1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais que possui uma vasta riqueza em flora, sendo destaque no
cenario mundial por abrigar cerca de 13% de todas as espécies de plantas existentes
(Lewinsohn & Prado, 2006). Embora muitas ja sejam utilizadas como plantas medicinais,
pesquisas realizadas para comprovar suas atividades bioldgicas, investigar toxicidade e
garantir viabilidade de producéo ainda séo insuficientes (Junior et al., 2005).

As plantas medicinais tém sido utilizadas em vérias culturas para o tratamento de
inimeras doencas como diabetes, hipercolesterolemia, Ulceras, depurativos sanguineos,
cancer, entre outras (Santos & Nunes, 2012). Estas doencas afetam milhdes de pessoas no
mundo e necessitam de alternativas terapéuticas para sua prevencao e tratamento. Varias
delas ttm em comum uma alteracdo metabdlica denominada estresse oxidativo, que é
caracterizada pelo excesso de radicais livres ndo neutralizados no organismo (Barnabe et
al., 2008).

Destaca-se também a utilizacdo de plantas medicinais como antibiotico pela
populacdo. As infeccdes por microrganismos sao responsaveis por cerca de 25% dos 6bitos
no mundo, podendo chegar a 45% em paises subdesenvolvidos (Wannmacher, 2004). O
combate a estes agentes torna-se cada vez mais dificil, especialmente pelo
desenvolvimento da resisténcia bacteriana aos antibidticos existentes. Esta resisténcia
ocorre pela selecdo induzida pelos antibi6ticos, um processo que ocorre quando o
microrganismo possui gene de resisténcia a acdo farmacoldgica da droga acometido por
uma modificacdo na estrutura do DNA ou transferéncia de plasmideos resistentes entre
diferentes bactérias (Antonio et al., 2009). Calcula-se que 10 a 50 % dos antibioticos séo
utilizados de forma inadequada, interferindo na sele¢cdo de microrganismos resistentes
(Wannmacher, 2004).

Neste contexto, a prospeccdo de bioativos vegetais a partir das plantas
medicinais, tem sido descrita como alternativa para o desenvolvimento de novas drogas
(farmacos, medicamentos e outros produtos industriais) e, a valoracdo desta biodiversidade
conferida pelo conhecimento de suas potencialidades reforca a necessidade de conservagéo

do meio.



1.1 Bioprospeccédo aplicada a saude e biotecnologia

Reid (1993) definiu bioprospeccdo como um método de avaliar, localizar e
explorar a vida dentro de uma diversidade existente, com o objetivo de encontrar recursos
genéticos e bioquimicos. Este conhecimento pode ser utilizado para fins farmacéutico e/ou
biotecnoldgico. Considerando a dimensdo e os estudos atuais na area, podemos entender
que a prospeccdo da biodiversidade é realizada pela soma de etapas que incluem agbes de
localizar, identificar, avaliar e desenvolver produtos/ processos relacionados a diversidade
bioldgica e ambiental. Embora esta definicdo seja recente, desde os primordios da vida em
sociedade a populacdo humana ja utilizava recursos naturais para a salde e alimentacéo,
como plantas medicinais e produtos a base de fermentacdo por microrganismos (Borém,
2005).

O Brasil ¢ um pais rico em recursos naturais e conhecimento tradicional,
entretanto sua biodiversidade e as informagdes de seu povo ainda sdo pouco conhecidas,
exploradas e transformadas em patriménio seguro da nagdo. Dentre essa riqueza natural
destaca-se o0 bioma brasileiro Cerrado, que compreende aproximadamente 25 % do
territério nacional, estd localizado em grande parte na regido centro-oeste (Coutinho,
1990). Embora sua vegetacdo e fauna sejam extremamente diversificadas, a alta pressao
antropica tem destruido parte destes recursos mesmos antes de terem sido identificados e
investigados (Sato & Miranda, 1996).

A plantas Curatella americana L. pertence a familia Dilleniaceae, popularmente é
conhecida como lixa, lixeira, marajoara, caimbe, sambaiba e/ou cajueiro-bravo, esta
presente no cerrado do centro-oeste e tem sido utilizada na medicina popular para preparar
infusdes a fim de tratar Glceras e inflamagdes (Conceicdo, 2011) sendo utilizada também
para o tratamento de resfriado, cicatrizacdo de feridas, Ulceras, diabetes, hipertensédo e, o
decocto das folhas, utilizado como antisséptico e adstringente (Vila Verde et al., 2003;
Souza & Felfili, 2006; Ustulin et al., 2009). Os estudos cientificos ja identificaram o0s
potenciais  antiinflamatdrio, analgésico, anti-hipertensivo, anti-ulcerogénico,
antimicrobiano, antipoliovirus, gastroprotetor, além de baixa atividade genotOxica e
citotoxica abrindo perspectivas para a busca de novas atividades bioldgicas desta planta
(Alexandre-Moreira et al., 1999; Hiruma-Lima et al., 2009; de Toledo et al., 2011; Vilar et
al., 2009; Costa et al., 2008).



1.2 Oxidacao e antioxidantes

1.2.1 Oxidacao

O processo de oxi-redugdo em um sistema vivo ocorre constantemente e pode
levar a sérios danos celulares. A oxidacdo de biomoléculas ocorre principalmente atraves
da perda de hidrogénio (H") ou adicio de oxigénio (O,) em uma determinada reacio,
gerando especialmente os radicais livres no organismo (Ferreira & Matsubara, 1997).

Esses radicais livres podem ser classificados de maneira simplificada como um
atomo ou molécula altamente reativa, a qual carrega um atomo livre, sendo considerado
instavel por possuir numero impar em sua Ultima camada eletrénica, como por exemplo, 0
superoxido (Ferreira & Matsubara, 1997; Halliwell & Gutterigde, 1989).

A maioria dos radicais livres € proveniente do metabolismo de oxigénio e

nitrogénio, sendo denominadas espécies reativas de oxigeno e de nitrogénio.

1.2.2 Espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS)

As espécies reativas (ERs) realizam vérias atividades bioldgicas em concentracfes
fisiologicas e, podem causar danos celulares quando em excesso. Estes danos estdo
relacionados a interacdo destas moléculas aos lipidios, proteinas, &cidos nucléicos e
carboidratos celulares. Sdo fontes de ERs processos enddgenos, ingestdo de substancias
quimicas e fatores ambientais como a radiacdo (Simon-Giavarotti et al., 1998).

As funcgdes biologicas reguladas pelas ERs incluem controle da presséo
sanguinea, sinalizacdo celular, apoptose e regulacdo do sistema imunol6gico. Essas
moléculas sé se tornam prejudiciais a partir do excesso de sua formacdo, processo para 0
qual o organismo humano tem um sistema antioxidante capaz de se opor. Diversas
pesquisas mostram os efeitos benéficos dos antioxidantes naturais e sintéticos sobre a
salude humana, diminuindo os danos causados pelos radicais livres (Oliveira e Schoffen.,
2010; Vasconcelos et al., 2007).

