicdo 0, 24 e 48 horas.

PH Concentragdo (mg.mL?) 0 Horas

Parametros

0 (BTS) 1,5 6,2 12,5 50 100
DAP (um/s) 27,20+3,48" 27,84+0,15% 28,20+0,144 27,18+4,60" 18,96+2,64° 16,67+8,558
DCL (um/s)  53,30+7,08* 53,88+3,65"  54,24+7,32° 51,84+8,87" 36,6115,828  29,48+18,36°
DSL (um/s) 19,44+2,02* 20,17+1,37A 20,44+2,64A 19,97+2,78* 13,87+2,038 13,26+7,338
VAP (um/s) 59,898,424 60,69+3,82"  61,95+7,27% 59,29+9.63" 41,34+4,58®  39,23+18,07°
VCL (um/s) 116,86+16,874 117,58+7,57* 118,89+15,30" 112,79+18,46* 79,56+10,47® 68,09+38,59°
VSL (um/s) 43,03+4,99% 44,30+2,80°  45,07+5,474 43,61+5,72A 30,29+3,518  31,00+15,48"
STR (%) 0,71+0,03% 0,72+0,01* 0,71+0,01* 0,73+0,03* 0,73+0,07% 0,72+0,23A
LIN (%) 0,36+0,02% 0,37+0,00" 0,37+0,01% 0,38+0,02* 0,38+0,05% 0,45+0,19%
WOB (um/s) 0,50+0,01* 0,51+0,00" 0,51+0,00" 0,52+0,01* 0,51+0,02% 0,57+0,20%
ALH (um/s)  2,8610,35* 2,85+0,15"® 2,91+0,14% 2,81+0,32"8 2,28+0,445¢ 2,21+1,07¢
BCF (Hz) 39,27+0,35* 39,80+1,03*  39,25+1,84A 38,02+1,18"8 32,52+3,728  31,81+12,96°
24 Horas
DAP (um/s)  21,83+1,30%® 24,53+1,50*  20,76%1,46° 18,711,738 14,92+2,48°  6,5415,96°
DCL (um/s)  41,15+2,36* 43,38+2,14%  37,14%2,10"® 32,83+3,328¢ 27,62+5,95¢ 12,75+12,05°
DSL (um/s) 16,64+1,46"8 18,17+1,15*  15,00+1,038¢ 13,71+1,38¢ 10,90+2,59°  4,28+4,00¢
VAP (um/s)  48,27+2,97* 55,00+3,67%®  47,09+3,698 42,80+4,348 34,00+4,85°¢ 16,64+15,30°
VCL (um/s)  90,67+5,46" 97,0645,24*  83,92+4,96"8 74,7518,475¢ 62,19+10,59¢ 32,58+31,19°
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VSL (um/s) 36,79+3,24* 40,80+2,82%%  34,05+2,54* 31,33£2,948 24,98+4,97°  11,05+10,57°
STR (%) 0,75+0,03% 0,73+0,01* 0,71+0,01% 0,72+0,05* 0,72+0,07% 0,37+0,348
LIN (%) 0,40+0,02A 0,41+0,01% 0,40+0,01* 0,41+0,04* 0,40+0,07% 0,200,218
WOB (um/s) 0,52+0,01* 0,56+0,01% 0,55+0,02% 0,56+0,02* 0,55+0,08* 0,300,304
ALH (um/s)  2,89+0,29* 3,24+0,15" 3,17+0,17% 2,98+0,36* 2,700,544 1,611,508
BCF (Hz) 36,612,424 35,36+1,42"  33,55+1,01® 32,17+2,26"8 27,55+5,048  14,34+13,83¢
48 Horas

