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RESUMO

Cocos nucifera Linn. é uma palmeira tropical cujo fruto é utilizado para fins alimenticios,
cosméticos, artesanais e medicinais. No entanto, a investigacdo das demais partes desta
espécie é incipiente. Pesquisas sobre atividades terapéuticas de plantas usadas pela populagdo
sdo incentivadas pela Organizacdo Mundial de Saude e no Brasil, fomentada por 10 mil
espécies vegetais catalogadas e apenas 10% avaliadas com relacdo a suas atividades
bioldgicas e seguranca. A Resolugdo do Conselho Federal de Enfermagem n° 197/1997
respalda o uso de plantas na préatica da assisténcia em Enfermagem e atrelado a necessidade
de alternativas diante da multirresisténcia microbiana e doengas oxidativas que sdo agravos
contemporaneos da humanidade, realizou-se esta pesquisa experimental pré-clinica no
programa de Mestrado em Enfermagem da Universidade Federal de Alagoas, com objetivo de
investigar a atividade antimicrobiana, citotoxica e capacidade sequestradora de radicais livres
dos extratos brutos etandlicos das folhas, peciolo e casca do caule do Cocos nucifera L.
(coqueiro ando verde) in vitro. Foram avaliadas as atividades antimicrobianas dos extratos
frente as bactérias Gram positiva: S. aureus e Gram negativas: E. coli e P. aeruginosa e ao
fungo Candica albicans pelos métodos de difusio em Agar e identificacdo das Concentracdes
Inibitorias Minimas pela microdiluicdo. Realizou-se teste de citotoxicidade em células da
linhagem J774 pelo MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio] e
verificacdo do potencial antioxidante pelos métodos qualitativo e quantitativo da capacidade
sequestradora de radicais livres. Os resultados confirmaram o potencial antioxidante frente ao
radical sintético DPPH com Clso de 135,03 £ 0,04 pg/mL e 179,22 +2,1 pg/mL dos extratos
do caule e folha respectivamente, enquanto os extratos do peciolo e folha etandlica/metandlica
(EtOH/MeOH) apenas apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres no ensaio
qualitativo. Os extratos do peciolo e folha do Cocos nucifera L. inibiram o crescimento
bacteriano de S. aureus e P. aeruginosa com menor concentracdo inibitoria do crescimento
10mg (5%). N&o houve inibicdo do crescimento de E. coli e C. albicans na concentracédo de
1,5 x 10° UFC pelos extratos a 10%. Os extratos brutos do C. nucifera Linn. ndo apresentaram
citotoxicidade nas concentracdes de 200 e 100 pg /mL; o extrato bruto etandlico do peciolo
ndo causou citotoxicidade na concentragdo de 1000 pg/mL. O solvente DMSO 2% foi
citotoxico, o que inviabilizou a analise dos extratos a 2000ug. Os resultados comprovam a
existéncia de atividade sequestradora de radicais livres, antimicrobiana e a auséncia de
citotoxicidade em alguns dos extratos brutos das folhas (lamina), peciolo e casca do caule do
Cocos nucifera Linn coletado em solo Alagoano.

Palavras chaves: Enfermagem. Pesquisa experimental. Cocos nucifera Linn. Antioxidantes.
Antimicrobiano. Citotoxicidade. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Cocos nucifera Linn is a tropical palm tree whose fruit is used for alimentary, cosmetics,
handmade and medicinal purposes. However the research from other parts of this species is
incipient. The researchs about therapeutic activities from plants used by population is
encouraged by the Health World Organisation and, in Brazil, fomented by 10 thousand
vegetable species cataloged and only 10% evaluated with respect to their biological activities
and safety. The resolution No. 197/1997 of the Federal Council of Nursing endorses the use of
plants in the practice of nursing care and linked to the need for alternatives against microbial
multirresistance and oxidative diseases which are problems contemporaries of humanity. This
preclinical experimental research was performed at the Master’s Program in Nursing at the
Federal University of Alagoas in order to investigate the antimicrobial activity and
cytotoxicity and free radical scavenging capacity of crude ethanol extracts of the leaves, stem
and stalk's husk of Cocos nucifera L. (coconut palm) in vitro. It was evaluated the extract's
antimicrobial activities against the Gram positive bacteria: S. aureus and Gram negative: E.
coli and P. aeruginosa and C. albicans fungus by Agar diffusion methods and identification
of the Minimum Inhibitory Concentrations by microdilution. It was performed cytotoxicity
assay in J774 lineage cells by MTT [3 - (4,5-dimethylthiazol-2) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide] and verification of the antioxidant potential by qualitative and quantitative methods
of free radical scavenging ability. The results confirmed the antioxidant potential against the
DPPH with CI50 of 135.03 £ 0.04 mg / mL and 179.22 + 2.1 mg / mL from extracts of stem
and leaf respectively while stem and ethanolic and methanolic leaf only showed free radical
scavenging capacity in qualitative assay. The extracts of stem and leaves of the Cocos
nucifera L. inhibited bacterial growth of S. aureus and P. aeruginosa with lower growth
inhibitory concentration of 10mg (5%). There was no growth inhibition of E. coli and C.
albicans at a concentration of 1.5 x 10° UFC with extracts by 10%. The crude extracts of
Cocos nucifera Linn didn't showed cytotoxicity at concentrations of 200 and 100 mg / mL;
crude ethanol extract of the stem did not cause cytotoxicity at concentration of 2000 mg / mL.
The DMSO 2% solvent was cytotoxic, making unfeasible analysis of the extracts at 2000ug.
The results confirm existence of free radical scavenging and antimicrobial activity and
absence of cytotoxicity in some of crude extracts of the leaves, stem and stalk's husk of the
Cocos nucifera Linn collected in Alagoas soil.

Keywords: Nursing. Experimental research. Coconuts. Antioxidants. Antimicrobial. Toxicity.
Medicinal plants.
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1.1 Uso etnoboténico de plantas como recurso terapéutico

Plantas com propriedades terapéuticas tém sido utilizadas desde a antiguidade no
tratamento de doencas que acometem o ser humano e suas propriedades curativas e tdxicas
foram descobertas ao acaso durante a busca por alimento. O interesse por alternativas naturais
atreladas ao aperfeicoamento das técnicas de extracdo e identificagdo dos constituintes das
plantas possibilitou elucidar principios bioativos utilizados posteriormente em medicamentos
de relevancia mundial, dentre eles a morfina, a atropina e o acido salicilico.?

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) tem incentivado o uso de plantas com
propriedades terapéuticas. No Brasil, o Ministério da Saiude (MS) tem investido na
aplicabilidade de terapias ndo convencionais na rotina dos servicos de saude, para o
tratamento e prevencdo de agravos a saude, como a instituicdo da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC/2006), que tem impulsionado a
universalizacdo do acesso ao Sistema Unico de Satde (Sus)® e junto a criacdo da Relagdo
Nacional de Plantas com Propriedades Terapéuticas de Interesse ao Sus (RENISUS/2009)
constituida de espécies com potencial gerador de produtos para o Sus.*

Essas iniciativas sdo fomentadas pelo fato do Brasil deter a maior biosfera do
planeta, com 55 mil espécies catalogadas, correspondendo a 22% das conhecidas no mundo.
Destas, 10 mil sdo medicinais, aromaticas e Uteis com apenas 10% dos vegetais brasileiros
avaliados quanto a suas atividades bioldgicas.> ®

Propriedades terapéuticas de produtos naturais tem sido alvo de pesquisas que
investigam as atividades bioldgicas de plantas medicinais orientadas pelo uso popular, como o
alho (Allium sativum L.) que foi usado na forma de cataplasma para a cicatrizacdo de feridas
infeccionadas desde os tempos da Babilonia (3.000 anos a.C). Esta espécie € uma das 70 que
se encontra na RENISUS.’

Médicos chineses também foram precursores na utilizacdo de plantas e usavam 0s
bolores para o tratamento de tumores e na cicatrizacdo de feridas infeccionadas. Os
Sumerianos curavam as feridas com emplastos feitos com vinho, cerveja, zimbro e ameixas.®
A banana (Musa spp) possui relato etnobotanico de ser utilizada in natura ou cozida para
diarréias e pesquisas reunidas em revisao integrativa confirmam atividade anti-helmintica.’

Florence Nightingale considerada a fundadora da Enfermagem moderna e referéncia
na atualidade, usou varias plantas na forma de chas por via oral para tratar moléstias, com
cautela na dose para ndo provocar intoxicacdo.™® A utilizacdo de plantas pela Enfermagem

brasileira remota de Ana Néri, que serviu de voluntaria na mais sangrenta luta armada da
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América do Sul — a Guerra do Paraguai (1865-70), quando fazia remédios caseiros, dentre
eles um a base de pimentao amarelo como potente antinflamatério.**

Pesquisadores brasileiros tém realizado estudos experimentais, inclusive com
espécies vegetais, na busca de atividade antinflamatdria, antimicrobiana e cicatrizante
destinadas ao tratamento de feridas, considerado problema de satde ptblica.'** Em outros
paises também, como no Paquistdo™ - Berberis liceum, na Australia’® - mel e 6leo essencial
derivados da Lavandula x allardii; no Brasil, screening fitoquimico identificou acéo
cicatrizante e antimicrobiana em extratos da banana da terra (Musa sapientum).*’

Cresce a participacdo da Enfermagem na pesquisa basica e na busca das
potencialidades biologicas de plantas com vistas a novos fitoterapicos, préaticas alternativas,
ensaios pré-clinicos e clinicos. Observada nos esfor¢cos do Nucleo de pesquisa e inovacao

tecnolégica em tratamento de feridas - Lptf / Ufal'®

, No grupo de préticas alternativas da
USP*, no grupo que busca de larvicidas da Universidade Federal de Goias®, no estudo de
produtos naturais aplicados & saide da Faculdade de tecnologia e ciéncias de Salvador,® no
grupo de fitoterapia da Universidade Federal de Pernambuco? dentre outros.

Em consulta ao diretério dos Grupos de Pesquisas no Brasil/CNPg®® em dezembro de
2012, com os descritores Enfermagem and plantas obteve-se como resultado onze grupos,
destes, seis realizam ensaios experimentais. Associando-se Enfermagem and ensaios foram
encontrados trés grupos, um fluminense voltado para pesquisas em feridas®*, um do Mato
grosso do Sul na area de genética® e um do Maranhdo que investiga doencas transmissiveis
por meio de pesquisas clinicas?®. Com os descritores Enfermagem and experimental
encontrou-se dois grupos, um de Sergipe e um de Mato Grosso do Sul; cujas linhas de
pesquisas investigam lesdo trauméatica’ e stress® respectivamente. Foram desconsiderados os
grupos repetidos no cruzamento dos descritores ensaios e experimental.

A utilizacdo de plantas com seguranca ainda é restrita as que foram exploradas
cientificamente?® e que apresentem garantia da qualidade do material botanico, nio apenas aos
aspectos fisico-quimicos, mas também no aspecto microbioldgico, visto que materiais
vegetais podem conter grande nimero de fungos e bactérias, pertencentes a microbiota natural
ou introduzido durante a manipulacdo. Esta contaminacdo pode ser intensificada com o tempo
e ndo somente comprometer o material em si, mas também o usuério.*

Na area de Enfermagem, observa-se que 0os modelos de pesquisas das disciplinas
béasicas foram suprimidos pelos da psicologia e sociologia com distanciamento da area médica

e das disciplinas basicas comuns no campo multiprofissional da salde, para cultivar modelos
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de pesquisa exploratéria, social, historica e tedrica. Isto se fez necessario pelo contexto
historico e pela busca da identidade propria da profissdo, asociado ao modelo de assisténcia
com escassa mao de obra sob supervisdo de uma enfermeira.*

A integracdo da ciéncia basica a pesquisa em Enfermagem é um tema em expansdo
nos Estados Unidos da América (EUA) e pouco explorada no Brasil. Entretanto, a busca pela
pratica profissional subsidiado pelo conhecimento cientifico e baseado em evidéncias tem
conduzido enfermeiros brasileiros a participarem da producdo e inovagdo do conhecimento
basico; nessa perspectiva, tem-se a pesquisa experimental com Chamomilla recutita
(Camomila) que apresentou atividade antinflamatéria frente a flebite por infusdo intravenosa
de quimioterépicos, o estudo do sabdo de Aloe vera'® como redutor das reaces topicas por
radiacdo e o estudo que fez analise microbiolégica em kits para aerossol.*** Em nossa
escola/UFAL, estudos com espécies vegetais tém sido realizadas quanto as atividades
antimicrobianas, cicatrizante, antinflamatoria, capacidade sequestradora de radicais livres e
testes de toxicidades em carater pré-clinico in vitro e in vivo com vistas a expansao clinica.

Além de consumir novas tecnologias, acredita-se que o enfermeiro deva transformar
sua pratica diaria, gerando inovacOes, estimulando para que sejam testadas e sistematizadas
através de pesquisas cientificas. Na década de 1990, um projeto desenvolvido pela
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), gerou 33 produtos, nove desses foram
patenteados, demonstrando o potencial da enfermagem na producdo de tecnologias. No
periodo de 1990-2009, foram encontradas na base de patentes do INPI 25 solicitagdes de
registro relacionadas a area de enfermagem. Observa-se que as necessidades basicas do
usuario relacionadas a higiene e assepsia lideram (36%) das invencgdes patenteadas, seguidas
pela administracdo de medicamentos (28%) e conforto do paciente (12%). Partindo da
premissa que estas necessidades demandam tempo e esforco fisico do profissional.*?

Respostas aos grandes enigmas da humanidade, como o mapeamento do genoma
humano, o complexo delineamento da estrutura biomolecular e muitos processos
fisiopatologicos foram explicados gracas aos conhecimentos oriundos de pesquisas nas
ciéncias basicas; dessa forma, é imprescindivel que também a Enfermagem, enquanto ciéncia
avance nestas questdes com perspectivas de ampliacdo do conhecimento em multiplas areas.

Observa-se a expansdo da Enfermagem na pesquisa béasica, através da revisao
integrativa que reuniu a producdo de pesquisas experimentais em enfermagem realizadas no
periodo de 1997 a 2010 com buscas na Biblioteca Virtual em Saide (BVS) com o descritor

“experimental research in nursing” onde foram encontrados 6.022 estudos na MEDLINE, 39
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no LILACS, 04 no IBECS, 01 na base especializada MedCarib e 03 no Acervo da biblioteca
da Organizagdo Pan-Americana de Satde.*®

No que se refere ao uso de plantas na pratica da assisténcia em Enfermagem a
Resolucdo do Conselho Federal de Enfermagem/COFEN n° 197/1997, na area de fitoterapia,
“Estabelece e reconhece as terapias alternativas como especialidade e/ou qualificacdo para o
enfermeiro”. Correlacionam-se terapias alternativas a utilizacdo de plantas com propriedades
medicinais. Estudo realizado no Programa Salde da Familia (PSF) identificou a importancia
da Enfermagem para a adesdo ao uso de fitoterapicos pelos usudrios, visto que tratamentos
alternativos no atendimento primério a satde é inquestionavelmente benéfico & populago.®”®
Dentre os quais, chas anti-hipertensivos, laxantes, excitantes e tranquilizantes.

A atividade de plantas com propriedades terapéuticas contra processos infecciosos tem
estimulado o desenvolvimento de pesquisas na busca de novos compostos, principalmente em
decorréncia da resisténcia das bactérias aos tratamentos convencionais.** Neste enfoque,
existe a iniciativa de um grupo de pesquisadores enfermeiros da Universidade Federal de
Alagoas que desenvolve pesquisas com espécies vegetais da flora alagoana na busca por
atividade antimicrobiana e cicatrizante de feridas com foco na pesquisa basica experimental
nas modalidades in vitro e in vivo, dentre os publicados, estdo: o estudo do potencial
antimicrobiano dos extratos da Zeyheria tuberculosa®, do 6leo do C. nucifera®, o estudo das
atividades antimicrobiana e cicatrizante da Piper hayneanum®" e os estudos de citotoxicidade
de extratos das Polygonaceaes*, Merremia Aegyptia* e Swartzia apetala Raddi. **

Para tanto, foi implantado em 2010 o Laboratério de Pesquisa em Tratamento de
Feridas (LpTF/Ufal/) onde desenvolvem-se pesquisas com alunos de mestrado e da graduacéo
com apoio financeiro de agéncias de fomento como a Fundacdo de Amparo a Pesquisa no
Estado de Alagoas (FAPEAL), CNPq e Banco do Nordeste do Brasil (BNB). Com atividades

multidisciplinares em parceria com outros laboratorios da UFAL.

1.2 Micro-organismos, feridas e antimicrobianos

A acdo do microorganismo patdgeno se disseminar e desencadear eventos biologicos
gue promovem o adoecimento do organismo agredido resulta em infeccdo. Varios micro-
organismos, principalmente, as bactérias tém apresentado resisténcia a maioria dos
antimicrobianos disponiveis. Para tanto, inovac¢@es tecnoldgicas como a procura de novos
farmacos de origem vegetal ou sintética agregados as medidas de biosseguranca séo sugeridas

para o problema da multirresisténcia.*®
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As infecgdes estafilococicas podem ser graves em recém-nascidos, idosos, pacientes
cirtrgicos, com cancer, diabéticos e imunossuprimidos. O S. aureus é uma bactéria Gram
positiva presente na microbiota normal do corpo humano, porém atua numa gama de
infecgBes. Causa doencas superficiais, invasivas e toxicas, inclusive artrite séptica. E a
principal causadora de infeccGes em feridas cirdrgicas e sua importancia clinica desponta
devido ao aumento de infeccdes hospitalares graves causadas por cepas multirresistentes.*>

O aparecimento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina — MRSA e com
reduzida susceptibilidade a vancomicina (VISA - S. aureus vancomicina-intermediario
resistente) tém sido preocupacdo em todo o mundo. Esta situacdo agrava-se em relagdo a
facilidade de transmissdo deste patdgeno e sua resisténcia ao grande numero de antibioticos.
Alem da resisténcia cruzada a todos os antibidticos beta-lactamicos e meticilina, também
apresenta-se resistente aos macrélidos, aminoglicosideos, tetraciclina, rifampicina e
quinolonas, permanecendo os glicopéptidos como uma das poucas opcOes terapéuticas.
Contudo, o uso extensivo de glicopeptideos levou ao surgimento de cepas
glicopeptideorresistentes.*’

Diante deste cenario, é evidente a necessidade de novos antimicrobianos e mais
potentes. Assim, duas novas classes foram introduzidas nas ultimas décadas: as
oxazolidinonas e 0s lipopéptidos ciclicos. Esses agentes sdo daptomicina (lipopeptideo
ciclico) e linezolida (oxazolidinona).>*® No entanto as buscas sdo progressivas inclusive
através de modificacdo molecular como estratégia promissora na concepcdo e
desenvolvimento de andlogos de drogas com melhor biodisponibilidade, maior atividade
intrinseca e menor toxicidade.>

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram negativa aerObia podendo crescer
anaerobicamente na presenca de nitrato e versatil nos requerimentos nutricionais, o que Ihe
permite crescer em meios simples; a maioria produz pigmentos como a piocianina e a
piorrubina. E um dos principais agentes de infeccdo em individuos imunodeprimidos e no
ambiente hospitalar. Sua importancia clinica basea-se na dificil erradicacdo da infeccéo,
consequéncia da viruléncia, resisténcia natural e adquirida a muitos antibidticos. Destaca-se
pela formacdo de camada de aspecto mucoide - slime, importante na formacéo de biofilmes.
Os principais mecanismos de resisténcias sdo a producdo de B-lactamases e enzimas que
modificam antibi6ticos das classes dos aminoglicosideos e carbapenemases, considerado no

Brasil, como problema endémico.*
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Considerada oportunista, a P aeruginosa, no ambiente hospitalar, coloniza os
pulmdes de praticamente todos os pacientes com fibrose cistica e em todos os casos prevé
infeccBes invasivas. E mais devastador em queimados, e representa um dos principais agentes
de infecgdo hospitar em casos de pneumonia, infecgdo urinaria, infeccdo de feridas cirdrgicas
e bacteremias; além dos sistemas respiratério, nervoso central, urinario, endocardite,
infeccOes superficiais, de tecidos moles, 6sseos e nas articulagdes.®

Estudo da avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana da E. coli revelou 40% de
resisténcia a ampicilina e 40% de resisténcia intermediéria a associagdo ampicilina-sulbactam.
Estes percentuais alertam as autoridades sanitarias e comunidade cientifica a fim de buscar
alternativas de combate a este patdgeno®® Uma pesquisa identificou um novo antibiético
lipopeptideo ciclico (Battacin) contra bactérias Gram-negativas multirresistentes, inclusive
para E. coli; no entanto néo esgota o problema diante do histérico de resisténcia adquirida.