Entre as principais EROs estdo o oxido nitrico (NO), o peroxido de hidrogénio
(H20,), superoxido (O,), considerado o mais abundante no organismo humano e o radical
hidroxila (OH", o mais prejudicial a satde). A geracdo deste ultimo radical pode se dar a
partir de H,O, em reacdo com O, como também pela reacdo entre O," e NO, formando
peroxinitrito (ONOQO) que se decompde em NO, e OH" (Halliwell & Whiteman, 2004) .
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As ERNs incluem o éxido nitrico ou monoxido de nitrogénio (NO), cloreto de
nitrila (NO,CI), peroxinitrito (ONOQ"), diéxido de nitrogénio (NO,), 0s quais sdo potentes
iniciadores da peroxidacdo lipidica em sistemas biologicos (Vasconcelos et al., 2007).

Na circulagdo sanguinea, além de espécies reativas, podem ser encontrados
biomarcadores de peroxidacdo lipidica das membranas celulares, induzida por espécies
reativas, como o malondialdeido, isoprostano, lipoperoxidos e outros que podem ser
quantificados através de andlise bioquimica do sangue ou de tecidos (Vasconcelos et al.,
2007).

1.2.3. Estresse oxidativo e antioxidantes

O estresse oxidativo é uma alteracdo metabdlica caracterizada pelo
desbalanceamento entre oxidantes (EROS/ERNs) e acdo de antioxidantes, exdgenos e
enddgenos (Barnabe, et al 2008). As biomoléculas, em todas as células do organismo,
estdo expostas a oxidacdo induzida por radicais livres e exibem os efeitos deletérios dos
mesmos, 0s quais estdo relacionados ao envelhecimento precoce, diabetes, aterosclerose,
hipertensdo, obesidade e ter efeitos cancerigenos (Barbosa et al., 2008).

Os antioxidantes podem ser divididos em (a) priméarios: promovem a inativacdo
ou a remocdo dos radicais livres através da doacdo de atomos de hidrogénio a essas
moléculas; (b) sinergistas: aumentam a atividade do antioxidante primario; (c)
removedores de oxigénio: capturam moléculas de oxigénio; (d) bioldgicos: responsaveis
por processos enzimaticos endogenos; (e) quelantes: realizam complexacdo com ions
metalicos, como o cobre, que podem catalisar a oxidacdo lipidica; e (f) mistos: presentes
principalmente em plantas medicinais (Ramalho & Jorge, 2006).

Além disso, os enddgenos também podem ser classificados como enzimaticos e
ndo enzimaticos (Vasconcelos et al., 2007). Os antioxidantes enziméticos incluem
glutationa peroxidase (GPx), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), além da agédo
indireta da glutationa redutase (Gr). Essas enzimas atuam no combate primario aos radicais
livres (Halliwell & Gutterigde, 1989). Algumas das reagdes catalisadas por estas enzimas
sdo: a SOD reduz 0 O, em H,O, e O,. A CAT e a GPx, juntamente com a proteina
glutationa (GSH), reduzem o H,O, em H,O e O,. A glutationa redutase (Gr) reduz a
glutationa oxidada no processo anteriormente citado (Ferreira & Matsubara, 1997).

Dentro das classes de antioxidantes ndo enzimaticos enddgenos estdo a GSH,

bilirrubina, acido drico e coenzima-Q (Schneider & Oliveira, 2004). Ochoa et al., 2011,
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também comprovaram efeitos antioxidantes da suplementacdo de melatonina apos
exercicios fisicos, um neuro-horménio produzido pela glandula pineal que pode auxiliar na
captacdo de radicais livres pela ativacdo de enzimas antioxidantes.

Além dos mecanismos enddgenos, anteriormente descritos, existem 0s
antioxidantes ndo enzimaticos exdgenos que sdo substancias normalmente provenientes da
alimentacéo, presentes em frutas citricas e plantas medicinais, estes constituintes quimicos
dos alimentos permitem a consideracdo de que uma mudanca no habito alimentar da
populagéo pode ajudar a prevenir danos celulares causados pela formacao de radicais livres
ao longo do tempo (Poljsak & Dahmane, 2012). Estes antioxidantes incluem (-caroteno
(vitamina A), acido ascorbico (vitamina C), tocoferdis, carotendides, além dos flavonoides,
substancias pertencentes a classe dos polifendis, que sdo atribuidos como os principais
antioxidantes das plantas, entre outros (Schneider & Oliveira, 2004).

Adicionalmente ao seu papel na saide humana, € crescente a utilizacdo dos
antioxidantes na area industrial como na alimenticia para aumentar a viabilidade dos
alimentos reduzindo ou retardando a deteorizagdo oxidativa das moléculas, prolongando
sua vida util no mercado. Os antioxidantes sintéticos mais utilizados nas industrias séo
BHA, BHT, PG e TBHQ (Ramalho & Jorge, 2006).

1.2.5 Polifendis e flavonoides

Os polifendis constituem uma classe de compostos fenolicos vegetais que tem em
sua estrutura quimica um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila (OH"). Eles estdo
presentes em frutas, cereais, plantas medicinais, café, chocolate, entre outros produtos
naturais, fazendo parte da nossa alimentacdo (D’Archivio et al., 2007). Destes tém sido
identificados e isolados compostos benéficos a salde, especialmente por suas acbes
antioxidantes, por meio da doacdo de elétrons e captacdo de radicais livres. Dentre 0s
compostos polifendlicos com potencial antioxidante destacam-se os flavonodides (Rice-
Evans et al., 1996).

Os flavonoides se diferenciam através de suas estruturas quimicas e atuam com
importante funcdo no crescimento, desenvolvimento e defesa das plantas (Dixon &
Harrison, 1990). Sdo constituidos, quimicamente, por um esqueleto de difenil-propano
(CsC3Cs) com dois anéis benzénicos ligados a um anel piramico (Behling et al., 2004).
Estdo divididos em 13 classes, sendo as principais as flavanas, flavonas, flavanonas,

auronas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, neoflavonoides, chalconas, isoflavonas,



12

flavondis e antocianinas, possuindo mais de 8000 compostos descritos, podendo ocorrer
também como agliconas e/ou glicosideos (Bravo, 1998).

Esses compostos sdo encontrados em muitas plantas medicinais e tem potencial
para regular diversas atividades bioldgicas, sendo-lhes atribuidos, dentre outros, efeitos
antimicrobiano, anti-inflamatério, antitumoral e antioxidante, tanto pela reducdo da
formacéo e pelo aumento da captacdo de radicais livres (Sreeramulu et al, 2013; Aman et
al, 2013; Bognar et al, 2013; Mahbub et al, 2013). Dentre os flavonoides com acgéo
antioxidante mais estudados estao acido cafeico, acido gélico e quercetina (Pietta, 2000; Di
Carlo, et al. 1999).