DAP (um/s)  22,37+3,324 24,22+1,37%  20,71+7,24A 22,25+0,29" 18,66+4,06"  9,31+9,738
DCL (um/s)  44,50+5,254 46,86+1,61°  41,02+14,84"  43,09+6,81° 36,44+11,12*  19,03+20,008
DSL (um/s) 16,13+1,68* 18,60+1,22 15,24+6,00* 17,32+2,974 15,024,154 7,07+7,418
VAP (um/s) 49,368,758 53,11+3,37%  45,26115,95"®  48,8616,68"8 39,67+7,858  19,89+20,86°
VCL (um/s)  97,65+13,90"  102,46+4,14* 89,42+32,57%  94,14+14,45*  76,98+22,03* 40,74+42,97°
VSL (um/s) 35,50+3,93* 40,77+2,75%  33,35+13,18"  38,03%6,25" 31,9248,234  15,02+15,778
STR (%) 0,72+0,08* 0,76+0,02* 0,67+0,21* 0,77+0,03* 0,79+0,05* 0,3710,39%
LIN (%) 0,36+0,03% 0,39+0,02% 0,33+0,11% 0,39+0,02% 0,41+0,06* 0,18+0,198
WOB (um/s) 0,49+0,02* 0,51+0,02% 0,46+0,13" 0,51+0,02% 0,52+0,08% 0,240,258
ALH (um/s) 2,760,714 2,70+0,12* 2,60+0,86* 2,570,294 2,480,774 1,07+1,138
BCF (Hz) 34,63+4,35" 36,58+1,36"  32,56+10,71*  35,94+3,47" 33,4318,81"  18,02+18,76"

ABCD| etras diferentes correspondem a diferenca estatistica entre as concentra¢des em um mesmo pardmetro de
motilidade (p<0,05). PH: Extrato hidrolacodlico Polygonum hydropiperoides; MT: Motilidade total, MP:
Motilidade progressiva, DAP: Distancia média percorrida, DCL: Distancia curvilinea, DSL: distancia linear, VAP:
Velocidade média da trajetdria, VCL: Velocidade curvilinea, VSL: Velocidade linear progressiva, BCF: Frequéncia
do batimento flagelar cruzado, ALH: Amplitude do deslocamento lateral da cabega, STR: Retilinearidade.

Através da andlise por citometria de fluxo, observou-se que o extrato hidroalcodlico de P.

hydropiperoides nas concentracdes de 1,5 até 12,5 mg.mL?, ndo causou altera¢bes nos

parametros avaliados nas células espermaticas quando comparados ao controle (p>0,05)

(Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultado da citometria de fluxo das células espermaticas de suinos (médiaterro padrdo) frente as
diferentes concentragdes do extrato hidroalcodlico de P. hydropiperoides (PH).

Concentragdo PH (mg.mL?)

Avaliagao
0 (BTS) 1,5 6,2 12,5

ANR (%) 79,61+1,244 73,5216,54* 75,4342,934 77,80+2,194

IM (%) 79,9142,724 80,47+2,18* 78,304+2,99*  77,6043,39*
DFI 5,59+0,01A 5,18+0,18% 5,72+0,04A 5,7810,024
F (%) 41,42+11,71A 18,80+5,28% 26,3043,72*  31,26%3,42%
ROS 26,55+7,824 49,44+13,30A 43,35+1,59*  51,91+2,07A

PMM (%) 54,20+10,89* 45,88+13,174  49,10+14,18* 41,23+16,77A
LPO (%) 74,9143,674 75,15+1,28* 75,70+2,024 76,9145,524

ASem diferenca estatistica (p>0,05) entre as concentrac¢des. PH: Extrato hidroalcodlico de
Polygonum hydropiperoides; ANR: Acrossoma N3o Reagido; IM: Integridade de Membrana; DFI:
indice de fragmentaco de DNA; F: Fluidez; ROS: Espécies Reativas de Oxigénio; PMM: Potencial
de Membrana Mitocondrial; LPO: Lipoperoxidacgao.