Candida albicans € o agente patogénico mais prevalente dentre os fungos em seres
humanos e a principal fonte de risco de morte nas fungemias nosocomiais. Responsavel por
50 a 70% de todas as infeccdes invasivas do género, o que caracteriza sua alta viruléncia,
produzem toxinas e enzimas extracelulares que constituem os fatores mais importantes para o
desencadeamento de infecgdes.™®

A colonizacdo por Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli ou Candida albicans em feridas sdo agravantes para o retardo na cicatrizacdo, bem como
para o quadro clinico do paciente.

A ferida consiste na interrup¢cdo da continuidade do tecido corp6reo provocado por
trauma ou desencadeada por afeccdo que acione as defesas do organismo.> Feridas
incisionais, geralmente, cicatrizam por primeira intencdo quando as bordas estdo
aproximadas, entretanto infeccbes em seu leito provocam deiscéncias e atrapalham a
cicatrizacdo que passa a acontecer por terceira intencdo, quando as bordas estdo equidistantes,
0 que promove maior tempo nas hospitalizacdes e torna o tratamento mais oneroso.*® O
tratamento de feridas vai além da realizacdo do curativo, extende-se a escolha adequada da
substancia ativa e viavel do ponto de vista socioecondmico e conforto individual.®*

Feridas infectadas sdo as que sofrem colonizagdo microbiana e consequentemente
tém sua cicatrizacdo retardada. As feridas que ndo progridem através dos estagios normais da
cicatrizacdo tém etiologias diversas e geralmente ocorrem em pacientes com condicdes

predisponentes, tais como doenca venosa, arterial, neuropatia e imunossupresséo, tornando o
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hospedeiro susceptivel a infeccdo.®® Um estudo identificou o género Pseudomonas como o
pat6geno presente na maioria das feridas cronicas com média de seis meses de tratamento. *

As infecgBes por micro-organismos retardam ou impedem a cicatrizagdo de feridas,
particularmente na forma de biofilmes que sdo compostos de micrébios embebidos numa
matriz polimérica que impede a acéo de antimicrobianos e lhes permite resistir as defesas do
hospedeiro. O estudo de biofilmes introduziu o novo paradigma de infecgdes microbianas
cronicas visto que se constituem em comunidades polimicrobianas com relagdes sinérgicas
entre 0s micrébios que alteram a viruléncia e patogenicidade destes.®*”

A ocorréncia de feridas cronicas tém crescido consideravelmente, impulsionada pelo
envelhecimento da populacdo, aumento dos casos de obesidade e diabetes mellitus.®® O
mercado dispde de diversos produtos que apresentam bons resultados no tratamento de
feridas, entretanto com o complicador financeiro, 0s precos desses curativos industrializados
torna-os inacessivel a maioria da populacdo. Atualmente, uma placa de hidrocoloide 10x10cm
custa em media R$2,50 e a unidade da pomada Saf gel® de 85g chega a custar R$75,00.

As feridas cronicas, com periodo superior a trés semanas, custam ao sistema de saude
dos EUA em torno de 25 bilhdes de délares por ano.®® No Brasil, este custo é de R$ 98,90 a
180,00 reais por dia com base em estudo realizado em tratamento ambulatorial. O custo para o
sistema de salde nos casos de internacdo para os portadores de Ulceras de pressdo €
consideravelmente maior, em média 45% mais elevado que o ambulatorial.”’A incidéncia de
Ulcera por pressdo é considerada como indicativo da qualidade dos servicos de satde. Quando
ocorre a infec¢do da uUlcera o problema é ainda maior, pois aumenta o tempo de internacao,
expbe o paciente a morbimortalidade, além da sobrecarga de trabalho para Enfermagem e
aumento nos custos hospitalares.”

Tendo em vista que, no Brasil, aproximadamente 100 milhGes de pessoas ndo tém
acesso a medicamentos industrializados, esses dados estimulam pesquisas que busquem em
espécies vegetais com propriedades medicinais, alternativas para o tratamento das afeccdes do
ser humano e, em especial, aquelas que afetam o sistema tegumentar, como as feridas.’*>

A introducdo dos antimicrobianos na sociedade contribuiu decisivamente para a
diminuicdo das taxas de morbimortalidade, particularmente, das doencas infecciosas e
bacterianas. A partir do uso da penicilina e sulfonamidas ocorreu crescente progresso no
isolamento e desenvolvimento de agentes antimicrobianos utilizados na terapia das doengas
decorrentes da acdo dos micro-organismos.”* Com o avancar das tecnologias e pesquisas,

novos agentes antimicrobianos foram descobertos e produzidos em escala industrial.
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Nesta perspectiva, classificam-se os antimicrobianos como “especificos” - aqueles
que agem sobre o organismo invasor ¢ ndo afetam o hospedeiro e “inespecificos” - aqueles
que matam ou inibem o crescimento microbiano. Outra classificagdo adotada separa
antimicrobianos em bactericidas ou fungicidas, quando matam 0s micro-organismos, e
bacteriostticos ou fungistaticos, quando atuam apenas impedindo o crescimento.” O uso
indiscriminado dos antimicrobianos junto ao aumento da prevaléncia das doencas
imunossupressoras tem causado resisténcias aos antimicrobianos. "

Ao descobrir a penicilina em 1929, Fleming foi o primeiro observador da resisténcia
natural de micro-organismos aos antibidticos, descrevendo que bactérias como a P.
aeruginosa ndo eram inibidas pelo antibiotico. A causa desta resisténcia natural foi descoberta
por Abraham e Chain em 1940 quando demonstraram em extratos de E. coli a enzima capaz
de destruir a acdo da penicilina. Kirby, em 1944, constatou que alguns S. aureus mostravam-
se resistentes a penicilina devido & penicilinase.”®”®

Em 1946, nos EUA, cerca de 5% de Staphylococcus isolados de pacientes eram
resistentes a penicilina. Em 1949 esta resisténcia podia ser notada em 29% dos germes
isolados em hospitais norte-americanos; em 1950 atingia 50% e em 1959 era cerca de 80%.
No Brasil, acima de 80% dos S. aureus isolados de pacientes hospitalizados e cerca de 70%
dos isolados de pacientes da comunidade apresentam resisténcia natural as penicilinas,
ampicilina e amoxicilina.®®?

Embora o S. aureus apresente susceptibilidade a acdo de varias drogas ativas contra
Gram-positivas (tais como penicilinas, cefalosporinas, eritromicina, aminoglicosideos,
tetraciclina e cloranfenicol), também é conhecido pela elevada capacidade de desenvolver
resisténcia a todas; determinada por mutacdes em seus genes e/ou pela aquisi¢do de genes de
resisténcia de outras bactérias.*®* O surgimento de novos antibiéticos semi-sintéticos, tais
como meticilina, isoxasolil peniclinas, cefalosporinas e lincosamidas foi sucedido pelo
aparecimento de Staphylococcus multirresistentes.*®#*

Cepas multirresistentes tém sido grandes desafios para a comunidade cientifica. Com
vistas a minimizar este problema, observa-se crescente interesse em estudos por alternativas
terapéuticas e busca de produtos naturais com propriedades antimicrobianas e cicatrizantes;

favorecido pelo rico potencial da biodiversidade brasileira.®
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1.3 Descrigao botanica C. nucifera Linn (coqueiro-anéo verde)

O C. nucifera L. tem importancia mundialmente reconhecida, tanto para consumo "in
natura™ quanto para fins industriais. No Nordeste brasileiro, este vegetal encontrou condi¢des
edafoclimaticas satisfatorias para seu cultivo e estd presente em mais de 86 paises situados
nos tropicos. Seu fruto é utilizado de diversas formas, principalmente na inddstria alimenticia
e cosmética, na medicina Tailandesa é usado como planta medicinal ha séculos.®

Pesquisa com algumas partes do fruto do C. nucifera L. identificou agéo
antimicrobiana, antinflamatdria, antinociceptiva, antitumoral, antioxidante e hidroeletrolitica.
Como por exemplo, na concha desta planta foi encontrada principalmente lignina e celulose,
com composi¢do quimica muito semelhante & madeira e adequado para a extragdo de
compostos fendlicos, os quais subsidiam as atividades descritas. &

Testes fitoquimicos de extratos do fruto de C. nucifera, indicaram presenca de
taninos condensados, flavononas, flavononois, flavonois e xantonas. Estes constituintes
exercem atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica, anti-hepatotoxica,
hipolipidémica, antineoplasica, antialérgica e anti-inflamatéria.?® Na casca de coco maduro
seco foi comprovada atividade antifungica contra Microsporum canis, M. gypseum, M.
audouinii, Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans e T. violaceum. A atividade
foi atribuida principalmente ao alto teor de compostos fenélicos. *°

Frente a estas constatacbes o C. nucifera tem potencial para desenvolvimento de
pesquisas que busquem maiores evidéncias e amplitude de suas atividades bioldgicas.

O C. nucifera Linn é uma palmeira, da familia Palmae (Arecaceae), conhecida
popularmente no Brasil como coqueiro (Figura 1). E uma planta de regido tropical, oriunda do
continente asiatico, mais precisamente da regido Indo-Malasia. Foi introduzida no Brasil pelos

portugueses com boa adaptagdo.*
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Figura 1 - Partes da espécie vegetal C. nucifera L. Fruto (A) e Planta (B).
Fonte: (A) Blanco FM, abr, 2009. (B) Autora da pesquisa, dez. 2012.

O estado de Alagoas possui consideraveis areas de plantio do C. nucifera L. e ocupa
o décimo lugar, dentre os dez maiores produtores de coco do pais.*

Diante do conhecimento ja produzido acerca do uso medicinal do fruto, albimen
solido (carne branca), albumen liquido (agua de coco) endocarpo (concha) e mesocarpo
(fibra), fazem-se necessarios estudos das outras partes do C. nucifera Linn, folhas, peciolo

(talo), caule e raiz, ainda pouco exploradas na area medicinal, inclusive o de origem alagoana.

1.4 Metabdlitos secundarios e atividades bioldgicas do C. nucifera Linn

A probabilidade de sobrevivéncia de espécies pode ser aumentada pela presenca dos
metabolitos secundarios, pois sdo responsaveis pelas atividades bioldgicas encontradas nas
plantas que resultam de rotas biossintéticas, decorrentes do mecanismo de defesa dos vegetais
contra as adversidades que estdo sujeitas no meio ambiente e das relacdes interespecificas.
Além disso, alguns metabdlitos constituem importantes compostos que absorvem a luz
ultravioleta evitando que as folhas sejam danificadas.’*?

Plantas com propriedades terapéuticas produzem diferentes classes de metabdlitos
secundarios - alcaldides, taninos, flavondides, saponinas e outros; e o fazem em diferentes
proporcoes, visto que alguns fatores podem influenciar na composicdo quimica dos vegetais,
tais como habitat, sazonalidade, indice pluviométrico, radiagdo ultravioleta, altitude,
temperatura, idade, dgua e solo (micro e macronutrientes), herbivoria e ataque de patdgenos,
composicdo atmosférica, ciclo circadiano; enfim, dependem das caracteristicas edafo-

climaticas e do seu potencial genético.*"%
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A origem de todos os metabélitos secundarios pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermediérios principais, o acido chiquimico e o acetato.
Alguns metabolitos secundarios derivam ndo apenas de um desses intermediérios, mas séo
resultado da combinacdo de uma unidade de acido chiquimico e uma ou mais unidades de
acetato, como é o caso das antraquinonas, flavonoides e taninos condensados.*

Ha relatos etnobotéanicos que folhas jovens sdo mastigadas até formar pasta e séo
aplicadas em feridas para interromper sangramentos.® Esta parte é formada por trés porcoes:
peciolo, bainha e lamina e seus elementos quimicos descritos até 0 momento, nas folhas, sdo:
nitrogénio (N), fosforo (P), potéssio (K), magnésio (Mg), célcio (Ca), sédio (Na), cloro (Cl),
enxofre (S), boro (B), manganés (Mn), ferro (Fe), cobre (Cu), molibdénio (Mo), zinco (Zn) e
aluminio (Al), os quais podem estar agregados a esqueletos dos metabdlitos secundarios, tais
como ligninas, flavonéides, flavanonas, alcaléides, terpenos e outros.*

Estudos mostram compostos quimicos encontrados nas folhas do Cocos nucifera L.
como os acidos para-hidroxibenzdico, ferdlico, 4-cumarinico, 4-hidroxibenzaldeido, vanilico;
flavondides, principalmente polifendis, pequenos peptideos e outros compostos bioativos,
além de a-celulose, hemicelulose e lignina.®*® Do fruto foram isolados triterpenos, saponinas,
taninos condensados, catequinas, epicatequinas, p-procianidinas, compostos fenolicos,

flavonoides, acidos 4-hidroxibenzéico, vanilico, fertlico, clorogénico e ascérbico.”’ %

1.5 Radicais livres e antioxidantes

Os radicais livres s@o substancias formadas endogenamente no organismo humano e
apesar de possuirem funcdo fisiologica, podem causar lesdes. Seus efeitos cumulativos séo
responsaveis pelo envelhecimento e estdo envolvidos em doencas degenerativas, como
catarata, cancer, aterosclerose, isquemia cerebral, disfungdes cardiovasculares e outras.'*

Espécies reativas de oxigénio como o radical hidroxila (OH), anion radical
superdxido (O2) e hidroperoxila (ROQO) causam danos ao DNA ou podem oxidar lipidios e
proteinas, além de atacarem as cadeias de &cidos graxos polinsaturados dos fosfolipidios e do
colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno, o que desencadeia o0 processo de
peroxidacdo lipidica nas membranas celulares. °

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir
a oxidagdo de substratos oxidaveis, podendo ser enzimaticos ou nao, tais como o a-tocoferol

(Vitamina E), B-caroteno, acido ascorbico (Vitamina C) e compostos fendlicos. 2%
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Os compostos fendlicos das plantas se enquadram em diversas categorias, tais como
fendis simples, acidos fdlicos (derivados de acidos benzdélico e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas, e outros.
Dentre os quais, 0s flavonoides sdo os mais estudados como antioxidantes. 19%®

Em extratos de diferentes partes do C. nucifera L. foram encontrados flavonoides,
principalmente polifendis e &cido ferulico que € potente como antioxidante neutralizador de
radicais livres que causam danos oxidativos nas membranas celulares e DNA. Esses
compostos possuem um nucleo fendlico e um lado com cadeia estendida conjugada devido ao
qual é capaz de se ligar aos radicais fenoxi que o estabelece como potente antioxidante e atua
como fotoprotetor diminuindo a absorcéo dos raios UVA e UVB, além de redutor de eritemas
causados na pele devido & exposicéo & radiac&o.®

Os antioxidantes sdo classificados em: primarios, sinergistas, removedores de

oxigénio, biolégicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo dos antioxidantes, suas fungdes e exemplos. Maceid-AL, 2012,

Tipo Funcao Exemplos
Primarios Removem ou inativam os Radicais  Compostos fenolicos:
livres. butil-hidroxi-anisol (BHA),
butil-hidroxi-tolueno (BHT).
Sinergistas Aumentam a atividade de Alguns antioxidantes

compostos primarios. primarios em combinacoes.

Removedores de  Capturam O, livre, por reacoes Vitamina C.

oxigénio quimicas estaveis.

Biologicos Removem oxigénio ou compostos  Enzimas: glucose oxidase,
altamente reativos do sistema superdxido dismutase e
alimenticio. catalase.

Agentes Complexam ions metalicos, Acido citrico, fosfato e 0

quelantes principalmente cobre e ferro, que acido etilenodiaminotetra_
catalisam a oxidacdo lipidica. acetico (EDTA).

Mistos Incluem compostos de plantas e Proteinas hidrolisadas e

animais que séo utilizados como

antioxidantes em alimentos.

flavonoides.

Fonte: adaptado de Silva, 2008.
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As plantas sdo eficientes em sintetizar compostos organicos, engquanto que 0S
animais e micro-organismos sdo dependentes da dieta, a priori, para obté-los. A célula vegetal
possui capacidade de produzir moléculas complexas, oriundas basicamente, de moléculas
simples como nitrogénio aminicos e dioxido de carbono por rotas especificas em que

moléculas simples séo transformadas em produtos primarios e secundarios.**°

1.6 Citotoxicidade

O objetivo fundamental de estudos de citotoxicidade é o de conhecer os aspectos de
morbi-mortalidade de agentes quimicos sobre o organismo, representado por manifestacdes
clinicas e/ou alteracGes laboratoriais. Investigacdo da toxicidade de extratos de plantas, por
métodos in vitro é o percurso mais recomendado, um indicador para a conducdo de
experimentos pré-clinicos.™*

De acordo com o Guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinica de
fitoterapicos, todo e qualquer fitoterdpico, ou droga vegetal, em estudo, deve,
obrigatoriamente, ser submetido a teste toxicolégico.*? Substancias ativas que se apresentam
citotoxicas podem ser avaliadas quanto a atividade antitumoral, inseticida, larvicida ou
cercaricida ou ainda, receber modificacdes estruturais e serem novamente testadas quanto a
citotoxicidade. *!

