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RESUMO

O Brasil é considerado um pais detentor de uma grande biodiversidade, no qual o uso
popular de plantas medicinais contribui como importante fonte para a descoberta de
novos compostos ativos. As plantas da familia Bignoniaceae e do género Tabebuia sdo
amplamente utilizadas na medicina tradicional de varios paises, para o tratamento de diversas
doencas e possuem um excelente potencial para estudos cientificos, que podem resultar na
descoberta de novos compostos com interesse terapéutico. Nesse contexto, evidenciou-se a
necessidade de avaliar o potencial bioldgico de Tabebuia aurea, investigando sua atividade
citotoxica, antimicrobiana, antirradicalar, antiedematogénica e conduzindo a prospecgdo
fitoquimica para identificar as classes de compostos bioativos. Foram avaliados dois extratos
etanolicos, um proveniente de flores e outro de folhas, ambos submetidos ao ensaio de
viabilidade celular pelo método colorimétrico de Metiltetrazolio, para avaliar a presenca de
citotoxicidade. O potencial antimicrobiano foi avaliado com o teste de microdiluicdo em
caldo, o qual forneceu a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos frente ao
crescimento microbiano. Para determinar a acdo antiedematogénica, realizou-se o teste de
edema de orelha induzido por capsaicina e para a avaliagdo da atividade antirradicalar, o
ensaio que verifica a capacidade sequestradora de radicais livres frente ao radical 2,2-difenil-
1-picrilidazila (DPPH). O ensaio de viabilidade celular revelou que o extrato etanolico das
folhas ndo evidenciou citotoxidade, uma vez que a CLsp foi superior a concentracdo maxima
utilizada (> 1,0 mg mL™), enquanto que o extrato etanélico de flores nio teve citotoxidade nas
concentracdes < 0,5 mg mL™. Os extratos etandlicos de flores e de folhas de T. aurea
apresentaram atividade antibacteriana, principalmente, frente as bactérias Gram-positivas. O
extrato etandlico de flores demonstrou-se ativo, com acdo bactericida, frente a linhagem de S.
epidermidis na CIM de 0,06 mg mL™ e o extrato etandlico de folhas moderadamente ativo
frente a S. epidermidis (CIM: 0,25 mg mL™) e S. aureus (CIM: 0,50 mg mL™), com agéo
bacteriostatica para ambas as linhagens. Ambos os extratos inibiram a formacdo do edema
induzido por capsaicina. O tratamento com o extrato etandlico de flores apresentou uma
porcentagem de inibicdo do edema de 40,50% e o extrato etandlico de folhas de 41,73%. Os
extratos etandlicos de T. aurea ndo apresentaram atividade antirradicalar frente ao radical
DPPH. Foram idenficados na espécie vegetal avaliada a presenca de acidos organicos,
naftoquinonas, antraquinonas e saponinas. Esses resultados comprovam cientificamente o
potencial antiedematogénico da espécie e sua promissora atividade antibacteriana, com
auséncia de citotoxidade. Representando indicios de seguranca na utilizacdo terapéutica da
espécie vegetal nos testes pré-clinicos in vivo.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Tabebuia aurea. Ensaios bioldgicos.



ABSTRACT

Brazil is considered a holder country of a great biodiversity, which the popular use of
medicinal plants contributes an important source to discovery the new active compounds.
Plants of the family Bignoniaceae and Tabebuia genus are widely used in traditional medicine
in several countries for the treatment of various diseases and have an excellent potential for
scientific studies, which may result in the discovery of new compounds having therapeutic
interest. In this context, evidence the need to assess the biological potential of Tabebuia
aurea, investigate their cytotoxic, antimicrobial activity, antiradical, antiedematogenic and
lead the phytochemical screening to identify classes of bioactive compounds. We evaluated
two ethanolic extracts from flowers and leaves, both subject to cell viability assay
Metiltetrazolio by the colorimetric method for assessing the presence of cytotoxicity. The
antimicrobial activity was evaluated using the broth microdilution assay, which provided the
minimum inhibitory concentration (MIC) of the extracts against microbial growth. We
performed the test ear edema induced by capsaicin to determine the antiedematogenic action
and the evaluation of antiradical activity, the test verifies that the scavenging capacity of free
radical opposite to 2,2-difenil-1-picrilidazila (DPPH) radical. The cell viability assay showed
that the leaves ethanolic extract showed no cytotoxicity, since the LCs value was greater than
the maximum concentration used (> 1,0 mg ml™), while the flowers ethanolic extract had no
cytotoxicity at concentrations < 0,5 mg mL™. The ethanol extracts of flowers and leaves of T.
aurea showed antibacterial activity, especially toward those Gram-positive bacteria. The
flowers ethanol extract proved to be active with bactericidal action against the strain of S.
epidermidis at MIC of 0,06 mg mL™ and the leaves ethanol extract moderately active against
S. epidermidis (CIM: 0,25 mg ml™) and S. aureus (MIC: 0,50 mg mL™) with bacteriostatic
action to both strains. Both extracts inhibited edema formation induced by capsaicin.
Treatment with flowers ethanol extract showed a significant inhibition of edema of 40,50%
and the ethanol extract of leaves of 41,73%. The ethanol extracts of T. aurea showed no
antiradical activity against the DPPH radical. The plant species used was identified by the
presence of organic acids, naphthoquinones, anthraquinones and saponins. These results
scientifically prove the antiedematogenic potential of the species and its promising
antibacterial activity, with no cytotoxicity. Representing security evidence on the therapeutic
use of plant species in preclinical in vivo tests.

Keywords: Plants, Medicinal. Tabebuia aurea. Biological Assay.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

LISTA DE FIGURAS

(A) Espécie Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex. S.
Moore (B) Flores da espécie de Tabebuia aurea.............ccccccevveviiccnenne

Compostos  extraidos de cascas do caule de Tabebuia

Estrutura quimica e molecular da Capsaicina (8-metil-N-vanilico-6-
N0 T g U] o =) TSRS

Processo de preparacdo dos extratos etandlicos de T.aurea iniciando pela
etapa de trituracdo, seguido pelo processo de maceracdo até a obtencdo
dos extratos etanolicos de flores e de folhas............cccovvvieieieiiiiniice

Reducéo do sal de tetrazolio a cristais de formazan por meio das enzimas
desidrogenases, presentes nas mitocondriais viaveis, ao final do ensaio de
viabilidade CEIUIA...........cov i

Aplicacdo tdpica de capsaicina, agente flogistico utilizado para inducgéo
da reacdo inflamatéria de origem neurogénica, na orelha direita do
camundongo para a formacgado do edema...........ccceecveeieieeieeie s,

(A) Cromatoplacas ap6s imersdo em solucdo metandlica do radical
sintético DPPH® (B) Estrutura quimica do radical sintético DPPH® (C)
Estrutura quimica da (+)-CatequUina...........cceveeieiieieee e

(A) Representacdo quimica da reacdo de reducdo do radical sintético
DPPH*® (B) Solucdo do radical sintético DPPH® de coloracdo roxa, a
esquerda, antes das reacdes, e a direita, de coloracdo amarelada, apds as
rEAGCOES & FEUUGAD. ... .c.ve ettt

Teste de microdiluicdo em caldo evidenciando a concentragéo inibitoria
minima (CIM) dos extratos etandlicos de flores (0,062 mg mL™) e de
folhas (0,25 mg mL™) de Tabebuia aurea frente & linhagem bacteriana de
Staphylococcus epidermidiS.........ccovveieiieieeie e

Cromatoplacas dos ensaios qualitativos da atividade antirradicalardos
extratos etanolicos de flores e folhas de Tabebuia aurea apos reagdo com
o radical livre Sintético DPPH®...........ccccooiiiiiceie e

24

33

37

41

45

46

49

53



Gréfico 1 -

Grafico 2 -

Gréfico 3 -

Gréfico 4 -

Gréfico 5 -

LISTA DE GRAFICOS

Curva de calibragéo construida a partir dos valores medios de absorbancia
de cada solucdo do radical livre sintético DPPH® versus concentracGes
utilizadas (1 a 40 pg mL™) por meio da anélise de regressdo linear no
programa Microcal OFiginPro 8.0%..........o.oveeeeeeeeeeeeeeeeeee oo

Viabilidade celular dos macrofagos peritoneais de camundongos da
linhagem Swiss frente aos extratos etanolicos de flores e de folhas de
Tabebuia aurea nas concentraces 1,0; 0,5;0,2e 0,1 mgmL™......oo..c........

Porcentagem de inibicdo do edema de orelha induzido por capsaicina
promovida pelos extratos etandlicos de flores e de folhas de Tabebuia

(A) Curva da percentagem do radical livre sintético DPPH® remanescente
frente ao extrato etandlico de flores de Tabebuia aurea (B) Curva da
percentagem do DPPH® remanescente frente ao extrato etandlico de
folhas de Tabebuia QUIEA...........cccviveiieiiee e

Cinética da percentagem do radical livre sintético DPPH® remanescente
dos padrbes sequestradores de radicais livres: acido galico e 2,6-di-terc-
butil-4-metilfenol (BHT) ..o

47

52

59

61



Tabela 1l -

Tabela 2-

Tabela 3-

LISTA DE TABELAS

Prospeccdo fitoquimica dos extratos etanolicos de flores e de folhas de
L1 L=] o0 I LU =Y TP

Concentragdo Letal de 50 % (CLso) e citotoxidade maxima dos extratos
etandlicos de flores e folhas de Tabebuia aurea frente aos macréfagos
peritoneais de camundongos da linhagem SWiss.........c.ccccevvvive e cceceenne

Concentracéo inibitoria minima (CIM) dos extratos etanolicos de flores e
folhas de Tabebuia aurea frente aos microrganismos avaliados..................

50

51



ADS
ABTS
AMH
ATCC
BaSO4
BHI
BHT
CMB
CHCl;
CH.Cl,
C,HsOH
CIM

Clso

ClLsg
CLSI
CO,
DMEM
DMSO
DPPH

DPPHRgem

FEC|3

HCI

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agar Sabourand Dextrose
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)6-acido sulfonico
Agar Miieller-Hinton

American Type Cell Cellection
Sulfato de Béario

Brain Heart Infusion
2,6-di-terc-butil-4-metilfenol
Concentrag¢do minima bactericida
Cloroférmio

Diclorometano

Alcool etilico

Concentracéo Inibitéria Minima

Concentracdo de inibidor necessaria para inibir 50% de um
parametro

Concentracao letal necessaria para matar 50% de uma populacéo
Clinical and Laboratory Standards Institute

Dioxido de Carbono

Meio Dulbecco Modificado por Eagle

Dimetilsulfoxido

2,2-difenil-1-picrilidazila

DPPH remanescente

Horas

Cloreto férrico

Acido cloridrico



HPLC

IMA
MeOH
MH

mL

mg mL™
mm

pL (uL)
MTT
NH,OH
nm

Rfs
SST
TPA
TRPV1
TTC
UFC
uv

viv

°C

ng mL™
pM

pmol L?

Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia
Grama

Instituto do Meio Ambiente
Metanol

Mdeller-Hinton

Mililitro

Miligrama por mililitro

Milimetro

Microlitro

brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio
Hidroxido de amonio

Nandmetro

Fatores de retencdo

Solugéo Salina Tamponada
Acetato de 12-o-tetradecanoilforbol
Receptor vaniloide tipo 1

Cloreto de Trifenil Tetrazolio
Unidade Formadora de Col6nia
Ultravioleta

Volume/volume

Graus Celsius

Beta

Micrograma por mililitro
Micrémolar

Micromol por litro



SUMARIO

1 LN EI0] 5161070 IO 18
2 REVISAO DE LITERATURA . ..ottt eeee e 21
2.1 Plantas MEAICINAIS........cueiieiiiieieeie ettt e e besneesaeas 21
2.2 Espécie vegetal estudada — Tabebuia aurea..........c.coceoviiieiiiiiiiice 23
2.3 Atividade antimiCroDIANA.........cccoiiiiieiieie e 28
2.4 INFIAMAGAO0 TOPICA. ......ceiiiiiecirie e 31
2.5 Compostos antirradicalares com potencial antioxidante..............cccccccevvveveennenn. 34
3 OBUJIETIVOS. ...ttt ettt a et reare e 36
3.1 ODJELIVO GEIAL..... oo 36
3.2 ODjJEetiVOS ESPECITICOS. .. .ecviiiieiteeie sttt st re e e e nne s 36
3 MATERIAL E METODOS.......cocoiieeeeeeteeeee ettt n st 37
4.1  Tipo de estudo e locais dos eXPErimENtOS.........cccevveiieieerieiiese e 37
4.2 ASPECEOS BLICOS. .. .eeiueeiitiiieeeii ettt ettt ettt b et e e 37
4.3  Coleta e identificagdo das amostras VEgetalS..........ccooereririrenieieeiene e 37
4.4 Preparacao d0S EXEratoS........cceiieiieieiie et 38
4.5  ENSAI0S DIOIOGICOS. ....c..iiviiiicii ettt sttt re e 39
4.5.1 Prospecdo fitoquimica para identificacdo de compostos biotivos...........ccccceevevenene. 39
4.5.2 Ensaio de viabilidade CEIUIA............ccoiieiiii s 40
4.5.3 MicrodiluiGao €M CaldO..........ecveiiiiiec e 42
4.5.3.1 Microrganismos ULHIZACO0S............ccoveiiiiiiecie e 42
4.5.3.2 PreparaGao d0 iNOCUIO. ........cviiieiieee e 42
4.5.3.3 Determinacéo da concentracdo inibitotia minima (CIM)........cccovoviiiiieinciee 43
4.5.3.4 Concentragao DACIEMICIUA. .........ueiviiiiiiiiie s 44
4.5.4 Avaliacdo da atividade antiedematogeNICa. .........ccceverereieiisieieie e 44
45.5 Avaliacdo da atividade antirradiCalar.............coeveeieiieniicieee e 46
4.5.5.1 ENSAI0S QUANTTALIVOS. ... .oviiiiiiiiiieiieieiee sttt 46
4.5.5.2 Obtencgdo da curva de CalibraGao..........cccceiiiiiiiiiiiieee s 47
4.5.5.3 ENSAI0S QUANTITALIVOS. ....c.vviiiiiciie ettt st beenes 48
5 RESULTADOS E DISCUSSAO........oo oot eeeeeeeeeeeeee et es e eeseeneseneens e 50
51 Prospecdo fitoquimica para identificagdo de compostos biotivos....................... 50

5.2 Viabilidade CRIUIAN ... 51



5.3
531
5.4
5.5
5.5.1
5.5.2
6

Concentracao inibitoria minima (CIM)......cccovreiiiinsies e 53
CoNCeNtragio DACEIICITA. ........c.eriiereeeeiiisire s 55
Atividade antiedematOgeNICa..........ccvciveeieiieieere e 58
Atividade antirradiCalar............cocoviiiiiiiiii 60
ENSAI0S QUAITTALIVOS. ......ccuieieiiiciiecic ettt sne s 60
ENSaI0S QUANTITALIVOS. ... ...eiieiiieiieieiecteses e 60
CONCLUSOES.......ooiieieieiee ettt 63
REFERENCIAS. ....coootiieie ettt 64
ANEXO A - Certiddo de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica no Uso de
ANIMAIS (CEUA)UFAL.......oiiiiieee e 76

ANEXO B - Declaracdo de registro da espécie vegetal no Instituto do Meio
Ambiente (IMA/AL)



18

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem importancia mundial e se tornou alvo de constantes
pesquisas. Propriedades bioldgicas de substancias presentes em extratos e 6leos essenciais
produzidos por plantas, provenientes de seu metabolismo secundério, sdo reconhecidas
empiricamente, h& séculos, como recurso terapéutico para o tratamento e a prevencdo de
diversas doencas (PEREIRA et al., 2008; SOUSA et al., 2008).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece que grande parte da populacéo dos
paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para a sua atengdo primaria, tendo
em vista que 80% desta populacao utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de
salide e 85% utilizam plantas ou preparacdes destas (CORREA, 2006; SANTOS;
SEBASTIANI, 2011). Além disso, dos mais de duzentos farmacos considerados como
béasicos e essenciais pela OMS, 11% séo exclusivamente originarios de plantas e um nimero
significativo sdo farmacos sintéticos obtidos de precursores naturais (RATES, 2001).