1.3 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo drogas muito utilizadas nos altimos séculos, melhorando a
qualidade de vida da populacdo em relacéo a infec¢fes por microrganismos, bem como a
reducdo de complicacdes pds-traumas e cirdrgicas. Segundo a OMS, aproximadamente
25% das mortes em todo o mundo sdo ocasionadas por complicacbes de infeccdes,
aumentando consideravelmente nos paises subdesenvolvidos, chegando nestes até 45% do
total das mortes.

Os antibidticos correspondem, no mercado farmacéutico, a aproximadamente 12%
de toda a venda de farmacos (Wannmacher, 2004). Entretanto, o uso indiscriminado pela
populagcdo aumenta os riscos de desenvolvimento de resisténcia microbiana dificultando o
tratamento além de ocasionar efeitos colaterais (Centers for Disease Control and
Prevention, 1999).

O aumento da resisténcia microbiana a antibioticos é preocupante a salde
humana. A producdo de um novo antibidtico requer alto investimento e o aumento da
resisténcia bacteriana, poderia fazer uma droga sair em pouco tempo do mercado. Esse
combate impulsiona a busca por mecanismos viaveis para diminuir os efeitos da resisténcia
adrogas (Polanco et al., 2012).

Para que um antimicrobiano seja considerado um agente ideal no combate aos
microrganismos pode-se destacar algumas de suas caracteristicas, como, alta solubilidade
nos fluidos corporais e, baixa toxicidade e estimulagdo alérgica, além da capacidade de se
manter em concentracfes terapéuticas constantes. Grande parte dos agentes
antimicrobianos é derivada de produtos naturais e sdo adaptaveis a esses critérios, porém

poucos ou nenhum possuem todas essas caracteristica (Black, 2002).
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Muitos estudos apontam a efetividade dos produtos naturais como fontes
terapéuticas que auxiliam no combate a infec¢Bes por microrganismos. O uso tradicional
das plantas medicinais como antimicrobianos trouxe uma nova perspectiva para o
tratamento de infecgdes. Estudos realizados com extrato acetona de Acacia mearnsii De
Wild. (Fabaceae), conhecida como acécia negra, mostraram resultados bactericida, tanto
para microrganismo gram-positivo quanto para gram-negativo, e fungicida satisfatorios
(Olajuyigbe & Afolayan, 2012).

O trabalho realizado por Aguiar, et al. (2012) mostra que o extrato metandlico e
todas as fracOes testadas de Erythroxylum caatingae tiveram atividade antiflngica e
antimicrobiana frente as bactérias gram-positivas. Atribui-se também ao extrato
hidroalcoolico de Syzygium cumini (L.) conhecido popularmente como jamboldo, uma
planta tipica da medicina popular brasileira, utilizada para tratamento de diabetes de
melitus, efetividade no combate a fungos leveduriformes como Candida kruseii, além de
microrganimos de cepas multi-resistentes como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Staphylococcus aureus (Oliveira et al., 2007). Esses estudos corroboram a

eficiéncia das plantas medicinais no combate a infecgdes por microrganismos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

Durante séculos as plantas medicinais foram as principais fontes de terapia a qual
0 homem tinha acesso. Com o nascimento da industria farmacéutica essas plantas passaram
a ser a fonte de producdo de medicamentos, porém com o desenvolvimento de pesquisas
cientificas foram perdendo espaco devido a producdo de novos materiais decorrentes da
sintese organica. Entretanto, sua forca foi retomada e boa parte dos medicamentos que sdo
prescritos no Brasil é origindria de moléculas isoladas de plantas (Hostettmann et al,
2003). Cerca de 50% das drogas que estdo em desenvolvimento sdo derivados de produtos
naturais e/ou biotecnolégico (Ulhoa & Silva, 2007).

Dentre as drogas de origem natural estdo os fitoterapicos, que sdo medicamentos
produzidos a base de plantas medicinais com efeitos comprovados clinicamente com
grande poder comercial no mundo, girando em torno de 22 bilhdes de délares por ano.
Alguns exemplos de sucesso sdo Hypericum perforatum, popularmente conhecido como
erva de Sdo Jodo, utilizado para tratamento de disturbios psiquicos; Salix alba utilizado
como analgésico; Ginkgo biloba como vasodilatador, Maytenus ilicifolia como
antiulceroso; Arctostaphylus uva-ursi como antimicrobiano; e Uncaria tomentosa como
anti-inflamatorio (Yunes et al., 2000; Carvalho et al. 2008).

No Brasil o 6rgédo principal para regulamentacdo dos fitoterapicos € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que garante a seguranga quanto ao uso e, é
responsavel pelo registro do produto, para o qual Sd0 necessarios 0S MesMos
procedimentos exigidos para os medicamentos sintéticos (Carvalho et al. 2008). Em junho
de 2006 foi aprovado o decreto de lei n° 5.813 pelo governo federal brasileiro que
implantou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Este visa
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garantir o acesso seguro, protecdo as plantas medicinais e desenvolvimento de tecnologias,
preservando principalmente o conhecimento tradicional. Em marco de 2013 a ANVISA
trouxe uma nova proposta de registro criando duas categorias: medicamentos fitoterapicos
e produtos tradicionais fitoterapico.

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos com extratos de plantas medicinais com
amplas aplicacGes biotecnoldgicas no possivel auxilio para a melhoria da qualidade de vida
da populacéo (Lee et al., 2011; Maitilli et al., 2011; Atiba et al., 2011).

Com o desenvolvimento tecnoldgico e cientifico no campo da identificagdo e
isolamento de constituintes quimicos bioativos, houve nos ultimos anos um avanco
significativo na producdo de novas drogas com base em moléculas ou compostos isolados.
Para isso, sequencialmente, a partir de resultados positivos obtidos com os extratos brutos,
busca-se restringir as possibilidades de componentes quimicos avaliados a fim de
identificar compostos bioativos. Neste sentido, Hou et al. (2011), compararam extratos
brutos com uma fracéo rica em flavonoides da planta Lithocarpus polystachyus Rehd e
observaram que esta fracdo potencializou os efeitos antidiabéticos observados para o
extrato bruto, sendo entdo a que contem a(s) molécula(s) de interesse.

Assim, a bioprospeccdo de produtos naturais é campo de trabalho amplo que
atende ao uso direto de plantas medicinais pela populacdo, bem como o interesse da
industria farmacéutica na identificacdo e isolamento de constituintes quimicos para

producdo de novos farmacos (Hostettmann et al, 2003).

2.2 Dilleniaceae

A familia Dilleniaceae, constitui de plantas nativas de regides tropicais e
subtropicais, sendo encontrada principalmente em lugares Umidos e florestas. A familia
dilleniacea inclui 12 géneros com aproximadamente 350 espécies, essas plantas
compreende em arvores, arbustos, subarbustos, lianas lenhosas e raramente ervas (Fraga &
Stehmann, 2010).