A reducdo da funcdo mitocondrial, a com perda da permeabilidade, as mudancas na
morfologia e replicacdo celular sdo o que permeiam, a priori, 0s testes de citotoxicidade. As
células respondem por meio de diferentes mecanismos bioquimicos a presenca de compostos,
sendo a perda da funcdo mitocondrial uma das respostas mais comuns e que € utilizada como
sinal precoce de citotoxicidade.'*?

Toxicidade é o fator que limita a liberacdo e consumo de farmacos, portanto, a
andlise de toxicidade associada a atividade biologica de compostos é fundamental para
determinar sua aplicacéo estabelecendo-se o indice terapéutico™.

Em respeito a ética e pela reducdo dos custos financeiros, o uso de animais para
estudos toxicologicos deve ser evitados, melhor elegendo os testes in vitro de toxicidade.
Esses ensaios fornecem informacdes sobre diferentes funcdes ou compartimentos celulares**.

Direcionada pela afinidade e prosseguimento da linha de pesquisa basica adotada
desde a graduagdo com o trabalho de concluséo de curso, pioneiro na pesquisa experimental
da escola de Enfermagem da UFAL, no qual foi testada a capacidade cicatrizante do

hidroxido de magnésio em ferida cutanea incisional in ratus. E principalmente, estigada pela
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necessidade de identificacdo de propriedades terapéuticas em plantas para corroborar com o
combate aos micro-organismos e agravos oxidativos que afetam o ser humano com crescente
morbimortalidade pela multirresisténcia microbiana e doencas degenerativas; neste cenario,
emergiu o interesse de investigar as propriedade terapéuticas das partes do Cocos nucifera L.
ainda pouco exploradas, coletado em regido alagoana a fim de ampliar o conhecimento da
flora local e em respeito a seguranca na utilizacdo de novos produtos, destas inquietacdes
culminou a seguinte pergunta de pesquisa: Os extratos brutos das folhas, peciolo e cascas do
caule do C. nucifera L. possuem atividade antimicrobiana, capacidade sequestradora de
radicais livres e ndo sdo citotoxicos?

Optou-se pela pesquisa pré clinica experimental in vitro como dissertacdo de
mestrado, pelo fato de que a pesquisa bésica é considerada etapa inicial, que necessita ser
percorrida para subsidiar pesquisas clinicas, in vivo. Atrelada a incipiente quantidade de
enfermeiros na area pré-clinica “de bancada”. Nesse contexto, busca-se a participacdo do
enfermeiro para além de usuério de novas tecnologias e, seu engajamento no desenvolvimento
de inovacdes tecnoldgicas,*® para a promocéo da salide da populagdo, com acdes que possam
ser implementadas pelo Sus e cujos resultados contribuirdo, posteriormente, para a inovagao
da prética clinica da Enfermagem.

A pericia adquirida nos métodos utilizados neste estudo é facilitadora para a

continuidade de pesquisas basicas na Enfermagem alagoana.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

e Investigar as atividades antimicrobiana, citotdxica e capacidade sequestradora
de radicais livres dos extratos brutos etandlicos das folhas, peciolo e casca do caule do C.

nucifera Linn (coqueiro ando verde) in vitro.

2.2 Objetivos especificos

e Identificar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos frente as bactérias
Gram positiva: Staphylococcus aureus, Gram negativas: Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, e ao fungo Candida albicans;

e Determinar a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos extratos ativos;
e Verificar in vitro a citotoxicidade dos extratos;

e Identificar a capacidade sequestradora de radicais livres.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo pré-clinico de abordagem quantitativa do tipo experimental,
no qual foram testados extratos brutos da folha, peciolo da folha e casca do caule do C.
nucifera Linn, desde a coleta e preparo dos materiais vegetais a analises laboratoriais.

Este estudo consistiu na execucdo de ensaios in vitro, antimicrobianos por difuséo
em Agar e determinagéo da concentrago inibitoria minima - CIM por microdiluigo frente a
bactérias Gram positiva, Gram negativas e fungo; averiguacdo da capacidade sequestradora de
radicais livres por analise qualitativa e quantitativa; teste de citotoxicidade pelo ensaio de
viabilidade celular pelo método da conversdo do sal MTT.

3.2 Locais de realizagdo

Laboratorio de Pesquisas em Tratamento de Feridas/LpTF da Escola de Enfermagem
e Farméacia/Esenfar em parceria com o Instituto de Quimica e o Laboratorio de Farmacologia
e Imunidade/LAFI, todos da Universidade Federal de Alagoas (Ufal).

3.3 Etapas do estudo:
3.3.1 Material vegetal

As folhas, peciolo e casca do caule do C. nucifera Linn foram coletados na segunda
quinzena do més de setembro as 16 horas, em dia de sol parcialmente encoberto por nuvens.
A coleta foi realizada com foice afiada, em coqueiro com idade de cinco anos, no estado de
Alagoas (Figura 2A), na regido de restinga no bairro de Massagueira, municipio de Marechal
Deodoro/AL no litoral sul alagoano a 6 Km de Macei6 (Figura 2B), situado em terreno de
manguezal arenoso, nas proximidades da Lagoa Mundal e do Oceano Atlantico (Coordenadas
geograficas S 509°44°082” ¢ O 35°49°957”).

Amostras do material vegetal (folha e inflorescéncia) foram encaminhadas para
reconhecimento por botanica do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas (IMA),
onde as exsicatas encontram-se catalogadas sob MAC n° 55.997. Foram respeitadas as
recomendacdes de coleta tais como idade da planta, inspersdo da qualidade do material e

identificacdo das coordenadas geograficas.*!’
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Figura 2 - Local de coleta do C. nucifera L. (A) Alagoas. (B) Marechal Deodoro.
Fonte: (A) Ache tudo e regido, 2012. B) Flimar blog spot, 2010.

3.3.2 Preparo dos extratos

As amostras do vegetal (folhas, cascas do caule e peciolo) da espécie C. nucifera
Linn, apos secagem a temperatura ambiente e trituracdo em moinho de facas foram pesadas
em balanca semi-analitica RADWAG® WTB2000 calibrada e acondicionadas em vidros de 3
litros para extracdo, pelo método de maceracdo, mediante a submersédo das amostras vegetais
em solvente polar: alcool etilico hidratado (EtOH) a 98% (Figura 3A).

As folhas receberam extracdo, também com o solvente metanol PA (CH3;OH)
adicionado ao etanol a 98% na proporcdo 1:2 respectivamente. Este método de extracdo &
feito a frio, 0 que requer mais seguranca para 0 manipulador. Para uma Unica extracdo usa-se
geralmente solvente polar (MeOH ou EtOH) e para mais de uma extracdo utiliza-se trés tipos
de solventes, iniciando pelo de menor polaridade (hexano — CgHi»), seguido pelo de
polaridade moderada (cloroférmio - CHCI; ou diclorometano - CH,Cl,) e na sequéncia o
polar (MeOH, EtOH ou H,0).**®

Apos 30 dias de submersdo da primeira extracdo das amostras, foram submetidas a
dupla filtracdo, por gaze fixada por elastico na borda do vidro extrator e em funil com papel
filtro. Adicionou-se EtOH a 98% no material vegetal restante e deixado em descanso por trés
dias, repetindo-se a filtracdo. Esse procedimento em triplicata (1* com trinta dias, a 22 e 32
com cinco dias de submersdo) foi realizado para obtencdo do maximo da extracdo. Ao
término da 32 extraco, os residuos do vegetal foram descartados.™*

Sequencialmente, apds cada etapa de extracdo, procedeu-se a concentracdo das
solucBes em evaporador rotatério (Rotaevaporador IKA® RV 10 basic FISATOM) a 121 rpm
em temperatura de 40-50 °C e pressédo de 650 mmHg (Figura 3B). Foram porcionados 300 mL

para cada ciclo de rotaevaporagédo e o extrato acondicionado em potes de vidro esterilizados e
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pesados em balanca analitica. Os extratos acondicionados foram deixados destampados para
secagem em estufa em temperatura de 40 °C ou sobre estufa de aquecimento a vapor em
temperatura de 40 °C (Figura 3C).

Figura 3 - Preparo dos extratos: Extrator (A); Evaporador rotatério; (B) Estufa a vapor (C);
Extratos do C. nucifera L. e Balanca analitica (D).
Fonte: (A e D) Autora da pesquisa, 2012. (B) Biovera, 2011. (C) Cial, 2012.

O preparo dos extratos ocorreu no Laboratorio de Pesquisa em Quimica de Produtos
Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas
(1QB/Ufal) e no Laboratorio multidisciplinar de Farmacia/Esenfar/Ufal.

Os quatro extratos brutos foram extraidos sucessivamente em triplicata com o mesmo
solvente recuperado. Foram preparados extratos brutos etandlicos das folhas (lamina),
peciolos e casca do caule da referida espécie vegetal, obtendo-se o total de trés extratos brutos
etanolicos (folhas, cascas do caule e peciolo) e um extrato etanol/metanol (folhas) na
proporcao 2:1 respectivamente.

Estes extratos brutos foram submetidos a ensaios in vitro para avaliacdo da atividade
antimicrobiana por difusio em Agar, determinacio da concentracdo inibitoria minima (CIM)
pela microdiluicdo, investigacdo da atividade citotoxica pelo método de viabilidade celular
pela conversdo do sal de tetrazélio (MTT) e a capacidade sequestradora de radicais livres por

ensaios qualitativo e quantitativo.

3.3.3 Ensaios antimicrobianos in vitro

No Brasil, os testes de avaliagdo antimicrobiana sdo padronizados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria e Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). %
A solubilizagdo das amostras vegetais foi conduzida considerando-se a facilidade ou

dificuldade da mesma ser dissolvida com auxilio de banho termoultrassdnico. Para tanto,
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1

foram implementados varios testes,'?! conforme apresentado a seguir: a) Teste de

solubiliza¢do em &gua: alicotou-se amostra do extrato com bastdo de vidro e homogeneizagao

em &gua destilada em vidro tipo relégio; b) Teste de Solubilizacdo em Propilenoglicol PA

(C3Hg0»): macerou-se 1 g do extrato em 2 gotas de Propilenoglicol, com bastdo em vidro tipo
relégio; em seguida adicionou-se 1 mL de SF 0,9%; c) Teste de Solubilizacdo em Cremophor

+ Propilenoglicol: solubilizou-se 1 g do extrato em 2 gotas de Cremophor + 1 mL de

Propilenoglicol PA despejando-se em frasco ampola e lavando o vidro de relégio de 1 em 1
mL até completar 5 mL de Propilenoglicol para obter solucdo a 20% . d) Teste de
Solubilizacdo em Cremophor + SF 0,9%: macerou-se 1 g do extrato em 2 gotas Cremophor +

1 mL de SF 0,9%, sendo esta a solubilizagdo usada, por ter sido a que melhor solubilizou as
amostras.*? O biomonitoramento antimicrobiano in vitro foi realizado pelo método de difus&o
em Agar por meio dos testes de difusio em disco e perfuracdo em placa. Sequencialmente foi
determinada a CIM dos extratos pela microdiluicdo em caldo.*?*

Os experimentos antimicrobianos in vitro, com os extratos brutos das folhas, peciolo
das folhas e casca do caule do C. nucifera L., foram realizados por meio de analises de
indculos contendo micro-organismos com cepas padrdo Gram positiva: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) Gram negativas: Escherichia coli (CCCCD/ EQ08 e ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 e CCCD PO003), e ao fungo Candida albicans
(ATCC 10231 e CCCD/CCO001), pela difusdo em disco e perfuracio em Agar. Foi
identificada a CIM dos extratos ativos pelo método de microdiluicdo em caldo.*®® Todos os

testes foram realizados em triplicata.

3.3.3.1 Ensaios antimicrobianos in vitro pela difusdo em disco

O teste de difusio em Agar, também chamado de difusdo em placas, é um método
fisico no qual o micro-organismo é desafiado contra a substancia biologicamente ativa em
meio sélido de cultura e relaciona-se ao tamanho da zona de inibicdo de crescimento do

micro-organismo contra a concentracdo da substancia testada.'?’

A aplicacdo do método de
difusdo se limita a espécieis de crescimento rapido, sendo eles aerébios ou aerdbios
facultativos. A avaliacdo € comparativa frente ao padrdo bioldgico de referéncia (controle
positivo) e a zona (halo) de inibigdo de crescimento é medida partindo-se da circunferéncia do
disco ou poco, até a margem onde ha crescimento microbiano. ™’

In6culos com o0s micro-organismos foram preparados na concentracdo de

aproximadamente 10 UFC/mL correspondente ao padrdo 0,5 na escala de McFarland (Figura



37

4) e semeado em placas de Agar Miieller-Hinton para bactérias e Sabouraud-Dextrose para 0s
fungos. Em cada placa foram depositados trés discos testes impregnados com 20 pL da
amostra teste, um disco de controle negativo e um disco controle positivo.

Solucdo estoque foi solubilizada em etanol PA. Discos estéreis de papel filtro de 6
mm de diametro foram impregnados com 20 pL da solugdo estoque, que corresponde a 1000
ug/disco. Como controle positivo para os fungos foram utilizados discos impregnados com 20
uL de miconazol.™®® Nos ensaios com bactérias foram usados discos padronizados de

129

gentamicina (10 pg/disco) e de ciprofloxacina (5 pg/disco).” O controle negativo foi feito

com discos impregnados com o solvente utilizado na solubilizagdo das amostras.

Figura 4 - Escala de MacFarland. Tubo 5 (1,5x10° UFC/mL).
Fonte: Bastos, 2008.

Conforme protocolo de preparacdo dos discos teste com os extratos (Anexo G), 0s
experimentos foram realizados em triplicata, de acordo com o método de difusdo em disco.
Os discos foram distribuidos na superficie das placas de Petri semeadas com 0s micro-
organismos. Apos a difusdo dos extratos, as placas foram vertidas e incubadas a 36° C por 24
horas para bactérias, e a 28 °C durante 48 horas para os fungos.*® A atividade inibitéria das
amostras foi avaliada pela formacao de halo de inibicdo do crescimento dos micro-organismos
em torno dos discos, mensurado com auxilio de um paquimetro.

O halo de inibi¢do induzido pelos materiais testados foi comparado com os obtidos
nos controles positivos. Os resultados foram expressos em termos de tamanho do diametro do

halo de inibicdo do crescimento microbiano, conforme os seguintes critérios: menor que 9
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mm -> ndo ativo; 9 - 14 mm -> parcialmente ativo; maior que 14 a 17 mm -> ativo e maior
que 17 mm = muito ativo.'®

A percentagem de inibigdo do crescimento foi calculada de acordo com a formula
sequinte; considerado ativo quando o percentual de inibi¢do >75%, moderadamente ativo

quando % de inibi¢do >25% e < 75 e considerados inativos quando % de inibicdo <25%).'*

g% g
L

%0 de inibicdo = L hale d= mibicdo d= zmeostrz » |

¥ halo de mibigdo do controle

3.3.3.2 Ensaios antimicrobianos in vitro pela perfuracio em Agar

O ensaio aconteceu conforme metodologia esquematizada na Figura 6. Em placas de
Petri adicionaram-se 2 mL de Agar Mueller Hinton para bactéria e Sabouraud Dextrose para
fungos, confeccionando-se assim a camada-base, seguida da colocacdo de cinco ponteiras de
7 mm invertidas em pontos equidistantes para confeccdo de pocos. Homogeneizado 100 pL
da solugdo microbiana (108 UFC/mL) em 10 mL do meio e vertido na placa; ap6s gelatizacdo

retirou-se as ponteiras e adicionou-se 50 pL do extrato a 10% em cada pogo.™*??

Esquema da técnica de perfuracdo em -'-igar para ensaio antimicrobiano. Maceic — AL, 2012,

1. 2. 3. 4. 5. E.
Camada base Preparacdo Adicionar 8 ml do Verter a solugdo Apos gelatificacdo
Colocar 2 mi de do indculo: meio de cultura ol en a do Agar, retirar as
meio de cultura Colocar 5 100 pL da a0 tubo com o a a d i ponteiras.

ponteiras de 7 solucdo incculo e ] p
mm invertidas e microbiana homogensizar i
eguidistantes. {105 UFC/mL)
placa de petri f| HI ‘J\ A
L
| — Tubo de
Ensaio
Os pogos estdo prontos para receberem 50 pl da solucdo do extrato a 10%. O O
Dweixar 1 pogo para controle negativo(solvents) &1 poco para controle O
positivo [padrio). ) @)

Figura 5 - Esquema Ensaio Perfuracio em Agar.

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Foi utilizado como controle negativo duas gotas de cremophor homogeneizado em 1

mL de SF 0,9% e como controle positivo para as bactérias a Ceftriaxona (Gram positiva) e
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Ciprofloxacina (Gram negativa) e o Miconazol para o fungo. Em seguida as placas foram
incubadas em estufa a 36 °C por 24 horas para bactérias e 28 °C por 48 horas para fungos.
Decorrido o periodo de incubagdo, mensuraram-se os halos de inibicdo com o auxilio de
paquimetro.4t%*

A preparacgéo do extrato a 10% (solucdo estoque) foi realizada com 1 g do extrato + 2
gotas de cremophor + 1 mL de SF 0,9%. Homogeneizado e macerado com bastdo de vidro em

um vidro de relégio. Despejado em frasco ampola e colocado em banho ultrassénico.'?

3.3.3.3 Concentracao inibitdria minima (CIM)

A microdiluicdo é uma das técnicas mais utilizadas quando se deseja realizar
triagem. Além de apresentar boa reprodutibilidade, possibilita a avaliacdo da atividade
antimicrobiana e proporciona a determinagéo da CIM dos extratos. A CIM foi definida como
a menor concentracéo do extrato em pg/mL capaz de impedir o crescimento microbiano.?

Os extratos vegetais que apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas
microbianas e halos de inibicdo iguais ou maiores que 9 mm nos ensaios de perfuracdo em
Agar foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo para a determinagio da CIM em
placas de 96 cavidades estéreis.

