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RESUMO

Xylopia sericea, Annonaceae, espécie nativa do Brasil, € conhecida popularmente
como “embiriba”, “banana-de-macaco”, “pindaiba”, “pimenta-de-macaco”. Além do
uso das sementes como condimento, a espécie € utilizada no paisagismo, na
industria caseira de cordoaria e para fins medicinais no tratamento da dor,
inflamagéo e desordens gastrointestinais. Os objetivos desse trabalho foram
contribuir com o estudo de alguns dos usos medicinais da espécie e ampliar o
conhecimento acerca de seu potencial quimico e biolégico. Para isso, os frutos de X.
sericea foram extraidos com metanol para obtencédo do extrato metandlico (EBM), e
também tiveram seu Oleo essencial (OXS) extraido por hidrodestilagdo. A andlise
fitoquimica de EBM foi realizada para identificacdo das principais classes de
metabdlitos especiais e a determinacdo dos teores de fendis totais e flavonoides.
OXS foi caracterizado por CG-EM. In vitro, foram avaliadas para EBM e OXS as
atividades: antioxidante frente aos métodos do sequestro de radicais livres (DPPH),
sistema B-caroteno/acido linoleico e fosfomolibdénio; antibacteriana pela
determinacdo da CIM (concentracdo inibitéria minima) e CBM (concentracédo
bactericida minima) para 10 cepas de importancia clinica; leishmanicida para formas
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi; citotoxica para as linhagens de
células tumorais Jurkat, HL-60, MCF-7, THP-1, MDA-231, HCT-116 e células ndo
tumorais VERO. In vivo, foi avaliada a atividade anti-inflamatéria pelo modelo do
edema de orelha induzido por 6leo de croton, por via oral (EBM) e tépica (EBM e
OXS). A toxicidade aguda de EBM, bem como sua dose letal média (DLso) foram
determinadas. Fendis, flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, alcaloides e
terpenoides/esteroides foram identificados em EBM, sendo o teor de fendis totais
358,2 + 33,1 mg/g em equivalentes a acido tanico e o teor de flavonoides 28,8 + 8,2
mg/g em equivalentes a quercetina. Foi possivel identificar, por CG-EM, 63
substancias que corresponderam a 80 % dos constituintes de OXS. Dentre elas,
espatulenol (16,42 %), guaiol (13,93 %) e D - germacreno (8,11 %) foram as
majoritarias. Quanto a atividade antioxidante, EBM e OXS apresentaram pelo
método do DPPH, Clsy de 16,37 e 49,16 pg/mL, respectivamente; Clso de 49,16 e
6,92 ug/mL pelo método do B-caroteno/acido linoleico; 0,75 mg/mg de EBM e 2,30
mg/mg de OXS equivalentes a acido ascérbico pelo método do fosfomolibdénio.
Quanto a atividade antibacteriana, as cepas mais sensiveis a EBM foram S. aureus,
E. cloacae e B. cereus, com CIM de 7,8; 7,8 e 31,25 ug/mL, respectivamente, para
OXS, S. aureus, E. cloacae, K. pneumoniae e B. cereus com CIM de 7,8; 7,8; 62,5 e
15,63 pg/mL, respectivamente. Além disso, pode-se verificar que EBM e OXS
apresentaram atividade bactericida para E. faecalis (1000 ug/mL) e para B. cereus
(31,25 pg/mL), respectivamente. Em relacdo a atividade leishmanicida, EBM
apresentou Clsp= 42,51 pg/mL para L. amazonensis, porém nao apresentou
atividade contra as formas promastigotas de L. chagasi. OXS foi avaliada apenas
para L. amazonensis e ndo apresentou atividade. EBM foi capaz de inibir a
proliferagdo celular em 56 % para HL-60, ndo apresentando toxidade significativa
para as demais células tumorais, inclusive as células VERO. A aplicacdo de EBM
por via topica reduziu o edema de orelha nas doses de 1; 0,5 e 0,1 mg/orelha em
41,8 %, 99,1 % e 56,9 %. OXS foi capaz de reduzir o edema nas doses de 1 e 0,5
mg/orelha em 43,4 % e 54,2 %. Por via oral, EBM foi capaz de reduzir o edema nas
doses de 300, 100 e 50 mg/kg em 36,3 %, 29,5 % e 32,0 %. Nao foram observados
sinais de toxicidade para EBM por via oral, sendo a DLsy > 2000 mg/kg. Os
resultados apresentados sao relevantes uma vez que EBM e OXS apresentaram
atividades biologicas promissoras o que justifica a continuagéo do estudo.



ABSTRACT

Xylopia sericea, Annonaceae, is a species native from Brazil, popularly known as
"embiriba”, "banana-de-macaco”, "pindaiba"”, "pimento-de-macaco". Besides being
used as condiment, the species is used in landscaping, in home rope factory and for
medicinal purposes in the treatment of pain, inflammation, and gastrointestinal
disorders. The aims of this study was to corroborate some of X. sericea medicinal
use and to expand the chemical and biological knowledge on this species. For this,
the fruits of X. sericea were extracted with methanol to obtain the methanolic extract
(EBM), and also had its essential oil (OXS) extracted by hydrodistillation. The
phytochemical study of EBM was conducted to identify the main classes of special
metabolites and to determine of the contents of total phenols and flavonoids. OXS
was characterized by GC-MS. In vitro, EBM and OXS were evaluated for the
following activities: antioxidant by DPPH scavenging, B-carotene bleaching, and
phosphomolybdenum assays; antibacterial by determining the MIC (minimum
inhibitory concentration) and MBC (minimum bactericidal concentration) for 10 strains
of clinical importance; leishmanial for promastigote forms of L. amazonensis and L.
chagasi; cytotoxic against the tumor cell lines Jurkat, HL-60, MCF-7, THP-1, MDA-
231, HCT-116 and no tumor Vero cells. The in vivo anti-inflammatory activity was
evaluated by the croton oil-induced ear edema method, orally (EBM) and topically
(EBM and OXS). The acute toxicity of EBM and the median lethal dose (LDsp) were
determined. Phenols, flavonoids, coumarins, saponins, tannins, alkaloids and
terpenoids/steroids were identified in EBM. The content of total phenols was 358.2 +
33.1 mg/g expressed as equivalent to tannic acid and of flavonoids was 28.8 + 8 2
mg/g expressed as equivalents to quercetin. Sixty three compounds were identified
in OXS corresponding to 80 % of the oil constituents. Among them, spathulenol
(16.42 %), guaiol (13.93 %) and germacrene D (8.11 %) were the major. Regarding
the antioxidant activity, EBM and OXS presented by the DPPH method, 1Csy of 16.37
and 49.16 pg/mL, respectively; ICso of 49.16 and 6.92 pg/mL by B-caroten bleaching
method; 0.75 mg/mg of EBM and 2.30 mg/mg of OXS equivalents to ascorbic acid by
phosphomolybdenum method. Results for antibacterial activity showed that the most
sensitive strains to EBM were S. aureus, E. cloacae and B. cereus with MIC of 7.8;
7.8 and 31.25 pg/mL, respectively. To OXS, S. aureus, E. cloacae, K. pneumoniae
and B. cereus showed the highest sensitivity with MIC of 7.8; 7.8; 62.5 and 15.63
pmg/mL, respectively. Furthermore, it was observed that EBM and OXS showed
bactericidal activity for E. faecalis (1000 pg/mL) and B. cereus (31.25 pg/mL),
respectively. Regarding leishmanicidal activity, EBM showed ICso of 42.51 pug/mL for
L. amazonensis, but showed no activity against L. chagasi. Moreover, OXS was
evaluated only for L. amazonensis and showed no activity. EBM was able to inhibit
cell proliferation by 56% for HL-60 and showed no significantive toxicity to the other
tumor cells, and also Vero cells. Topical application of EBM reduced the ear edema
caused by croton oil by 41.8 %, 99.1 % and 56.9 % at doses of 1; 0.5 and 0.1
mg/ear. OXS was able to reduce the edema at the doses of 1 and 0.5 mg/ear by 43.4
% and 54.2 %. Orally, EBM was able to reduce the edema at doses of 300, 100 and
50 mg/kg by 36.3 %, 29.5 % and 32.0 %. No signs of toxicity were observed for EBM,
with an LDsg > 2000 mg/kg. The results are relevant since EBM and OXS showed
promising biological activities which justifies the continuation of the study.
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1 INTRODUCAO

O homem busca na natureza, desde a antiguidade, recursos que melhorem
sua condi¢cdo de vida visando, assim, aumentar suas chances de sobrevivéncia.
Assim o uso da medicina tradicional, valendo-se de tradices e crencas locais, e das
plantas medicinais tem sido considerados como bases para o cuidado, manutencao
e promocéao da saude (BARBOSA FILHO et al., 2006; CRAGG; NEWMAN, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2008), 80% da
populacdo dependem da medicina tradicional para os cuidados de saude primarios,
devido ao desenvolvimento econémico e as restricbes geograficas, como acontece
em muitas regifes do Brasil.

Além disso, as plantas medicinais, as preparacfes fitofarmacéuticas e os
produtos naturais isolados representam um mercado que movimenta bilhdes de
dolares, tanto em paises industrializados como aqueles em desenvolvimento. No
Brasil, a renda gerada totalizou US$ 160 milhdes em 2007 (OMS, 2008).

A busca por opgoes terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa
de produtos naturais um campo fértii em opc¢des de moléculas com diferentes
atividades biologicas (CHAPLA; BIASETTO; ARAUJO, 2013). Isso se deve ao fato
de que as plantas apresentam em seus metabolitos especiais uma grande fonte de
possiveis farmacos devido a diversidade de moléculas com as mais variadas
estruturas e propriedades quimicas (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; VELLOSA,

2005). Dessa forma, elas tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de
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varios farmacos amplamente utilizados na clinica, como a emetina, a vincristina, a
colchicina e a rutina. A cada momento sédo relacionadas na literatura novas
moléculas, algumas de relevante acdo farmacologica como a forscolina, o taxol e a
artemisinina (ROCHA; ROCHA, 2006).