No Brasil, a familia Dilleniaceae esta representada em 6 géneros, 0 género
Doliocarpus, um dos mais diversificados dessa familia apresentando 34 espécies, Davilla
possui 30 espécies, e a Tetracera, possuindo 15 espécies além da Curatella, Pinzona e

Neodillenia, possuindo apenas uma espécie cada (Fraga & Stehmann, 2010).
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Alguns estudos mostram importantes atividades biologicas das plantas do género
Dilleniaceae, como atividade hipoglicémica, hipolipidémica, antimicrobiana, antioxidante,
antileucémica e antinociceptiva de Dillenia indica (Alam et al., 2011; Apu et al., 2010;
Kumar et al., 2011). Adicionalmente, o estudo realizado por Kumar et al., (2010)
demonstrou a atividade antileucémica da fruta de Dillenia indica e, o relizado por Armania
et al, (2013) apresentou a atividade antioxidante, citotoxicidade dos extratos aquoso e
metandlico de Dillenia suffruticosa.

A investigacdo do efeito do extrato etandlico das folhas de Tetracera scandens
Linn também revelou propriedades hipoglicémicas, enquanto o estudo de Tetracera
potatoria demonstrou sua capacidade antiulcerogénica e estimulante da enzima SOD
(Oluwole et al., 2008 Umar et al., 2010).

As atividades bioldgicas de Davilla elliptica, antimicrobiana, gastroprotetora,
anti-inflamatoria, imunomodulatéria e antinociceptiva, bem como de Davilla nitida,
gastroprotetora e anti-inflamatoria também ja foram descritas nos estudos de Azevedo et
al. (2007). Mascia et al. (2007) e Kushima et al. (2009).

Dentre as plantas da familia Dilleniaceae destacamos a espécie Curatella
americana L., planta caracteristica do cerrado, cujos efeitos farmacologicos ja conhecidos

serdo descrito a posteriormente.

2.3 Curatella americana L.

2.3.1 Botéanica

Popularmente conhecida no Brasil como lixa, lixeira, marajoara, caimbe,
sambaiba, cajueiro-bravo e/ou farejadora de ouro, a Curatella americana L. é uma
angiosperma pertencente da familia Dilleniaceae podendo atingir de 1 a 12 metros de
altura com indumento de pélos estrelados, ovario viloso, tendo sua floracdo principalmente
no més de julho (Oliveira & Castro, 2000; Resende & Pinho, 2011).

Suas folhas sé@o simples, alternadas, possuem curto peciolo eliptico, ovaladas, de 5
a 12 mm de espessura e 10 a 15 cm de comprimento, coriaceas (possuem cuticula espessa,
semelhante a couro) sendo utilizadas pela popula¢do como lixas devido seu aspecto &spero

principalmente na face ventral da folha (Silva et al., 2008; Killeen et al., 1993).
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As flores possuem aproximadamente 5 mm de comprimento, estames persistentes
no fruto, pediceladas, ovario supero, filetes filiformes, cncovas com 4 petalas caducas,
anteras rimosas oblongas e 2 estigmas peltados (Oliveira & Castro, 2000).

Os frutos consistem de uma cépsula sincarpica de cerca de 2,5 cm de didmetro,
valvas internas vermelhas e externas cinza com até 4 sementes com arilo alvo carnoso

(Oliveira & Castro, 2000).

Figura 1. Curatella americana L. (Fonte: Gisele Colombelli Langwinski).

2.3.2 Fitogeografia

7

Curatella americana L. é uma planta nativa do Brasil, possui caracteristica
semidecidua e heliéfita sendo comum em climas tropicais com baixa altitude, tendo
preferéncia por temperaturas elevadas (Almeida et al., 1998).

Encontra-se distribuida em um amplo territério sendo a partir da parte central do
México até o Brasil, onde pode ser encontrada nas regides norte, sul e centro-oeste do pais.
Suas caracteristicas sdo de solos secos, tipico do Cerrado, podendo ser parcialmente
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alagada em determinado periodo do ano e suportar seca durante longos periodos, tornando-
se muitas vezes espécie dominante da regido (Vilar et al., 2009).

No Brasil ela é amplamente encontrada nos campos do estado do Para e Roraima,
porém com predomindncia em area de cerrado do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
além de ter sido identificada também na regido amazonica (Almeida et al., 1998).

A Curatella americana L. ndo é comumente cultivada, porém produz grande

quantidade de sementes sendo disseminadas na natureza (Ferrdo, 1999).

2.3.3 Fitoquimica

A analise fitoquimica desta espécie revelou a presenca de compostos fenolicos,
terpenos, saponinas, esteroides, taninos (Pott & Pott, 1994; Correa, 1978). O trabalho
realizado por El-Azizi et al., (1980), isolou do extrato etanolico das folhas de Curatella
americana L. &cido gélico e o flavonoide glicosidico avicularina, ao qual atribui-se uma

possivel atividade antimicrobiana.

2.3.4 Farmacologia e toxicologia

Curatella americana L. é popularmente utilizada para preparar infusGes a fim de
tratar UGlceras, inflamacdes (Conceicdo, 2011), resfriado, feridas, Ulceras, diabetes,
hipertensédo e, o decocto das folhas, utilizado como antisséptico e adstringente (Vila Verde
et al., 2003; Souza & Felfili, 2006; Ustulin et al., 2009).

Estudo prévio realizado por Alexandre-Moreira et al., (1999) revelou o potencial
anti-inflamatorio e analgésico do extrato hidroalcéolico da casca de Curatella americana
L.. A atividade anti-inflamatoria também foi verificada no estudo realizado com fracbes
ricas em terpernos dessa planta (Guevara et al., 2011). Além destas, o0 estudo do extrato
etandlico de Curatella americana L. também mostrou atividade anti-hipertensiva, anti-
ulcerogénica e gastroprotetora in vivo, tanto para o extrato etandlico quanto para 0 aquoso
da casca (Guerrero et al., 2002; Hiruma-Lima et al., 2009).

Quanto a acdo antimicrobiana do extrato etandlico da casca de Curatella
americana L., o qual foi extraido com cachaga brasileira, verificou-se sua eficiéncia frente
a bactérias gram-positivas, poliovirus e leishmania, além de apresentar baixo efeito
citotoxico e ndo apresentar atividade hemolitica (de Toledo et al., 2011). Entretanto, outro
estudo realizado com o extrato etanolico da casca de Curatella americana L. por Costa et

al., (2008) mostrou atividade antimicrobiana apenas frente a S. aureus, e resultados
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antifungicos negativos. A auséncia de atividade citotoxica, além de baixa atividade
genotoxica direta do extrato etandlico da casca de Curatella americana L. também foi
verificada por Vilar et al., (2009).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato etandlico das folhas

de Curatella americana L (ExC).