O Brasil € rico em biodiversidade cujo territério possui cinco biomas (Floresta
Amazénica, Cerrado, Floresta Atlantica, Pantanal e Caatinga), sendo uma imensa fonte de
produtos naturais e terapéuticos (SOUSA et al., 2008). Também possui inumeras
experiéncias vinculadas ao conhecimento popular das plantas medicinais, pois muitas
espécies vegetais destes biomas tém sido utilizadas como medicamentos naturais pelas
populacdes locais, no tratamento de varias doencas tropicais, incluindo esquistossomose,
leishmaniose, maléria e infecgcdes fungicas e bacterianas (DUARTE, 2006; SANTOS et al.,
2011).

Em 2008, foi realizado um levantamento das plantas e do seu uso com fins
terapéuticos na regido Nordeste do Brasil, uma area reconhecida por uma rica
biodiversidade, principalmente de plantas e de habitats, abrangendo desde a Floresta
Amazonica, Floresta Atlantica, sistemas de mangues e dunas costeiras, até florestas secas e
savanas. Esse estudo sugeriu a grande importancia da investigagdo das espécies
farmacologicamente ainda ndo estudadas, uma vez que seus usos populares estdo registrados
(AGRA et al., 2008).

Com a necessidade de que essa base empirica relacionada as plantas tenha
comprovacao cientifica em atendimento aos critérios de seguranca e eficacia, pesquisadores

de vérias areas de conhecimento e inddstria farmacéutica agruparam-se, formando equipes
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multidisciplinares, para investir em pesquisas basicas do tipo experimental (SANTOS et al.;
2009).

A OMS incentiva a realizacdo dessas pesquisas mediante reunibes de cunho
internacional, objetivando investimentos em tecnologia para correlacionar o saber popular ao
cientifico (SANTOS et al., 2009). No Brasil, a utilizacdo e a investigagdo de plantas
medicinais tém como aliados a grande biodiversidade vegetal, o baixo custo associado a
terapéutica (SANTOS et al., 2011; BATISTA; VALENCA, 2012), além do apoio do
Ministério da saude, por meio da criacdo, em 2006, da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde (SUS), na qual a
fitoterapia foi inserida como parte essencial das politicas publicas de satde, meio ambiente,
desenvolvimento econémico e social (BRASIL, 2006), bem como da Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF (BRASIL, 2006a) e do Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos - PNPMF (BRASIL, 2009).

Diante do que foi exposto, fica evidente a necessidade de se buscar novas opcoes
terapéuticas, em uma perspectiva multidisciplinar, com vistas a tratamentos alternativos que
agreguem baixo custo e auséncia de efeitos colaterais. Para isso, € relevante a intensificacdo na
realizacdo de pesquisas basicas do tipo experimental, buscando na natureza produtos que
possam ser utilizados com esta finalidade.

As plantas da familia Bignoniaceae apresentam diversos compostos bioativos
relatados e diferentes atividades farmacol6gicas. O relato das atividades biolégicas de
Bignoniaceae brasileira como antimalarico, antitumoral, antiviral, contra infeccdes e
cicatrizante de feridas tem sido atribuido a presenca dos metabdlitos secundarios, como:
naftoquinonas, mangiferina que é uma xantona e varios flavonoides (BRANDAQO; KROON;
SANTOS JR, 2010).

Espécies do género Tabebuia tém sido usadas empiricamente como agentes anti-
inflamatdrios, antitumorais e antimicrobianos (FRANCO et al., 2013). Resultados de
pesquisas basicas pré-clinicas desenvolvidas com este género no Laboratério de pesquisa em
Tratamento de Feridas pertencente a Universidade Federal de Alagoas (LpTF/UFAL)
evidenciaram o potencial antimicrobiano e antirradicalar, com auséncia de citotoxicidade
(VASCONCELOS et al., 2014; SILVA et al., 2014).

A espécie Tabebuia aurea, considerada arvore simbolo do Estado de Alagoas é
utilizada popularmente como anti-inflamatoria, contra a gripe (AGRA, 1996) e contra o
cancro(BANDONI et al., 1976), ndo possuindo comprovacdo cientifica dessas atividades,

além de apresentar escassas avaliages sobre suas a¢des bioldgicas.
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Uma vez que a literatura cientifica disponivel evidencia que as plantas da familia
Bignoneaceae e do género Tabebuia sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional de
varios paises, inclusive do Brasil, para o tratamento de diversas doengas e apresentam
potencial para novos trabalhos cientificos, que podem resultar na descoberta de compostos
quimicos de interesse terapéutico, justifica-sea necessidade de avaliar o potencial bioldgico da
espécie Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex. S. Moore.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

O uso do poder curativo das plantas tem acompanhado a espécie humana, sendo que as
primeiras civilizagbes perceberam que determinadas espécies continham principios
biologicamente ativos 0s quais ao serem usados no combate as doengas, revelaram
empiricamente seu potencial terapéutico (BADKE et al., 2011).

A obra Pen Ts’ao (“A grande fitoterapia”), do imperador chinés Shen Nung, data
do periodo 2.838-2.698 a.c. e tem sido considerada a primeira referéncia escrita sobre o
uso de plantas medicinais, por descrever cerca de 365 espécies medicinais e venenos.
Dentre estes, encontraram-se as espécies de Ephedra sp., Ricinus communis, além do
Opio de Papaver somniferum. Estas, por sua vez, fornecem, respectivamente, efedrina,
6leo de ricino e morfina, principios ativos conhecidos e utilizados até hoje (BALICK; COX,
1997; ELDIN; DUNFORD, 2001; FRANCA et al., 2008).

O uso de plantas medicinais foi influenciado por diferentes culturas e transmitido ao
longo das geragdes, que as empregaram na forma de chés, emplastos, sucos, dentre outros.
No Brasil, a utilizagdo de plantas para o tratamento de doencas decorre da cultura africana,
indigena e europeia (MARTINS et al., 2000).

A partir do século XX, iniciaram os estudos cientificos sobre plantas utilizadas
popularmente, levando a descoberta de diversos farmacos, tais como: a digoxina
(Digitalis spp.), a quinina e a quinidina (Cinchona spp.), a vincristina e a vinblastina
(Catharanthus roseus), a atropina (Atropa belladona), a artemisinina (Artemisiaannua L.)
e a morfina e codeina (Papaver somniferum) (RATES, 2001; SHU, 1998).

S&o inumeras substancias biologicamente ativas encontradas nas espécies vegetais,
constituindo-se uma fonte importante de recursos terapéuticos. Alguns exemplos dessa
variedade de compostos quimicos, provenientes do metabolismo secundario das plantas, sdo
os alcaloides, saponinas, flavonoides e taninos. Sendo assim, as plantas podem atuar como
fontes de substancias terapéuticas, como modelos para novos medicamentos sintéticos ou,
ainda, como principios ativos na producao semi-sintética de moléculas de alta complexidade
(SOUSA et al., 2008).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizagdo de plantas
como recurso medicinal. Dentre eles, o alto custo dos medicamentos industrializados, o dificil

acesso da populagdo a assisténcia médica, bem como a tendéncia ao uso de produtos de
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origem natural, que antes estava situado as margens das institui¢cfes de saude e, hoje, tentam
legitimar-se nesse meio dominado pelas praticas alopaticas (BADKE et al., 2011).

Acredita-se que o cuidado realizado por meio de plantas medicinais seja favoravel a
salde humana, desde que o usuério tenha conhecimento prévio de sua finalidade, além dos
riscos e beneficios. Ademais, o profissional de salde, deve considerar tal recurso de origem
popular na sua pratica de cuidar, viabilizando um cuidado singular, centrado nas crengas,
valores e estilo de vida das pessoas cuidadas (ISERHARD et al., 2009).

No Brasil, ainda séo reduzidas as pesquisas que avaliem o grau de utilizacdo das
plantas como medicamentos e sua inser¢do na cultura popular. Uma anélise de 1.320
formularios, preenchidos pela populacdo do interior do estado do Rio de Janeiro e por
profissionais da area de saude, permitiu verificar que as plantas medicinais sdo as principais
formas de tratamento para 63% dos entrevistados, apesar da disponibilidade de
medicamentos alopéaticos (VEIGA JUNIOR, 2008). Ou seja, mesmo com o0 incentivo da
industria farmacéutica para utilizacdo de medicamentos industrializados, grande parte da
populacdo ainda se utiliza de plantas medicinais para cuidar da satde, empregada para
aliviar ou mesmo curar algumas enfermidades.

A busca da populacdo por essas plantas incentivou os pesquisadores e a industria
farmacéutica a investirem mais nas investigacdes de novos farmacos. Objetivando minimizar
a caréncia de informac0es sobre esse tema, pesquisadores de varias areas de conhecimentos se
agruparam e, com o apoio da OMS, bem como outros érgdos internacionais, tém investigado
as melhores condicGes para manter a qualidade, a eficacia e a seguranca de plantas
medicianais e de medicamentos fitoterapicos (SOARES et al., 2006).

O Brasil, pais de grande biodiversidade e de rica diversidade étnica e cultural, é
detentor de um valioso conhecimento tradicional e empirico associado ao uso de plantas
medicinais. Sendo assim, tem um elevado potencial para o0 desenvolvimento de pesquisas que
resultem em tecnologias e terapéuticas apropriadas ao tratamento de doengas com o0 uso de

plantas.

2.2 Espécie vegetal estudada — Tabebuia aurea

Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex. S. Moore (Figura 1) é uma
espécie arbdrea pertencente a familia Bignoniaceae e ao género Tabebuia, conhecida
popularmente como craibeira, caraibeira, ipé-amarelo ou para-tudo. Comum na caatinga,

bioma exclusivamente brasileiro, com mais de 900 espécies de plantas, muitas das quais
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endémicas. Esta espécie também é encontrada em areas de Cerrado, Floresta Amazodnica e
Pantanal, sendo utilizada para fins ornamentais, medicinais, construcdo civil, carpintaria e
producéo de carvdo, entre outros (LORENZI, 1992). Segundo o Decreto n° 6.239/85, T. aurea

é considerada arvore simbolo do Estado de Alagoas.

Figura 1 - (A) Espécie Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex. S. Moore (B) Flores
da espécie de Tabebuia aurea

TS

Fonte: <www.distrito13.com.br>

Estudos fitoquimicos realizados com T. aurea relataram o isolamento de flavonoides
(MAKBOUL et al., 1984; SWARNALAKSHMI et al., 1892) e terpendides (MAKBOUL et
al., 1984). A andlise fitoquimica realizada por Barbosa-Filho et al. (2004) evidenciou o
isolamento de 8 substancias a partir das casca do caule de T. aurea, sendo trés delas ja
isoladas de outras espécies de Tabebuias: g-sitosterol, lapachol e acido verétrico. E demais
substancias foram: metil cinamato; etil-p-hidroxi-cinamato; acido betulinico; 3,4',5-tri-
hidroxi-7-metoxiflavona e &cido p-anisico, que embora ja conhecidas, foram isoladas pela

primeira vez no género Tabebuia (Figura 2).
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Figura 2 - Compostos extraidos de cascas do caule de Tabebuia aurea
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Fonte: Barbosa-Filho et al., 2004

Todos esses compostos, isolados de T. aurea, foram avaliados quanto ao potencial
antimicrobiano por meio do teste de difusdo em disco. Com excecéo do &cido betulinico, os
demais inibiram o crescimento dos microrganismos Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis. Apenas o acetato p-hidroxicinamato apresentou fraca atividade contra Escherichia
coli e um potencial inibitério marcante contra Candida albicans (levedura) e Monilia
sitophila (fungo filamentoso). Segundo Barbosa-Filho et al. (2004), esses resultados d&o
suporte para alguns dos usos medicinais tradicionais das cascas do caule dessa espécie.

Substancias como o p-sitosterol, presentes em Arnebia hispidissima (Lehm.) DC.
demonstraram atividade contra as bactérias E. coli e S. aureus, em ensaios de difusdo em agar
e de concentagdes inibitdrias minimas (CIMs) realizados por Virtuoso et al. (2005). O p-
sitosterol € um fitoesteroide com estrutura quimica semelhante a docolesterol, e sua atividade
anti-inflamatoéria também foi comprovada por Gupta et al. (1980), com efeito similar a
hidrocortisona em edema induzido por carragenina. O mesmo autor menciona a atividade

antipirética do g-sitosterol similar ao &cido acetil salicilico.
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O écido verétrico, isolado de cascas do caule de outra espécie do género Tabebuia, a
T. impetiginosa, apresenta além da acdo antibacteriana, outras atividades bioldgicas
confirmadas, como acdo antifungica, antioxidante, anti-inflamatoria e antispasmaodica
(ABDOLMALEKI et al., 2013).

O lapachol, isolado de T. aurea e com atividade antimicrobiana confirmada por
Brabosa-Filho et al. (2004), é uma naftoquinona encontrada em muitas espécies vegetais da
familia Bignoniaceae, especificamente aquelas do género Tabebuia, com atividade contra
bactérias, fungos, virus, sendo til no tratamento de inflamacGes, e mais importante, de cancer
(GOMEZ et al., 2009).