Foi utilizado o Protocolo de Microdiluicdo em Caldo Mduiller Hinton (Anexo B).
Aliquota de 200 pL de cada extrato vegetal foi preparado na concentracdo de 2000 pg/mL,
empregando-se um ml de SF 0,9% com duas gotas de cremophor como solvente na
solubilizacdo das amostras. Em seguida, os extratos solubilizados foram filtrados por filtros
milipore 0,45 um e inoculados nas colunas de 1 a 9 da linha A da placa de 96 pocos. Os
demais orificios foram preenchidos com 100 pL de caldo Mueller-Hinton (duas vezes

concentrado).*®

Aliquota de 100 pL do contetdo de cada orificio da linha A foi transferido
para linha B e ap6s homogeneizacdo, o mesmo volume foi transferido para a linha C,
repetindo-se até a linha H, obtendo-se assim concentracfes decrescentes dos extratos (1000
pg/mL- linha B; 500 pg/mL- linha C; 250 pg/mL- Linha D e sucessivamente).*?* 1%

Os in6culos microbianos na concentracdo de 0,5 de McFarland (103UFC/mL) foram
diluidos 1/10 em solucdo salina estéril (0,9%) e desta diluicdo 5 pL (10* UFC/mL) foram
depositadas em todos os orificios das linhas A-H. Os orificios das colunas 10, 11 e 12 foram
destinados para os testes de controle do experimento. Os orificios da coluna 10 foram
reservados para o controle negativo da atividade inibitéria do diluente, utilizado na

solubilizacéo dos extratos. Nesta coluna, a solucdo de 1 ml de SF 0,9% homogeneizado com 2
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gotas de cremophor foi diluida em caldo Mueller-Hinton até a linha H e 0 mesmo in6culo
microbiano foi acrescido.'?'%*

Os orificios da coluna 11 receberam apenas caldo Mueller-Hinton e o in6culo
microbiano, possibilitando o controle positivo da viabilidade bacteriana e os orificios da
coluna 12 receberam apenas caldo Mueller-Hinton para a verificagcdo da esterilidade da placa.
As placas foram incubadas em estufa microbioldgica a 36 °C por 18 horas. Decorrido este
tempo foi acrescido a todos os orificios 20 pL de solucdo aquosa de Cloreto 2,3,5 Trifenil
Tetrazolium - TTC (VETEC) a 0,5%. As placas foram reincubadas por mais trés horas para a
analise qualitativa.}?1%*°

Apos esta ultima incubacdo a presenca da coloragdo vermelha nos orificios foi
interpretada como prova negativa do efeito inibitorio do extrato, enquanto a auséncia da
coloracdo vermelha foi considerada prova positiva da acéo inibitoria do extrato.

O TTC é um reagente comumente utilizado na deteccdo de metabdlitos de células
eucarioticas. Ele produz hidronio (H") na sua forma reduzida formando o trifenil formazan
que possui coloracdo vermelha, indicadora de atividade microbiana (Figura 7). Cada teste foi

realizado em triplicata.

P -~
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[ [ )
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\\_f/ L//J
Incolor Coloragio vermelha

Figura 6 - Esquema de reducgdo do Cloreto 2,3,5 Trifenil Tetrazolium (TTC).
Fonte: Vieira, 2008.

O grau de atividade foi determinado segundo os critérios:'?* a) CIM < 100 pg/mL:
ativo; b) CIM = 100 < 500 pg/mL: moderadamente ativo; c) CIM > 500: inativo.

3.3.4 Avaliacéo da citotoxicidade pelo ensaio de viabilidade celular / MTT
O objetivo deste teste de viabilidade é verificar o potencial citotoxico dos extratos.
Utilizou-se a técnica colorimétrica com a solugdo de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-

difeniltetrazélio (MTT), que se baseia na verificacdo da atividade e integridade celular,
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através da clivagem do sal de tetrazdlio, de cor amarela, em cristais de formazan, de cor
violeta pela enzima succinato desidrogenase presente nas células ativas. 44 133162

A quantidade de cristais formada é diretamente proporcional ao niamero de células
viaveis. Assim, quanto mais escura a coloracdo ao final da reacdo, maior é a viabilidade
celular. A densidade Optica resultante do teste MTT foi determinada em espectrofotdmetro.
Este teste foi realizado em triplicata.*’

Realizados os testes com o0s extratos brutos do Cocos nucifera Linn nas
concentracdes de 2000, 1000, 200 e 100 pg/mL correspondentes a 2,0; 1,0; 0,2 e 0,1 % de
solvente DMSO respectivamente. As amostras foram preparadas a partir de 0,030 g do extrato
em eppendorf por balanga analitica e solubilizado em 300 pL de DMSO PA com auxilio do
Vortex, formando a solugdo de 100 mg/mL filtrada com miliporo de 0,22 pm e 13 mm.*®

Foram plaqueados, em placa de 96 pocos, macrofagos da linhagem J774 na
densidade de 2 x 10° células/poco, contadas e ajustadas em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB). Cada poco recebeu 200 pL do meio com as células. Nos
pocos testes foram acrescentados 0s extratos e a placa foi incubada em estufa a 37°, atmosfera
imida e 5% de CO, no modo overnight por 48hs para adesdo dos macréfagos. 1¥"84°

ApoOs o periodo de incubacdo total (48 hs), o sobrenadante foi descartado e
adicionado em cada cavidade 100 pL da solu¢do de MTT (500 pg/mL) e reincubadas por 1
hora para determinar a viabilidade celular. Apos esse periodo o sobrenadante foi desprezado e
o precipitado foi ressuspendido com 100 uL de DMSO.

Para a quantificacdo do sal de formazan reduzido (coloracédo azul), as placas foram
interpretadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda 550 nm.

Os pocos controles consistiram de células cultivadas apenas com meio de cultura
suplementado com 10% de SFB (controle positivo) e células cultivadas acrescidas do diluente
DMSO (controle negativo). O grupo de células mortas (Controle positivo - trés pocos) foi
obtido 1 hora antes da adi¢do do MTT por meio da lise celular com a adi¢do de 2 pL de Triton
100X para dissolver os cristais de Formazan. A viabilidade celular nos po¢os com os extratos
foi comparada ao padréo de morte obtido nas culturas controles.**”#4°
Essa técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade celular e o estado metabdlico

da célula a partir da reducdo do sal de tetrazdlio a formazan. Avalia citotoxidade.™*"4°
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3.3.5 Avaliacdo da capacidade sequestradora de radicais livres
3.3.5.1 Avaliacéo qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres

Todos os extratos brutos foram submetidos a ensaios para avaliagdo qualitativa da
capacidade sequestradora de radicais livres frente ao radical sintético DPPH (Figura 7A)**

As amostras dos extratos passaram por dissolu¢cdo em Hexano (CgHjz), Acetato de
etila (AcOEt), Metanol (MeOH) e Cloroférmio (CHCIs). Aliquotas de 2uL de cada extrato
foram aplicadas através de capilares de vidro em cromatoplacas (Silica gel 60 PF,s4) € eluidas
em sistemas de solventes adequados.**

Apobs evaporacdo dos solventes em temperatura ambiente aplicou-se o controle
positivo [(+)-catequina (2 pL, 1mg/mL em CHCL3)], conforme Figura 7B. As cromatografias
foram imersas, durante 10 segundos, em solucdo metanolica do radical sintético DPPH a 0,4
mM e em seguida secas a temperatura ambiente. O surgimento de manchas amarelas sob
fundo roxo nos Rfs das substancias sugere atividade antioxidante. O principio consiste em:

DPPH + Radical livre = coloracio roxa / DPPH — Radical livre = cor amarela.**!?

Q
P Ne5 HO%\/O\‘,’\/ OH
ok
A

Figura 7 - Radical sintético: DPPH (A). Controle positivo: catequina (B).
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

3.3.5.2 Avaliacdo quantitativa da capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH)

Os extratos brutos que apresentaram resultados positivos (mancha amarela) nos
ensaios qualitativos foram submetidos a ensaios para avaliacdo quantitativa frente ao radical
sintético DPPH, que € baseado na capacidade do radical livre estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil em reagir com substancias doadoras de H (DPPHe + [AH]n ® DPPH-H + [A]n)
incluindo compostos fendlicos. Foi utilizado DPPH em metanol espectroscopico seguindo a
técnica descrita e determinar as Clso ***?

Apos obtencdo da curva de calibragdo, aliquotas de 0,1 mL de cada concentragdo dos

extratos foram colocadas em cubetas e adicionadas 0,9 mL da solugdo do radical DPPH (100
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pmol/L). As solugdes foram protegidas da luz, homogeneizadas e as leituras das diferentes
concentragdes (200 a 12,5 pg/mL) foram realizadas nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos.

As absorbancias das solugdes foram registradas contra o branco de Metanol
espectroscopico. A percentagem de DPPH remanescente (DPPHgem) Nno meio reacional foi
obtida a partir da equacdo matematica da curva de calibracdo e dos valores de absorbancia

obtidos apds 60 minutos de anélise para cada concentracio testada:'*

Y% DPPHzzw = [DPPHIT=t = 100
[DPFPH]T=;

Onde:
[DPPH]+=: = concentracdo de radical DPPH no meio ap0s a reagdo com o extrato.
[DPPH]r=o = concentracao inicial de radical DPPH no meio (40 mg/mL ou 100 pmol/mL)

Os resultados de percentagens de radical DPPH remanescente versus as
concentracdes testadas (200 a 12,5 pg/mL) foram plotados, através do programa Microcal
OriginPro 6.0. A quantidade de antiradical necessaria para diminuir a concentracao inicial de
DPPH em 50% (Cls) foi obtida usando o modelo matematico Y= a+b.x

Onde, x= concentracdo e Y= constante de Absorbancia = 50%.

Obtencéo da curva de calibracéo

Seguindo o Protocolo de Diluicbes para Curva de Calibracdo (Anexo C), nove
concentragdes (40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 pg/mL) foram preparadas a partir da solugéo
estoque de DPPH em MeOH, na concentracdo inicial de 40 mg/mL (100 umol). A
absorbéancia de cada solucdo a 515 nm foi determinada utilizando cubetas de poliestireno com
percurso éptico de 1cm, contendo 1 mL de solucdo. Foi utilizado espectrofotdmetro UV/VIS
modelo UV-mini-1240 Shimadzu e MeOH espectroscpico grau HPLC como branco.***

As absorbancias resultantes foram medidas em diferentes intervalos de tempo: 0, 15,
30, 45 e 60 minutos de reacdo. Para a construcdo da curva de calibracdo foram utilizadas as
médias de absorbancia obtidas versus as concentracdes usadas (40 a 1 mg/L) através de
analise de regressao linear utilizando o software Microcal OriginPro 6.0, para obtencdo do

desvio padrdo (DP) e coeficiente de correlagio R = 0,9997 das amostras testadas.****

Preparo das solucgdes dos extratos brutos
As solugbes estoques foram preparadas a partir de 2 mg de extrato bruto

solubilizados em 10 mL de metanol. De cada extrato, foram testadas as concentracGes 200,
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150, 100, 50, 25 e 12,5 pg/mL, seguindo o protocolo de concentracdo dos extratos (Anexo D).
O é&cido gélico e o BHT foram utilizados como antioxidantes padrdes, submetido ao mesmo

procedimento experimental: preparados a 40 pg/mL em MeOH espectroscpico.##*

Analise cinética da reacgao

Analisada na concentracdo de 100 pg/mL para extratos e padrdes como valor de
referéncia par obtencdo dos graficos (DPPHgem X tempo). As andlises tiveram duracdo de 60
minutos, com frequéncia a cada 15 min. Os resultados foram comparados com os padrdes e

classificados em cinética lenta ou rapida.****

3.3.6 Peso seco das amostras do vegetal
O peso seco de cada parte (caule, folha e peciolo) do C. nucifera L. foi obtido pelo

método de liofilizacdo que resulta no rendimento vegetal apos sua desidratacdo, para na
sequéncia identificar os rendimentos dos extratos. Este método oferece estabilidade por longo
periodo de armazenagem. Para sua obtencdo, 200 g das partes do C. nucifera L.foram pesados
em balanga analitica WTB 200 e congeladas em temperatura de - 8 + 1°C por 72 horas. Em
seguida colocados nos vidros especificos do Liofilizador, permanecendo no aparelho Thermo
Savant (Micro Modulyo, vacuo VLP 200 Valupump) por 72 horas, até a total desidratag&o.*
Realizado no Laboratorio de Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais - LPQPN

do Instituto de Quimica e Biotecnologia.

3.3.7 Andlise estatistica
Os resultados dos ensaios antimicrobianos foram submetidos a Andlise de Variancia

(ANOVA) seguida do teste de Tukey; os niveis de significancia entre 0s grupos experimentais
e controles foram feitos utilizando-se o Teste T de Student.

Para os testes de citotoxicidade foi utilizado o software Excel e submetidos a Analise
de Variancia (ANOVA) do Prisma e aplicado teste de Dunnett cujos resultados da média da
triplicata foram expressos em graficos.

Nos testes de Avaliacdo Quantitativa da Capacidade Sequestradora de Radicais
Livres utilizou-se o software Microcal OriginPro 6.0. Os resultados foram expressos como
média e desvio padrdo de trés determinacdes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia de um fator (ANOVA one-way).

Adotou-se nivel de significancia p<0,05 expressos como média de desvio padrdo.**
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3.3.8 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada com n°: 018748/2011-71 pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Ufal (Anexo A).

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados in vitro com células da linhagem J774.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Rendimento do material vegetal

Folha, peciolo e caule do C. nucifera Linn, foram submetidas ao célculo de
rendimento de sua matéria apds a desidratacdo de 200 g in natura pela técnica de liofilizacdo.

Rendimentos em grama e em percentagem estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Rendimento das amostras desidratadas de C. nucifera L. Macei6-AL, 2012.

Partes do Cocos  Peso “in Rendimento desidratado/
nucifera Linn. natura” peso seco
(9) (9) (%)
Folha 200 88,40 44,20
Peciolo da Folha 200 52,80 26,40
Caule 200 46,50 23,25

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Verifica-se que a espécie vegetal possui viabilidade de utilizacdo no que se refere ao
rendimento de sua matéria apds a desidratacdo. Para este achado, foram registradas as
condicdes edafoclimaticas na coleta do vegetal, quando no final do més de setembro, os
indices pluviométricos estdo reduzidos na regido do nordeste alagoano, coincidindo com o

inicio da primavera.

4.2 Rendimentos dos extratos brutos

Os extratos brutos foram obtidos a partir das seguintes quantidades do vegetal
desidratadas: folha extraido em etanol/metanol 2:1 (170,90 g); folha etandlica (200 g); peciolo
da folha etandlica (182,00 g) e caule etandlico(226,66 Q).

Apos extracdo e filtracdo de plantas secas, usualmente, obtem-se extratos liquidos
que, se levados a residuos por evaporacdo, fornecem quantidade de material solido na
proporcao de 30% aproximadamente, com variacdo de 5-50% dependente da solubilidade dos
seus metab6litos.'*

Os maiores rendimentos dos extratos brutos desta pesquisa com C. nucifera Linn
foram obtidos das folhas extraidas pela solucéo de etanol/metanol (2:1) respectivamente, com
percentagem de 28,1% considerado na média do bom rendimento, e dentro desta estimativa
renderam as demais partes do C. nucifera Linn; valores especificos estdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Rendimentos dos Extratos brutos de Cocos nucifera L. Macei6-AL, 2012.

Peso seco Extratos Rendimentos
(9) (9) (%)
200,00  Folha (EtOH) 21,10 10,60
170,90  Folha (EtOH/MeOH 2:1) 43,40 28,10
182,00  Peciolo da Folha (EtOH) 19,40 10,70
226,66  Caule (EtOH) 21,40 9,50

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Quando comparados com estudo da mesma familia Arecaceae e outras espécieis
vegetais, por exemplo, os extratos etandlicos de folhas de Qualea grandiflora e raiz de
Copernicia prunifera, no qual foram obtidos rendimentos de 9,8 e 4,6 % respectivamente?®
pode-se perceber o relevante rendimento das folhas, peciolo e caule do C nucifera Linn. Estes
percentuais de rendimentos viabilizam seu uso com sustentabilidade. Atrelado a isto, as

quantidades produzidas foram mais do que suficiente para a realizacdo dos experimentos.

4.3 Resultados dos ensaios antimicrobianos in vitro

Pesquisas na busca por novos tratamentos fitoterapicos que auxiliem profissionais da
salde no tratamento das doencas sdo imprescindiveis para a melhoria do acesso da populacédo
aos medicamentos, a inclusdo social e regional, ao desenvolvimento industrial e tecnoldgico, e
uso sustentavel da biodiversidade brasileira.**’ Além disso, atrelados ao combate & resisténcia
microbiana e ao relato etnobotanico das propriedades bioldgicas e terapéuticas™*®; foram
realizados testes antimicrobianos de difusdo em disco, perfuracdo em Agar e determinacéo da
concentracdo inibitdria minima, com os extratos brutos do Cocos nucifera L. cujos resultados

sdo corroborativos no combate ao Stafilococos aureus e Pseudomonas aeruginosa

4.3.1 Resultados dos ensaios antimicrobianos in vitro pela difusdo em disco

Os quatro extratos brutos foram avaliados frente as bactérias S. aureus; P.
aeruginosa e E. coli; e ao fungo C. albicans, na concentracdo de 1.000 pg/disco pela técnica
de difusdo em disco.

Frente ao S. aureus (Figura 8), apenas o extrato da peciolo apresentou atividade, no
entanto, forte atividade antimicrobiana com percentual de inibicdo do crescimento em 76,5%.
Este valor frente a bactéria Gram positiva é considerado elevado quando correlacionado com

131, 146, 149-50

0S parametros existentes e significativa, pois apesar de fazer parte da microbiota
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normal do corpo humano, o S. aureus é um patdgeno que atua numa gama de infeccdes,
dentre elas em feridas cirargicas, com maior gravidade em individuos imunocomprometidos;

intensificada a problemética pelas cepas resistentes emergentes.**?

y J— e A
Figura 8 - S. aureus. Corado pelo método de Gram (A). Micrografia eletrénica (B).

Fonte: A) Smith, 2007. B) Todar K, 2012.

Até a década de 60 o S. aureus era sensivel a penicilina, poréem, cepas resistentes
tornaram-se problema de satde publica. A criagcdo do beta-lactamico sintético (meticilina) foi
a solucdo encontrada; porém, surgiram 0s S aureus resistentes a meticilina-MRSA, e
apresentaram resisténcia a todos os beta-lactamicos. A vancomicina passou a ser utilizada e
em 2002 surgiram os primeiros registros de resisténcia.*®"’’

Diante desta trajetoria de resisténcia, fazem-se necessarias alternativas
antimicrobianas para este patdégeno. A forte atividade inibitoria apresentada pela peciolo da
folha do Cocos nucifera Linn parece ser uma opgao promissora.

Dos quatro extratos testados frente a bactéria Gram negativa. P aeruginosa, o extrato
etanolico/metandlico (2:1) das folhas foi considerado ativo com percentual de inibicdo de
76%. (halo de inibi¢do > 75%), 0 extrato etanolicoda peciolo foi moderadamente ativo com
halos 29,4% (inibi¢do > 25% e < 75%). Os extratos etandlicos do caule e folha nao

apresentaram halo, portanto inativos (inibicio < 25%),'*!

conforme explicitado na Tabela 4.
Outra classificacdo restrita a dimensdo do halo formado pelo extrato remete que, 0s
extratos brutos das folhas etandlico/metandlico (2:1) e peciolo etandlico do C. nucifera L.

foram ativos contra P aeruginosa (halos > 9 mm)'*?

e apenas o extrato da peciolo foi ativo

para S aureus. Esta classificacdo foi adotada no estudo que testou o extrato da A. macrocarpa

frente ao S. aureus e obtiveram sensibilidades com halos de inibicdo entre 19 a 25 mm.>*
Estes resultados sdo compativeis com os descritos em estudos, nos quais a atividade

antibacteriana contra Gram positivas apresentaram, em geral, halos de inibicdo maiores do


http://www.life.umd.edu/cbmg/faculty/asmith/smith2.html
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que os das Gram negativas devido a maior susceptibilidade das Gram positivas, pois so
possuem uma camada externa de peptidoglicano que nio é barreira eficaz. "% 3
Os resultados encontram-se expressos em médias da triplicata dos halos de inibicdo do

crescimento microbiano, na Tabela 4.

