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RESUMO

O Brasil ¢ detentor de uma vasta biodiversidade de plantas, distribuidas por distintos biomas e
ecossistemas. As plantas medicinais tornaram-se uma das fontes mais importantes de
medicamentos, aquirindo respeito na farmacologia. Desta forma, este estudo teve como objetivo
avaliar a atividade biologica de plantas medicinais da flora brasileira. Extratos etandlicos foram
preparados das partes aéreas de Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardineriana,
Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhaifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla,
Phyllanthus acuminatus e Krameria tomentosa ¢ a molécula Justicidim B foi isolada de P.
acuminatus. A abordagem fitoquimica dos extratos por cromatografia em camada delgada
(CCD) revelou a presenga de flavonoides, triterpenos, esteroides, derivados cindmicos,
saponinas, monoterpenos € sesquiterpenos, proantocianidinas, curaminas, enquanto que
nenhum extrato apresentou quinonas. Na andlise da atividade antibacteriana dos extratos,
verificou-se que estes apresentaram atividade inibitoria para as bactérias estudadas, variando
CMI entre 390 a 6250 pg/ml. Todos os extratos testados apresentaram um potencial bactericida
com a relagdo CMB/CMI com valores entre 1 € 4, com excecao do extrato de K. tomentosa para
E. coli que apresentou potencial bacteriostatico. Dois extratos foram selecionados para o estudo
de Checkerboard, B. gardineriana e K. tomentosa, os resultados foram promissores uma vez
que, quando testados em combinagao, o extrato da planta e a clidamicina, a CMI foi inferior a
quando testadas isoladamente. Na avaliagdo da citotoxicidade dos extratos sobre eritrocitos
humanos do tipo O, observou-se que os extratos ndo apresentam citotoxicidade. Para os
compostos fendlicos totais os extratos K. tomentosa e L. microphylla destacaram-se,
apresentando valores de 416,20 e 373,48 (GAE mg)/g, respectivamente. Para o ensaio
utilizando o radical ABTS * evidenciamos valores respectivos de TEAC de 2.206,66 mM,
2.203,66 mM e 2.133,33 mM e de inibicdo de 99,84%, 99,68% e 96,42% para D.
ecastaphyllum, B. gardneriana e K. tomentosa. Para a analise de Fotoprotecao,os extratos de
D. ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L. microphylla e Z. rhoifolium,apresentaram
absorbancia maxima na regido de radiagdo UVB, e os demais apresentaram absorbancia
méxima na regido UVC. Todos os extratos apresentaram potencial para FPS. Na atividade
anti-T. vaginalis a IC50 foi de 7,2ug/mL e a inibi¢do de crescimento nas concentra¢des de
10pug/mL e 20pug/mL foi mais significativa apds 24 horas, conseguindo inibir o crescimento
dos trofozoitos em mais de 68% e 85%, respectivamente. Na viabilidade celular para HeLa, os
resultados mostraram que a molécula apresentou atividade anticancerigena promissora, uma

vez que, nas concentragdes de 20, 100 e 500 pg/mL os percentuais foram de 57,17; 15,76 ¢ 1,95



respectivamente. A IC50 da Justicidin B em células HeLa foi de 17,49 pg/mL. Para
fibroblastos os resultados evidenciaram auséncia de toxicidade nas concentragdes 20 e 100
ug/mL, pois os percentuais foram de 90,65 e 75,36, respectivamente. Nao observamos morte
ou injuria G. mellonella e as taxas de sobrevivéncia foram de 100% para as concentragdes
estudadas (10 e 50 mg/kg da larva). Nos eritrocitos a molécula nao foi considerada ativa, pois
ap6s uma hora de incubagdo em temperatura ambiente e constante agitagdo, a taxa de
hemolise foi negativa para todas as concentragdes. Dessa forma, diante dos resultados obtidos,
conclui-se que os produtos de plantas medicinais possuem potencial bioativo, sendo

promissores e servindo de base para estudos futuros.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Atividade biologica; Flora Brasileira.



ABSTRACT

Brazil is the owner of a vast biodiversity of plants, distributed by different biomes and
ecosystems. Medicinal plants have become one of the most important sources of medicines,
gaining respect in pharmacology. Thus, our study aimed to evaluate the biological activity of
medicinal plants of Brazilian flora. Ethanolic extracts were prepared from the aerial parts of
Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardineriana, Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum
rhaifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus and Krameria
tomentosa, and the isolated molecule Justicidim B from P. acuminatus. The phytochemical
approach of extracts by Thin Layer Chromatography (TLC) revealed the presence of flavonoids,
triterpenes, steroids, cinnamic derivatives, saponins, monoterpenes and sesquiterpenes,
proanthocyanidins, curaminas and no extract presented quinones. In the analysis of the
antibacterial activity of the extracts, it was verified that the extracts showed inhibitory activity
for the studied bacteria, varying MIC between 390 and 6250 pg/ml. All extracts tested had a
bactericidal potential with the CMB / MIC ratio between 1 and 4, except for the extract of K.
tomentosa for E. coli that presented bacteriostatic potential. Two extracts were selected for the
study of Checkerboard, B. gardineriana and K. tomentosa, the results were promising, since
when tested in combination plant extract and clidamycin, MIC was lower than when tested
alone. In the evaluation of the cytotoxicity of the extracts on human type O erythrocytes, it was
observed that the extracts did not present cytotoxicity. For the total phenolic compounds, the
extracts K. tomentosa and L. microphylla stood out presenting values of 416,20 and 373,48
GAE mg/g, respectively. For the assay using the ABTS+ radical, it was observed respective
TEAC values of 2,206.66 mM, 2,203.66 mM and 2,133.33 mM and inhibition of 99.84%,
99.68% and 96.42% for D. ecastaphyllum, B. gardneriana and K. tomentosa. For the
photoprotection analysis, the extracts of D. ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L.
microphylla and Z. rhoifolium presented maximum absorbance in the region of UVB
radiation, and the others presented maximum absorbance in the UVC region. All extracts
showed potential for FPS. In anti-T. vaginalis activity at IC50 was 7.2 pg/mL and inhibition
of growth at concentrations of 10 pug/mL and 20 pg/mL was more significant after 24 h, and
inhibited the growth of trophozoites by more than 68% and 85%, respectively. In cell viability
for HeLa, the results showed that the molecule showed promising anticancer activity,since at
the concentrations of 20, 100 and 500 pug / mL the percentages were 57.17; 15.76 and 1.95
respectively. The IC50 of Justicidin B in HeLa cells was 17.49 pg/mL. For fibroblasts, the

results showed no toxicity at concentrations of 20 and 100 pg / mL, as the percentages were



90.65 and 75.36, respectively. It was not observed death or injury G. mellonella and the
survival rates were 100%, for the concentrations studied (10, and 50 mg/kgof the larva). In the
erythrocytes, the molecule was not considered active, because after one hour of incubation at
room temperature and constant agitation, the hemolysis rate was negativeat all concentrations.
Thus, in view of the results obtained, it can be concluded that medicinal products have

bioactive potential, being promising and serving as a basis for future studies.

Keywords: Medicinal plants; Biological activity; Brazilian flora.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ detentor de uma vasta biodiversidade de plantas, distribuidas por distintos
biomas e ecossistemas (BRANDON et al., 2005). Além da biodiversidade, o pais apresenta
rica heterogeneidade cultural e tradi¢do de uso de plantas com potencial bioativo (FERREIRA
et al., 2016). As plantas medicinais foram adquirindo espago e tornaram-se uma das fontes mais
importantes de medicamentos, aquirindo respeito na farmacologia (TULP; BOHLIN, 2004;
HEINRICH, 2003; LEONTI et al, 2017).

A maioria dos compostos presentes nas plantas fazem parte do metabolismo primario,
substancias essenciais a sobrevivéncia e desenvolvimento das plantas (VERPOORTE;
MEMELINK,2002; SIMOES et al., 2010). Porém, as plantas produzem uma grande variedade
de metabdlitos secundarios e estes t€m um importante papel na sobrevivéncia da planta em seu
ecossistema. As vias metabolicas secundarias vegetais ddo origem a diversas classes de
compostos, tais como, alcaldides,terpenodides, antocianinas, esteroides, flavondides, quinonas,
cumarinas que, por vezes, estdo presentes em aplicacdes comerciais como: farmacos,
corantes, aromas e inseticidas (KAUR et al., 2009; FABRI et al., 2009; LAl et al., 2010).

Desde a introdugdo do mais antigo antimicrobiano até o mais recente, vem se
registrando uma pressdo seletiva dos microrganismos causada, principalmente, pelo uso
indiscriminado de antibidticose quimioterdpicos, resultando no desenvolvimento de espécies
resistentes e aumentando significativamente o risco de infec¢do (PERES-BOTA, 2003;
PITTET, 2005). A resisténcia a um determinado fAirmaco estd diretamente associada a sua ma
utilizacdo. Diante desta situacdo, as infec¢des hospitalares sdo reconhecidamente umas das
principais causas de morbidade, mortalidade e aumento nos custos hospitalares,
principalmente em paises em desenvolvimento. Desta forma, a resisténcia a agentes
antibacterianos tem-se tornado um importante problema de saude publica. (NICOLINI et al.,
2013; MIMICA MATANOVIC et al., 2010).

Tricomoniase ¢ a doenca sexualmente transmitida, ndo viral mais prevalente no mundo
(ZORATI; MELO, 2009; BOTEGA et al., 2016). Causada pelo parasito extracelular
Trichomonas vaginalis (Donné, 1836), apresenta manifestacdes clinicas diferentemente em
homens e mulheres. Os farmacos de escolha na terapia anti-7. vaginalis causam efeitos
carcinogénicos, teratogénicos e reagdes adversas e o aumento no surgimento de isolados
clinicos ou laboratoriais de 7. vaginalis resistentes a fArmacos torna-se um agravante para o
sucesso do tratamento da doenca (GOLDMAN et al, 2009). Além disso, ndo existe um

sistema de vigilancia para a tricomoniase, ndo sendo uma doenga de notificagdo compulsoria,
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0 que a torna uma infec¢do negligenciada (SECOR et al., 2014).

Na tentativa de um controle mais eficaz de patogenos, pesquisadores tém testado
produtos naturais isolados e em associacdo com os medicamentos originais (SOUSA et al.,
2010), almejando uma potencializacdo na acdo dos mesmos e minimizacdo dos efeitos
indesejaveis (GIBBONS, 2004;GURIB-FAKIM, 2006).

Os mecanismos de oxidagdo concentram grandes esfor¢os na pesquisa, pois sdo 0s
grandes responsaveis pelo envelhecimento dos organismos vivos, como também, a principal
causa da diminuic¢do da vida util dos alimentos e matérias-primas em geral (NOVAES et al.,
2013). Compostos antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em pequenas
concentragdes em relagdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou mesmo inibir a
oxidacdo do substrato (NIKI, 2010). Dentre os métodos que determinam a habilidade dos
antioxidantes em sequestrar radicais livres, destacam-se o teste de determinagdo dos fenois
totais e o Teste do ABTS (BORGES et al., 2011).

A incidéncia de cancer de pele tem aumentado a cada ano e a causa, na maioria das
vezes, ¢ a exposicao excessiva ao sol. O sol gera uma grande quantidade de energia radiante e
esta radiagdo se propaga na forma de ondas, onde quanto mais curto o comprimento da onda
mais alta ¢ a quantidadede energia. A maior parte da radiagao solar (99%) que atinge a terra ¢
composta de energia ndo ionizante (infravermelho, visivel e ultravioleta). A radiacdo
ultravioleta ¢ dividida em UVC, UVB e UVA. O UVC ¢ filtrado pelo ozonio da atmosfera e,
portanto, a radiagdo UV que alcanca a superficie terrestre contém apenas UVB e UVA
correspondendo a 5% e 95% respectivamente (MAIER et al., 2005; KULLAVANIJAYA et
al., 2005). Estas radiagdes ultravioletas apresentam diferentes atividades sobre os organismos,
sendo que algumas destas atividades sdo benéficas e outras, ndo. A fim de evitar os maleficios
causados por estas radiacdes, existem produtos denominados fotoprotetores e alguns estudos
concentram esforgos em avaliar atividades fotoprotetoras que as plantas podem apresentar
(OLIVEIRA; JUNIOR, 2012).

Diante do potencial biotecnologico das plantas medicinais da flora brasileira, o estudo
da agdode seus metabolitos representa um passo fundamental para o uso desses produtos. E
neste contexto, pesquisas direcionadas a investigar a agdo dos compostos quimicos, atividade
antimicrobiana, Trichomicida, antioxidante, citotéxica, bem como, avaliar o potencial
bioativo, de uma forma geral, de plantas torna-se oportuno de forma que os resultados possam
contribuir para o aumento da qualidade e produtividade no mercado, como também trazer

conhecimento do ponto de vistacientifico e social.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antibacteriana, antioxidante e antiparasitiria de plantas

medicinais da florabrasileira.

1.1.2  Objetivos especificos:

= Realizar o screen fitoquimico de oito extratos de Dalbergia ecastaphyllum,
Byrsonima gardineriana, Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhaifolium,
Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus, Krameria
tomentosa.

» Determinar a Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) e a Concentracdo Minima
Bactericida (CMB) de oito extratos de plantas medicinais, frente a bactérias
padrio;

= Realizar antibiograma, para determinar a susceptibilidade das espécies bacterianas
frente a diferentes antimicrobianos;

= Avaliar o efeito sinérgico dos extratos selecionados, associado a um

antimicrobiano;
= Determinar a curva de morte dos extratos e bactérias selecionadas;
= Avaliar in vitro a atividade citotoxica dos extratos selecionados;
» Realizar a atividade antioxidante de oito extratos etanolicos de plantas medicinais;

* Conhecer a atividade fotoprotetora in vitro de oito extratos etandlicos de plantas
medicinais;

» Avaliar a atividade anti-Trichomonas vaginalis da molécula Justicidin B;

* Determinar o potencial citotoxico da Justicidin B, em culturas de células tumorais
€ ndotumorais;

= Avaliar o potencial citotoxico da Justicidin B em eritrdcitos;

* Determinar o potencial citotoxico da Justicidin B em Galleria mellonella.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doengas ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Sendo uma das
primeiras formas de cuidado a saiude utilizada pelo homem, e esta relacionada aos primordios
da medicina. Registros fosseis datam o uso humano de plantas como medicamentos a, pelo
menos, 60.000 anos (FABRICANT; FARNSWORTH et al., 2001). Ao longo dos séculos, os
produtos de origem vegetalconstituiram as bases para tratamento de diversas doencas, quer de
forma tradicional, devido ao conhecimento das propriedades de determinada planta que ¢
passado de geracdo para geragdo, quer pela utilizacdo de espécies vegetais como fonte de
moléculas ativas (BRANDAO et al., 2008; FUNARI et al., 2005).

As plantas medicinais foram adquirindo espago e tornaram-se uma das fontes mais
importantes de medicamentos, comprovando-se a sua enorme qualidade medicinal para a
conservagdo da saude humana e, ao mesmo tempo, adquirindo respeito na farmacologia
(TULP; BOHLIN, 2004;HEINRICH, 2003).

Nas plantas, além dos produtos do metabolismo primario, ha, também, uma grande
variedadede metabdlitos secundarios, ou seja, produtos naturais. Na maioria dos casos, nao se
sabe o seu papel bioldégico, mas apenas que eles representam uma enorme fonte de
investigacdo, utilizada como modelos para modificagdes estruturais e otimizagdo das
propriedades farmacologicas e bioquimicas,servindo como inspira¢ao para estudiosos na area,
estimulando-os para enfrentar desafios na construgdo sintética de novas estruturas
moleculares (BRAZ-FILHO, 2010). Assim, estes produtos naturais, incluindo os metabolitos
de plantas, sdo conhecidos por sua importancia no desenvolvimentode remédios (LEONTI et
al, 2017).

Apesar da riqueza da flora brasileira e da ampla utilizacdo de plantas medicinais pela
populacdo, os estudos cientificos sobre o assunto sdo insuficientes. Poucos programas
estabelecem estudos para a seguranga e eficacia de fitoterapicos, como proposto pela
Organizagdo Mundial de Saude. Entretanto, o interesse por fitoterapicos aumentou
expressivamente, ndo sO nos paises em desenvolvimento, mas também nos paises
industrializados. (PACHU, 2007).

Neste contexto, produtos naturais e moléculas isoladas de plantas medicinais vém
sendo alvode estudo com objetivo de investigar sua agdo biologica, no que diz respeito a

atividade antimicrobiana, antiprotozoaria, antioxidante, fotoprotetora e até mesmo citotoxica,
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avaliando seu potencial bioativo, de uma forma geral.

2.2 GENERO DALBERGIA

O género Dalbergia pertence a familia Fabaceae (DI STASI et al., 2002). Consiste de
300 espécies sendo aproximadamente 39 destas de ocorréncia no Brasil. As espécies desse
género caracterizam-se como arvores, arbustos e trepadeiras lenhosas amplamente
distribuidas em regides tropicais e subtropicais (VASUDEVA et al., 2009). Muitas espécies
do género Dalbergia possuem sua madeira valorizada por ser decorativa e perfumada, rica
muitas vezes em o6leos essenciais. Possuem ampla aplicagdo tradicional, sendo utilizada na
medicina popular como analgésica, antiinflamatoria, antimicrobiana, antidiarréica,
antihelmintica, antiulcerogénica, entre outras (VASUDEVA et al., 2009).

Dalbergia ecastaphyllum (Figura 1) ¢ uma espécie que se distribui ao longo da costa
do continente americano, desde o sul da Florida (EUA) ao sul do Brasil, assim como na costa
ocidental da Africa, embora neste continente se distribua apenas em areas proximas ao mar. E
uma espécie de crescimento escandente ou semi-prostrada, encontrada associada a estudrios.
Sua ocorréncia ¢ quase sempre associada a leitos de rios e manguezais, reunindo um
emaranhado de ramos e caules que auxiliam na fixacdo da areia. Pode ocorrer também em
vegetacdo da costa seca e solos arenosos comoum arbusto ou arvoreta (SILVA; SANTOS,

2009; SOUZA, 2010).

Figura 1 - Dalbergia ecastaphyllum

Fonte: http://Wwww.tropicos.org

Popularmente esta espécie ¢ conhecida como rabo-de-bugio, rabo-de-macaco (SILVA


http://www.tropicos.org/
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et al., 2008), marmelo-do-mangue, marmeleiro-da-praia (CARVALHO, 1997) moeda-de-
videira, entre outros (FRANCIS, 2004).

As cascas e raizes trituradas foram utilizadas por indios americanos na pesca, por
possuirem substancias quimicas capazes de entorpecer ¢ ajudar na captura de peixes. No
Senegal, suas folhas sdo colocadas em inalagdes e banhos para o tratamento de varias
debilidades. Na medicina tradicional, extratos sao usados como: diurético, emético e
vermifugo, apesar de poderem apresentar toxicidade para alguns tecidos (FRANCIS, 2004).

Correia et al. (2008) realizaram a atividade antibacteriana, por meio do método de
difusdo em disco frente a cepas padrao ATCC Proteus mirabilis (7022), Klebsiella
pneumoniae (27858), P. aeruginosa (27853), E. coli (25922), S. aureus (29213), E. faecalis
(29212) e Streptococcus pneumoniae (46619), e cepas multirresistentes obtidas de isolados
clinicos. O extrato etandlico da casca de D. subcymosa apresentou atividade para a cepa
multirresistente de S. aureus, na concentracao de 20 pg/mL.

Okwute e al. (2009) estudaram a atividade antimicrobiana de extrato etandlico de
folhas e cascas de D. saxatilis frente a cinco microorganismos patogénicos padrao ATCC, S.
aureus (13709), E. coli (9637), C. albicans (10231), P. aeruginosa (27853), K. pneumoniae
(10031) e a umisolado clinico de Bacillus subtilis. Constataram que o extrato das folhas
apresentou atividade somente frente a S. aureus, na concentragao inibitéria minima (CIM) de
1000 pg/mL, enquanto que o extrato da casca apresentou amplo espectro antimicrobiano com
CIM de 1000 pg/mL frente as bactérias de E. coli e P. aeruginosa e CIM de 250 pg/mL e 125
ug/mL para S. aureus e B. subtilis, respectivamente.

Aresi (2011) avaliou 22 extratos contra cepas padrao ATCC de S. aureus (25923), E.
faecalis(29212), P. aeruginosa (27853), E. coli (25922) e C. albicans (10231), pelo método
de difusdo em disco, na concentragdo de 100 mg/ml, sendo o extrato etandlico das folhas de
D. ecastaphyllum o Gnico que apresentou halo de inibicao para S. aureus ¢ E. faecalis igual ou
superior a 10mm. O extratoetandlico foi particionado com solventes de polaridade crescente e,
por meio dos ensaios de difusdo em disco e microdilui¢do, observou que a fragdo acetato de
etila (AcOEt) apresentou potente atividadecontra S. aureus, com halos de inibigdo de 14 mm e

concentra¢do bactericida minima (CMB) de 6,25mg/mL.

2.3 GENERO BYRSONIMA

O género Byrsonima ¢ o maior da familia Malpighiaceae com cerca de 150 espécies
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(JUDD et al., 2009; AGUIAR, 2005). Possui ampla distribui¢do na América Central e do Sul,
Meéxico e Florida. Ocorre em diferentes ambientes como restingas, florestas e cerrados

(FILGUEIRAS; PEREIRA, 1990; OLIVEIRA FILHO; MACHADO, 1993).

No Brasil, esta representado por 93 espécies que ocorrem em todos os Estados nos
dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Sao
popularmente conhecidos como “murici”, “murici-cascudo” ou “murici-vermelho”, e
empregados ndo apenas na medicina tradicional, mas também no preparo de alimentos
(SANNOMYIA et al., 2005).

Byrsonima gardineriana apresenta porte arbustivo, suas flores sdo zigomorfas,
hermafroditase dispostas em rdcemos terminais (Figura 2). As folhas sdo simples, opostas e
obovadas. Os frutos sdo comestiveis, podendo ser consumidos “in natura”, como também
utilizados na fabricacdo de sucos, picolés, licores, geléias, doces, conserva e em forma de
farinha. Possuem propriedades medicinais, sendo usados na medicina popular como

antitérmico, desinflamante, antibacteriano e antifungico (CACERES et al., 1993).

Figura 2-Byrsonima gardineriana

Fonte: http:// www flickriver.com

Rolim et al. (2013), estudando o perfil fitoquimico de Byrsonima gardneriana,
isolaram cinco triterpenos ¢ um flavonoide. Bem como, estudando a atividade antioxidante do
EEB e das fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e n-butanolica, a fase AcOEt
apresentou a melhor atividade para o radical DPPH (3,45 + 0,043 mg/mL), como também para
compostos fenolicos totais (509,947 + 7,387), e para o ABTS CEso a fase n-BuOH (3,15 +

0,055 mg/mL) foi quem se destacou.


http://www.flickriver.com/
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2.2.1 Género Erythoxylum

O género Erythoxylum, com cerca de 230 espécies, € o Unico género representado na
regido Neotropical, onde aproximadamente 187 espécies sdo exclusivas (PLOWMAN;
HENSOLD, 2004).No Brasil, o género possui cerca de 74 espécies, encontradas em
diversos tipos de vegetagdo, ocorrendo desde as florestas Umidas da Amazdnia e

Atlantica, até as matas secas do Cerrado e da Caatinga (PLOWMAN; HENSOLD, 2004).

De acordo com Zuanazzi et al. (2001), o interesse pelo género intensificou-se no
século XIX, apds a descoberta das atividades farmacologicas apresentadas pelas folhas de
Erythroxylum coca, que secularmente eram empregadas pelos indigenas da América do Sul.
Quimicamente, o género caracteriza-se pela presenca de alcaloides do grupo tropano, dentre os
quais, destaca-se a cocaina, um alcaldide natural produzido por E. coca, que foi empregado
como anestésico local em pequenas cirurgias (BOHM et al,1982; GRIFFIN; LIN, 2000).
Entretanto, a cocaina ganhou notoriedade por sua atividade psicoativa no Sistema Nervoso
Central (SNC), tornando-se um dos grandes problemas de saide publica da atualidade
(ALAGILLE et al., 2005).