3.2. Objetivos especificos
Quanto ao ExC:
quantificar o teor de polifendis e flavondides;
verificar a presenca de saponinas;
investigar o potencial antioxidande;

avaliar o potencial antimicrobiano.
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5. ANEXO

5.1 Artigo cientifico

O artigo cientifico descrito neste item sera submetido a revista Journal of
Ethnopharmacology, e as normas para submissdo neste periddico encontram-se disponiveis
em:<http://www.elsevier.com/wps/find/journaldescription.cws_home/506035/authorinstru
ctions>
Estrato Qualis-Capes: Medicina Il - B1
Fator de Impacto: 3.014
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Resumo

Introducdo: Curatella americana L. (Dilleniaceae), conhecida popularmente no Brasil
como "lixeira", é uma planta comumente encontrada na regido do Cerrado do Mato Grosso
do Sul. A analise fitoquimica da planta revela a presenca de um conjunto de compostos
quimicos que incluem, terpenos, compostos fendlicos, saponinas e esterdides, 0s quais
podem ser responsaveis pelas acdes bioldgicas descritas pela medicina popular. Neste
contexto, buscamos avaliar a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato etanolico
das folhas de Curatella americana L.

Material e métodos: Foi determinada a quantidade de polifendis e flavondides totais do
ExC, bem como presenca de saponinas. O potencial antioxidante do ExC foi avaliado pelas
técnicas de captacdo de radicais livres DPPH e protecdo hemolitica induzida por AAPH,
seguido da quantificacdo de malonaldeido (MDA). Adicionalmente, foi avaliada atividade
da enzima glutationa peroxidase (GPx) em eritrécitos humanos tratados com o ExC. Para
avaliacdo da atividade antimicrobiana foram realizados testes qualitativo pela técnica de
poco em agar Mueller Hinton frente aos microrganismo Staphylococcus aureus,
Echerichia coli, Candida albicans e de concentracdo inibitéria minima (CIM), através da
técnica de microdiluicdo em microplacas por 24 horas a 37°C em estufa bacterioldgica,
além de caracterizacdo da acdo bactericida (CBM).

Resultados: O EXC apresentou atividade maxima na concentracdo de 25 pg/mL e ICs de
6,0+0,5 pg/mL, mostrando-se intermediario entre os controles acido ascorbico e BHT,
respectivamente, quanto a captacdo do radical livre DPPH. Houve moderada hemolise
basal nas amostras tratadas com ExC, contudo, em todas as concentracdes avaliadas (50 a
125 pg/mL) durante 4 horas os eritrocitos induzidos a hemdlise por AAPH foram
protegidos pela presenca do EXC, o que foi confirmado pela reducdo da peroxidacéao
lipidica indicada pelos menores niveis de MDA nas amostras incubadas com o ExC. Na
concentracdo de 300 ug/mL o ExC foi capaz de aumentar a atividade da GPx.
Adicionalmente, o ExC apresentou atividade antimicrobiana frente & bactéria
Sthaphylococus aureus na concentracdo de 200 mg/mL, com CIM e CBM nas
concentragdes de 1,75 e 6,25 pg/mL, respectivamente.

Conclusdo: Em suma, o extrato etanolico de folhas de Curatella americana L. apresenta
atividade antioxidante e antimicrobiana.

Palavras-chave: Bioprospeccgéo, estresse oxidativo, radicais livres, CIM, CBM.

1. Introducao

Curatella americana L. € popularmente conhecida no Brasil como lixa, lixeira,
marajoara, caimbe, sambaiba e/ou cajueiro-bravo, pertencente a familia Dilleniaceae
(Oliveira & Castro, 2000; Resende & Pinho, 2011). Estudos cientificos indicam efeitos
anti-inflamatorios, analgésicos, anti-hipertensivo e vasodilatador do extrato hidroalcodlico
da casca desta planta (Alexandre-Moreira et al., 1999; Guerrero et al., 2002). Na medicina
popular, infusbes da casca de Curatella americana L. sdo utilizadas também para o

tratamento de resfriado, cicatrizacdo de feridas, ulceras, diabetes, hipertensdo e, o0 decocto
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das folhas € utilizado como antisséptico e adstringente (Vila Verde et al., 2003; Souza &
Felfili, 2006; Ustulin et al., 2009). Assim, € necessaria a ampliacdo dos estudos cientificos
para a verificacdo das potencialidades descritas popularmente.

O deshalanco entre agentes oxidantes e antioxidantes no organismo, favorece o
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), um estado conhecido como estresse
oxidativo. Esta condicdo tem despertado grande interesse uma vez que se encontra na base
de diversas patologias como diabetes, obesidade, doencas cardiovasculares, doencas
neurodegenetivas e cancer, bem como no envelhecimento precoce (Galili et al., 2007,
Barbosa et al., 2008). O uso de substéncias antioxidantes pode contribuir tanto para o
tratamento, como prevencdo destas patologias ou ainda, como coadjuvantes para 0S
tratamentos convencionais (Gillett et al., 2012; Stephen Irudayaraj et al., 2012).

ContaminacGes e infecgbes, bacterianas e fungicas, representam um desafio
constante para o desenvolvimento de novos produtos tanto pela reducdo de efeitos
colaterais em humanos quanto pelos processos de resisténcia microbiana (Seligman, 2004;
Polanco et al., 2012).

Adicionalmente ao que representa a biodiversidade como fonte de novas moléculas
bioativas, a prospeccdo de bioativos vegetais favorece a valoragdo e conservacdo. Neste
contexto, as indicacbes populares e andlises da constituicdo quimica da Curatella
americana L., que inclui a presenca de compostos fenolicos, terpenos, esteroides e taninos
(Ferrdo, 1999), direcionam o objetivo deste trabalho na investigacdo da atividade
antioxidante e antimicrobiana desta planta, potencialmente aplicaveis no desenvolvimento

de novas drogas.

2. Materiais e métodos

2.1 Material botanico

Folhas de Curatella americana L. foram coletadas e uma exsicata foi depositada no
Herbario DDMS da FCBA/UFGD. O material coletado foi seco e triturado. Apds o
procedimento acrescentou-se solucdo etanolica, na proporgdo 1.6 g/mL. O material ficou

em repouso por sete dias, em seguida, filtrado, rotaevaporado e liofilizado.

2.2 Dosagem de polifenois totais
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A concentracdo dos polifendis totais nas amostras foi determinada pelo método
espectrofotométrico descrito por Meda, et al. (2005), utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau. Foram realizadas trés dosagens do ExC, sendo apresentada a média, expressa

em mg de equivalentes de acido galico (EAG)/100 g de amostra.

2.3 Dosagem de flavonoides totais

O teor de flavondides totais foi determinado segundo metodologia descrita na
literatura (Liberio, et al. 2011) com algumas adaptacgdes, utilizando como reagente uma
solugdo de cloreto de aluminio 2% em metanol. Solugbes do extrato etandlico de folhas de
Curatella americana L. (ExC) em metanol:agua (1:1) na concentracdo de 10 mg/mL foram
preparadas. A 4,5 mL de solucdo metandlica a 2% de cloreto de aluminio hidratado foi
adicionado 0,5 mL do ExC. Ap6s 30 minutos em repouso, foram lidas as absorbancias das

solugdes a 415 nm.