Estudos realizados por Ferreira et al. (2010) comprovaram inUmeras atividades
bioldgicas e farmacoldgicas do lapachol, e de alguns dos seus produtos de transformacdes
biossintéticas ou quimicas, 0s quais apresentaram acao citostatica, bacteriostatica,
fungistatica, cercaricida, triponossomicida e antitérmica. Silva (2006) evidenciou propriedade
anti-inflamatoria e acdo antinociceptiva, além de efeito hipocolesterolémico em camundongos
hiperlipidémicos.

Corroborando com essas pesquisas, Hussainet al. (2007) demonstraram em trabalho de
revisdo que o lapachol e seus derivados tém diversas propriedadesbiolégicas, como:
antiulcerogénica, leishmanicida, anticarcinogénica, antiedematogénica, anti-inflamatdria,
antimaldrica, antisséptica, antiviral, bactericida, fungicida, pesticida e esquistossomicida.

Outro estudo avaliou a atividade anti-inflamatdria do lapachol in vivo, demonstrando
gue o mesmo foi mais eficaz que a fenilbutazona, um farmaco sintético de acdo anti-
inflamatoria, antipirética e analgésica, na inibicdo de processos inflamatorios agudos
induzidos pelo agente pro-inflamatorio carragenina. Da mesma forma, por via oral, promoveu
uma protecao significativa contra Glceras gastricas e duodenais (TEIXEIRA, 1999).

Ensaios clinicos utilizando o lapachol foram completamente satisfatérios em pacientes
com bursites e tendinites (FONSECA et al.,, 2008). O lapachol apresentou ainda acéo
anticoagulante, por meio da inibicdo de enzimas envolvidas na biossintese da vitamina K, a
que possivelmente explicaria esse efeito (TEIXEIRA, 1999).

Os estudos sobre as atividades bioldgicas de T. aurea, propriamente ditas, Sdo
escassos, porém essa espécie € usada popularmente como anti-inflamatério e contra a gripe
(AGRA, 1996; SOUZA; FELFILI, 2006) e, segundo Bandoni et al. (1976), cascas do caule
sdo utilizadas contra o cancro. Além disso, o extrato etandlico de caules jovens evidenciou

atividade moluscicida contra Biomphalaria glabrata com concentracGes letais médias (9-54
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ng mL™Y) bem abaixo do limite superior de 100 pg mL™, estabelecido para o potencial
moluscicida pela Organizacdo Mundial de Saude (SILVA et al., 2007).

Um trabalho realizado no Brasil, no municipio de Campos de Goytacazes, Rio de
Janeiro, forneceu informacg6es sobre as plantas utilizadas como medicinais pela populacao e
sua forma de uso. Entre as mais empregadas é possivel citar as espécies de Bignoniaceae.
Nesse levantamento destacou-se Tabebuia aurea, conhecida como “carobinha”, sendo suas
folhas usadas no banho (PEREIRA et al., 2004).

A familia Bignoniaceae é constituida por 120 géneros e 800 espécies, encontradas
principalmente nas regifes tropicais e subtropicais de todo o mundo, especialmente da
América do Sul e Africa. No Brasil, ocorrem 32 géneros e cerca de 350 espécies, sendo
considerado o centro de diversificacdo da familia (CHAGAS JUNIOR et al. 2010).

As espécies de Tabebuia sdo encontradas na América do Sul e América Central, sendo
conhecidas popularmente como “ipés” e apresentam uma grande diversidade de constituintes
quimicos, notadamente naftoquinonas e seus derivados, além de iridoides e antraquinonas
(VON POSER et al., 2000). Exemplos de Tabebuia sdo usadas popularmente como agentes
anti-inflamatorios, antitumorais e antimicrobianos em &reas rurais do Brasil, Colémbia,
Bolivia e outros paises latino-americanos (FRANCO et al., 2013).

Na etnofarmacologia brasileira, uma mistura popular de sete plantas tem demonstrado
ser Gtil para melhorar o sistema imune, ativando macicamente os mecanismos oxidativos
celulares, bem como promovendo o aumento de resisténcia as células tumorais. Essa
composicdo de ervas inclui em sua preparacdo o extrato de Tabebuia avellanedae (CORREA
et al., 2006). Também, foi comprovado por Franca et al. (2010), que essa mistura, é um
potente agente imunoestimulante e pode representar um mecanismo alternativo de defesa
contra infecces.

Byeon et al. (2008) avaliaram a acdo anti-inflamatéria do extrato aquoso de T.
avellanedae e observaram que essa atividade foi proveniente da modulacdo negativa de
respostas inflamatorias mediadas por macréfagos, ocasionada pela supressdo da producdo de
prostaglandinas. Ainda, segundo os autores, este extrato poderia ser desenvolvido como um
novo medicamento para a terapéutica de varias doencas inflamatorias, tais como a artrite.

Nos ultimos anos, tem-se verificado o uso mais frequente de espécies de Bignoniaceae
na medicina. Agra et al. (2008) relataram que o macerado de folhas de Jacaranda caroba em
aguardente pode ser aplicado externamente como cicatrizante e contra Ulceras. Ja se observou,
também, atividade bactericida (PARK et al., 2005), fungicida (PORTILLO et al., 2001),
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antiofidica (NUNEZ et al., 2004) e antitumoral (CHENNA et al., 2001) de substancias
presentes no cerne do tronco e na casca de Tabebuia.

Hemamaliniet al. (2012) demosntraram a atividade antitlcera em ratos do extrato de
folhas de Tabebuia rosea, correlacionando a presenca de fito-componentes, como: saponinas
e flavonoides. O extrato etanolico de folhas dessa mesma espécie revelou notavel atividade
antimicrobiana contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (BINUTU,;
LAJUBUTU, 1994).

Outra pesquisa, que avaliou o potencial antimicrobianoda espécie vegetal Tabebuia
roseo-alba (ipé branco), monstrou moderada atividade antimicrobiana parabactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (SILVA et al., 2014). O extrato etan6lico de folhas da espécie T.
impetiginosatambémevidenciou promissora atividade antimicrobiana e ndo apresentou
citotoxidade (VASCONCELOS et al., 2014).

A literatura cientifica disponivel sobre a familia Bignoniaceae e o género Tabebuia,
comprova algumas atividades biologicas, conforme o Quadro 1 indicando o excelente

potencial dessas espécies na descoberta de novos compostos com interesse terapéutico.

Quadro 1. Levantamento bibliogréafico sobre as atividades biolégicas comprovadas de espécies
do género Tabebuia

(Continua)
Espécie Atividade bioldgica comprovada Referéncia(s)
Tabebuia caraiba Atividade antifingica in vitro frente ao Silva; Paula; Espindola,
Trichophyton rubrum (2009)
Tabebuia aurea Compostos isolados da casca do caule Barbosa-Filho et al. (2004)

apresentaram um amplo espectro de atividade

contra bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas, contra micobactéria e fungos;

Atividade moluscicida contra Biomphalaria Silva et al. (2007)
glabrata

Tabebuia avellanedae Atividade anti-candida in vitro; Hofling et al. (2010);
Glehn; Rodrigues (2012);

Atividade cicatrizante de feridas cutaneas in Coelho et al. (2010);

Vivo; Lipinski et al. (2012;
Atividade cicatrizante de Ulcera gastrica in Pereira et al. (2013)
vivo;

Atividade antioxidante in vitro; Suo et al. (2013);

Os compostos isolados e sintetizados Yamashita et al. (2009);

evidenciaram efeitos anti-proliferativo contra

vérias linhagens de células tumorais

humanas, atividade antifingica e modesta

atividade antibacteriana frente as linhagens

de bactérias Gram-positivas in vitro;

Atividade anti-inflamatéria in vitro e in vivo;  Suo et al. (2012);
Atividade moduladora de macréfagos e Xu et al. (2013);
monocitos para controlar a interagdo célula- Kim et al. (2010);
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Quadro 1 - Levantamento bibliogréafico sobre as atividades biol6gicas comprovadas de espécies

do género Tabebuia

(Concluséo)

Espécie

Atividade biol6gica comprovada

Referéncia(s)

Tabebuia avellanedae

Tabebuia serratifolia

Tabebuia heptaphylla

Tabebuia impetiginosa

Tabebuia rosea

Tabebuia roseo-alba

Tabebuia chrysanta

Tabebuia pentaphylla

Tabebuia ochracea

célula imune no sistema de defesa do
hospedeiro;

Atividade imunoestimulante;

Atividade antibacteriana frente as linhagens de
Staphylococcus resistentes a meticilina in

vitro;

Atividades antiedematogénica,
antinociceptiva e atdxica in vivo;

Atividade promissora contra Mycobacterium
tuberculosis

Moderada atividade tripanossomicida in vitro

Atividade gastroprotetora (Lapachol) in vivo;
Atividade contra infec¢des fungicas vaginais;
Atividade antioxidante

Atividade antiviral in vitro;
Atividade antibacteriana in vitro;
principalmente sobre bactérias Gram-
positivas

Atividade antiedematogénica contra o veneno
de Bothrops asper in vivo;

Atividade anti-inflamatéria e antioxidante;
Atividade antidlcera

Atividade antibacteriana

Efeito imunomoduladorin vitro;
Atividade anti-inflamatéria in vivo;
Atividade antioxidante in vitro;
Atividade antibacteriana

Atividade antibacteriana

Atividade anti-inflamatéria; antioxidante e
antibacteriana

Franca et al. (2010);
Pereira et al. (2006);

Miranda et al. (2002);

Olivera et al. (2007)

Gonzélez-Coloma et al.
(2012)

Theoduloz et al. (2012);
Jordan (2005);
Varonezi (2008)

Branddo et al. (2010);
Cordeiro et al. (2006);
Ospina et al. (2013);
Vasconcelos et al. (2014)
Nufiez et al.(2004)

Ospina et al. (2013)
Hemamalini et al. (2012)

Silva et al., 2014
Cérdenas et al. (2009);
Cérdenas et al. (2012);
Ospina G. et al. (2011);
Perez et al. (2007)
Rocha et al. (2013)

Ospina et al. (2013)

Fonte: Autora, 2014

Notas: Levantamento bibliografico utilizando-se as bases de dados: SciELO, LILACS, MEDLINE, SciFinder,
PubMed e Scopus e descritores indexados na lista dos sistemas DeCS: Tabebuia, Cicatrizacdo de feridas,
Antioxidante, Antimicrobianos, Agentes Anti-inflamatétios, adotando a estratégia de agrupar o descritor

Tabebuia com os demais.

2.3 Atividade antimicrobiana

Os microrganismos compreendem bactérias, fungos, virus e protozoarios que podem

Ser nocivos, ou seja, patogénicos, causando doencas no homem, animais e plantas. Em

condigdes favoraveis do ambiente, eles se reproduzem rapidamente, por meio da divisdo
celular (PELCZAR JUNIOR et al., 2005).
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Os mecanismos de acdo dependem do grau de viruléncia dos microrganismos, 0s quais
envolvem estruturas, produtos ou estratégias que contribuem para aumentar a sua capacidade
de causar infeccdo, com a producdo de toxinas que induzem a formacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e exotoxinas que lesam diferentes células, levando a necrose tecidual. Os
microrganismos contribuem ainda para a diminuicdo das proteinas que favorecem a
quimiotaxia, aumentam a producéo de enzimas citotoxicas e de radicais livres, e acentuam a
hipdxia, o que promove o aumento da lesdo tecidual (TRABULSI; ALTERTHUM, 2006;
SCHULTZ et al., 2003).

Dos varios géneros de bactérias que foram identificadas como causadoras de
infeccdes, encontra-se o Staphylococcus. Esse € 0 género de bactérias ndo esporuladas que
mais resistem no meio, pois conseguem sobreviver por varios meses em amostras clinicas
secas, resistem ao calor e suportam uma concentracdo aumentada de sal. Por isso que esse
grupo de microrganismos constitue-se como um dos mais importantes patdgenos para 0
homem, apesar dos antimicrobianos existentes, da melhora das condi¢des sanitarias e das
medidas de controle de infeccdo hospitalar (TRABULSI; ALTERTHUM, 2006).

Individuos sadios sdo colonizados intermitentemente por Staphylococcus aureus. Este
microrganismo pode contaminar a pele e membranas mucosas do paciente, objetos
inanimados ou outros pacientes por contato direto ou por aerossol, ocasionando infecgdes
letais, oriundas dos fatores de viruléncia ou resisténcia adquirida aos antimicrobianos
utilizados (ANVISA, 2004).

Staphylococcus aureus é considerado como um dos mais importantes agentes
etiologicos de processos infecciosos, pois abrangem desde lesbes superficiais, proveniente de
contaminacdo da bactéria na prépria pele e mucosas, que resultam em abcessos cutaneos e
infeccOes de feridas; até severas infeccBes sistémicas, que surgem a partir desses focos de
infeccOes superficiais (DEALEY, 2006). Sendo por isso, considerada a espécie mais virulenta
do género Staphylococcus, apresentando inumeros fatores de viruléncia, tais como toxinas,
enzimas e proteinas associadas a parede celular, mediadas por genes plasmidiais ou
cromossomiais, que conduzem a invasao tecidual e a sobrevivéncia no sitio infeccioso; além
de apresentar grande resisténcia adquirida aos mais diversos antimicrobianos (BLATT;
PIAZZA, 2004; CATAO et al., 2010).

Outra espécie desse mesmo género, a cepa de S. epidermidis, ndo apresenta um grande
arsenal de enzimas e toxinas e, por esse motivo, o curso das infecgOes segue com
subagudizacdo ou mesmo cronificacdo. O sucesso deste microrganismo como patdgeno

relaciona-se a sua capacidade de aderir a superficies de polimeros, formando biofilmes.
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Assim, reduzem a resposta imune e interferem com os mecanismos de defesa do hospedeiro
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2006).

Durante as ultimas trés décadas o S. epidermidis e os outros Staphylococcus coagulase
negativa tém emergido como causa importante de infeccdo hospitalar (CHOI et al., 2006).
Além disso, sdo resistentes a multiplos antibioticos, sendo que o S. epidermidis é o protétipo
do grupo que serve como reservatério de genes resistentes, com potencial transferéncia para S.
aureus (MAGERA; ELLIOTT, 2008).

A demanda por tratamento dessas infec¢cOes é crescente e as industrias farmacéuticas
tém desenvolvido uma imensa variedade de antibidticos. Porém, essa terapéutica é onerosa e
traz inumeros efeitos colaterais, sendo que uma das principais razdes pela qual ha falha no
tratamento de infec¢Bes microbianas € o surgimento de resisténcia (BASTOS et al., 2011,
MATIAS et al., 2010).