Tabela 4 - Halos de inibi¢do do crescimento microbiano pelos extratos brutos do C. nucifera
L. por difusdo em disco (1000 pg/disco). Macei6-AL, 2012.

Média dos Halos de inibi¢do (mm)
Extratos brutos (1000 pg/disco).

Micro- Folha Folha Peciolo Caule Controle

organismos EtOH EtOH/MeOH dafolha EtOH Positivo
2:1 EtOH

S. aureus 0,0 0,0 13,0 0,0 17°

ATCC 25923

P. aeruginosa 0,0 26,0 10,0 0,0 347

ATCC 27853

E. coli 0,0 0,0 0,0 0,0 34"

CCCD EO008

C. albicans 0,0 0,0 0,0 0,0 21°

CCCD/CC0001

ACiprofloxacina 5ug; ®Gentamicina 10ug, “Miconazol 50ug.
Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Nenhum dos extratos do C. nucifera L. inibiu a Gram negativa E. coli. Compativel
com os resultados obtidos em pesquisa que relata que bactérias Gram negativas, como E. coli
e P. aeruginosa podem oferecer barreira na permeabilidade, devido a composicao quimica de
sua parede celular.”” *°'

Os achados deste estudo corroboram com a pesquisa realizada na india, que utilizou
outra parte desta mesma espécie vegetal, na qual a atividade antimicrobiana da raiz do C.
nucifera foi demonstrada frente a0s mesmos micro-organismos aqui testados.**

As atividades antimicrobianas encontradas nos extratos brutos das folhas e peciolo
do C. nucifera L. sdo relevantes e estimulam a busca por atividade bactericida em outros
micro-organismos Gram positivos e Gram negativos; visto que a descoberta de

biocomponentes de plantas com atividade antimicrobiana pode levar a terapias opcionais.
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4.3.2 Resultados dos ensaios antimicrobianos in vitro pela perfuracio em Agar

O extrato da folha do C. nucifera Linn extraido por etanol/metanol (2:1) inibiu o
crescimento de S. aureus (Figura 9) com média dos halos de inibicdo de 21 mm; valor este,
aproximado do Controle Positivo — Ceftriaxona com 26,5 mm. Apresentou também atividade
bactericida para P. aeruginosa (Figura 10) com halo de 12 mm, enquanto o Controle Positivo:
Ciprofloxacina halo de 34 mm.

Figura 9 - Inibicdo de S. aureus. Halo de 21 mm do extrato etandlico/metandlico (2:1) das
folhas do C. nucifera L. (A). Controle Ceftriaxona - halo 26 mm (B).
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Figura 10 - Inibicdo de P. aeruginosa. Halos 12 mm pelo extrato etandlico/metandlico
(2:1) das folhas do C. nucifera L.(A). Controle Ciprofloxacino - halo 34 mm (B).
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Os resultados frente a Gram negativa foram positivos (halo de inibicdo de 12 mm)
visto que P. aeruginosa apresenta resisténcia conferida por: degradagdo enzimética do

medicamento, pouca expressdo de proteinas de membrana, resisténcia a diferentes



52

antimicrobianos como cefalosporinas e carbapenémicos, alteracdo do sitio de acdo; vias
metabOlicas alternativas e diminuicdo da concentragdo intracelular do antimicrobiano
(diminuicdo da permeabilidade, alteracdo de sistemas de transporte na célula, afluxo ativo —
eliminacdo do medicamento por hiper-expressdo de bombas de efluxo).**

Os testes realizados com os extratos etandlicos do caule, peciolo e folha etandlica a
10% contra: S. aureus, P. aeruginosa, E. coli e C. albicans ndo apresentaram atividade

antimicrobiana nos ensaios de perfuracio em Agar (Tabela 5).

Tabela 5 - Halos de inibicdo do crescimento microbiano pelos extratos brutos do C. nucifera pela

técnica de perfuracdo em Agar. Maceié-AL, 2012.

Média dos halos de inibigdo (mm)

Extratos brutos a 10%

Micro- Folha Folha Peciolo Caule

organismos EtOH EtOH2/:I\1/IeOH dgtfglga EtOH CP
S. aureus 0,0 21 0,0 0,0 26,5
ATCC 25923

P. aeruginosa 0,0 12 0,0 0,0 348
ATCC 27853

E. coli 0,0 0,0 0,0 0,0 34°
CCCD E008

C. albicans 0,0 0,0 0,0 0,0 21°
CCCD/CC0001

CP= Controle Positivo: “Ceftriaxona 30pg; “Ciprofloxacina 5ug; “Miconazol 50ug.
Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

A ausente atividade inibitéria dos extratos sobre a bactéria Gram-negativa E coli
pode estar relacionada com as diferencas estruturais que estas bactérias apresentam em
relacdo as Gram-positivas. Por exemplo, por possuirem parede celular com membrana dual
em forma de envelope complexo, o que lhe confere protecio e maior resisténcia.'>*

A atividade seletiva em Gram negativas também foi observada no estudo que testou
extratos de folhas e ramos da llex paraguariensis e identificou sensibilidade de P. aeruginosa
e Proteus mirabilis ao extrato e resisténcia para E. coli, levantando a hipdtese de que pode

existir caracteristicas especificas da E. coli que a tornam resistentes aos extratos.*>
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Os resultados dos testes antimicrobianos pela perfuragdo em Agar sdo valiosos, pois,
0s extratos brutos das folhas e peciolo do C. nucifera apresentaram efeito inibidor do

crescimento de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa seletivo.

4.3.4 Concentracdes inibitdrias minimas (CIM / MIC)

A microdiluicdo é uma das técnicas mais utilizadas para triagem antimicrobiana.
Apresenta boa reprodutibilidade e proporciona a determinacdo da CIM. Sua leitura auxiliada
pelo reagente cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC) eficiente na deteccdo do metabodlitos de
células eucariodticas; produz hidrénio (H +) na sua forma reduzida formando o trifenil
formazan que possui coloracdo vermelha, indicador de atividade bacteriana.*

Foram realizados ensaios de microdiluicdo em eppendorfs (Figura 11) e placas de 96
pocos (Figura 12) com os extratos ativos nos ensaios de difusio em Agar: folhas e peciolo do
C. nucifera Linn a partir da concentracdo de 20 mg (10%), frente aos micro-organismos

sensiveis: S. aureus e P. aeruginosa (Tabela 6).

Tabela 6 - Avaliacdo da menor concentragdo inibitdria do crescimento microbiano (MIC) dos extratos
brutos do C. nucifera Linn. Maceio-AL, 2012.

Extratos brutos

Micro-organismos  Folha Folha Peciolo da cc CN
EtOH EtOH/MeOH folha
2:1 EtOH
S. aureus 00 Ativoa5%  Ativo a 5% + -
ATCC 25923 (10mg) (10 mg)
P. aeruginosa 00 Ativoa 10% Ativo a 10% + -
ATCC 27853 (20mg) (20mg)

CC= controle de crescimento; CN= controle negativo: CE= controle de esterilidade.

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Observa-se a atividade inibitéria do crescimento de S. aureus pelos extratos etanolico
da peciolo e folha etandlica/metandlica (2:1) do C. nucifera L, na concentracGes de 10%
(20mg/mL) a 5% (10mg/mL). Tais sensibilidades devem ser exploradas; a fim de combater

esta Gram positiva que tem um importante marcador de patogenicidade, por ser coagulase
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positiva - capacidade de coagular plasma que é a principal responsével por infeccdes*® e desde
0 inicio da era antimicrobiana demonstra capacidade de resistir & acdo dos antibidticos e

quimioterépicos antinfecciosos’”.

Figura 11 - Eppendorfs. Inibicdo do crescimento de S. aureus pelos extratos do peciolo
EtOH (A) e da folha EtOH/MeOH (B) do C. nucifera L. MIC em 10 mg (5%)
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Em comparacdo com outros estudos antimicrobianos com S. aureus, dentre eles, o
realizado em 2009 que avaliou o potencial antimicrobiano e antifungico de Coutarea latiflora
(Rubiaceae) pela técnica de microdiluigdo e verificaram que a CIM do extrato em metanol
para S. aureus ficou entre 500 a 700 ug/mL.lS? Percebe-se que a MIC apresentada pelo extrato
do Cocos nucifera Linn é elevada, no entanto ativa; correlacionada ao escore que considera
plantas que apresentam valor de CIM inferior a 600 mg/mL como ativas, entre 600 a 1.500
mg/mL sdo moderadamente ativas, e as que apresentam CIM maior que 1.600 mg/mL sdo

consideradas fracamente ativas. 4> 13



55

Folha EtOH/MeOH/ FolhaeTOH / Peciolo /CC CN CE

— =
»

Figura 12 - Placas de 96 pocos: MIC em 20mg frente a P. aeruginosa pelos extratos das
folhas em EtOH/MeOH e peciolo EtOH do C. nucifera L.
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Neste escore, 0s extratos etanolico do peciolo e etandlico/metandlico (2:1) da folha
foram ativas frente a P. aeruginosa (Figuras 13 e 14). Este patdgeno esta associado a infecgédo
e insuficiéncia pulmonar, principalmente, em individuos com fibrose cistica, 0 que o torna

responséavel pela maior causa de morbidade e mortalidade neste grupo.**

>Q.L/u«,3/ MOAO '\O.SUE: L‘\\\-ﬁ:

Figura 13 - Eppendorf: MIC do peciolo EtOH frente a P. aeruginosa.

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.
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Figura 14 - Eppendorf: MIC da folha MeOH/EtOH frente a P. aeruginosa.
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Né&o existe consenso sobre o nivel aceitavel de concentragdes para extratos de plantas
quando comparados com antibidticos padrdes, portanto estes resultados de atividade
antimicrobiana nas concentragdes de 20 mg/mL para P. aeruginosa e 10 mg/mL para S.
aureus sao corroborativos nas alternativas antibioticas; diante do metabolismo e reproducéo
acelerados das bactérias associado ao mecanismo de troca de material genético que lhe
permitem, ao longo do tempo, que desenvolvam formas de resisténcia intrinsecas a estrutura
fisica celular e mutagdes.™

Atividades antimicrobianas a partir de plantas para estes patogenos também foi
buscada na Peperomia pellucida (erva-de-jabuti) e na Portulaca pilosa (amor-crescido), que
apresentaram inibicdo nas concentragdes de 500 a 62,5 ug/mL'® e no extrato de Miconia
rubiginosa (Melastomataceae) obtiveram para S. aureus CIM superior a 400 pg/mL.**

A necessidade de alternativas para estes patdgenos incentiva inovagdes como estudos
gue mostraram compostos alcaldides em combinacdo com 0s antibi6ticos convencionais
(meticilina, ampicilina) possuem efeitos antimicrobianos e o berberine contra o biofilme do
género Candida.™®"

Nesta perspectiva, os extratos etandlico do peciolo e etandlico/metandlico (2:1) da
folha do Cocos nucifera Linn. possuem atividade antibacteriana que pode ser utilizado no

tratamento de infecgdes.

4.4 Resultados dos testes de citotoxicidade

Toxicidade é um fator que limita a liberacdo e consumo de farmacos, portanto, sua
andlise associada a atividade bioldégica de compostos é fundamental para determinar a
aplicacéo e estabelecer o indice terapéutico.”
Foram realizados ensaios para identificar a viabilidade celular de macréfagos da

linhagem J774 pelo método MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio].**
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Método colorimétrico rédpido estabelecido para determinar o numero de células viaveis
baseado no teste de atividade das células pela redugdo do MTT.

A reducdo do MTT se da pela clivagem do sal de tetrazélio-MTT (amarelo), para
formar o formazan (violeta), pela acdo da enzima succinato desidrogenase presente nas
células ativas (Figural5). A quantidade de formazan € diretamente proporcional ao nimero de
células vivas. Assim, quanto mais escura a colora¢do, maior é a viabilidade celular, cuja

densidade Optica é identificada em espectrofotdmetro.

Succinato
Desidrogenase

Chy
0 T oG

Formazan
MTT  yellow violet

Figura 15 - Reducéo do sal de tetrazdlio (MTT) em cristais de formazan

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Na Figura 16 pode-se observar os resultados do ensaio de citoxicidade nas
concentracdes de 1000, 200 e 100 pg/mL pois os controles negativo(meio) e lise controle
positivo(lise) apresentaram exceléncia. O controle negativo (DMSO 2%) utilizado na
solubilizacdo dos extratos na concentragdo de 2000 pg/mL causou lise celular (p < 0,01),
portanto os experimentos CNL1, 2, 3 e 4 a 2000 pg/mL ficaram inviabilizados.

Foram testados os extratos da folha extraido em etanol/metanol (2:1) e extratos
etanolicos das folhas (lamina), peciolo e caule do C. nucifera L.; nas concentragdes de 1000,
200 e 100 pg/mL, correlacionados aos controles negativos DMSO a 1%, 0,2% e 0,1%
respectivamente.

Nas concentracBes de 200 e 100 pg/mL, os extratos etandlicos da folha-lamina
(CNL1), peciolo (CNL3), caule (CNL4) e folha etandlica/metandlica (CNL2) néo
apresentaram citotoxicidade estatisticamente significantes em macrofagos da linhagem J774
(p > 0,05).



58

Nos testes na concentracdo de 1000 pg/mL, o extrato etandlico do peciolo nédo
apresentou citotoxicidade, enquanto as laminas das folhas (p < 0,001) e caule (p < 0,01)

apresentaram-se toxicas nesta concentragéo.
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Figura 16 - Atuacdo dos extratos do C. nucifera L. (CNL) nas concentracfes de 2000, 1000, 200 e
100 pg/mL em macrdéfagos da linhagem J774.
Os dados representam a média e o erro padrao da média. **(p < 0,01) e ***(p < 0,001).

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Os extratos das folhas e caule do Cocos nucifera Linn ndo apresentaram citotoxicidade
nas concentracdes de 200 e 100 pg/mL, enguanto o extrato etanolicodo peciolo foi atoxico a

partir de 1000 pg/mL. (Figura 17).

Figura 17 - Atoxicidade dos extratos do C. nucifera L. a 200 pg/mL (colunas 7,8 € 9) e
100 pg/mL (colunas 10, 11 e 12). Caule - CNL3 (E) atoxico a partir de 1000 pg/mL
(colunas 4, 5, 6) e peciolo a 1000 pg/mL citotoxico - CNL4 (F).

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.
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4.5 Resultados da avaliagio da capacidade sequestradora de radicais livres

Os compostos fenolicos encontrados nas plantas sdo conhecidos por possuirem
atividade antioxidante, principalmente devido as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica.®***** Todos os extratos do Cocos nucifera Linn foram testados em triplicata quanto o
potencial antioxidante, pela capacidade de sequestrar radicais livres frente ao DPPH, por meio

dos ensaios qualitativos e quantitativos.

4.5.1 Avaliagéo qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres:

Os extratos foram expostos a 30 mL no sistema eluente de solventes, primeiramente
em Hexano, entretanto ndo apresentaram eluicdo. Na sequéncia, Hexano/Acetato nas

proporcoes 9:1; 8:2; 7:3 e 6:4 e demais solventes ate eluicdo (Tabela7).

Tabela 7 - Sistema de eluicdo dos extratos do C. nucifera L. frente aos solventes: Hexano,
Hexano/Acetato, Cloroformio, Cloroformio/Metanol. Maceio-AL, 2012,

Parte Sequéncia de exposicdo dos solventes para eluicdo
do Cocos Extratos dos extratos
nucifera CeH1o CeH1o/ ACOEL CHCI; CHCI3/
Linn. MeOH
Caule EtOH 30 mL*  9:1*/8:2*/7:3*/6:4* 30 mL* 9:1
Peciolo EtOH 30 mL*  9:1*/8:2*/7:3*/6:4* 30 mL* 9:1
Folha EtOH 30 mL*  9:1*/8:2*/7:3*/6:4
Folha EtOH/MeOH 30 mL* 6:4
*Sem eluicéo.

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Na Cromatografia de camada delgada (CCD), a fase estacionaria é constituida por uma
fina camada de um sélido finamente dividido (adsorvente: silica gel) que reveste a placa de
vidro ou aluminio; de modo que o processo de separacdo ocorre em superficie plana,
essencialmente bidimensional. Ao conjunto denomina-se Placa de cromatografia.'®®

De forma resumida, uma gota da solugdo da amostra (soluto) é colocada a cerca de 1
cm da base da placa. Apds evaporacdo do solvente, a placa é colocada em contato com a fase
mdvel em cuba cromatogréafica. Desenvolve-se com a fase mével migrando através da fase

estacionaria por acdo da capilaridade; a este processo chama-se corrida. Como a amostra
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interage com a fase mdvel e a fase estacionaria, na medida em que o solvente vai ascendendo
na placa a amostra vai sendo “arrastada” pelo solvente.'®

Os extratos das folhas eluiram no Hexano/Acetato na proporcao 6:4, portanto estas
placas cromatograficas foram reveladas em lampada ultravioleta nos comprimentos de ondas
de 254 e 365 nm, em seguida foi realizado o ensaio na placa de silica gel em aluminio e

revelado no iodeto de potassio por 10 segundos (Figuras 18 e 19).

Figura 18 - Extrato folha EtOH do C. nucifera L. Revelacdo em iodo (A). Eluicdo
em Hexano/Acetato(B). Placa de cromatografia.(C). Controle catequina (*).

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

-

Figura 19 - Cromatografia em camada delgada. Folha EtOH/MeOH
(CNL). Eluicdo Hexano/Acetato (A). Controle catequina (*B).
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.
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Observa-se que 0s extratos brutos etandlicos (Figura 18) e etandlico/metandlico
(Figura 19) das folhas do C. nucifera Linn apresentaram atividade quanto a capacidade
sequestradora de radicais livres frente ao DPPH no ensaio qualitativo. Visivel pela coloracdo
amarelada e esbranquicada que se pode observar na placa de cromatograficaa e comparada ao
controle padrdo catequina que se encontra na margem inferior.