2.4 Dosagem de Saponinas
Em 2 mL de etanol foi dissolvido10 mg do ExC. Em seguida adicionou-se 5 mL de
agua fervente, sendo amostra agitada vigorosamente e deixada em repouso por 20 minutos.

A formacao de espuma indica a presenca de saponinas (Barbosa et al. 2004).

2.5 Ensaio de captagéo do radical 2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante do extrato hidroalcodlico de Curatella americana L. foi
avaliada utilizando-se a técnica descrita por Gupta & Gupta (2011), de captura do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) Foram preparadas solu¢Ges de DPPH (0,11 mM),
controles positivos utilizando acido ascérbico (acido ascérbico) e hidroxibutiltolueno
(BHT) e ExC na concentragdo de 20 mg/mL em etanol 80 %. A partir destas foram
realizadas dilui¢bes seriadas (1000, 500, 100, 50, 25, 10, 5, 1, 0,1 ug/mL). As leituras
foram realizadas em espectofotobmetro a 517 nm. A absorbancia de cada amostra foi
dividida pela absorbancia do DPPH e multiplicada por cem para representar a atividade

antioxidante em porcentagem.

2.6 Inducéo de hemolise por AAPH 2,2-azobis (2-amidinopropano) (AAPH)
A protegdo contra peroxidagdo lipidica do extrato foi avaliada pela técnica de

hemolise induzida por 2,2-azobis 2-amidinopropano dihidroclorido, descrita por Valente,
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et al. (2011), Foram coletados 5 mL de sangue total venoso com anticoagulante citrato de
s6dio de um Gnico individuo adulto e saudavel (Protocolo 123/12 do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Universitario da Grande Dourados). O sangue foi centrifugado a
velocidade de 2000 rpm para separagdo dos eritrocitos. As células foram entdo submetidas
a trés lavagens com salina (NaCl, 09%) a 3000 rpm para eliminacdo de possiveis
interferentes, o sobrenadante foi descartado a cada centrifugacdo. Em seguida, foi
preparada uma solucdo de hemacias 10% em salina.

Esta solugdo eritrocitaria foi incubada com agua destilada (inducdo de hemdlise
total) e indutor de hemdlise AAPH (50 mM), isolado ou em conjunto com o antioxidante
padrdo acido ascorbico e EXC nas concentrac@es de 50, 75, 100 e 125 ug/mL, chegando a
uma concentracao final de hemaécias a 2,5%. Foram retiradas aliquotas a cada 1 hora ap6s o
inicio das incubagdes, durante 4 horas. As quais foram lidas em espectrofotdometro a 540
nm. Foram realizados 3 experimentos independentes em duplicata. Os dados séo
apresentados como média = erro padrdo da média, e foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e post test Dunnett's, sendo considerados significantes quando
P<0.05.

2.7 Peroxidacao lipidica de eritrdcitos induzida por 2,2 -azobis (2-amidinopropano)
(AAPH)

Apos o periodo de 240 minutos, manteve-se a incubacdo dos grupos a 37°C com e
sem adicdo de 500 pL de radicais peroxila gerados pela decomposicdo térmica do AAPH
50 mM diluidos em SF 0,9% durante 4 horas. Apds o periodo de incubacao, retirou-se uma
aliquota de 0,5 mL da mistura da reacdo e foi adicionado 0,5 mL de &cido tricloroacético
20% com posterior homogeneizagdo. Dessa mistura, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL e
adicionada em tubos previamente ja pipetados com 1 mL do reagente do 4&cido
tiobarbitarico (TBA) 10 nM e incubados em banho-maria a 94°C por 45 minutos. Apés
esse periodo, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 15 minutos, seguida
da adicdo de 3 mL de butanol, com posterior agitacdo e centrifugacdo como descrito por
Percario, et al. (1994). A leitura da absorbancia do sobrenadante foi realizada em

espectrofotbmetro a 532 nm.

2.8 Atividade da glutationa peroxidase (GPx) em eritrécitos humanos
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A atividade da enzima glutationa peroxidase foi determinada segundo Hafeman et
al., (1974), com algumas modificacGes em solucéo de eritrocitos a 25%. Adicionou-se a 30
uL de amostra, 441 pL de agua destilada, 300 uL. de GSH 2 mM, 300 pL de tampao fosfato
de sodio 0,4 mM e 150 pL de azida sodica 0,01 M. A mistura foi mantida em tubo de
ensaio com capacidade para 5 mL previamente aquecido (37 °C) e deixada em repouso por
5 min em banho-maria a 37 °C. Imediatamente apoés, foi adicionado 300 uL de H,O; 1,25
mM. Ap6s 3 minutos no banho transferiu-se uma aliquota de 400 pL desta mistura a 1600
uL do reagente de precipitacdo (acido metafosforico glacial, EDTA, NaCl). Centrifugou-se
a 3000 rpm por 10 min e adicionou-se 800 uL do sobrenadante a 800 uL de Na,HPO, 0,4
M e 400 pL de acido 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic (DTNB) 40 mg/mL, preparado em
citrato trissodico 1%, a concentracdo final de hemécias foi de 2,5%. Foram lidos em
espectrofotometro a 412 nm antes de 5 min ap6s a adicdo do DTNB. Célculo estabelecido
em 1U = (Maior Absorbancia — Menor Absorbéncia) X 1000. (U = nmol.mg proteina™).

2.9 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos testados foram inoculados em caldo Brain Heart Infusion (BHI)
e incubados a 37 °C por 24 h para reativagdo da cepa de Staphylococcus aureus (ATCC
25231), Echerichia coli (ATCC 8731) e Candida albicans (ATCC 10231). Apds o periodo
0s microrganismos foram semeados em placa contendo agar Mueller Hinton e incubados
novamente a 37 °C por 24 h em estufa bacteriol6gica (Antunes, et al. 2006).

Apb6s o crescimento, o in6culo microbiano foi padronizado em salina em uma
turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland equivalente a 1 x 102 UFC/mL,
e semeado, na superficie das placas de agar Mueller Hinton, com auxilio de swabs estéreis
de forma homogenia. Em seguida foram realizadas perfuracGes de 6 mm de diametro com
tubos de aluminios estéreis e adicionados em cada cavidade o equivalente a 100 ul do ExC
na concentracdo de 200 mg/mL e controles tetraciclina (4 mg/mL) e cetoconazol (2
mg/mL).

A avaliagéo da atividade antimicrobiana foi realizada observando-se a formacéo de
halos de inibicdo ao redor das cavidades padronizadas (NCCLS, 2002; Antunes et al.,
2006).

2.10 Concentragdo inibitoria minima (CIM)
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Foram adicionados 100 pL de caldo Mueller Hinton (CMH) em microplaca de 96
pocos e adicionou-se 100 uL do extrato realizando a microdiluig&o.

A determinacdo da CIM foi realizada com 0s mesmos microrganismos utilizados
para a avaliagdo atividade antimicrobiana descritas no item 2.9. Os cultivos bacterianos
foram ativados através de subcultivos em agar Mueller Hinton durante 24 h a 37 °C.