Erythroxylum revolutum pode ser encontrado como arbusto ou arvoreta, medindo
aproximadamente 0,8 a trés metros de altura. Possue ramos ndo patentes, estriados
longitudinalmente, densamente revestidos por lenticelas amareladas ou alvas, elipticas, folhas
levemente discolor, floressubsésseis com pétalas amareladas a branca (Figura 3) (LOIOLA et
al., 2007). Espécie exclusiva do Brasil, com distribui¢do restrita a regido Nordeste, encontrada
em areas do semi-arido (caatinga) nosEstados de Alagoas, Bahia, Cearda, Pernambuco, Piaui e

Sergipe (LOIOLA et al., 2007).

Fonte:https://fm?2 fieldmuseum.org


https://fm2.fieldmuseum.org/

24

Oliveira (2012) realizou estudo fitoquimico das espécies Erythroxylum caatingae,
Erythroxylum subrotundum e Erythroxylum revolutum. Da fase cloroformica de E. caatingae
foram isolados, quatro alcaloides tropanicos. Da fase acetato de etila de Erythroxylum
subrotundum foram isolados dois flavonoides e da fase hexanica de Erythroxylum revolutum
foram isolados seis diterpenos. As espécies tiveram seus constituintes quimicos identificados
por meio da andlise por métodos espectroscopicos como Infravermelho e Ressonancia

Magnética Nuclear de 1H e 13C uni- bidimensional.

2.2.2 Género Zanthoxylum

Zanthoxylum L. é um género de Rutaceae, com cerca de 200 espécies tropicais, poucas
alcancando areas temperadas, sdo arvores ou arbustos, geralmente com actleos (estrutura com
aparéncia de espinho) no tronco e ramos (GROPPO; PIRANI, 2007).

Zanthoxylum rhoifolium (Rutacea) é popularmente conhecido como mamica-de-porca,
mamica-de-cadela, laranjeira-brava e espinho-cheiroso. Sdo arbustos apoiantes, as vezes
atingindo oporte de arvoreto, geralmente com aculeos (estrutura com aparéncia de espinho)
no tronco e ramos (Figura 4). Distribui-se principalmente em regides de cerrado (SALGADO

et al., 1998) e florestas Atlantica e Amazonica (PIRANI, 2005).

Figura 4: Zanthoxylum rhoifolium

EdUardo E4H Giel D

Fonte:http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open sp.php

Alguns estudos apontam o potencial medicinal dessa espécie. Silva et al (2007)

avaliaram o oleo volatil das folhas de Zanthoxylum rhoifolium e verificaram que ele ¢


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php
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citotoxico contra células tumorais, sugerindo, assim, uma possivel agdo terap€utica contra
essas células. De acordo com Peneluc et al (2009), o extrato aquoso das folhas apresenta
atividade anti- helmintica em ovinos. Pereira et al/ (2010) relataram que essa planta ¢ utilizada
popularmente contra dores de dente e ouvido e, apds investigagdo cientifica, comprovaram o
efeito analgésico da casca.

Na Bolivia, a casca e as folhas de Z. rhoifolium sao usadas como antipirético. No Peru,
sdoutilizadas devido ao seu efeito digestivo e por suas propriedades tonicas. Enquanto que no
Brasil ¢ utilizada para o tratamento de inflamagdes e infec¢des microbianas, cancer e malaria
(JULLIAN et al., 2006, Da SILVA et al., 2007). Nesta espécie os metabolitos secundarios,
principalmente lignanos, Alcaldides, terpendides e flavonodides tém sido encontrados e estudos
mostraram que esses alcaldidesexibem propriedades antimicrobianas (GONZAGA et al, 2003,
TAVARES et al., 2014; LIZ-NETOet al., 2016).

Tavares e colaboradores (2014), estudaram a atividade antimicrobiana de extratos
metanolicos, fragcdes e alcaloides puros de Z. Rhoifolium, frente aos microrganismos padroes
B. subtilis (633), B. cereus (33019), S. aureus (25923), S. epidermidis (12228), S.pyogenes
(19615), Enterobacter aerogenes (13048), Enterococcus spp. (6589), E. coli (25922), K.
pneumonia (13883), P. aeruginosa (27853), Enterobacter cloacae (1304), Shigella sonnei
(25931), Salmonella typhimurium (14028), Burkholderia cepacia (17759), Morganella
morganii (25829), Candida albicans (10231), Candida tropicalis (18803), Candida krusei
(6258), Candida parapslosis (22018), S. cerevisae (2601), Cryptococcus neoformans (28952)
e Cryptococcus gatti (2601). Os extratos da casca do caule exibiram um amplo espectro de
atividade antimicrobiana, variando de 12,5 a 100 pg / mL, usando o método bioautografico e
de 125 a 500 pg / mL para o bioensaio de microdiluigdo. Foram isolados trés alcaldides de
furoquinolina e nove alcaldides de benzofenantridina a partir da fracdo basica de
diclorometano. O alcaldide com maior espectro de atividade foi a queleritrina, seguida de
avicina e dihidrocheleritrina. As concentracdes inibitorias minimas de queleritrina foi de 1,50
ug / mL para todas as bactérias testadas e entre 3,12 e 6,25 pg / mL para as leveduras testadas.
O estudo nao detectou efeitos hemoliticos da queleritrina em eritrdcitos, encontrou apenas

efeito protetor.

2.2.3 Género Pilocarpus

Pilocarpus Vahl ¢ um género neotropical de plantas arbustivas e arboreas, com

distribuicdo geografica que se estende desde o sul do México e América Central, incluindo as
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Pequenas e Grandes Antilhas, até o sul da América do Sul. E composto por 17 espécies ¢ 14
sdo encontradas exclusivamente no territério brasileiro (SKORUPA, 1996; SAWAYA et al.,
2011). Algumas espécies de Pilocarpus sdo chamadas popularmente como jaborandi, nome
derivado da lingua tupi- guarani, que significa planta que causa saliva.

Este género ¢ constantemente estudado devido as propriedades farmacologicas como
potente estimulante de secrecdo e diurético (CORREA, 1969). As folhas de Pilocarpus sio
usadas em infusdes para o tratamento de febre, estomatite, bronquite e psoriase (HOLMSTED
et al., 1979; BENIGNI, 1964). Embora varias espécies tivessem sido utilizadas outrora para
fins terapéuticos (como sudorifero), a partir dos anos 90, a espécie P. microphyllus Stapf
tornou-se a unica fonte industrial de pilocarpina, alcaldide utilizado no tratamento de
glaucoma (ROBIM et al., 1996, TANIGUCHI et al., 1994; ZADOK et al., 1994). E utilizada,
também, para relaxamento intestinal ap6s laparotomia ¢ em xerostomia pods-radiagdo em
pacientes com cancer de cabeca € pescogo.

Neste género, destaca-se Pilocarpus spicatus, espécie encontrada apenas no Brasil.
Estudos fitoquimicos da espécie demonstraram a presen¢a da cumarina chalepina, a qual
apresentou atividadetripanomicida, além de varios terpenos, tais como: o e B-pineno, canfeno,
ZZ-farnesol, E- nerolidol eallo-aromadendreno (ANDRADE-NETO et al., 2002; PAVAO et
al., 2002; SANTOS; MORENO, 2004). As atividades antibacterianas ¢ imunomodulatérias do
extrato de folhas desta espécie foram estudadas, bem como a atividade dos extratos brutos do
caule de P. spicatus e suas fragdes, frente a forma tripomastigota de 7. cruzi com resultados
superiores a 80% de inibi¢ao do parasita (COSTA etal., 2010; MAFEZOLI et al., 2000).

Silva et al. (2014) estudaram o perfil fitoquimico de P. spicatus e a atividade anti-
Trypanossoma cruzi. Identificaram nove substincias, tais como: tridecanona, 2-
heptadecanona, espatulenol, aromadendreno, B-cariofileno, é4cido 3a-hidroxitirucala-7,24-
dien-21-6ico, (+)- isoangenomalina, episesamina ¢ sesamina. Os testes de atividade anti-
T. cruzi cepa Y foramrealizados com extrato hexanico e metandlico das folhas, e com o
extrato metandlico das raizes. Todosos extratos apresentaram inibicdo maior que 50%, sendo
que o extrato hexanico das folhas inibiu 79%, o extrato metandlico das folhas inibiu 56% e o

extrato metandlico das raizes inibiu 62% do crescimento do parasito.

2.2.4 Género Lippia

O género Lippia Linn. (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies de ervas,

arbustose arvores de pequeno porte, distribuidas principalmente na América Central, regides
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tropicais da Africa, América do Norte, América do Sul e Australia (PASCUAL et al., 2001;
GOMES; NOGUEIRA; MORAIS et al, 2011). Os principais centros de diversidade
especifica das espécies de Lippia estdo localizados no México e no Brasil. No Brasil,
encontram-se na Cadeia do Espinhago, localizada nos estados de Minas Gerais, Bahia e
Goias, de forma que, aproximadamente, 120 espécies estdo distribuidas em dois importantes
biomas brasileiros, o Cerrado e a Caatinga (GOMES et al, 2011). A maioria das espécies
distribuidas no Brasil sdo utilizadas na medicina popular, devido a suas propriedades:
analgésica, anti-inflamatdria, antipirética, sedativa, antifingica, anti-hipertensiva, diurética,
larvicida, antimicrobiana, antiviral, moluscicida, antimalarica, antiespasmodica,
anticonvulsivante e estimulante (ABENA et al, 1998; SILVA et al., 2010).

Lippia microphylla Cham, conhecida popularmente como alecrim-de-tabuleiro,
alecrim-do- mato, alecrim-pimenta ou alecrim-da-chapada (Figura 5) ¢ utilizada popularmente
no tratamento de doengas respiratorias ou como antiséptico (AGRA; FREITAS; BARBOSA-
FILHO,2007).

Figura 5: Lippia microphylla

Fonte:http://ufvimbeelab.wixsite.com/beelab/verbenacea
€

Simdes et al. (2015) revisaram bases de dados de 1948 até 2015, utilizando um
software (vantage point 7.1) associado ao Derwent Innovation Index para identificar os

indicadores do género Lippia e as atividades e compostos bioldgicos presentes em L.


http://ufvjmbeelab.wixsite.com/beelab/verbenaceae
http://ufvjmbeelab.wixsite.com/beelab/verbenaceae
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microphylla. As espécies deLippia demonstraram uma grande variedade de uso na medicina
popular, para varias doengas, particularmente para o tratamento da tosse, bronquite,
indigestao, figado, hipertensao, disenteria (CHANNH et al., 1988; PASCUAL et al, 2001),
vermes e doencas da pele (MATOS; OLIVEIRA, 1998). Muitas espécies possuem atividades
bioldgicas promissoras, incluindo antiviral (ABAD et al.,1997), antimalarica (VALENTIN et
al., 1995), antiinflamatoéria, analgésica, antipirética (FORESTIERI et al., 1996), moluscicida
contra Biomphalaria glabrata (MATOS; OLIVEIRA, 1998), antimicrobiana (LEMOS et al.,
1990; VERAS et al., 2012), inseticida (De LIMA et al., 2013)e Anticonvulsivante (ABENA
et al., 1998). Os compostos isolados de Lippia também revelaram atividade antitumoral in
vitro sobre leucemia (K-562, HL-60, CEM), colon (HCT-116), mama (MCF-7), glioblastoma
(U-251) e prostata (PC- 3) (COSTA et al., 2001; GONZALEZ- GUERECA et al., 2010).
Além de suas propriedades medicinais, as folhas da maioria das espécies de Lippia sdo usadas
para a preparagdo de alimentos. Os registros etnofarmacologicos relatam o uso de folhas de L.
microphylla para tratar disturbios gastrointestinais e influenza, bronquite e sinusite durante a
vaporizagao resultante de agua fervente. Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de
quinonas e flavonoides de extratos de etanol de raizes (SANTOS et al., 2002; SANTOS et al.,
2003). Enquanto isso, seus Oleos volateis aromaticos, extraidos por vapor de dgua, sdo ricos

em monoterpenos, especialmente cineol, e terpineol.

2.2.5 Geénero Phyllantus

Phyllanthus destaca-se por sua complexidade taxondmica e pelo elevado nimero de
espécies,aproximadamente 800, dispersas por todas as regides do mundo (WEBSTER 1956;
2002ab). Nos neotropicos estd representado por mais de 200 espécies (WEBSTER, 2002b).
No Brasil, ocorrem aproximadamente 107 espécies, das quais, cerca de um quarto
apresentam-se principalmente nos campos rupestres, cerrados e caatingas. Este género
subordina plantas de habito variado, principalmente herbaceo (70%), com ramificagdo
filantoide ou ndo filantoide, flores gamossépalas em inflorescéncias cimosas, disco
usualmente presente em ambas as flores, comumente inteiro nas pistiladas e segmentado nas
estaminadas, frutos capsulares, mais raramente bacaceos, ¢ sementes usualmente trigonas e
ornamentada.

Segundo Silva e Sales (2007), Phyllanthus acuminatus ¢ uma planta arborea ou
arbustiva- arborea, com 3-6m de altura, ramifica filantoide, flor pistilada solitaria na regido

central e estaminada. Exclusiva das Américas, ocorrendo desde o México até o Norte da
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Argentina. Cresce em florestas secundarias e em matas de galeria do cerrado. No Brasil,
ocorrem nas regides Norte, Centro-Oeste, Nordeste e Sudeste. Distribui-se na Zona da
Caatinga, porém em areas mais umidas e elevadas (800 a 1000m), com vegetacao de floresta
semidecidua ou perenifolia como também na Zona da Mata Atlantica e Litoral (SILVA;
SALES, 2004).

Algumas espécies no Brasil sdo reconhecidas tradicionalmente por possuirem
propriedades diuréticas utilizadas para eliminar célculos renais, dentre elas P. niruri, P.
amarus ¢ P. tenellus, também conhecidas como quebra pedra (TORRES e al, 2003).
Atividade antiviral foi associada a algumas espécies de Phyllanthus para tratamento de
hepatite B e cancer (LORENZI; MATOS, 2002). Domingues e colaboradores (2015)
avaliaram a atividade antimicrobiana de diferentes extratos de Phyllanthus sp, frente a
microrganismos causadores de infec¢des no trato urindrio, € observaram ag@o antimicrobiana
para E. coli com valor de CMI 6,67 mg/mL e para C. albicans com valor de CMI14,8.10
""'mg/mL e para a técnica difusdo em disco a E. coli mostrou-se sensivel com halos de inibigdo
variando entre 6 e 8mm e C. albicans entre 13 e 19,5mm.

Os extratos de Phyllanthus t€m compostos secundarios como alcaloides, flavonoides,
fendis de lignina, tanino e terpeno. Muitos dos constituintes ativos sdo atribuidos
biologicamente a lignina,glicosideos, flavondides e propanol de fenila que sdo encontrados nas
folhas, caule e raizes de plantasdesse género (KOMURAIAH et al., 2009). Anélises realizadas
por Cérdenas Lopez e seus colaboradores (2002) mostraram a presenca de flavonodides,
taninos, saponinas, esterdides, triterpendides, cumarinas e outros terpendides em P.
acuminatus Vahl.

A lignana Justicidin B pertence ao subgrupo arilnaftaleno e ocorre em diferentes
géneros de plantas. Como: Justicia (Acanthaceae), Phyllanthus (Euphorbiaceae),
Haplophyllum (Rutaceae) e Linum (Linaceae) e na espécie P. acuminatus ¢ encontrada na raiz
e na parte aérea (PETTIT et al.,1984; PETTIT; SCHAUFELBERGER, 1988).

As lignanas sdo uma classe de substancias isoladas de plantas. Esse termo foi criado
por Haworth em 1936 para descrever uma classe de micromoléculas formadas exclusivamente
ouadicionalmente a outros grupos, pelo grupo fenilpropanico (C6-C3)n, onde n ¢ restrito a
poucas unidades (DAR; ARUMUGAM, 2013). Com base na forma em que o oxigénio esta
incorporado no esqueleto e o padrao de ciclizagdo, as lignanas sdo classificadas em oito
subgrupos, que sdo: furofurano, furano, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona, ariltetralina,
arilnaftaleno,dibenzociclooctadieno e dibenzilbutirolactol (DAR; ARUMUGAM, 2013).

Esses metabolitos generalizados e especializados sdo, ndo s6 importantes para a defesa
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da plantas, mas também sdo valiosos para a saude humana. Pois, desempenham fungao
aleloquimica nas plantas e acdo farmacoldgica no homem (LEE; XIAO, 2003; GOTTLLEB;
YOSHIDA, 1984).

Importantes atividades farmacoldgicas tém sido relatadas para Justicidin B, como por
exemplo, efeitos citotoxicos em diferentes linhagens neoplasicas, inibi¢do da absorgdo dssea e
propriedades antiplaquetarias e antitumorais (ASANO et al., 1996; GERTSCH et al., 2003;
LUO et al., 2014). Acao antifungica inibindo Aspergillus fumigatus, Candida albicans e
Aspergillus flavus, com concentracdo inibitéria minima (MIC) >1, 4 e 12 pg / mL,
respectivamente (GERTSCH et al., 2003). Windayani e colaboradoes (2014) identificaram
uma forte atividade de Justicidin B, contra A.niger e A. flavus em comparagdo ao matairesinol
(lignano do tipo dibenzilbutirolactona). Justicidin Bapresentou forte atividade antiviral contra
o virus da estomatite vesiculosa (VSV) com um valor de MIC de 0,06 pg / mL (ASANO et
al., 1996).

Duzentos e setenta e quatro nanomolar (274 nM) de justicidin B mostrou 74% e 14%
de inibi¢do contra Sindbis virus e murino citomegalovirius (MCMYV), crescido em células de
rato 3T3 -L1, respectivamente (MACRAE et al, 1989; CHARLTON, 1998). E ndo exibiu

atividade antiviral substancial contra o citomegalovirus humano COW et al., 2000).

Em estudo conduzido por El-Gendy (2008), o valor de CIM para a justicidin B contra
E. coli, P. aeroginosa , B. subtilis , B. cereus , S. aureus , Micrococcus luteus
Mycobacterium smegmatis e Corynebacterium xerosis foi de 0,5, 0,2, 2,0, 2,5, 1,0, 0,5,5,5¢ 7
mg / mL, respectivamente. Enquanto que Gertsch e colaboradores (2003) ndo detectaram
nenhuma atividade antibacteriana dajusticidin B contra B. cereus, S. aureus, P. aeroginosa ¢
E. coli .

Gertsch et al. (2003) analisaram a atividade antiprotozoaria da Justicidin B e
observaram atividade moderada para 7. cruzi com ICso de 2,6 pg/mL em comparagdo ao
benidazol como controlepositivo, atividade forte contra a forma tripomastigota de 7. brucei
rhodesiense, com 1C50 de 0,2pg/mL e como agente antimaldrico moderado, uma vez que este
composto teve um IC50> 5 ug / mL. Momekov et al. (2014) avaliaram caracteristicas
oncoldgicas da justicidin B na linhagem celular derivada da leucemia mieldide aguda
HL-60, a esta molécula apresentou IC

so de 3,6 £ 0,07 uM apds 24 h de tratamento com um aumento significativo na
fragmentagdo do DNA apoptotico. A justicidin B também mostrou potencial citotoxico

contra o carcinoma colo retal LOVO humano e a linhagem celular (BGC-823) do cancro
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gastrico humano (JIN et al., 2014). Ilieva et al. (2014) avaliaram o efeito da justicidin B em
oito linhas celulares derivadas de diferentes linfomas B ap6s 72 h de incubagdo as linhas
celulares de mieloma multiplo (MM), MM (RPMI-8226) e MM (OPM2) foram as linhagens
celulares mais sensiveis na presenca da molécula. A linha celular de linfoma de Hodgkin
(HD-MY-Z) ndo mostrou qualquer sensibilidade relativamente a justicidin B. Também foi
determinada a citotoxicidade da justicidin B contra as linhascelulares de carcinoma de mama
MDA-MB-231 e MCF-7. A justicidin B exibiu uma atividade mais forte contra o MCF-7 do
que o MDA-MB-231 (MOMEKOV, 2011).

Uma vasta gama de atividades biologicas foi atribuida a justicidin B (HEMMATI;
SERADJ,2016). Os efeitos citotoxicos, antimicrobianos e antiprotozoarios demonstram que
esta molécula desempenha um importante papel no mecanismo de defesa quimica das espécies
correspondentes. As caracteristicas terapéuticas valiosas da justicidina B resultam num
interesse consideravel em relacdoa sua producao. Outras atividades relacionadas a Justicidin

B, estdo citadas na tabela 1.

Tabela 1- Atividades farmacoldgicas de Justicidin B.

ATIVIDADE RESULTADO REFERENCIA

Avaliagdo da toxicidade animal in vivo, Nao foi relatada toxicidade in vivo em ILIEVA et al., 2014
ratos;

Inibidor da reabsor¢ao dssea; 25 uM da molécula inibiu a liberacdo de Ca  BABA et al., 1996
do osso até 47%;

Propriedades antioxidantes— DPPH,; Atividade antioxidante moderada de ICs RAO et al., 2007
65,0;

Inibidores da BaP hidroxilase; 10 uM da molécula diminuiu a hidroxilase UENG et al., 2000
de BaP em 21%;

Atividade piscicida contra Oryzias Nenhum peixe sobreviveu a uma OHTA etal.,1969

latipes; concentragdo de 0,032 ppm ap6s 24h;

Atividade inseticida contra Musca Nao foi observada toxicidad OHTA etal., 1969

domestica, Periplanata americana, significativa da justicidina B contra

Prodenia litura e Panonychus citri, insetos.

Fonte: Autora

2.2.6 Género Krameria

O género Krameria ¢ composto por 18 espécies herbaceas ou arbustivas, que estdo
predominantemente representadas em regides neotropicais € ecologicamente restritas a regioes
aridasou secas das Américas (SIMPSON et al., 2004; GIMENES et al, 2006; GIANNINI et
al, 2011).
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Existem duas caracteristicas importantes desse género: a primeira consiste no habito
hemiparasita pouco seletivo com relagdo ao hospedeiro (Plantas herbarias ou arbustivas)
(POZHIDAEV, 2002) e a segunda consiste em um sistema reprodutor que envolve a relagao
obrigatéria com abelhas do género Centris. As Kramerias apresentam glandulas
especializadas na producao de 6leo floral atrativo para essas abelhas que, ao coleta-lo, poliniza
as flores (GIANNINI ez al., 2009).

Krameria tomentosa apresenta-se como um arbusto de caule liso, estriado, glabro na
parte inferior e pubescente na superior; folhas longas pecioladas e elipticas, flores dispostas
em racimos bracteados, fruto de varem globosa, unisperma com numerosos espinhos e sedas
rigidas (Figura 6) (SIMPSON, 1989). Conhecida popularmente como “ratanha de nova
granada”, “carrapicho decavalo” ou “ratana de salvanille”. A raiz de K. tomentosa tem largo
emprego na medicina popular no combate a disenterias, estomatites, diarréia, corrimentos
vaginais, hemorragias, hemorrdidas e afeccdes de boca (SIMPSON, 1989; 1991).

Silva et al. (2001) isolaram uma trinorneolignana inédita e outras quatro neolignanas
ja descritas para outras espécies. Madeiro (2012) a partir das técnicas de Espectroscopiano
infravermelho, Espectrometria de Massas e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '3C uni
e bidimensionais, conseguiu identificar duas neolignanas inéditas, ottomentosa e sobralina,
também foram isoladas as neolignanas eupomateoide 6, 2-(2’,4’-diidroxifenil-5-(E)-

propenilbenzofurano e diidrocarinatidina, relatadas pela primeira vez na familia.

Figura 6- Krameria tomentosa

Fonte: https://www.commons.wikimedia.org

2.2.7 Atividade biolégica de produtos de origem vegetal

2.2.7.1 Atividade antimicrobiana

A ocorréncia de substancias com potencial antimicrobiano em produtos naturais nao ¢é


https://www.commons.wikimedia.org/
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um fato recente, pois a busca pelas mesmas teve grande impulso apds a descoberta da
penicilina a partir do fungo filamentoso Penicillium notatum, por Alexander Fleming, em
1929, seguido de muitos outrosestudos que induziram a descoberta de novas substancias com
atividade antimicrobiana, tais como, a eritromicina, nistatina, vancomicina, artemisinina,
frente a diversos microorganismos, como bactérias, fungos e parasitas (CRAGG;
NEWMANN, 2007; LIMA, 2001).