Hé& entdo placas de silica impregnadas com material fluorescente revelando-se suas
manchas com lampada de UV. Compostos ndo polares interagem através da forca fraca de
Van der Walls, isto €, tais moléculas se ligardo fortemente ao adsorvente, a menos que
possuam elevado peso molecular. Quanto mais polar for a molécula mais fortemente ela
estara ligada ao adsorvente.™ Diante do exposto presume-se que 0s extratos brutos das folhas
do C nucifera Linn possuem compostos polares visto que na “corrida” cromatografica de
camada delgada, além de coloracdo similar ao controle positivo catequina, atingiu altura
significativa e ndo apresentou rastros residuais (Figuras 18 e 19).

Os extratos do Caule e Peciolo, visto que ndo apresentaram eluicdo em Hexano ou
solucBes de Hexano/Acetato (9:1/8:2/7:3 e 6:4) e nem em Cloroférmio, foram expostas a
solucdo de Cloroférmio/Metanol (9:1). Neste Gltimo eluiram bem, portanto seguiram para

revelacdo em iodo (Figura 18).

Figura 20 - Placa de cromatografia. Capacidade sequestradora de
radicais livres. Caule (A) e Peciolo (B). Controle: catequina (*).

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Diante desses resultados pode-se inferir que todas as amostras do C. nucifera L.
foram ativas (mancha amarela) no que se refere a capacidade sequestradora de radicais livres

nos testes qualitativos comparados com o controle positivo catequina (*); o que indica
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potencial acdo antioxidante dos extratos. Portanto foram submetidas & avaliacdo quantitativa

frente ao radical sintético DPPH, visando a confirmacéo das atividades (Figura 20).

4.5.2 Avaliagéo quantitativa da capacidade sequestradora de radicais livres
Baseado na capacidade do radical livre estavel sintético DPPH" (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) em reagir com substancias doadoras de H (DPPH" + [AH]n ® DPPH-H + [A]n)
inclusive compostos fendlicos presentes em extratos vegetais. Mede a capacidade de
substancias potencialmente antioxidante de seqiestrar o radical livre DPPH",3:140:163
Nestes ensaios os valores da Clso s@o inversamente relacionados a atividade e esta
aumenta com a diminuicdo do DPPH remanescente no meio reacional. A absorbancia foi
revelada em espectrofotometro UV-VIS (UV mini-1240 mod. Shimadzu). Nestes ensaios,
quando o radical é seqiestrado a solucdo sofre descoloracdo. Quanto maior for o potencial
antioxidante, mais descorada ficara, e consequentemente havera menor absorcdo em 517 nm
(Figuras 21 e 22). Foi adicionoda a solucdo do reagente DPPH" uma solucédo do extrato do C

nucifera L em MeOH nas concentragdes de 200, 150, 100, 50 e 25 pg/mL (Figura 23).2¢165°

Figura 21 - Espectofotdmetro e calibragdo da absorbancia.

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Figura 22 - Cubetas com extrato do C. nucifera L. e DPPH.
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.



63

Figura 23 - SolugGes metandlicas dos extratos.
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

Substancias antioxidantes presentes em extratos doam um radical hidrogénio a
estrutura do DPPH’, reduzindo-a e formando difenil-picril-hidrazina (DPPH-H), de coloracao
amarela, com conseqliente desaparecimento da absorcdo. A atividade é avaliada pelo
monitoramento do decréscimo da absorvancia, sendo esta proporcional a concentracdo de
substancias antioxidantes presentes na amostra. Quanto maior o consumo de DPPH por uma
amostra, menor sera a sua Cls e maior a sua atividade antioxidante, >3
A Tabela 8 monstra as médias das triplicatas dos valores obtidos nas curvas de

calibracdo do espectrofotometro.

Tabela 8 - Curva de calibracao dos testes quantitativos frente ao DPPH.

Concentracdes Folhas em Peciolo e Caule Folhas em
(mg/mL) EtOH MetOH/EtOH
40 0,907 1.511,66 1,706
35 0,799 1.252,33 1,472
30 0,666 1.028,00 1,211
25 0,666 0.929,33 0,899
20 0,423 0.742,66 0,695
15 0,336 0.475,00 0,546
10 0,302 0.288,66 0,540
05 0,125 0.118,66 0,288
01 0,034 0.014,33 0,142

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.
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Os extratos brutos do C. nucifera L. (caule com Clsg 135,034 + 0,04 pg/mL; folha
etandlica com Clsp 179,222 +2,1 pg/mL, peciolo etandlico e folha etandlica/metandlica (2:1)
com Clsp 779,704 + 1,025 pg/mL), quando comparadas com os padrfes [acido galico (Clsg
20,53 = 1,34 pg/mL) e BHT (Clso 97,86 £ 2,52 pg/mL)], caule e folhas apresentaram
potencial antioxidante. Os extratos etantlico do peciolo e etandlico/metandlico (2:1) da folha
apresentaram valores de Clso superior a 200 pg/mL, assim, considerados inativos ***

As Tabelas 9, 10, 11 e 12 apresentam as médias de absorbancias dos radicais livres
pelos extratos brutos etandlicos das folhas, peciolo e caule, e folhas etandlica/metandlica (2:1)
do C. nucifera L. respectivamente, nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos nas concentragdes
de 200, 150, 100, 50 e 25 pg/L.

Tabela 9 - Absorbancias do extrato etandlico da folha do C. nucifera. Macei6-AL, 2012.

Concentracg6es do Médias das absorbancias nos tempos (minutos)

extrato (ug/L) To T 15 T30 Tus Teo
200 0,707 0,437 0,423 0,420 0,430
150 0,732 0,522 0,535 0,531 0,541
100 0,710 0,579 0,616 0,628 0,644
50 0,685 0,674 0,723 0,741 0,767
25 0,779 0,748 0,807 0,831 0,864

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Tabela 10 - Absorbancias do extrato do caule do C. nucifera L. Macei6-AL, 2012.

Concentrac6es do Médias das absorbancias nos tempos (minutos)
extrato (pg/L) To T s T30 Tus Teo
200 1.374 0,482 0, 393 0,356 0,336
150 1.172 0,701 0,638 0,614 0,605
100 1.161 0,874 0,839 0,841 0,847
50 1.340 1,228 1.240 1.266 1,298
25 1.254 1,193 1.224 1.263 1,316

Fator de correlagéo para o caule= 0,99711.

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Significa que a atividade antioxidante é consideravel visto que se apresenta com fator

de correlagdo > 0,98.



Tabela 11 - Absorbancias do extrato do peciolo do C. nucifera L. Macei6-AL, 2012.

Concentrag0es Médias das absorbancias nos tempos (minutos)
do extrato (pg/L) To T 15 T3 Tas Teo
200 1.314 1.142 1.1135 1.172 1.193
150 1.309 1.210 1.224 1.256 1.268
100 1.278 1.214 1.218 1.259 1.305
50 1.273 1.233 1.288 1.321 1.343
25 1.337 1.305 1.372 1.410 1.349

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

Tabela 12 - Absorbancias do extrato da folha MetOH/EtOH do C. nucifera L.

Médias das absorbancias nos tempos (minutos)

Concentrac0es do To T 15 T30 Tys Teo
extrato (ug/L)
200 1,420 1,296 1,305 1,340 1,325
150 1,386 1,211 1,211 1,207 1,183
100 1,473 1,238 1,239 1,231 1,198
50 1,490 1,400 1,419 1,426 1,413
25 1,519 1,412 1,437 1,441 1,435

Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

As percentagens de DPPH remanescente versus as concentracdes dos extratos do C.
nucifera Linn testadas, foram plotados pelo programa Microcal OriginPro 6.0 e estdo
apresentados nas Tabelas 13 a 16. Nestas, observa-se a quantidade de antiradical necessaria
para diminuir a concentracdo inicial de DPPH em 50% (Cls) obtida pelo modelo matematico

Y= A+B.X, onde A= coeficiente linear da reta da curva de calibracdo e B= coeficiente

angular, X= concentracdo de DPPH no Tgye Y= constante de Absorbancia = 50%.
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Tabela 13 - Tatamento estatistico da capacidadede sequestradora de radicais livres pelos extratos
etandlicos das folhas do C. nucifera Linn. Macei6-AL, 2012,

Parametro da folha etandlica Valor Erro
A 98,58899 1,84798
B -0,27111 0,01503
R SD (desvio padrao) N P
- 0,99542 2,15142 5 3,71378

Fator de correlagdo = - 0,99542,
Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

X=Y-A X=50-98,58899/-0,27111 X=179,222 pg/L

B

O extrato etanolico das folhas apresentou capacidade sequestradora do radical livre
DPPH, conferido por apresentar concentracdo de DPPH remanescente inferior a 200 pg/L no
tempo 60 minutos; no entanto apos aplicacdo da estatistica observa-se p>0,05 0 que torna
duvidoso o resultado e necessitando que o teste seja repetido.

Tabela 14 - Tratamento estatistico da incapacidadede sequestradora de radicais livres pelo extrato

etandlico do peciolo do C nucifera L. Maceio-AL, 2012.

Parametro peciolo Valor Erro
A 94,49776 0,88058
B - 0,05707 0,00716
R SD (desvio padrao) N P
-0,9772 1,02518 5 0,00412

Fator de correlagdo = - 0,9772
Fonte: Autora da pesquisa, dez. 2012.

X=150-94,49776 X =779,704
- 0,05707

O extrato etandlico do peciolo ndo apresentou capacidade sequestradora frente ao

radical sintético livre DPPH tratado estatisticamente e média da triplica com p<0,005.
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Tabela 15 - Tratamento estatistico da capacidadede sequestradora de radicais livres pelo extrato
etandlico do caule do C. nucifera L. Macei6-AL, 2012.

Parametro caule Valor Erro
A 102,37975 3,86949
B - 0,3879 0,03146
R SD (desvio padrao) N P
- 0,99027 4,50488 5 0,00115

Fator de correlacdo = - 0,99027.
Fonte: Autor da pesquisa, 2012.

X= 50 - 102,37975 X= 135,034 pg/L
- 0,3879

O extrato etanolico do caule apresentou capacidade sequestradora de radicais livres
com concentracdo de DPPH remanescente inferior a 200 pg/L no tempo 60 minutos; com

variancia sem significancia estatistica visto que na média da triplica p<0,005.

Tabela 16 - Tratamento estatistico da incapacidadede sequestradora de radicais livres pelo extrato
etanolico da folha MetOH/EtOH do C. nucifera L. Macei6-AL, 2012.

Parametro Valor Erro
folha MetOH/EtOH
A 0,05097 0,06193
B 0,0389 0,0026
R SD (desvio padrao) N P
0,9847 0,09943 9 <0.0001

Fator de correlagdo = 0,9847.
Fonte: Autora da pesquisa, 2012.

X=50-0,05097 X=1.284,036 pg/L.
0,0389

Estes resultados sugerem que 0s extratos brutos etandlicos da folha e caule do C.

nucifera Linn possuem compostos quimicos com alta capacidade sequestradora de radicais
livres frente ao DPPH, pois apresentaram Concentracdo inibitoria Clso de 135,034 £ 0,04

pg/mL e 179,222 £2,1 pg/mL respectivamente, o que remete a atividade antioxidante.
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O valor elevado apresentado pelos extratos brutos do peciolo e folha
metandlico/etandlico indicam que ndo apresentam capacidade sequestradora de radicais livres
frente ao DPPH, portanto ndo demonstraram potencial antioxidante.

Todos os resultados foram tratados estatisticamente, plotados em gréfico da cinética
de adsorcdo do radical livre DPPH (Figura 23) e comparados em grafico com os padrbes
utilizados: BHT e acido galico. (Figura 24)
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Figura 24 - Cinética do DPPH ggy a0s extratos do C. nucifera L.

Fonte: Autora da pesquisa, 2012.
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Figura 25 - Cinética do DPPH ey aos controles padrdes: &cido galico e BHT.

Fonte: Autor da pesquisa, 2012.
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Observa-se na figura 24, a cinética rapida dos extratos brutos do caule e folha
etandlica do C. nucifera Linn, na reducdo do percentual do radical livre sintético DPPH, de
95% para 35% nos primeiros 15minutos e continuando em reducgéo pelo extrato do caule, e
reducdo de 77% para 45% pela folha, mantendo-se até o tempo de 60 minutos avaliados;
resultados equivalentes ao padrdo acido galico visualizavel na figura 25.

Os extratos etanolico do peciolo e etandlico/metandlico (2:1) das folhas ndo foram
capazes de sequestrar o radical livre DPPH conforme figura 24, onde a %DPPH remanescente
permanece quase inalterado ao longo dos 60 minutos, em comparagdo com o padrdo BHT
(figura25) de cinética lenta mas que € capaz de reduzir a 50% os radicais livres até o tempo de
60 minutos.

Diante dos resultados obtidos, sugere-se a continuidade dos testes antioxidantes com o
extrato etanolico da casca do caule do C. nucifera L. e repeticdo do teste quantitativo da
capacidade sequestradora de radicais livres do extrato etanolico da folha a fim de obter analise

de variancia da média da triplicata, ao tratamento estatistico, ndo significativo (p<0,05).
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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Os resultados desta pesquisa indicam atividade antimicrobiana, potencial

antioxidante por apresentar capacidade sequestradora de radicais livres e auséncia de

citotoxicidade em alguns dos extratos brutos da espécie vegetal Cocos nucifera Linn.

Corroborativo para o estabelecimento da Enfermagem na produgdo do conhecimento

cientifico na pesquisa bésica e para inovagdo tecnoldgica no setor saude. O estudo permitiu

relacionar as seguintes conclusoes:

1.

Os rendimentos dos quatro extratos foram satisfatorios, viabilizando o uso do extrato
vegetal de forma sustentivel. A melhor obtencdo ap0s rotaevaporacdo foi de 28% pela
extracdo etandlica/metandlica (2:1) das folhas (Iamina).

Todos os extratos apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres nos ensaios
qualitativos.

Os extratos etandlicos do caule (Clsp= 135,034 + 0,04 pg/mL) e folha (Clsp= 179,222 +2,1
Hg/mL) do Cocos nucifera Linn apresentaram capacidade sequestradora de radicais livres
nos ensaios quantitativos espectrométricos, frente ao radical sintético DPPH, o que
confere-lhes potencial antioxidante.

Os extratos etandlico do peciolo e etandlica/metandlica (2:1) da folha (Clso= 779,704 *
1,025 pg/mLe Clsp= 1.284,036 £ 0,1 pg/L respectivamente) apresentaram valores de Clsg
superior a 200 pg/mL, portanto, ndo apresentaram capacidade sequestradora de radicais
livres no ensaio quantitativo frente ao DPPH.

Quanto aos experimentos antimicrobianos, os extratos brutos etandlicos do peciolo e
etanolico/metandlico (2:1) da folha (lamina) do Cocos nucifera Linn inibiram o
crescimento bacteriano de S aureus e P aeruginosa; nos ensaios de difusdo em placas de
Agar.

A menor concentracdo inibitdria do crescimento do S aureus pelos extratos brutos da folha
etanolico/metandlico (2:1) e o extrato etandlico do peciolo do Cocos nucifera Linn foi de
10mg (5%).

A menor concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano da Gram negativa
Pseudomonas aeruginosa foi de 20mg (10%); apresentado pelos extratos brutos da folha
etanolico/metandlico (2:1) e o extrato etandlico do peciolo do Cocos nucifera Linn.

O extrato do caule a 10% nao inibiu o crescimento bacteriano de S aureus, P aeruginosa
ou E coli.

Nenhum dos extratos a 10% apresentou atividade para E coli e nem antiflingica frente a C.

albicans na concentragdo de 1,5 x 10° UFC.
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10. Os extratos brutos do C. nucifera Linn ndo apresentaram citotoxicidade nas concentracoes
de 200 e 100 pg /ml frente as células da linhagem J774.

11. O extrato bruto etandlico do peciolo do Cocos nucifera Linn ndo causou citotoxicidade
celular significativa estatisticamente (p < 0,05), na concentracdo de 1000 pg/mL;
enquanto as folhas e caule apresentaram-se toxicas nesta concentracdo (p < 0,001).

12. Os ensaios de citotoxicidade com 2000ug foram inviabilizados por atividade citotdxica do
solvente DMSO a 2%.

As atividades antibacterianas apresentadas reforcam a viabilidade da continuagdo dos
ensaios antimicrobianos com estas partes ativas, ldamina e peciolo das folhas da espécie
vegetal C. nucifera Linn, ultrapassando o proposto neste estudo, visto que foram ativas tanto
para bactérias Gram positiva como para Gram negativa, sugere-se a realizacdo de screen

antibacteriano.

Esta pesquisa contribui para a ampliacdo do conhecimento do potencial terapéutico e
biologico da espécie vegetal C. nucifera Linn coletado em solo alagoano, no que se refere a:
1) identificacdo de atividade antimicrobiana frente a Gram positiva S aureus e Gram negativa
P. aeruginosa encontrada nas folhas - lamina e peciolo; 2) sua capacidade sequestradora de
radicais livres observada nas folhas (lamina) e caule; 3) auséncia de citotoxicidade no peciolo
do Cocos nucifera Linn na concentracdo de 1000 pg/mL; e nas folhas (lamina) e caule em 200
e 100 pg/mL.

Os achados desta pesquisa remetem a necessidade de associagdo com outros extratos
de plantas ou drogas que possuam atividade antimicrobiana para Gram positivas e Gram
negativas a fim de potencializar as atividades encontradas na folha (lamina) e peciolo do C.
nucifera Linn. frente a P. aeruginosa e S. aureus. Quanto a capacidade sequestradora de
radicais livres, sugere-se a continuidade de testes com os extratos etandlicos da casca do caule
e folha do C. nucifera L. para refinar a atividade antioxidante. No que se refere a seguranca de
seu uso em humanos, recomenda-se a partir dos resultados deste estudo frente a células do
tipo J774, a utilizacdo dos extratos brutos etandlicos do peciolo na concentracdo a partir de
1000 pg/mL e da folha (lamina) e caule a partir de 200 pg/mL; e outros testes com menores
concentragdes do solvente (DMSO 2%) a fim de identificar se existe toxicidade do extrato
bruto etandlico do peciolo do C. nucifera L. a em concentracfes superiores a 1000 pg/mL.

As implicagdes para a pratica da Enfermagem dos resultados deste estudo séo,
principalmente, a possibilidade de alternativas antimicrobianas e antioxidantes para o cuidado

de Enfermagem com autonomia e ampliagdo dos campos de atuacdo do enfermeiro.
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ATIVIDADE BIOLOGICA DO COCOS NUCIFERA L. E SEU PERFIL NO
TRATAMENTO DE DOENCAS: UMA REVISAO INTEGRATIVA*

RESUMO

O Cocos nucifera é uma palmeira conhecida como coqueiro. Esta revisdo integrativa analisou
a producdo cientifica sobre a atividade biolégica do coqueiro no tratamento de doencas.
Foram incluidos 14 artigos com busca em bases de dados, no periodo de 2002 a 2011. Os
resultados indicaram que a maioria dos estudos foram publicados em periddicos
internacionais, porém produzidos por brasileiros. Na andlise constatou-se que, nove artigos
descrevem as atividades bioldgicas das fibras das cascas e cascas do fruto do C. nucifera. Esta
planta tem as seguintes indica¢des terapéuticas: antioxidante, antimicrobiana, leshmanicida,
anti-helmintica, antinflamatoria, antinociceptiva, antineoplasica, pro-inflamatoria e néo
toxica, além de tratar diabetes e hiperplasia prostatica. Assim, futuras investigacfes devem ser
desenvolvidas, na busca de novas atividades bioldgicas e consolidacdo das ja relatadas.
Ressalta-se que pesquisadores enfermeiros necessitam engajarem-se no campo da pesquisa
bésica, visando a consolidar a inovacdo tecnoldgica na Enfermagem.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia bioldgica; Coqueiro; Enfermagem.