A observacdo do potencial da medicina popular e a grande riqueza da flora
brasileira desencadearam interesse pela pesquisa cientifica na busca de novas
moléculas bioativas, tornando-se necessario o incentivo a realizacdo de estudos
voltados a bioprospeccdo de espécies nativas pouco estudadas (SOUZA,

OLIVEIRA; SALES, 2013).

1.1 Justificativa

Nesse contexto, Xylopia sericea A. St.-Hil, Annonaceae € uma espécie nativa
do Brasil, de ampla distribuicdo geografica e utilizada pela populacdo para diferentes
fins. Além do uso das sementes como condimento, a espécie € utilizada no
paisagismo, na industria caseira de cordoaria e no tratamento de algumas afec¢fes
que acometem a populacdo (CORREA, 1987; LORENZI, 2002; BRASIL, 2006;
MOREIRA; LAGO; ROQUE, 2007; PONTES et al., 2007). Embora seu valor
econdbmico e etnomedicinal sejam relatados em alguns trabalhos, a espécie
apresenta poucos estudos no que se refere ao seu potencial biolégico e quimico
frente as propriedades relatadas popularmente. Assim, € importante a realizacéo de
estudos que auxiliem na comprovacéo das atividades farmacologicas popularmente
descritas e que ampliem o conhecimento acerca de seu potencial quimico e

bioldgico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A familia Annonaceae

A familia Annonaceae Juss. pertence a ordem Magnoliales e compreende
cerca de 130 géneros com aproximadamente 2300 espécies, distribuidas em regides
tropicais e subtropicais na Africa, Asia, Australia, América Central e do Sul
(MOREIRA; LAGO; ROQUE, 2005; APG III, 2009). O grande centro de distribuicédo
da familia esta, sem davida, nas regides amazoénica, Guianas e sudeste do Brasil
(MIRALHA, 1995). Entre os géneros existentes ha 29 registrados no Brasil,
compreendendo aproximadamente 260 espécies, sendo 0s géneros mais comuns
Annona, Xylopia e Guatteria (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; GOTTSBERGER,
2014).

A familia inclui &rvores, arbustos e, mais raramente, lianas, sendo a maioria
das espécies de plantas lenhosas. Vegetativamente, Annonaceae pode ser
reconhecida por caracteristicas particulares, tais como odor forte e caracteristico que
exala do tronco cortado ou dos ramos, presenca de fibras longas e resisténcias na
casca conhecidas popularmente como envira (RIBEIRO et al., 1999).

O principal valor econdmico das espécies dessa familia € o fornecimento de
frutos comestiveis muito apreciados, além disso, inUmeras espécies tém importantes
usos terapéuticos em diversas comunidades do pais, sendo identificado o0 uso
frequente de trés espécies: Annona muricata, Annona tenuiflora e Xylopia frutensis
(DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Estudos tém mostrado importantes atividades
farmacoldgicas relacionadas aos metabolitos secundarios presentes em espécies de

Annonaceae: citotdéxica (flavanonas, acetogeninas), antitumoral (diterpenos,
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alcaloides e acetogeninas), bactericida (alcaloides) e antifungica (terpenos)
(COLMAN-SAIZABITORIA et al, 1994; MARTINS, 1996; MOREIRA; LAGO;
ROQUE, 2003; COSTA et al., 2009).

Dentre os principais metabdlitos encontrados na familia, a classe dos
alcaloides aporfinicos, ou aporfinoides, derivados do esqueleto isoquinolinico, é
bastante destacada. Sabe-se que esses apresentam atividade citotoxica frente a
diferentes linhagens de células tumorais, atividades anti-agregante plaquetaria,
antibacteriana, antifingica e a antiplasmadica (SILVA et al., 2007).

As acetogeninas também presentes sdo derivadas de acidos graxos com
aproximadamente 34 carbonos e apresentam um numero variavel de anéis
tetraidrofuranicos ou tetraidropiranicos ao longo da cadeia hidrocarbénica (ALALI et
al., 1999). Acetogeninas biologicamente ativas tem sido relatadas para os géneros
Asimina, Goniothalamus, Annona e Xylopia, mostrando-se promissoras pelo
potencial de atividade antimicrobiano, antiparasitario, antitumoral, citotoxico e
pesticida que apresentam. Essa classe de substancias ja foi isolada das cascas,
raizes, folhas e, especialmente, sementes de espécies dessa familia (COLMAN-

SAIZABITORIA et al., 1994).
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2.2 O género Xylopia L.

O género Xylopia L. € constituido por aproximadamente 160 espécies
tropicais. No Brasil sdo frequentes em matas do litoral e do cerrado, embora ocorram
em ambientes com estratos arbustivos e arboreos mais densos (DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002; PONTES, 2006).

Varias espécies sdo usadas na medicina popular, dentre elas Xylopia
aromatica, utilizada como agente diurético e em edema de pele; X. aethiopica no
tratamento de bronquite e disenteria; X. cayennensis para transtornos
cardiovasculares; e X. discreta para afec¢des do trato digestivo e reumatismo (LIMA
et al., 1988; MOREIRA, 1999; NASCIMENTO et al., 2006). Ja foi relatado, na Africa,
0 uso de Xylopia sp. no tratamento de doencas oportunistas do virus HIV, como
maléaria (CHINSEMBU; HEDIMB, 2010).

As atividades antimicrobiana (TATSADJIEU et al., 2003; KONNING et al.,
2004), citotoxica (ASEKUN; KUNLE, 2004) acaricida, inseticida e nematicida
(HERNANDEZ, 2001) ja foram estudadas e comprovadas para espécies do género.

Foi comprovada para X. aethiopica a acdo contra cupins, acao inseticida do
Oleo contra pragas de graos (PONTES et al.,, 2007) além de efeito diurético e
hipotensor dessa espécie devido a presenca de diterpenos caurenoicos (SO-MOVA
et al.,, 2001). Do extrato etandlico das folhnas de X. discreta foi caracterizada a
atividade antimicrobiana (LIMA et al., 1988). Extratos de X. frutescens obtidos das
cascas e do caule produziram efeito moluscicida e antiplasmodico (SANTOS et al.,
1998).

O extrato hexanico das cascas das raizes, sementes e da madeira de X.

emarginata e X. aromatica apresentaram atividade contra Plasmodium falciparum
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(MESQUITA et al. 2007). Além disso, extratos das folhas e caules de X. aromatica
se mostraram ativos contra Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e sobre P.
falciparum (OSORIO et al., 2007). Tais atividades podem estar relacionadas com a
presenca de acetogeninas como: venezianina, xilopianina, xilopiacina, xilomaticina,
anomontacina, gigantetronenina, gigantetrocina A e anonacina, que ja foram
isoladas das cascas de X. aromatica e apresentaram atividade citotoxica sobre o
microcrustaceo Artemia salina, bem como sobre diversas linhagens de células
tumorais (COLMAN-SAIRZABITORIA et al., 1995).

Outras espécies do género Xylopia também ja tiveram sua composicédo
quimica identificada. Terpenos foram isolados de Xylopia frutencis, X. aromatica, X.
brasiliensis (TAKAHASHI; HENRIETA; BOAVENTURA, 2001; DI STASI; HIRUMA-
LIMA, 2002). Como exemplo, os sesquiterpenos do extrato em hexano dos frutos de
X. emarginata: 6xido de cariofileno, espatulenol, 18,6a-diidroxi-4(15)-eudesmeno e
4-hidroxi-1,15-peroxieudesmano (MOREIRA ; LAGO; ROQUE, 2007).

De X. frutescens foram caracterizados diterpenos como o acido caurenoico, 0
caurol e os acidos xilépico e acutiflorico que apresentaram atividade antimicrobiana
e tripanossomicida (OLIVEIRA et al., 1996; SILVA, et al., 1998).

Das cascas de X. aromatica foi isolada a aterospermidina, uma acetogenina
que apresenta atividade citotoxica, antifiungica e antitumoral (MARTINS, 1996).
Anam (1994) citou o isolamento e identificacdo de dihidrochalconas obtidas da raiz
de X. africana.

Alcaloides também foram relatados no género dentre eles os do tipo
benziltetraisoquinolinicos: coclaurina (ROCHA; BOLZANI; PANIZZA, 1981); reticulina
(JOSSANG et al., 1991), parvinina, xilopinidina (NISHIYAMA et al., 2004); do tipo

protoberberinicos: palmatina, berberina (ROCHA; BOLZANI; PANIZZA, 1981); do
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tipo tetrahidroprotoberberinicos: discretamina (ROCHA; BOLZANI; PANIZZA, 1981),
discretina, coripalmina xilopinina (SCHMUTZ, 1959); do tipo aporfinicos: anonaina,
xilopina, laurolotsina (ROCHA; BOLZANI; PANIZZA, 1981), laurotetanina (CAMARA,
1994), do tipo oxoaporfinicos: lanuginosina, oxoshinsunina (ROCHA; BOLZANI;
PANIZZA, 1981), liriodenina (CAMARA, 1994). Alcaloides oxaporfinicos foram
isolados de X. aethiopica e avaliados como potentes inibidores de DNA
topoisomerase (HARRIGAN et al., 1994).

Assim, as plantas do género Xylopia se destacam na busca de novas
substancias bioativas devido aos inumeros metabdlitos secundéarios presentes e

suas respectivas bioatividades (PIMENTA et al., 2009).