Durante a ultima década, observou-se o desenvolvimento de patdgenos resistentes e 0s
antibiodticos tiveram sua eficacia reduzida, este problema vem se agravando pelo fato de que
novos farmacos raramente chegam ao mercado (SALEEM et al., 2010). A resisténcia a um
determinado farmaco, sobretudo aos antimicrobianos, esta associada a sua ma utiliza¢ao, pois
mais de 60% destesmedicamentos sdo prescritos de forma errada (MIMICA MATANOVIC et
al., 2010).

Neste contexto, novas estratégias vém sendo adotadas na pesquisa de produtos
naturais com a finalidade de acelerar o processo na descoberta de novos antimicrobianos,
assim, inimeras pesquisas vém sendo desenvolvidas na busca de novos fitoconstituintes com
alto valor terapéutico, que possam servir como fontes valiosas para a potencial producao
de novos medicamentos uteis para diversas doencas (ABEYSINGHE, 2010; BETONI et al.,
2006, LEE, 2010; PERUMALSAMY; GOPALAKRISHNAONE, 2010).

2.2.7.2 Atividade antioxidante

Nas ultimas décadas foram realizadas inimeras pesquisas para esclarecer o papel dos
radicais livres em processos fisiopatologicos como envelhecimento e também doengas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, aterosclerose, inflamacao, doengas
cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais (ATOUI et al.,
2005).

Os radicais livres sdo atomos ou grupos de atomos, com um elétron desemparelhado
(Re), sendo altamente reativos e cujos produtos de suas reagdes geram outros radicais livres
(reagcdo em cadeia). Os radicais sdo gerados normalmente no metabolismo e intensificados
apods exposi¢do a varios fatores como estresse, luz solar, poluicao e cigarro (YOUNG; LOVE,
2001). O estresse oxidativo é o resultado do desequilibrio entre a peroxidacdo e a
antioxidagcdo, com maior produgdo de espécies reativas de oxigénio e menor producio de

antioxidantes, caracterizando-se, principalmente, pelo desequilibrio homeostatico, e
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consequentemente dano oxidativo potencial contra células e tecidos (AW et al., 1991;
BARBOSA et al, 2010).

A formacao de radicais livres pelo organismo em condigdes normais ¢ inevitavel, pois
s30 necessarios no processo de respiragcdo celular nas mitocondrias, que sao nossas “usinas
energéticas”,que geram a energia na forma de ATP (adenosina trifosfato). Os radicais livres
podem ser gerados nocitoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular esta
associado com o seu sitio de formagao (CASTROGIOVAN et al, 2012; COTIGUIBA et al,
2013).

Segundo Sun e colaboradores (2011), a produgdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e reacdes que levam a producao de radicais livres podem levar ao estresse
oxidativo celular, podendo causar doencas degenerativas ou patologias.

Compostos antioxidantes sdao substancias que, quando presentes em pequenas
concentragdes em relagdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou mesmo inibir a
oxidagdo do substrato (NIKI, 2010). Encontramos duas categorias desses compostos, os de
origem natural e os sintéticos. Os naturais dividem-se em dois grandes grupos, os enzimaticos
e 0s ndo enzimaticos, sdo encontrados em recursos vegetais e destacam-se com relagdo aos
sintéticos, que se acumulam no organismo favorecendo os efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (BIRCH et al., 2001), além de causarem outrosmales como aumento do peso
do figado e proliferacao do reticulo endoplasmatico (NOVAES et al., 2013).

Dentre os métodos que determinam a habilidade dos antioxidantes em sequestrar
radicais livres, destacam-se o teste de determinacdo dos fendis totais, O TEAC (“Trolox
Equivalent  Antioxidant Capacity”) ou Teste do ABTS 2,2-Azino-Bis-(3
Ethylbenzothiazoline)-6-Sulfonic Acid)(BORGES et al., 2011).

Os extratos de plantas com propriedades antioxidantes despertam grande interesse na
area dos fitocosméticos, pois representam moléculas que poderiam inativar o ROS
restaurando a homeostasia da pele, evitando assim, eritemas e envelhecimento prematuro

(CALDERON- MONTANO et al., 2011; MANSUR et al., 2016).

2.2.7.3 Atividade Fotoprotetora

A pele € o 6rgao mais extenso do corpo humano e constantemente ¢ exposta a
radiagdo solar, quer seja por padrdes estéticos, profissionais ou por deslocamento didrio

(GUARATINI et al.,2009). A luz solar consiste em um espectro eletromagnético de varios



35

comprimentos de onda, que se estende entre os raios gama até as ondas de radio,
compreendendo os raios X, ultravioleta (UV), visivel (VIS) e infravermelho (IV). Entre estas
radiacoes emitidas pelo sol, ha radiagdes ndoionizantes, que sao a radiacao ultravioleta num
comprimento de onda (A) entre 100 a 400 nm, a luz visivel entre 400 a 750 nm, e a radiagao
infravermelha num (A) de 750 a 2000 nm. A radiacdo na por¢do visivel corresponde a
aproximadamente 43% das radiagdes eletromagnéticas provenientes do sol que alcangam a
superficie terrestre, sendo que a porcdo infravermelha corresponde a 49 % e a ultravioleta
compreende apenas cerca de 5 % dessa energia. Estas exercem efeitos significativos sobrea pele
(NEVES, 2008).

A exposicao cronica a radiacdo UV leva a muitos efeitos colaterais na pele, como
envelhecimento prematuro, cancer de pele e redugdo da capacidade de resposta imunoldgica.
Esses problemas de saude estdo diretamente relacionados a formacdo de espécies oxigénicas
reativas (ROS) por radiacdo UV (JAIN; JAIN, 2010; GILBERT et al., 2013; SCOTTI;
VELASCO, 2003).

A fotoprotecao consiste no bloqueio da radiacao ultravioleta a qual a pele esta exposta.
Produtos capazes de bloquear estas radiacdes podem efetivamente minimizar fotolesdes e
prevenir odesenvolvimento de cancer de pele e envelhecimento cutaneo precoce (MAW et al.,
2011). Os protetores solares sdo formados pela mistura de filtros fisicos e/ou quimicos e sua
classificagdo estd baseada no mecanismo de acdo destes compostos. Os filtros fisicos
(substancias inorganicas) agem por reflexao da radiagdo, sendo os mais utilizados: didxido de
titdnio (que atua sobre a radiacdo UVB)e 6xido de zinco (que atua sobre a radiagdo UVA). O
inconveniente destes agentes € o aspecto estéticodesagradavel provocado na pele dos pacientes
(WANG et al., 2011). Os filtros quimicos (substancias organicas) absorvem a radiagcdo ¢ a
liberam na forma de energia térmica ou fluorescéncia, através do mecanismo denominado
ressonancia (SCHALKA; REIS, 2011). Os ativos mais comuns desta classesdo o acido p-
aminobenzdico (PABA), os cinamatos, salicilatos e as benzofenonas. Merece destaque a
utilizagao das benzofenonas devido a sua absor¢ao na regido do UVA/UVB e a tolerancia
cutanea (WANG et al., 2011).

Produtos vegetais que apresentam atividade fotoprotetora t€ém sido estudados com o
intuito de incrementar beneficios a produtos cosméticos. Entretanto, o desenvolvimento de
formula¢des multifuncionais empregando substincias que possuam diferentes mecanismos de
acdo e proporcionem um resultado satisfatorio na prevencao ao envelhecimento, combate aos
danos e embelezamento da pele constitui-se o principal alvo da Cosmetologia (SCOTTI &

VELASCO, 2003). Neste contexto, o Brasil ¢ um pais de ampla biodiversidade em seu
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territorio, e plantas medicinais tém sido bastante exploradas, pois apresentam ampla
diversidade de metabolitos secundarios com diferentes atividades biologicas, existindo a
necessidade de um aprofundamento no conhecimento das propriedades farmacoldgicas das

espécies vegetais e suas possiveis utilizacdes no desenvolvimento de novos produtos.

2.8 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA - TRICHOMONAS VAGINALIS

Tricomoniase ¢ a doenca sexualmente transmitida, ndo viral mais prevalente no
mundo (WHO, 2001). E causada pelo parasita extracelular Trichomonas vaginalis (Donné,
1836), protista que pertence ao Filo Parabasala e familia Trichomonadidea. Os
tricomonadideos sdo organismos quese caracterizam pela presenga de quatro a seis flagelos e 7.
vaginalis apresenta quatro flagelos anterior (HONIGBERG & BRUGEROLLE, 1990;
BENCHIMOL, 2004). As manifestacdes clinicas datricomoniase ocorrem diferentemente em
homens e mulheres. Nos homens, na maioria dos casos relatados, a doenga ¢é assintomatica e
autolimitada. Quando sintomadtica, as queixas sdo de corrimentos mucopurulentos, distria e
pouco prurido ou ardéncia imediatamente ap6s relagoes sexuais (PETRIN et al., 1998). Nas
mulheres, as manifestagdes clinicas iniciam-se com prurido local com corrimento vaginal
espumoso, amarelo ou esverdeado e mucopurulento, dor abdminal baixa e disuria, podendo
atingir um estado severo de vaginite (FICHOROVA, 2009). A tricomoniase pode ainda causar
sériasconseqiiéncias na saude, como complicagdes na gravidez (KLEBANOFF et al., 2001),
aumento da predisposicao ao cancer cervical (VIIKKI et al., 2000) e de doenca inflamatoria
pélvica (CHERPES et al., 2006).

Os farmacos de escolha na terapia anti 7. vaginalis pertecem ao grupo dos 5-
nitroimidazois (HELMS et al., 2008), esses causam efeitos carcinogénicos, teratogénicos e
reacdes adversas. Além disso, o aumento do surgimento de isolados clinicos ou laboratoriais de
T. vaginalis resistentes a essesfarmacos torna-se um agravante para o sucesso do tratamento da
doenca (GOLDMAN et al., 2009). Diante dessa situacao a investigacdo do uso de moléculas e
produtos naturais bioativos, para fins terapéuticos vem se intensificando e pesquisas
utilizando compostos isolados de plantas como fontes alternativas para terapia estio em
evidéncia. Frasson e colaboradores (2012) avaliaram a atividade anti-7Trichomonas vaginalis
do extrato aquoso da raiz de Polygala decumbens, que apresentou uma reducdo de 50% do

trofozoito do 7. vaginalis com Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) de 1,56 mg/mL.
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Perfil fitoquimico, avaliacdo da atividade citotéxica e antibacteriana de extratosetandlicos de
plantas medicinais.

RESUMO

Produtos naturais isolados ou em associacdo com os medicamentos originais tém sido testados para um
controle mais eficaz para microrganismos, almejando potencializagdo na a¢do dos mesmos e minimizagao
dos efeitos indesejaveis. Diante do potencial biotecnologico de plantas medicinais, o estudo da agdo
antimicrobiana de seus metabolitos representa um passo fundamental para o uso desses produtos. Deste
modo, o presente trabalho visou conhecer o perfil fitoquimico e a avaliagdo da atividade citotoxica e
antibacteriana de plantas medicinais frente a bactérias multiressistentes. Extratos etanolicos foram
preparados das partes aéreas de Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardineriana, Erythoxylum
revolutum, Zanthoxylum rhaifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus ¢
Krameria tomentosa. A abordagem fitoquimica dos extratos por cromatografia em camada delgada
(CCD) revelou a presenga de flavonodides, triterpenos, esterdides, derivados cindmicos, saponinas,
monoterpenos € sesquiterpenos, proantocianidinas, Curaminas enquanto nenhum extrato apresentou
quinonas. Na analise da atividade antibacteriana dosextratos, verificou-se que estes apresentaram atividade
inibitoria para as bactérias estudadas, variandoa Concentragdo Minima Inibitoria entre 390 a 6250 png/ml.
Todos os extratos testados apresentaram um potencial bactericida com a relagdo CMB/CMI com valores
entre 1 e 4, com excec¢do do extrato de K. tomentosa para E. coli que apresentou potencial bacteriostatico.
Dentre os extratos em estudo dois foram selecionados para o estudo de Checkerboard, B. gardineriana
contra S. aureus (CMI 390 pg/ml) e P. aeruginosa (CMI 3130 pg/ml), bem como, K. tomentosa contra S.
aureus (CMI 390 pg/ml) e E. coli (CMI 6250 pg/ml). Na avaliacdo da citotoxicidade dos extratos sobre
eritrocitos humanos do tipo O, observou-se que os extratos ndo apresentam citotoxicidade. Dessa forma,
diante dos resultados obtidos, conclui-se que os extratos analisados possuem potencial bioativo, sendo
promissores e servido de base para estudos visando a obtenc¢do de novos antimicrobianos.
Palavra-chave: Perfil fitoquimico; Atividade antibacteriana; Atividade citotoxica e Plantas medicinais.

ABSTRACT
Natural products isolated or in association with the original medicines, have been tested for a more
effective control for microorganisms aiming potentiation in their action and minimization of undesirable
effects. Faced with the biotechnological potential of medicinal plants, the study of the antimicrobial action
of its metabolites represents a fundamental step towards the use of these products. Thus, the present work
aimed to know the phytochemical profile and the evaluation of the cytotoxic and antibacterial activity of
medicinal plants against multiresistant bacteria. Ethanolic extracts were prepared from the aerial parts of
Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardineriana, Erythhoxylum revolutum, Zanthoxylum rhaifolium,
Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus, Krameria tomentosa. The
phytochemical approach of extracts by thin layer chromatography (TLC) revealed the presence of
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Flavonoids, Triterpenes, Steroids, Cinnamic Derivatives, Saponins, Monoterpenes and Sesquiterpenes,
Proanthocyanidins, Curaminas and no extract presented quinones. In the analysis of the antibacterial
activity of the extracts, it was verified that these showed inhibitory activity for the studied bacteria,
varying the Minimal Inhibitory Concentration between 390 and 6250 pg / ml. All extracts tested showed a
bactericidal potential withthe MBC / MIC ratio between 1 and 4, except for the extract of K. tomentosa for
E. coli that presentedbacteriostatic potential. Among the extracts studied, two were selected for the study of
Checkerboard, Byrsonima gardineriana against Staphylococcus aureus (MIC 390 pg/ ml) and
Pseudomonas aeruginosa (MIC 3130 pg/ml), as well as Krameria tomentosa against Staphylococcus
aureus (MIC390 ng/mL) and Escherichia coli (MIC 6250 pg/ml). In evaluation of extracts cytotoxicity on
humantype O erythrocytes, it was observed that the extracts doesnt present cytotoxicity. Thus, in view of
the obtained results, it is concluded that the extracts analyzed have bioactive potential, being promising
and served as the basis for studies aiming at obtaining new antimicrobials.

Keywords: Phytochemical profile; Antibacterial activity; Cytotoxic activity and medicinal plants.

INTRODUCAO

As plantas produzem, além dos metabdlitos primarios, uma grande variedade de metabdlitos
secundarios, estes, embora ndo sendo essencial ao organismo produtor, tém um importante papel na
sobrevivéncia da planta em seu ecossistema. As vias metabdlicas secundarias vegetais ddo origem a
diversas classes de compostos, tais como, alcaldides, terpendides, antocianinas, esterdides, flavonoides,
quinonas, cumarinas que, por vezes, estdo presentes em aplicagdes comerciais como: farmacos, corantes,
aromas e inseticidas. (Kaur et al., 2009; Fabri et al., 2009; Lai et al., 2010).

Desde a introdugdo do mais antigo agente antimicrobiano até o mais recente, vem se registrando
uma pressdo seletiva dos microrganismos causada, principalmente, pelo uso indiscriminado de
antibidticos e quimioterapicos, resultando no desenvolvimento de espécies resistentes e aumentando
significativamente o risco de infec¢do. (Peres-Bota, 2003; Pittet D, 2005). A resisténcia a um determinado
farmaco esta diretamente associada a sua ma utilizagdo, pois mais de 60% destes medicamentos sdo
prescritos de forma irracional e indiscriminada (Novaretti et al., 2014).Diante desta situagdo, as infecgdes
hospitalares sdo reconhecidamente uma das principais causas de morbidade, mortalidade e aumento nos
custos hospitalares, principalmente em paises em desenvolvimento. Desta forma a resisténcia a agentes
antibacterianos tem se tornado um importante problema de satide publica, visto que, dos dois milhdes de
pessoas que contraem alguma doenga de origem bacteriana nos hospitais do Brasil a cada ano, cerca de
70% dos casos envolvem cepas bacterianas que sdo resistentes a pelo menos uma droga (Oliveira & Silva,
2008; Dias & Monteiro, 2010). Na tentativa de um controle mais eficaz para os microrganismos, algumas
medidas vém sendotomada, como a redugdo do uso de antibioticos. Atrelada a isso, pesquisadores t€ém
testado produtos naturais isolados e em associagdo com os medicamentos originais (Sousa et al., 2010),
almejando uma potencializagdo na acdo dos mesmos ¢ minimizacdo dos efeitos indesejaveis (Gibbons,
2004; Gurib-Fakim, 2006). Estudos antimicrobianos mostraram que extratos de plantas t€m efeitos
bactericidas ¢ que podem ser uma solucdo para os problemas causados pelo aumento da resisténcia
bacteriana aos antibioticos (Malik et al, 2015; Ganie & Yadav, 2015; Yazan et al, 2016).A utilizagdo de
plantas na medicina popular ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal na humanidade. O
conhecimento das propriedades curativas destas plantas foi adquirido de forma totalmente empirica, e
transmitida através do tempo. Nos ltimos anos, o conhecimento sobre o potencial terapéutico de plantas
com atividade antimicrobiana tem despertado o interesse cientifico, buscando novos caminhos para o
controle e tratamento de diversas doencas (Garcia & Orlanda, 2014). As plantas medicinais fornecem
substancias quimicas que sdo utilizadas como modelos para modifica¢des estruturais e otimizacdo das
propriedades farmacoldgicas e bioquimicas, servindo como inspira¢do de quimicos organicos,
estimulando-os para enfrentar desafios na construgdo sintética denovas estruturas moleculares (BRAZ-
FILHO, 2010). Os produtos naturais, incluindo os metabolitos de plantas, sdo conhecidos por sua
importancia no desenvolvimento de remédios (Leonti et al, 2017).

Diante do potencial biotecnologico que as plantas medicinais possuem pesquisas direcionadas a
investigar a a¢do dos compostos quimicos, bem como, avaliar o potencial bioativo dessas plantas em
estudo torna-se oportuno, de forma que os resultados possam contribuir para o aumento da qualidade de
novos farmacos, como também trazer conhecimento, do ponto de vista cientifico. Destemodo, o presente
trabalho visou conhecer o perfil fitoquimico, a atividade citotoxica e antibacterianade extratos etanolicos
de plantas medicinais.

MATERIAL E METODO
Material vegetal

As partes aéreas das espécies Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana, Erythoxylum
revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus
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Krameria tomentosa foram coletadas em diferentes locais, no estado da Paraiba- Brasil,como citado na
Tabela 1. Uma excicata de cada material foi preparada e depositada em Hebario. O material botanico
fresco foi desidratado em estufa com ar circulante, durante 72 horas, em temperatura média a 40°C,
sendo, em seguida, triturado em moinho mecanico.

Preparo do Extrato:

Para obtengao do extrato etandlico bruto (EEB), o p6 de cada planta foi macerado em etanol
(EtOH) a 95% por 72 horas, sendo tal processo repetido exaustivamente. Em seguida, a solugdo extrativa
foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40°C.

Microrganismos

Foram utilizados microrganismos padroes, pertencentes a cole¢dao de culturas do Departamento
de Antibidticos da UFPE (UFPEDA), Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Escherichia coli (UFPEDA
224), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416).

Perfil fitoquimico

Para analise fitoquimica, os oito extratos foram suspensos em metanol para obter uma
concentragdo final de 10 mg/mL. Aliquotas de 5 pl de cada extrato foram submetidas a cromatografiaem
camada delgada (CCD). Os testes consistiram em reagdes quimicas qualitativas simples, que demostraram
a presenca de compostos como: taninos, flavondides, esterdides, saponinas e alcaldides. Utilizaram-se
placas de poliamida (11 F254-merck), para andlise dos metabdlitos secundarios,empregando diferentes
fases moveis e reveladores especificos (Tabela 2). (Brasseur & Angenot,1986;Harborne JB,1998; Roberts
EAH, 1957; Wagner H, 1996).

Tabelal: Espécies, local e época de coleta do material botinico.

Espécie Local Més/Ano Numero excicata
D. ecastaphyllum Rio Tinto-PB Setembro/2010 457382

B. gardneriana Serra Branca-PB Margo/2007 AGRA 947°

E. revolutum Serra Branca-PB Junho/2010 AGRA 5695°
K. tomentosa Santa Rita- PB Junho/2010 AGRA 3271°
P. spicatus Maturéia-PB Junho/2011 AGRA 7428
L. microphylla Serra Branca-PB Junho/2010 AGRA 6118°
P. acuminatus Maturéia-PB Margo/2012 AGRA7432b
Z. rhaifolium Maturéia-PB Junho/2011 AGRA 5184"

2 Herbario do Departamento de Sistematica e Ecologia (DSE)-UFPE;
"Herbério Professor Lauro Pires Xavier da UFPB.

Tabela 2- Padrades, sistemas de eluicio e reveladores utilizados para Cromatografia emCamada
Delgada.

Metab. secundario Padroes Sistema de elui¢do Revelador Referéncias
Flavonoides, derivados Quercetina, rutina eAC. AcOEt-HCOOH-AcOH-H20 NEU Wagner & Bladt, 1996
cinamicos clorogénico (100:11:11:27 v/v) Brasseur& Angenot, 1986
Triterpenos e esteroides B-sitosterol Tolueno:AcOEt (90:10 v/v) Lieberman &Burchard Harborne, 1998
Saponinas AcOEt-HCOOH-AcOH-H20 Lieberman &Burchard Harborne, 1998

Mono e sesquiterpenos
cumarinas ¢ Quinonas
Alcaloides

Proantocianidias cindensadas

Timol Cumarina e Lapachol
Pilocarpina

Catequina

(100:11:11:27 v/v)
Tolueno:AcOEt (97:3 v/v)
CHCI3-MeOH (98:2 v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH-H20

(100:11:11:27 v/v)
AcOEt-HCOOH-AcOH-H20
(100:11:11:27 v/v)

Anisaldeido sulfurico
KOH
Dragendorf

Vanilina cloridica

Harborne, 1998
‘Wagner & Bladt, 1996
Wagner & Bladt, 1996

Roberts etal. 1957
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Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada por meio da determinagdo da Concentragdo
Minima Inibitoria (CMI) e da Concentracdo Minima Bactericida (CMB), de acordo com Oliveira et al.,
(2012).

Os extratos foram diluidos em Dimetilsufoxido (DMSO) 10% em meio de cultura Mueller-
Hinton Broth. Na microplaca de 96 pogos estéril foram realizadas diluicdes seriadas dos extratos em
quadruplicatas, variando a concentragdo de 50.000 pg/ml a 195 pg/ml. Em seguida foram inoculados 10ul
da suspensio bacteriana (1,5 x 108 UFC/mL) em cada pogo. Foi utilizado como controle negativo (meio),
controle do solvente (meio, DMSO e suspensdo bacteriana) e controle positivo (meio ¢ suspensio
bacteriana).

Apds 24h de incubacdo a 37°C uma solugdo de resazurina (0,01%) foi usada como indicador.
Qualquer alteragdo de mudanga de cor de purpura a rosa foi registrada com o crescimento bacteriano. A
menor concentragdo, em que nao ha nenhuma mudanga de cor, foi tomada como CMI. As culturasforam
semeadas em meio MHA (Mueller-Hinton Agar) e incubadas por 24h a 37°C para determinara CMB, a
qual corresponde a concentragdo minima de extrato que causa a eliminagdo do microrganismo (NCCLS,
2009).