INTRODUCAO

As plantas tém sido utilizadas desde a antiguidade, como fonte de alimento e no
tratamento de diversas doencas que acometem o homem. Desde as duas Ultimas décadas do
século XX observa-se uma crescente tendéncia mundial, do uso de plantas como recurso
terapéutico, influenciado por fatores econdmicos, sociais e culturais®.

O emprego de plantas como tratamento alternativo vem sendo estimulado pela
Organizacdo Mundial de Saude, por meio de programas. No Brasil, 0 Ministério da Satde tem
investido na aplicabilidade de terapias complementares na rotina dos servigos de satde, sendo

uma delas, a instituicdo da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares
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(PNPIC) em 2006, em referéncia a manifestacdo do conhecimento popular em salde, para
uma nova abordagem terapéutica, que favoreca e promova a universalizacdo do acesso aos
usuérios do Sistema Unico de Satde/Sus®.

Um estudo relatou que extratos de plantas mostraram-se eficientes no controle de
diversas doencas, bem como, o envolvimento de pesquisadores das areas de farmacia e
medicina na investigacdo de atividades bioldgicas de plantas medicinais orientadas pelo uso
popular®. Nesse contexto, incentiva-se a participacdo do enfermeiro para além de usuario de
novas tecnologias e, seu engajamento no desenvolvimento de inovacGes tecnoldgicas nessa
area™, visando a promocéo da satide, com acdes que possam ser implementadas pelo Sus.

O Brasil é detentor da maior variedade de plantas do mundo, porém menos de 10%
foram avaliadas com relacdo aos seus aspectos bioldgicos. A flora brasileira possui cerca 55
mil espécies, que corresponde a aproximadamente 22 % do universo de plantas conhecidas no
planeta®.

O Cocos nucifera Linn. é uma palmeira, pertencente a familia Palmae, conhecida,
popularmente, no Brasil, como coqueiro. Coco €é o fruto produzido pelo coqueiro uma espécie
vegetal de regido tropical, oriunda do continente asiatico, mais precisamente da regido Indo-
Maldsia. Esta palmeira foi introduzida no Brasil pelos portugueses, com boa adaptacdo®. O
coqueiro tem importancia mundialmente reconhecida, tanto para consumo "in natura” quanto
para fins industriais.

O Nordeste brasileiro tem condicdes edafoclimaticas satisfatorias para seu cultivo”.
Frente a esta constatacdo o C. nucifera tem potencial para desenvolvimento de pesquisas que
busquem maiores evidéncias de sua atividade bioldgica. A concha de coco tem composicao
quimica idéntica & madeira, adequada para a extracdo de compostos fendlicos (taninos,
flavonoides e xantonas), responsaveis pela atividade antimicrobiana, antiulcerogénica,

antineoplésica e antinflamatoria®*%.
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Pelo exposto, o objetivo deste estudo € analisar a producdo cientifica sobre a atividade
biolégica do coqueiro no tratamento de doencas. Este estudo justifica-se por ampliar a
fundamentacdo teorica de uma pesquisa experimental vinculada ao PPGEnf/Ufal a nivel de
mestrado e ao Laboratorio de pesquisa em Tratamento de Feridas — LpTF/Ufal.
METODOLOGIA:

Optou-se pelo método da revisdo integrativa para reunir e sintetizar o conhecimento
existente sobre a atividade bioldgica do C. nucifera L., referente ao seu perfil para tratamento
de doengas. Este tipo de revisdo favorece discussdes sobre méetodos, resultados de pesquisas e
reflexdes para o desenvolvimento de futuros estudos™™2.

Nesta revisdo foram adotadas as etapas: estabelecimento da questéo de pesquisa, busca
na literatura para identificar o tema escolhido; selecdo dos estudos a serem incluidos;
avaliacéo da literatura; analise e sintese dos dados™. Para conduzir esta revisdo, a seguinte
questdo foi formulada: Que conhecimentos foram produzidos sobre as atividades bioldgicas
dos extratos das diferentes partes do C. nucifera L.?

Para a selecdo dos artigos foram consultadas as seguintes bases de dados: National
Library of Medicine (MEDLINE), Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da
Saude (LILACS), Chemical Abstracts Service (SciFinder Scholar/CAS), Banco de Dados em
Enfermagem (BDENf), Scientific Electronic Library Online (SciELO), por meio dos seguintes
descritores e suas combinacdes nas linguas portuguesa, espanhola e inglesa: coqueiro (coco;
coconut) and atividade bioldgica (actividad bioldgica; biological activity) or atividade
antimicrobiana (actividad antimicrobiana; antimicrobial activity).

Buscaram-se artigos que respondessem a questdo da revisdo adotando como critérios
de inclusdo: artigos publicados no periodo de 2002 a 2011 em periddicos nacionais e
internacionais (portugués, espanhol e inglés); que descrevem a atividade bioldgica do C.

nucifera com resumo e texto completos disponiveis online; e exclusédo, artigos relacionados a
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polpa e &gua do fruto do coqueiro e artigos que ndo se relacionam com o uso bioldgico.
Foram identificadas 180 producgdes. Foi procedida leitura dos resumos e selecionadas as
producdes para leitura na integra, sendo a amostra final constituida por 14 artigos.

Para a coleta de dados dos artigos elaborou-se um formuldrio que contemplou
informacdes sobre identificacdo do artigo, objetivo dos estudos, caracteristicas metodoldégicas
da pesquisa, analise dos dados, resultados, discussdo e conclusdes“?. A apresentacido dos
resultados e discussdo dos dados foi realizada de forma descritiva possibilitando a
aplicabilidade desta revisdo na pratica da pesquisa basica, bem como mostrar a importancia
do envolvimento do enfermeiro neste tipo de investigagéo.

RESULTADOS

Analisaram-se 14 artigos que atenderam aos critérios de inclusdo, localizados nas
bases de dados: seis no SciFinder Scholar/CAS, cinco no MEDLINE, dois no LILACS e um
no SciELO. Destes, 13 estdo na lingua inglesa e um na portuguesa. Ndo foram encontradas
publicacbes sobre esta tematica em periddicos da Enfermagem. No Quadro 1 estdo algumas
informacGes sobre os artigos da revisdo e no Quadro 2 a sintese dos artigos selecionados.

Quadro 1 - Artigos incluidos na revisdo integrativa. Maceio/AL, 2012.

Titulo do artigo Periddico Pais que Idioma  Ano
publicou
1. Comparative in vitro antioxidant activity  Int J Pharm India Inglés 2011

of different parts of C. nucifera on reactive Pharm Sci
oxygen and nitrogen specie®

2. Preliminary phytochemical screening Res J pharm india Inglés 2011
and anti-bacterial activity of C. nucifera L. Biol Sci.

root®?

3. Invitro antilisterial properties of crude Afr. J. Nigéria Inglés 2011

aqueous and n-hexane extracts of the husk Biotechnol
of C. nucifera™

4. In vitro antibacterial properties of crude Inglés

aqueous and n-hexane extracts of the husk Molecules. Africa 2011
of C. nucifera™ do Sul

5. Effect of ethyl acetate extract from husk Rev. bras. Brasil Inglés 2011
fiber water of C. nucifera in Leishmania farmacogn.

braziliensis infected hamsters®®

Continua
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Continuagao

6. Anthelmintic activity of C. nucifera L. Res Vet Sci. Brasil Inglés 2010
on intestinal nematodes of mice®®
7. Avaliagdo toxicoldgica e efeito do Rev. bras. Brasil Portugués 2009
extrato acetato de etila da fibra de Cocos plantas. med;
nucifera L. (Palmae) sobre a resposta
inflamatéria in vivo™”
8. American palm ethnomedicine: a meta- J Ethnobiol Polbnia Inglés 2009
analysis“® Ethnomed
9. Characterization of the antinociceptive J Brasil Inglés 2009
and anti-inflammatory activities from Ethnopharma
Cocos nucifera L. (Palmae)™® col
10.The husk fiber of Cocos nucifera L. Braz J Med Brasil Inglés 2007
(Palmaeg is a source of anti-neoplastic Biol Res.
activity“®
11. Antinociceptive and free radical J Brasil Inglés 2004
scavenging activities of C. nucifera L. Ethnopharma
(Palmae) husk fiber aqueous extract® col
12. Leishmanicidal activity of Res Brasil Inglés 2004
polyphenolic-rich extract from husk fiber Microbiol.
of C. nucifera L. (Palmae)®?
13. The effect of a catechin-rich extract of Phytother Brasil Inglés 2003
Cocos nucifera on lymphocytes Res.
proliferation®
14. Antimicrobial and antiviral activities of Res Brasil Inglés 2002
polyphenols from C. nucifera L. (Palmae) Microbiol.
husk fiber extract®

Quadro 2 - Sintese dos artigos incluidos na revisdo integrativa. Macei6/AL, 2012,

N° do Artigo/Objetivo Metodologia Resultados Indicacao

Terapéutica

1. Avaliar a atividade do C.

nucifera como antioxidante®

2. Aferir a atividade
antibacteriana C.
nucifera®®

3. Avaliar extratos da casca
do C. nucifera para infeccédo
Listerial®®

4. Testar o potencial
antimicrobiano dos extratos
brutos da casca do C.
nucifera®®

5. Avaliar o extrato

das fibras do C. nucifera
contra a L. braziliensis®®

Experimental
in vitro®

Experimental
in vitro“%

Experimental
in vitro®?

Experimental

in vitro®¥

Experimental
in vivo®

Testes de fenois totais
revelaram acéao
antioxidante®

O extrato € ativo para S.
aureus e P. aeruginosa™®

O extrato foi ativo contra
30 e 0 aquoso 29 diferentes
cepas de Listeria®™
O extrato aquoso foi ativo
contra 17 e 31 e 0 n-hexano
21 e 38 bactérias e vibrides,
respectivamente™®
Auséncia de estimulo
imunoldgico, porém, 0s
animais melhoraram®®

Antioxidante®

Atividade

antibacteriana
(10)

Atividade
antilisterial*®

Atividade

antibacteriana
(14)

Controle da L.
braziliensis®*®



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Research%20in%20Microbiology%20155%20(2004)%20136%E2%80%93143

99

Continua
Continuagao
6. Avaliar a atividade anti Experimental  Ratos tratados com extrato Controle de
helmintica do extrato da in vivo® mostraram reducéo da nematdides

casca do coco®®

7. Investigar o extrato
acetato de etila de C. nucifera
sobre a inflamacéo tépica™”
8. Analisar estudos

sobre os usos medicinais das
palmeiras americanas™®

9. Testar extrato e fragdes

de C. nucifera para
inflamacéo e dor®®

10. Investigar a atividade
anti-tumoral da fibra da casca
do C. nucifera®

11. Awvaliar o efeito
analgésico e anti-radical livre
da casca de C. nucifera®

12. Avaliar o C.nucifera
contra L. amazonensis®?

13. Avaliar as catequinas
do C. nucifera como anti-
tumoral®

14. Avaliar a atividade
antimicrobiana do C.
nucifera®

Experimental
in vivo®”

Estudo de
Revisio™®

Experimental
in vivo®

Experimental
in vitro®”

Experimental
in vitro e in
vivo®

Experimental
invitro e in
vivo®
Estudo
experimental
in vitro®
Experimental
in vitro®

intestinais®®
Atoxico™”

carga parasitaria™®
O extrato tem fendis e
esteroides, foi atoxico e nao
inibiu a inflamaggo™”

Das palmeiras estudadas, Estudo de
106 séo tidas como revisao
medicinal®® da Palmae®*®
Agiram como analgésicoe  Analgésico e

antinflamatorio

inibiram o edema de pata
(19)

induzido em ratos™®
Extratos e fracdes do C.
nucifera tém atividade
antitumoral®®
Auséncia de irritacéo
dérmica e ocular por via

Fonte de ante-
neoplasicos®”

Atoxico para
pele e mucosa

topica. In vitro teve acéo ocular. E anti-
anti-radicalar®” radicalar®®
A CIM do extrato inibiu 0 Potencial
crescimento do parasitaem  leishmanicida
camundongo®®? (22)
Proliferacéo e viabilidade Anti-tumoral
celular em células K562 e para

linfocitos®®

Antimicrobiano
(24)

linfocitos normais®?
Mostrou atividade contra S.
aureus e aciclovir-
resistente®?

DISCUSSAO

Os estudos de 1 a 4, 10 e 14 foram experimentais in vitro, de 5a 7, 9 e 10 foram in

vivo, o 8 tratou de uma revisdo do tipo metanalise, os estudos 11 e 12 utilizaram experimentos

in vitro e in vivo, na mesma pesquisa. Apesar da maioria dos artigos serem de origem

brasileira,

predominou a publicacdo em

inglés, significando a preocupacdo de

internacionalizar o conhecimento produzido no pais.

Contatou-se maior incidéncia de estudos brasileiros em relagdo ao restante do mundo,

sendo isso, possivelmente, influenciado pelas condigdes propicias para o cultivo desta planta

no Brasil. Quanto a autoria, nove foram de pesquisadores brasileiros e cinco do exterior, dos
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seguintes paises: India, Nigéria, Polonia e Africa do Sul. Ndo foi identificada a categoria
profissional dos pesquisadores, no entanto todos os estudos foram realizados em laboratorios
de pesquisa experimental de universidades, envolvendo mais de uma area do conhecimento.

Dos sete estudos experimentais in vitro, quatro averiguaram a atividade
antimicrobiana das cascas, fibras do fruto e raizes do C. nucifera. Dois deles buscaram
investigar a inibicdo da proliferacdo de células neoplasicas nas cascas do fruto, bem como das
catequinas isoladas desta mesma parte. E um estudo utilizou diversas partes testando a
atividade antioxidante desta planta.

Identificou-se nos estudos in vitro que o C. nucifera possui atividade antimicrobiana,
contra S. aureus, P. aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Serratia marscens, Salmonella sp.,
Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Vibrio vulnificus, V. fluvialis, V. sp. V.
metschnkovii, V. parahaemolyticus®®' e a Listeria. monocytogenes™ - bactéria
patogénica, capaz de causar meningite e induzir aborto™. Também, se evidenciou que o
extrato bruto e as catequinas das fibras das cascas apresentaram atividade contra o herpes
virus simples humano tipo 1, resistente ao Aciclovir, sendo inativo para os fungos Candida
albicans, Fonsecaea pedrosoi e Cryptococcus neoformans®?.

Quanto ao potencial antitumoral encontraram-se dois estudos que relatam esta
atividade contra a proliferacdo de células K562, responsaveis pela Leucemia Miel6ide. Tanto
0 extrato das fibras das cascas®?, quanto as catequinas isoladas das cascas do C. nucifera®)
produziram uma inibicdo dose-dependente, avaliadas pelo teste do MTT [3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazélio] — método colorimétrico de reducdo do
sal de tetrazolio avaliando a citoxicidade da amostra testada® e de estudo de ciclo por

citometria de fluxo para conferir o efeito antiproliferativo sobre a linhagem K562,
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A atividade antioxidante foi encontrada em um artigo, que investigou o potencial de
diferentes partes do C. nucifera® por meio dos métodos da capacidade redutora de fendis
totais — quantificacdo espectrométrica de compostos fendlicos utilizando o reagente Folin-
Ciocalteu e pela atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila —
DPPH®),

Dos quatro artigos experimentais in vivo, um avaliou o potencial leishmanicida do
extrato das cascas do C. nucifera. Neste estudo foram usados 12 hamsters divididos em trés
grupos, no qual o grupo 1 recebeu apenas 0 extrato, o grupo 2 foi infectado com a L.
braziliensis e o grupo 3 foi infectado com a L. braziliensis e tratado com o extrato. Nestes
animais observou-se que as dosagens sericas do hemograma comprovaram a ndo eliminacéo
do agente etiologico, pela auséncia de estimulagdo do sistema imunologico. Entretanto, os
animais apresentaram melhoras nas condicdes fisicas“®, indicando que seu uso etnobotanico
para tratar essa doenca deve ser mais estudado.

O artigo seis trabalhou com ratos para avaliar a atividade anti-helmintica de extratos
do C. nucifera. Os animais foram infectados e distribuidos em seis grupos. Quatro grupos
foram tratados com o extrato em diferentes dosagens, um com a droga padrdo e o outro com
dimetilsulféxido a 3%, como controle negativo. Observou-se que o extrato butanélico na dose
de 1000 mg/Kg de peso reduz a carga parasitaria. Testes fitoquimicos revelaram a presenca de
triterpenos, saponinas e taninos condensados neste extrato™®.

Dois dos estudos investigaram a acdo antinflamatéria de extrato das cascas do C.
nucifera. No artigo sete, além da atividade antinflamatdria, também se realizou testes de
toxicidade. Os ensaios foram conduzidos usando-se camundongos, sendo a inflamacéo tépica
induzida por xileno aplicado na orelha e tratados com dose Unica diaria do extrato por via
orogastrica. No final do experimento sacrificaram-se 0s animais para contagem dos leucécitos

totais, pesagem de parte das orelhas, figado, baco, timo e rim. Néo foi identificado efeito
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toxico e a nem reducdo da inflamacdo induzida®”. O artigo nove utilizou ratos para avaliar
analgesia e atividade antinflamatdria do extrato e fragdes das fibras das cascas do C. nucifera,
apresentando resultados condizentes com a agdo antinociceptiva e antinflamatéria®®.

Uma revisdo do tipo metanalise foi encontrada no estudo oito. Ela identificou 703
artigos que descrevem sobre as palmeiras mundiais. Destes, 106 relatam o uso medicinal, com
destaque para o C. nucifera que apresentou atividades bioldgicas no tratamento de distirbios
gastrintestinais e respiratérios, doencas dermatoldgicas e microbianas, dores do sistema
musculoesquelético, hiperplasia prostatica, diabetes e leishmaniose®.

Dos artigos selecionados dois realizaram estudos experimentais in vitro e in vivo. No
estudo 11 realizou-se experimento in vitro para investigar a atividade antioxidante das fibras
das cascas do C. nucifera, através do teste de DPPH e a atividade antinociceptiva foi avaliada
in vivo usando camundongos nos testes de contor¢do e placa quente, observando-se que a
administracdo do extrato atenuou a resposta a dor induzida pelo acido acético e ao calor pela
placa quente. Também, realizou-se o teste de toxicidade dérmica em coelhos, cuja resposta foi
a auséncia de toxicidade'.