2.3 A espécie Xylopia sericea A. St.- Hil.

A espécie Xylopia sericea A. St.-Hil € uma planta aromatica que apresenta 0s
sinbnimos botanicos Xylopia intermedia R.E.Fr., Mayna sericea Spreng., Unona
carminativa Arruda, Unona fluminensis Vell., Xylopia carminativa (Arruda) R.E.Fr. e
Xylopicrum carminativum (Arruda) Kuntze (TROPICOS, 2013). E conhecida
popularmente como “embiriba”’, especialmente na regido Nordeste do Brasil
(CORREA, 1987; PONTES et al., 2007), “banana de macaco”, “pindaiba”, “pimenta
da costa”, “pimenteira”, “pimenta do sertdo” (BORGES et al., 1987; RIBEIRO et al.,
2001; PONTES et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2011; BARRETO et al., 2012),

|” 13 ” 13 ” o« ” 1}
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“chapéu de sol”, “embira”, “embira vermelha”, “pau de embira”, “pimenta de macaco”,

”» “* ” “*

‘pimenta dos negros”, “pindaiba branca”, “pindaiba preta”’, “semente de embira”,

“tucaneiro” (MAAS; LOBAO; RAINER, 2014).
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X. sericea é uma espécie nativa de ampla distribuicdo geogréfica, encontrada
nos dominios da Floresta Amazonica, Cerrado e Mata Atlantica: Norte (Amazonas,
Para, Rondbnia, Roraima); Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhao, Pernambuco, Piaui);
Centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso); Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro); Sul (Parana) (MAAS; LOBAO; RAINER, 2014).

Trata-se de uma espécie florestal, arbdrea, de tamanho que varia de 3,5 a 8
metros, coletada com flores em novembro e com frutos em junho e novembro.
Caracteriza-se pelas folhas densamente sericeas na face abaxial, distinguindo-se
claramente das outras espécies de Xylopia, e ainda por suas folhas de base aguda,
pétalas alvas a creme. Flor axilar, caulinar ou em ramo flageliforme. Carpidios
deiscentes, estaminddios presentes, botdo estreitamente piramidal, anteras
septadas transversalmente, laminas foliares 7-10,5 x 1-2 cm, estreitamente elipticas,
glabras na face adaxial, densamente cobertas por tricomas adpressos na face
abaxial (LOBAO; ARAUJO; KURTZ, 2005; PONTES; MELLO-SILVA, 2005;
MATHEUS; FOLLI; LOPES, 2007). Os frutos deiscentes, do tipo “follicetum”
(polifoliculo), se abrem ao longo de uma Unica sutura ventral, sendo cada foliculo
longo-peciolado e, em geral, polispérmico (1 a 8 sementes por foliculo). Esses
qguando imaturos séo de coloracdo verde e quando maduros, apresentam endocarpo
réseo avermelhado e epicarpo verde-avermelhado, que se mantém relativamente
carnosos, sao glabros e fortemente aromaticos. Apesar de serem relativamente
carnosos, os frutos dessa espécie apresentam deiscéncia, de modo a dificultar a sua
classificacdo em carnoso ou seco (CASTELLANI; DAMIAO-FILHO; AGUIAR, 2001).

As cascas da madeira de X. sericea sdo utilizadas na industria caseira de
cordoaria. As sementes aromaticas e carminativas sdo usadas como condimento,

substituindo a pimenta do reino (CORREA, 1987; PONTES et al., 2007; OLIVEIRA et
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al., 2012). A espécie pode ser usada em paisagismo devido ao porte e beleza da
arvore, bem como em plantios de areas degradadas por se tratar de uma planta
adaptada a terrenos secos, de baixa fertilidade e produtoras de frutos comestiveis
para passaros (LORENZI, 2002).

Em 1986, no 2° Seminario do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais
(PPPM), X. sericea foi uma das espécies mencionadas devido ao seu uso popular, e
incluida na lista composta por 74 plantas, no grupo de espécies com suposta
atividade analgésica, antipirética, anti-inflamatoria e/ou antiespasmaodica para a
realizacdo dos estudos farmacoldgicos pré-clinicos, clinicos e toxicologicos (BRASIL,
2006).

A infusdo dos frutos de X. sericea € usada popularmente no tratamento de
perturbacbes gastricas (CORREA, 1987; PONTES et al., 2007), além de ja ser
relatado o uso etnomedicinal dessa espécie como anti-inflamatério (MOREIRA ;
LAGO; ROQUE, 2007).

Estudos relacionados com a composi¢cdo quimica da espécie mostraram no
extrato hexanico das sementes o monoterpeno 38,68-dihidroxi-p-ment-1-eno, e o0s
diterpenos do tipo beiereno: ent-beier-15-en-19-oato de metila, do tipo
traquilobanicos: &cido ent-15a-hidréxi-traquiloban-19-oico, ent-traquiloban-18-oato
de metila, do tipo cauranos: acido ent-168-hidroxicauran-19-oico, ent-cauran-16g-ol,
acido ent-15a-acetoxicaur-16-en-19-oico, acido ent-(-)-caur-16-en-19-oico (acido
caurenoico), do tipo artisanos: ent-atis-15-en-19-oato de metila (TAKAHASHI,
HENRIETA; BOAVENTURA, 2001).

Outros estudos também relataram a presenca de terpenoides na espécie,
como o acido ent-16a-17-dihidroxi-cauran-19-oico, acido ent-158-hidréxi-caur-16-en-

19-oico (MATOS; MATOS, 1984), 4cido ent-16a-metodxi-cauran-19-oico, cauran-16a-
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ol, &cido ent-traquilobano-19-oico (CAMARA, 1994), acido 16a-hidroxi-cauran-19-
oico, acido ent-15B-acetdxi-caur-16-en-19-oico (&cido xilopico), &cido ent-caur-15-
en-19-oico e o0 acido ent-(-)-caur-16-en-19-oico (acido caurenoico) (MATOS;
MATOS, 1984; CAMARA, 1994). Martins et al. (2012) identificaram no extrato
etandlico das folhas os flavonoides rutina, hesperidina e quercetina.

O oOleo essencial extraido dos frutos revelou a presenca de a-pineno, f3-
pineno, p-cimeno, 1,8-cineol, a-tujeno, canfeno, fenchano, sabineno, mirceno, a-
felandreno, car-3-eno, a-terpineno, limoneno, ocimeno, y-terpineno, p-cirneneno,
terpinoleno, linalol, terpinen-4-ol, mirtenol, carveol, geraniol, dentre outros terpenos
(CRAVEIRO; ALENCAR; VOSTROWSK, 1986). A caracterizacdo por CG-EM
realizada por Pontes (2006) mostrou B-pineno (45,59 %) e a-pineno (17,18 %) como
constituintes majoritarios no 6leo dos frutos.

Lemos et al. (1992) identificaram no O6leo essencial das folhas e frutos
sesquiterpenos e monoterpenos, com predominancia de monoterpenos no 6leo dos
frutos (81,71 %) e sesquiterpenos nas folhas (94,94 %). O Oleo de folhas foi
majoritariamente constituido por cubenol (57,43 %), seguido por a-epi-muurolol
(26,09 %) (PONTES, 2006; PONTES et al., 2007). Os componentes majoritarios do
0leo essencial das cascas das raizes foram p-cimeno (22,8 %) e a-gurjuneno (13,8
%) (FOURNIER et al., 1994). Camara, Alencar e Silveira (1996) identificaram 39
diferentes constituintes da espécie por meio de CG-EM dos 6éleos hidrodestilados
das raizes, tronco, folhas e frutos, sendo os constituintes principais no oleo das
folhas: (Z)-B-ocimeno (22,78 %), y-elemeno (16,67 %), y-muuroleno (12,22 %), (-
cariofileno (11,55 %) e B-elemeno (11,48 %); no 6leo dos frutos: mirceno (21,68 %),
B-pineno (13,01 %) e B-elemeno (10,32 %); no 6leo da raiz: B-pineno (17,83 %) e no

0leo do tronco: B-pineno (60,73 %) e a-gurjuneno (19,22 %).
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Além disso, foi avaliada a presenca de acidos graxos no 0leo, por meio de
CG-EM, como &cido laurico (1,4 %), lauroleico (0,9 %), laurinoleico (3,6 %), miristico
(0,7 %), miristoleico (1,6 %), miristinoleico (1,7 %), palmitico (30,3 %), estearico (4,4
%) oleico (27,1 %) e linoleico (28,4 %) (CAMARA, 1994).

Quanto as atividades biologicas, poucos estudos foram encontrados. O
extrato hexanico dos frutos, o 6leo essencial dos frutos e folhas e o acido xilépico,
diterpeno isolado da espécie, mostraram atividade toxica sobre o 4caro Tetranychus
urticae Koch, conhecido como acaro-rajado que infesta uma grande variedade de
culturas economicamente importantes em todo o mundo causando consideraveis
perdas na produtividade (PONTES, 2006). Além disso, os extratos aquosos do fruto
e das cascas apresentaram atividade analgésica (ALMEIDA et al., 1996) e o 6leo
das cascas das raizes exibiram atividades bacteriostaticas e fungistaticas
moderadas (FOURNIER et al., 1994).

O extrato etandlico das folhas foi submetido a avaliacdo do potencial
citotoxico frente a Artemia salina e antifungico frente a Colletotrichum musae, fungo
causador da antracnose. Os resultados foram promissores, uma vez que as
amostras mostraram atividade antifingica e ndo apresentaram atividade citotoxica
frente a Artemia salina (DLso > 1000 ppm) (MARTINS et al., 2012).

As substancias fenolicas extraidas das sementes de X. sericea foram
avaliadas quanto a sua influéncia na inibicdo de semente de alface. Os resultados
mostraram que as sementes de alface germinadas, tanto em agua como em solucéao
de acido giberélico por trés dias, paralisaram o crescimento do hipocétilo logo apds o
contato com o extrato, atuando, aparentemente, no mecanismo relacionado a

atividade da giberelina, apresentando atividade alelopatica (BORGES et al., 1987).



27

Nesse contexto, X. sericea torna-se uma espécie em potencial uma vez que é
necessario a comprovacao das atividades descritas popularmente, e a busca de

novas atividades que caracterizam e reforgam a importancia do género Xylopia.

2.4 Radicais livres, estresse oxidativo e antioxidantes

A oxidacdo é a transferéncia de elétrons de um atomo a outro, sendo
essencial a vida aerdbica e ao metabolismo humano, uma vez que o oxigénio € o
altimo aceptor no fluxo de elétrons, que produz energia na forma de trifosfato de
adenosina (ATP). No entanto, problemas ocorrem quando o fluxo de elétrons é
incompleto, gerando espécies quimicas altamente reativas, denominadas radicais
livres, dentre eles temos as espécies reativas de oxigénio (ERO’s) (PIETTA, 2000).