Curva de Morte

Culturas de S. aures e P. aeruginosa foram diluidas a 1:100 em MHB e colocadas overnight sob
agitagdo a 37°C. Ao atingir uma DO600 de 0,1 foram distribuidas em tubos MHB frescos contendo
extratos de B. gardineriana ¢ K. Tomentosa, nas concentragdes de 1/2 MIC (195 pg/ml), MIC (390
pg/ml) e 2x MIC (780 pg/ml) para S. aureus e 1/2 MIC (1565 pg/ml), MIC (3130 pg/ml) e 2x MIC (6260
pg/ml) para P. aeruginosa. O crescimento bacteriano foi monitorado a cada hora e 30 minutos, a partir de
0 hora até 6 horas, e apdés 24 horas, usando 4 pL de suspensdo diluida em triplicata. As placas foram
incubadas a 37°C durante 24 h e posteriormente foi calculada a CFU/mL.

Ensaio Checkerboard

Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana
(microdiluicdo), foi realizada a técnica de microdiluicdo modificado para o ensaio Checkerborard de
acordo com a metodologia descrita segundo Pillai & Moellering (2005). Para este ensaio foi escolhidoo
antimicrobiano com base no antibiograma. A suspensdo bacteriana foi padronizada a partir de umacultura
de 24 horas, em caldo MH, para 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL). Os
pogos das microplacas (96 pogos) foram preenchidos.
com 80uL de caldo MH. Na tltima coluna (n° 12) adicionaram-se 100uL de clidamicina a 0,1pg/mLpara
realizacdo da diluigdo seriada, transferindo-se sequencialmente 100uL do pogo anterior para o proximo
até a coluna 2. da mesma maneira, na primeira linha (A) adicionaram-se 100uL da solug@o de extrato de
raiz a 125ug/mL para posterior realizagdo da diluigdo seriada até a linha G. Portanto, acoluna 1 contém
apenas o extrato ¢ a linha H apenas a clidamicina. No pogo H1 foi feito o controle de crescimento
bacteriano. Adicionalmente, foram distribuidos 20pL da suspensdo bacteriana em cada poco. As
microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C e apos esse periodo foi realizada a leitura visual do
crescimento bacteriano e a leitura com o revelador resazurina (100pg/mL), utilizado como indicador de
crescimento bacteriano. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a avaliagdo da interacdo entre os diferentes tratamentos foi calculado o indice de
concentragdo inibitoria fracionada (ICIF) de acordo com a seguinte formula:

ICIF = (CIM extrato na combinagdo)+(CIM clidamicina na combinacdo)(CIM extrato) (CIM da
clidamicina)
A partir do ICIF obtido foi avaliada a intera¢do seguindo a classificagdo descrita por Kumar
et al. (2012), na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de ICIF correspondente as diferentes interacdes.

INTERACAO ICIF (mg/mL)
Sinergismo CIF<0,5
Aditivo 0,5<CIF<1
Indiferente 1<CIF<2
Antagonismo CIF2

ICIF: Indice de Concentracdo Inibitéria Fracionada; CIF: Concentragio Inibitoriafracionada.
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Para o ensaio da atividade hemolitica o concentrado de hemacia foi obtido coletando-se e Sml de
sangue venoso humano, de um individuo adulto aparentemente saudavel. Os eritrocitos humanos foram
lavados trés vezes com 0,9% de NaCl. Os extratos foram preparados na concentragdode 2000, 1000, 500,
250 e 125 pg/mL, diluidos com DMSO e NaCl 0.9%, em seguida foram adicionados eritrocidos a 4% a
estes extratos. A mistura foi deixada em repouso a 37°C, por 60 minutos e posteriormente foi
centrifugada por cinco minuto a 3000 rpm. Como controle positivo foi utilizado sangue com Triton X-100
a 0,1% e como controle negativo foi utilizado sangue, DMSO e NaCl 0.9%. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada por cinco minuto a 3000 rpm, 200uL do sobrenadante foram transferidos para uma placa de
96 pogos. A absorvancia foi medida a 570 nm. Apercentagem de hemolise foi calculada usando a seguinte
equacgao:

Hemolise = (A - A0)/ (AX - A0) x 100;
Onde: A ¢ o valor obtido pela leitura da Densidade Otica (OD570) com a solugdo do extrato; A0 é OD
570 em NaCl; eAX é OD 570 nm, com 0,1% de Triton X-100.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise do perfil fitoquimico dos extratos

As placas cromatograficas foram analisadas de acordo com a presenga (+) ou auséncia (-) dos
matabdlitos secundarios identificados pelos reveladores, conforme mostrado na tabela 4. Desta formaa
abordagem fitoquimica dos extratos por cromatografia em camada delgada (CCD) revelou a presenga de
Flavonoides, Triterpenos, Esterdides, Derivados cindmicos, Saponinas, Monoterpenos e Sesquiterpenos,
Proantocianidinas, Curaminas. Os metabolitos secundarios encontrados em maior quantidade, em todos
os extratos, foram Triterpenos e Esteroides, com excegdo de K. fomentosa queapresentou apenas tragos
para esses dois metabolitos. Em seguida, os compostos mais presentes foram flavonoides,
Proantocianidinas, monoterpenos e sesquiterpenos. Nenhum extrato apresentou quinonas.

Tabela 4- Resultados da analise fitoquimica dos extratos de plantas medicinais.

Metabolitos secundarios E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
Flavonoides +++(1) +++(1) +1) +2) +++(1) ++(12) (1) 1 (12)
Derivados cinamicos - - tr +++ + tr + +
Triterpenos -+ ++ 4+ +++ +++ 4+ +++ tr
Esteroides +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ tr
Saponinas - - - ++ ++ - - -
Monoterpenos tr tr tr ++ ++ ++ ++ tr

e Sesquiterpenos

Alcaloides - - - + - + - -

Curaminas - - - +++ +++ - + -

Quinonas - - - - - - - -
Proantocianidinas +3) +4++(3.4) +@ - - - - 1438

Legenda: (-) ausente; (+) fraco; (++) médio; (+++) forte; (tr) tragcos. El: D. ecastophyllum; E2: B.
gardineriana; E3: E. revolutum; E4: Z. rhaifolium; ES: P. spicatus; E6: L. microphylla; E7: P.
acuminatus; B8: K. tomentosa. Nota: Vaglicona e heterosideos de 3’,4’-OH flavonoides; Paglicona e
heterosideos de 3’-OH flavonoides; ¥Proantocianidinas oligoméricas; YProantocianidinaspoliméricas.

Segundo alguns autores, taninos ¢ flavonoides nas plantas, desempenham atividades como
protecdo contra insetos, microorganismos ¢ radiagdo solar, acdo terapéutica pela sua agdo
antiinflamatoria, antifingica, antioxidante e cicatrizante (Zuananni ¢ Montanha, 2004).

Os terpendides formam um grande grupo com estruturas bastante diversas derivadas das
unidades isoprénicas C5. Estdo subdivididos em seis classes: Iridoides, monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenes, triterpenes e saponinas (Chan-Bacab; Pena Rodriguez, 2001). Os terpenoscom suas intrinsecas
caracteristicas vém sendo utilizados na industria quimica como inseticidas (Cheng et al., 2009),
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desinfetantes (Hendry et al., 2009), fungicida (Sanguinetti ef al., 2007) e bactericidas (Karpanen et al.,
2008). Rolin et al., 2013 estudando o extrato etandlico de Byrsonima gardneriana por cromatografia em
coluna com silica gel, isolou cinco triterpenos, em nosso estudo também foi encontrado triterpenos em B.
gardineriana no teste de CCD.

Atividade Antibacteriana

Na analise da atividade antibacteriana dos extratos, verificou-se que estes apresentaram atividade
inibitoria para as bactérias estudadas, variando a Concentragdo Minima Inibitéria entre 390a 6250 pg/ml
(Tabela 4). Os extratos mais promissores para S. aureus foram os das espécies, Byrsonima gardineriana ¢
Krameria tomentosa com CMI de 390 pg/ml e CMB de 1560 pg/ml, paraambos os extratos. No entanto,
para P. aeruginosa o extrato de Byrsonima gardineriana apresentou CMI de 6250 ¢ CMB ¢ 12500 pg/ml.
Para Escherichia coli o extrato que apresentou melhor CMI foiKrameria tomentosa 6250 pg/ml, porém,
para esse extrato o CMB foi de 50000 pg/ml. Os demais extratos apresentaram CMI que variam de 780 a
50000 pg/ml (Tabela 5).

Os resultados obtidos para S. aureus para todos os extratos, com excecdo do extrato de P.
acuminatus mostraram-se promissores para inibi Staphylococcus aureus, uma vez que, as concentragdes
foram inferiores as citadas na literatura também para S. aureus com os extratos de Vismia guianensis e
Symphonia globulifera no qual apresentaram CMI de 312500 pg/ml para ambos os extratos (Aratjo,
2010).

Michelin et al., (2008) analisaram atividade antimicrobiana de extratos metanolicos de
Byrsonima fagifolia, Byrsonima basiloba ¢ Byrsonima intermedia e encontraram para o extrato de B.
basiloba MIC de 6000 pg/ml contra Staphylococcus epidermidis, para o extrato de B. intermedia MIC de
1500 pg/mL contra E. faecalis e 3000 pg/mL contra B. subtilis. Neste estudo o extrato de B.gardineriana
mostrou uma excelente atividade antimicrobiana para S. Aureus, sendo mais promissor do que o
apresentado para as espécies de Byrsonima estudadas por Michelin et al.,(2008).

Nao existe um consenso sobre o nivel aceitavel para extratos de materiais vegetais quando
comparados com antibioticos padrdes. Alguns autores consideram somente resultados similares aos de
antibioticos conhecidos, desde que se trabalhe com uma fragdo ja determinada (Aligianis et al., 2001).

Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos extratos de plantas contra bactérias multiressistentes.

Bac 01 Bac 02 Bac 03
Espécie CMI CMB CMI CMB CMI CMB
pg/mL

B. gardineriana 390 1560 3130 6250 12500 -

D. ecastaphyllum 780 3130 6250 12500 50000 -

E. revolutum 1560 3130 25000 - ND ND

K. tomentosa 390 1560 ND ND 6250 50000
L. microphylla 1560 3130 25000 - 12500 12500
P. spicatus 6250 1250 ND ND 12500 50000
P. acuminatus 50000 50000 25000 - 50000 50000
Z. rhaifolium 12500 12500 25000 - 50000 50000

CMI = Concentra¢do Minima Inibitéria, CMB : Concentracdo Minima Bactericida. Bac
01:Staphylococcus aureus, Bac 02: Pseudomonasaeruginosa, Bac 03: Escherichia coli - :Nao houve
inibi¢do, ND: Nao Determinado.

Trabalhos realizados por Bertini et al., (2005) ¢ Oliveira et al., (2006) mostraram que o 6leo
essencial de Lippia sidoides inibiu a multiplicacdo de estirpes de Staphylococcus aureus. Nader (2010)
estudando o extrato hexanico de Lippia sidoides encontrou razoavel atividade antimicrobiana,com CIM de
500 pg/mL. Estes dados diferem dos encontrados em nosso estudo onde o extrato etandlico de Lippia
microphylla apresentou CMI de 1560 pg/mL para S. aureus. Compostos podem ser classificados como
agentes microbicidas quando a CMB/CMI < 4 (Pankeye Sabath, 2004). Todos os extratos testados para as
bactérias estudados apresentaram um potencial bactericida com a relagio CMB/CMI com valores entre 1
e 4, com excecdo do extrato de K. tomentosa para Escherichia coli que apresentou potencial
bacteriostatico, pois apresentou relagdode 8§ entre 0 CMI e o CMB (Tabela 6).
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Tabela 6. Relacdo entre CMB/CMI xtrat lanta;
Espécie de planta lfﬁc Bac 02 Bac 03
CMB/CMI

Byrsonima gardineriana 4 2 -

Dalbergia ecastaphyllum 4 2 -
Erythoxylum revolutum 2 - -

Krameria tomentosa 4 ND 8

Lippia microphylla 2 - -

Pilocarpus spicatus 2 ND -
Plyllanthus acuminatus 1 - 4
Zanthoxylum rhaifolium 1 - -

CMI : Concentragao Minima Inibitéria, CMB :Concentracdo Minima Bactericida; Bac 01
Staphylococcus aureus, Bac 02: Pseudomonas aeruginosa, Bac 03: Escherichia coli . - : Nao houve
inibi¢ao, ND : Nao Determinado.

Antibiograma

Com base no antibiograma, os antimicrobianos Imipinema, Gentamicina, Amicacina,
Tetraciclina, Nitrofurantoina e Meropenem apresentaram sensibilidade para as trés espécies
bacterianas, enquanto que, Oxacilina, Clindamicina e Ampicilina apresentaram resisténcia a maioriados
extratos, destacando a Clidamicina que apresentou perfil resistente para as bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli e perfil intermediario de resisténcia para S. aureus (Tabela 7). A resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos ¢ considerada como um problema inerente aterapia antimicrobiana, por
este motivo € preciso sempre buscar novas fontes terapéuticas. Testar produtos naturais pode ser uma
medida alternativa importante para ajudar a resolver esse problema de resisténcia (SILVA et al., 2010).

Curva de Morte

Para este estudo foram selecionados os extratos que apresentaram as melhores atividades
antibacterianas para S. aureu, o extrato etandlico de B. gardineriana e K. tomentosa ambos com MICde
390 pg/mL. De acordo com os resultados obtidos, para o extrato de B. gardineriana o crescimentode S.
Aureus, na concentragdo MIC/2, mostrou reducdo de até 2,50 log 10 CFU/mL ap6s 3h de contatocom o
extrato, permanecendo até 6h. A partir de 6h o crescimento bacteriano aumentou continuadamente,
alcangando 8,70 log 10 CFU/mL em 24h. No entanto, ainda havia diferenga significativa na viabilidade
bacteriana entre o controle e a amostra bacteriana exposta ao extrato 24 horas apos a inoculagdo (P
<0,05). Nas concentracdes MIC ¢ 2xMIC ndo foi observado crescimento bacteriano mensuravel 1h e
30min apds a exposi¢do ao extrato. Entretanto, a concentragdo correspondente ao MIC a partir de 6h
apresentou crescimento bacteriano que aumentou constantemente ao decorrer do tempo e a contagem de
células viaveis foi de 2,10 logl0 CFU/mL em 24h. A concentragdo de 2xMIC do extrato mostrou-se
bactericida para S. aureus até 24h, uma vez que nao houve crescimento bacteriano (Figura 1A).

Para K. tomentosa a concentragdo MIC/2, apds 3h, mostrou redugio de até 2,85 log 10 CFU/mL.
A redugdo foi continua até ndo haver crescimento bacteriano detectdvel (6h). Entre 6h e 24h houve
crescimento de colonias até alcangar 8,40 log 10 CFU/mL. Entretanto, ainda havia diferenca significativa
na viabilidade bacteriana entre o controle e a amostra bacteriana exposta ao extrato 24h ap6s a inoculagdo
(P <0,05). Nas concentragdes correspondentes ao MIC e 2xMIC ndo houve crescimento bacteriano em
nenhum dos periodos analisados (Figura 1B). Os resultadosapresentados para ambos extratos, em termos
das alteragdes no logl0 CFU/mL de colonias viaveis, indicaram que os extratos exibiram uma atividade
bactericida significativa. E de acordo com Scheetz e colaboradores (2007), a atividade bactericida foi
definida como sendo < 3 logl0 CFU/mL na contagem de coldnias viaveis em relagdo ao indculo inicial.

Mandal e colaboradores (2011) avaliaram extratos etandlicos de Cinnamomum zeylanicum
(CIN), Syzygium aromaticum (CLV) e Cuminum cyminum (CMN) contra uma cepa resistente de S.
aureus a meticilina e constataram que na concentragdo de 256 pg/Ml, para todos os extratos, as contagens
de células viaveis foram diminuidas ap6s 3 horas até 3,27, 3,61 ¢ 3,97 logl0 CFU/mL, respectivamente.
Os extratos de CIN e CLV tiveram efeitos bactericidas as 6 h, no entanto, o extratode CMN mostrou
efeito bactericida sobre S. aureus apds 24 horas de incubagao.

Olajuyigbe e Afolayan (2012) utilizaram o extrato etandlico de Erythrina caffra no ensaio de
curva de morte nas concentragdes MIC/2 (19,5 ug/mL), MIC (39,1 ug/mL) e 2xMIC (78,2 ug/mL) contra
S. aureus(ATCC 6538). Os resultados mostraram que apos 4h as contagens de células vidveis foram
diminuidas em todas as concentra¢des (3,51, 1,39 ¢ 0,68 logl0 CFU/mL), ¢ ap6s 8h houve um ligeiro
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aumento na concentra¢do do MIC/2 (4,67 logl0 CFU/mL), reducdo na concentracdo do MIC(0,90 log10
CFU/mL), e para a concentragdo de 2x MIC no foi observado crescimento bacteriano mensuravel.

Prabavathye Niveditha (2015) testaram o extrato etandlico de Scoparia dulcis contra uma cepade
S. aureus proveniente de isolado clinico. Os resultados demonstraram que o crescimento de S. aureus foi
reduzido a partir das 4h até 6h na concentracdo do MIC (437ug/ml), e entre 6h e 24h o crescimento
apresentou-se inibido. Esses resultados corroboram com os encontrados em neste estudouma vez que os
extratos etanolicos de B. gardineriana e K. tomentosa, apresentaram redugdo na contagem de células
viaveis ou efeito bactericida.

15+ 20+

154

= /

104

log CFU/mL
log CFU/mL

Tempo th) Tempo (hi
Figura 1: Curva de Morte de extratos etandlicos de B. gardineriana (A) e K. tomentosa (B) contra
S. aureus.

Ensaio Checkerboard

Para o referido estudo um antimicrobiano foi selecionado com base em seu perfil de resisténcia,
de acordo com o antibiograma realizado (Tabela 7). Desta forma, o antimicrobiano clindamicina
apresentou resisténcia para todas as espécies, com excecdo de S. aureus que apresentou resisténcia
intermediaria e por este motivo,foi o selecionado para analise. Dentre os extratos em estudo foram
selecionados dois que apresentaram a melhor concentragdo minimainibitoria, para diferentes bactérias,
para realizar o estudo de Checkerboard, os extratos escolhidos foram Byrsonima gardineriana contra
Staphylococcus aureus (CMI 390 pg/ml) e Pseudomonas aeruginosa (CMI 3130 pg/ml), bem como,
Krameria tomentosa contra Staphylococcus aureus (CMI 390 pg/ml) e Escherichia coli (CMI 6250

pg/ml).

Tabela 7. Perfil de resisténcia das bactérias.

Espécie Bacteriana
Antimicrobiano BAC 01 BAC 02 BAC 03
Imipenema S S S
Gentamicina S S
Oxacilina S R R
Ciprofloxacina | S S
Cefuroxima S R S
Amicacina S S S
Cefepima S R S
Tetraciclina S S S
Acido Nalidixico I R S
Cefazolina S R S
Nitrofurantoina S S S
Meropenem S S S
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Cotrimoxazol S I S
Clindamicina I R R
Cefoxitina S I S
Ampicilina R R S

S= Sensivel; R= Resistente; I= Intermediario; BAC 01= Staphylococcus aureus; BAC 02= Pseudomonas
aeruginosa; BAC 03= Escherichiacoli.

O método Checkerboard é um ensaio in vitro, no qual analisa o efeito de combinagdes de agentes
antimicrobianos com mecanismos de agdo distintos no crescimento bacteriano (Lorian, 2005; Medeiros,
2012).

Os resultados obtidos neste estudo pelo ensaio Checkerboard foram promissores, uma vez que,
quando testados em combinagdo, o extrato da planta € a clidamicina, a Concentragdo Inibitéria Minima
foi inferior a quando testados isoladamente. Para Staphylococcus aureus a CIM B. gardineriana foi de
390 pg/mL, enquanto que, o ICIF foi de 0,041 mg/mL, ¢ a CIM K. tomentosa foi de 390 pg/mL, enquanto
que o ICIF foi de 0,052 mg/ml para Escherichia coli a CIM K. tomentosa foi de 6250 pg/mL,enquanto
que o ICIF foi de 0,123 mg/ml e para Pseudomonas aeruginosa a CIM B. gardineriana foi de 3130
ug/mL, enquanto que o ICIF foi de 0,7 mg/mL. Isso significa dizer que, no tratamento para as referidas
bactérias a dose terapéutica do antimicrobiano (Clindamicina) combinadocom o extrato vegetal podera ser
menor, retardando assim, o desenvolvimento de resisténcia ao microorganismo ¢ melhorando o resultado
da terapia. Esses valores s@o expressos em indice de concentracdo inibitéria fracionada, calculados por
uma equacao, sendo que valores < 5 indicam umainteragdo sinérgica, onde o grau de sinergismo aumenta
quando o valor tende para zero (Jackson et al., 2009). Baseando-se nesta informagao, o resultado obtido
da associagdo do antimicrobiano com os extratos na propor¢do de 1:2 (v/v) demonstrou interagao
sinérgica para S. aureus e P. aeruginosa, enquanto para E. coli a interagdo foi classificada como
adicionado (Tabela 8).

De acordo com relatos na literatura, a associagdo do oleo essencial de E. citriodora com
antimicrobianos (ampicilina, cloranfenicol, tetraciclina) apresentOU sinergismo para a espécie
S.epidermidis. (Oliveira et at.,2006). Em outros estudos realizados por Zago A. (2009), 6leosessenciais de
capim cidreira, horteld e gengibre apresentaram interag@o sinérgica com oito, sete e cinco drogas testadas,
respectivamente, para espécie Staphylococcus aureus.

Ha outros estudos que demonstram sinergismo, como a associag@o de estilbenos e ciprofloxacino
(Kumar et al., 2012), de triterpenoides pentaciclicos e os antibidticos meticilina e vancomicina (Chung et
al., 2011), de silibinina e ampicilina ou gentamicina (Lee et al., 2012), da tomatidina e antibidticos
aminoglicosideos (gentamicina, canamicina, tobramicina, amicacina e estreptomicina) (Mitchell et al.,
2012), entre outros.

A combinagdo de antimicrobianos com produtos naturais pode ser uma estratégia terapéutica. A
terapia de combinagdo pode ser utilizada para expandir o espectro antimicrobiano, para evitar o
surgimento de organismos resistentes, para minimizar a toxicidade, bem como para se obter a atividade
antimicrobiana sinérgica (Kumar et al., 2012).

Tabela 8. indice de concentragio inibitéria fracionada para espécies bacterianas
multiressistentes e interacio entre clindamicina e extratos.

Espécie bacteriana Extrato alcodlico ICIF Interacio
(mg/mL)
Staphylococcus aureus Byrsonima gardineriana 0,041 Sinergismo
Staphylococcus aureus Krameria tomentosa 0,052 Sinergismo
Escherichia coli Krameria tomentosa 0,123 Sinergismo
Pseudomonas aeruginosa Byrsonima 0,7 Adicionado
gardineriana

CIF=Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada.
Ensaio de citoxicidade in vitro da atividade hemolitica

Para avaliagdo da citotoxicidade foram selecinados os extratos de Byrsonima gardineriana ¢
Krameria tomentosa, pois estes apresentaram o melhor desempenho antimicrobiano para cadabactéria
estudada.

Na avaliagao da citotoxicidade dos extratos sobre eritrocitos humanos do tipo O, observou- seque
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houve uma baixa atividade hemolitica (taxa de hemolise <8%) para todos os extratos em todas as
concentragdes analisadas (Tabela 9), quando comparados com os grupos tratados com o Triton-X
(controle positivo), indicando que ndo esta havendo danos a membrana celular dos eritrocitos humanos,
ou seja, os extratos ndo apresentaram toxicidade para as células eucaridticas.

A estabilidade mecanica da membrana de eritrocitos ¢ importante como indicador de
citotoxicidade e o ensaio de hemolise in vitfro ¢ bastante empregado para a avaliagdo toxicologica de
extratos vegetais (Mukherjee & Rajasekaran, 2010). A grande preocupagdo da atividade hemolitica da-se
pelo fato da hemoglobina livre no plasma ser prejudicial a satde causando danos em 6rgdos vitais tais
como figado, rins e coragdo, dai a importancia de analisar a agdo toxica dos extratos (Carvalho et al.,
2007).