Ap0s o crescimento, o microrganismo foi padronizado em salina em uma turvacgéo
equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland e diluido 1:10 também em salina. Apés a
diluicdo volumes de 10 pL foram transferidos para as cavidades de microplaca esterilizada,
contendo volume final de 100 puL de caldo Mueller Hinton acrescido das diferentes
concentracdes finais do ExC, resultando em um inoculo final de aproximadamente 10 x 10°
UFC/mL e posteriormente levados a estufa a 37°C por 24 horas. As CIMs (concentracfes
inibitérias minimas) em microdiluicio foram determinadas através de leitura em
espectrofotmetro a 610 nm em microplaca observando a menor concentragdo na qual o

ExC inibiu completamente o crescimento microbiano (Hammer et al., 1998).

2.11 Concentracdo bactericida minima (CBM)

Seguindo as normas do NCCLS (2002), para determinar a CBM retirou-se uma
aliquota de amostras dos po¢os onde ndo ocorre crescimento microbiano e semeou-se em
agar Muller Hinton, as placas foram incubadas a temperatura de 37°C por 24h. A CBM foi
considerada como a menor concentracdo na qual ndo houve crescimento dos

microrganismo nas placas de Petri.

3. Resultados

Determinacdo de polifendis totais, flavondides totais e saponinas
As concentracdes de polifendis e flavondides totais do extrato etandlico de folhas
de Curatella americana L. (ExC) foram determinadas e estdo apresentadas na Tabela 1.

Adicionalmente verificou-se a presenca de saponinas no extrato.

Tabela 1. Determinacdo de polifenois (mg equivalente de acido galico/ 100 g do ExC),
flavoides (mg equivalente de quercetina/ 100 g do EXC) e saponinas do extrato etandlico
de Curatella americana L (ExC).
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Polifendis Flavonoides Saponina

ExC 391+5,0 59+ 3,6 Positivo

Atividade de sequestro de radical DPPH

Considerando a presenca das substancias potencialmente antioxidantes no ExC, foi
realizada a avaliacdo in vitro da atividade de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH). Os resultados (Figura 1 e tabela 2) indicam um potencial de captacéo de
radicais livres com atividade maxima de cerca de 90 % na concentra¢do de 25 ug/mL e
ICs0 de 6,0 + 0,5 pg/mL. A mesma atividade antioxidante foi observada nas concentragdes
de 10 ug/mL e 500 ug/mL com ICs, de 1,8+0,4 e 18,3+4,5 para 0s controles &cido

ascorbico e BHT, respectivamente.
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Figura 1: Atividade antioxidante: capacidade do extrato etandlico de folhas de Curatella
americana L. (ExC) e dos padrBes acido ascorbico e BHT em % de seqliestrar o radical livre
DPPH. Foram realizados 3 experimentos independentes realizados em triplicata.

Tabela 2. 1Cx € atividade maxima (%) de captacdo do radical livre DPPH do extrato etandlico de
Curatella americana L. e antioxidantes padrdes (acido ascérbico e BHT).

Tratamentos 1Cs0(ug/ mL) F n** Atividade maxima
relat*

% ug/ mL
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Acido ascorbico 1,8+0,4 0,3 2 92,3+0,8 10
BHT 18,3+4,5 3,0 2 93,7+1,3 500
ExC 6,0+0,5 3 96.5+1,2 25

*F relat = fator relativo (razdo entre o valor do ICsy do EXC e ICso da &cido ascorbico e
BHT)
**n = ndmero de experimentos independentes realizados em triplicata

Atividade hemolitica

Foi observado hemolise basal do EXC nos 240 minutos de experimento, visto que o
controle &cido ascorbico ndo apresentou diferenca em hemolise em nenhum momento
(Figura 2)

401
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Figura 2: Atividade hemolitica do ExC na concentracdo de 125 ug/mL em eritrécitos submetidos
a AAPH. A suspensdo de eritrocitos a 2,5% foi submetida & AAPH 50 mM por 4 horas e com
diferentes concentra¢fes de ExC. Os resultados foram expressos como media + erro padrdo. **
P<0,01 vs Controle (He-2,5%). Foram realizados 3 experimentos independentes realizados em

triplicata.

Atividade anti-hemolitica
O potencial anti-hemolitico do ExC foi avaliado em eritrocidos submetidos a
peroxidacdo lipidica e conseqgliente hemolise induzida por 2,2-azobis 2-amidinopropano

dihidroclorido (AAPH) durante 4 horas. Verificou-se que o EXC protegeu os eritrdcitos da
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hemolise de forma tempo e ndo dose dependentes, atingindo maior atividade aos na dose
de 125 pg/mL aos 120 e 180 minutos , comparado o acido ascérbico que ocorre na dose de
125 pg/mL aos 120 min (Figura 3).



60 min

Hemolise (%)
w
?

** KKk
10+
dxk  KEE pkk  gkk
0-
\]
N4

S H S H
Q‘?‘@’\o\,@/\@

x Acido ascorbico ExC
¥ AAPH
180 min
50-
— 40
S
9 30+
S
520- B
I
10+
O_
e PP SO
v
Q@" Acido ascoérbico ExC
AAPH

38

120 min

Hemolise (%)
w
o

*** ***
k% *kk *%k%k
0_
P N

QS X
Q\*@«@

x Acido ascorbico ExC
AAPH

240 min

20 Kxx  KEF kkk

8 | TP

S o
X @ A S

Hemolise (%)
w
<

'\,
x Acido ascérbico ExC

AAPH

\z\Q/

Figura 3: Hemacias + AAPH 50 mM (He + AAPH) com diferentes concentragdes do
padrdo antioxidante acido ascorbico e EXC nas concentracdes de 50, 75, 100, 125 pg/mL,
comparado com o indutor de hemolise AAPH. Os resultados sdo expressos como média +
erro padrao. *** P<0,001 vs He + AAPH. Foram realizados 3 experimentos independentes

realizados em triplicata.

Determinacéo da concentragdo de malonaldeido (MDA)

Considerando a protecdo anti-hemolise observada e a liberacdo de malonaldeido

(MDA) durante o processo de peroxidacdo lipidica, avaliou-se a concentracdo deste

produto apds 240 min de incubagdo dos eritrocitos com AAPH na maior concentragao

testada (125 pg/mL). Os eritrocitos incubados com o ExXC, similarmente aos incubados
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com o &cido ascorbico, apresentaram concentragcdes reduzidas de MDA comparados ao
controle (P<0.001) (Figura 4).
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Figura 4: Concentracdo de malondialdeido (MDA) em eritrécitos na concentracdo de 2,5
%, apds 240 min da adigdo de AAPH 50 mM e Salina (Controle, NaCl 0,9%), &cido
ascorbico (125 ug/mL) e ExC (125 ug/mL). ***P<0,001 vs controle. Foram realizados 3
experimentos independentes realizados em triplicata.