As ERO’s sdo potencialmente danosas e sao produzidas continuamente nas
células como consequéncia tanto do metabolismo aerdbico normal (reacfes
bioguimicas oxidativas) quanto por fatores externos (RUSSO; LONGO; VANELLA,
2002). Sdo formadas e degradadas por todos o0s organismos aerobicos em
concentracdes fisioldgicas necessarias ao funcionamento normal da célula (como
sinalizacdo intracelular e regulacdo redox), ou em quantidades excessivas,
causando danos oxidativos a célula (danos ao DNA, a proteinas, incluindo a
oxidacdo de importantes enzimas), contribuindo para o envelhecimento e muitas
doencas humanas como cancer, doencas neurodegenerativas e diabetes (MAIA,
2003).

Em decorréncia da peroxidacdo lipidica, a membrana celular € um dos
componentes celulares mais atingidos pelas ERO’s, 0 que acarreta alteracbes em

sua integridade estrutural e funcional, alterando sua fluidez e permeabilidade
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causando inumeros danos que podem culminar com a morte celular (SOARES,
2002). A lipoperoxidacao leva a formacéao de hidroperoéxidos lipidicos e aldeidos, tais
como o malondialdeido, 4- hidroxinonenal e isoprostanos. Tais produtos em excesso
sao lesivos para a célula, contudo estdo envolvidos com a resposta inflamatoria,
participando da formacdo de prostaglandinas (cascata do acido araquiddnico)
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta (BARREIROS; DAVID, 2006).
Segundo Halliwell, Clement e Long (2000), “Antioxidante é qualquer substancia que,
qgquando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel,
regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo”.

No nosso organismo ocorre a producdo de antioxidantes que podem agir
enzimaticamente como a glutationa peroxidase, catalase e superdxido dismutase, ou
ndo enzimaticamente, como a glutationa, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e
ferritina), &cido diidrolipoico, dentre outros. O organismo também dispbe de
antioxidantes provenientes da dieta como o B-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-
vitamina A), acido ascorbico (vitamina C) e substancias fendlicas (PIETTA, 2000).

O desequilibrio entre a geracdo de ERO’s e o potencial antioxidante do
organismo resulta no estresse oxidativo (ABDOLLAHI et al., 2004). O estresse
oxidativo tem sido apontado como uma via comum relacionada a diversos
mecanismos de patogenesia de doencas cardiovasculares, nefropatia, neuropatia,
retinopatia, disfuncéo erétil, diabetes e suas complicacdes (MORETONI, 2008).

Diversos estudos tém comprovado que o0 consumo de substancias
antioxidantes na dieta pode produzir uma acao protetora efetiva contra 0s processos

oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo ajudando assim na prevencgao
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de varias patologias (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Na indUstria s&o
utilizados na protecdo de cosmeéticos, farmacos e alimentos, prevenindo a
decomposicdo oxidativa desses pela acdo da luz, temperatura e umidade
(BARREIROS; DAVID, 2006). Assim, tendo em vista essas diversas aplicacdes e 0s
inegaveis beneficios a saude humana, muitas pesquisas tém sido dirigidas no
sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante (ALARCON;
DENICOLA, 2013). Entre os principais fitoantioxidantes destacam-se o &cido
ascorbico, flavonoides como a rutina e quercetina, derivados do acido cinamico e

outras substancias polifenolicas como o acido elagico (GIL et al., 2005).

2.5 Resisténcia de microrganismos patogénicos aos antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo substancias que provocam morte ou inibicdo do
crescimento de microrganismos sendo assim primordiais na prevengao e tratamento
de infeccdes. Podem ser de origem natural (bactérias, fungos, plantas) ou de origem
sintética (BARROS; MACHADO; SPRINZ, 2013).

Os antimicrobianos sé&o a segunda classe de drogas mais utilizadas inclusive
pela medicina veterinaria e na area agricola (MAIA et al., 2009). Na terapéutica,
essas drogas sdo muitas das vezes consumidas de forma inadequada devido a
prescricées incorretas, administracdes empiricas ou até mesmo da automedicacao
(SAEZ-LLORENS, 2000). O uso na pratica agricola faz com que a presenca de
residuos desses compostos nos alimentos comercializados comprometa a saude
dos consumidores e agrave ainda mais o quadro de resisténcia microbiana

causando elevados indices de mortalidade (MAIA et al., 2009).
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A resisténcia microbiana ocorre devido ao surgimento de estirpes nao
sensiveis aos antibidticos disponiveis, apresentando a capacidade de se
multiplicarem mesmo quando expostas a altas concentracdes desses agentes. Esse
fendbmeno ocorre em funcédo da proépria evolucdo natural dos microrganismos, mas
tem sido maximizado devido ao uso irracional e abusivo de agentes antimicrobianos
nas praticas meédicas, agrarias e veterinarias (WANNMACHER, 2004; SILVA et al.,
2010). Além disso, outros desafios relacionados aos antimicrobianos disponiveis sao
a tolerancia/toxicidade, o fato de serem bacteriostaticos ou bactericidas lentos e o
custo para o individuo e para as instituicbes de saude (QUEIROZ et al., 2012,
BARROS; MACHADO; SPRINZ, 2013).

Uma das principais funcées dos metabdlitos especiais produzidos pelas
espécies vegetais € conferir protecdo contra os microrganismos (DEWICK, 2002).
Tendo em vista o0 quadro preocupante da resisténcia adquirida por varios
microrganismos, as pesquisas sobre investigacdo de produtos naturais ativos
aumentaram significativamente visando a obtencdo de novas drogas e, portanto, de

novas alternativas (DUARTE, 2006).

2.6 Leishmanioses e tratamento

As leishmanioses sdo antropozoonoses de origem infecciosa, porém, nao
contagiosa, causadas por protozoarios do género Leishmania, parasitas com ciclo
de vida heteroxénico, vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados
(mamiferos) e insetos vetores (flebotomineos) (BRASIL, 2007 a; BRASIL, 2007 b).
Os parasitas vivem e se multiplicam no interior das células que fazem parte do

sistema de defesa do individuo, chamadas macrofagos (ARRUDA, 2010).
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Ha dois tipos de leishmaniose: leishmaniose tegumentar americana ou
cutanea e a leishmaniose visceral ou calazar. A leishmaniose tegumentar americana
(LTA) caracteriza-se por feridas na pele que se localizam com maior frequéncia nas
partes descobertas do corpo. Tardiamente, podem surgir feridas nas mucosas do
nariz, da boca e da garganta. Essa forma de leishmaniose € conhecida como “ferida
brava”. A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca sistémica grave que atinge as
células do sistema mononuclear fagocitario do homem e animais, sendo os 6rgaos
mais afetados o baco, figado, linfonodos, medula 6ssea e pele. Calazar é uma
doenca sistémica, pois, acomete varios 6rgaos internos, principalmente o figado, o
baco e a medula 6ssea (BRASIL, 2007 b).

No Brasil, as leishmanioses ocorrem em todo o territério, sendo endémicas
nas regidbes Norte e Nordeste (REIS et al., 2012). Ja foram identificadas varias
espécies do género Leishmania, dentre essas, L. amazonensis, agente etioldgico da
LTA e L. chagasi agente etiologico da LV nas Américas (ARRUDA, 2010).

Estima-se que as leishmanioses apresentam uma prevaléncia de 12 milhdes
de casos no mundo, distribuida em 88 paises, em quatro continentes (Américas,
Europa, Africa e Asia) (BRASIL, 2007 a).

As medidas mais utilizadas para o combate da enfermidade se baseiam no
controle de vetores e dos reservatorios, protecdo individual, diagndstico precoce e
tratamento dos doentes, manejo ambiental e educacdo em saude. O tratamento
dessa parasitose é feito a base de antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
pentamidinas, as quais séo toxicas, de custo elevado, dificil administracdo e podem
causar resisténcia ao parasito (RATH et al., 2003; CROFT; COOMBS, 2003).

Estudos etnobotéanicos tém demonstrado o uso popular de plantas no

tratamento das leishmanioses seja por via oral, ou na aplicacdo topica sobre as
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lesbes cutaneas (MOREIRA et al., 2002; REIS et al., 2012). Muitas espécies
vegetais apresentam em sua composicado substancias com atividade leishmanicida,
0 que impulsiona a busca de novas drogas derivadas de plantas (BEZERRA et al.,

2006).

2.7 Cancer

Céancer € o nome dado a um conjunto de doencas que se caracterizam pelo
crescimento descontrolado e disseminacdo de células anormais (ACS, 2013).
Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores (acumulo de células
cancerosas) ou neoplasias malignas (INCA, 2012 a).

O céancer pode ser causado por fatores externos, relacionados ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural
(tabaco, organismos infecciosos, produtos quimicos e radiacdo); ou por fatores
internos, na maioria das vezes geneticamente pré-determinados, estando ligados a
capacidade do organismo de se defender das agressdes externas (mutacdes
hereditarias, hormonios, condi¢cdes imunoldgicas e mutacdes que ocorrem a partir do
metabolismo). Esses fatores causais estéo inter-relacionados e podem interagir de
véarias formas, aumentando a probabilidade de transformac¢des malignas nas células
normais e assim promover a carcinogénese (INCA, 1996; ACS, 2013).

Nas ultimas décadas, o cancer ganhou uma dimensao maior, convertendo-se
em um evidente problema de saude publica mundial. A OMS estimou que, no ano
2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, com

aproximadamente 17 milhdes de mortes, sendo a maior incidéncia em paises de
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baixa e média renda. Para 2012/2013, a estimativa do INCA era de
aproximadamente 500 mil casos novos de cancer no Brasil (INCA, 2012 b).