A atividade hemolitica pode ser um resultado da formagdo de poros nas membranas celulares,
alterando sua permeabilidade ¢ promovendo a ruptura da célula, porém, varios mecanismos ndo
especificos podem ser responsaveis pela hemolise dos eritrocitos. Compostos como flavonodides, podem
causar oxidacdo de hemoglobina produzindo meta-hemoglobina e assim causar hemolise (Mukherjee &
Rajasekaran, 2010), como também podem atuar como protetores de membranas biologicas contra a
indugdo de danos oxidativos induzidos por radicais livres (Asgary et al., 2005). Compostos fenolicos
podem apresentar atividade hemolitica pela oxidagdo da hemoglobina, formando meta-hemoglobina
(Pereira et al., 2011).

Tabela 9. Percentual de hemolise em eritrocitos dos em diferentes concentracées dos extratos
selecionados.

Hemolise %

Extrato 2000mg/mL 1000 mg/mL 500 mg/mL 250 mg/mL 125 mg/mL
B. gardineriana 6,49 +0,018 3,79+0,017 1,54+0,003 0,59+0,008 0,17+0,004
K. tomentosa 3,25+0,015 1,48+0,003 0,78+0,008 0,32+0,003 0,02+0,001
CONCLUSOES

De acordo com os resultados evidenciados neste estudo, pode-se concluir que os extratos
alcoolicos de B. gardineriana e K. tomentosa tem agdo antimicrobiana frente a S. aureus, P. aeruginosa e
E. coli. A combinagdo de clindamicina com extratos obteve interacdo sinérgica para
S. aureus, P. aeruginosa ¢ aditiva para E. coli, podendo ser uma opgdo a ser explorada, ¢ ainda, os
extratos ndo possuem citotoxicidade. A pesquisa de produtos naturais com potencial terapéutico ¢ de
grande importancia. A possibilidade de interagdo, quando associadoS antimicrobianos e extratos com
atividade inibitoria contra o crescimento de espécies bacterianas, pode sugerir pesquisas futurase uma maior
exploragdo dos resultados obtidos.
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RESUMO

Estudos tém evidenciado o papel dos radicais livres como um dos responsaveis pelo
envelhecimentoe pelas doencas degenerativas. Dentre os métodos que determinam a habilidade
dos antioxidantes em sequestrar radicais livres destacam-se o teste de determinag@o dos fendis
totais e o ABTS. Radiag¢des ultravioletas podem apresentar maleficios para os organismos, alguns
estudos concentram esforcos em avaliar atividades fotoprotetoras que as plantas podem
apresentar. Este trabalho propde dosar a atividade antioxidante e fotoprotetora in vitro de extratos
etanolicos de plantas medicinais. Extrato etanolico bruto (EEB) foi preparado de parte aérea de
oito espécies Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana, Erythoxylum revolutum,
Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus e
Krameria tomentosa. Para os compostos fenolicos totais os extratos K. fomentosa e L.
microphylla  destacaram-se apresentando valores de 416,20 ¢ 373,48(GAE mg/g),
respectivamente. Para o ensaio utilizando o radical ABTS * evidenciamos valores respectivos de
TEAC de 2.206,66 mM, 2.203,66 mM e 2.133,33 mM e de inibig¢do de 99,84%, 99,68%¢e 96,42%
para D. ecastaphyllum, B. gardneriana ¢ K. tomentosa. Para a analise de Fotoprotecdo, os
extratos de D. ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L. microphylla ¢ Z. Rhoifolium
apresentaram absorbancia maxima na regido de radiagdo UVB, e os demais apresentaram
absorbanciamaxima na regido UVC. Todos os extratos apresentaram potencial para FPS e podem
ser utilizados em associagdo com filtros quimicos ou cosméticos, proporcionando beneficios as
formulagoes.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Antioxidante; Fotoprotecao.

ABSTRACT
Studies have shown the role of free radicals as one of those responsible for aging and
degenerative diseases. Among the methods that determine the ability of antioxidants to sequester
free radicals, the ABTS radical sequestration method can be highlighted. Phenolic compounds
have been related to the antioxidant activity of medicinal plants. Ultraviolet radiation can be
harmful to organisms, some studies focus efforts on evaluating photoprotective activities that
plants may exhibit. This work proposes to evaluate the antioxidant and photoprotective activity in
vitro of ethanolic extracts of medicinal plants. The crude ethanolic extract (EEB) was prepared
from aerial parts of eight species (Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana,
Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla,
Phyllanthus acuminatus and Krameria tomentosa). For the total phenolic compounds extracts, K.
tomentosa and L. microphylla obtained the highest results with 416,20 and 373,48 GAE mg/g,
respectivelly. For the test using the ABTS + radical, we showed respective values of 2.206,66
mM, 2.203,66 mM and 2.133,33 mM TEAC and 99,84%, 99,68% and 96,42% of inhibition for D.



ecastaphyllum, B. gardnerianaandK. tomentosa.Forthe photoprotection analysis, the extracts of
D.ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L. microphylla and Z. rhoifolium, presented
maximum absorbance in the region of UVB radiation, and the others showed maximum
absorbance in the UVC region.All extracts presented potential for SPF and can be used in
association with chemical or cosmetic filters, providing the formulations with benefits.
Keywords: Medicinal plants; Antioxidant activity; Photoprotection.

INTRODUCAO

Os processos de oxidacdo e reducdo s@o essenciais para a vida e representam fendmenos
normais que ocorrem no metabolismo célular. Entre as substancias envolvidas nestas reagdes
estdo os radicais livres, que sdo compostos organicos ou inorganicos com um ou mais elétrons
ndo emparelhados na ultima camada eletronica, s3o quimicamente instavel ¢ muito reativos [1].
Estudos tém evidenciado o papel dos radicais livres como um dos responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas, tais como: cancer, doencas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais [2,3]. Estes sdo responsaveis também
pela diminui¢do da vida util dos alimentos e matérias-primas em geral [4].

Compostos antioxidantes s3o substancias que, quando presentes em pequenas
concentragdes em relagdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou mesmo inibir a
oxidagdo do substrato [5], podendo ser de origem natural e sintética. Os naturais dividem-se em
dois grandes grupos, os enzimaticos e os ndo enzimaticos, sendo encontrados em produtos
vegetais, e destacam-se com relagdo aos sintéticos, que se acumulam no organismo favorecendo
os efeitos mutagénicos e carcinogénicos [6]. Podem ainda causar outros males, como aumento do
peso do figado e proliferagdodo reticulo endoplasmatico [4].

A incidéncia de cancer de pele tem aumentado a cada ano e uma das principais causas ¢é
a exposicdo excessiva ao sol, que gera grande quantidade de energia radiante que se propaga em
formade ondas, onde, quanto mais curto o comprimento de onda mais alta ¢ a quantidade de
energia propagada. A maior parte da radiacdo solar (99%) que atinge a terra ¢ composta de
energia ndo ionizante (infravermelho, visivel e ultravioleta) [7]. A radiagdo ultravioleta ¢ dividida
em trés regidesdistintas: UVC (100-280nm), UVB (280-315nm) e UVA (315-400nm) [8, 9]. A
radiagdo UVC ¢ filtrada pela camada de ozdnio da atmosfera, e, portanto, a radiagdo UV que
alcanga a superficie terrestre contém apenas UVB e UVA correspondendo a 5% e 95%
respectivamente [7,10]. Estas radiacdes ultravioletas apresentam diferentes atividades sobre os
organismos, benéficas ou ndao. Assim, a fim de evitar os maleficios causados por estas radiagdes,
alguns estudos concentram esforgos para avaliar a atividade fotoprotetora que as plantas podem
apresentar, aumentando a eficacia dos protetores solares, procurando novas fontes naturais de
compostos fotoprotetores que possam substituir ou reduzir as concentra¢des dos protetores
solares tradicionais [11].

Adicionalmente, o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, o
unico recurso terapéutico de algumas comunidades e grupos étnicos. A grande biodiversidade
brasileira, aliada a legislacdo atualizada para o registro de medicamentos fitoterapicos, consolida
o uso de plantas como primeiro recurso utilizado no tratamento de diversas enfermidades,
sendo muitas vezes este uso feito de forma empirica, sem suas propriedades farmacoldgicas
comprovadas [12]. Assim, representam uma opg¢do terapéutica de grande importancia para a
manutencdo das condigdes de saude das pessoas, especialmente para a populacdo de baixa renda,
com o intuito de substituir ou auxiliar as terapias convencionais no tratamento de varias doengas,
pela facilidade de obteng@o e pelobaixo custo [1].

Diante deste contexto, o estudo teve como objetivo analisar a atividade antioxidante e
fotoprotetora do extrato etandlico de oito espécies de plantas medicinais (Dalbergia
ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana, Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhoifolium,
Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatus e Krameria tomentosa).

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

A parte aérea das espécies Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana, Erythoxylum
revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus
acuminatus € Krameria tomentosa foram coletadas em diferentes locais, no estado da Paraiba,
Brasil.Uma exsicata de cada material foi preparada e depositada no Herbario do Departamento de
Sistematica ¢ Ecologia (DSE)-UFPE e no Herbario Professor Lauro Pires Xavier da UFPB
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(Tabela 1). O material botanico fresco foi desidratado em estufa com ar circulante, durante 72
horas, em temperatura média a 40°C, sendo, em seguida, triturado em moinho mecanico.

Tabelal: Espécies, local e época de coleta do material botanico.
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Espécie Local Més/Ano Nimero
excicata
D. ecastaphyllum Rio Tinto-PB Setembro/2010 457382
B. gardneriana Serra Branca-PB Margo/2007 AGRA 947°
E. revolutum Serra Branca-PB Junho/2010 AGRA 5695°
K. tomentosa Santa Rita- PB Junho/2010 AGRA 3271°
P. spicatus Maturéia-PB Junho/2011 AGRA 7428
L. microphylla Serra Branca-PB Junho/2010 AGRA 6118°
P. acuminatus Maturéia-PB Margo/2012 AGRA7432b
Z. rhaifolium Maturéia-PB Junho/2011 AGRA 5184

"Herbario do Departamento de Sistematica e Ecologia(DSE)-UFPE;
Herbario Professor Lauro Pires Xavier da UFPB.

Preparo do Extrato

Para obtenc@o do extrato etandlico bruto (EEB), o p6 de cada planta foi macerado em
etanol (EtOH) a 95% por 72 horas, sendo tal processo repetido exaustivamente. Em seguida, a
solugdo extrativa foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40°C.

Dosagem de compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados pelo método de Folin -Ciocalteu [14].
Foiutilizados 200 pL da amostra, 1,0 mL do reagente Folin-Ciocalteu (1:10) e ap6s 4 minutos foi
adicionado 800 puL de Na2CO3 7,5% (m/v). As amostras foram protegidas da luz e apds 120 min
deincubagdo, a absorbancia foi lida em espectrofotometro a 765 nm, em triplicata. Os resultados do
teorde compostos fenolicos totais foram expressos em miligrama equivalente a acido galico (GAE
mg)/g de peso seco da planta. O acido galico (0-500 mg/L) foi utilizado para a curva de
calibragdo.

Capacidade antioxidante total equivalente ao TROLOX

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi realizada conforme metodologia descrita
por Uchda [15] com algumas modificagdes. Este ensaio baseia-se na geragdo de cromoforo
radical catidnico obtido a partir da oxidagdo de ABTS por persulfato de potassio. A reagdo de
oxidagdo foi preparada com 7 mM da solugdo de ABTS mais persulfato de potassio 140 mM
(concentragdo final)e a mistura foi incubada no escuro a temperatura ambiente (23°C - 25 ° C)
durante 16 h (tempo necessario para a formagdo de radicais) antes da sua utilizacdo. Uma vez
formado, o radical foi diluidocom etanol P.A. até a obten¢do do valor de absorbancia de 0,7 +
0,02 na leitura de 734nm. Foi utilizado o trolox como padrio de referéncia. Os resultados foram
expressos em TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao Trolox e porcentagem de sequestro
do radical).

Determinagao do comprimento de onda maximo dos extratos secos

Para determinagdo do comprimento de onda maximo (Amax.), os extratos secos foram
diluidos em alcool etilico absoluto PA (Merck) (100mg/L p/v) e realizada varredura entre os
comprimentos de onda de 260 a 400nm (Espectrofotometro FEMTO, modelo 800XI, em cubeta

de quartzo de 1,0 cm caminho 6ptico). O experimento foi realizado em triplicata.

Determinacio da atividade fotoprotetora UVB in vitro



A atividade fotoprotetora foi avaliada utilizando a leitura espectrofotométrica de
solugdes diluidas, de acordo com o Método de Mansur [16]. Os extratos foram previamente secos
em estufa a40 °C por 60 minutos e as dilui¢des foram preparadas nas concentragdes de 25, 50 e
100 mg/L, em seguida varreduras de 260 a 400 nm, com intervalos de 5 nm foram
realizadas, utilizado um espectrofotometro (FEMTO, modelo 800XI, em cubeta de quartzo de
1,0 cm caminho 6ptico).Os calculos foram realizados considerando os intervalos de A

— 320
SPF = FC . X320 .EE (1).abs (1)

determinados por Mansur [16], com base na equagao:

(1) Os valores de EE (L) e I(A) utilizados para o célculo do FPS (Fator de Protecdo Solar) foram
os mesmos usados da literatura. Aplicou-se o fator de diluig¢do (Fd) para correcao de
equivaléncia dos FPS dos extratos com os valores dereferéncia, onde FC = fator de corregdo
(10), EE(L) = efeito eritemogénico da radiagdo; I(A) = intensidade do sol; abs (A) = leitura
espectrofotométrica da absorbancia da solugéo do filtro solar.

Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os valores foram considerados
significativamente diferentes quando houve diferengas entre as medias no nivel de 5% (p< 0,05).
Foi utilizado o software GraphPad Prism®, utilizando a andlise por ANOVA one-way com o
Bonferronipost hoc.

RESULTADOS E DISCUSAO

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante encontrados
estdoapresentados na Tabela 2. Foram obtidos altos teores de compostos fendlicos, que variaram
entre 416,20+0,04 ¢ 83,41+0,01 (EAG mg/g), e destes, Krameria tomentosa e Lippia microphylla
se destacaram, apresentando valores de (416,20+0,04) e (373,48+0,05), respectivamente. Estes
resultados demonstram o grande potencial bioativo das plantas estudadas.

Tabela 2: Teor de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e FPS para os extratos
etanolicosdas espécies estudadas

Espécie Compostos Fenélicos TEAC mM de Trolox/g de amostra ABTS+
(EAG mg/g) (%)
D. ecastaphyllum 222,72 £0,012 2203,66+0,002 99,84 +0,002
B. gardneriana 231,55+0,01° 2206,66+0,00° 99,68+0,00°
E. revolutum 251,44+0,03¢ 1185,66+0,00¢ 84,44+0,00¢
Z. rhoifolium 84,58+0,11¢ 850,00+0,05¢ 36,54+0,05¢
P. spicatus 167,60+0,03¢ 653,33+0,00° 27,37+0,00¢
L. microphylla 373,48+0,05° 793,33+0,01°F 33,90+0,01f
P. acuminatus 83,410,018 226,66+0,002 7,46+0,008
K. tomentosa 416,20+0,04" 2133,33+0,00" 96,42+0,00"

Valores expressos como média + desvio padrao. OBS: as médias com letras diferentes dentro da mesma coluna
apresentam diferencga significativaentre si (p < 0,05) de acordo com o teste de Bonferroni.

Nao foram encontrados estudos anteriores de caracterizagdo quimica, doseamento de
compostos fenodlicos, atividade antioxidante e calculo de FPS da espécie Krameria tomentosa,
sendoeste estudo de grande relevancia para a aplicacdo medicinal desta espécie. Com 416,20 +
0,04 EAG mg/g o extrato da parte aérea de K. fomentosa destaca-se entre as outras espécies que
possuem um conhecido teor de compostos fenolicos, como o “umbuzeiro” (Spondias tuberosa),
que apresentou 100,07 + 0,02 mg EAG/g do extrato metandlico das folhas [15]; a “cabaca”
(Crescentia cujete), que apresentou 50,47 + 0,08 mg EAG/g da fracdo metanolica do extrato
etanolico das folhas [17]; o “carod” (Neoglaziovia variegata), que apresentou 223,70 £ 10,56 mg
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EAG/g do extrato etandlico dasflores [11]; e a “atemoia” (4dnnona cherimola Mill. X A. squamosa
L.), que apresentou 207,80 + 7,21mg EAG/g do extrato etandlico dos talos [18].

Atualmente, espécies vegetais que contém altos teores de compostos fendlicos sdo alvos
de interesse, devido a potencial propriedade antioxidante destas substincias, como também por
atuarem como poderosos agentes anti-infecciosos [19], anti-inflamatérios e anti-carcinogénicos,
como resultado da sua atividade antioxidante [20]. Os compostos fendlicos sdo antioxidantes
primarios que promovem a remocdo ou inativagcdo dos radicais livres por meio da doacdo de
atomos de hidrogénio,inibindo, assim, as reacdes em cadeia [21].

Para o ensaio utilizando o radical ABTS *, valores significativos foram obtidos para o
TEACque variaram entre de 2.206,66 mMa 226,66mM e percentual de sequestro do radical de
99,86% a 7,46% (Tabela 2). Dos oito extratos etandlicos, trés se destacaram Dalbergia
ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana ¢ Krameria tomentosa, apresentando valores respectivos
de TEAC de2.206,66 mM, 2.203,66 mM e 2.133,33 mM e inibigdo de 99,84%, 99,68% e 96,44%.

Estudos anteriores identificaram flavonoides no extrato de Dalbergia ecastaphyllum,
como rutina, isoliquiritigenina, formononetina, biochanina A, pinocembrina, liquiritigenina e
medicarpina [22, 23,24]. Teores de fendlicos de (11,05 + 0,128 EAG em g/100 g de extrato seco),
também foram encontrados na fracdo acetato de etila do extrato desta planta, sendo estes
caracterizados como flavonoides e taninos por andlise em cromatografia em camada delgada [25],
valores menores do queos encontrados neste estudo (222,72 EAG mg/g).

Estudos recentes apontam para o potencial terapéutico de plantas [26, 27, 28, 29]. De
acordo com os valores apresentados na Tabela 2, pode-se verificar que os extratos analisados
possuem um elevado potencial antioxidante, em compara¢do com outras espécies da familia
Fabaceae, como Stryphnodendron pulcherrimum, Myroxylon peruiferum ¢ Abarema
cochliocarpos, que apresentaramum menor percentual de inibigdo variando entre 75,69% a
20,92% [1].

Visando avaliar o potencial fotoprotetor das espécies estudadas, foi determinado o
comprimento de onda maximo de absor¢do no espectro de ultravioleta dos extratos, sendo
observado absorbancia maxima variando entre os comprimentos de onda de 285 nm a 260 nm na
concentragdo de 100mg/L, como demonstrado na Tabela 3 e Figura 1.

Tabela 3 — Comprimentos de onda maximos (AMax) apresentados pelos extratos analisados

Espécie Maiximo A (nm) na FPS*
concentracio de 100mg/mL

Dalbergia ecastaphyllum 285 5,38 +£0,009*
Byrsonima gardneriana 280 9,73 £0,018"
Erythoxylum revolutum 281 4,92 +0,007¢
Zanthoxylum rhoifolium 281 4,53 + 0,0062
Pilocarpus spicatus 269 4,44 +0,020°
Lippia microphylla 283 6,78 £0,010f
Phyllanthus acuminatus 260 4,55+0,007¢

Krameria tomentosa 267 6,62 = 0,040¢
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Figura 1 - Perfil de absorbancia dos extratos nos comprimentos de onda de 260 a 400nm. A
(D. ecastaphyllum), B (B. gardneriana), C (E. revolutum), D (Z. rhoifolium), E (P. spicatus), F
(L.microphylla), G (P. acuminatus), H (K. tomentosa).

A absorcao de uma substancia em regides diferentes do espectro ultravioleta ¢ resultante
de sua natureza quimica, sendo que as plantas que se destacam por possuirem uma ampla
absor¢dao de radiacdo na regido ultravioleta sdo, em sua maioria, produtoras de uma mistura
complexa de metabdlitos secundarios, destacando-se os compostos fendlicos, tais como
flavonoides, taninos e antraquinonas [30]. Dos oito extratos etanolicos analisados, cinco
apresentaram absorbancia maxima na regido de radiacdo UVB (Dalbergia ecastaphyllum,
Byrsonima gardneriana, Erythoxylum revolutum, Lippia microphylla e Zanthoxylum rhoifolium)
e os demais apresentaram absorbancia maxima na regido UVC (Tabela 3). O extrato de Annona
crassiflora apresentou banda de absor¢ao maxima proxima a 360 nm, regido de radiagdo UVA,
cujos raios tém sido extensivamente relacionados ao cancer de pele, fotoimunossupressio e
fotoenvelhecimento [31].

O espectro de absorcdo dos flavonoides, quando dispersos em etanol, apresenta-se
tipicamentecom dois picos, sendo um entre 240 a 280 nm e o outro nos comprimentosde 300 a
550 nm [32]. Dosextratos analisados, apenas os espectros obtidos com extratos de Zanthoxylum
rhoifolium e Phyllanthus acuminatus apresentaram picos de absorbancia caracteristicos para
flavonoides. Andlises realizadas em  extratos de P. acuminatus mostraram a
presenca de flavonoides, taninos, saponinas, esteroides, triterpenoides, cumarinase outros
terpenoides [33], corroborando os resultados deste estudo. Em amostras de Zanthoxylum
rhoifolium, ja foram isolados os flavonoides hesperidina [34], vitexina e isovitexina [35],
substancias que apresentam atividade anti-inflamatdria [36], vasoprotetora [37] e moduladora das
células envolvidas na inflamagao [38].

Nos espectros de varreduras obtidos com os extratos analisados (Figura 1), pode-se
entdo observar que os extratos das espécies estudadas mostraram bandas caracteristicas de
absor¢ao em UVB, ja que houve absorbancia entre os comprimentos de onda de 290 e 320 nm.
Foi verificado queocorreu um aumento na absorbancia com o aumento da concentragdo, sendo
para todas as amostras os melhores resultados foram obtidos na concentracdo de 100mg/mL.
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Dessa forma, todas as espéciesestudadas apresentam-se com um possivel potencial fotoprotetor.

Os valores de FPS foram calculados de acordo com Mansur [16] e sdo exibidos na Tabela 3.
Osextratos etanolicos da parte aérea das plantas em estudo apresentaram FPS que variaram entre
9,73 £0,018 e 4,44 + 0,020.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Resolugcdo RDC
n°30de I de junho de 2012), o valor minimo para FPS deve ser acima de 6,0 [39]. Trés extratos
analisadosneste estudo apresentaram valores de FPS maiores que os estabelecidos pela ANVISA,
Byrsonima gardneriana, Lippia microphylla e Krameria tomentosa (9,73 + 0,018; 6,78 = 0,010 e
6,62 £ 0,040), respectivamente, ¢ todos os extratos apresentaram valores de protegdo solar
maiores que o recomendado pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, que
considera como um
protetor solar, uma formulagdo com valor de FPS maior do que 2. No entanto, para garantir uma
protecdo adequada e minimizar os riscos e danos a pele, a FDA recomenda a utilizagdo de
protetores solares com um valor FPS igual ou superior a 15, combinado com outras medidas de
protegdo [40].

Atualmente, vem-se aumentando o interesse em estudar compostos naturais para
determinar se cumprem este requisito, podendo, assim, ser classificados como "protetores solares
verdes". Quando comprovada a capacidade de absorver a radiagdo solar, os antioxidantes podem
intensificar a protecao final do produto e ou neutralizar os radicais livres produzidos na pele apos
exposicao ao sol [41, 42, 43, 44]. A inclusdo de produtos naturais em formulagdes fotoprotetoras
¢ uma tendéncia [45], ¢ diversas pesquisas tém priorizado a analise de constituintes quimicos
contendo cromoforos e compostos com atividade antioxidante [31], como os compostos
fendlicos, principalmente os flavonoides [45], substincias estas encontradas nos extratos em
estudo que podem ser usados em associa¢do com filtros quimicos, o que traria beneficios a
formulag¢@o como: aumento da fotoprote¢doe fornecimento de diversos metabodlitos secundarios
com importantes propriedades antioxidantes.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados evidenciados neste estudo conclui-se que os extratos
etanolicosapresentaram um elevado potencial antioxidante, destacando as espécies K. fomentosa
e L. microphylla para a analise dos compostos fendlicos totais e D. ecastaphyllum, B.
gardneriana e K. tomentosa para o ensaio do radical ABTS". Para a analise de fotoprotecgo, os
extratos de D. ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L. microphylla e Z. rhoifolium
apresentaram absorbancia maxima na regido de radiagdo UVB, e os demais apresentaram
absorbancia maxima na regido UVC. Todos os extratos apresentaram potencial para FPS e podem
ser utilizados na cosmetologia, proporcionando diversos beneficios.
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JUSTICIDIN B: ATIVIDADE ANTI-TRICHOMONAS VAGINALIS E PERFIL
CITOTOXICO

Justicidin B: atividade anti-7richomonas vaginalis e perfil citotoxico.