Alguns dos compostos identificados no extrato ja tém sido relatados com atividade sobre
células espermdticas. Anderson et al. (1997) demonstraram efeito antigenotéxico de
miricetina e quercetina em linfocitos e espermatozdides humanos, quando combinadas com
mutagénicos alimentares. Purdy et al. (2004) avaliando catequina (25-100uM) na motilidade
espermatica, relataram efeitos benéficos em todas concentracdes testadas quando
comparados ao controle negativo. Em relacdao a motilidade progressiva e vigor, a quercetina
(5-20 pg.mL?) adicionada em espermatozoides de carneiros, antes da criopreservacdo, n3o
causou efeitos significativos nos parametros (SILVA et al., 2012). Entretanto, Zribi et al. (2012)
ao avaliarem a quercetina juntamente com meio de criopreservacdao em sémen humano,
observou efeitos benéficos ao descongelamento na motilidade e viabilidade espermatica, e
integridade de DNA. Entretanto, recentemente, Jamalan e colaboradores (2016)
demonstraram que o uso de catequina e quercetina em espermatozdides expostos a metais
téxicos ocasionaram uma diminuicdo mais intensa da motilidade espermatica quando
comparado ao controle. Porém, em nosso estudo pode-se observar diferenca nos parametros
de motilidade, provavelmente decorrente da concentragao utilizada e dos outros compostos
presentes no extrato.

Alteracdes relacionadas com o tempo, nas 24 e 48 horas (CASA), podem ser provenientes de

uma maior producdo de ROS pelas mitocondrias dos espermatozoides, observado na



109

citometria, ja que estes necessitam de um maior consumo de oxigénio, por tratarem-se de
células com alta motilidade (>70%), sendo uma pequena parte deste convertido em ROS
(ANDRADE et al., 2010). Além disso, as alteracdes espermaticas podem ser causadas pelo
tempo de contato com os compostos quimicos presentes nos extratos e suas concentragoes,
danificando ou sobrecarregando a célula e/ou disparando algum mecanismo intrinseco, como
por exemplo, a rea¢cdo do acrossoma, além da queda na quantidade de espermatozoides
moveis que é considerada proporcional ao tempo de refrigeragcdo (BUCAK; TEKIN, 2007).
Parte das altera¢Ges dos parametros de motilidade espermatica podem estar associadas pela
mudanca no pH do meio e adaptacdo das células espermaticas, ja que o extrato de P.
hydropiperoides, apresentava pH acido (4.59), o que estd de acordo com estudo que
descrevem queda nos parametros de motilidade em pH <6,5 e redugao extrema em valores
<5,0 (CONTRI et al., 2013; ST-PIERRE; MOREAU, 1987). Em determinados momentos, as células
regulam seu pH utilizando mecanismos para equilibrar a producgao, eliminagao, transporte e
tamponamento de H* (NISHIGAKI et al., 2014). Sabe-se que em pH mais acidos (5,2 e 6,2)
ocorre uma redugdo na atividade da Na*/K*-ATPase, a qual participa do equilibrio intracelular
de Cay*, levando a alteragbes no influxo de cdlcio e consequentemente, a alteracdes no
balanco flagelar, velocidade de natagao, capacitagao espermatica e rea¢dao do acrossoma, e
na motilidade espermdtica que depende de concentra¢des de Cax* livre (ZHOU et al., 2015).
Nas concentracdes de 50 e 100 mg.mL%, houve reducdo exacerbada na motilidade, sugerindo
alta mortalidade dos espermatozoides, o que também acarretaria na produgao de ROS, como
principal fonte, pela ativagdao de um sistema enzimdatico de aminodcidos oxidase (UPRETI et
al., 1998). Estudos ja relatam que a reducdo da motilidade espermatica in vitro pode ser
proveniente de substancias contidas nos extratos vegetais brutos, entre elas, os polifendis,
flavonoides e acidos fendlicos (SHEHAB; ABU-GHARBIEH, 2014; TAITZOGLOU et al., 2001). De
acordo com alguns autores, os flavonoides, como a catequina, por exemplo, alteram a cascata
de fosforilacdo, interferindo na regulacdo, sinalizacdo, capacitacdo e rea¢do acrossomal
(PARRISH et al., 1999; PURDY et al., 2004; VISCONTI; KOPF, 1998).

Na avaliacdo das células espermaticas por citometria de fluxo, pode-se observar um aumento
dos niveis de ROS e na fluidez, mesmo nao havendo diferenca estatistica, diferentemente do
gue foi observado por outros autores que relataram atividade antioxidante, reducdo da
lipoperoxidagao e de danos ao DNA com a utilizagdao de extratos contendo o composto acido

guinico ou, quando este foi usado de forma isolada (ALLAI et al., 2016; SENGH et al., 2000,
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2005), resultados semelhantes também observados com a quercetina (MCNIVEN;
RICHARDSON, 2003, 2006).