Muitos tipos de cancer podem ser prevenidos evitando a exposicdo a fatores
de risco como o consumo de tabaco, e uma grande porcentagem podem ser curados
mediantes a tratamentos como cirurgia, radioterapia e quimioterapia especialmente
se diagnosticados precocemente (ACS, 2011).

Apesar dos avancos cientificos na compreensao e no tratamento do cancer, a
terapia ainda € dificultada por problemas como resisténcia, baixa seletividade,
toxicidade e insolubilidade em &agua dos medicamentos disponiveis, causando
edema e necrose (MESQUITA, 2009).

Dos medicamentos anticancerigenos utilizados atualmente, grande parte foi
obtida a partir de produtos naturais ou desenvolvida a partir desses, como a
vincristina e vimblastina (Vinca rosea), o paclitaxel e docetaxel (Taxus brevifolia) e
etoposiseo e teniposideo (Podophyllum peltatum e P.emodi) (MESQUITA, 2009).
Portanto, espécies vegetais sdo uma alternativa promissora para o desenvolvimento

de novas drogas antitumorais.

2.8 Inflamacgéo

O processo inflamatério faz parte da estratégia de sobrevivéncia dos
organismos contra as injurias decorrentes das infec¢des e traumas. A inflamacéo é
desencadeada por varios fatores, incluindo o estresse oxidativo, poluentes
ambientais, agentes microbianos, e danos fisicos aos tecidos (STONER; WANG,

2013). A resposta inflamatéria, em geral, tem como resultado o restabelecimento da
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integridade organica contra as agressdes, contudo, pode ocorrer uma resposta
excessiva provocando aumento de morbidade e mortalidade (TRACEY, 2002).

As reacOes inflamatérias locais sdo caracterizadas por aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, seguida de dilatacdo venular e acumulo de
células do processo inflamatorio (GILROY et al., 2004). Tal resposta se manifesta
pela presenca de rubor (hiperemia), tumor (edema), calor (aumento da temperatura
local), dor e a perda da funcdo do tecido ou 6rgdo lesado nas reacdes crbnicas
(KASSUYA, 2006; LAPA et al., 2007).

Dentre as multiplas causas que levam a inflamacao estdo agentes biologicos
(como bactérias, virus e protozoarios); agentes quimicos (como acidos, alcalis,
formaldeido e carragenina); agentes fisicos (como calor excessivo, frio exagerado,
radiacdo ultravioleta e ionizante, eletricidade, traumatismos, fraturas, incisées);
dentre outros (KASSUYA, 2006).

Devido aos expressivos efeitos colaterais apresentados pela maioria dos
farmacos anti-inflamatorios disponiveis no mercado farmacéutico, principalmente
associados a terapia crbnica, surge o grande interesse na descoberta de novos
protétipos de farmacos provenientes de plantas da flora brasileira (COUTINHO;
MUZITANO; COSTA, 2009). Substancias de origem vegetal, pertencentes as mais
diversas classes quimicas, possuem atividade anti-inflamatéria comprovada. Dentre
elas, destacam-se terpenos, flavonoides, lignanas, taninos, alcaloides, saponinas e

cumarinas (KASSUYA, 2006; COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Ampliar o conhecimento quimico e farmacolédgico da espécie Xylopia sericea.

3.2 Objetivos especificos

-Obter o extrato metandlico (EBM) e o 6leo essencial (OXS) dos frutos de X. sericea;
-Determinar o perfil fitoquimico, o teor de fendis totais e flavonoides de EBM;
-Caracterizar OXS por cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas OXS;

-Avaliar in vitro as seguintes atividades de EBM e OXS:

- antioxidante;

- antimicrobiana pela determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM) frente a cepas bacterianas de importancia
clinica;

- leishmanicida para formas promastigotas de Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi;

- citotoxica frente a linhagens de células tumorais de importancia clinica e
uma linhagem de célula ndo tumoral.

- Avaliar in vivo:

- Atividade anti-inflamatéria utilizando o modelo de edema de orelha induzido
por 6leo de créton, por via oral para EBM e tépica para EBM e OXS;

- Toxicidade aguda e determinacdo da dose letal média (DLsp) de EBM, por

via oral.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

Os frutos de Xylopia sericea foram coletados na Fazenda Serra da Boa Vista,
Lima Duarte-MG, em setembro de 2011. A exsicata foi depositada no Herbario

Leopoldo Krieger (CESJ 64645) da Universidade Federal de Juiz de Fora.

4.2 Obtencao do extrato metanélico

ApoOs a coleta, os frutos foram limpos, selecionados e deixados ao sol para
secagem durante aproximadamente oito dias. Posteriormente foram pesados (62,7 Q)
e pulverizados, com as sementes, em moinho de facas. O material foi submetido a
extracdo com metanol por maceracdo estatica, obtendo-se, apds evaporacdo do
solvente em evaporador rotatorio, 14 g de extrato metandlico (EBM), que foi mantido

sob refrigeragéo.

4.2.1 Perfil fitoquimico

EBM, ressuspenso em metanol, foi submetido as andlises fitoquimicas
preliminares para identificacdo das principais classes quimicas de metabdlitos
especiais - alcaloides, triterpenoides, esteroides, saponinas, cumarinas, substancias
fendlicas, taninos, flavonoides e antraquinonas - de acordo com o protocolo descrito

por Matos (1997), com algumas modificacdes.
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4.2.2 Determinacao do conteudo de fendis totais

O conteudo de substancias fendlicas totais de EBM foi determinado pelo
meétodo de Folin-Denis (DUH; YEN, 1997). Para a preparacao da curva de calibracéao
foram misturados 300; 400; 500; 600; 700; 800 e 900 uL de solugao de acido tanico
(100 mg/L) com qg.s.p. 1 mL etanol P.A. Em seguida, para cada solucdo, 1 mL do
reagente de Folin-Denis e 8 mL de Na,CO3; 2 % em tampdo NaOH 0,1N foram
misturados e agitados. A absorbancia foi mensurada, depois de 60 min em banho a
30 °C, a 730 nm e a curva de calibracao foi construida. Para avaliar o teor de fendis
totais, 1 mL de EBM em etanol (0,5 mg/mL) foi misturado com 8 mL de tampé&o
Na,CO3z 2 % em NaOH 0,IN e 1 mL do reagente de Folin-Denis. O branco foi
preparado a partir da adicdo de 1 mL de metanol aos mesmos reagentes como
descrito acima. As amostras, preparadas em triplicata, foram incubadas por 60 min
em banho a 30 °C, centrifugadas a 4000 rpm por 5 min, e foi realizada a leitura do
sobrenadante a 730 nm. O conteldo de substancias fendlicas foi expresso em mg/g

de extrato + desvio padrdo, em equivalentes de &cido tanico.

4.2.3 Determinacéo do contetudo de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado pelo método de complexagdo com
cloreto de aluminio, descrito por Miliauskas, Venskutonis e Van-Beer (2004), com
pequenas modificacdes, usando a quercetina como substancia de referéncia. A
curva de calibracdo da quercetina foi preparada por mistura de 2,0; 1,0; 0,5; 0,25 e
0,10 mL de uma solucdo etandlica de quercetina (0,5 mg/mL) com 1 gota de acido

acetico glacial, 1 mL de cloreto de aluminio 2 % em etanol (20 g/L) e diluida com
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etanol para 25 mL. Apos incubacéo por 40 min a 20 °C, absorbancia foi mensurada a
415 nm e a curva de calibracdo foi construida. Para avaliar o teor de flavonoides, 1
mL de EBM em etanol (0,5 mg/mL) foi adicionado com 1 gota de acido acético
glacial, 1 mL de cloreto de aluminio 2 % em etanol (20 g/L) e diluido com etanol para
25 mL. O branco foi preparado com 1 mL da amostra e 1 mL de cloreto de aluminio
2 % e diluido para 25 mL. A determinacédo foi realizada em triplicata. O contetudo
total de flavonoides foi expresso em mg/g de extrato + desvio padrdo, em

equivalente de quercetina.

4.3 Obtencao do dleo essencial

O Oleo dos frutos de X. sericea (OXS) foi extraido por hidrodestilacdo
utilizando-se o aparelho de Clevenger. Para isso, 160 g foram colocadas em um
baldo volumétrico contendo 1000 mL de agua destilada, sobre uma manta com
controle de temperatura. ApGs a fervura, a temperatura da manta foi diminuida e
esperou-se aproximadamente 2 h. Devido a diferenca de densidade, o dleo foi
separado da agua, uma pequena por¢cdo de cloroférmio foi adicionada para esgotar
qualguer residuo aquoso e posteriormente esse solvente foi esgotado com
nitrogénio. O 6leo foi armazenado em freezer em recipiente protegido da luz. O

rendimento foi calculado a partir do peso do material fresco (% p/p).
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4.3.1 Caracterizacdo quimica por cromatografia com fase gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG-EM) de OXS

As substancias presentes em OXS foram identificadas por CG-EM em
cromatografo Hewlett Packard 6890 Series acoplado a um detector seletivo de
massas Hewlett-Packard 5972 equipado com uma coluna capilar DB-5MS (30 m X
0,25 mm, 0,25 m); hélio como gas de arraste com razao de fluxo de 2,0 mL/min;
temperatura programada de 70 °C a 290 °C (2 °C/min); injetor com temperatura de
270 °C e detector com temperatura de 300 °C e energia de ionizacdo de 70 eV. O
indice de retencao de kovats (IK) das substancias observadas foi calculado levando-
se em conta os tempos de retencdo dos padrées de hidrocarbonetos obtidos nas
mesmas condicbes da amostra. Os constituintes do 6leo foram identificados por
comparacao do seus IK e perfil de fragmentacdo de seus espectros de massas com
agueles da biblioteca Wiley 275.1, NIST, Pherobase (ADAMS, 1995; NIST, 2014,

PHEROBASE, 2014).