RESUMO

Tricomoniase ¢ a doenga, ndo viral, sexualmente transmitida, mais prevalente no
mundo, estando associada a sérias consequéncias a saude. Nos ultimos anos o
aumento do surgimento de isolados de 7. vaginalis resistentes aos farmacos 5-
nitroimidazodis tornou-se um agravante para o sucesso do tratamento da doenca.
A lignana Justicidin B pertence ao subgrupo arilnaftaleno e ocorre em diferentes
espécies, como por exemplo, em Phyllanthus acuminatus Vahl. Nao foram
encontrados estudos na literatura sobre 7. vaginalis e Justicidin B, desta forma
este estudo teve como objetivo analisar a atividade de Justicidin B anti-
Trichomonas vaginalis (JT), analisar o perfil citotoxico da molécula, frente a
eritrocitos e modelo bioldgico de Galleria mellonella, bem como, para linhagens
padrdao de HeLa (ATCC® CCL-2™) e fibroblastos (CCD1072Sk) pelo método
MTT. Para analise da atividade anti-7. vaginalis observou-se 1Cso de 7,2ug/mL,
a inibi¢do de crescimento nas concentragdes de 10pg/mL e 20ug/mL foi mais
significativa apos 24 horas, conseguindo inibir o crescimento dos trofozoitos em
mais de 68% e 85%, respectivamente. Para a viabilidade celular paraHeLa, os
resultados mostraram que a molécula apresentou atividade anticancerigena
promissora, uma vez que nas concentracoes de 20, 100 e 500 pg/mL os
percentuais foram de 57,17; 15,76 e 1,95 respectivamente. A 1Cso da Justicidin B
em células HelLa foi de 17,49 pg/mL. Para fibroblastos os resultados
evidenciaram auséncia de toxicidade nas concentragdes 20 ¢ 100 pg/mL, pois os
percentuais foram de 90,65 e 75,36, respectivamente. Para G. mellonella nao foi
observada morte ouinjuria visivel nas larvas apos cinco dias de analise e as taxas
de sobrevivéncia foram de 100%, paraas concentra¢des estudadas 10, e 50 mg/kg
da larva. Para os eritrécitos a molécula ndo foi consideradaativa, pois apés uma
hora de incubag¢do em temperatura ambiente e constante agitacdo, a taxa de
hemolise foi negativa para todas as concentragdes.

Palavra-chave: Justicidin B; Atividade anti-Trichomonas vaginalis; Atividade
citotoxica.

INTRODUCAO

Tricomoniase ¢ a doenca ndo viral, sexualmente transmitida, mais
prevalente no mundo (WHO, 2001). Causada pelo parasito extracelular
Trichomonas vaginalis (Donné, 1836), ¢ a tinica espécie patogénica do gé€nero
Trichomonas que tem distribuicao mundial (BHESANIA;
NARAYANKHEDKAR, 2016). Apresenta  manifestagdes clinicas

diferentemente em homens e mulheres. No sexo masculino, na maioria dos casos,



a doenga ¢ assintomatica, e quando sintomatica,as queixas ocorrem na genitalia
externa, prostata e epididimo. Podem ocorrer corrimentos mucopurulentos,
distria e pouco prurido ou ardéncia, imediatamente apds relacdes sexuais
(BENCHIMOL, 2004; PETRIN et al., 1998; CUDMORE et al., 2004). J& no
sexo feminino, as manifestacdes clinicas comecam com prurido local com
corrimento vaginal espumoso, amarelo ou esverdeado e mucopurulento, dor
abdminal baixa e disuria, podendo atingir um estado severo de vaginite. Pode
ainda apresentar-se assintomadtica, porém, um terco desses casos torna-se
sintomaticoem até seis meses (FICHOROVA, 2009; CUDMORE et al., 2004).
A tricomoniase pode causar sérias conseqiliéncias a saude, como complicagdes na
gravidez (KLEBANOFF et al.,, 2001), aumento da predisposi¢do ao cancer
cervical (VIIKKI et al., 2000), aumento da doen¢a inflamatéria pélvica
(CHERPES et al., 2006), bem como esta associada ao aumento da transmissao do
HIV (SORVILLO, 2001).

Os farmacos de escolha na terapia anti 7. vaginalis pertencem ao grupo
dos 5- nitroimidazois (HELMS et al., 2008), que causam efeitos carcinogénicos,
teratogénicos e reagdes adversas. Além disso, o aumento do surgimento de
isolados clinicos ou laboratoriais de 7. vaginalis resistentes a esses farmacos
torna-se um agravante para o sucesso do tratamento da doenca (GOLDMAN et
al., 2009). Diante dessa situacdo torna-se necessaria a investigacdo do uso de
moléculas e produtos naturais bioativos para fins terapéuticos.

Os extratos de Phyllanthus tém compostos secundarios como
alcaloides, flavonoides, lignanas, flavonoides, taninos e terpenos, entre outros, €
muitos dos constituintes ativos sdo atribuidosbiologicamente a estes metabdlitos
(KOMURAIAH, et al. 2009). A lignana Justicidin B pertence ao subgrupo
arilnaftaleno e ocorre em diferentes espécies. Em Phyllanthus acuminatus ¢
encontrada na raiz e na parte aérea (PETTIT et al., 1984; PETTIT;
SCHAUFELBERGER, 1988). Importantes atividades farmacoldgicas t€ém sido
relatadas para Justicidin B (HEMMATI; SERADIJ, 2016) como, por exemplo,
efeitos citotoxicos em diferentes linhagens neoplésicas, atividades
antiprotozodrias, inibicdo da absor¢do Ossea e propriedades antiplaquetarias e
antitumorais (ASANO et al., 1996; GERTSCH et al., 2003; LUO et al., 2014).
Estas atividades demonstram que, esta molécula desempenha um importante

papel terapéutico, resultando num interesse consideravel em relagdio a sua
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producao. Nao encontramos estudos na literatura sobre 7. vaginalis e Justicidin
B, dessa forma este estudo teve como objetivo analisar a atividade anti-
Trichomonas vaginalis de Justicidin B, bemcomo, analisar o perfil citotoxico da
molécula frente a linhagens padrio de HeLa (ATCC® CCL-2™), fibroblastos
(CCD1072Sk) e eritrocitos, bem como ao modelo biologico de Galleria

mellonella.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Parte aérea da espécie Phyllanthus acuminatus Vahl foi coletada no
municipio de Maturéia em marco de 2012, no estado da Paraiba, Nordeste do
Brasil. Uma amostra encontra-se depositada (AGRA7432) no Hebario Professor

Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba-UFPB.

Extrac¢ao da Justicidin B

O material botinico fresco (4 kg) foi seco, triturado e submetido a
maceragdo exaustiva com EtOH (95%) por 3 vezes a cada 72 h. Apos este
processo, o extrato foi concentrado sob pressdo reduzida a 400 para obter 80g do
residuo. O extrato bruto de EtOH (50 g) foi fracionado num funil de separacao
(hexano, AcOEt 8: 2 e 1: 1, 2: 8, AcOEt, AcOEt/ MeOH 1: 1 e MeOH): Fragoes
(hexano/ AcOEt 8:2). Para obten¢do do composto de justicidin B 2,64g foram
submetidos a CC (SiO2, hexano, hexano / AcOEt, AcOEt).

Cultivo in vitro de Trichomonas vaginalis

A cepa de T. vaginalis JT foi isolada no Hospital Universitario da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil ¢ tem sido mantida em cultura
desde 1980. Os trofozoitos de 7. vaginalis foram cultivados axenicamente em
tubos contendo 7 mL de meio TYM (Diamond, 1957) acrescido de 10%de soro

fetal bovino inativado pelo calor (60°C por 1 hora). As culturas foram mantidas
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em estufa a 37°C por 24 horas e o meio foi trocado apds este period, que
corresponde a fase logaritmica de crescimento. O meio TYM utilizado foi
composto de 22 mg/ml de triptose, 11 mg/ml de extrato de levedura, 5,6 mg/mL
de maltose, 1 mg/mL de L-cisteina, 0,2 mg/mL de 4cido ascérbico 0,9 mg/mL de
fosfato de potassio monobasico ¢ 0,9 mg/ml de fosfato de potassio dibasico.
Apoés adicionar os componentes acima, o pH foi ajustado para 6,2 ¢ o meio
autoclavado a 120°C por 20 minutos. Todas as observagdes de células vivas
foram realizadas por microscopia Optica de contraste de fase, utilizando
microscopio Optico invertido Axiovert, Zeiss. Os ensaios quantitativos de
susceptibilidade para avaliacdo da atividade anti-Trichomonas foram realizados
em eppendorf, utilizando-se trés concentracdes da Justicidin B (1, 10, 20 pg/mL).
Foram utilizados 5x10* trofozoitos/mL em um volume final de 1 mL, incubados

por 24 h, e a contagem foi realizada em camara de Neubauer.

Cultivo in vitro de HeLa e Fibroblastos

Células de HeLa (ATCC® CCL-2"™) e fibroblastos (CCD1072Sk) foram
mantidos em laboratério, em meio DMEM suplementado de soro fetal bovino a
10%. O cultivo foi realizado em garrafas de 25 cm? e as c€lulas foram incubadas
em estufa tmida com 5% de CO? a 37°C. Para os testes de viabilidade, as células
foram cultivadas em placas de 24 pogos, e os experimentos realizados quando
atingida uma confluéncia de 70-80%. O meio de cultura foi trocado a cada dois
dias e a proliferacio foi controlada por um microscopio Optico invertido

Axiovert, Zeiss.

Atividade citotoxica

Para analisar o efeito da Justicidin B sobre a capacidade redutora do 3-
(4,5- Dimethylthiazol- 2-yl)-2,5-difeniltetrazolium brometo (MTT) pelo
metabolismo celular de HelLa e Fibroblastos, as células foram tratadas com
solugdo de diferentes concentragdes da molécula e avaliadas pelo método

proposto por Mosmann (1983). Este método ¢ baseado na redugdo do MTT a
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cristais de formazan pelas células vivas. Aproximadamente 5x10* células foram
colocadas em placa estéril de 96 pogos para um volume final de 100 pL de meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). Posteriormente, as células foram incubadas em diferentes
concentragdes da molécula (20, 100, 500 pg/mL). Apds 24 horas, MTT (5
mg/mL) foi adicionado as células sendo incubadas por mais quatro horas. Apds
este periodo, o meio foi aspiradoe adicionado 100 uL de HC1 0,04 N em alcool
isopropilico para dissolver os cristais de formazan formados. A absorbancia foi
lida em leitor de placa de 96 pogos em comprimento de onda de 562nm.O ensaio
foi realizado em triplicata e em trés experimentos independentes. O célculo de
inibicao da proliferacdo celular foi realizado em comparagdo com o controle
contendo células ndo tratadas pela molécula. Para os diversos calculos

matematicos dos resultados foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0.

Ensaio citotoxico em Galleria mellonella

Foram preparadas solu¢des-mae da molécula nas concentragdes de 10 e
50 mg/kg da larva, utilizando dgua como veiculo. Para cada concentracdo, trés
grupos de dez larvas de G. mellonella foram selecionados aleatoriamente
(pesando 0,22 g - 0,28 g), em seguida foi injetado em cada larva 10 pL por
dilui¢do utilizando seringa Hamilton (Sigma 60 Aldrich®, EUA). Um grupo de
10 larvas foi utilizado para o controle positivo (10 uLL de agua) e outro grupo de
10 larvas, como controle negativo (10 uL. de DMSO). As larvas foram incubadas
a 37 °C em placas de Petri e a taxa de mortalidade foi observada a cada 24 horas,
durante 120 horas. As larvas foram consideradas mortas quando estavam
imoveis, ou ndo conseguindo reorientar-se quando colocadas em sentido dorsal,
ou ainda, quando apresentaram-se sem resposta ao toque. O experimento foi

realizado em triplicata.

Atividade hemolitica

Para o ensaio da atividade hemolitica o concentrado de hemacia foi
obtido coletando-se S5ml de sangue venoso humano, de um individuo adulto

aparentemente saudavel. Os eritrocitos humanos foram lavados trés vezes com
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0,9% de NaCl. A Justicidin B foi preparada nas concentracdes de 20, 100, 500
pg/Ml, diluidos com DMSO e NaCl 0.9%, em seguida foram adicionado
eritrécidos a 2%. A mistura foi deixada em repouso a 37°C, por 60 minutos e
posteriormente foi centrifugada por cinco minuto a 3000 rpm. Como controle
positivo foi utilizado sangue com Triton X-100 a 0,1% e como controle negativo
foi utilizado sangue, DMSO e NaCl 0.9%. Posteriormente, a mistura foi
centrifugada por cinco minutos a 3000 rpm, sendo 200uL do sobrenadante
transferidos para uma placa de 96 pogos. A absorbancia foi medida a 570 nm. O
experimento foi realizado em triplicata e apercentagem de hemdlise foi calculada
usando a seguinte equacao:
Hemolise = (A — A0) / (AX — A0) x 100;

Onde: A é o valor obtido pela leitura da Densidade Otica (OD570)
com a solucdo do extrato; A0 ¢OD 570 em NaCl; ¢ AX ¢ OD 570 nm com
0,1% de Triton X-100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade anti-Trichomonas vaginalis

Na anélise da atividade anti-7. vaginalis, trés concentragdes da Justicidin
B foram testadas. Observou-se que as concentragdes 10pg/mL e 20ug/mL
tiveram o efeito mais significativo na inibi¢do de crescimento apds 24 horas,
conseguindo inibir o crescimento dos trofozoitos em mais de 68% e 85%,
respectivamente. O DMSO utilizado pra diluir a molécula ndo interferiu nos
resultados, pois seu controle apresentou-se equivalente ao controle negativo
(Tabela 1). Esses resultados sugeremainda que, de acordo com os dados, a ICs €
7,2pg/mL, porém, para uma confirmac¢do mais efetiva, faz-se necessiria a
realizagdo de estudos adicionais como a curva de morte. O efeito anti- 7. vaginalis
da Justicidin B, pode ser considerado moderado uma vez que a dose citotoxica €
baixa, da ordem micromolar.

Hemmati e Seradj (2016) realizaram uma revisdo sobre a Junticidin B,
ndo encontrando nenhum estudo da atividade da molécula contra Trichomonas
vaginalis. Porém, Gertsch e colaboradores (2003) analisaram a atividade

antiprotozoaria da Justicidin B e observaram atividade moderada para outros
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protozoarios como 7. Cruzi, com ICsode 2,6 ng/MI, em comparagio ao benidazol
como controle positivo e atividade forte contra a forma tripomastigota de T.
brucei rhodesiense, com ICsode 0,2 pg/mL.

Tabela 1: Percentual de inibicio de 7. vaginalis, frente a Justicidin B.

Controle Controle DMSO Justicidin B (% inibi¢ao)
20 ng/mL 20 pg/mL 1 pg/mL 10 pg/mL. 20 pg/mL
100,00 96,30 24,2 68,9 84,51

Atividade citotoxica de HeLa e Fibroblastos pelo ensaio de MTT

A citotoxidade foi definida por Nardone (1977) como sendo:* O
conjunto de alteragdes da homeostase celular que provoca uma série de
modifica¢des que interfere na capacidade adaptativadas céluas, bem como na sua
sobrevivéncia, multiplicacdo e realizagdo de suas fungdes metabdlicas”. Os
ensaios toxicoldgicos convencionais sdo muitas vezes lentos e trabalhosos,
tornamdo- se impraticaveis, em contrapartida os ensaios colorimétricos podem
ser miniaturizados em microplacas, sendo um método quantitativo usado para
avaliacdo de células viaveis. No método colorimétrico MTT a coloragao
amarelada ¢ reduzida a cristais de formazan de cor purpura, por meio de
enzimas redutases. A concentracdo dos cristais formados ¢ diretamente
proporcional a concentragdo dascélulas vidveis em um ensaio, ou seja, quanto

maior for a intensidade do roxo, maior serd a quantidade de cé€lulas vivas

(FONSECA, 2006; GALDINO et al., 2014).

Para a viabilidade celular de células de Cancer Cervical (HeLa) frente a
Justicidin B, os resultados mostraram que a molécula apresentou atividade
anticancerigena promissora, uma vez que nas concentragdes de 20, 100 e 500
ng/mL, os percentuais foram de 57,17; 15,76 e 1,95 respectivamente. O controle
de DMSO nas mesmas condi¢cdes em que a célula foi testada, ndo mostrou
interferéncia nos resultados, nas concentracdes de 20 e 100 pg/mL, porém
apresentou para aconcentragdo de 500 ug/mL (Figura 1). A 1Cs0(50% de inibigdo
do crescimento) da Justicidin B em células HeLa foi 17,49 pg/mL. Gertsch e
colaboradores (2003) avaliaram citotoxidade da Justicidin B isolada de P.
piscatorum H.B.K. em células neoplasicas e constataram que a molécula

apresentou citotoxicidade com a maior atividade contra células HelLa



comparaveis a helenalina como controle positivo, esses resultados corroboram
com os encontrados no presente estudo.

Virias atividades farmacologicas foram descritas para a Justicindin B,
que tornou-se conhecida por seus efeitos citotoxicos em diferentes linhagens de
células neoplasicas (GERTSCH etal, 2003). Esta molécula mostrou potencial
citotoxico contra o carcinoma colo retal LOVO humano, linhagem celular (BGC-
823) do cancro gastrico humano (JIN et al., 2014); para oito linhagens celulares
derivadas de diferentes linfomas B (Ilieva et al., 2014); para mieloma multiplo
(MM); carcinoma de mama MDA-MB-231, MCF-7 (MOMEKOV, 2011).

Os fibroblastos sdo as células mais comuns do tecido conjuntivo e sao
capazes de modular seu metabolismo. Para estudos da atividade bioldgica de
moléculas ativas, faz-se necessario investigar em células sadias percentuais de
toxidade, pois desta maneira ndo teriam causado morte ou danos as células
hospedeiras (SILVA, 2009). Os resultados evidenciaram que a molécula nio
apresentou atividade citotoxica nas concentracdes 20 e 100 pg/mL, pois os
percentuais foram de 90,65 e 75,36, respectivamente. O controle de DMSO nao
mostrou interferéncia nos resultados para as concentracdes de 20 e 100 ug/mL,

porém apresentou para concentragao de 500 pg/mL (Figura 2).

150
E TusticidinB 20 pgimL
B Dms020pgnl
i 100+ e i B  iusticidinB 100 pgnml
;EJ P [ owsoioopgmL
H N
% ll.I.l.I i ol TusticidinB 500 pgml
u LE o E
% 50- % Fom L] DMS0 500 pgmlL
= Il.I.I.I
c % N
1 -
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Figura 1: Avaliacdo da citotoxicidade in vitro da Justicidin B, frente a células de HeLa, pelo
método MTT.
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Figura 2: Avaliagdo da citotoxicidade in vitro da Justicidin B, frente a células de fibroblastos.

Ensaio citotoxico in vivo em modelo de Galleria mellonella

Para avaliar os efeitos toxicos in vivo foi utilizado o modelo bioldgico

de Galleria mellonella. Este modelo tem sido utilizado para a investigagdo da

viruléncia de diversos patégenos humanos, devido as suas semelhangas entre o

sistema imune inato com insetos e mamiferos (KAVANAGH; FALLON, 2010).

Nesta pesquisa, apos cinco dias de observacao nao se observou morte ou injaria

visivel nas larvas de G. mellonella, assim constatamos taxas de sobrevivéncia de

100% para todas asconcentragdes (10 e 50 mg/kg de larva) como visu pode ser

vizualizado na Tabela 2.

Tabela 2: Taxa de sobrevivéncia de Galleria mellonella, frente a Justicidin B.

Controle DMSO Controle (H20) Justicidin B

Horas 10 mg/kg 50 mg/kg 10 mg/kg 50 mg/kg 10 mg/kg 50 mg/kg

24 10 mortas 10 mortas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas

48 10 mortas 10 mortas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas

72 10 mortas 10 mortas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas

96 10 mortas 10 mortas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas

120 10 mortas 10 mortas 10 vivas 10 vivas 10 vivas 10 vivas

% sobrevivéncia 00+0,0 00+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0 100+0,0

Atividade hemolitica

Para atividade hemolitica considera-se ativa

* experimento foi realizado em triplicata;

a concentracdo capaz de



causar 50% de hemolise(CEso) em eritrocitos. Neste estudo a Justicidin B ndo foi

considerada ativa, pois apos uma hora de incubagdo em temperatura ambiente e
constante agitacdo, apresentou percentual negativo para todasas concentracdes.
Na tabela 3 pode-se evidenciar percentuais respectivos de - 1,40, -4,23, -8,27
para as concentracdes de 20, 100, 500 pg/mL. O estudo mostra ainda que, o
DMSO utilizado pra diluir a molécula ndo interferiu nos resultados, pois o

percentual de hemolise ficou abaixo de 0,10%.

Tabela 3. Percentual de hemolise em diferentes concentragdes dos extratos
selecionados.

Justicidin B DMSO
20 png/mL. 100 pg/mL 500 pg/mL 20 pg/mL 100 pg/mL 500 pg/mL
-1,40+0,11 -4,234+0,21 -8,27+0,18 -0,67+0,03 0,10+0,14 0,78+0,

18

CONCLUSOES

De acordo com os resultados evidenciados neste estudo, pode-se concluir
que a molécula Justicidin B apresentou atividade anti-7. vaginalis e atividade
anticancerigena promissora para células de HeLa. Para fibroblastos os resultados
evidenciaram auséncia de toxicidade nas concentragdes 20 e 100 pg/mL. Para G.
mellonella nao foi observada morte ou injaria visivel nas larvas, apresentando
taxas de sobrevivéncia de 100%. Nos eritrocitos a molécula ndo foi considerada
ativa ap6s uma hora de incubacao, apresentando taxa de hemdlise negativa. Desta
forma, os resultados obtidos demonstram o grande potencial bioativo para a
Justicidin B, uma vez que a molécula demostrou atividade anti-7richomonas,
atividade esta ainda ndo relatada na literatura até o momento,servindo assim, de

base para pesquisas futuras.
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados evidenciados neste estudo, pode-se concluir que:

Os extratos alcodlicos de B. gardineriana e K. tomentosa t€m ac¢do antimicrobiana
frente a S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. A combina¢do de clindamicina com extratos
obteve interagdo sinérgica para S. aureus, P. aeruginosa ¢ aditiva para E. coli, podendo ser
uma op¢ao a ser explorada e ainda, os extratos nao possuem citotoxicidade; Os extratos
etandlicos possuem um elevado potencial antioxidante, destacando-se K. Tomentosa e L.
microphylla para a anélise dos compostos fenoélicos totais e D. ecastaphyllum, B. gardneriana
¢ K. tomentosa para o ensaio do radical ABTS". Para a analise de Fotoprote¢ao, os extratos de
D. ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L. microphylla e Z. rhoifolium apresentaram
absorbancia maxima na regido de radiagcdo UVB, e os demais apresentaram absorbancia
maxima na regido UVC. Todos os extratos apresentaram potencial para FPS e podem ser
utilizados na cosmetologia, proporcionando diversos beneficios as formulagdes.