A resisténcia aos farmacos € um dos casos mais bem documentados de evolucao
bioldgica. Ou seja, é um fendmeno bioldgico, natural, que se seguiu a introducdo de
antimicrobianos na pratica clinica, fortalecido pelo uso desmedido e irracional, que
corroborou com o aumento da morbi-mortalidade dos pacientes com infec¢bes, bem como
aumentou os custos para as instituicdes de saude. Por isso, a resisténcia se constitui um sério
problema de salde publica, justificando a preocupacdo na busca de recursos, a partir de
espécies vegetais, que permitam o desenvolvimento de novas perspectivas para o tratamento
de infeccBes e novos métodos de controles especificos (SANCHEZ, 2006; DUARTE, 2006).

Em 1997, foram relatadas varias plantas com atividade antimicrobiana, dentre elas
estdo a arnica (Arnica montana); a babosa (Aloe vera) com acBes cicatrizante,
antibacteriana, antifingica, anti-iflamatdria e antivirdtica comprovadas, proporcionadas pela
presenca de antraquinonas como aloenina, barbaloina e isobarbaloina em sua composicao
quimica; o barbatimdo (Stryphnodendron barbatiman); a camomila (Matricaria
chamomilla); o confrei (Symphytum officinale); a erva-de-bicho (Polygonum sp); a malva
(Malva sylvestris); a mil-folhas (Achillea millefolium); e a salvia (Salvia officinalis)
(TIAGO, 1997).

Estudos realizados no periodo de 2004 e 2005 em diferentes paises evidenciaram o
uso de Arctostaphylos uva-ursi e Vaccinium macrocarpon para tratar infec¢des do trato
urinario em diferentes manuais de fitoterapia, enquanto as espécies Melissa officinalis,
Allium sativum e Melaleuca alternifolia foram descritas como agentes antimicrobianos de
amplo espectro (HEINRICH et al., 2004).
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Um total de 705 extratos organicos e aquosos de plantas da Floresta Amazonica e da
Floresta Atlantica foram submetidas a testes contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, sendo
encontrados resultados promissores quanto a atividade antimicrobiana. Também, foi observado
gue a associacdo in vitro de antibacterianos e extratos de plantas demonstrou atividade sinérgica
contra bactérias resistentes aos antibacterianos padrfes (SUFFREDINI; DALY, 2001).

Ha& uma série de produtos farmacéuticos baseados em extratos vegetais que foram
patenteados. Pode-se citar o trabalho desenvolvido com espécies do género Coleonema. A
formulagédo pode ter uso topico ou oral, como imunoestimulante, anti-HIV, antinflamatéria,
antibacteriana e util contra Mycobacterium tuberculosis (GROENEWALD et al., 2005).

O Nudcleo de Pesquisa e Inovacdo Tecnoldgica em Tratamento de Feridas € um grupo
multidisciplinar de pesquisas em enfermagem pertencente a Universidade Federal de Alagoas
que se propde a aprimorar o cuidado de enfermagem na terapéutica de feridas e no controle de
infeccdo, numa atuacdo multidisciplinar. Citam-se pesquisas experimentais in vitro
desenvolvidas pelo grupo que evidenciaram a acdo inibitéria do 6leo de coco contra
Staphylococcus aureus (ALMEIDA et al.,, 2012); a acdo antimicrobiana dos extratos de
Zeyheria tuberculosa contra Staphylococcus aureus e Candida albicans, justificando o uso
popular dessa espécie (BASTOS et al.; 2009).

Além disso, o grupo fez a comprovacdo de que fracGes da espécie Piper hayneanum
tem potencial para o desenvolvimento de um agente terapéutico contra infec¢des topicas, em
decorréncia da eficacia na cicatrizacdo de feridas infectadas por Staphylococcus aureus e
Candida albicans em modelo de ratos (BASTOS et al., 2011).

2.4 Inflamacdo tépica

O processo inflamatorio consiste em um mecanismo de defesa inato e caracteriza-se
como uma resposta bioldgica complexa dos tecidos vascularizados frente a diferentes
estimulos, auxiliando na eliminagéo de agentes estranhos, dando inicio ao processo de reparo
tecidual. Os tecidos inflamados podem responder a estimulos nocivos, tais como patdgenos,
células lesionadas e injdrias quimicas, térmicas ou mecanicas, por meio da producdo de
diferentes mediadores bioativos. Estes, por sua vez, interagem com diferentes tipos de células
e moléculas para amplificar a reacdo flogistica (KUMAR et al., 2005). Clinicamente, a
resposta inflamatdria apresenta-se por meio de quatro sinais classicos: calor, eritema, dor e
edema, que ocorre devido ao aumento da quantidade de liquido no meio extracelular (SILVA;
MADUREIRA, 2010).
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A cascata de eventos desencadeada ap6s uma agressdo ou estimulo tecidual resulta no
aumento do calibre microvascular, aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de
leucdcitos, provenientes de uma interacdo entre diferentes tipos de células que residem no
tecido cutaneo, tais como: queratinocitos, fibroblastos, mastocitos, células endoteliais,
macrofagos, bem como vérios mediadores pro-inflamatorios (SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Os mediadores pro-inflamatérios liberados durante esse processo, tanto pelas células
do tecido cutaneo quanto pelas células transientes (neutréfilos, linfocitos, mondcitos), incluem
os metabolitos do &cido araquidbnico, histamina, serotonina, substancia P, citocinas, 6xido
nitrico, espécies reativas de oxigénio, dentre outras (SIMMONS, 2006).

Na inflamacdo neurogénica na pele, visualiza-se o fendmeno de vasodilatacdo
arteriolar oriundo das fibras nervosas locais, com aumento do fluxo sanguineo e consequente
formacdo de edema por extravasamento de plasma da vénula pds-capilar. Clinicamente,
observa-se a formacdo de uma papula com eritema. Essa reacdo ocorre pela presenca local de
neuropeptideos liberados por duas subpopulacbes de fibras nervosas cutaneas, chamadas de
fibras peptidérgicas: do tipo C, aferentes ndo mielinizados ou nociceptores polimodais C, em
menor quantidade; e do tipo A-delta (pequenas fibras mielinizadas). Essas duas fibras
associadas desempenham o papel autonémico e de nocicepgdo na pele (KALIL-GASPAR,
2003).

Uma classe de farmacos com varios exemplos desenvolvidos a partir de produtos
naturais é a dos agentes anti-inflamatorios. Muitos metabolitos secundarios provenientes de
plantas sdo conhecidos por atuar direta ou indiretamente em moléculas ou interferir no
mecanismo de acdo de mediadores inflamatdrios (metabdlitos do acido araquiddnico,
peptideos, citocinas, aminoacidos excitatorios), na producdo e na acdo de segundos
mensageiros (cGMP, cAMP, proteinas quinases, cdalcio), na expressdao de fatores de
transcricdo (AP-1, NF-kB, proto-oncogénese — c-jun, c-fos e c-myc), na expressao de
moléculas pro-inflamatdrias (iNOS, cicloxigenase COX-2, IL-1B, TNF-a, neuropeptideos e
proteases) (CALIXTO et al., 2003).

A utilizacdo do edema, como pardmetro de avaliacdo em modelos validados, permite
analisar o potencial anti-inflamatorio de compostos sintéticos, extratos de plantas ou
compostos isolados de plantas, tanto por via topica, quanto por via sistémica (DE YOUNG
etal., 1989). Além disso, quando o objetivo é o desenvolvimento de medicamentos de uso

topico, esse modelo permite identificar os compostos que apresentam uma absorcao cutanea
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apropriada, de forma a atingir concentracbes adequadas na pele para exercer um efeito
farmacoldgico (BOUCLIER et al., 1990).

O edema de orelha, por exemplo, € um modelo de inflamacdo cutdnea, com um
procedimento simples. A inflamacdo pode ser induzida por varios agentes irritantes ou
também chamados de agentes flogisticos, para 0s quais se destaca a necessidade de uma
pequena quantidade da amostra e a rapidez na obtencdodos resultados (BOUCLIER et al.,
1990).

Entre os agentes flogisticos utilizados, tem-se a capsaicina (trans-8-metil-N-vanilil-6-
nonenamida), uma substancia ativa responsavel pelo efeito pungente e irritante das pimentas
(péprica, pimenta vermelha e Capsicum annuum L.) e sua aplicacdo topica produz reagdo

inflamatéria de origem neurogénica (JANCSO et al., 1981) (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura quimica e molecular da Capsaicina (8-metil-N-vanilico-6-Nonenamide)
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Fonte: http://www.mdig.com.br/index.php?itemid=15684

Quando aplicada topicamente, é capaz de ativar o receptor TRPV1 (receptor vaniloide
tipo 1), induzindo resposta inflamatoria neurogénica imediata, caracterizada por forte
extravasamento plasmatico e consequente formacéo de edema. Os estudos demonstram que 0
mecanismo pelo qual a capsaicina produz edema é diferente dos outros modelos de
inflamacdo cuténea. Portanto, na pele, a capsaicina promove ativagdo de nervos sensoriais,
liberando neuropeptideos como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
substancia P, neurocinina A e Peptideo Vasoativo Intestinal (VIP), os quais induzem a
formagéo de edema. Além disso, 0s neuropeptideos apresentam papel importante na liberagédo
de histamina e serotonina que sdo mediadores secundarios no aumento da permeabilidade
vascular (GABOR; RAZGA, 1992; SANCHEZ; MORENO, 1999; SHOLZEN et al., 2003).


http://www.mdig.com.br/index.php?itemid=15684
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O processo inflamatdrio denominado de inflamagdo neurogénica se desenvolve como
resultado da ativacdo de nervos sensoriais que secretam neuropeptideos em varios tecidos,
incluindo a pele. Neuropeptideos secretados na pele ndo sdo somente neurotransmissores da
dor e do prurido, mas também apresentam um papel como mediadores inflamatérios e do
sistema imune (ZEGARSKA, 2006).

A importancia da acdo da capsaicina no estudo de neuropeptidios na pele deve-se a sua
capacidade de despolarizar fibras C e A-delta, ligando-se ao receptor vaniloide (TRPV1), que
abre canais i6nicos gerando um influxo de célcio na fibra nervosa, e assim induz a resposta
inflamatoria neurogénica, por produzir a desgranulacdo de mastdcito no tecido conectivo da
pele, com consequente producdo de vasodilatagdo reflexa, extravasamento de plasma,
sensibilizacdo nociceptiva e eritema, com isso 0 edema se estabelece em poucos minutos
(HOLZER, 1991).

Cerca de 300 preparacgdes a partir de plantas medicinais destinadas ao tratamento de
doencas inflamatdrias cutdneas tiveram sua eficadcia comprovada e seu uso tradicional
validado pela Comissdo E (Corpo Cientifico Responsavel pela Validacdo de Plantas
Medicinais na Alemanha). Dessas, 40 sdo destinadas ao uso em dermatologia e 10 tém papel
significativo na pratica terapéutica, entre as quais estdo incluidas a Arnica montana,
Calendula officinalis, Matricaria recutita, Echinacea sp., Sanguinaria canadenses,
Hammamelis virginiana, Aveno sativa, Aloe Vera e Hypericum perforatum. Essas plantas séo
popularmente utilizadas para o tratamento de inflamacdes tdpicas, sendo que sua eficacia e
seguranca foram comprovadas por meio de estudos cientificos pré-clinicos e clinicos (BEDI;
SHENEFELT, 2002).

2.5 Compostos antirradicalares com potencial antioxidante

A oxidagdo é um processo essencial no metabolismo dos organismos aerobios no qual
os radicais livres sdo produzidos naturalmente, em consequéncia desse processo, ou mesmo
por alguma disfuncéo bioldgica. Nesses radicais, o elétron desemparelhado encontra-se ligado
ao atomo de oxigénio ou nitrogénio, e por esse motivo estesradicais sdo classificados como
especies reativas do oxigénio (ERO) ou espécies reativas do nitrogénio (ERN) (BARREIROS
et al., 2006).

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o anion superéxido tém um
papel essencial nas reagdes bioquimicas/fisiologicas, como: producdo de energia, fagocitose,

regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas
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importantes. Entretanto, se houver producdo excessiva de radicais de oxigénio durante oS
processos patofisiolégicos ou mesmo devido a fatores ambientais adversos e ndo existirem
antioxidantes disponiveis in vivo, podem ocorrer doencas e danos profundos em tecidos
(HUANG et al., 2005; ALVES et al., 2010).

Essa producéo em excesso pode causar diversos efeitos deletérios, como a peroxidacao
de lipideos de membrana, agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA, causando danos as membranas, perda de sua fluidez, levando ao
surgimento de cancer, como consequéncia de alteracdes no DNA, envelhecimento precoce,
doencas cronicas inflamatorias, cardiovasculares, degenerativas e neuroldgicas, entre outras
(ALVES et al., 2010).

Sendo assim, todos 0s organismos Vivos estdo expostos e sujeitos a acdo oxidativa de
espécies reativas de oxigénio (ERO), porém estudos tém demonstrado que as substancias
antioxidantes podem prevenir estes processos oxidativos (OLIVEIRA, 2011). Os
antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidagdo do substrato envolvido nos
processosoxidativos impedindo a formacdo de radicais livres. Nesse contexto, o poder de
neutralizacdo das estruturas radicalares, que compostos fenolicos apresentam, € devido a sua
estrutura quimica formada por pelo menos um anel aroméatico com grupamentos hidroxilas
(GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).

Pesquisas envolvendo compostos antioxidantes, oriundos de fontes naturais, tém sido
desenvolvidas devido a sua importancia na prevencdo do desencadeamento de reacOes
oxidativas (GIADA; MANCINI-FILHO, 2006). Os vegetais contém diversas substancias
antioxidantes, cujas atividades tém sido bem comprovadas nos Gltimos anos.

Nas Ultimas décadas, tem-se destacado o interesse em encontrar antioxidantes naturais
para 0 emprego em produtos farmacéuticos, a fim de substituir os antioxidantes sintéticos, que
apresentam restricdes devido ao seu potencial tdxico. Estudos tém demonstrado que
polifendis naturais possuem propriedades antioxidantes expressivas (OLIVEIRA, 2011).

Atualmente, existem diversos métodos in vitro para a avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos vegetais, em decorrénciada variedade de compostos com
propriedades antioxidantes, além da complexidade quanto ao seu modo de combater 0s
radicais livres. Dentre os métodos descritos, 0s ensaios de captura de radicais livres de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazina) e ABTS [2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolino)6-acido sulfonico]
utilizam espécies radicalares estaveis e a detec¢do do ponto final se realiza geralmente por
absorbancia, sendo muito empregados na determinacdo da atividade antioxidante (LU; FOO,
2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o potencial biolégico da espécie vegetal Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. &

Hook. f. ex. S. Moore.