4.4 Atividades bioldgicas in vitro

4.4.1 Atividade antioxidante

4.4.1.1 Método de sequestro de radicais livres — DPPH

A atividade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi
determinada pelo método descrito por Govindarajan et al. (2003). Foram transferidos
para um poco de uma placa de 96 pocos, 100 yL de uma solugédo 1 mg/mL das

amostras, EBM e OXS, em metanol. A partir destes, foram realizadas 10 diluicbes
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sucessivas 1:2 em metanol, até a concentracdo de 0,98 pg/mL. As amostras e as
diluicdes foram adicionados 150 pL de solugdo de DPPH 20 ug/mL em metanol. A
placa foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e a absorbancia foi medida em 517
nm. As medidas foram realizadas em triplicata. Metanol foi usado como branco e
acido ascorbico, quercetina e a-tocoferol como controles positivos. Foi calculada a
concentracdo inibitéria média (Clsp), que € a concentracdo de amostra requerida
para decrescer a concentracdo inicial de DDPH em 50 %, com auxilio do programa

GraFit 5.

4.4.1.2 Método B-caroteno/acido linoleico

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido linoleico
foi realizada segundo o método descrito por Melo e Mancini Filho (1989) com
algumas modificacdes. Foi utilizado como substrato uma emulsdo de (B-caroteno e
acido linoleico. Para o preparo da emulsao adicionou-se em um balédo redondo 20 pL
de acido linoleico, 265 pL de Tween 40, 50 uL da solucao B-caroteno (10 mg/mL) e 1
mL de cloroférmio, logo apdés homogeneizacdo o cloroférmio foi evaporado em
evaporador rotatério & 50 °C. Posteriormente, foram adicionados aproximadamente
40 mL de &gua destilada previamente saturada com oxigénio (durante 30 min). A
absorbéancia da emulsdo foi medida em 470 nm e ajustada entre 0,6 e 0,7. Em
microplaca de 96 pocos foram adicionados 250 uL da emulsédo e 10 pL das amostras,
EBM e OXS, em 6 concentracdes variando de 38,4 a 1,2 ug/ mL em metanol. O teste
foi realizado em triplicata. Quercetina foi utilizada como substancia de referéncia e
metanol como controle (100 % de oxidacdo). Em leitor de microplacas, foram

realizadas leituras sequenciais a 45 °C, 470 nm, durante 120 min, com intervalos de
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15 min. A queda da absorbancia das amostras (Am) foi correlacionada com a queda
da absorbancia do controle (Ac), obtendo-se a porcentagem da inibicdo da oxidacao
(% 1) por meio da equacdo: Ac = Abs inicial — Abs final
Am = Abs inicial — Abs final
% 1= (Ac—Am) x 100
Ac
Posteriormente foi calculada a concentracdo inibitéria média (Clsg) da co-

oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico com auxilio do programa GrakFit 5.

4.4.1.3 Método do fosfomolibdénio: capacidade antioxidante total (CAT)

Para avaliar a CAT utilizou-se o método descrito por Prieto, Pineda, Aguilar
(1999) com algumas modificacdes. O complexo fosfomolibdénico, solucdo reagente,
é formado pela reacdo da solucdo de fosfato de sédio [NazPO,] (28 mL, 0,1 mol/L)
com a solucéo de molibdato de amonio [(NH4)sM07024.4H,0] (12 mL, 0,03 mol/L) e a
solucéo de acido sulfurico [H2SO4] (20 mL, 3 mol/L) em meio aquoso, sendo o volume
final, ajustado com H,O destilada para 100 mL. Em tubos de ensaio foram
adicionados 2 mL da solucdo reagente e 300 uL das amostras, EBM e OXS (200
Mg/mL em metanol). Os tubos foram fechados e mantidos em banho-maria a 95 °C
por 90 min. ApGs resfriamento, foi realizada a leitura a 695 nm, em
espectrofotometro. Rutina foi utilizada como substancia de referéncia. O teste foi
realizado em triplicata. Para a avaliacdo dos resultados, foi feita uma curva de
calibracdo, com diferentes concentracdes de acido ascorbico entre 500 pg/mL a 25
pmg/mL. A atividade redutora foi calculada e expressa em equivalente a acido

ascorbico + desvio padrao.
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4.4.2 Atividade antimicrobiana

4.4.2.1 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

As amostras foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana frente as
cepas Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Enterobacter cloacae (ATCC 23355), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4552),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Bacillus cereus (ATCC 14579),
Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Escherichia coli (ATCC 10536), Salmonella
typhimurium (ATCC 13311), Salmonella choleraesuis (ATCC 10708).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada de acordo com o
método descrito pela CLSI (2010). Cepas de bactérias foram cultivadas “overnight” a
37 °C por 24 h em agar Mueller Hinton. Dilui¢cdes sucessivas de 1000 a 7,8 pug/mL
das amostras, EBM e OXS em dimetilsulféxido (DMSO) 1 %, foram adicionadas em
microplacas de 96 pocos, e caldo Mueller Hinton foi adicionado para completar o
volume de 180 pL. Apds, foram adicionados 20 pL de inoculo [10® unidades
formadoras de colénias (UFC/mL), de acordo com a escala turbidimétrica padréo de
McFarland]. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Cloranfenicol e
ciprofloxacino foram usados como substancias de referéncia. Apés o periodo de
incubacéo foi realizada a leitura visual das placas. A CIM foi calculada como a menor
diluicdo que apresenta completa inibicdo do crescimento da cepa testada. Os testes

foram realizados em duplicatas.
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4.4.2.2 Determinacao da concentracao bactericida minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada pelo método
descrito por Spencer e Spencer (2004), com algumas modificacdes. Assim, 10 pL dos
pocos com nenhum crescimento visivel no ensaio de CIM foram transferidos e
subcultivados em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton, e depois incubadas a
37° C durante 24 h. A CBM foi calculada como a concentracdo da amostra que nao

apresentou qualquer crescimento.

4.4.3 Atividade leishmanicida

A atividade leishmanicida foi determinada de acordo com o método descrito
por M'Bongo et al. (1997). No ensaio da atividade antipromastigota, as formas
promastigotas foram contadas em céamara de Neubauer. Posteriormente, 0s
parasitas foram lancados & razdo de 2 x 10° células/mL de meio Warren com 10 %
de soro bovino fetal para Leishmania amazonensis e 3 x 10° células/mL de meio 199
com 10 % de soro bovino fetal para Leishmania chagasi, em uma microplaca de 96
pocos. Apés 1 h as amostras EBM e OXS, nas concentracdes de 100 a 6,25 ug/mL,
foram adicionadas em triplicata. Apos 72 h de incubacdo em estufa a 25 °C, a
motilidade e morfologia dos promastigotas foram avaliadas sob microscopio 6tico
invertido e, na sequéncia, adicionou-se 10 puL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil
tetrazolico (MTT) a 5mg/mL em cada pogo e a placa permaneceu incubada por mais
4 h sob as mesmas condicdes (MOSSMAN, 1983). A reacgao foi interrompida pela
adicdo de 100 pyL de uma solugdo contendo isopropanol e acido cloridrico (100 mL

de isopropanol / 0,4 mL de HCI 10 N) e lida em um espectrofotometro a 570 nm. Foi
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determinada a concentragéo inibitoria média (Clsg) de cada amostra, que representa
a concentracdo molecular que inibe 50 % do crescimento das formas promastigotas.
Anfotericina B foi usada como substancia de referéncia. Os valores de Clsp foram
estimados a partir dos valores meédios de trés experimentos independentes,

realizados em duplicata, por interpolacéo grafica utilizando o programa GraFit 5.

4.4.4 Atividade citotoxica

A determinacdo da atividade citotoxica das amostras sobre linhagens
celulares tumorais foi avaliada pela inibicdo da viabilidade celular por meio do
método de metabolizacdo do MTT (MOSSMAN, 1983). Foram selecionadas as
seguintes linhagens: HL-60 (leucemia promielocitica humana); Jurkat (leucemia
linfoblastica de células T humana); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano);
MDA-231 (células de cancer de mama); THP-1 (células mieloides leucémicas); HCT-
116 (células de carcinoma colorretal); VERO (células renais de macaco), utilizadas
como parametro de célula ndo tumoral. Estas linhagens foram mantidas na fase
logaritmica de crescimento em RPMI 1640 suplementado com 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina enriquecido com 2 mM de L-glutamina e 10
% de soro bovino fetal. Todas as culturas foram mantidas a 37 °C em uma
incubadora umidificada com 5 % CO, e 95 % de ar. As suspensodes celulares foram
semeadas em microplacas de 96 pocos contendo 5 x 10* células / poco. As placas
foram pré-incubadas por 24 h a 37 °C para permitir a adaptacao das células antes da
adicao das amostras. Posteriormente, foram adicionadas as amostras, EBM ou OXS,
na concentracéo de 50 pg/mL. As placas foram incubadas por 48 h a 37 °C em uma

atmosfera de 5 % de CO, e 100 % de umidade relativa e a viabilidade celular foi
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determinada pelo método MTT. Apos periodo de incubacdo 20 pL de solucdo de
MTT (5 mg/mL em tampéao fosfato) foram adicionados a cada poco e incubados por
4 h. Ao final deste periodo, o sobrenadante foi removido e 200 uL de 0,04 M de HCI
em alcool isopropilico foram adicionados para dissolver os cristais de formazan. Os
grupos controle incluiram o tratamento com 0,1 % de DMSO (controle negativo) e
um controle de células (CC) em que ha apenas meio e células, sem DMSO. Para
comparacao, a citotoxidade do etoposideo (5,8 pug/mL, controle positivo), foi avaliada
sob as mesmas condi¢des experimentais. Todas as amostras foram dissolvidas em
dimetilsulféxido (DMSO), antes da diluicdo. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e expressos como a meédia de dois experimentos independentes. A
densidade Optica foi avaliada em espectrofotdbmetro a 590 nm. Os resultados foram
expressos como porcentagem de inibicdo da proliferacdo celular, em comparacao
com 0,1 % de DMSO. Os dados foram analisados usando o programa GraphPad

Prism 5.0.
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4.5 Atividades bioldgicas in vivo

4.5.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos machos Swiss pesando entre 25 e 30
g. Os animais, provenientes do Centro de Biologia da Reproducdo da UFJF, foram
alojados em gaiolas e mantidos sob condi¢cGes controladas de temperatura (22 °C) e
iluminacao (ciclo de claro/escuro de 12 h) com livre acesso a 4gua e racao. Antes da
realizacdo dos testes os animais foram submetidos a jejum de sélidos de acordo com
cada protocolo, e acesso a agua “ad libitum”. Os grupos foram constituidos de 5-8
animais. Os protocolos experimentais e procedimentos estdo de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissdo de Etica na

Experimentacdo Animal da Pro-Reitoria de Pesquisa/UFJF (n° 096/2012).

4.5.1.1 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria de EBM e OXS foi avaliada pelo modelo de
edema de orelha induzido por 6leo de créton, por meio da capacidade de inibicdo da
formacdo do edema induzido por 6leo de créton na orelha de camundongos. Para
avaliacdo da atividade por via tépica, foi realizada a aplicagdao de 20 pyL de uma
solucdo de d6leo de croton (2,5 %, v/iv em acetona) sobre a superficie interna da
orelha direita dos animais, segundo Romay et al. (1998). Apds 15 min, foram
aplicadas 20 pyL das amostras sobre a superficie interna da orelha direita dos

animais.
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Os animais foram divididos nos seguintes grupos (n = 8):
Grupo controle negativo: acetona
Grupo controle positivo: dexametasona 0,1 mg/orelha em acetona.
Grupos teste: EBM (1; 0,5 e 0,1 mg/orelha em acetona) e OXS (1; 0,5 e 0,1
mg/orelha em acetona)

A mesma regido da orelha esquerda foi tratada com 20 pL de acetona. Apds 6
h da aplicacdo do agente flogistico, os animais foram eutanasiados e com o auxilio
de um punch metdlico, discos idénticos de 6 mm de diametro foram removidos de
cada orelha e pesados. A atividade antiedematogénica foi expressa como a média
das diferencas de peso entre as orelhas dos animais (BOLLER, 2007).

Para avaliacdo da atividade por via oral os animais foram deixados
previamente em jejum de solidos por 12 h e divididos nos respectivos grupos (n = 8):
Grupo controle negativo: salina 12 % de Tween 40.

Grupo controle positivo: indometacina 10 mg/kg em salina 12 % de Tween 40.
Grupos teste: EBM (300, 100 e 50 mg/ kg) em salina 12 % de Tween 40.

Os tratamentos foram administrados por gavagem (10 mL/kg), e apos 1 h, 20
ML de uma solugao de éleo de croton (2,5 %, v/iv em acetona) foram aplicados sobre
a superficie interna da orelha direita dos animais, enquanto a mesma regido da
orelha esquerda foi tratada com o0 mesmo volume de acetona. Apos 4 h da aplicacdo
do agente flogistico, os animais foram eutanasiados e com o auxilio de um punch
metalico, discos idénticos de 6 mm de diametro foram removidos de cada orelha e
pesados. A atividade antiedematogénica foi expressa como a média das diferencas
de peso entre as orelhas dos animais, sendo que, quanto menor a diferenca de

peso, maior o potencial de inibicéo.
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Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo meédio (e.p.m) e
foram realizadas analises de variancia (ANOVA) e teste de Newman-Keuls e as
diferencas entre as médias dos tratamentos no nivel de 5 % (p < 0,05) comparadas
ao controle negativo, foram consideradas significativas. Para a analise estatistica foi

utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

4.5.1.2 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda foi avaliada apds exposicdo a uma dose Unica de EBM, via
oral, segundo o metodologia descrita por Costa-Silva et al. (2008) com algumas
modificacdes.

Os animais foram divididos nos respectivos grupos (n=5):

Grupo controle: salina 12 % de Tween 40.
Grupos teste: EBM (2000, 1000, 500, 100 mg/kg) em salina 12 % de Tween 40
foram administrados por gavagem (10 mL/kg) em dose Unica.

Posteriormente aos tratamentos, os animais foram observados nas primeiras
24 h, nos periodos de 0, 15, 30 e 60 min e a cada 4 h e diariamente durante 14 dias
apos administracdo. Desde a 242 h até 14 dias apdés administracdo, foram
observados o consumo de &gua e racdo e a variacdo de massa corporal. Durante o
experimento, foram observados parametros como alteragdo da locomocéo,
frequéncia respiratoria, piloerecdo, diarreia, alteracdo do tbnus muscular,
hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, contorgbes abdominais. Ao fim do
periodo de observacdo todos os animais foram eutanasiados e os rins direito e
esquerdo, o figado, o coracéo e os pulmdes foram retirados observados e pesados.

O calculo da massa relativa dos 6rgaos de cada animal foi realizado dividindo-se a
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massa de cada 6rgao (g) pela massa corporal de cada animal, e multiplicando-se o
resultado por 100.

Os resultados do ganho de massa corporal foram expressos como média +
erro padrdo médio (e.p.m) e foram realizadas anélises de variancia (ANOVA) seguido
pelo teste Bonferroni. As massas relativas dos 6rgaos foram expressas como média
dos animais em g/100 g de peso vivo + desvio padrdo e o consumo de agua e ragao
foram expressos em média por animal + desvio padrdo, posteriormente esses valores
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey.
Foram consideradas como significativas as diferencas entre as médias dos
tratamentos no nivel de 5 % (p < 0,05) quando comparadas ao controle negativo.

Para a analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.



5 RESULTADOS

5.1 Extracéo vegetal
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O fluxograma de extracdo dos metabdlitos dos frutos de Xylopia sericea

encontra-se esquematizado na Figura 1. O extrato metanodlico (EBM) obtido por

maceracao estatica em metanol apresentou uma coloracdo marrom esverdeada e

aspecto oleoso, com rendimento de aproximadamente 22,32 %. O O6leo essencial

(OXS) obtido por hidrodestilacdo apresentou uma coloracdo amarelada e rendimento

de aproximadamente 0,93 % (p/p).

Frutos de Hidrodestilacao OXS
Xylopia sericea m= 160g (1,59)
m= 62,79 Extracao por macerag¢ao em MeOH
Evaporacao do solvente
Bioensaios e
EBM caracterizagao por
(149) CG-EM

!

Bioensaios e fitoquimica

Figura 1: Fluxograma da extracdo dos frutos de X. sericea. EBM: extrato metandlico; OXS:
Oleo essencial; CG-EM: Cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de

massa.
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5.1.1 Perfil fitoquimico do extrato metandlico (EBM)

As classes dos principais metabolitos especiais encontrados em EBM foram
fendis, flavonoides, cumarinas, saponinas, taninos, alcaloides e

terpenoides/esteroides. Antraguinonas nao foram identificadas.

5.1.2 Conteudo de fendis totais e flavonoides de EBM

EBM apresentou 358,2 + 33,1 mg/g de fendis totais expressos como

equivalentes de acido tanico, e 28,8 + 8,2 mg/g de flavonoides expressos como

equivalentes de quercetina.

5.1.3 Caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG-EM) do 6leo essencial (OXS)

Foi possivel identificar 63 substancias que correspondem a 80 % dos

constituintes de OXS. As substancias identificadas encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicdo (%) do 6leo essencial (OXS) obtido dos frutos de Xylopia sericea

Compostos MM Tr IK IK % de area no
(g/mol) (min) calculado literatura cromatograma
a-Felandreno 136,20 9,748 1010 1005 0,22
o-Cimeno 134,20 10,267 1028 1020 0,30
Limoneno 136,20 10,394 1032 1039 0,07
Sabineno 136,20 10,468 1035 976 0,01
Hidrato de trans-sabineno 154,20 11,596 1074 1068 0,14
Linalol 154,10 12,375 1101 1098 1,11
Hidrato de cis-sabineno 154,20 12,502 1105 1097 0,14
p-Ment-2-en-1-ol 154,20 13,192 1129 1121 0,20
trans-Verbenol 142,20 13,630 1145 1144 0,19
1-Terpineol 154,20 13,711 1147 1144 0,26
Oxido de B-pineno 152,20 13,808 1151 1156 0,16
Tujanol 154,20 13,912 1154 1149 0,10
Neoisomentol 156,20 14,632 1179 1188 0,15
4-Terpineol 154,20 14,832 1186 1181 0,54
Cuminol 150,20 14,995 1192 1278 0,16
Criptone 138,21 15,055 1194 1188 0,14
a-Terpineol 154,20 15,240 1200 1147 1,20
trans-1,5-p-Mentadien-2-ol 152,20 15,493 1209 1185 1,83
trans-Piperitol 154,00 15,619 1214 1205 0,21
trans-Carveol 152,20 15,894 1224 1217 0,13
Timol metil éter 164,20 16,109 1231 1235 0,17



a-Felandreno epoxido
Carvotanacetona
Bornil acetato
Timol

Carvacrol
Bicicloelemene
a-Cubebeno
Cicloisosativene
a-Copaeno
trans-Cariofileno
y-Elemeno
[B-Cubebeno
a-Guaieno
Aromadrendreno VI
a-Humuleno
Alloaromadendreno
a-Amorfeno