No estudo 12 programou-se ensaio in vitro utilizando formas promastigotas da L.
amazonensis frente aos extratos polifendlicos das fibras das cascas do C. nucifera, por um
periodo de incubacdo de 24 horas em meio de cultivo. A concentracdo inibitoria minima deste
extrato foi de 10 pg/mL, sendo considerado ativo. Frente a este resultado conduziu-se ensaio
in vivo de pré-tratamento dos macrofagos peritoniais em camundongos com 10 mg/mL do
mesmo extrato, diminuindo em 44% o indice de agregacdo entre esses macréfagos e
promastigotas da L. amazonensis. Estes resultados indicam novas perspectivas para

desenvolvimento de fitoterapicos contra a leishmaniose .
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Em relacdo ao enquadramento metodoldgico verificou-se predominancia de estudos
quantitativos experimentais com foco na pesquisa basica (93%) e emprego de uma metanalise
(7%); demonstrando a necessidade de mais estudos que abordem esse tipo de revisao.

O tratamento dos dados nos 14 artigos explorados consistiu no uso da estatistica com
delineamento experimental, pela estatistica descritiva (média, variancia, desvio padrao,
intervalo de confianca, nivel de significancia e coeficiente de variacdo), testes de comparacdo
de médias (Tukey, Duncan e Dunnett), Analise de variancia (ANOVA), testes de relacéo e
correlacdo, bem como, a utilizacdo de programas softwares [Statsoft versdo 5.0; GraphPad
Prism 3,0, Statistical Analysis System 4.1]. A estatistica € uma ciéncia responsavel pela
interpretacdo dos dados de uma pesquisa, visando compreender as situa¢es encontradas para
tirar conclusdes acerca do objeto de estudo®”.

O uso das plantas, em especial, do C. nucifera, com atividade contra diversas doencas
representa uma fonte, em potencialidade, de acesso para a populacdo mais carente,
possibilitando a descoberta de novas terapias que apresentam tratamento de dificil progndstico
ou oneroso. Entretanto, como qualquer outra forma de tratamento, aqueles oriundos de
plantas, também, devem apresentar eficacia e seguranca para uso®®.

Nessa perspectiva, 0s enfermeiros no desempenho de suas funcées, especialmente no campo
da salde publica, podem orientar os usuarios interessados em utilizar a medicina natural, com
respaldo em bases cientificas®®. Também, cresce o interesse destes profissionais na
participacdo em grupos de pesquisa que visam esta linha de investigacdo, uma vez que, 0
campo da pesquisa basica na Enfermagem é um novo horizonte a ser explorado, com
possibilidade de impulsionar a profissdo para o atendimento das politicas de inovacdo
tecnoldgica do pais.

Diante do exposto, afirma-se, que existem fortes evidéncias para o uso medicinal do C.
nucifera, por apresentar diversas atividades biologicas no tratamento de algumas patologias,
recomendando-se a continuacdo de pesquisas bésicas experimentais, na busca de novos
fitoterapicos.

CONSIDERACOES FINAIS
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Em relacdo aos 14 artigos analisados, constatou-se que, a maioria, descreve as atividades
bioldgicas das fibras das cascas e cascas do fruto do C. nucifera, ndo sendo encontrados
estudos referentes as folhas e caule. As atividades bioldgicas identificadas apresentam
indicacdo terapéutica como antioxidante, antimicrobiana, leshmanicida, anti-helmintico,
antinflamatdria, antinociceptiva/analgésica, antineoplasica, pro-inflamatéria e ndo toxica,
além de tratar diabetes e hiperplasia prostatica.

Os estudos foram realizados em laboratérios de pesquisa experimental envolvendo mais de
uma area do conhecimento. Esta temética tem sido alvo de investimento das politicas de satde
e inovacdo tecnoldgica no Brasil, o que torna imprescindivel a continuacdo de estudos pré-
clinicos e clinicos visando a aplicabilidade de extratos do C. nucifera em humanos, na
perspectiva da obtencédo de tratamentos naturais, menos agressivos para o0 paciente.

O envolvimento das varias areas do conhecimento nesse tipo de pesquisa é importante, pois
favorece o encontro de saberes na busca para melhorar as condigdes de saude da populacéo.
Neste contexto, a Enfermagem deve estar engajada, pois pode contribuir do inicio ao final do
processo investigatorio.
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ANEXO A - Cépia da aprovacdo do projeto pelo Comité de ética em pesquisa/ Ufal

De: comitedeetica@ufal.br <comitdestical@ufalbr
Data: 15 de dezerrbro de 2011 12:33
dasunto: Parecer do CEP

Para: lysetebastos@gmail.com

Boa tarde,

Informamos que o projeto de n® 018748/2011-71, com o titulo 'Avaliaio do potencial antimicrobiano ,
anti-edematogenico, cicatrizante ¢ toxicidade de extratos do Cocos mcifera Linn, in vitro e invive', esta aptovado.

Atencrosamente,
Teabel Ferretra |
Bolsista do Conuté de Efica em Pesquisa - CEP
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ANEXO B - POP microdiluigdo para concentragdo inibitdria minima

1] Pagle 2
_ais PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO -
POP
Cddigo: LAB. — POP | Emisséo Vigéncia | Proxima Verséo
— AL 002 julho/2012 1 ano Revisdo22/Jul/2013 n® 04

Area emitente: LpTF - Microbiologia
ASSUNTO:Microdiluicdo em caldo MH para a determinacéo da concentracao
inibitéria minima (CIM)
Elaboracéo: Cristiane do Nascimento Tavares Figueira
Orientacdo: Prof® Dr2 Maria Lysete de Assis Bastos

Este ensaio é realizado em placas estéreis de 96 pogos com fundo em forma de “U”, que
apresentam 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Os pocos das colunas de 1 a 9 sédo
destinados para o teste com amostras, enquanto os pocos das colunas 10, 11 e 12 sdo
destinados para o teste de controle do experimento, respectivamente, Controle de crescimento
(CC), Controle negativo (CN) e Controle positivo (CP). Cada concentracdo da amostra é
testada em triplica e, portanto, em cada placa € possivel testar trés amostras distintas em
triplicata simultaneamente (por exemplo: extrato X nas colunas 1, 2 e 3; extrato Y nas colunas
4,5 e 6; extrato Z nas colunas 7,8 e 9.

Este protocolo segue a Metodologia descrita por Ayres et al (2008):
1. Preparao caldo MH duplamente concentrado, conforme rotulo do fabricante.
2. Pesa, em balanca analitica, 2000 pg do extrato e solubiliza em 1 ml de SF0,9% e 2
gotas de cremophor (preparados na concentracdo de 2000 pg/mL)
3. Filtrados utilizando filtros milipore 0,45 um
4.  Em seguida inoculados nas colunas de 1 a 9 da linha A. Um volume de 200 pL dos
diversos extratos vegetais.
5.  Os demais orificios preenchidos com 100 pL de caldo Mueller-Hinton.
6. Uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada orificio da linha A € transferido para os
orificios da linha B, e apds homogeneizacdo, o0 mesmo volume é transferido para a linha C,
repetindo-se este procedimento até a linha H, e desprezando-se apds homogeneizacdo o
excesso da diluigdo, obtendo-se assim concentracdes decrescentes dos extratos (1000 pg/mL-

linha B; 500 pg/mL-linha C; 250 pg/mL-Linha D, e assim por diante)
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7. Os indculos microbianos na concentragdo de 0,5 de McFarland (10 UFC/mL) devem
ser diluidos 1/10 em solugéo salina estéril (0,9%) e desta diluicdo um volume de 5 pL (10*
UFC/mL) depositadas em todos os orificios das linhas A-H.

8.  Os orificios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de controle do
experimento.

coluna 10 reservada para o controle negativo da atividade inibitéria do diluente utilizado na
preparacdo dos extratos. Nesta coluna, a solucdo de 2 gotas de cremophor com 1 ml de
SF0,9% foi diluida em caldo Mueller-Hinton até a linha H e o mesmo indculo
microbiano 5 pL (10* UFC/mL) acrescido.

coluna 11 recebe apenas caldo Mueller- Hinton e o inéculo microbiano 5 pL (10*
UFC/mL), possibilitando o controle positivo da viabilidade bacteriana.

coluna 12 recebe apenas caldo Mueller-Hinton para a verificacdo da esterilidade da placa.
9.  Asplacas devem ser incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 18 horas.

10. Decorrido este intervalo de tempo deve ser acrescido a cada um dos orificios 20 puL de
uma solugdo aquosa de TTC (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5% e as placas
novamente re-incubadas por mais trés horas a 35 °C.

11. Apds esta Gltima incubacdo a presenca de uma coloracdo vermelha nos orificios €
interpretada como prova negativa do efeito inibitério do extrato, enquanto a auséncia da
coloracdo vermelha é considerada prova positiva da acdo inibitdria do extrato.

A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato em pg/mL capaz de impedir o
crescimento microbiano (impedir o aparecimento da coloracdo vermelha). Cada teste deve ser

realizado em triplicata.

Preparo da solucdo do TTC a 0,5%
Pesar 0,059 de TTC e solubilizar em 10 mL de agua destilada estéril.

Referéncia: Ayres MCC, Branddo MS, Vieira-Junior GM, Menor JCAS, Silva HB, Soares
MJS, Chaves MH. Atividade antibacteriana de plantas Uteis e constituintes quimicos da raiz

de Copernicia prunifera. Rev Bras Farmacogn. 2008.(18) 90-7.



ANEXO C - Protocolo e POP de dilui¢Ges para curva de calibragdo

Preparacdo de Solucdo Estoque 40mg/L:2mg DPPH + 50 ml MeoH.

40 mg/L: 1ml DPPH
875 ul 125 pl
35mg/L: 0,875 ml DPPH + 0,125 ml MeoH
750 pl 250 pl
30mg/L: 0,75 ml DPPH + 0,25 ml MeoH
625 pl 375 ul
25mg/L: 0,625 ml DPPH + 0,375 ml MeoH
500 pl 500 pl
20mg/L: 0,5 ml DPPH + 0,5 ml MeoH
375 pl 625 pl
15mg/L: 0,375 ml DPPH + 0,625 ml MeoH
250 pl 750 pl
10mg/L: 0,25 ml DPPH + 0,750 ml MeoH

125 pl 875 ul

5mg/L: 0,125 ml DPPH + 0,875 ml MeoH
25 ul 975 ul

1mg/L: 0,025 ml DPPH + 0,975 ml MeoH

Retirado 20 pl e depois 5 pl

Procedimento Operacional Padréo (POP) para Curva de calibracéo:

Ligado UV mini — 1240/ UV - VIS — spectrophotometers
Calibrado em intervalo UV 515 nm — 514 nm

Pipetado 1 ml de metanol a 100% para o controle branco
Realizado controle branco entre cada concentragéo.

Colocado as cubetas de 1 ml dentro da caixa para fotossensiveis.

Acionado o “Auto zero”

Pipetado 875 pl de DPPH + 125 ul de Metanol para testar 35 mg/ml

Sucessivamente seguindo o protocolo de Curva de Calibracéo.

© 0o N o 0o b~ wbhPE

10. Tomando o cuidado de colocar primeiro a substancia em menor quantidade

Pipetado 1 ml da solucdo de DPPH para testar a amostra de 40 mg/L de metanol.

112
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ANEXO D - Protocolo de preparagédo dos extratos e DPPH

Concentracao dos extratos:

e 200 pl/mL: 200x 10ml de metanol= 2mg do extrato + 10mIMeOH
150 pl/ mL: 200. v1=150. 5 v1=3,75ml
100 pl/ mL: 200. v1=100. 5 v1=2,5ml

50 pl/ mL: 100. vi=50.5 v1=25ml

25 pul/ mL: 50.v1=25.5 v1=25ml

12,5 pl/ mL: 25.v1=125. 5v1=25ml

Preparo das solugdes dos extratos brutos:

As solugdes estoques foram preparadas a partir de 2mg de extrato bruto solubilizados
em 10 mL de metanol. De cada extrato, foram testadas as concentragdes 200, 150, 100, 50, 25
e 12,5 pg/mL, seguindo o Protocolo de Concentragdo dos Extratos abaixo. O acido galico e o
BHT foram utilizados como antioxidantes padrdes, submetido ao mesmo procedimento

experimental: preparados na concentracdo de 40 pg/mL em MeOH espectroscopico.

POP de diluicdo dos extratos:

1. Pesado 0,002g do extrato. Solubilizado em 10 ml de metanol espectroscdpico, em
Baldo volumétrico de 10ml. Ista utilizada como Solucdo estoque = 0,002g do extrato
em 10 ml de Metanol espectroscopico= 200 pl/mL.

2. Identificado seis FA com as concentracdes: 200, 150, 100, 50, 25 e 12,5 pl/ml.
Reservado cinco baldes volumétricos de 5ml.

3. Com pipeta de 5ml, coletado 0,375L da solubilizacdo estoque. Adicionado metanol até
0 menisco dos 5 ml do Baldo volumétrico. Despejado no FA = 150 pl/ml.

4. Sucessivamente seguindo o protocolo de concentracdo dos extratos.
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POP de Preparo do DPPH:

1. Pesado 2 mg (0,0020g) de DPPH

2. Colocado Metanol espectroscépico em frasco amola para solubilizacdo por
homogeneizacdo, em seguida despejado no baldo de 50 ml.

3. Completado o baldo com Metanol espectroscopico até o menisco dos 50 ml, apds
passar pelo frasco ampola da solubilizacdo afim de ndo deixar residuos. Reservado 10
ml para uso imediato e colocado o bal&o e frasco ampola no congelador. Mantendo-o0s
durante todo o preparo e armazenamento protegidos da luz, visto que DPPH é

fotossensivel.



ANEXO E - Formulario de avaliagio para difusdo em Agar.

Microorganismo testado:

Data:

/
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/

Extrato

CP

CN

Observagoes

Disco (tipo papel ou perfuracdo em placa):

Diametro disco ou poco:

Concentracdo extrato/disco ou pogo:

Controle positivo (CP):
Controle negativo (CN):

Responsavel pela leitura:




ANEXO F - Formulario para avaliacdo da concencentracédo inibitéria minima (MIC)

Placa n°®

DATA

/
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11

12

Microorganismo:

Extratos (triplicata):

Controle negativo(CN):
Controle de crescimento (CC):
Controle de esterilidade(CE):
Controle positivo(CP):

Meio de cultivo:

Temperatura da estufa:

Assinatura da preparacédo da placa:

Hora:

Assinatura da leitura: Data:

Hora:
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ANEXO G - Difuséo em disco - Preparacdo dos discos teste com 0s extratos

A 50 mg do extrato bruto, adicionou-se 1 mL de MeOH ou EtOH, para obtencio de
uma solucdo estoque de 50.000 pg/mL. Quando necessario, para facilitar a solubilizacdo, a
mistura foi colocada em sonicador (estufa a vapor com ultra-som). Discos de papel de filtro
Whatman n°® 1 de 6 mm foram confeccionados com auxilio de perfurador de papel e
esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 min. Posteriormente, os discos foram colocados
um a um, com auxilio de uma pinca estéril, em placas de poliestireno com 96 orificios.
Adicionou-se em cada poco 20 pL da solucdo estoque em triplicata (1000 pug/mL). Os discos
foram mantidos na capela de fluxo laminar e, apds secagem, eram tampados e levados a

geladeira até 0 momento do uso.
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ANEXO H - Meios e Reagentes utilizados / Preparo dos micro-organismos

a) Brain-Heart Infusion (BHI): Utilizou-se 37g do p6 dissolvido em 1 litro de agua destilada.
O meio era esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 °C e posteriormente mantido em de
geladeira até o momento do uso. b) Agar Miiller Hinton (AMH): Este meio foi utilizado para
0s testes com as bactérias. Para prepara-lo utilizou-se 38 g do pd solubilizados em 1 litro de
agua destilada e esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 °C. Em seguida, 0 meio era
vertido em placas de Petri descartaveis de 90x15 mm em capela de fluxo laminar, onde
permanecia por 24 horas para verificacdo da esterilidade. Apos esse periodo as placas eram
identificadas e guardadas em geladeira para serem usadas nos ensaios bioldgicos. ¢) Agar
Sabouroud Dextrose (ASD): Este meio foi utilizado nos testes com fungo. Em seu preparo
utilizou-se 65 g do po dissolvido em 1 litro de agua destilada. Apos esterilizacdo em autoclave
por 15 min. a 121 °C, o meio era depositado em placa d) Solugdo Salina Tamponada (SST):
No preparo da SST utilizou-se 5,61 g de Cloreto de Sodio, 0,11 g de Cloreto de Potassio, 1,0
g de Fosfato de Potassio Monobasico e 2,0 g de Fosfato de Sdédio Dibasico, solubilizados em
1 litro de &gua destilada e levados a autoclave a 121°C por 15 min. A SST era mantida em
geladeira até o momento do uso. e) Solucdo de Sulfato de Bario da Escala de McFarland:
Foram utilizadas solucdes padrdes de turbidez, conhecida como Escala de McFarland (Figura
11, p 40), para padronizacdo do in6culo dos micro-organismos nos testes in vitro. Esta escala
foi preparada utilizando-se 10 tubos de ensaio com tampa rosqueavel, os quais receberam
quantidades sequenciais de solucdo de Sulfato de Bario (BaSO4 ) a 1% (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6;
0,7;0,8;0,9; 1,0 mL) e &cido sulfarico (H 2S04) a 1% q.s.p. 10 mL. A turbidez de cada tubo
corresponde respectivamente as seguintes densidades do indculo (Unidades Formadoras de
Colbnias-UFC): Nos testes utilizou-se o tubo n° 5 como referéncia para a densidade de 1,5x10
6 UFC/mL (SILVA, 1999).

Preparo dos micro-organismos

Os micro-organismos utilizados nos ensaios foram oriundos do American Type Cell
Colection (ATCC) e do (CCCD). A selecdo dos micro-organismos foi baseada na dificuldade
em tratar as infeccGes causadas pelos mesmos, em decorréncia da resisténcia aos

antimicrobianos padrdes. Para ativagdo dos micro-organismos foram colocados 10 a 15 mL de
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BHI em dois tubos de ensaio. Em cada tubo adicionava-se um disco do microorganismo, que
era incubado por 24h a 35 °C para as bactérias, e durante 48h a 28 °C para o fungo. Apés esse
periodo o BHI assumia uma coloracdo turva, caracteristica da presenca do microorganismo
ativado. Com auxilio de uma alca de platina, os indculos eram repicados em duas placas de
Petri, contendo o meio apropriado para cada microorganismo. Apds incubacdo em estufa por
24h a 35 °C para as bactérias, e durante 48h a 28 °C para o fungo, as placas com 0s micro-

organismos estavam prontas para a realizagdo dos bioensaios.
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