3.2 Objetivos especificos:

e Realizar a prospecgdo fitoquimica para a identificagdo da classe dos constituintes dos
extratos etanolicos de flores e de folhas de T. aurea;

e Identificar a viabilidade celular de macréfagos peritoniais de camundongos frente aos
extratos etandlicos de flores e de folhas de T. aurea pelo método colorimétrico do
Metiltetrazolio (MTT);

e Determinar a concentracdo inibitdria minima dos extratos etanolicos de flores e de folhas
de T. aurea contra microrganismos patogénicos por meio do método de microdiluicdo em
caldo;

e Determinar a atividade antiedematogénica dos extratos etanélicos de flores e de folhas de
T. aurea;

e Determinar a atividade antirradicalar dos extratos etanolicos de flores e de folhas de T.

aurea.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Tipo de Estudo e Locais dos experimentos

Trata-se de uma pesquisa basica, delineada nos moldes da pesquisa quantitativa e
experimental. Os testes in vitro e in vivo foram realizados nos seguintes laboratérios
pertencentes a Universidade Federal de Alagoas/UFAL: Laboratorio de Pesquisa em
Tratamento de Feridas da Escola de Enfermagem e Farméacia — LpTF/ESENFAR, coordenado
pela Profa. Dra. M? Lysete de Assis Bastos; Laboratério de Pesquisa em Quimica dos
Produtos Naturais — Fitoquimica, coordenado pela Profa. Dra. Lucia Maria Conserva do
Instituto de Quimica e Biotecnologia — LPgPN - Fitoquimica/IQB; Laboratério de
Farmacologia e Imunidade do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude — LaFI/ICBS,
coordenado pelas Profas. Dras. Eliane Aparecida Campesatto e Magna Suzana Alexandre-
Moreira.

4.2  Aspectos éticos

O presente projeto de pesquisa foi previamente aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Alagoas (CEUA/UFAL), por se tratar de um trabalho
gue envolve experimentos in vivo, sob o n°. do processo 011/2014 (Anexo A). Os protocolos
foram conduzidos respeitando-se os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA.

4.3  Coleta e identificacdo das amostras vegetais

Amostras vegetais de folhas e de flores de Tabebuia aurea foram coletadas no més de
outubro de 2012, na Reserva Ecoldgica do Castanho - Delmiro Gouveia/AL (~22 km da
pista), regido de Xingd (Coordenadas geograficas: S09°26°20,5” WO037°53'54,7”). A
identificacdo foi feita por uma boténica do Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas
(IMAJ/AL). A exsicata do referido material encontra-se depositada no Herbario do IMA/AL,
com a identificagdo MAC n° 56122.
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44  Preparagéo dos Extratos

A secagem do material botanico da espécie vegetal avaliada foi realizada a sombra,
com ar circulante durante 60 dias. Depois de dessecadas, as amostras vegetais foram trituradas
e submetidas a um processo de maceragdo a frio com alcool etilico a 97% (C,HsOH). A
filtracdo foi realizada a cada 72 h, até o esgotamento do processo de extracdo. A cada
filtracdo, a solucdo com extrato foi concentrada em evaporador rotativo a 40 °C e mantido em
estufa banho-maria, na mesma temperatura, para evaporacdo do solvente residual e obtencao

do extrato bruto etandlico (Figura 4).

Figura 4 — Processo de preparacdo dos extratos etandlicos de T.aurea iniciando pela etapa de
trituracdo, seguido pelo processo de maceracao até a obtencao dos extratos etandlicos de flores e
de folhas

Flor seca triturada Maceracao da flor Extratos etanolico da flor ‘

Fonte: Autora, 2014

O solvente etanol (C,HsOH) apresenta uma baixa toxicidade, constituindo um fator
determinante no processo de extracdo de compostos ativos com a finalidade de fabricacéo de

fitomedicamentos. Além disso, possui um menor impacto ambiental e baixo custo, em relagédo
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aos demais solventes (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2010). Por esses motivos, foi o solvente
eleito para a extracdo de folhas e de flores de T. aurea.

4.5 Ensaios bioldgicos:

4.5.1 Prospecdo fitoquimica para a identificacdo de compostos bioativos

A prospeccdo fitoquimica para a identificacdo de classes de constituintes quimicos
presentes nos extratos etanolicos de flores e de folhas de T. aurea foi realizada segundo a
metodologia descrita por Matos (1997), onde os métodos utilizados sdo qualitativos. Foi

avaliada a presenca das seguintes classes:

Alcalbides

Para identificar a presenca de alcaloides uma aliquota de 5 mg dos extratos etandlicos
de T. aurea foram dissolvidas em 1mL de etanol a 80% e, em seguida, foram adicionados 4
mL de &cido cloridrico (HCI) a 5%. Quatro por¢des de 1 mL desta solucdo foram separadas
em tubos de ensaio e foram adicionadas gotas do reagente de Dragendorff. A precipitacdo de

coloracéo vermelho-tijolo indicou uma reagéo positiva.

Acidos organicos
Uma aliquota de 5 mg dos extratos de T. aurea foi dissolvida em 3 mL de &gua
destilada e foram adicionadas gotas de reativo de Pascova de coloragdo azul-violeta. A

descoloracdo deste reativo pela reacdo com 0s extratos indicou uma reacdo positiva.

Antraquinonas e naftoquinonas

A presenca de antraquinonas foi identificada a partir da dissolu¢do de 5 mg dos
extratos de T. aurea em agua destilada e, logo apds, em 3 mL de benzeno. Foram adicionados
2 mL de hidroxido de aménio (NH,OH) a 10% e, em seguida, a solugdo foi agitada
suavemente. A coloracdo rosea, vermelha ou viotela na fase aquosa, indicou uma reacao

positiva a presenca de antraquinonas.

Esteroides e triterpenoides
Foi dissolvida em 3 mL de agua de destilada uma aliquota de 5 mg dos extratos de T.

aurea. Em seguida, redissolvida em 3 mL de cloroféormio. Adicionou-se 2 mL de anidrido
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acético e, apds agitacdo suave, foi adicionado 1 mL de &cido sulfurico concentrado, formando
duas fases imisciveis, uma aquosa e outra cloroformica. A presenca de cores azuis
evanescentes, seguida de verde persistente, na fase cloroférmica, indicou a presenca desta

classe de constituintes.

Saponinas

Uma aliquota de 5 mg dos extratos etandlicos de T. aurea foi dissolvida em 1 mL de
etanol 80% e apds, diluido em até 15 mL de agua destilada. Em seguida, a solucdo foi agitada
vigorosamente durante alguns minutos num tubo de ensaio fechado. A formacgdo de uma
camada de espuma, e sua permanéncia estavel por mais de 30 minutos, representou resultado

positivo para saponinas.

Taninos

Os taninos presentes foram identificados a partir da dissolucdo de 5 mg dos extratos de
T. aurea em 10 mL de agua destilada. Em seguida, foi adicionado uma gota de solucdo de
cloreto férrico (FeCl3) 1%. A mudanca de coloracdo ou formacédo de precipitado indicou a

presenca de taninos.

4.5.2 Ensaio de Viabilidade Celular

O estudo de viabilidade de macrofagos foi realizado utilizando o método colorimétrico
Metiltetraz6lio (MTT) e avaliou a viabilidade dos macréfagos peritoneais de camundongos da
linhagem Swiss, de acordo com a metodologia descrita por Lima et al. (2006).

Esse teste é baseado na atividade das mitocondrias celulares pela reducdo do MTT, por
meio das enzimas desidrogenases presente nas mitocéndrias ativas, responsavel pela clivagem
do sal de tetrazolio (de coloragdo amarelada) que resulta na formacéo de cristais de formazan
(de coloracéo azul escura) (Figura 5).
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Figura 5 - Reducdo do sal de tetrazdlio a cristais de formazan por meio das enzimas
desidrogenases, presentes nas mitocondriais viaveis, ao final do ensaio de viabilidade celular
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Fonte: <http://www.famepharma.com/scientific-biocrush.htm>

A quantidade de cristais formada é diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis. Dessa forma, quanto mais escura a coloracao ao final da reacdo, maior é a viabilidade
celular. A manipulacdo celular foi realizada dentro de uma cabine de seguranca bioldgica com
fluxo laminar, na qual uma linhagem celular do animal foi isolada, centrifugada e submetida
aos extratos vegetais.

Nesse ensaio, 0s macrdfagos peritoneais de camundongos da linhagem Swiss foram
plaqueados (3 x 10°/por pogo) e ficaram “over night” para melhor aderéncia das células a
placa. No dia seguinte, foram expostos a diferentes concentracdes dos extratos (1; 0,5; 0,2 e
0,1 mg mL™) por um periodo de 48 h. Os pocos controles continham células cultivadas
somente com meio de cultura e células cultivadas na presenca do solvente dimetilsulféxido
(DMSO). Para o controle de lise celular, foi utilizado o triton X, potente agente citotoxico.

Apbs o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi descartado e em seguida foi
adicionado 100 pL da solu¢do de MTT (10% em meio Meio Dulbecco Modificado por Eagle-
DMEM) em cada pogo. As placas foram entéo reincubadas durante 4 horas em estufa a 37 °C
e a 5% de CO,. Para a quantificacdo do sal de formazan (colorac¢do azul escuro) reduzido, as
placas foram lidas com o auxilio de um leitor de microplacas no comprimento de onda 530
nm.

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, sendo bastante Util para avaliar
citotoxidade. Os resultados deste teste de viabilidade celular foram analisados pelo programa
Graphpad Prism 5.0° e os dados expressos em tabela como percentual de morte celular,
considerando como controle 100% a contagem de células viaveis em culturas nao
estimuladas. Os valores foram considerados significativos quando *p< 0,05. Os resultados

foram expressos como média + erro padrdo da média.
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4.5.3 Microdilui¢cdo em caldo

4.5.3.1 Microrganismos utilizados

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas linhagens de
microrganismos padronizadas pela American Type Cell Cellection — ATCC/Manassas -
VA/USA.

Foram avaliadas bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 31488) e Enteroccocus faecalis (ATCC 29212); Gram-
negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebisiella pneumoniae (ATCC 700603), Enterobacter aerogenes (ATCC), Shigella flexneri
(ATCC), Salmonella enterica (ATCC 1307), Acinetobacter calcoaceticus (ATCC 23055); e
o fungo Candida albicans (ATCC 24433).

4.5.3.2 Preparacdo do in6culo

As linhagens bacterianas e fungica liofilizadas foram cultivadas no caldo de cultivo
Brain Heart Infusion (BHI), que promove a ativacdo e a propagacdo dos microrganismos.
Para cada linhagem, 2,5 mL deste meio de cultura foram distribuidos em tubos de ensaios (15
x 100 mm), e com ajuda de uma pinc¢a estéril, 0 microrganismo em sua forma inativa foi
introduzido. Em seguida, os tubos de ensaio foram levados a uma estufa bacteriolégica por 24
h a 35 °C, no caso das bactérias, e por 48 h a 28 °C, no caso dos fungos.

Apobs esse periodo, com o auxilio de uma alca de platina, os microrganismos foram
semeados em placas de Petri com meio de cultivo Agar Miieller-Hinton (AMH), para
propagacdo de bactérias, e Agar Sabouraud Dextrose (ASD) para o fungo. As placas foram
reincubadas nas mesmas condicGes (CLSI, 2008; 2012a).

Para a padronizagdo da densidade do inoculo, foi utilizado o controle de turbidez
Optica de bario (BaSO,), correspondente a uma solugdo da escala padréo de turvagdo de Mc
Farland do tubo 0,5, que resulta em uma suspensdo contendo aproximadamente 1,5 x 108
UFC/mL (Unidades Formadoras de Colénias por mililitro) de bactérias e 1-5 x 10° UFC/mL
de leveduras (CLSI, 2008; 2012a).
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4.5.3.3 Determinacdo da concentacéo inibitéria minima (CIM)

A atividade antibacteriana dos extratos etandlicos de Tabebuia aurea foi determinada por
meio da concentracdo inibitéria minima (CIM) realizada conforme descrito pelo protocolo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a). As amostras foram dissolvidas em
Cromophora 2%, obtendo uma concentracdo estoque de 20 mg mL™ (0,4 g da amostra/400 pL
de Cremophor + 19,6 mL de Soro Fisiologico a 0,9%).

Os indculos foram preparados em solucdo salina tamponada estéril e a suspensao
bacteriana foi determinada pela turvacdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1,5 x 10°
UFC/mL), diluida numa proporcio de 1:10 para se conseguir uma diluicdo 10’ UFC/mL,
sendo a concentracdo final de bactérias entre 5 x 10> UFC/mL e 5 x 10* UFC/poco, ao
inocular 5 pL dessa suspensdao no caldo. A suspensao fangica, também determinada pela
turvacdo do tubo 0,5 da escala de Mc Farland (1-5 x 10° UFC/mL) foi diluida 1:50 para se
conseguir uma diluicdo 2 x 10 UFC/mL, sendo a concentracéo final desejada de 0,5 a 2,5 x
10® UFC/mL, ao inocular 50 uL dessa suspensdao em cada pogo (CLSI, 2012b).

O ensaio para determinar a CIM foi realizado em microplacas de poliestireno estéreis
de 96 pocos, com 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Todos os orificios a partir da linha A
foram preenchidos com 100 pL de caldo de cultivo Mueller-Hinton (MH). Um volume de 100
uL da solucdo estoque, na concentracdo de 20 mg mL™, das diversas amostras vegetais foi
inoculado, em triplicata, nas colunas de 1 a 9 da linha A, alcangando uma concentracdo final
nesse pogo de 10 mg mL™.

Em seguida, uma aliquota de 100 pL do contetdo de cada orificio da linha A foi
transferido para os orificios da linha B, e ap6s homogeneizacdo o mesmo volume foi
transferido para a linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H. Obtendo-se as
concentraces decrescentes em mg mL™ de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31;0,15 e 0,07.

Posteriormente, em cada orificio foram adicionados 5 pL de indculo microbiano. Os
orificios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de controle do experimento.
Para o controle positivo da viabilidade bacteriana, utilizou-se o caldo de cultivo MH e o
indculo microbiano (5 pL); o controle negativo foi avaliado por meio da atividade inibitoria
do diluente Cremophor a 2%; e para o controle de esterilidade, utilizou-se apenas o caldo de
cultivo MH, respectivamente.

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 35 °C por 18 h para as bactérias
e por 28 °C por 36 h para o fungo. Apds este periodo, foram adicionados 20 pL de Cloreto de

Trifenil Tetrazdlio (TTC) a 5% (v/v) em cada poco, corante que promove a coloracdo das
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colbnias sem comprometer sua viabilidade, e as placas foram reincubadas por mais 3 h. A
mudanca de incolor para coloragcdo vermelha significou a presenca de microrganismos e a
auséncia da coloracdo vermelha significou prova positiva da acao inibitéria do extrato sobre
0s microrganismos testados (AYRES et al., 2008; CLSI, 2012a).

O grau de atividade foi determinado segundo os seguintes critérios: CIM < 0,1 mg mL"
! (ativa); 0,1 < CMI < 0,5 mg mL™ (moderadamente ativa); 0,5 < CMI < 1,0 mg mL™ (baixa
atividade); e CIM > 1,0 mg mL™ (inativos) (AYRES et al., 2008). A validade deste teste ¢
verificada na constatacdo do crescimento microbiano no controle positivo e a CIM foi
considerada como a menor concentragdo do extrato em mg mL™' capaz de inibir

completamente o crescimento microbiano (CLSI, 2012a).

4.5.3.4 Concentracédo bactericida

A concentracdo bactericida (CB) foi realizada, em triplicata, a partir da determinagéo
da CIM. Uma aliquota da CIM e da concentracdo anterior e posterior a ela foram plaqueadas
em meio AMH ou ADS, desprovido de qualquer microrganismo. Apos 24 h de incubacéo a
35 °C, para as bactérias, e a 28 °C apds 48 h, para os fungos, as leituras foram realizadas.

Para interpretacdo dos resultados considerou-se com acdo bacteriostatica o extrato que
inibiu o crescimento do microrganismo no ensaio de CIM e que houve crescimento do
microrganismo na subcultura. Aquele extrato que inibiu o crescimento no ensaio da CIM e
também na subcultura indicou uma acéo bactericida (ROCHA et al., 2013; MARTINS, 2009;
SANTURIO et al. 2007; SARTORI, 2005).

4.5.4 Avaliacdo da atividade antiedematogénica

O ensaio mais utilizado para estudar o processo inflamatorio cutaneo é a inducdo de
edema na orelha em camundongos. Este edema foi gerado por acéo flogistica da capsaicina
com o objetivo de avaliar a atividade antiedematogénica.

O edema de orelha foi induzido por capsaicina em 24 camundongos da linhagem Swiss
(entre 20 — 30 g) machos ou fémeas, adultos, com 6 a 8 semanas de idade. Foram pesados 10
mg dos extratos etanolicos de flores e de folhas e solubilizados em 30 pL de Tween 80, 300
pL de etanol e 670 pL de acetona, ficando em uma concentragdo de 0,1%, administrados

topicamente 40 minutos antes do estimulo flogistico (RAUH, 2008).
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O estimulo flogistico foi induzido pela administracdo local na orelha direita de 20 pL
de uma solugdo de capsaicina diluida em acetona (12,5 mg mL™). Na orelha esquerda foi
aplicado somente o veiculo (20 pL) utilizado para dissolucdo. O ensaio caracteriza-se por uma

resposta inflamatoria aguda da orelha, com desenvolvimento de edema (Figura 6).

Figura 6 — Aplicacéo topica de capsaicina, agente flogistico utilizado para inducéo da reacgao
inflamatéria de origem neurogénica, na orelha direita do camundongo para a formacgdo do
edema

Fonte: Autora, 2014

Os animais foram sacrificados 30 minutos ap6s o estimulo com a solucdo de
capsaicina diluida em acetona, posteriormente, suas orelhas foram cortadas e pesadas numa
balanca analitica para obtencdo do indice de inflamacdo. Para minimizar varia¢fes devido a
técnica, os ensaios foram realizados por um anico experimentador (MANTIONE et al. 1990).

A porcentagem de inibicdo do edema foi determinada pela formula:

% inflamagéo = Peso da orelha Dtratad2)—P€S0 da orelha Econtrote) X 100
Peso da orelha Econtrole)

Os grupos foram subdivididos em: Grupo experimental 1: seis camundongos para
avalaicdo do extrato etandlico de flores na concentracdo de 0,1%, previamente solubilizados,
conforme descrito acima; Grupo experimental 2: seis camundongos para avaliacdo do extrato
etanolico de folhas na concentracdo de 0,1%, previamente solubilizados; Grupo controle
positivo: seis camundongos para avaliagdo da aplicacdo tépica de dexametasona (10 mg mL"
1), agente anti-inflamatério, na orelha direita e; Grupo controle negativo: seis camundongos

para avaliagcdo da acdo da capsaicina na orelha direita.
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Os resultados deste teste foram analisados pelo programa Graphpad Prism 5.0° e os
dados expressos em grafico com opercentual de inibicdo de edema, considerando o veiculo
como grupo controle. Os valores foram considerados significativos quando *p< 0,05. Os

resultados foram expressos como média + erro padrdo da media.

455 Avaliacdo da atividade antirradicalar

4.5.5.1 Ensaios qualitativos

Estes ensaios foram realizados, de acordo com a metodologia descrita por Soler-Rivas et
al. (2000). Apds dissolucdo em diclorometano (CH,Cl,), cloroférmio (CHCI3) ou metanol
(MeOH) dos extratos etanodlicos de flores e de folhas de T. aurea, aliquotas (2 uL) de cada
amostra foram aplicadas com auxilio de capilares de vidro em cromatoplacas 5 x 20 (silica gel
60 F254, Merck) e eluidas em sistemas de solventes adequados.

Apds eliminacdo dos solventes a temperatura ambiente, foi aplicado o controle positivo
(+)-catequina (2 puL, 1 mg mL™ em cloroférmio) do lado direito da placa a uma altura
equivalente a metade da mesma. Em seguida, as cromatoplacas foram imersas, durante 10
segundos, em solugdo metandlica do radical sintético 2,2-difenil-1-picrilidazila (DPPH®)
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 0,4 mM, e, em seguida, secas a temperatura ambiente. O
surgimento de manchas amareladas sob um fundo roxo nos fatores de Retencdo (Rfs) dos

extratos avaliados sugeriu uma possivel capacidade sequestradora de radicais livres (Figura 7).

Figura 7 - (A) Cromatoplacas apds imersdo em solugdo metandlica do radical sintético DPPH
(B) Estrutura quimica do radical sintético DPPH*® (C) Estrutura quimica da (+)-catequina

(+)-catequina E . OH
O,N NO HO. @) O
Fatores de 2 2
Retencdo
OH

dos
NO.
extratos ’ OH .
Radical sintético DPPH*® (+)-catequina
(A) (B) (C)

Fonte: Laborat6rio de Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais (LPQPN/IQB/ UFAL), 2014
Legenda: Fatores de retencdo dos extratos: mancha amarelada sob um fundo roxo, sugerindo possivel capacidade
sequestradora de radicais livres; (+)-catequina: controle positivo padréo.
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4.5.5.2 Obtencéo da curva de calibracao

Para realizacdo desse teste foi determinada a curva de calibracdo do radical DPPH*®
(Sigma, St. Louis, MO, EUA). Inicialmente, preparou-se 50 mL de uma solucéo estoque de
DPPH® em metanol (MeOH) grau espectroscépico - HPLC (40 pg mL™ ~ 100 pMol LY. A
partir desta solucdo, foram feitas dilui¢des seriadas de 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10,5e 1 pg mL"
! para a curva de calibracéo e submetidas & analise em espectrofotdmentro UV/VIS, modelos
(SP-220 da Biospectro e UV mini-1240 Shimadzu) a 515 nm. As medidas foram feitas em
triplicata, utilizando-se cubetas de poliestireno com percurso éptico de 1 cm, contendo 1 mL
de cada solucdo. Como controle positivo (branco) utilizou-se MeOH grau HPLC.

A curva calibrada foi construida a partir dos valores médios de absorbancia de cada
solucdo do DPPH versus as concentracdes usadas (1 a 40 pg mL™) por meio da anélise de
regressdo linear utilizando o programa Microcal OriginPro 8.0 (Gréfico 1). Esta anélise
forneceu a equacdo matemaética da curva de calibracdo: Y= A +B.x, no qual: A = coeficiente
linear; B = coeficiente angular ou inclinagdo da reta; x = concentragcdo de DPPH® aos 60

minutos; com seu desvio padrdo e coeficiente de correlacéo linear (r).

Gréfico 1 - Curva de calibracao construida a partir dos valores médios de absorbancia de cada
solucdo do radical livre sintético DPPH® versus concentragdes utilizadas (1 a 40 ug mL-1) por
meio da analise de regressao linear no programa Microcal OriginPro 8.0®
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Fonte: Autora, 2014
Legenda: r - Coeficiente de correlagéo linear; Concentragdo em pg mL™ do radical livie DPPH®
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4.5.5.3 Ensaios quantitativos

Os extratos etanolicos de flores e de folhas que forneceram resultados positivos nos
testes qualitativos foram solubilizados em MeOH grau HPLC obtendo-se concentracfes de
12,5 a 200 pg mL™ (12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 ug mL™). Aliquotas de 0,1 mL de cada uma
dessas concentracdes foram diluidas em 0,9 mL de solugdo metandlica do radical DPPH (100
umol L™). Da mesma maneira as solucdes estoques dos controles positivos padrdes, &cido
ascorbico e BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol), foram preparadas.

As solugbes foram protegidas da presenca de luz, homogeneizadas e as leituras de, no
minimo cinco diferentes concentragdes, foram realizadas. A leitura da absorbancia de cada
uma das seis concentragdes, em triplicata, contra a solugdo de MeOH grau HPLC (branco) foi
realizada em um intervalo de 0, 15, 30, 45 e 60 minutos em espectrofotémetro a 515 nm.

A partir da equacdo matematica Y= A + B.x e dos valores de absorbancias obtidos pela
média no tempo de 60 minutos, juntamente com os coeficientes angulares e lineares da reta da
curva de calibracéo, foi possivel determinar a percentagem de DPPH® que permanece no meio
apds reacdo com as amostras, ou seja, a percentagem de DPPH® remanescente (% DPPH®grewm),

conforme formula descrita por Sanchez-Moreno et al. (1998):

[DPPH]r—c

% DPPH .REM :[DPPHO]T_O

x 100

Em que:

%DPPH°®rem = percentagem da concentragdo de DPPH®grenm, OU S€ja, 0 que restou;
[DPPH®]1= = concentracdo de DPPH® aos 60 minutos (teo); €

[(DPPH*]1= = concentracéo de DPPH® inicial no meio (40 mg L™ ou 100 umol LY.

A curva das amostras foi construida relacionando a %DPPH®regm as concentragdes
avaliadas de cada extrato nas concentragdes de 12,5 a 200 ug mL™, por meio da anélise de
regressao linear utilizando o programa Microcal OriginPro 8.0°.

Aquantidade de anti-radical necessaria para reduzir a concentracgao inicial de DPPH*
em 50% (Cls) foi obtida usando o modelo matematico Y = A + B.x, na concentracdo de
DPPH* aos 60 minutos. Quanto maior o consumo de DPPH® por uma amostra, menor sera sua
Clsp e maior a sua capacidade de sequestrar radicais livres (Figura 8). Os extratos que

apresentaram valores de Clsp < 200 pg mL™ foram considerados promissores.
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Figura 8 - (A) Representacdo quimica da reacdo de reducdo do radical sintético DPPH® (B)
Solucéo do radical sintético DPPH® de coloragdo roxa, a esquerda, antes das reacdes, e a direita,
de coloracdo amarelada, apds as reacdes de reducéo

N—N_ N—N ‘
— +Re
0; NO; ON NO;

(B)

Fonte: Laboratdrio de Pesquisa em Quimica dos Produtos Naturais (LPQPN/IQB/UFAL), 2014
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Prospecdo fitoquimica para a identificacdo de compostos bioativos

Os resultados da prospeccéo fitoquimica evidenciaram a presenca de diferentes classes de
constituintes quimicos, nos dois extratos de T. aurea, demonstrando a existéncia de acidos
organicos, antraquinonas e naftoquinonas em ambos os extratos. Entretanto, as saponinas soO

foram identificadas no extrato etandlico de flores (Tabela 1).

Tabela 1 - Prospecgdo fitoquimica dos extratos etanolicos de flores e de folhas de Tabebuia aurea

Extratos etanolicos - T.aurea Extrato Extrato de
etanolico de etanolico
Constituintes quimicos flores folha
Alcalbides - -
Acidos organicos + +

Esterdides e terpendides - -
Antraquinonas
Naftoquinonas
Saponinas

Taninos - -
Fonte: Autora, 2014
Legenda: “Ausente; “Presente.

+
+

+ + +

As espécies de Bignoniaceae, pertencentes ao género Tabebuia, conhecidas
popularmente como “ipé€s”, apresentam uma grande diversidade de constituintes quimicos,
destacando-se as naftoquinonas e seus derivados, alem de iridoides e antraquinonas (GARCEZ et
al., 2007). Os achados desta pesquisa corroboram com a literatura, uma vez que foi verificada a
presenca de antraquinonas e naftoquinonas nos extratos de T. aurea.

Em uma andlise fitoquimica de extratos etandlicos e aquosos de T. aurea, realizada por
Araujo et al. (2013), também foram identificadas as seguintes classes de compostos: alcaloides,
taninos pirogalicos (hidrolizaveis), taninos flobabénicos (condensados), xantonas, saponinas,
esteroides, triterpenoides, flavanonas, flavonois, flavononas e flavononois.

Outra abordagem fitoquimica dos extratos aquosos e etandlicos de folhas de T. aurea
revelou como principais constituintes: esteroides, saponinas, triterpenoides, taninos, xantonas,
flavanonas, flavonois, flavononas, flavononois e catequinas (COSTA et al., 2014). Desses
compostos, apenas as saponinas estavam presentes nos extratos etanolicos de T. aurea avaliados

na presente pesquisa. Entretanto, também foram identificados a presenca de acidos organicos e
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naftoquinonas, com agdo antimicrobiana comprovada nos estudos de Barbosa-Filho et al.
(2004), e antraquinonas.

5.2 Viabilidade celular

O teste de viabilidade celular foi realizado por meio do Método Colorimétrico de
MetilTetrazolio (MTT). Esse ensaio foi descrito pela primeira vez por Mosmann (1983) e
representa um método colorimétrico rapido estabelecido para determinar o nimero de células
viaveis em proliferacdo. Os estudos de citotoxicidade s&o baseados no teste de atividade
enzimatica mitocondrial das células pela reducdo do MTT.

O extrato etandlico de folhas ndo demonstrou citotoxidade, uma vez que a CLsg foi
superior a concentracdo maxima utilizada (1,0 mg mL™). O extrato etanélico de flores ndo

evidenciou citotoxidade nas concentracdes < 0,5 mg mL™ (Tabela 2).