A membrana do espermatozdide tem em sua composicdo grandes quantidades de acidos
graxos insaturados, e estes sao os mais atingidos pelos ROS, levando a alteragOes estruturais
e de permeabilidade, que podem provocar a morte celular ou alterar a fluidez, motilidade e
viabilidade espermdtica (AHLUWALIA; HOLMAN, 1969; AM-IN et al., 2011; MAIA; BICUDO,
2009; MILLER et al., 2004). Isso demonstra a importancia da diminui¢cdo/equilibrio de ROS, ja
que estes danificam moléculas de DNA, proteinas e lipidios, e também provocam um
esgotamento do ATP, necessdrio para sua motilidade (DE LAMIRANDE et al.,, 1998; DE
LAMIRANDE; GAGNON, 1992). O aumento da fluidez, em processos fisioldgicos, é essencial
para capacitacdo espermatica ou alteracdo da membrana, porém, do ponto de vista toxico,
tem sido sugerido como responsavel pela diminuicdo da motilidade espermadtica devido ao
enfraquecimento das ligacdes de Van der Waals presentes entre as regidoes hidrofébicas dos
lipidios, ou pode acarretar em altera¢des de permeabilidade, permitindo a entrada de ions e
pequenas moléculas, vindo a desestabilizar a membrana e provocar danos, levando até
mesmo a morte celular (BORGES et al.,, 2011; SERGENT et al., 2005; SIERRA-VALDEZ et al.,
2013).

CONCLUSAO

O trabalho é pioneiro na avaliagdo dos efeitos do extrato hidroalcodlico de P. hydropiperoides
em células espermdticas, demonstrando que o extrato, com composicdo majoritaria de acido
quinico e quercetina, ocasionou alteragcdes somente na motilidade espermatica, observadas a
partir de 12 mg.mL?!. As alteracbes provocadas pelo extrato podem sugerir os possiveis
mecanismos de acdo a serem explorados para aplicacdo clinica, sendo elucidados através da

continuidade dos estudos.
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EFFECT OF HYDROALCOLIC EXTRACT OF Polygonum hydropiperoides IN
SPERMATIC CELLS OF Sus scrofa domesticus

ABSTRACT

Polygonum hydropiperoides is one of the plants used as medicinal and has biological activities
confirmed depending on the chemical composition. In this way, studies on the toxicity and
interaction of this plant with the cells are necessary, being spermatozoa an innovative option
for the evaluation. Thus, the objective of the study was to determine the chemical
composition of the hydroacoolic extract of P. hydropiperoides (PH) and the toxicity in sperm
cells. For the determination of the chemical composition of the extract, the ultra-high
performance liquid chromatographic analysis was used. Toxicity was assessed through
computerized analysis of sperm motility of domestic swine semen, while cellular changes were
analyzed by flow cytometry. A total of 17 phenolic compounds were identified in the plant
extract, with emphasis quinic acid and quercetin. The parameters evaluated did not change
significantly from 1.5 to 6.2 mg.mL™ regardless of the time of exposure to the extract, and the
reduction of the parameters occurred progressively to increase the concentrations (6.2
mg.mL1<12 mg.mL? <50 mg.mL! <100 mg.mL?). Through flow cytometry it can be observed
that at the cellular structure level, no significant changes were observed. The hydroalcoholic
extract of P. hydropiperoides, rich in quinic acid and quercetin, only resulted in changes in
sperm motility, from 12 mg.mL?. The alterations caused by the extract may suggest the
possible mechanisms of action to be explored for clinical application.

Keywords: Flow cytometry. CASA. Toxicity. Motility. Plants.