Avaliacdo da atividade da glutationa peroxidase (GPx) em eritrdcitos humanos

Adicionalmente a atividade antioxidante per se do extrato, foi avaliado seu
potencial de induzir o sistema antioxidante enzimatico, sendo avaliada a atividade da
enzima glutationa peroxidase (GPx) em eritrocitos incubados com diferentes concentracfes
do ExXC. Os resultados obtidos mostram que o ExC na concentracdo de 300 pg/mL foi

capaz de induzir um aumento de 85 % na atividade da GPx.
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Figura 5: Atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx) em eritrocitos
humanos submetidos a incubag¢do com diferentes concentragdes de ExXC (10 a 300 ug/mL)
por 180 minutos. ***P<0,001 vs He 2.5%. Foram realizados 3 experimentos
independentes realizados em triplicata.

Atividade antimicrobiana

O ExC mostrou atividade antimicrobina frente a bactéria gram positiva S. aureus
apresentando halo de inibicdo de 56 % do valor apresentado para a tetraciclina. Contudo,
frente aos demais microrganimos testados nédo foi observada atividade do extrato (Tabela
3).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato etanélico de folhas de Curatela americana
L. (ExC).

_ Hal_o de i#nibigéo (mm) CIM CBM

Microrganismo Antlzlﬁ];ﬁﬂ?nos (200Er;(;/:m|_) (ug/mL) (ug/mL)
S. aureus 39,3+0,6 220+1.2 1,55 6,25
E. coli 300+£1,2 N/i N/i N/i
C. albicans 240+1,2 N/i N/i N/i

*= cetoconazol e tetraciclina. *N/i : N&o apresentou inibic&o para o microrganismo testado.

4. Discusséo

Pela primeira vez, foi demonstrado o potencial antioxidante do extrato etanélico das
folhas de Curatella americana L, e confirmada sua acdo antimicrobiana contra S. aureus,
ambos relacionados a condicbes de salde humana de grande interesse para 0
desenvolvimento de novas drogas.

O balango oxidativo no organismo é regulado enddgena e exogenamente, estando o
excesso de radicais livres ligado a diversas patologias (Barnabe et al, 2008; Barbosa et al,
2008; Galili et al, 2007). O controle exdgeno inclui especialmente a ingestdo de moléculas
antioxidantes, as quais em grande parte sdo encontradas nos vegetais. A constituicdo
quimica destas plantas tem revelado que além dos tocoferois, os flavonoides podem
exercer tal funcdo (Middleton 1998; Dryden et al, 2006). O efeito captador de radicais

livres DPPH do EXC apresentou-se intermediario entre os controles BHT e é&cido
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ascorbico, sendo aproximadamente 3 vezes maior ao do padrdo BHT. Vale ressaltar que
ambos os controles utilizados sdo moléculas isoladas, o que estimula os estudos para o
isolamento de compostos a partir do extrato, no qual ja identificamos a presenca de
polifendis e flavonodides. Armania e cols. (2013), investigando uma planta da familia
Dilleniaceae, a Dillenia suffruticosa, identificaram a presenca de polifendis, embora em
menor quantidade que observamos na Curatella americana, e correlacionaram estes
compostos com a atividade antioxidante revelada pelo estudo. Além destes, outro
composto semelhante entre estas duas plantas sdo as saponinas (glicosideos de esterdides
ou terpenos policiclicos) que tém se mostrado um agente anti-inflamatério e
hipocolesterolemiante, hipoglicemiante, mas que entretanto, é capaz de causar
desestabilizacdo da membrana celular e induzir hemdlise decorrente de sua acgdo
emulsificadora (Francis et al, 2002; Glauer et al, 1962; Narsi & Bem Salen, 2012;
Monterrosas-Brisson et al, 2013; Gilabert-Oriol et al, 2013; VVoutquenne, 2002).

Embora o ExC tenha induzido aproximadamente 10% de hemolise em condi¢éo
basal, houve reducdo da peroxidacao lipidica induzida pelo AAPH, protegendo as células
da morte celular de maneira tempo mas ndo dose dependente, diferentemente &cido
ascorbico, o qual € um composto facilmente oxidavel em pH neutro ou alcalino e que perde
facilmente suas propriedades antioxidantes (Vasconcelos et al, 2007). Durante a
peroxidacdo lipidica é gerado o malonaldeido (MDA), que se apresentou reduzido nos
eritrécitos incubados com o EXC. Experimento realizado por Hseu et al (2008) com extrato
aquoso das folhas de Toona sinensis, também observaram também a reducdo dos niveis de
MD, protegendo da peroxidacao lipidica. Vale ressaltar que danos a membrana celular por
processo de peroxidacdo lipidica induzida por espécies reativas estdo presentes em
patologias como envelhecimento precoce, diabetes, aterosclerose, hipertensdo, obesidade e
cancer (Galili et al., 2007; Barbosa, 2008). Adicionalmente, elevados niveis de estresse
oxidativo observados em pacientes diabéticos com problemas coronarianos tém sido
correlacionados atividade reduzida da GPx (Dandana et al., 2011).

A GPx, catalisa reacfes de perdxido de hidrogénio (H,O;) a &gua protegendo a
célula da peroxidacdo lipidica (Day, 2009), assim como observado para os eritrocios
humanos incubados com diferentes concentracbes do ExC. Avaliando-se a atividade da
GPx, verificamos que o ExC foi capaz de elevar sua atividade enzimatica na maior dose

testada.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Armania%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23353897
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Além de atividade antioxidante, os flavonoides também exercem atividade
antimicrobiana, como observado por El-Azizi, et al. (1980), que isolaram do extrato
etanolico de folhas de Curatella americana L o flavondide glicosidio avicularina com este
potencial. A acdo de desestruturacdo da membrana celular bacteriana e fungica causada
por compostos vegetais levam os microrganismos a morte (Fernandes et al., 2005). Além
desta possivel acdo, as saponinas também aumentam a proteina inibidora do ribossomo
levando o microrganismo a morte (Park et al., 2002 ;Vivanvo et al, 1999). Foi observado,
que o ExC foi eficiente apenas para a bactéria gram-positiva S. aureus na presenca do ExC
de forma semelhante a observada por Costa et al., (2008). Contudo, Toledo et al., (2011)
evidenciaram a atividade antimicrobiana do extrato bruto de cachaca brasileira da casca de
Curatella americana L. sobre uma diversidade maior de microrganismos, S. aureus, C.
albicans e C. parapsilosis; A diferencga entre estes resultados pode decorrer da amplitude
de compostos extraidos pelos diferentes métodos empregados, da utilizacdo de diferentes
partes da planta, bem como do local e época de coleta, uma vez que todos estes parametros

influenciam na composicdo quimica do extrato avaliado.

5. Concluséo
Em conjunto, este estudo mostrou que o extrato etandlico de folhas de Curatella
americana L. possui potencial antioxidante e antimicrobiano, abrindo perspectiva para

novos estudos direcionados ao isolamento e identificacdo de novas moléculas.
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