Tabela 2 — Concentragéo Letal de 50 % (CLs) e citotoxidade méxima dos extratos etanolicos de
flores e folhas de Tabebuia aurea frente aos macrdéfagos peritoneais de camundongos da
linhagem Swiss

Parte da Planta CLso (Mg mL™)? Citotoxicidade maxima (%6)°
Extrato etandlico de flor 0,565 + 0,055 73,8+35
Extrato etandlico de folha > 1,000 NT
Meio > 1,000 NT
DMSO > 1,000 NT

Fonte: Autora, 2014

Legenda: *Concentracdo Letal de 50 % (CLs) calculada através de curvas concentragdo-resposta toxica. ®Média
+ erro padrdo da média (e.p.m) da citoxicidade maxima em triplicata. Os valores de efeito maximo foram
considerados significativos quando **p< 0,01, ***p< 0,001 em relacdo ao grupo DMSO 0,1%; NT: substancia
ndo que apresentou atividade letal significante para célula até a concentragdo de 1 mg mL™ em relagdo ao grupo
DMSO.

Sendo assim, conforme o Grafico 2, ndo houve citotoxicidade estatisticamente
significativa na avaliagdo do extrato etandlico de folhas, em todas as concentra¢des avaliadas
(1,0; 0,5; 0,2; 0,1 mg mL™), com a viabilidade celular variando de 87,27% a 71,60 %, quando
comparada ao DMSO 0,1%. O extrato etandlico de flores ndo demonstrou citotoxicidade nas
concentracdes de 0,5 a 0,1 mg mL™, com viabilidade celular variando de 68,83% a 100%.
Entretanto, na concentragdo de 1,0 mg mL™, o extrato etandlico de flores apresentou
citoxicidade elevada, semelhante a provocada pelo controle de lise celular (triton X), a qual
apresentou 17,19% de viabilidade celular, representando assim moderada citotoxicidade nas

concentragdes > 0,5 mg mL™.
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Gréfico 2 - Viabilidade celular dos macroéfagos peritoneais de camundongos da linhagem Swiss

frente aos extratos etanolicos de flores e de folhas de Tabebuia aurea nas concentracgbes 1,0; 0,5;

0,2e0,1mgmL™
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Fonte: Autora, 2014

Legenda: Meio - DMEM; DMSO 0,1% - diluente das amostras na concentra¢do de 0,1%; TA-Flor - Extrato
etanolico de flores; TA-Folha - Extrato etanélico de folhas. As colunas e as barras verticais representam a média
* e.p.m., respectivamente, em triplicata. Os valores de efeito maximo foram considerados significativos quando
**p< 0,01, ***p< 0,001 em relacdo ao grupo DMSO 0,1%, usando ANOVA, seguido do teste de Dunnett.
##relacionado a lise.

Os ensaios de citotoxicidade, prioritariamente, fornecem informagdes sobre diferentes
funcGes ou compartimentos celulares (AZEVEDO, 2005), tais como a perda seletiva da
permeabilidade celular, a reducdo da funcdo mitocondrial e as mudancas na morfologia e
replicacdo celular. Entretanto, a perda da funcdo mitocondrial é uma das respostas mais
comuns e pode ser utilizada como sinal precoce de citotoxicidade (MELO et al., 2000).

Os extratos de Tabebuia impetiginosa (extrato hexanico de folhas e etandlico de
galhos) foram citotdxicos. Porém, as amostras etandlicas de folhas e de cascas do caule ndo
induziram citotoxicidade em macrdfagos pertitoneais de camundongos da linhagem Swiss nas
concentracdes < 1 mg mL™ pelo ensaio de MTT, o que sugeriu a continuacio de estudos in
vivo (VASCONCELOS et al., 2014).

As espécies T. serratifolia e T. stenocalyx ndo foram citotoxicas em concentragdes
inferiores a 0,5 mg mL™* (BRANDAO et al., 2010). Embora tenha sido observado efeito
toxico em células eucarioticas, os compostos oriundos de T. avellanedae mostraram-se

atoxicos quando aplicados topicamente em coelhos saudaveis (PEREIRA et al., 2006).
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A espécie Tabebuia serratifolia, por sua vez, foi considerada citotoxica, na avaliacdo
de Gonzélez-Coloma et al. (2012), utilizando o mesmo ensaio de MTT. As substancias f-
lapachona e lapachol extraidos do caule de Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) também
mostraram elevado potencial citotéxico (ALMEIDA et al., 2009).

Os extratos de T. aurea ndo evidenciaram citotoxicidade significativa, exceto o extrato
etandlico de flores, o qual o mais sensato é utiliza-lo nas concentracdes < 0,5 mg mL™, visto
que se comportou de forma equitativa ndo induzindo citoxicidade celular. Estes resultados
representam indicios de seguranca na utilizacao terapéutica da espécie vegetal em testes pre-

clinicos in vivo.
5.3 Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Os extratos etandlicos de flores e de folhas de Tabebuia aurea apresentaram os melhores
resultados frente as bactérias Gram-positivas. O extrato etandlico de flores mostrou-se ativo
frente & linhagem de S. epidermidis, com uma CIM de 0,06 mg mL™ (Figura 9). J& o extrato
etanolico de folhas foi considerado moderadamente ativo frente a esta mesma linhagem, com
uma CIM de 0,25 mg mL™, e frente & linhagem de S. aureus, com uma CIM de 0,5 mg mL™
(Tabela 3). Os extratos de Tabebuia aurea ndo evidenciaram agao contra ao fungo C. albicans.

Figura 9 - Teste de microdiluicdo em caldo evidenciando a concentragdo inibitéria minima
(CIM) dos extratos etanélicos de flores (0,062 mg mL™) e de folhas (0,25 mg mL™) de Tabebuia
aurea frente a linhagem bacteriana de Staphylococcus epidermidis

1 2 3 4 5 6 CC CN CE
1,000 mg mL™ ) P AN S
. ’\ \ /)

0,250 mg mL™ |

o oo o S N

0,120 mg mL™*

)\_,v\» /\/\ %z

P =3¢
0,062 mg mL™ \\,\ ;\_ ,\ ,\ \/\/\

0,031 mg mL* (\;\ /\ /\ /\ ,\ f\/ \,.

0,156mgmL1 ( '\ \'\ '\ /\ ,
0,003 mg mL* L ( ’( ( ( SN ’\)\,

Flor Folha

Fonte: Autora, 2014

Legenda: Triplicata 1, 2 e 3 - extrato etanolico de flores de T. aurea; Triplicata 4, 5 e 6 - extrato etanélico de
folhas de T. aurea; CN - controle negativo; CC - controle de crescimento; CE - controle de esterilidade da placa.
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Tabela 3 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos etandlicos de flores e folhas de
Tabebuia aurea frente aos microrganismos avaliados

Concentrac&o inibitéria minima — CIM (mg mL™)

Microrganismo Extrato Extrato
etandlico de etandlico de
flor Folha
Gram-Positivas
S. aureus >10,00 0,50
S. epidermidis 0,06 0,12
E. feacalis > 10,00 10,00
Gram-Negativas
E. coli 10,007 10,007
K. pneumoniae 10,00 10,00
A. calcoaceticus >10,00 10,00
E. aerogenes >10,00 10,00
S. flexneri 10,00 1,00
S. enterica 10,00 10,00

Fonte: Au&ora, 2014
Legenda: concentragBes bactericidas.

5.3.1 Concentragdo Bactericida

A CIM de 0,062 mg mL™ do extrato etandlico de flores apresentou acéo bactericida
frente as linhagens de S. epidermidis e, na CIM de 10 mg mL™, frente as linhagens de E. coli e K.
pneumoniae. O extrato etanolico de folhas apresentou acdo bactericida frente as linhagens de E.
coli, K. pneumoniae e A. calcoaceticus, também na CIM de 10 mg mL™ (Tabela 3). As demais
linhagens, que evidenciaram sensibilidade frente aos extratos avaliados, apresentaram acdo
bacteriostatica.

Esta pesquisa revelou o potencial antibacteriano de T. aurea, principalmente, frente as
espécies de bactérias Gram-positivas. Quanto a acdo sobre as bactérias Gram-negativas, 0s
extratos etandlicos de T. aurea necessitaram de CIM mais elevadas para sensibilizar os
microrganismaos.

A auséncia ou reducdo da acdo bactericida de amostras vegetais frente a bactérias
Gram-negativas tem sido observada por outros pesquisadores e pode estar associadas as
peculiaridades da composi¢do dos extratos agindo sobre a composi¢do celular dos
microrganismos (CARELLI et al., 2011).

Algumas pesquisas também relatam esta agdo reduzida sobre os microrganismos
Gram-negativos demonstrando que outras espécies do género Tabebuia, como: T. ochracea e

T. rosea, ndo apresentaram nenhuma acgao contra as cepas de Escherichia coli e Pseudomonas
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aeruginosa (FRANCO et al.,, 2013). Entretanto, um estudo experimental verificou que o
extrato etandlico de folhas Tabebuia impetiginosa promoveu uma atividade antimicrobiana
fraca contra as cepas Gram-positivas de S. epidermidis (CIM > 0,62 mg mL™) e de S. aureus
(CIM >0,31 mg mL™) (VASCONCELOS et al., 2014).

Esta acdo antimicrobiana reduzida ou mesmo ausente pode ser justificada, uma vez
que foram avaliados extratos brutos e a presenca de seus fitocomponentes, primarios e
secundarios, podem interferir na concentracdo da substancia ativa contra esses
microrganismos (BENFATTI et al., 2010).

O ipé-roxo (T. avellanedae), por exemplo, ndo apresentou atividade antimicrobiana in
vitro (SUO, 2013). Entretanto, seus compostos isolados demonstraram promissora atividade
antibacteriana frente as linhagens de Staphylococcus resistentes a meticilina, mas ndo foi
observada atividade bactericida (Concentracdo minima bactericida - CBM > 0,51 mg mL™)
(PEREIRA et al., 20006).

Uma série de naftoquinonas e antraquinonas, derivados do &cido benzoico e
glicosideos foram isolados de Tabebuia avellanedae na forma de metabolitos secundarios. O
composto nafto[2,3-b]furano-4,9-diona oriundo desta espécie demonstrou potente atividade
antimicrobiana contra varias bactérias Gram-positivas e fungos (YAMASHITA et al., 2009).

O extrato hexanico da madeira de caules de Tabebuia caraiba apresentou importante
atividade sobre E. faecalis (CIM: 0,031 mg mL™) e S. aureus (CIM: 0,5 mg mL™). A fracéo
metanolica desse extrato, submetida ao fracionamento quimico, resultou em compostos com
amplo espectro de acdo sobre bactérias Gram-negativas: Salmonella typhimurium, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter
koseri; e Gram-positiva: Staphylococcus epidermidis (ALBERNAZ, 2006).

Ressalta-se entdo que os testes realizados com extratos brutos tendem a evidenciar
resultados de CIM mais elevadas e, certamente, seus compostos isolados devem apresentar
uma atividade antimicrobiana maior (BENFATTI et al., 2010).

A baixa ou mesmo ausente atividade inibitoria encontrada também pode estar
relacionada com as diferencas estruturais que as bactérias Gram-negativas apresentam em
relacdo as Gram-positivas. Este € um dos fatores que podem dificultar a acdo dos
componentes bioativos dos produtos vegetais investigados. Além disso, as substancias
potencialmente ativas podem estar presentes em concentragdes muito baixas, ou mesmo nédo
apresentar nenhum metabolito ativo sobre essas bactérias (AYRES et al., 2008).

A apolaridade da maioria dos antimicrobianos disponiveis explica uma maior

atividade frente as cepas Gram-positivas, tornando-as alvos mais suscetiveis aos antibioticos
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do que a cepas Gram-negativas, que apresentam resisténcia mecénica (TAVARES, 2001).
Diante disso, ha uma relagdo entre o teor de determinadas substancias ativas existentes na
planta e a atividade dessas substancias contra bactérias Gram-negativas ou Gram-positivas
(SRINISAVASAN et al., 2001).

Diversas pesquisas evidenciam e confirmam o promissor potencial antibacteriano do
género Tabebuia. O extrato acetato de etila obtido de cascas do caule de Tabebuia ochracea e
de Tabebuia impetiginosa demostrou a capacidade de inibir o crescimento de S. aureus
(RIFFEL et al., 2002). Esta atividade antibacteriana pode estar associada com a presenca de
varios principios ou fitoconstituintes ativos, tais como compostos fenolicos e flavondides
presentes (JOSELIN et al., 2013).

Uma triagem, realizada no banco de extratos de plantas do bioma cerrado do
Laboratorio de Farmacognosia da Universidade de Brasilia, sobre bactérias patogénicas
demonstrou que a fracdo metandlica de extratos de Tabebuia craiba possui atividade
antibacteriana frente as cepas de S. epidermidis (ALBERNAZ, 2006).

Outra pesquisa que avaliou o potencial antimicrobiano de Tabebuia roseo-alba (Ipé
Branco) demonstrou moderada atividade antimicrobiana frente linhagens Gram-positivas: S.
aureus, S. epidermidis, E. feacalis; e Gram-negativa: K. pneumoniae (SILVA et al., 2014).

A espécie Tabebuia chrysantha (Jacq.) Nichols apresentou um largo espectro
antibacteriano, mas apenas 0s extratos metandlicos apresentaram maior atividade
antibacteriana para S. aureus, porém necessitou de concentracdes elevadas para obter esse
efeito (PEREZ et al., 2007).

Por meio da técnica da microdiluicdo em caldo, o extrato etandlico de folhas de
Tabebuia pentaphylla Vell. (ipé rosa) apresentou atividade antibacteriana contra E. faecalis e
E. coli, com destaque frente & linhagem de S.aureus, na concentracéo de 0,78 pug ml ™, que
também foi bactericida (ROCHA et al., 2013).

O Staphylococcus aureus foi a Unica estirpe sensivel ao efeito de extratos e fragdes em
diclorometano e em acetato de etila de T. ochracea e de T. rosea. Com base nestes resultados,
evidenciou-se a concentracdo critica de 10 mg poco™ dos extratos brutos, enquanto que as
fracOes em acetato de etilo, de ambas as espécies, exibiram uma forte atividade antibacteriana
nas concentracdes de 10 a 5 mg poco™, com grandes zonas uniformes de inibicdo, de modo
gue a concentracéo critica para ambas as fracdes foi de 1,25 mg poco™ (OPSINA et al., 2013).

Os extratos de Tabebuia aurea ndo demosntraram acdo contra o fungo C. albicans.
Porém, os compostos isolados de cascas do caule de T. aurea evidenciaram atividade

inibitéria frente a micobactéria e aos fungos Candida albicans e Monilia sitophila
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(BARBOSA-FILHO et al., 2004). Esses dados sugerem auséncia ou menor concentracao dos
compostos com ac¢do atinfungica em flores e folhas de T. aurea.