EFECTO DEL EXTRACTO HIDROALCOOLICO DE Polygonum hydropiperoides EN
CELULAS ESPERMATICAS DE Sus scrofa domesticus

RESUMEN

Polygonum hydropiperoides es una de las plantas utilizadas como medicinal y que presenta
actividades bioldgicas confirmadas en la dependencia de la composicién quimica. De esta
forma, estudios sobre la toxicidad e interaccion de esta planta con las células son necesarios,
siendo los espermatozoides una opcién innovadora para la evaluacién. Asi, el objetivo del
estudio fue determinar la composicion quimica del extracto hidroacodlico de P.
hydropiperoides (PH) y la toxicidad en células espermaticas. Para la determinacién de la
composicion quimica del extracto se utilizd el analisis cromatografico liquido de ultra
eficiencia. La toxicidad fue evaluada a través del andlisis computarizado de la motilidad
espermadtica de semen porcino doméstico (Sus scrofa domesticus), mientras que las
alteraciones celulares fueron analizadas por citometria de flujo. Se identificaron en el extracto
vegetal un total de 17 compuestos fendlicos destacandose el acido quinico y la quercetina.
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Los parametros evaluados no sufrieron cambios significativos en las concentraciones de 1,5 a
6,2 mg.mL? independientemente del tiempo de exposiciéon al extracto, siendo que la
reduccion de los pardmetros ocurrié de forma progresiva al aumento de las concentraciones
(6,2 mg.mL? <12 mg.mL? <50 mg.mL! <100 mg.mL?). A través de la citometria de flujo se
puede observar que a nivel de estructura celular, no se observaron cambios significativos. El
extracto hidroalcodlico de P. hydropiperoides, abundante en acido quinico y quercetina,
acarreo soélo cambios en la motilidad espermatica a partir de 12 mg.mL™L. Las alteraciones
provocadas por el extracto pueden sugerir los posibles mecanismos de accion a ser explorados
para aplicacidén clinica.

Palabras clave: Citometria de flujo. CASA. Toxicidad. Motilidad. Plantas.
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4 Consideracgdes Finais

Através desta pesquisa, pode-se identificar extratos vegetais com atividade
antifingica e antibacteriana, com destaque para os extratos hidroalcéolicos de
Schinus terebinthifolius (ST), Eugenia uniflora (EU) e Polygonum hydropiperoides
(PH), com atividade em isolados resistentes aos farmacos rotineiramente utilizados.

Na avaliacdo quimica foram identificados principalmente compostos fendlicos,
flavonoides e acidos organicos, com destaque para o etil galato, quercetina, acido
galico, acido elagico, miricitrina e acido quinico. Em relacdo a toxicidade in vitro, houve
a presence de citotoxicidade nas concentracfes mais altas, principalmente nos
extratos de E. uniflora e S. terebinthifolius.

No ensaio de toxicidade nas células espermaticas observou-se a reducdo na
viabilidade celular e motilidade, reacdo no acrossoma, aumento da fluidez de
membrana, reducdo no potencial de membrane mitocondrial em concentracdes nos
diferentes extratos.

Em concentragdes < 0,8 mg.mL* os extratos de ST, EU e PH néo ocasionaram
hemaglutinacdo e hemdlise, e na avaliacdo in vivo, nenhum destes extratos
demonstraram sinal de embriotoxicidade.

Os extratos de S. terebinthifolius, E. uniflora e P. hydropiperoides,
apresentaram-se promissores para a contiuacao dos estudos, com a possibilidade de

isolamento de substancias antimicrobianas e antioxidantes.
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Anexo Il — Documento da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
Ok drea -

505.040-.2

Crrrvsansn o (Vo egens Lagrrstua oy oy, dr gr s

Pelotas, 22 de margo de 2012

De: Prof. Dr. Everton Fagonde da Silva

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Professora Carine Dahl Corcini
Faculdade de Veterindria

Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto intitulado: “Efeitos da adig4o de extrato natural
em diluente para a criopreserva¢io de sémen de mamiferos”, processo
n°23110.001946/2012-93, sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugdo,
considerando ser o assunto pertinente e a metodologia compativel com os principios
éticos em experimentago animal e com os objetivos propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa e Iniciagdo Cientifica para posterior registro no COCEPE
(c6digo para cadastro n® CEEA 1946).

Sendo o que tinhamos para o momento, subscrevemo-nos.

Atenciosamente,

o fomte

Prof. Dr. M Fagonde da Silva
Presidente da CEEA

Ciente em: b /O3 12012

Assinatura da Professora Responsavel:



