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RESUMO

Rodrigues, Allan Belarmino. PERFIL FITOQUIMICO, ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE DE Ocotea minarum (Nees & Mart.) Mez.,
2017. 60f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental) — Universidade
Federal da Grande Dourados, Dourados, Mato Grosso do Sul — Brasil.

Ocotea minarum ¢ conhecida popularmente como “canelina” ou “canela-
vassoura” e pertence a familia Lauraceae. Essa espécie ¢ comum em nossa regiao,
caracteristica do bioma Cerrado. O presente estudo foi realizado com o objetivo de
determinar o perfil fitoquimico, a atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro dos
extratos obtidos de Ocotea minarum. As amostras vegetais foram coletadas na cidade de
Dourados, MS, e por meio de triagem fitoquimica, foi observada a presenca de
compostos fenolicos, flavonoides e taninos condensados. Através da técnica de CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) forams identificado os compostos fenolicos
acido cafeico, acido p-cumérico, &cido rosmarinico, alem dos flavonoides quercetina e
luteolina nos extratos etandlico das folhas e casca de O. minarum. A concentracao
inibitéria minima dos extratos para 0s microrganismos testados foi avaliada pela técnica
de microdiluicdo em caldo. A partir dos ensaios com os radicais livres 2,2- difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) e 2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico)
(ABTS), foi obtido as ICs, dos extratos EEC (extrato etandlico da casca) e EEF (extrato
etandlico da folha). A partir dos resultados de atividade antioxidante observados nesses
ensaios, foi realizado o ensaio de hemolise oxidativa induzida por 2,2 -azobis (2-
amidinopropano) (AAPH) seguido da dosagem da producdo de malondialdeido (MDA)
decorrente da peroxidacdo lipidica. Os resultados decorrentes desse trabalho
demonstraram acdo antimicrobiana e antioxidante satisfatdrias dos extratos avaliados de
O. minarum. Atividades estas podem estar correlacionadas com os compostos bioativos
identificados no estudo. A espécie pode ser considerada entdo um ponto de partida para

0 desenvolvimento de novos produtos com propriedades farmacéuticas.



Abstract

Ocotea minarum is popularly known as "canelina™ or "cinnamon-broom" and
belongs to the Lauraceae family. This species is common in our region, characteristic of
the Cerrado biome. The present study was carried out to determine the phytochemical
profile, antimicrobial and antioxidant activity of extracts obtained from Ocotea
minarum. The plant samples were collected in the city of Dourados, MS, and by means
of phytochemical screening, the presence of phenolic compounds, flavonoids and
condensed tannins was observed. The phenolic compounds caffeic acid, p-coumaric
acid, rosmarinic acid, and the quercetin and luteolin flavonoids in the extracts of the
leaves and bark of O. minarum were identified using the HPLC technique (High
Performance Liquid Chromatography). The minimum inhibitory concentration of the
extracts for the tested microorganisms was evaluated by broth microdilution technique.
From the free radical scavengers 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazila (DPPH) and 2,2'-
azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), extracts IC50 EEC (ethanolic
extract of the bark) and EEF (leaf extract). From the results of antioxidant activity
observed in these tests, the 2,2'-azobis (2-amidinopropane) -induced oxidative
hemolysis assay (AAPH) was performed, followed by the production of
malondialdehyde (MDA) from lipid peroxidation. The results of this work demonstrated
satisfactory antimicrobial and antioxidant action of the extracted extracts of O.
minarum. These activities may be correlated with the bioactive compounds identified in
the study. The species can then be considered as a starting point for the development of

new products with pharmaceutical properties.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Determinacdo de compostos fenolicos, flavondides e taninos condensados

presentes Nos EEC e EEF de O. MINAIUM..........cccoviiieieiie e 39

Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima

(CFM) dos extratos das folhas e casca de O. minarum frente a leveduras...................... 41

Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CFM) dos extratos das folhas e casca de O. minarum frente a bactérias Gram-positivas

€ GraAM-NEUALIVAS. ... .evee ettt et e e te e te e st e s esaeeteeneesreeneeaneesreas 42

Tabela 4. Atividade antioxidante dos EEF e EEC de O.

MNHNATUM . cceeeeeeeeeee ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et e et et et e e 43



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. CondicGes ambientais que podem influencias na producdo de metabolitos

secundarios (Gobbo-Netto & Lopes, 2007).......cceiieiiereeieiiereeieseese e sre e 14
Figura 2. Ocotea minarum (Fonte: acervo pessoal)...........ccvvvereiieiienesiesieese e 18
Figura 3. Mecanismos de resisténcia bacteriana (Fonte: ANVISA)........ccocevviienenne. 19
Figura 4. Mecanismos de resisténcia fangica (Fonte: microbiologia.vet.br)................. 19

Figura 5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do EEC de O. minarum. A (15 min)
acido cafeico; B (53, 7 min) 4Cido roSMArinICO ........cccevveiieiieesieie e se e 39
Figura 6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do EEF de O. minarum. A (15, 1
min) acido cafeico; B (25, 2 min) acido p-cumarico; C (53, 7 min) &cido rosmarinico; D
(59, 1 min) quercetina; E (59, 7 min) [Uteoling ............ccocooiiiiiiiiiee 39
Figura 7. Compostos identificados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do
extrato etanolico da casca (EEC) e extrato etandlico das Folhas (EEF) de Ocotea
MINAFUM (FIGUIAS 2 € 3) ...ttt 40
Figura 8. Avaliacdo da hemolise a 10% (He) incubada por 240 min com o padrdo
antioxidante acido ascorbico (AA) e os extrato etandlico da casca (EEC) e extrato
etanolico das folhas (EEF) de O. minarum nas concentrac@es de 10, 25, 50, 75, 100 e
125 pg mL™. Analise Biolégica realizada em duplicata e em trés experimentos
independentes. *P>0,05 VS CONLIOIE HE .......c.ccviiiiiiiieice e 44
Figura 9. Avaliacdo da acdo protetora contra hemolise oxidativa do extrato etanolico da
casca (EEC) e extrato etandlico das folhas (EEF) de O. minarum e do padrdo
antioxidante acido ascorbico (AA) nas concentracdes de 10, 25, 50, 75, 100 e 125 g
mL™" apés incubacdo de a) 120, b) 180 e c) 240 min comparado com o indutor de
hemolise AAPH. Analise Bioldgica realizada em duplicata e em trés experimentos
independentes. *P>0,05 VS AAPH .......cooiiiiiiece e 45
Figura 10. Concentragdo de malondialdeido (MDA) em eritrdcitos do extrato etanolico
da casca (EEC) e extrato etandlico das folhas (EEF) de O. minarum e do padrdo
antioxidante acido ascorbico (AA) nas concentracdes de 10, 25, 50, 75, 100 e 125 pg
mL™ ap6s incubacdo de a) 120, b) 180 e c) 240 min comparado com o indutor de
hemalise AAPH. *P>0,05 VS AAPH. ...ttt 46

10



SUMARIO

SR 11 £ [1 o To TR 13
2. ReVISA0 BIDHOGIAfICa. ......c.eoeiuiiriiieieic e 14
2.1 Plantas MEAICINAIS .....c..eveuirierirtirterietet ettt sttt se e bt a e enenre 14
2.2. Familia Lauraceae € g€nero OCOLEA .........ccueeririirerrertenieieieeee ettt sre e 16
2.3 OCOEA MINATUM ...ttt ettt sttt ettt b et b e s 17
2.4, ANLIMICTODIANODS ...ttt 18
2.5.  Estresse oXidativo € ANtIOXIAANTES ........ccveveririirieinieiicinicerrc e 20
3. ODJEBLIVIOS ...t h et 22
3.1, ODJELIVO GIAL.......eouiieiieieieetee ettt sttt nae 22
3.2. ODjetiVOS ESPECITICOS....c.eiuiiriiieiiieierieieie ettt 22
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oooeeveeeeeeeeeeteeteeesesesee s eses s sas s ssnens 23
Lo ANEXO 0L o e r e 29
I 1011 0o [F o Uo OSSPSR 31
P2 |V =1 0o (o] (0T | - U OSSOSO ST PP PRPPRSRRRPPI 32
2.1, Material VEGELAL.........cooiiiririeieie e 32
2.2. Preparo d0S eXIratoS VEJETAIS .......cc.erverreterierieieriesieste sttt ettt see st st sae e e ene e 33
2.3. Determinacao de compOStOS FENOIICOS ........c.veeriririreneeee e 33
2.4. Determinacao de flaVONOIdES .......cc.evveieieieieeeeeese e 33
2.5. Determinacao de tANIN0S ........coeverierierieieieieeeeeeste st ste et sreesestestesbestesaeneeneeneeneeseas 34
2.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detector de arranjo de diodos
(DAD) oottt ee st s et s et et s et e s ee s 34
2.7. Atividade ANtIMICIODIANG ....c..c.erveuirieirieirteete e 34
2.7.1. Microrganismos para 0s ensaios antimicrobian0sS..........ccevevveeerereenesieeseeneeeeeenns 34
2.7.2. Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) do extrato...........c.cc.c...... 35
2.7.3. Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM)
............................................................................................................................................. 35
2.8. Atividade ANIOXIAANTE ......c.ocveviriiirieieiice e 35
2.8.1. Ensaio de captacdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) .........c.cceeuen....e. 35
2.8.2. Ensaio de captacdo do radical 2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)
(ABTS) oot eeee e s e e seess s seees e s e s s e s e s eesaees e se s eeseesseaseseeesreeeseee 36
2.8.3. Ensaio de hemdlise oxidativa induzida por 2,2 -azobis (2-amidinopropano) (AAPH):
............................................................................................................................................. 37
2.8.4. Dosagem de malondialdeido (MDA) gerado: ..........covvvevueveeeeieeeesesesieieeeeevenes 37

11



2.0 ANALISES B A SICAS .. e ettt eee et e et et e e e e e e et eeeaeeeeesaeneeeesaaneeeesaaeneesaaereesaanneeeaan 38

3 RESUIATOS ...ttt sttt sttt e b e bt st st et be e rees 38
3.1. Determinacéo fitoquimica e perfil cromatografico ..........coeeevieiieceveieececeeeee e 38
3.2. Atividade antimiCroDIANG ........ccveverieuirieiirieircerc e 40
3.3 Atividade antioXITANTE .......cc.eoveieirieererereeee et 43

3.3.1 Atividade de sequestro dos radicais DPPH € ABTS .......ccoovvieeeveneereseeeee e 43
3.3.2 Atividade NemMOITTICA ......c.evveuirieiriciicc s 44
3.3.3 Protecao contra hemalise OXIdatiVa.........ccccveeeviireeceeriieeere et 44
3.3.4 Dosagem de malondialdeido (MDA .....cc.ooeeieeiicieeeeeeee e 46

4. DISCUSSAD. ... euveueeueeteatentestestetet ettt ebe s bt s b b et et et es e es e eb e e bt s b e s e e s et ene e st ebeebeeb e et e eb et e s enneneeneesenne 47

5. CONCIUSAD ...ttt bbbttt b bbbttt ne e 50

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coiieieieeeeteeeeteeeeee s tesessessenesss s snesnasseseanes 51

12



1. Introducao

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de flora do planeta, obtendo cerca
de 20% das espécies de planta do mundo, estimado um ndmero préximo a 55 mil das
350 a 550 mil espécies existentes (Carvalho et al., 2007; Simdes et al., 2007). Diversas
dessas plantas tém sido utilizadas na medicina popular para alivio e cura de doengas
desde os primordios da humanidade (Alves et al., 2010), e estima-se que até entdo,
apenas 17% delas ja tiveram alguma pesquisa relacionada a suas atividades biologicas
(Taffarelo, 2008).

Diversos sdo os medicamentos desenvolvidos, de modo direto ou indireto, a
partir de derivados naturais, como a pilocarpina (Pilocarpus jaborandi), a artemisina
(Artemisia annua), a morfina (Papaver somniferum), a quinina (Cinchona spp), a
atropina (Atropa belladonna), a vimblastina e vincristina (Catharanthus roseus), o taxol
(Taxus brevifolia), entre outras diversas drogas (Calixto, 2001).

Em virtude de tais atividades bioldgicas observadas em plantas, a busca por
novas substancias com potencial antimicrobiano € de fundamental importancia
socioeconbmica, devido aumento de microrganismos com resisténcia adquirida, 0s
tornando multirresistentes e, consequentemente, reduzindo a eficacia das drogas
disponiveis para a sociedade (Alvarez et al., 2010). Com isso, as plantas medicinais e
seus derivados tem se tornado alvos em potenciais para o0 desenvolvimento de novas
substancias antimicrobianas (Jalal et al., 2015).

Outra propriedade farmacoldgica observada em espécies vegetais é a acao
antioxidante, que esta correlacionada com os metabolitos secundarios presentes em sua
composicdo, principalmente os compostos fendlicos. Estes possuem capacidade de
estabilizar e capturar radicais livres e metais pré-oxidantes que quando encontrados em
excesso no organismo desencadeiam um desequilibrio redox provocando o estresse
oxidativo, que por fim acarretam danos degenerativos a tecidos e biomoléculas celulares
(Mohamed et al., 2014; Spencer et al., 2008).

Ademais, estudos ja identificaram alcaloides aporfinicos, flavonoides,
biflavondides, cumarinas, sesquiterpenos, nor-sesquiterpenos entre outros compostos
nas partes aéreas de Ocotea minarum (Nogueira, 2007; Garcez et al., 2005; Vecchietti et
al., 1979). Diante dos fatos, a bioprospecgdo de insumos vegetais ativos derivados de
plantas medicinais conhecidas, tem sido uma alternativa viavel para o desenvolvimento

de novas drogas antimicrobianas, antioxidantes e outros produtos industriais.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 Plantas medicinais
Bioprospeccdo consiste na avaliacdo de material bioldgico encontrado na fauna

ou na flora, e com os avangos da engenharia genética e ferramentas tecnologicas para
novas pesquisas cientificas, tem sido cada vez maior o interesse pela descoberta de
insumos bioativos disponiveis na natureza, principalmente em plantas medicinais, para
0 desenvolvimento de novos produtos e processos farmacéuticos, agroquimicos,
cosméticos, alimenticios, fitoquimicos entre outros, tendo em vista a producdo em
escala comercial (Violante et al., 2012; Newman et al., 2007; Artuso, 2002).

Plantas medicinais s&o utilizadas pelos seres humanos desde o inicio da historia,
onde a busca por substancias que promovem alivio ou cura de doencas talvez tenha sido
a primeira forma de utilizacdo dessas plantas (Veiga-Junior et al., 2005; OMS, 2002).
Segundo a OMS, nos paises em desenvolvimento as plantas medicinais representam
cerca de 85% das iniciativas para cuidados de satde primarios (Brasil, 2006).

A definicdo do termo planta medicinal segundo a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) ¢ “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, compostos
que possam ser utilizados para fins terapéuticos ou que sejam precursores de novos
farmacos semissintéticos” (OMS, 2002). Dentre as drogas originadas de plantas
medicinais estdo os fitoterapicos, que sdo produtos com finalidade curativa, profilatica
ou para fins de diagnostico, comprovados clinicamente (Castellucci et al., 2000) e com
forte poder econdmico, movimentando no Brasil cerca de 1,1 bilh&o de reais por ano
(Alves, 2013).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o principal 6rgdo que
rege a regulamentacdo de plantas medicinais e seus derivados fitoterapicos, tendo como
uma de suas funcdes é registrar o medicamento comprovando sua seguranca, eficacia e
qualidade antes de submeter a distribuicdo para populacdo. Outro sistema de consulta
sobre plantas medicinais € 0 DATAVISA, que contém descri¢des sobre os produtos
registrados pela ANVISA como: composicdo da formula, validade do fitoterapico,
restricdes de venda, entre outras (Carvalho et al., 2008).

Algumas das espécies vegetais utilizadas como fitoterapicos sdo: Mikania
glomerata (Guaco) utilizada como expectorante e broncodilatador, Paullina cupana
(Guarand) como estimulante do Sistema Nervoso Central, Tribulus terrestres como
androgeno, Ginkgo biloba como antiagregante plaquetario, Hypericum perforatum

como antidepressivo, entre outras centenas de espécies (Castro & Albiero, 2016).
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Apesar da ampla biodiversidade da flora brasileira, o Brasil apresenta baixos
indices de competitividade no desenvolvimento de novas drogas vegetais com matéria
prima nativa, pois 80% dos insumos ativos sdo oriundos de importacdo (Castro &
Albiero, 2016; Epharma, 2014). Com isso, 6rgdos relacionados a agricultura no Brasil
estdo desenvolvendo métodos para qualificar a producdo de medicamentos derivados de
matéria vegetal, para tornar o pais comercialmente mais competitivo (Souza et al.,
2012).

A estimava para 0 ano de 2016 era que o Brasil ocupasse a quarta posi¢cdo no
ranking mundial do mercado farmacéutico, perdendo apenas para os EUA, China e
Japdo. Fato decorrente ao aumento do poder de consumacdo da populagéo, alteragdes
que facilitaram o0 acesso aos Medicamentos Isentos de Prescricdo (MIPs) e ao
envelhecimento populacional, acarretando num maior consumo de medicamentos
(Febrafar, 2013).

Com isso, as plantas medicinais podem ser utilizadas na industria farmacéutica
de duas maneiras, sendo a primeira delas o isolamento de compostos quimicos que
apresentem relevantes atividades biologicas para desenvolvimento de novos farmacos. E
a segunda, ocorrendo a utilizacdo da planta inteira ou extratos padronizados, desta
maneira a atividade farmacoldgica ocorre devido ao sinergismo dos metabdlitos
secundarios, compostos ativos, presentes na composicdo da planta (Zuanazzi &
Mayorga, 2010). Para tal, diversas condi¢es abioticas podem influencias na
concentracdo e qualidade dos metabolitos secundarios produzidos nas plantas, conforme

ilustrado na figura 1.
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Figura 1. Condi¢Ges ambientais que podem influencias na producdo de metabolitos
secundarios (Gobbo-Netto & Lopes, 2007).

2.2. Familia Lauraceae e género Ocotea

A familia Lauraceae estd entre as familias mais primitivas e pertence a divisdo
Magnoliophyta, fato confirmado devido as caracteristicas morfoanatdmicas que a
assemelha a outras familias primitivas como a Idiospermaceae, Calycanthaceae e
Hernandiaceae (Cronquist, 1988). Relatos do uso de espécies desta familia datam desde
2.800 A. C na Grécia antiga (Barroso et al, 1978).

Conhecida por conter alcaloides em sua composicdo, Cordell et al (2001)
isolaram 425 alcaldides de 189 espécies presentes em 25 géneros. Alguns destes
compostos sdo conhecidos por suas atividades bioldgicas, como: a coclaurina,
caracterizada por agéo anti-HIV (Kashiwada et al. 2005) e a nantenina, bloqueador de
contracdo muscular e translocacéo de Ca** (Ribeiro et al. 2003).

No mundo, esta distribuida em regiBes tropicais e subtropicais, representada por
49 géneros contendo cerca de 2.500 a 3.000 espécies. No Brasil, estdo presentes 25
desses géneros e cerca de 400 espécies. Dentre elas, algumas muito conhecidas como: o
abacate (Persea americana), a canela (Cinnamomum verum), a canela sassafras (Ocotea
odorifera) entre outras (Quinet & Andreata, 2002).

O género Ocotea possui cerca de 300 a 400 espécies, estando entre 0s maiores
da Lauraceae (Batista et al., 2010; Van Der Werff, 2002). S8o arvores de porte
grande/médio, podendo chegar até 22 m de altura, com frutos grandes e aroma
caracteristico. Estdo bem distribuidas em todo territorio nacional, sendo encontradas nos
Estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, S&o Paulo, Parana e Goiés
(Chaverri et al., 2011). Despertam amplo interesse farmacolégico, devido a presenga de
alcaldides aporfindides, lignanas e neolignanas encontrados comumente nesse género
gue apresentam variadas atividades bioldgicas (Zanin et al.,2007).

Alguns estudos ja demonstram diversas atividades biologicas de espécies do
género Ocotea, como atividade antimicrobiana de O. odorifera (Castro & Lima, 2011),
O. notata (Costa et al., 2015), O. quixos (Bruni et al., 2004); atividade antioxidante de
O. lancifolia (as Silva et al., 2017), O. odorifera (Cansian et al., 2010), O. bofo Guerrini
et al., 2006) ; atividade acaricida de O. aciphylla (Conceigéo et al., 2017); atividade
anti-inflamatoria de O. quixos (Destryana et al., 2014; Ballabeni et al., 2010); atividade
larvicida de O. velloziana (Garcez et al., 2009); atividade cardiovascular de O. duckei
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(Barbosa-Filho et al., 2008) e atividade antiprotozoaria de O. lancifolia atividade
(Fournet et al., 2007).

Dentre as centenas de espécies do género Ocotea destacamos a Ocotea minarum,
planta encontrada abundantemente no Bioma Cerrado, presente no Mato Grosso do Sul,

e alvo de nossa pesquisa.

2.3 Ocotea minarum
Popularmente conhecida no Brasil como canelinha ou canela vassoura, a O.

minarum pode atingir de 8 a 12 metros de altura, com frutos grandes e aroma
caracteristico (Chaverri et al., 2011). Floresce de abril a junho, agosto, novembro e
janeiro e frutifica no periodo de agosto a dezembro (Moraes, 2005).

Ocotea minarum é uma planta nativa do Brasil, esta distribuida geograficamente
nos estados de Tocantins, Minas Gerais, S&o Paulo, Distrito Federal, Goiéds, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul e seus dominios fitogeograficos sdo caracteristicos dos
biomas Mata Atlantica e Cerrado (Quinet et al., 2015).

Em estudos anteriores foram identificados quatorze alcaldides aporfinicos das
folhas de Ocotea minarum, sendo eles: leucoxilonina, dicentrina, ocoteina, leucoxina,
ocopodina, predentina, dicentrinona, talicinina, ocotominarina, ocominarina, nor-
leucoxilonina, iso-oconovina, 4-hidroxidicentrina e ocominarona (Vecchietti et al.,
1979).

Garcez et al (2005) isolou dos frutos, cerne e casca compostos como: um novo
alcaloide inddlico (triptofol-5-O-B-D-glicopiranosideo), cumarina, flavonoides,
biflavondides, bis-lignana, alquil benzeno e esteroides e sesquiterpenos. Nogueira et al
(2007) identificou sesquiterpenos, nor-sesquiterpenos e lactdna terpénica inétidos nas
folhas de O. minarum.

Quanto a atividade antimicrobiana, alguns compostos isolados do extrato
hidrometandlico das folhas de O. minarum apresentaram moderada atividade
antifingica na concentracdo de 100 pg mL™ contra as leveduras C. albicans, C. krusei,
C. tropicalis e Cryptococcus neoformans (Nogueira et al., 2007). Guterres et al., (2012)
avaliou a atividade genotoxica do extrato etandlico das folhas e O. minarum por meio
da técnica Somatic Mutation And Recombination Test (SMART) em células de asas de
Drosophila melanogaster, e dentre as concentragdes avaliadas ndo foi identificado

genotoxicidade.
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Figura 2. Ocotea minarum (Fonte: acervo pessoal).

2.4. Antimicrobianos

InfecgcBes microbianas estdo aumentando em niveis preocupantes, representando
altos indices de morbidade e mortalidade, principalmente nos paises em
desenvolvimento (Zhang et al., 2009). Fato relacionado pelo uso indiscriminado de
drogas pela populacdo, aumentando o desenvolvimento de resisténcia microbiana e
proporcionando menor efetividade dos tratamentos convencionais, além de ocasionar
efeitos colaterais (Kacem et al., 2016; Chandrasekar et al., 2011; Centers for disease
control and prevention, 1999).

Com isso, os produtos naturais despertaram forte interesse na inddstria
farmacéutica para desenvolvimento de drogas antimicrobianas, estima-se que 48% dos
medicamentos utilizados na terapéutica sao provenientes, de modo direto ou indireto, de
insumos bioativos derivados de plantas medicinais (Carvalho et al., 2007). Para que um
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antimicrobiano possa ser considerado ideal, deve conter algumas caracteristicas, tais
como, alvo seletivo e de répido alcance, estreito espectro de acdo de maneira que ndo
afete a microbiota saprofita, bactericida/fungicida, baixo nivel de toxicidade, poucas ou
nenhuma reacéo colateral quer seja alérgica ou tdxica, além de manter a estabilidade das
concentracgdes terapéuticas (Katzung, 2007; Black, 2002)

O conhecimento sobre os mecanismos de acdo dos antimicrobianos ainda nao
esta totalmente elucidado, porém, em geral, podem ser divididos em cincos modos de
acao, sendo eles: (a) inibicdo de sintese de acidos nucléicos; (b) inibicdo de sintese de
proteinas; (c) inibicdo da fisiologia da membrana celular, (d) inibicdo da sintese da
parede celular e (e) alteracbes em metabolismos celulares (Tortora; Madigan et al.,
2010; Trabulsi & Alterthum, 2008; Goodman & Gilman's, 2008).

Os antimicrobianos podem ter duas vias de fato, sendo a primeira delas com
acdo bacteriostatica/fungistatica, ou seja, mantendo o microrganismo na fase
estaciondria (Pankey & Sabath, 2013). Na segunda, a droga exerce acdo
bactericida/fungicida, atuando nos processos vitais do microrganismo ocasionando a
morte celular (Lago, 2011).

Em vista disso, os microrganismos podem corresponder esses mecanismos de
acdo dos antimicrobianos com diversos mecanismos bioquimico de resisténcia, como:
() substituicdo do sitio de ligacdo da droga; (I1) diminuicdo da permeabilidade da droga
na membrana; (I11) alteracdo do sitio de ligacdo da droga; (1) modificacao estrutural da
droga através de enzimas especificas; (V) aumento da sintese de substrato com o qual a
droga compete e (VI) sintese de proteinas protetoras dos ribossomos (VII) bomba de
efluxo (Goodman & Gilman's, 2008; Dzidic et al.,2007; Rice & Bonomo, 2005; Jacoby,
2005).
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2.5. Estresse oxidativo e Antioxidantes

Radicais livres sdo atomos que possuem um ou mais elétron desemparelhados
em seu orbital atbmico, os tornando altamente reativos e instaveis. Os termos Espécie
Reativa de Oxigénio (EROs) e Espécie Reativa de Nitrogénio (ERNSs) sdo utilizados
para identificar radicais e ndo-radicais que possuem acdo oxidantes (Gongalves et al.,
2008). Essas ERs quando em excesso fisiologico podem interagir com moléculas de
proteinas, carboidratos celulares, lipidios e &cidos nucleicos causando danos celulares,
provocando um desequilibrio redox acarretando o estresse oxidativo (Valkon et al.,
2007) os quais tem como funcBes bioldgicas o controle da pressdo sanguinea,
sinalizacdo celular, regulacdo e apoptose do sistema imunologico (Simon-Giavarotti et
al., 1998).

O estresse oxidativo é um desequilibrio caracterizado como uma reacao
metabolica de desbalanceamento entre espécies reativas de oxigénio (EROs) e de

nitrogénio (ERNSs) e a acdo antioxidante de substancias exdgenas e enddgenas (Barnabe
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et al., 2008). Dentre as principais EROs estdo o peroxido de hidrogénio (H20,), o
superoxido (Oy), o éxido nitrico (NO) e a hidroxila (OH"), radical mais prejudicial a
salde e mais abundante no sistema fisiologico. A geracdo deste abundante radical
ocorre devido a interacdo entre o H,O, em reacdo com O, como também pela reacédo
entre O, e NO, formando peroxinitrito (ONOQ") que quando decomposto é convertido
em NO, e OH (HALLIWELL & WHITEMAN, 2004). Ja as ERNs sdo o éxido nitrico
(NO), cloreto de nitrila (NO,CI), peroxinitrito (ONOO"), didxido de nitrogénio (NO,),
caracterizados como potentes iniciadores da peroxidacdo lipidica em sistemas
biolégicos (VASCONCELOS et al., 2007).

As ERs podem ser produzidas por processos enddgenos: metabolizacdo do
oxigénio, nitrogénio e cloro, realizado pelas organelas citoplasmaticas (Shami &
Moreira, 2004), e por fontes exdgenas: tabaco, anestésicos, pesticidas, polui¢do do ar e
radiacdo (Vedana, 2008). Assim, as biomoléculas do organismo quando expostas a
oxidagdo induzida por radicais livres, desencadeiam efeitos deletérios que podem estar
relacionados a diversas doencas como: diabetes, cancer, aterosclerose, hipertensao,
obesidade, inflamacdo, Parkinson, Alzheimer, entre outras doencas neurodegenerativas
(Barbosa et al., 2008; Finkel & Holbrook, 2000; Knight, 1995).

Para minimizar os efeitos ocasionados pelo acumulo de ERs, a busca por
substancias antioxidantes ganharam destaque no cenario farmacoldgico. Essas podem
ser consideradas capazes de eliminar, diminuir ou prevenir a oxidacdo de biomoléculas
do organismo, uma vez que, essas substancias devem estar presentes em menor
concentracdo em relagdo com o que serd oxidado (Bravo, 1998). Os antioxidantes
podem ser divididos em seis classes, sendo elas: (I) primarios, proporcionam a
inativacdo ou remocdo de radicais livres como consequencia da doacao de um atomo de
hidrogénio para estes; (Il) sinergistas: elevam a acdo do antioxidante primario; (I11)
removedores de ocigénio, capturam moléculas de oxigénio; (IV) bioldgicos, realizam
processos enzimaticos enddgenos; (V) quelantes, responsaveis pela complexagdo com
ions metalicos que podem catalisar a oxidacdo lipidica e (VI) mistos, presentes
principalmente em plantas (Ramalho & Jorge, 2006).

Existem ainda os antioxidantes end6genos enzimaticos, que incluem a glutationa
peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), além da acdo indireta
da glutationa redutase (Gr). Essas enzimas tém funcdo de combate primario aos radicais
livres (Vasconcelos et al., 2007; Halliwell & Gutterigde, 1989), algumas reagdes

proporcionadas sdo: CAT e GPx, juntamente com a proteina glutationa (GSH), reduzem
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0 H,O, em H,0 e O,; SOD reduz o O, em H,0, e O, e Gr reduz a glutationa oxidada
(Ferreira & Matsubara, 1997). Os enddgenos ndo enzimaticos sdo o &cido Urico,
coenzima-Q, a GSH e a bilirrubina (Scheneider & Oliveira, 2004). E por fim, os
ex0genos ndo enzimaticos que sao provenientes de produtos naturais, em especial frutos
e plantas medicinais, os quais podem ser citados: acido ascorbico, p-caroteno, além dos
acidos fendlicos e flavonoides que séo relacionados com a atividade antioxidante
presente em plantas medicinais (Poljsak & Dahmane, 2012; Schneider & Oliveira,
2004).

Atualmente, os principais antioxidantes sintéticos utilizados nas industrias séo o
0 butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), propil galato (PG) e butil-
hidroquinona-terciaria (TBHQ) (RAMALHO & JORGE, 2006), porém estes séo
guestionaveis quanto a possiveis danos colaterais e carcinogénicos resultantes do seu

uso constante (Coccimiglio et al., 2016).

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral
e Determinar o perfil fitoquimico, a atividade antimicrobiana e antioxidante de

casca e folhas de Ocotea minarum.

3.2. Objetivos Especificos

e Quantificar os compostos fendlicos, flavonodides e taninos condensados
presentes nos extratos etanodlico de casca (EEC) e extrato etandlico das folhas
(EEF) de Ocotea minarum.

e Avaliar o perfil cromatografico de EEC e EEF de O. minarum, por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de
diodos (DAD).

e Avaliar a acdo antimicrobiana de EEC e EEF e fracBes de O. minarum, por
ensaio de microdiluicdo em caldo frente a leveduras, bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.

e Avaliar a acdo antioxidante dos EEC e EEF de Ocotea minarum, por meio de
trés reagentes 2,2 — difenil — 1 picril — hidrazila (DPPH), 2,2'- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico) (ABTS) e 2,2 -azobis (2-amidinopropano)
(AAPH).
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1. Anexo 01.

PERFIL FITOQUIMICO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
ANTIOXIDANTE DE Ocotea minarum (Nees & Mart.) Mez.

Rodrigues, A. B.; XXX?; XXX3; XXX* Oliveira, K.M.P.°

! Faculdade de Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, UFGD, Dourados — MS, Brasil;
2 Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, UFGD, Dourados — MS, Brasil;

Resumo: Ocotea minarum € uma planta nativa do Brasil, comum dos biomas Mata
Atlantica e Cerrado. Conhecida popularmente como “canelinha” ou “canela-vassoura”,
estd espécie pode atingir de 8 a 12 metros de altura e possui aroma caracteristico. Neste
estudo foi determinado o perfil fitoquimico, avaliadas as atividades antimicrobiana e
antioxidante dos extratos da casca e folhas de O. minarum. Os teores fenolicos, 0s
flavonoides e os taninos foram quantificados pela reacdo com os reagentes, Folin-
Ciocalteu, cloreto de aluminio e vanilina, respectivamente. O perfil quimico foi
realizado por CLAE-DAD. A atividade antimicrobiana foi investigada pelo método de
microdiluicdo em caldo para determinacdo a concentracdo inibitéria minima dos
extratos para os microrganismos ensaiados. A atividade antioxidante foi mensurada pela
porcentagem de captura dos radicais livres 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) e 2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS), e ensaio de hemdlise
oxidativa induzida por 2,2 -azobis (2-amidinopropano) (AAPH) seguido da dosagem da
producdo de malondialdeido (MDA) decorrente da peroxidacdo lipidica. Foram
identificados os acidos fendlicos: acido cafeico, &cido p-cumarico e acido rosmarinico,
além dos flavonoides: quercetina e luteolina. O extrato etanolico da folha (EEF)
apresentou acdo bacteriostatica de 1000 pg mL™ para todas as bactérias Gram-negativas
avaliadas (Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Pseudomonas aeruginosa
e Proteus mirabilis) e o extrato hexano da casca (EHEC) teve moderada agéo
antifingica contra Candida krusei e Cryptococcus gattii (250 pg mL™). Obteve-se 1Csg
de 8,19 + 1,25 (EEF) e 4,51 + 0,49 ug mL™ (EEC) no ensaio com DPPH e 6,25 + 0,89
(EEF) e 2,87 + 0,42 pg mL™ (EEC) no ensaio com ABTS. Até a 3 h de ensaio, os EEC e
EEF tiveram acdo protetora contra hemolise oxidativa induzida por AAPH, reduzindo a
geracdo de malondialdeido, o que contribui para manutencdo da estrutura celular.
Diante do apresentado, os extratos de O. minarum podem ser avaliados como insumos
bioativos para desenvolvimento de novas drogas com propriedades farmacéuticas.

Palavras-Chave: Ocotea minarum; antimicrobiano antimicrobiana; microdilui¢cdo em
caldo; atividade antioxidante; peroxidacdo lipidica.
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Abstract: Ocotea minarum is a plant native to Brazil, common to the Atlantic Forest
and Cerrado biomes. Popularly known as "canelinha™ or “cinnamon-broom", this
species can reach 8 to 12 meters in height and has a characteristic aroma. In this study
the phytochemical profile was determined, evaluating the antimicrobial and antioxidant
activities of the extracts of the bark and leaves of O. minarum. The phenolic contents,
flavonoids and tannins were quantified by the reaction with the reagents, Folin-
Ciocalteu, aluminum chloride and vanillin, respectively. The chemical profile was
performed by HPLC-DAD. The antimicrobial activity was investigated by
microdilution assay to determine the minimum inhibitory concentration of the extracts
for the microorganisms tested. Finally, the antioxidant activity was measured by
scavenging of free radicals 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) free radicals, and protection against
hemolysis induced by 2,2(7-azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH),
followed by quantification of malondialdenyde (MDA).production from lipid
peroxidation. Phenolic acids were identified: caffeic acid, p-coumaric acid and
rosmarinic acid, in addition to flavonoids: quercetin and luteolin. The leaf ethanolic
extract (EEF) presented a bacteriostatic action of 1000 pg mL-1 for all evaluated Gram-
negative bacteria (Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Pseudomonas
aeruginosa and Proteus mirabilis) and the hexane extract of the bark (EHEC) had
moderate action Antifungal activity against Candida krusei and Cryptococcus gattii
(250 pg mL-1). IC50 was obtained from 8.19 + 1.25 (EEF) and 4.51 = 0.49 pg mL-1
(EEC) in the DPPH assay and 6.25 + 0.89 (EEF) and 2.87 + 0.42 ug mL-1 (EEC) in the
ABTS assay. Up to 3 h of assay, ECS and EPS had protective action against AAPH-
induced oxidative hemolysis, reducing the generation of malondialdehyde, which
contributes to the maintenance of cellular structure. In view of the presented, the
extracts of O. minarum can be evaluated as bioactive inputs for the development of new
drugs with pharmaceutical properties.

Keywords: Ocotea minarum; activity antimicrobial; microdilution assay; activity
antioxidant, lipid peroxidation.
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1. Introducéo

O uso de plantas medicinais como matéria prima para fabricacdo de produtos
com finalidades terapéuticas € comum entre as mais diversas populaces, e estima-se
que das 60.000 espécies descobertas, menos de 800 tiveram seus potenciais bioldgicos
avaliados (Sajkowska-Koxielewicz et al., 2016; Zurowska, 2001). Sabe-se que plantas
com metabolitos secundarios como alcaloides, cumarinas, taninos, terpenos e
flavondides presentes em sua composi¢cdo, tem sido fontes de diversos compostos
bioativos benéficos para a saide humana (Deng et al., 2014).

As infec¢bes microbianas estdo crescendo a niveis alarmantes (Catteau et al.,
2015; Zhang et al., 2009) em razdo das bactérias e leveduras em geral, possuirem a
capacidade de adquirir e/ou transmitir material genético de resisténcia, tornando esta
constante evolucdo de microrganismos multirresistentes, um grave problema de
tratamento da saude publica (Kacem et al., 2016; Su et al., 2015; Rossolini et al., 2014;
Grundmann et al., 2011). Como alternativas contra patégenos multirresistentes, plantas
medicinais estdo recebendo foco especial para desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, devido as suas atividades terapéuticas, menor toxicidade e viabilidade
econémica, quando comparadas aos compostos alopaticos tradicinais (Said et al., 2016;
Adrar et al., 2016; Auddy et al., 2003).

Outro problema que afeta a satde pablica sdo os danos degenerativos em tecidos
e biomoléculas, ocasionados pelo desequilibrio de substancias oxidantes e antioxidantes
no organismo, que caracterizam o quadro de estresse oxidativo. O estresse oxidativo é
um fator importante para o desencadeamento de doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas, inflamagdes, envelhecimento precoce e diabetes (Espindola et al.,
2016; Elnakish et al.,2013). Uma opc¢éo para a reducdo desta condicdo, é o emprego de
substancias antioxidantes que podem atuar na neutralizacdo ou até mesmo na captura
das especies reativas, minimizando os danos oxidativos nos tecidos celulares (Mohamed
et al., 2014; Silva et al, 2007). O BHA (hidroxianisol butilado) e o BHT
(hidroxitolueno butilado) sdo os antioxidantes sintéticos mais utilizados, porém sao
guestionados quanto aos seus valores nutricionais e possiveis efeitos mutagénicos,
carcinogénicos, tdxicos e sua hepatotoxicidade (Coccimiglio et al., 2016; Jomova &
Valko, 2011; Politeo et al., 2007). J& os antioxidantes naturais, de maneira geral,
possuem menor toxicidade e sdo facilmente biodegradaveis, tornando-se assim, uma
melhor alternativa para a redugdo do quadro de estresse oxidativo (Muhammad et al.,
2012; Wang et al., 2005).
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Espécies de plantas de clima tropical e subtropical despertaram interesse para
novas pesquisas pois apresentam propriedades diversas, tais como potentes atividades
antimicrobianas e antioxidantes (Mohamed et al., 2013; 2014). Dentre estas plantas, o
género Ocotea, esta entre 0s mais expressivos da familia Lauraceae, cerca de 300 a 400
espécies encontradas em regides tropicais e subtropicais (Batista et al., 2010; Van Der
Werff, 2002), estima-se que 120 a 160 espécies estdo no Brasil (Baitello, 2001)
dispersas nos biomas Mata Atlantica e Cerrado (Quinet et al., 2015). Estudos com
espécies deste género tem demonstrado varias atividades biologicas, tais como
antimicrobianos (Da Silva et al., 2017; Gil et al., 2016; Castro & Lima, 2011; Bruni et
al., 2004), antioxidantes (Da Silva et al., 2017; Yamaguchi et al., 2012; Guerrini et al.,
2006; Bruni et al., 2004), anti-inflamatéria (Destryana et al., 2014) e antiprotozoario
(Fournet et al., 2007).

Dentre o género Ocotea, destaca-se a espécie Ocotea minarum (Nees & Mart)
Mez., uma arvore de médio porte, conhecida popularmente como “canelinha ou canela
vassoura” (Moraes, 2005), caracterizada fitoquimicamente por conter em sua
composicdo alcaloides aporfinicos (Vecchietti et al.,, 1979), alcaloides inddlicos,
cumarina, flavonoides, biflavonoides, bis-lignana, alquil benzeno e esteroides (Garcez
et al., 2005) sesquiterpenos, nor-sesquiterpenos e lactona terpénica (Nogueira, 2007).
Estudos com O. minarum apresentaram moderada atividade antifungica (Nogueira,
2007) e demonstraram ndo ter atividade genotdxica (Guterres et al., 2012), porém
estudos sobre as propriedades antibacterianas e antioxidantes sdo escassos na literatura.
Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi determinar o perfil fitoquimico, avaliar a
atividade antiflngica, e pela primeira vez, avaliar a atividade antibacteriana e o

potencial antioxidante dos extratos da casca e folhas de O. minarum.

2. Metodologia

2.1. Material vegetal

As cascas e folhas de Ocotea minarum foram coletadas na fazenda “Mata dos
Macacos”, (S 22° 08" 47.2" / W 054° 54" 54.1") na cidade de Dourados, MS - Brasil.
Amostras da espécie foram identificadas pela Prof. Dra. Zefa Valdivia Pereira e
depositadas no Herbario da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) sob o registro 5275 DDMS.
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2.2. Preparo dos extratos vegetais

Cascas (246,80 g) e folhas (237,28 g) foram higienizados e secas em estufa de ar
circulante a 40 °C por 10 dias para casca e 6 dias para folhas, posteriormente
pulverizado em moinho de facas. O material vegetal passou por extragdo com 800 mL
de alcool etilico 80% a temperatura ambiente com agitacdes a cada 24 h. Apds 72 h, foi
filtrado em papel filtro, concentrado em rotaevaporador a 35 °C e liofilizado, obtendo-se
0s extratos etanolico da casca (EEC) e das folhas (EEF) de O. minarum.

Para o preparo das parti¢fes liquido-liquido utilizou-se 4 g dos EEC (18 g) e
EEF (14,7 g). Foram utilizados solventes de polaridade crescente (hexano e acetato de
etila), assim obtendo: extrato hidroetandlico (EHIC; EHIF), extrato hexano (EHEC;
EHEF) e extrato acetato de etila (EAC; EAF) da casca folhas de O. minarum,
respectivamente (Matos, 2009).

2.3. Determinacdo de compostos fendlicos

Compostos fenodlicos foram avaliados conforme descrito por Djeridane et al.
(Djeridane et al., 2006). A cada 100 uL de amostra dos EEC e EEF a 100 pg mL™, foi
adicionado 500 pL de reagente Folin-Ciocalteu e 1 mL de 4gua destilada e incubadas a
temperatura ambiente durante 1 min. Foi adicionado a esta soluc¢do 1,5 mL de carbonato
de sddio (Na,CO3) a 20% e incubadas por 2 h no escuro a temperatura ambiente. A
leitura da absorbancia foi realizada a 760 nm. Os resultados foram expressos como

miligramas equivalentes de &cido galico (mg/EAG) por grama de extrato.

2.4. Determinacao de flavonoéides

A quantificacdo de flavonoides foi realizada pelo método de descrito por (Lin &
Tang, 2007). Foi preparada uma solugdo dos EEC e EEF na concentragdo de 100 pg
mL™, e uma aliquota de 500 pL desta solugdo foi acrescentada com 1,5 mL de alcool a
95%, 0,1 mL de cloreto de aluminio hexahidrato (AICI3) 10%, 0,1 mL de acetato de
potassio (CH3;COOK) 1M, e 2,8 mL de agua deionizada. Incubados a temperatura
ambiente por 40 min e posteriormente realizada a leitura em espectrofotbmetro, com
comprimento de onda de 415 nm. Os resultados foram expressos como miligramas

equivalentes de quercetina (mg/EQ) por grama de extrato.
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2.5. Determinacao de taninos

Os taninos foram quantificados utilizando a reagéo de vanilina de acordo com
(Broadhurst & Jones, 1978) e adaptada por (Agostini-Costa et al., 1999). Para isto, 5
mL do reagente recém preparado de vanilina (vanilina-HCL-metanol/4:10:86) foi
adicionado em cada tubo de ensaio e foi acrescentado 1 mL dos EEC e EEF a 100 ug
mL™ em cada tubo, com agitacdo durante 30 seg. A reacdo foi mantida em repouso por
15 min e fez-se a leitura da absorbancia a 490 nm. Os resultados foram expressos em
miligramas equivalentes de catequina (mg/ECA) por grama de extrato.

Todos os testes aplicados foram realizados em triplicatas.

2.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com detector de
arranjo de diodos (DAD)

A andlise dos EEC e EEF em CLAE foram realizadas num modelo Shimadzu®,
equipado com uma coluna C18 Phenomenex Gemini (25 cm x 4,6 mm x 5 um). Os
solventes utilizados foram eluidos em agua e metanol. A vazdo de fluxo foi de 1 mL
min™, com detector de DAD foi monitorado entre 200-800 nm. Fase mével de
acetronitrila (eluente B), fluxo de 1 mL min™a 25 °C e o volume de injecdo de 10 pL.
Foi aplicado: 0 min 5% B, 45 min 15% B, 55 min 30% B, 60 min 50% B, 65 min 100%

B (Kumaran & Karunakaran, 2013).

2.7. Atividade Antimicrobiana

2.7.1. Microrganismos para 0s ensaios antimicrobianos

Os microrganismos utilizados para os testes de atividades antimicrobianas foram
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA),
sendo as leveduras: Candida albicans (90028), Candida glabrata (2001), Candida
krusei (6558), Candida tropicalis (750), Candida parapsilosis (22019) Candida
dubliniensis (MYA-646) Cryptococcus gattii (56990) Cryptococcus neoformans
(32045) Rhodotorula glutinis (2527) e Rhodotorula mucilaginosa (64684). Bactérias
Gram-positivas: Staphylococcus aureus (25923), Staphylococcus epidermidis (12228),
Bacillus cereus (11778). Bacterias Gram-negativas: Salmonella Typhimurium (14028),
Salmonella Enteritidis (13076), Pseudomonas aeruginosa (27853) e Proteus mirabilis
(35659).

Para preparo dos inéculos, os microrganismos foram suspensos em solucéo

salina estéril (0,9% NaCl) e ajustados em espectrofotobmetro. Para as leveduras, 90%
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(+2) de transmitancia a 530 nm, correspondendo uma suspensao de 0,5 a 2,5 x 10° UFC
mL™. Para as bactérias 0,110 (+0,005) de absorbancia a 625 nm, correspondendo a 1,5 x
10° UFC mL™.

2.7.2. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do extrato
O ensaio de susceptibilidade foi realizado por meio da técnica de microdiluicéo

em caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standarts Institute.
Para as leveduras seguiu as normas do documento M27-A3 (CLSI, 2008) e para
bactérias o documento MO07-A9 (CLSI, 2012) com algumas modificagbes para
utilizacdo de extratos vegetais.

Os EEC, EEF, EHIC, EHEC, EAC, EHIF, EHEF e EAF foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO), em seguida, diluicdes sucessivas (1:2) do extrato foram
realizadas na microplaca de 96 pocos com concentracdes testadas de 1000 pg mL™* a 1,9
g mL™. Como controle de esterilidade dos extratos, nos pocos da coluna 1 da
microplaca foi adicionado 100 pL do meio de cultura e 50 pL dos extratos.

A quantidade de inéculo adicionado nas placas foi de 10 pL para bactérias e de
100 pL para leveduras. Os meios de cultivo utilizados foram RPMI-1640 para leveduras
e caldo Miller Hinton para bactérias. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 48 h
(Candida sp.), 72 h (Cryptococcus sp. e Rhodotorula sp.) e a 37 °C por 24 h para as
bactérias. O fluconazol foi utilizado como antifungico e a ampicilina como antibidtico

controle. Os experimentos foram realizados em triplicada em trés momentos distintos.

2.7.3. Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM)

Aliquotas da placa de microdiluicdo do CIM foram transferidas para uma placa
de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose ou agar Mueller Hinton para avaliacdo da
atividade fungicida e bactericida, respectivamente. As placas foram incubadas a 35 °C
por 48h (Candida sp.), 72 h (Cryptococcus sp. e Rhodotorula sp.) e a 37 °C por 24 h
para as bactérias. A CFM e CBM foram definidas como a menor concentragdo capaz de
inibir o crescimento de coldnias (Bagiu et al., 2012).

2.8. Atividade Antioxidante
2.8.1. Ensaio de captacédo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
A atividade antioxidante do EEC e EEF foi avaliada utilizando-se a técnica
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descrita por (Sharma & Jha, 2012) de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH). Para isto, 1800 pL de solucdo etandlica de DPPH (0,11 mM) foi
incubado com 200 pL dos controles positivos, acido ascorbico (AA) e
hidroxibutiltolueno (BHT) ou dos EEC e EEF, nas concentracées 0,1, 1, 5, 10, 50, 100,
500, 1000 e 2000 pg mL™* em etanol 80 %. Apés 30 min de incubacdo & temperatura
ambiente e ao abrigo da luz, foram realizadas leituras em espectrofotometro a 517 nm,
onde a absorbancia de cada amostra foi transformada em % de captagéo de radical livre
de acordo com a formula (2). Foram realizados trés experimentos independentes em

duplicata.

(Abs controle—Abs amostra)

Inibigdo do radical livre DPPH (%) = x 100 ()

Abs controle

2.8.2. Ensaio de captacédo do radical 2,2'- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido-sulfénico) (ABTS)

Foi avaliada a capacidade de captura do radical 2,2'- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico) (ABTS) dos EEC e EEF conforme método
descrito por (Re & Pellegrini, 1999). Como controle positivo, foram utilizados 0 AA e 0
BHT. A solucéo estoque de ABTS foi preparada a partir de uma solucéo de etanol P.A
com perssulfato de potassio, em um periodo prévio de 12 a 16 h, mantida a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O radical ABTS foi diluido em etanol P.A até atingir
absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm, e foi incubado em uma reagéo de 6 min com as
solucdes previamente preparadas dos extratos e dos controles nas mesmas
concentracdes avaliadas no ensaio antioxidante anterior. Os volumes de reagente foram
1980 uL do radical ABTS para 20 pL de solugcdo amostra e as leituras ocorreram em
espectrofotdbmetro a 734 nm. Os resultados foram expressos em % de captacdo de
radical livre de acordo com a férmula (3). Foram realizados trés experimentos

independentes em duplicata.

(Abs controle—Abs amostra)

Inibicdo do radical livre ABTS (%) =

x 100 3)

Abs controle
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2.8.3. Ensaio de hemolise oxidativa induzida por 2,2 -azobis (2-
amidinopropano) (AAPH):

A protecdo dos EEC e EEF contra peroxidacao lipidica foi avaliada pela técnica
de hemdlise oxidativa induzida por 2,2-azobis 2-amidinopropano dihidroclorido,
(Sigma-Aldrich) (AAPH), descrita por Valente et al., (2011). Para isto, apds a
aprovacdo do Comité de ética em pesquisa (CEP) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) com o processo de n° 5160, foram coletados 25 mL de sangue total
periférico de um Unico individuo adulto, saudavel e ndo fumante, e armazenados em
tubos contendo anticoagulante citrato de sédio. A partir desta amostra, foi preparada
uma solucéo de hemécias a 10% em solucéo fisioldgica (NaCl, 0,9%).

Os EEC e EEF foram avaliados nas seguintes concentracfes: 10, 25, 50, 75, 100
e 125 pg mL™, sendo inicialmente preparados em uma solucéo estoque de 50 mg mL™,
de maneira que o diluente do extrato interferisse 0 minimo possivel no ensaio. A
solucdo eritrocitaria foi incubada com agua destilada (inducdo de hemolise total), com
soro fisiologico (hemdlise nula), com uma solucdo do diluente do extrato na maior
concentracdo testada (controle solvente) e com o indutor de hemolise AAPH (50 mM).
Juntamente, o (AA) foi inserido como controle positivo, nas mesmas concentracdes dos
extratos. H,O

Posteriormente, foram incubados a 37°C em tubos de acrilico em duplicata para
as quatro horas de experimento, onde foram adicionadas as solugfes tratamento ou 0s
controles, seguido da solucdo de hemécias a 10 % por 30 minutos, posteriormente
adicionou-se a solucdo de AAPH (nos grupos de tratamento com inducdo de hemdlise)
ou a solucdo fisioldgica (nos grupos de tratamento sem inducdo de hemolise). Em
seguida as amostras continuaram incubadas em banho-maria a 37°C durante 4 horas, e
os tubos foram homogeneizados de forma constante durante o experimento. Para cada
hora de andlise, uma duplicata foi retirada, centrifugada e o sobrenadante pipetado em
cubetas previamente preenchidas com solucdo fisiolégica para posterior leitura em
espectrofotdbmetro a 540 nm. Foram realizados trés experimentos independentes em

duplicata e aplicados de acordo com a formula 4.

Abs amostra

Hembolise (%) =
( /0) Média Abs hemolise total

x 100 4

2.8.4. Dosagem de malondialdeido (MDA) gerado:

ApoOs o periodo de incubacdo dos eritrocitos com AAPH, como descrito
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anteriormente, uma aliquota de 500 uL do sobrenadante restante (dos grupos analisados
com AAPH) foram acrescidos de 1 mL de &cido tiobarbitarico 20 nM (TBA, Merck) e
incubados em banho-maria a 96 °C por 45 minutos. Ap6s o término da incubacdo, os
tubos foram entdo inseridos em um banho de gelo por 15 minutos para a interrupcao da
reacdo. Em seguida, 4 mL de butanol foram adicionados nos tubos, com posterior
agitacdo em vartex seguidos de centrifugacdo a 3000 rpm por 5 minutos, de acordo com
0 método descrito por (Campos et al., 2014). A leitura da absorbancia do sobrenadante
foi realizada em espectrofotdmetro a 532 nm. O contetdo de MDA foi expresso em

nmol mL™, obtido a partir da formula 5.

MDA = Abs amostra (20 x 220,32) (5)

Abs controle

2.9 Anadlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média. A
comparacdo multipla de resultados foi realizada pela andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Dunnet para a comparagao entre mais de dois grupos experimentais.
A comparacdo entre dois grupos experimentais foi realizada pelo teste de Newman-
Keuls. As anédlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa estatistico
GraphPad Prism 5. Os dados foram considerados significantes quando P<0,05.

3. Resultados
3.1. Determinacao fitoquimica e perfil cromatogréafico
A determinacdo dos indices de compostos fendlicos, flavonoides e taninos

presentes no EEC foram maiores, seguido do EEF, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Determinacdo de compostos fendlicos, flavondides e taninos condensados

presentes nos EEC e EEF de O. minarum.

Compc_)stos Elavondides Taninos
Fenolicos Condensados
Amostras (mgEAGgY) (MmgEQg')  (mgECAgY)
EEC 156,4 £3,1 72,1 1,6 16,1 £0,2
EEF 134,5+2,3 78514 12,9+0,1

Extrato Etandlico da Casca (EEC); Extrato Etanolico da Folha (EEF); EAG: Equivalente de Acido Gélico; EQ:
Equivalente de Quercetina; ECA: Equivalente de Catequina.
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Na andlise do perfil cromatografico foram detectados acido cafeico (15 min) e
acido rosmarinico (53,7 min) no EEC por CLAE (Figura 1). No EEF de O. minarum foi
detectado Acido cafeico (15,1 min), &cido p-cumadrico (25,2 min), 4acido rosmarinico

(53,7 min), quercetina (59,1 min) e luteolina (59,7 min) (Figura 2).

mALlU

A

[

ba ko

i) |5::| lfﬂ
min

Figura 5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do EEC de Ocotea minarum. A (15 min) acido
cafeico; C (53, 7 min) &cido rosmarinico;
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Figura 6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do EEF de Ocotea minarum. A (15, 1 min) &cido
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Figura 7. Compostos identificados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do extrato etandlico da
casca (EEC) e extrato etanélico das Folhas (EEF) de Ocotea minarum (Figuras 2 e 3).

3.2. Atividade antimicrobiana

Nesse estudo, todos o0s extratos avaliados apresentaram atividade
antimicrobiana contra leveduras, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Tabelas 2
e 3). O EHEC foi efetivo contra todas as leveduras avaliadas, como excegdo para
Rhodotorula glutinis e Rhodotorula mucilaginosa. OS EEF, EHIF e EHEC tiveram acao
fungistatica e fungicida frente a C. krusei (Tabela 2).

O EHIC apresentou acdo bacteriostatica e bactericida contra as bactérias Gram-
positivas avaliadas. O EEF apresentou atividade antibacteriana de 1000 ug mL™ para
todas as bactérias Gram-negativas avaliadas (Tabela 3).

De acordo com os resultados, pode-se notar acdo fungicida para leveduras e
bactericida para bactérias Gram-positivas. Para bactérias Gram-negativas foi
evidenciado somente acdo bacteriostatica e nenhum dos extratos avaliados foi efetivo
contra Rhodotorula glutinis e Rhodotorula mucilaginosa. No contexto geral, os extratos
derivados das folhas tiveram melhor atividade antimicrobiana quando comparado com

0s extratos da casca de O. minarum (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos extratos das folhas e casca de O. minarum frente

a leveduras.
Extratos EEF B EAF . EHEF_l EHIF_l EEC_1 EAC_1 EHEC_1 EHIC_l FLU B
(ug mL-) (ug mL ) (ug mL-) (ug mL-) (LgmL") (LgmL") (LgmL") (MgmL?)  (ugmL")
Microrganismos CM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Candida albicans 1000 - - - - - - - - - - - 1000 - - - 2
Candida glabrata 500 - 500 500 - - - - - - - - 500 500 - - 8
Candida krusei 250 500 125 - - - 125 250 500 - 250 - 250 250 250 - 32
Candida tropicalis - - 500 - - - 1000 1000 500 1000 1000 - 250 250 1000 - 1
Candida parapsilosis 250 - 500 - - - - - 250 - 1000 - 500 500 - - 2
Candida dubliniensis 250 1000 500 500 - - - - 500 1000 250 - 1000 - - - 0,25
Cryptococcus gattii 500 - 250 - - - - - 500 - 1000 - 250 - - -
Cryptococcus neoformans 500 - 125 - - - - - 500 - 500 - 62,5 - - -

Rhodotorula glutinis

Rhodotorula mucilaginosa - - - - - - - - - - - - - - - -

Extrato Etandlico da Folha (EEF); Extrato Acetato de Etila da Folha (EAF); Extrato Hexano da Folha (EHEF); Extrato Hidroalcoolico da Folha (EHIF); Extrato Etandlico da Casca (EEC)
Extrato Acetato de Etila da Casca (EAC); Extrato Hexano da Casca (EHEC); Extrato Hidroalcoolico da Casca (EHIC); Fluconazol (FLU).

Microrganismos provenientes da American Type Culture Collection (ATCC).

(-) Sem atividade nas concentrag@es testadas. Andlise Biologica realizada em duplicata e em trés experimentos independentes.
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Tabela 3. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CFM) dos extratos das folhas e casca de O. minarum

frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Extratos EEF B EAF . EHEF_1 EHIF_1 EEC . EAC_1 EHEC_1 EHIC_1 AMP_l
(g mL™) (ug mL-) (g mL™) (g mL™) (ug mL—) (ug mL™) (LgmL") (gmL?) (ugmL-)
Microrganismos CiM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM
Staphylococcus aureus 500 - 125 500 1000 - + - 500 - 250 - 500 - 125 1000 32
Staphylococcus epidermidis 1000 - 250 - - - 500 - 1000 - 250 - 1000 - 125 1000 64
Bacillus cereus 250 - 62,5 250 1000 - 125 1000 500 500 500 - 500 - 62,5 500 32
Salmonella Typhimurium 1000 - 1000 - - - - - - - - - 1000 - - - 32
Salmonella Enteritidis 1000 - 1000 - 1000 - 1000 - 1000 - - - 1000 - 1000 - 32
Pseudomonas aeruginosa 1000 - - - 1000 - 1000 - - - 1000 - 500 - 1000 - -
Proteus mirabilis 1000 - 1000 - - - - - - - 1000 - - - 1000 - 32

Extrato Etanolico da Folha (EEF); Extrato Acetato de Etila da Folha (EAF); Extrato Hexano da Folha (EHEF); Extrato Hidroalc6olico da Folha (EHIF); Extrato Etandlico da Casca (EEC)
Extrato Acetato de Etila da Casca (EAC); Extrato Hexano da Casca (EHEC); Extrato Hidroalc6olico da Casca (EHIC); Ampicilina (AMP).
Microrganismos provenientes da American Type Culture Collection (ATCC).
(-) Sem atividade nas concentragdes testadas. Analise Bioldgica realizada em duplicata e em trés experimentos independentes.
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3.3 Atividade antioxidante

3.3.1 Atividade de sequestro dos radicais DPPH e ABTS

No ensaio com DPPH, o EEC apresentou ICsy € a atividade méxima similar ao
composto natural, AA. Em relacdo ao antioxidante sintético, BHT, o EEC apresentou
valores superiores de captura de radical livre de aproximadamente 50 % (Tabela 4). Ja o
EEF obteve ICso mais elevado que a dos padrBes avaliados e atividade méxima igual a
do BHT.

No ensaio com ABTS, o EEC demonstrou atividade antioxidante relativamente
menor que 0 AA e melhor acdo antioxidante que o BHT. O EEF teve a ICsp e a atividade
méaxima semelhante ao BHT. Neste contexto, deve ser levado em conta que o AA € 0
BHT sdo compostos isolados, e os extratos avaliado sdo compostos brutos, que além dos
compostos antioxidantes, possuem diversos outros em sua composicao e seu potencial
antioxidante deve ser atribuido aos metabolitos secundarios. A partir destes resultados,
observou-se que o EEC teve melhor atividade antioxidante que o EEF em ambos os

ensaios avaliados.

Tabela 4. Atividade antioxidante dos EEF e EEC de O. minarum.

DPPH ABTS
1Cs Atividade maxima 1Cs Atividade maxima
pg mL? pg mL? % ugmL*  pgmL* %
AA 4,36 + 1,63 10 9558 1,16+0,14 5 99,61
BHT 6,07 +0,79 50 86,13 6,42+0,43 50 97,88
EEF 8,19+ 1,25 50 90,12 6,25+0,89 50 95,59
EEC 4,51 +0,49 10 83,93 2,87+042 10 94,32

AA (&cido ascorbico); BHT (hidroxibutiltolueno); DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil); ABTS (2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico)): 1Csy, concentracdo necessaria para capturar 50% dos

radicais livres da reacdo. EEF (extrato etandlico da folha); EEC (extrato etandlico da casca).
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3.3.2 Atividade hemolitica

Depois de observada a atividade antioxidante nos ensaios DPPH e ABTS,
avaliou-se os efeitos toxicos dos EEC e EEF em eritrocitos humanos. Apds incubagdo
de 240 min (Figura 4), o padrdo antioxidante AA ndo induziu hemdlise nas
concentracdes avaliadas, comportamento semelhante ao avaliado por Cerqueira et al.,
(2007), onde nas doses avaliadas 0 AA apresentou efeito apenas antioxidante, entretanto
quando avaliado em doses maiores seu efeito passa a ser pré-oxidante. J& os EEC e EEF
ndo induziram a hemdlise nas menores concentracfes, porém nas concentracdes mais

elevadas, apresentou potencial pré-oxidante.
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Figura 8. Avaliacdo da hemdlise a 10% (He) incubada por 240 min com o padrdo antioxidante acido
ascorbico (AA) e os extrato etandlico da casca (EEC) e extrato etandlico das folhas (EEF) de O. minarum
nas concentragdes de 10, 25, 50, 75, 100 e 125 pg mL™. *P>0,05 vs controle He.

3.3.3 Protecdo contra hemolise oxidativa

Apds a avaliacdo da toxicidade dos extratos em eritrocitos humanos, verificou-se
a atividade protetora do EEC e EEF nos eritrdcitos induzida a hemélise oxidativa, e foi
observado seu comportamento de forma dose ndo dependente, nas concentragdes de 10

— 100 pg mL™?, além de que a protecdo foi maior até 180 min de incubagéo (Figura 5b).
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Figura 9. Avaliacdo da acéo protetora contra hemdlise oxidativa do extrato etandlico da casca (EEC) e
extrato etandlico das folhas (EEF) de O. minarum e do padrdo antioxidante &cido ascorbico (AA) nas
concentracdes de 10, 25, 50, 75, 100 e 125 pug mL™ ap6s incubacio de a) 120, b) 180 e c) 240 min
comparado com o indutor de hemolise AAPH. *P>0,05 vs AAPH.
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3.3.4 Dosagem de malondialdeido (MDA)

A confirmacdo da hemolise oxidativa por inducdo de peroxidacdo lipidica foi
avaliada atraves da geracdo de malondialdeido (MDA) até o tempo de 240 min nas
diferentes concentragdes (10 -125 pg mL™) dos EEC e EEF e do antioxidante padrdo
AA. No tempo de 120 min, quando comparados com o grupo controle AAPH, os
eritrécitos incubados com EEC apresentaram redugdo aproximadamente de 80 e 83 %
de geracdo de MDA nas concentracdes 10 e 25 pg mL™, respectivamente, e 0s
incubados com EEF nas concentracdes de 10, 25, 50, 75 e 100 pug mL™ apresentaram
reducdo aproximada de 87, 80, 84, 76 e 80%, respectivamente. Assim, a atividade de
reducdo descritos para EEC e EEF tiveram resultado similar ao AA, utilizado como
padréo antioxidante.

Além disso, no tempo de 180 min somente o0 EEF demonstrou menor geracao de
MDA, aproximadamente 45, 40, 40 e 36% nas respectivas concentracdes de 10, 25, 50 e
100 pg mL™. E no tempo de 240 min, apenas a concentragdo de 100 ug mL™ apresentou
diferenca estatistica em relagdo grupo AAPH, com reducdo de 47%.
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Figura 10. Concentragdo de malondialdeido (MDA) em eritrocitos do extrato etandlico da casca (EEC) e
extrato etandlico das folhas (EEF) de O. minarum e do padrdo antioxidante acido ascorbico (AA) nas
concentracdes de 10, 25, 50, 75, 100 e 125 pug mL™ ap6s incubacdo de a) 120, b) 180 e c) 240 min
comparado com o indutor de hemélise AAPH. *P>0,05 vs AAPH.

4. Discussao

Compostos fenolicos e flavondides estdo entre as principais classes de
metabolitos secundarios das plantas e estudos tém demonstrado sua capacidade de acao
antibacteriana, antifngica e antioxidante (Daglia, 2012; Nogueira, 2007). Os indices de
compostos fendlicos, flavonoides e taninos dos extratos de O. minarum foram similares
aos encontrados por Silva et al. em outra espécie de Ocotea (da Silva et al., 2017). Nas
andlises por CLAE dos EEC e EEF os compostos acido cafeico e o acido p-cumarico
identificados ja foram relacionados com atividade antioxidante e antimicrobiana de
plantas (Broinizi et al., 2007; Ramalho & Jorge, 2006). Os flavonoides quercetina e
luteolina foram associados a atividade antimicrobiana, por conseguir penetrar nas

membranas fosfolipidicas celulares devido sua hidrofobicidade (Alvesalo et al., 2006;
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Daglia, 2012) e acdao antioxidante por suas propriedades estabilizadora de ferro e
quelante de ions (Sorata et al., 1984; Behling et al., 2004). Assim, pode-se atribuir o
potencial antioxidante e antimicrobiana dos nossos extratos aos compostos quimicos
identificados.

Os extratos de O. minarum demonstraram atividade antimicrobiana, em que
inibiram o crescimento de 15 entre os 17 microrganismos avaliados no ensaio de
microdiluigdo em caldo. Os microrganismos possuem diversos mecanismos de defesa
como: 0s Gram-positivos possuem apenas uma camada lipopolissacarideo-fosfolipidica,
assim conferindo maior sensibilidade de penetracdo de substancias antibidticas, ja os
Gram-negativos possuem dupla camada de lipopolissacarideo-fosfolipidica, dificultando
a passagem de moléculas para o interior da célula bacteriana (Caumo et al., 2010), ha
também os mecanismos de efluxo de pequenas moléculas, inativacdo de enzimas e a
perda de porinas na membrana plasmatica (Walsh, 2000; Fisher, 2005; Alekshun &
Levy, 2007). E algumas leveduras, como Cryptococcus sp. e Rhodotorula sp., sdo
encapsuladas, o que as conferem maior protecdo (Santos et al., 2005).

De acordo com Morales et al. (2008) sao considerados diferentes parametros de
atividade antimicrobiana: CIM inferior a 100 pg mL™ - ativa; CIM de 100 a 500 pg mL
!~ moderada; CIM de 500 a 1000 ug mL™ - atividade antimicrobiana fraca; CIM acima
de 1000 pg mL™ - inativa.

Estudos com extratos do género Ocotea ja apresentaram atividade antifingica,
como Souza et al. demonstrou atividade antifungica do extrato metanolico das partes
aéreas de Ocotea odorifera para Saccharomyces cerevisiae (Souza et al., 2004).
Guerrini et al. em seu estudo com dleo essencial das flores de Ocotea bofo apresentou
acdo contra Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula glutinis, Schizosaccharomyces
pombe, Yarrowia lypolytica e Candida albicans (Guerrini et al., 2006). E com base nos
critérios adotados, o EHEC apresentou boa atividade antifungica contra Cryptococcus
neoformans e moderada contra C. tropicalis, Cryptococcus gattii e C. Kkrusei.
Cryptococcus neoformans pode ter resisténcia adquirida ao fluconazol e C. krusei €
intrinsicamente resistente a0 mesmo antifngico e frequentemente é isolada de
infeccBes oportunistas e invasivas ocasionadas por espécies de Candida (Colombo et
al., 2002).

Para os Gram-positivos, os EAF e EHIC apresentaram boa atividade
antibacteriana para Bacillus cereus e atividade moderada para S. aureus e S.

epidermidis. Bruni et al. com o 6leo essencial das flores de Ocotea quixos demonstrou
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atividade antibacteriana para S. aureus e E. faecalis (Bruni et al., 2004). Gil et al.
demonstrou em seu estudo acdo do 6leo essencial das folhas de Ocotea caudata frente a
B. subtilis e S. aureus (Gil et al., 2016). Para as bactérias Gram-negativas 0os EEC e EEF
de O. minarum ndo apresentaram acdo antibacteriana ativa conforme os critérios
adotados para avaliacdo. Portanto, provavelmente os extratos estdo atuando na parede
celular, ligagOes peptidoglicano, dos Gram-positivos e ndo teve boa atividade nos
Gram-negativos devido apresentarem dupla camada de lopopolissacarideo-fosfolipidica,
conferindo menor sensibilidade e dificultando a a¢éo de antibioticos no interior celular.

A atividade antimicrobiana apresentada pelos EEC e EEF de O. minarum ocorre
provavelmente devido a presenca dos sesquiterpenos: acido lancedlico, &cido curcumen-
12-6ico, é&cido -E-exo-abergamoten-12-6ico, lactona terpénica loliolideo e nor-
sesquiterpeno presentes na estrutura da O. minarum (Garcez et al., 2005; Nogueira et
al., 2007). E pela primeira vez esta sendo descrito na literatura a atividade antibacteriana
dessa espécie. Assim, estes extratos podem ser considerados promissores para o
processo de desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos.

Paralelamente, os &cidos fenolicos (&cido cafeico e acido p-cumarico) e o
flavonoide (quercetina) identificados neste estudo também estdo associados a atividade
antioxidante devido sua agdo direta na captura de radicais livres (Singh & Chauhan,
2014; Behling et al., 2004; Sorata et al., 1984). O balan¢o redox no corpo € regulado por
mecanismos end0genos e exogenos, Nos quais o excesso de radicais livres € um fator
fundamental para a causa de inUmeras doencas, como diabetes, envelhecimento precoce,
aterosclerose, doencas cardiovasculares entre outras (Espindola et al., 2016). Por
consequéncia, tem-se aumentado a busca por agentes antioxidantes naturais, para
substituir os antioxidantes sintéticos que podem apresentar efeitos prejudiciais a salude
humana (Jandu et al., 2013).

Os EEC e EEF de O. minarum demostraram promissora atividade antioxidante
nos testes DPPH e ABTS, quando comparados ao AA e o BHT, antioxidantes de
referéncia. Yamaguchi et al avaliaram as atividades antioxidantes, por método de
DPPH, de cinco espécies do género Ocotea: O. ceanothifolia, O. leucoxylon, O. minor,
O. nigrescens e O. splendens, se destacando a O. minor com 1Csg de 8,21 £ 0,66 pg mL"
! para folhas e ICsg de 9,08 + 0,51 pg mL™ para galhos (Yamaguchi et al., 2012) e Silva
et al avaliaram a atividade antioxidante das folhas de O. lancifolia e obteve do extrato
bruto ICso de 1100 + 0,1 ug mL™ pelo ensaio com DPPH e ICs; de 9,31 + 0,0 pg mL™*

no ensaio com ABTS (Silva et al., 2017). Destryana et al ndo observaram nenhuma
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atividade antioxidante do 6leo essencial das folhas de O. quixos (Destryana et al., 2014).
Neste contexto, pode-se ver que os EEC e EEF de O. minarum demostraram melhor
potencial antioxidante em relag@o a outras espécies do género Ocotea.

A partir dos resultados obtidos nos ensaios de DPPH e ABTS, avaliou-se 0s
efeitos dos EEC e EEF em eritrocitos humanos. Embora os EEC e EEF nas maiores
concentragbes tenham induzido aos altos indices de hemdlise, houve reducdo da
peroxidacdo lipidica induzida por AAPH, protegendo os eritrdcitos de lise celular de
forma semelhante ao AA em baixas concentracdes. A peroxidacdo da membrana
fosfolipidica € induzida pelas espécies reativas, em especial as de oxigénio e de
nitrogénio, provocando lise e morte celular, e como subproduto desta reacédo, é gerado o
malondialdeido (Kuliaviene et al., 2013; Chiste et al., 2014), sendo este um produto
toxico que leva a liberacdo de &cidos insaturados e a fragmentacdo de fosfolipidios,
ocasionando mutacdes e ruptura celular (Wang et al., 2014). O EEC e EEF reduziram a
geracdo de malondialdeido, o que contribui para manutencdo da estrutura celular,

quando em baixas concentragdes.

5. Concluséo

Em suma, os extratos e fragcdes de O. minarum demonstraram atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e leveduras, assim podendo ser uma
alternativa para novos farmacos antimicrobianos ou até mesmo desinfetantes. Além
disso, os extratos de O. minarum poderiam ser considerados possiveis substitutos para
alguns antioxidantes sintéticos, considerando a capacitacdo de eliminacdo dos radicais
livres e protecdo contra peroxidacdo lipidica. Com isso, testes in vivo com extratos de
O. minarum serdo realizados para o desenvolvimento de novos produtos

antimicrobianos e/ou antioxidantes.
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