A molécula Justicidin B apresentou atividade anti-7. vaginalis e atividade
anticancerigena promissora para cé¢lulas de HeLa. Para fibroblastos os resultados evidenciaram
auséncia de toxicidade nas concentragdes 20 e 100 pg/mL. Para G. mellonella nao foi
observada morte ou injuria visivel naslarvas apresentando taxas de sobrevivéncia de 100%.
Nos eritrécitos a molécula ndo foi considerada ativa apds uma hora de incubagao,
apresentando taxa de hemolise negativa.

O conjunto dos resultados obtidos corrobora com grande potencial que as plantas
medicinaispossuem, como fonte de metabdlitos, com: atividade antimicrobiana, antioxidante,
fotoprotetora, antiprotozoaria e citotoxica, sendo uma area promissora na busca de novos

farmacos.
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ABSTRACT

Natural products isolated or in association with the original medicines, have been tested for a
more effective control for microorganisms aiming potentiation in their action and minimization
of undesirable effects. Faced with the biotechnological potential of medicinal plants, the study of
the antimicrobial action of its metabolites represents a fundamental step towards the use of these
products. Thus, the present work aimed to know the phytochemical profile andthe evaluation of
the cytotoxic and antibacterial activity of medicinal plants against multiresistant bacteria.
Ethanolic extracts were prepared from the aerial parts of Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima
gardineriana, Erythhoxylum revolutum, Zanthoxylum rhaifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia
microphylla, Phyllanthus acuminatus, Krameria tomentosa. The phytochemical approach of
extracts by thin layer chromatography (TLC) revealed the presence of Flavonoids, Triterpenes,
Steroids, Cinnamic Derivatives, Saponins, Monoterpenes and Sesquiterpenes, Proanthocyanidins,
Curaminas and no extract presented quinones. In the analysis of the antibacterial activity of the
extracts, it was verified that these showed inhibitory activity for the studied bacteria, varying the
Minimal Inhibitory Concentration between 390 and 6250 pg / ml. All extracts tested showed a
bactericidal potential with the MBC / MIC ratio between 1 and 4, except for the extract of K.
tomentosa for E. coli that presented bacteriostatic potential. Among theextracts studied, two were
selected for the study of Checkerboard, Byrsonima gardineriana against Staphylococcus aureus
(MIC 390 pg/ ml) and Pseudomonas aeruginosa (MIC 3130 pg/ml), as well as Krameria
tomentosa against Staphylococcus aureus (MIC 390 pg/mL) and Escherichia coli (MIC 6250
pg/ml). In evaluation of extracts cytotoxicity on human type O erythrocytes, it was observed that
the extracts doesnt present cytotoxicity. Thus, in view of the obtainedresults, it is concluded that
the extracts analyzed have bioactive potential, being promising and served as the basis for studies
aiming at obtaining new antimicrobials.

Keywords: Phytochemical profile; Antibacterial activity; Cytotoxic activityand medicinal plants.

INTRODUCTION

Plants produce in addition to the primary metabolites, a large variety of secondary
metabolites, although not essential to the producer organism, play an important role in the
survival of the plant in its ecosystem. The secondary plant metabolic pathways give rise to several
classes of compounds, such as alkaloids, terpenoids, anthocyanins, steroids, flavonoids, quinones,
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coumarins, which are sometimes present in commercial applications such as pharmaceuticals,
dyes,flavors and insecticides. (Kaur et al., 2009, Fabri et al., 2009, Lai et al., 2010).

From the introduction of the oldest antimicrobial agent to the most recent, there has been
a selective pressure ofmicroorganisms caused mainly by the indiscriminate use of antibiotics and
chemotherapeutics, resulting in the development of resistant species and significantly increasing
the risk of infection. (Peres-Bota, 2003; Pittet D, 2005). Resistance to a particular drug is directly
associated with its misuse, since more than 60% of these drugs are prescribed in an irrational and
indiscriminate way (Novaretti et al., 2014). Faced with this situation, hospital infections are
recognized as one of the main causes of morbidity, mortality and increase in hospital costs,
especially in developing countries. Thus, resistance to antibacterial agents has become an
important public health problem, since of the two million people who contract a bacterial
disease in hospitals in Brazil every year, about 70% of the cases involve bacterial strains
that Are resistant to at least one drug (Oliveira & Silva, 2008; Dias & Monteiro, 2010). In an
attempt to more effectively control microorganisms, some measures have been taken, such as
reducing the use of antibiotics. In addition, researchers have tested natural products isolated and
in association with the original medicines (Sousa et al., 2010), aiming at enhancing their action
and minimizing undesirable effects (Gibbons, 2004; Gurib-Fakim, 2006). Antimicrobial studies
have shown that plant extracts have bactericidal effects and may be a solution to the problems
caused by increased bacterial resistance to antibiotics (Malik et al., 2015; Ganaz & Yadav, 2015;
Yazan et al., 2016).

Use of plants in folk medicine is one of the oldest forms of medicinal practice in
mankind. The knowledge of the healing properties of these plants was acquired in a totally
empirical way, and transmitted through time. In recent years, knowledge about the therapeutic
potential of plants with antimicrobial activity has aroused scientific interest, seeking new ways to
control and treat various diseases (Garcia & Orlanda, 2014).

Medicinal plants provide chemical substances that are used as models for structural
modifications and optimization of pharmacological and biochemical properties, serving as
inspiration for organic chemicals, stimulating them to face challenges in the synthetic construction
of new molecular structures (BRAZ-FILHO, 2010). Natural products,including plant metabolites,
are known for their importance in drug development (Leonti et al, 2017).

Given the biotechnological potential that medicinal plants have research aimed at
investigating the action of chemical compounds, as well as, evaluate the bioactive potential of the
plants under study becomes timely, so that the results can contribute to the increase of the quality
of new Drugs, as well as bringing knowledge from the scientific pointof view. Thus, the present
work aimed to know the phytochemical profile, the cytotoxic and antibacterial activity of
ethanolic extracts of medicinal plant.

MATERIAL AND METHODS

Plant materials

Material parts of Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana, Erythoxylum
revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla, Phyllanthus
acuminatus and Krameria tomentosa were collected atdifferent sites, as mentioned in Table 1.
The fresh botanical material was dehydrated in an oven with circulating air for 72 hours, at
average temperature at 40°C, and then comminuted in a mechanical mill.

Table 1: Botanical material data

Species Colect site Month/Year Deposit

number

D. ecastaphyllum Rio Tinto- Setembro/2010 45738
PB

B. gardneriana Serra Margo/2007 AGRA

Branca-PB 947b
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E. revolutum
K. tomentosa

P. spicatus
L. microphylla
P. acuminatus

Z. rhaifolium

Serra Junho/2010
Branca-PB
Santa Rita- Junho/2010
PB
Maturéia-PB Junho/2011
Serra Junho/2010
Branca-PB
Maturéia-PB Margo/2012
Maturéia-PB Junho/2011

108

AGRA
5695°
AGRA
3271°
AGRA
7428°
AGRA
6118°
AGRA743

AGRA
5184"

2 Herbario do Departamento de Sistematica e Ecologia(DSE)-UFPE;
"Herbério Professor Lauro Pires Xavier da UFPB.

Extracts prodution

Plant powder was macerated in 95% ethanol (EtOH) for 72 hours, which process was repeated

thoroughly.

Then the extractive solution was filtered and concentrated on rotary evaporator under reduced pressure at 40

°C.

Microrganisms

All strains was obtained from collection of Antibiotics Department - Universidade
Federal de Pernambuco colection, UFPE(UFPEDA), Staphylococcus aureus (UFPEDA 02),
Escherichia coli (UFPEDA 224) and Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416).

Phytochemical analysis

Eight extracts were suspended in methanol to a final concentration of 10 mg / mL.
Aliquots of 5 pl of each extract were submitted to thin layer chromatography (TLC). The tests
consisted on simple qualitative chemical

reactions that demonstrated presence of compounds such as: tannins, flavonoids, steroids,
saponins and alkaloids. Polyamide (11 F254-merck) plates were used for analysis of the secondary
metabolites, using different mobile phases and specific developers (Table 2). (Brasseur &

Angenot, 1986; Harborne JB, 1998; Roberts EAH, 1957; Wagner H, 1996).

Table 2- TLC conditions

Secondary
metabolites  Standard Elution system Revelator References
Flavonoid, Quercetin, A\cOEt-HCOOH-AcOH- NEU Wagner & Bladt,
Cinnamics rutin e H,O(100:11:11:27 v/v) 1996 Brasseur&
acids chrologenic Angenot, 1986

acid
Triterpens and B-sitosterol ~ Toluen:AcOEt(90:10 v/v) Lieberman Harborne, 1998
streroids &Burchard

AcOEt-HCOOH-AcOH- Lieberman Harborne, 1998

Saponins - H>O(100:11:11:27v/v)  &Burchard
Mono e Timol Toluen:AcOEt(97:3 v/v)  Anisaldehyde Harborne, 1998
sesquiterpens sulfuric KOH
Cumarinss and Cumarin and CHCI3-MeOH (98:2 v/v) Wagner & Bladt,
Quinones lapachol Dragendorff

Pilocarpine  AcOEt-HCOOH-AcOH- 1996 Wagner &
Alkaloids H,O(100:11:11:27 v/v) Vanilin chloridic

Proantocianidin Catequin

AcOEt-HCOOH-AcOH-
H,0(100:11:11:27 v/v)

Bladt, 1996

Roberts et al. 1957




Antibacterial activity

Antimicrobial activity was evaluated by Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (BMC) determination, according to Oliveira et al. (2012).

The extracts were diluted in 10% Dimethylsufoxide (DMSO) in Mueller-Hinton Broth
medium. In the 96-well sterile microplate, serial dilutions of the extracts in quadruplicates were
performed, varying the concentration from 50,000 pg / ml to 195 pg / ml. 10 pl of the bacterial
suspension (1.5 x 108 CFU / ml) was then inoculated into each well. It wasused as negative
control (medium), solvent control (medium, DMSO and bacterial suspension) and positive
control (medium and bacterial suspension).

After 24h incubation at 37°C, a resazurin solution (0.01%) was used as indicator, change
in color from purple to pink was recorded with bacterial growth. The lowest concentration, in
which there is no color change was taken as the MIC. Cultures were seeded in MHA medium
(Mueller-Hinton Agar) and incubated for 24 h at 37 ° C to determine the CMB, which
corresponds to the minimum concentration of extract that causes the elimination of the
microorganism (NCCLS, 2009).

Time Kkill assay

S. aures and P. aeruginosa culture were diluted 1: 100 in MHB and placed overnight
under agitation at 37 ° C. On reaching na OD600 0.1 , they were distributed in fresh MHB tubes
containing extracts of B. gardineriana and K. tomentosa at concentrations of 1/2 MIC (195 g /
ml), MIC (390 pg / ml) and 2x MIC (780 Mg / ml) for S. aureus and 1/2 MIC (1565 pg/ ml), MIC
(3130 pg/ ml) and 2x MIC (6260 pg / ml) for P. aeruginosa. Bacterial growth was monitoredevery
1 hour and 30 minutes, from 0 hours to 6 hours and after 24 hours, using 4 pl of suspensions
diluted in triplicate. The plates were incubated at 37 © C for 24 h and subsequently calculated at
CFU/ ml

Checkerboard assay

To evaluate the synergistic effect from extracts with the best antimicrobial activity
(microdilution), the modifiedmicrodilution technique for the Checkerborard assay was performed
according to the methodology described by Pillai & Moellering (2005). This assay the
antimicrobial was chosen based on the antibiogram. The S. aureus suspension was standardized
from a 24 hour culture in MH to 0.5 of the McFarland scale (approximately 1.0 x 108 CFU
/ ml). The wells of the microplates (96 wells) were filled with 80uL of MH. In the last column n.
12), 100 pL of clidamycinat 0.1 pg / mL was added for serial dilution, sequentially transferring
100 pL from the previous well to the next well to column 2. Likewise, in the first row (A ) 100uL
of the root extract solution at 125ug / mL was added for further serial dilution. Therefore, column
1 contains only the extract and the H line only clidamycin. In the well H1 was made the control
of bacterial growth. In addition, 20 pL of the S. aureus suspension was dispensed into each well.
The microplates were incubated for 24 hours at 37 ° C and after this period a visual reading of
bacterial growth and reading

with resazurin developer (100 pg / mL), used as an indicator of bacterial growth, was performed.
The experiments were carried out in triplicate.

For the evaluation of the interaction between the different treatments, the fractional
inhibitory concentration index (FICI) was calculated according to the following formula:

FICI = (MICin extract combination)+(MICin clindamycincombination)
(MIC extract) (MICclindamycin)

FICT obtained was evaluated following this parameters accordint to Kumar et al. (2012).
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Table 3. FICI values showing interactions

INTERACTION FICI (mg/mL)
Sinergism CIF<0,5
Aditive 0,5<CIF<1
Indiferent 1<CIF<2
Antagonism CIF<2

FICI: fractional inhibitory concentration index; FIC: fractional inhibitoryconcentration.

Hemolytic in vitro assay
Hemolytic activity assay was performed using red blood cell extract obtained by collecting 5 ml
of human venous blood from an apparently healthy adult individual. Human erythrocytes were
washed three times with 0.9% NaCl. Extracts were prepared at the concentration of 2000, 1000,
500, 250 and 125 pg / ml, diluted with DMSO and 0.9% NaCl, then added 4% erythroids to these
extracts. The mixture was allowed to stand at 37 © C for 60 minutes and then centrifuged for five
minutes at 3000 rpm. As positive control, blood was used with 0.1% Triton X-100 and blood,
DMSO and NaCl 0.9% were used as the negative control. Subsequently, the mixture was
centrifuged for five minutes at 3000 rpm, 200 pL of thesupernatant was transferred to a 96-well
plate. Absorbance was measured at 570 nm. The percentage of hemolysis was calculated using
the following equation:
Hemolysis = (A - A0) / (AX - A0) x 100;

Where: A is measured value at OD570 in extract solution, A0 means OD 570 in NaCl and
AXis OD 570 nm, withTriton X-100 0.1%.

RESULTSAND DISCUSSION

Phytochemical analysys

The chromatographic plates were analyzed according to the presence (+) or absence (-)
of the secondary matabolites identified by the developers, as shown in table 4. In this way the
phytochemical approach of the extracts by thin layer chromatography (TLC) revealed the
presence of Flavonoids, Triterpenes, Steroids, Cinnamic Derivatives, Saponins, Monoterpenes
and Sesquiterpenes, Proanthocyanidins, Curamines. The secondary metabolites found in most of
the extracts were Triterpenes and Steroids, with the exception of K. tomentosa that presented only
traces for these two metabolites. Then the most present compounds were flavonoids,
Proanthocyanidins, monoterpenes and sesquiterpenes. No extract had quinones.

According to some authors, tannins and flavonoids in plants, perform activities as
protection against insects, microorganisms and solar radiation, therapeutic action for its anti-
inflammatory, antifungal, antioxidant and healing action (Zuananni and Montanha, 2004).

Terpenoids form a large group with very diverse structures derived from C5 isoprene
units. They are subdividedinto six classes: Iridoides, monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes,
triterpenes and saponins (Chan-Bacab and Pena Rodriguez, 2001). In the present study, the use of
the herbicide-resistant insecticides (Cheng et al., 2009), disinfectants (Hendry et al., 2009),
fungicides (Sanguinetti et al., 2007) and bactericides (Karpanen et al. 2008). Rolin et al., 2013,
studying the ethanolic extract of Byrsonima gardneriana by column chromatography with silica
gel, isolated five triterpenes, in our study triterpenes were also found in B. gardineriana in the
CCD test.

Tabela 4- Resultados de analise fitoquimica dos extratos de plantas da medicinais.

Metabolitos secundarios E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8
Flavonoids O +(0) +@) A O L 2
Derived 1 ) tr +++ ) 2) 2) )
cinamic - - -+ Aot + tr + +

Triterpens et o tr



Steroids +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Saponins - - - ++ 4+ . R
Monoterpens T Tr tr ++ ++ ++ ++
r
e
Sesquiter - - - + - + .
pens
Alkaloid
S
Curamins - - - +++ o+ . +
Quinones - - - - - - -
Proantocianidins +G +++G:4 +@ - - . .

4)
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tr

tr

40,

(-) negative; (+) low concentration ; (++) médium concentration; (+++) higher concentration; (tr)
tragos. E1: D. ecastophyllum; E2: B. gardineriana; E3: E. revolutum; E4: Z. rhaifolium; E5: P.
spicatus; B6: L. microphylla; E7: P. acuminatus, E8: K. tomentosa. Nota: Vaglicona e heterosides
de 3°,4’-OH flavonoids; Paglicons e heterosides of 3’- OH flavonoides; ®’Proantocianidins
oligomerics; “Proantocianidins polimerics.

Antibacterial activity

In the analysis of the antibacterial activity of the extracts, it was verified that these
showed inhibitory activity forthe studied bacteria, varying the Minimal Inhibitory Concentration
between 390 and 6250 pg / ml (Table 4). The most promising extracts for S. aureus were those of
the species, Byrsonima gardineriana and Krameria tomentosa with IMC of 390 pg / ml and CMB
of 1560 pg / ml, for both extracts. However, for P. aeruginosa the Byrsonima gardineriana
extract presented MICs of 6250 and CMB and 12500 pg / ml. For Escherichia coli the extract that
presented the best MICwas Krameria tomentosa 6250 pg / ml, but for this extract the CMB was
50,000 pg / ml. The other extracts presented MICs ranging from 780 to 50,000 ug / ml (Table 5).

The results obtained for S. aureus for all extracts, with the exception of the extract of P.
acuminatus, were shown to be promising for inhibition of Staphylococcus aureus, since the
concentrations were lower than those reported in the literature also for S. aureus with extracts of
Vismia guianensis and Symphonia globulifera in which they presented MICof 312500 pg / ml for
both extracts (Aragjo, 2010).

Table 5- Antimicrobial activity of medicinal plants extracts against multiresistant bacteria.

Bac 01 Bac 02 Bac 03
Species MIC MBC MIC MBC MI MB
C C
ug/mL
B. gardineriana 390 1560 3130 6250 125 -
00
D. 780 3130 6250 12500 500 -
ecastaphyllum 00
E. revolutum 1560 3130 25000 - ND ND
K. tomentosa 390 1560 ND ND 625 500
0 00
L. microphylla 1560 3130 25000 - 125 125
00 00
P. spicatus 6250 1250 ND ND 125 500
00 00
P. acuminatus 50000 50000 25000 - 500 500
00 00
Z. rhaifolium 12500 12500 25000 - 500 500
00 00

MIC = Minimum Inhibitory Concentration, MBC = Minimum bactericidal concentration Bac 01=



Staphylococcus aureus,Bac 02 = Pseudomonas aeruginosa, Bac 03 = Salmonella enteritidis, Bac
04 = Klebsiella pneumoniae, Bac 05
= Escherichia coli - = no inhibition, ND = no determination

In the present study, the antimicrobial activity of methanolic extracts of Byrsonima
fagifolia, Byrsonima basilobaand Byrsonima intermedia was determined by Michelin et al. (2008)
and determined for the extract of B. basiloba MIC of 6000 pg / ml against Staphylococcus
epidermidis and for the extract of B. intermedia MIC Of 1500 pg / ml against E. faecalis and
3000 pg / ml against B. subtilis. In our study the extract of B. gardineriana showed an

excellent antimicrobial activity for S. aureus being more promising than that presented for the
Byrsonima species studiedby Michelin et al. (2008).

There is no consensus on the acceptable level for extracts of plant material when
compared to standard antibiotics. Some authors consider only results similar to those of known
antibiotics provided that a fraction is already determined (Aligianis et al., 2001).

The results of the present study show that the essential oil of Lippia sidoides inhibited the
multiplication of strains of Staphylococcus aureus according to Bertini et al., (2005) e Oliveira et
al., (2006). Nader (2010) studying the hexanicextract of Lippia sidoides found a reasonable
antimicrobial activity, with a MIC of 500 pg / mL. These data differ fromthose found in our
study where the ethanolic extract of Lippia microphylla presented MIC of 1560 pg / mL for S.
aureus.Compounds can be classified as microbicidal agents when CMB / MIC < 4 (Pankey and
Sabath, 2004). All the extracts tested for the studied bacteria presented a bactericidal potential with
the relation CMB / CMI with values between! and 4, except for the extract of K. tomentosa for
Escherichia coli that presented bacteriostatic potential, because it

presented a relation of 8 between the MIC and The CMB (Table 6).

Table 6. CMB/CMI ratio.

Bac 01 Bac 02 Bac 03
PLANT MCB/MIC

Byrsonima gardineriana 4 2 -
Dalbergia ecastaphyllum 4 2 -
Erythoxylum revolutum 2 - -
Krameria tomentosa 4 ND 8
Lippia microphylla 2 - -
Pilocarpus spicatus 2 ND -
Plhyllanthus acuminatus 1 - 4
Zanthoxylum rhaifolium 1 - -

MIC = Minimum Inhibitory Concentration, MBC = Minimum bactericidal concentration; Bac
01= Staphylococcus aureus, Bac 02 = Pseudomonas aeruginosa, Bac 03 = Salmonella
enteritidis, Bac 04 = Klebsiella pneumoniae, Bac 05

= Escherichia coli - = no inhibition, ND = no determined
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Figura 1: Grownth curves B. gardineriana (A) and K. tomentosa (B) against S. aureus.

Antibiogram

Based on antibiogram, the antimicrobials Imipinema, Gentamicin, Amikacin,
Tetracycline, Nitrofurantoin and Meropenem showed sensitivity for the five bacterial species,
whereas Oxacillin, Clindamycin and Ampicillin presented resistance to most extracts,
highlighting Clidamycin that showed resistant profile for Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enteritidis, Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli bacteria and intermediate resistance
profile for S. aureus (Table 7). Bacterial resistance to antimicrobial agents is considered to be an
inherent problem in antimicrobial therapy, which is why it is always necessary to seek new
therapeutic sources. Testing natural products may be an important alternative measure to help solve
this resistance problem (Silva et al., 2010).

Checkerboard assay

For this assay, an antimicrobial was selected based on its resistance profile, according to
the antibiogram performed (Table 7). In this way, the antimicrobial clindamycin presented
resistance for all species, except for S. aureusthat presented intermediate resistance and for this
reason, was selected for analysis. The extracts selected were Byrsonima gardineriana against
Staphylococcus aureus (MIC 390 pg / ml) and Pseudomonas aeruginosa (MIC 3130 pg / ml),
whichwere selected as the best minimum inhibitory concentration for different bacteria to perform
the Checkerboard study. Ml)as well as Krameria tomentosa against Staphylococcus aureus (MIC
390 ng / ml) and Escherichia coli (MIC 6250 pg / ml).

Table 7. Bacterial profile resistence.

Bacteria
species
Antimicrobi BAC BAC BAC
al 01 02 03
Imipenema S S S
Gentamycin S S S
Oxacilin S R R
Ciprofloxaci I S S
n
Cefuroxima S R S
Amicacina S S S
Cefepima S R S
Tetracyclin S S S
Acido I R S
Nalidixico
Cefazolina S R S
Nitrofuranto S S S
ina
Meropenem S S S
Cotrimoxazo S | S
1
Clindamycin I R R
Cefoxitina S I S
Ampicilin R R S

S= Sensible; R= Resistent; = Intermediary; BAC 01= Staphylococcus aureus; BAC 02=
Pseudomonas aeruginosa; BAC03= Salmonella enteritidis; BAC 04 = Klebsiella pneumoniae;
BAC 05= Escherichia coli.

The Checkerboard method is an in vitro assay in which it analyzes the effect of
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combinations of antimicrobial agents with distinct mechanisms of action on bacterial growth
(Lorian, 2005; Medeiros, 2012).

The results obtained in this study by the Checkerboard trial were promising since, when
tested in combination, plant extract and clidamycin, the Minimum Inhibitory Concentration was
lower than when tested alone. For Staphylococcus aureus the MIC B. gardineriana was 390 pg /
mL, whereas the FICI was 0.041 mg / mL, and the MIC K. tomentosa was 390 ng / mL whereas
the FICI was 0.052 mg / Ml for Escherichia coli MIC K. tomentosa was 6250 pg / mL, whereas
FICI was 0.123 mg / ml and for Pseudomonas aeruginosa the MIC was 2.33 mg / mL, whereas
FICI was 0.7 mg / ml. That is to say, in the treatment for said bacteria the therapeutic dose of the
antimicrobial (clidamycin) combined with the plant extract may be lower, thereby retarding the
development of resistance to the microorganism andimproving the outcome of the therapy. These
values are expressed as fractional inhibitory concentration index, calculatedby an equation, and
values < 5 indicate a synergistic interaction, where the degree of synergism increases when the
value tends to zero (Jackson et al., 2009). Based on this information, the result obtained from the
association of the antimicrobial with the extracts in the proportion of 1: 2 (v / v) demonstrated
synergistic interaction for S. aureus and P. aeruginosa, while for E. coli the interaction was
classified as added (Table 8).