Linhagens de Candida sp. sofreram acéo fungistatica do extrato hidroglicolico de T.
avellanedae (GLEHN; RODRIGUES, 2012). Outra pesquisa revelou forte atividade anti-
candida desta mesma espécie, com CIM variando 0,06-0,001 mg mL™ (HOFLING et al., 2010).
A espécie T. rosea evidenciou CIM > 0,1 mg mL™ frente a duas espécies de fungos: Sporothrix
schenckii e Fonsecaea pedrosoi (GAITAN et al., 2011). Os extratos de T. caraiba também
evidenciaram atividade antifingica para varias cepas de dermatdfitos isolados, com maior
frequéncia para a espécie de Trichophyton rubrum (YAMASHITA et al., 2009).

A atividade antifingica destas espécies estd, possivelmente, associada a presenca de
principios ativos, tais como os taninos, que lesionam as moléculas da parede celular de fungos e
bactérias (GLEHN; RODRIGUES, 2012), e saponinas, que alteram a permeabilidade das
membranas celulares dos microrganismos causando destruicdo (ALONSO, 2008). Sugere-se
assim, a auséncia ou concentragdes muito pequenas destas substancias na espécie vegetal

avaliada.

5.4 Atividade antiedematogénica

O estudo do edema de orelha foi um experimento descrito por Mantione e Rodriguez
(1990) e, posteriormente modificado por Merloset et al. (1991) e Gabor e Razga (1992). Este
ensaio é realizado com intuito de verificar a atividade anti-inflamatéria local e/ou
antiedematogénica, no qual o edema € avaliado de acordo com a metodologia revisada por
Hecker e Schmidt (1974).

Na avaliacdo da atividade antiedematogénica, considerada como acdo anti-inflamatoria
topica, foi usada a capsaicina como agente flogistico que induziu o processo inflamatorio local,
caracterizado pela formacdo de edema tecidual. A aplicacdo topica de capsaicina provoca a
liberacdo imediata e deplecdo de taquicininas e neuropeptidios das fibras nervosas,
provocando inicialmente uma sensacdo de ardéncia e hiperalgesia, com inflamacdo e
formacéo de péapula eritomatosa (MELO, 2006).

Este teste é utilizado para avaliar a atividade antiedematogénica de farmacos,
compostos ou extratos vegetais. Qualquer substancia que iniba a acdo da capsaicina €
considerada como antiedematogénica (MIRANDA, 2002). O Gréfico 2 evidencia a atividade
antiedematogénica gerada pela dexametasona (inibicdo de 61,33t 5,40%), farmaco padréo

utilizado como controle positivo.
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Os extratos etanolicos de flores e de folhas também inibiram a formacéo do edema
quando comparado com o veiculo, revelando um potencial antiedematogénico, quando usados
topicamente e na concentracdo de 0,1%. O extrato etanolico de flores apresentou uma
porcentagem de inibicdo do edema de 40,50 * 2,74% e o extrato etandlico de folhas de 41,73 +
5,08%. Ambos considerados estatisticamente significativos quando comparados ao veiculo
utilizado. Os extratos, de flores e de folhas, diferiram significativamente (#p< 0,05 e ##p< 0,01,

respectivamente) do farmaco padréo utilizado.

Grafico 3 - Porcentagem de inibi¢do do edema de orelha induzido por capsaicina promovida pelos
extratos etandlicos de flores e de folhas de Tabebuia aurea
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Fonte: Autora, 2014

Legenda: Veiculo - Tween 80, etanol e acetona na concentragdo de 0,1%; Dexa 0,1% - Dexametasona na
concentragdo de 0,1%; Flor - Extrato etanélico da flor de T. aurea. Folha - Extrato etandlico da folha de T.
aurea. As colunas e as barras verticais representam a média + e.p.m., respectivamente (n=6). Os valores
maximos foram considerados significativos quando ***p< 0,001 comparado ao grupo veiculo; #p< 0,05 e ##p<
0,01, comparado ao grupo Dexa 0,1%, ambos usando ANOVA, seguido do teste de Bonferroni.

A capsaicina tem afinidade por receptores vaniloides. Estes receptores estdo
localizados nas fibras C polimidais, bem como em outros tecidos, e quando sensibilizados
pela capsaicina, inicia-se uma complexa cascata de eventos, incluindo a excitagcdo neuronal e
liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios (CATERINA et al., 1997). As plantas medicinais
contém principios ativos que podem agir bloqueando os receptores vaniloides da capsaicina,
impedindo assim a formacao do edema.

Outras espécies do género Tabebuia também evidenciaram atividade
antiedematogénica. O extrato aquoso de T. avellanedae, avaliado pelo método de edema de
pata, induzido por carragenina a 1%, inibiu o edema na dose de 200 mg kg™. Os extratos de

Tabebuia chrysanta G. Nicholson apresentaram um efeito antiedematogénico significativo no
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edema de orelha induzido acetato de 12-o-tetradecanoilforbol (TPA), com niveis de inibicdo
entre 20% e 23% (OSPINA et al., 2011)

Os extratos de T. rosea e T.ochracea também apresentaram uma atividade
antiedematogénica que ndo diferiu estatisticamente do valor apresentado pela indometacina,
farmaco usado como referéncia, sugerindo a presenca de fortes metabdlitos secundarios. Este
enriquecimento é ativo particularmente para T. rosea, na qual o extrato bruto apresentou quase
metade do efeito antiedematogénico (38,6%) observado para a indometacina (59,7%), mas suas
fracGes em diclorometano (50,1%) e em acetato de etila (44,4%) apresentam valores de inibicdo
semelhantes a indometacina, sendo consideradas promissoras, visto que essas fracbes primarias
compdem-se de numerosos compostos (OSPINA et al., 2013).

Esses resultados corroboram com os da presente pesquisa, uma vez que foram avaliados
extratos brutos e esses demonstraram um potencial antiedematogénico, apresentando mais da
metade do efeito observado pela dexametasona, farmaco de referéncia utilizado. A atividade
anti-inflamatoria de plantas estd estreitamente relacionada aos constituintes taninos,

flavonoides, cumarinas, saponinas e terpenos (PEANA et al., 2004).
5.5 Atividade antirradicalar
5.5.1 Ensaios qualitativos
As amostras vegetais de flores e de folhas de T. aurea sugeriram uma possivel
capacidade sequestradora de radicais livres, indicadas pela presenca de manchas amareladas

sobre o fundo roxo das cromatoplacas, quando comparadas ao controle positivo (+)-catequina,
(Figura 10).
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Figura 10 - Cromatoplacas dos ensaios qualitativos da atividade antirradicalardos extratos
etandlicos de flores e folhas de Tabebuia aurea apds reacdo com o radical livre sintético
DPPH*

Fatores de retencdo dos extratos

(+)-catequina

Flor Folha

Fonte: Autora, 2014
Legenda: Fatores de retencdo dos extratos: manchas amareladas sob um fundo roxo, sugerindo possivel
capacidade sequestradora de radicais livres; (+)-catequina: controle positivo padréo.

5.5.2 Ensaios quantitativos

O radical sintético DPPH® ¢ utilizado para investigar a atividade sequestradora de
radicais livres de compostos fenolicos presentes em extratos vegetais. Nestes ensaios, 0S
valores da Clsg sdo inversamente relacionados a atividade, e essa aumenta com a diminuigédo
do DPPH?® remanescente no meio reacional.

Os dois extratos etanolicos de flores e de folhas de T. aurea apresentaram resultados
positivos nos ensaios qualitativos e foram submetidos a avaliacdo quantitativa. Neste ensaio,
os valores de Clso encontrados para as amostras testadas foram superiores a 200 ug mL?,
demonstrando a auséncia da capacidade sequestradora de radicais livres neste teste. O Grafico
4 evidencia o qudo é insignificante a reducdo do radical livre pelos extratos avaliados, pg mL”
1, quando comparados com os padrdes utilizados: 4cido galico (Clsp 20,53 + 1,34 pgmL™) e
BHT (Clso 97,86 + 2,52 pg mL™) (Gréfico 5).
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Grafico 4 - (A) Curva da percentagem do radical livre sintético DPPH® remanescente frente ao
extrato etandlico de flores de Tabebuia aurea (B) Curva da percentagem do DPPH®
remanescente frente ao extrato etanolico de folhas de Tabebuia aurea
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Fonte: Autora, 2014
Legenda: % DPPH®geyw: percentagem da concentracdo de DPPH® (radical livre sintético) remanescente. Flor:
Extrato etanolico de flores de T.aurea. Folha: Extrato etandlico de folhas de T.aurea.

Grafico 5 - Cinética da percentagem do radical livre sintético DPPH® remanescente dos padrdes
sequestradores de radicais livres: &cido galico e 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT)
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Fonte: Autora, 2014
Legenda: % DPPH®rey - percentagem da concentracdo de DPPH? (radical livre sintético) remanescente; BHT
(2,6-di-terc-hutil-4-metilfenal) e acido galico - controles positivos padrdes sequestradores de radicais livres.
Corroborando com os achados da presente pesquisa, as amostras de folhas, de galhos e
de cascas do caule de T. impetiginosa também evidenciaram resultados positivos nas
avaliacbes qualitativas, porém nos testes quantitativos ndo apresentou capacidade
sequestradora de radicais livres (VASCONCELOS et al., 2014).
Entretanto, extratos aquosos e metandlicos de Tabebuia chrysantha G. Nicholson

apresentaram atividade antioxidante in vitro contra radicais hidroxila no ensaio de
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desoxirribose. Os extratos possuiram um efeito significativo na capacidade sequestradora do
radical hidroxila, entre 80% e 83% (GIRALDO et al., 2011).

Extratos e fracbes de cascas de T. ochracea e T. rosea apresentaram atividade
sequestradora de radicais livres pelo mesmo método de mensuracdo da reducdo do radical
sintético estdvel DPPH. O extrato bruto de T. ochracea foi 11 vezes mais potente do que o de
T. rosea, por isso se apresenta promissor para o isolamento de substancias ativas com
propriedades antioxidantes. Observou-se uma atividade varredora potente nas fracdes em
etanol e acetato de etila de T. ochracea e nas fracOes a partir de diclorometano e acetato de
etilo de T. rosea (OSPINA et al., 2013).

Seis compostos glicosideos fenil propanoides foram identificados e isolados a partir de
extratos aquosos de T. avellanedae e todos evidenciaram uma forte atividade antirradicalar
frente ao radical DPPH (SUO et al., 2013). Outro estudo que investigou a atividade
antioxidante de compostos isolados desta mesma espécie revelou uma fraca atividade
antioxidante (SUO et al.,, 2012). Os derivados do &acido benzdico e demais compostos
presentes em Tabebuia heptaphylla e em seu extrato bruto evidenciaram promissor potencial
antioxidante (VARONEZI, 2008).

Os extratos etenolicos de T. aurea avaliados ndo apresentaram atividade sequestradora
de radicais livres. Entretanto, segundo Opsina et al. (2013), o fracionamento dos extratos
totais de Tabebuia leva a um aumento significativo na atividade de eliminagdo de radicais
livres, devido ao enriquecimento dos compostos ativos. Sendo assim, é relevante investir no
fracionamento e particionamento dos extratos desta espécie, bem como na realizacdo de

outros testes de carater antioxidante que explorem outras vias de acao.
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6 CONCLUSAO

No estudo da avaliagdo do potencial biolégico da espécie Tabebuia aurea (Silva Manso)

Benth. & Hook. f. ex. S. Moore, foi possivel concluir que:

e Os extratos etanolicos de folhas e de flores no ensaio de viabilidade celular ndo
evidenciaram citotoxidade, exceto nas concentracdes > 0,5 mg mL™ para o extrato
referente a flor;

e Os extratos etandlicos dee flores e de folhas de T. aurea apresentaram atividade
antibacteriana frente as bactérias Gram-positivas, principalmente frente as linhagens S.
epidermidis e S. aureus, com ac¢do bactericida e bacteriostatica, respectivamente;

e De acordo com o teste de edema de orelha induzido por capsaicina, ambos os extratos
inibiram o edema induzido pela capsaicina, demosntrando assim, um potencial
antiedematogénico;

e Os extratos etandlicos de T. aurea ndo apresentaram uma capacidade sequestradora

frente ao radical sintético estavel DPPH.

Evidencia-se assim, um perfil antiedematogénico e uma promissora atividade
antibacteriana com auséncia de citotoxidade da espécie T. aurea, comprovando seu UsO
popular medicinal e fornecendo indicios de seguranca na utilizacdo terapéutica da espécie
vegetal. Sugere-se que estudos continuem para o isolamento dos principios ativos, bem como

para a realizacdo de testes pré-clinicos in vivo.
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ANEXO A - Certid4o de aprovacio do projeto pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA)/UFAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
= COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO

PROJETO N° 011/2014

TITULO: Potencial biologico da Tabebuia aurea: perspectiva na obteng@io de um fitoterapico
cicatrizante

RESPONSAVEL / PESQUISADOR: Maria Lysete de Assis Bastos

OBJETIVO: Investigar o potencial antimicrobiano, cicatrizante, anti-inflamatério,
antioxidante e citotoxico de extratos brutos e fragdes das flores, folhas e talos da Tabebuia
aurea.

JUSTIFICATIVA (APROVACAO, PENDENCIA, NEGACAO):

A pesquisa proposta ¢ de relevada importéncia cientifica apresentando justificativas plausiveis
para a utilizagdo de animais. O projeto ressubmetido atendeu a todas as solicitagdes do
parecer consubstanciado.

SITUACAO: APROVADO

PERIODO DE VIGENCIA: 24-09-2014 a 24-09-2015

DADOS DO ANIMAL:
ESPECIE LINHAGEM QUANTIDADE
Camundongoheterogénico Swiss 12
Ratoheterogénico Wistar 18

Maceio, 26 de setembro de 2014.

i /\(EZ’OM‘\\\/\/‘\
‘ Prof.Dr*, Silvana Ayres Martingrofa. bre Sivana Ayres Matting
‘ Coordenadora da CEUA/UFAL Coojdenadora da Comissao de

Etica no uso de Animais
| SIAPE 1120858
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ANEXO B - Declaragao de registro da espécie vegetal no Instituto do Meio Ambiente de
Alagoas (IMA/AL)

"MA

TITUTO DO MEI AMBIENTE
ESTADO DE ALAGOAS

INSTITUTO DO MEIO AMBIENTE DO ESTADO DE ALAGOAS - IMA
HERBARIO MAC

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que as amostras de plantas coletadas pela
professora Maria Lysete de Assis Bastos, Co-orientadora de da aluna Raissa
Fernanda Evangelista Pires dos Santos do curso de mestrado em enfermagem da
Universidade Federal de Alagoas — UFAL,depositadas no Herbario MAC do Instituto
do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, tratam-se de:

Registro MAC Familia

56123 Fabaceae Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud.

56125 Fabaceae

Fabaceae ; Acacia bahiensis Benth.

Maceio, 28 de novembro de 2013.

v):im OLQWB
Rosangela Pereira de Lyra L

Curadora do Herbario MAC