According to reports in the literature, the association of the essential oil of E. citriodora
with antimicrobials (ampicillin, chloramphenicol, tetracycline) presented synergism for the
species S.epidermidis. (Oliveira et al., 2006). In other studies carried out by Zago A. (2009),
essential oils of lemongrass, mint and ginger presented synergistic interactionwith eight, seven and
five drugs tested respectively for Staphylococcus aureus species.

There are other studies that demonstrate synergism as the association of stilbenes and
ciprofloxacin (Kumar et al., 2012), pentacyclic triterpenoids and methicillin and vancomycin
antibiotics (Chung et al., 2011), of silibinin and ampicillin or gentamicin (Lee et al. (Gentamicin,
Kanamycin, Tobramycin, Amikacin and Streptomycin) (Mitchell et al.,2012), among others.

Combining antimicrobials with natural products may be a therapeutic strategy.
Combination therapy can be usedto expand the antimicrobial spectrum to prevent the emergence
of resistant organisms to minimize toxicity as well as to achieve synergistic antimicrobial activity
(Kumar et al., 2012).

Table 8. Index of fractional inhibitory concentration for multiresistant bacterial species and
interaction between clindamycin and extracts.

Baceria Alcoholic extract FICI Interaction
(mg/mL)
Staphylococcus Byrsonima 0,041 Sinergism
aureus gardineriana
Staphylococcus Krameria.tomentos 0,052 Sinergism
aureus a
Escherichia coli Krameria.tomentos 0,123 Sinergism
a
Pseudomonas Byrsonima 0,7 Adicionad
aeruginosa gardineriana
FICI: fractional inhibitory concentration index; S. aureus = Staphylococcus aureus; P.

aeruginosa=Pseudomonas aeruginosa; E.coli = Escherichia coli.

Hemolytic in vitro assay

For the evaluation of cytotoxicity, extracts of Byrsonima gardineriana, Krameria
tomentosa, were selected, as they presented the best antimicrobial performance for each
bacterium studied.In the evaluation of the cytotoxicity of extracts on human type O erythrocytes,
it was observed that there was a low hemolytic activity (hemolysis rate <8%), forall extracts at all
concentrations analyzed (Table 9), when compared with the groups Treated with Triton-X
(positive control), indicating that there is no damage to the cell membrane of the human
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erythrocytes, that is, the extracts did not present toxicity to the eukaryotic cells.

The mechanical stability of the erythrocyte membrane is important as an indicator of
cytotoxicity and the in vitro hemolysis assay is widely used for the toxicological evaluation of
plant extracts (Mukherjee & Rajasekaran, 2010). Themajor concern of hemolytic activity is the
fact that free hemoglobin in plasma is harmful to health causing damage to vital organs such as
liver, kidneys and heart, hence the importance of analyzing the toxic action of extracts (Carvalho
et al., 2007 ).

Hemolytic activity may be a result of pore formation in cell membranes altering its
permeability, and promoting cell rupture; however, several non-specific mechanisms may be
responsible for erythrocyte hemolysis. These compounds can also cause hemolglobin oxidation
producing meta-hemoglobin and thus cause hemolysis (Mukherjee & Rajasekaran, 2010), and can
act as biological membrane protectors against the induction of oxidative damage induced by free
radicals(Asgary et al. 2005). Phenolic compounds may present hemolytic activity by the oxidation
of hemoglobin, forming meta-hemoglobin (Pereira et al., 2011).

Table 9. Hemolysis percentual according to extract concentrations.

Hemolysis

Extract 2000mg/ 1000 500 250 mg/mL 125 mg/mL
mL mg/mL mg/mL
B. gardineriana 6,49 3,79+0,01  1,54+0,003  0,59+0,008  0,17+0,004
+0,018 7
K. tomentosa 3,25+0,0 1,48+0,00  0,78+0,008  0,32+0,003  0,02+0,001
15 3
CONCLUSION

According to the results evidenced in this study, we can conclude that, the alcoholic
extracts have antimicrobialaction against the bacteria studied. The combination of clindamycin
and extracts obtained synergistic and additive interaction, which may be an option to be
explored, and the extracts do not have cytotoxicity. The research of natural products with
therapeutic potential is of great importance, the possibility of interaction, when associated with
antimicrobials and extracts with inhibitory activity against the growth of bacterial species, may
suggest future researchand a greater exploitation of the obtained results.
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Abstract

Studies have shown the role of free radicals as one of those responsible for aging and
degenerative diseases. Among the methods that determine the ability of antioxidants to sequester
free radicals, the ABTS radical sequestration method can be highlighted.Phenolic compounds
have been related to the antioxidant activity of medicinal plants. Ultraviolet radiation can be
harmful to organisms, some studies focus efforts on evaluating photoprotective activities that
plants may exhibit.This work proposes to evaluate the antioxidant and photoprotective activity in
vitro of ethanolic extracts of medicinal plants. The crude ethanolic extract (EEB) was prepared
from aerial parts of eight species (Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana,
Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylia,
Phyllanthus acuminatusandKrameria tomentosa). For the total phenolic compounds extracts, K.
tomentosaandL. microphylla obtained the highest results with 416.20and373.48mg GAE/g,
respectivelly. For the test using the ABTS + radical, we showed respective values of 2206.66
mM, 2203.66 mM and 2133.33 mM TEAC and 99.84%, 99.68% and 96.42% of inhibition for D.
ecastaphyllum, B. gardnerianaandK. tomentosa.For the photoprotection analysis, the extracts of
D.ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L. microphyllaandZ. rhoifolium, presented
maximum absorbance in the region of UVB radiation, and the others showed maximum absorbance
in the UVC region.All extracts presented potential for SPF and can be used in association with
chemical or cosmetic filters, providing the formulations with benefits.

Keywords:Medicinal plants; Antioxidant activity, Photoprotection.

1. Introduction

The oxidation and reduction processes are essential for life and represent normal
phenomena that occur in cellularmetabolism. Among the substances involved in these reactions
are free radicals, which are organic or inorganic compounds with one or more unpaired electrons
in the last electron layer, and these molecules are chemically unstable and very reactive
[1].Studies have shown the role of free radicals as responsible for aging and degenerative diseases,
suchas cancer, cardiovascular diseases, cataracts, immune system desorder and brain dysfunction
[2, 3].These molecules are also responsible for the decrease of food and raw materials life span

[4].

Antioxidant compounds are substances which, are capable of retarding or even inhibiting
oxidation of the substrate when present in small concentrations relative to the oxidizable substrate
[5],and may be of natural and syntheticorigin. The natural antioxidants are divided in two large
groups, the enzimatic and the non-enzymatic, being found in vegetal products, and can stand out,
because the synthetics can be accumulated in the organism favoring the mutagenic and
carcinogenic effects[6]. They may also cause other diseases, such as increased liver weight and
proliferation of the endoplasmic reticulum [4].
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The incidence of skin cancer has increased each year and a major cause is excessive
exposure to the sun light, which generates a large amount of radiant energy that propagates in the
form of waves, where the shorter the wavelength, the higher the amount of energy propagated.
Most of the solar radiation (99%) that reaches the earth is composed of non-ionizing energy
(infrared, visible and ultraviolet) [7]. Ultraviolet radiation is divided into three distinct regions:
UVC (100-280nm), UVB (280-315nm) and UVA (315-400nm) [8, 9]. The UVC radiation is
filtered by the ozone layer of the atmosphere, and therefore the UV radiation that reaches the
Earth's surface contains only UVB and UVA corresponding to 5% and 95% respectively [7, 10].
These ultraviolet radiations have different activities on the organisms, beneficial or not.Thus, to
avoid the harmful effects caused by these radiations, some studies concentrate

efforts to evaluate the photoprotective activity that plants can present, increasing the
effectiveness of the sunscreens, looking for new natural sources of photoprotective compounds
that can replace or reduce the concentrations of the synthetic sunscreens [11].

In addition, knowledge about medicinal plants often symbolizes the only therapeutic
resource of some communities and ethnic groups. The great Brazilian biodiversity in addition to
the updated legislation for the registrationof herbal medicines, consolidates the use of plants as
the first resource used in the treatment of several diseases, and thisuse is often done empirically,
without its pharmacological properties confirmed scientifically [12].Thus, they represent a
therapeutic option of great importance for the maintenance of the health conditions of the people,
especially for the low- income population, with the purpose of replacing or assisting the
conventional therapies in the treatment of several diseases, for the ease of obtaining and for the
low cost [13].

In this context, the study aimed to analyze the antioxidant and photoprotective activity
of the ethanolic extract of eight species of medicinal plants (Dalbergia ecastaphyllum,
Byrsonima gardneriana, Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus,
Lippia microphylla, Phyllanthus acuminatusand Krameria tomentosa).

2. Materials and Methods
2.1 Vegetal Material

The aerial parts of the species Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana,
Erythoxylum revolutum, Zanthoxylum rhoifolium, Pilocarpus spicatus, Lippia microphylla,
Phyllanthus acuminatusandKrameria tomentosa, werecollected in different locations in the state
of Paraiba, Brazil. A voucher specimen of each material was prepared and deposited in the
Herbarium of the Department of Systematics and Ecology (DSE) - UFPE and in the Herbarium
ProfessorLauro Pires Xavier (UFPB) (Table 1). The fresh botanical material was dehydrated in an
oven with circulating air for 72hours, at average temperature at 40 °C, and then powdered in a
mechanical mill.

Table 1.Collection of botanical material

120

Location Month/Year Voucher number
Species
D. ecastaphyllum Rio Tinto, Paraiba September/2010 45738!
B. gardneriana Serra Branca, Paraiba March/2007 AGRA 9472
E. revolutum Serra Branca, Paraiba June/2010 AGRA 56952
K. tomentosa Santa Rita, Paraiba June/2010 AGRA 32712
P. spicatus Maturéia, Paraiba June/2011 AGRA 74282
L. microphylla Serra Branca, Paraiba June/2010 AGRA 61182
P. acuminatus Maturéia, Paraiba March/2012 AGRA74322
Z. rhaifolium Maturéia, Paraiba June/2011 AGRA 5184

"Herbarium of the Department of Systematics and Ecology (DSE) - UFPE;?Herbarium Professor
Lauro Pires Xavier (UFPB).



22 Preparation of the extracts

To obtain crude ethanolic extracts (BSE), the powder of each plant was macerated in
95% ethanol for 72 hours,and this process was repeated thoroughly. Then, the extractive solution
was filtered and concentrated on rotary evaporatorunder reduced pressure at 40 ° C.

2.3 Determination of total phenolic compounds

Total phenolic compounds were determined by the method of Folin-Ciocalteu [14]. For
this, 200 uL sample wasused, 1.0 ml of Folin-Ciocalteu reagent (1:10) and after 4 minutes it was
added 800 uL of Na;CO37.5% (m/v). The samples were protected from light and after 120 min of
incubation, the absorbance was measured in a spectrophotometer at 765 nm in triplicate. The
results of the total phenolic compounds content were expressed in milligrams of gallic acid
equivalent (mg GAE/g)per gram of dry weight of the plant. Gallic acid (0-500 mg / L) was used
for the calibration curve.

24 Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

The antioxidant activity by the ABTS method was performed according to the
methodology described by with modifications [15]. This assay is based on the generation of
cationic radical chromophore obtained from the oxidation.

of ABTS by potassium persulfate. The oxidation reaction was prepared with 7 mM ABTS
solution added to 140 mM potassium persulfate (final concentration) And the mixture was
incubated protected from light at room temperature (23

°C - 25 °C) for 16 h (time required for radical formation) prior to use. Once formed, the radical
was diluted with ethanoluntil the absorbance value of 0.7 + 0.02 was obtained on the wavelength
734 nm.Trolox was used as the reference standard. The results were expressed in TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) and percentage of radical sequestration.

2.5 Determination of the maximum wavelength of dry extracts

For determining the maximum wavelength (Amax.), he dried extracts were diluted with
absolute ethyl alcohol (Merck) (100mg/L p/v) and a scan was performed between the
wavelengths of 260 to 400 nm (Spectrophotometer FEMTO, model 800XI, using 1.0 cm quartz
cell optical path).The experiment performed in triplicate.

2.6 Determination of UVB photoprotective activity in vitro

The photoprotective activity was evaluated using the spectrophotometric method using
diluted solutions [16]. The extracts were previously oven dried at 40 °C for 60 minutes and
dilutions were prepared at the concentrations of 25,50 and 100 mg/L, then scans of 260 to 400 nm,
with 5 nm intervals were performed, using a spectrophotometer (FEMTO,Model 800XI, in a 1.0
cm quartz cell optical path). The calculations were performed considering the intervals of A
determined [16], based on equation:

SPF = FC.233) .EE (1).abs (1)

(1) The values of EE (A) and I (1) used for the calculation of SPF (Solar Protection Factor)
were the same as those used in the literature [16]. FC = correction factor (10), EE () =
erythemogenic effect of radiation; I (A) = intensity of the sun; Abs (A) = spectrophotometric
reading of the absorbance of the sunscreen solution.

2.7 Statistical analysis

All assays were performed in triplicate. The values were considered significantly
different when there were differences between the means at the 5% level (p <0.05). GraphPad
Prism® software was used, using one-way ANOV Aanalysis with Bonferroni post hoc.
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3. Results and Discussion

The results of the determination of total phenolic compounds and antioxidant activity are
shown in Table 2.Highcontents of phenolic compounds were obtained, ranging from 416,.20+0.04
and 83.41+0.01 (mg GAE/g), and of these,Krameria tomentosaandLippia microphyllastood
out,presenting values of (416.20£0.04) and (373.48+0.05), respectivelly.These results
demonstrate the great bioactive potential of the plants studied.
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Table 2.Content of total phenolic compounds and antioxidant activity for the ethanolic extracts of the species

studied
Species Total Phenolic 0 o 11 v of ABTS" (%)
Compounds(mg sample
GAE/g)
D. ecastaphyllum 222.72 +0.01? 2203.66%0.00? 99.84 +0.00*
B. gardneriana 231.55+0.01° 2206.66+0.00° 99.68+0.00°
E. revolutum 251.44+0.03¢ 1185.66+0.00° 84.42+0.00°
Z. rhoifolium 84.58+0.11¢ 850.00+0.059 36.54+0.054
P. spicatus 167.60+0.03¢ 653.334+0.00° 27.37+0.00°
L. microphylla 373.48+0.05" 793.33+0.01f 33.90+0.01f
P. acuminatus 83.41+0.018 226.66+0.008 7.46+0.008
K. tomentosa 416.20+0.04" 2133.33+0.00" 96.42+0.00"

Values expressed as mean + standard deviation. Note: the means with different letters within the
same column present asignificant difference between them (p<0.05) according to the Bonferroni
test.

No previous studies of chemical characterization, phenolic compound dosing,
antioxidant activity and SPF calculation of the Krameria tomentosa species were found.
Therefore, this study has a great relevance for the knowledgeof the medicinal application of this
species. Presenting 416.20 + 0.04 mg GAE/g of the extract of the aerial parts, K. fomentosacan be
highlighted among other species, which have a known content of phenolic compounds, such as
"umbuzeiro” (Spondias tuberosa), which presented 100.07 + 0.02 mg GAE/g of the leaf methanolic
extract [15], “cabaga” (Crescentia cujete), which presented 50.47 + 0.08 mg GAE/g of the
methanolic fraction of the leaves ethanolic extract [17], “carod” (Neoglaziovia variegata), which
presented 223.70 £ 10.56 mg GAE/g of the ethanolic extract of the flowers[11] and “atemoia”
(Annona cherimola Mill. x A. squamosa L.), which presented 207.80 = 7.21 mg GAE/g of the
ethanolic extract of stems [18].

Presently, plant species that contain high levels of phenolic compounds are targets of
interest due to the potentialantioxidant properties of these substances as well as to act as powerful
anti-infective agents [19], anti- inflammatory and anti-carcinogenic because of its antioxidant
activity [20]. Phenolic compounds are primary antioxidants that promote the removal or
inactivation of free radicals through the donation of hydrogen atoms, inhibiting chain reactions
[21].

For the assay using the ABTS + radical, significant values were obtained for the TEAC
ranging from 2206.66 mM to 226.66 mM and the percentage of radical sequestration from 99.86% to
7.46% (Table 2). Dalbergia ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana and Krameria tomentosa
presented the respective TEAC values of 2206.66 mM, 2203.66 mM and 2113.33 mM and
inhibition of 99.84%, 99.68% and 96.42%.

Previous studies have identified flavonoids in the extract of Dalbergia ecastaphyllum, as
rutin, isoliquiritigenin, formononetin, biochanin A, pinocembrin, liquiritigenin and medicarpin
[22, 23, 24]. Phenolic contents of (11.05 = 0.128g GAE/100 g of dry extract) were also found in
the ethyl acetate fraction of the extract of this plant, which were characterized as flavonoids and
tannins by thin layer chromatography [25], values lower than those found in this study (222.72
mg GAE/g). Recent studies point to the therapeutic potential of Brazilian medicinal plants[26, 27,
28, 29]. According to the values presented in Table 2, it can be verified that the extracts analyzed
have a high antioxidant potential compared to other species of the Fabaceae family,as



Stryphnodendron pulcherrimum, Myroxylon peruiferum andAbarema cochliocarpos, which had a
lower percentage of inhibition rangingfrom 75,69% t020,92% [1].

Aiming to evaluate the photoprotective potential of the species studied, the maximum
wavelength of absorption in the ultraviolet spectrum of the extracts was determined, and
maximum absorbance ranging from 285 nm to 260 nm wavelengths at 100 mg/L was observed,

as demonstrated in Table 3 and Figure 1.

Table 3. Maximum wavelengths (Amax) presented by the analyzed extracts
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Maximum wavelengths (nm

Species (100mg/L) SPF*
Dalbergia ecastaphyllum 285 538+
0.009?
Byrsonima gardneriana 280 9.73 +
0.018°
Erythoxylum revolutum 281 492 +
0.007¢
Zanthoxylum rhoifolium 281 4.53 +
0.0068
Pilocarpus spicatus 269 444 +
0.020¢
Lippia microphylla 283 6.78 +
0.010°
Phyllanthus acuminatus 260 455+
0.007#
Krameria tomentosa 267 6.62 +
0.040¢

*Values expressed as mean + standard deviation. Note: the means with different letters within

the same column presenta significant difference between them (p<0.05) according to the

Bonferroni test.
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Figure 1 - Absorbance profile of extracts at wavelengths from 260 to 400 nm. A (D.
ecastaphyllum), B (B. gardneriana),C (E. revolutum), D (Z. rhoifolium), E (P. spicatus), F
(L.microphylla), G (P. acuminatus), H (K. tomentosa).

The absorption of a substance in different regions of the ultraviolet spectrum is a result
of its chemical nature, and the plants that stand out for the wide absorption of radiation in the
ultraviolet region are mostly producers of a complex mixture of secondary metabolites,
highlighting phenolic compounds such as flavonoids, tannins and anthraquinones [30]. From the
eight ethanolic analyzed extracts, five presented absorbance in the region of UVB radiation
(Dalbergia  ecastaphyllum, Byrsonima gardneriana, Erythoxylum revolutum, Lippia
microphyllaandZanthoxylum rhoifolium)and the others showed maximum absorbance in the UVC
region (Table3).The extract of Annona crassiflorapresented a maximumabsorption band near 360
nm, Region of UVA radiation, whose rays have been extensively related to skin cancer,
photoimmuniosuppression and photoaging [31].

The absorption spectrum of flavonoids, when dispersed in ethanol, is typically presented
with two peaks, one being between 240 and 280 nm and the other in the range of 300 to 550 nm
[32]. From the extracts analyzed, only the spectra obtained with extracts of Zanthoxylum
rhoifoliumandPhyllanthus acuminatusshowed characteristic absorbance values for flavonoids.
Analysis carried out with P. acuminatus extracts showed the presence of flavonoids, tannins,
saponins, steroids, triterpenoids, cumarinas and other terpenoids [33], corroborating the results of
this study. In samples of Zanthoxylum rhoifolium.have been isolated the flavonoids hesperidin
[34], vitexinand isovitexin [35], Substances that have anti-inflammatory activity [36],
vasoprotective [37] andmodulates controlling the cells involved in inflammation [38].

In the spectra of scans obtained with the analyzed extracts (Figure 1), it can be observed
that the species studied showed characteristic bands of absorption in UVB, since there was
absorbance between the wavelengths of 290 and 320 nm. It was verified that an increase in the
absorbance occurred as an increase in the concentration, and for all thesamples the best results



were obtained in the concentration of 100mg/L. Thus, all species studied present a potential
photoprotective potential. The SPF values were calculated [16] and are shown in Table 3. The
ethanolic extracts of the aerial part of the plants under study presented SPF that varied between
9.73 + 0.018 and 4.44 + 0.020. According to the National Agency of Sanitary Surveillance
(ANVISA),the minimum value for SPF should be 6.0 [39]. Three extracts analyzed in this study
presented higher SPF values than those determined by ANVISA, Byrsonima gardneriana, Lippia
microphylla and Krameria tomentosa (9,73 = 0,018,6,78 + 0,010 e 6,62 + 0,040), respectivelly,
and all extracts showed higher sun protection values than the one recommended by the Food and
Drug Administration (FDA), which considers as a sunscreen, a formulation with SPF value
greater than 2. However, to ensure proper protection and minimize skin risks and damages, the
FDA recommends the use of sunscreens with an SPF value equal to or greater than 15, combined
with other protective measures [40].

Nowadays, the interest in studying natural compounds has increased to determine if they
meet this requirement and can be classified as "green sunscreens". When proven to be able to
absorb solar radiation, antioxidants can enhance the ultimate protection of the product and either
neutralize the free radicals produced on the skin after sun exposure [41, 42, 43, 44]. The inclusion
of natural products in photoprotective formulations is a trend [45], and several researches have
prioritized the analysis of chemical constituents containing chromophores and compounds with
antioxidant activity [8], such as phenolic compounds, especially flavonoids [18], substances
found in the extracts under study that can be used in association with chemical sunscreens, which
would benefit the formulation, as increased photoprotection and supply of several secondary
metabolites with important antioxidant properties.

4. Conclusions

According to the results of this study, important data could be found, as the ethanolic
extracts presented a high antioxidant potential, highlighting the species K. tomentosa and L.
microphylla for the analysis of the total phenolic compounds and D. ecastaphyllum, B.
gardneriana and K. tomentosa for the ABTS+ radical assay. For the evaluation of the
photoprotective activity, the extracts of D. ecastaphyllum, B. gardneriana, E. revolutum, L.
microphylla and Z. rhoifolium presented maximum absorbance in the region of UVB radiation,
and the others had maximum absorbance in the UVC region. All extracts presented potential for
SPF and can be used in cosmetology, providing several benefits to formulations.
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ANEXO C - NORMAS DO PERIODICO I
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Introduction

Authors should read the editorial policy and publication ethics before submitting their
manuscripts. Authors should alsouse the appropriate reporting guidelines in preparing their
manuscripts.

Research Ethics

Studies involving human subjects should be conducted according to the World
Medical Association(WMA) Declaration of Helsinki - Ethical Principles for Medical
Research Involving Human Subjects.

Studies involving non human animals should follow appropriate ethical guidelines such as the
Animal Welfare Act, TheAnimals (Scientific Procedures) Act (Amendment) Order 1993, The EU
parliament directive on the protection of animalsused for scientific purposes, ARRP policies and
guidelines, etc.

Reporting guideline

Responsible reporting of research studies, which includes a complete, transparent, accurate and
timely account of what was done and what was found during a research study, is an integral part
of good research and publication practice and not an optional extra.

See additional guidelines for

reporting of health research.
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