D- Germacreno
Aromadendreno
Biciclogermancreno
Eremofileno

0-Cadineno

Cariofila-3,8(13)-dien-5-alfa-ol

v-Cadineno

152,20

152,20

196,20

150,20

150,20

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

204,30

220,30

204,30

16,524

16,777

17,719

17,816

18,061

19,018

19,419

20,087

20,228

21,416

21,572

21,661

21,742

22,143

22,336

22,447

22,767

22,982

23,182

23,323

23,442

23,798

23,976

24,169

1246

1255

1289

1292

1301

1337

1352

1377

1382

1428

1435

1438

1441

1457

1465

1469

1482

1490

1498

1504

1509

1524

1531

1539

1192

1246

1285

1290

1298

1345

1352

1370

1377

1420

1434

1391

1440

1455

1462

1485

1485

1438

1494

1489

1524

1513

0,25

0,10

0,12

0,12

1,73

0,21

0,62

0,21

1,19

0,41

0,13

0,20

0,21

0,10

0,15

0,13

0,41

8,11

0,32

1,59

0,29

1,95

1,17

0,20
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Elemol 222,37 24,563 1556 1547 1,02
Alcool cis-arteannuico 220,30 24,763 1564 1593 2,60
Dehidroaromadendreno 204,30 24,897 1570 1463 0,27
5-Cedranona 220,30 24,993 1574 1638 0,27
Espatulenol 220,30 25,364 1589 1576 16,42
Oxido de cariofileno 220,30 25,483 1594 1583 2,49
Guaiol 222,30 25,765 1606 1597 13,93
B-Biotol 220,30 26,010 1617 1609 0,79
1-epi-Cubenol 222,30 26,114 1622 1616 1,73
a-Copaeno-8-ol 220,30 26,218 1626 - 2,63
Isoespatulenol 220,30 26,589 1642 1625 0,75
Guai-1(10)-en-11-ol 222,30 27,339 1675 1668 4,00
Aristol-9-en-3-ol 220,30 27,940 1702 - 2,01
Rimueno 272,40 33,046 1947 1930 0,14
Ent-pimara-8(14),15-dieno 272,40 33,365 1963 1966 1,10
Traquilobano 272,40 34,249 2009 2022 2,51
Oxido de manoil 290,40 34,679 2032 1989 0,11
Kaura-16-eno 272,40 35,347 2067 2043 0,20

* MM: massa molecular; Tr: tempo de retencéo; IK calculado: indice de kovats calculado; IK
literatura: indice de kovats da literatura, onde (-) significa valor ndo encontrado.
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5.2 Atividades bioldgicas in vitro

5.2.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de EBM, OXS e substancias de referéncia encontra-

se representada na Tabela 2.

Tabela 2: Atividade antioxidante do extrato metandlico (EBM) e 6leo essencial (OXS) de X.
sericea

Atividade antioxidante

Amostras DPPH B-caroteno/acido CAT
Clso (Mg/mL)* linoleico (mg/mg de amostra)®
Clso (pg/mL)*

EBM 16,37 £ 1,33 49,16 £ 6,36 0,75+ 0,01
OXS 49,16 + 12,88 6,92 + 3,97 2,30+ 0,01
a-tocoferol 0,72 £ 0,50
Acido ascérbico 0,41 + 0,27
Quercetina 1,04 £ 0,02 1,18 + 0,62
Rutina 0,85+ 0,02

2 Valores expressos com média + desvio padrdo; ° valores expressos em equivalentes de
acido ascorbico. CAT: capacidade antioxidante total; (---) amostra ndo avaliada.

5.2.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados da atividade antimicrobiana de EBM, OXS e substancias de

referéncia frente as cepas avaliadas encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana do extrato metanoélico (EBM e 6leo essencial (OXS) de X.
sericea

Atividade antimicrobiana (ug/mL)?

Cepas
EBM OXS Cloranfenicol Ciprofloxacino

CIM° CBM® CIM CBM CIM CIM
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) 78 >31,25 7,8 >31,25 12,5 0,39
Enterobacter aerogenes 1000 >1000 1000 =>1000 25,0 0,20
(ATCC 13048)
Enterobacter cloacae 78 >3125 7,8 >31,25 12,5 0,20
(ATCC 23355)
Klebsiella pneumoniae 500 >1000 62,5 >250 12,5 12,5
(ATCC 4552)
Pseudomonas aeruginosa 500 >1000 1000 >1000 25 3,13
(ATCC 9027)
Bacillus cereus 31,25 >125 15,63 31,25 3,13 0,20
(ATCC 14579)
Enterococcus faecalis 1000 1000 1000 =>1000 6,25 1,56
(ATCC 19433)
Escherichia coli 1000 >1000 1000 =>1000 3,13 0,20
(ATCC 10536)
Salmonella typhimurium 500 >1000 500 >1000 1,56 0,20
(ATCC 13311)
Salmonella choleraesuis 1000 >1000 1000 =>1000 3,13 0,39

(ATCC 10708)

2 Valores expressos em upg/mL de amostra. ° CIM: concentracdo inibitéria minina;
°CBM: concentracdo bactericida minima.



5.2.3 Atividade leishmanicida

Os resultados da atividade leishmanicida frente as formas promastigotas de L.

amazonensis e L. chagasi de EBM, OXS e substancia de referéncia encontram-se

na Tabela 4.

Tabela 4: Atividade leishmanicida do extrato metandlico (EBM) e 6leo essencial (OXS) de X.

sericea
Atividade leishmanicida
(Clso pg/mL)*

Amostras

L. amazonensis L. chagasi
EBM 42 51 + 2,59 >100
OXS >100
Anfotericina B® 0,9+0,73 1,9+ 0,25

% Valores expressos com média +
avaliada.

5.2.4 Atividade citotdoxica

Os resultados da atividade citotdxica frente as linhagens de células tumorais e

desvio padrdo; °Controle

normais testadas encontram-se representados na Tabela 5.

positivo; (---) amostra nao
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Tabela 5: Atividade citotoxica do extrato metandlico (EBM) e 6leo essencial (OXS) de X.
sericea

Atividade citotdoxica

Linhagens (% de inibicdo da proliferacéo celular)?
celulares
EBM OXS Etoposideo

HL60 56,0 15,5 89
Jurkat 9,5 11,5 27
MCF-7 In® In 23
MDA-231 In In 1
THP-1 In In 69
HCT-116 14,5 11,5 6
VERO 9,3 19 17

% Valores de porcentagem (%) de inibicdo da proliferacdo celular comparados ao controle
(DMSO 0,1%). "Amostras inativas. Linhagens: HL60 (leucemia promielocitica humana);
Jurkat (leucemia linfoblastica de células T humana); MCF-7 (adenocarcinoma de mama
humano); MDA-231 (células de cancer de mama); THP-1 (células mieloides leucémicas);
HCT-116 (células de carcinoma colorretal); VERO (células renais de macaco parametro de
célula ndo tumoral).

5.3 Atividades bioldgicas in vivo

5.3.1 Atividade anti-inflamatdria

Os resultados da atividade anti-inflamatoria de EBM e OXS, via topica, e de
EBM via oral, observadas no modelo de edema de orelha induzido por Oleo de

croton, encontram-se representados nos Graficos 1, 2 e 3, respectivamente.
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Diferenca de peso entre as orelhas (mg)

Controle Dexa EBM1mg EBMO0,5mg EBMO,1Img
Tratamentos (via tépica)

Gréfico 1: Efeito do extrato metandlico de X. sericea (EBM) e dexametasona via topica sobre
o estimulo inflamatério induzido pelo éleo de créton em camundongos. Foram administrados
via topica, 20 yL de controle (acetona), dexametasona (0,1 mg/orelha) e EBM (1; 0,5; 0,1
mg/orelha) 15 min apos a aplicagdo de Oleo de créton 2,5 %. Os valores em cada coluna
representam a meédia = e.p.m. da diferenca de peso entre as orelhas (mg). Foi realizado o
teste ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls . Valores significativos: p** < 0,01 vs
controle; p*** < 0,001 vs controle, (#) p > 0,05 vs Dexa.

Diferenca de peso entre as orelhas (mg)

Controle Dexa OXS1lmg O©OXS0,5mg OXSO0,1mg
Tratamentos (via topica)

Gréfico 2: Efeito do 6leo essencial de X. sericea (OXS) e dexametasona via topica sobre o
estimulo inflamatério induzido pelo 6leo de créton em camundongos. Foram administrados
via topica, 20 pL de controle (acetona), dexametasona (0,1 mg/orelha) e OXS (1; 0,5; 0,1
mg/orelha) foram administrados 15 min apds a aplicacdo topica de 6leo de croton 2,5 %. Os
valores em cada coluna representam a média + e.p.m. da diferenca de peso entre as
orelhas (mg). Foi realizado o teste ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. Valores
significativos: p** < 0,01 vs controle; p*** < 0,001 vs controle.
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Gréfico 3: Efeito do extrato metandlico de X. sericea (EBM) e indometacina via oral sobre o
estimulo inflamatério induzido pelo 6leo de créton em camundongos. Foram administrados
por gavagem (10 mL/kg) controle (salina 12 % Tween), indometacina (10 mg/kg) e EBM
(300; 100; 50 mg/kg), 1h antes da aplicacdo topica de 6leo de créton 2,5 %. Os valores em
cada coluna representam a média + e.p.m. da diferenca de peso entre as orelhas (mg). Foi
realizado o teste ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. Valores significativos: p***
< 0,001 vs controle, (#) p > 0,05 vs Indo.

5.3.2 Toxicidade aguda

Os parametros observados para determinacédo da dose letal minima (DLso) de
EBM via oral e avaliacdo da toxicidade aguda - consumo de agua e racdo, massa
relativa dos 6rgdos e ganho de massa corporal - encontram-se representados nas
Tabelas 6 e 7 e no Grafico 4, respectivamente. Nao houve morte nem qualquer outro
sinal de toxicidade nos animais do grupo controle ou tratados com EBM em todas as
doses. Nao foi observada nenhuma alteracdo comportamental, motora e/ou
sensorial entre os grupos. Os 6rgados analisados (rins, figado, coragdo e pulmdes) se
mostraram inalterados macroscopicamente. Foi possivel verificar que o consumo de
agua se manteve igual entre 0s grupos, exceto no grupo tratado com EBM 2000

mg/kg, no qual diminuiu aproximadamente 33 %. O consumo de ra¢gdo se manteve 0
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mesmo (p > 0,05) para todos os grupos avaliados (Tabela 6), assim como a massa
relativa das visceras (p > 0,05) avaliadas (Tabela 7). Todos os animais exibiram um
ganho de massa corporal significativamente igual (p > 0,05) (Grafico 4). Apos a
avaliacao dos resultados foi possivel concluir que a DLsg de EBM para camundongos

Swiss machos é maior que 2000 mg/kg.

Tabela 6: Consumo de agua e ragdo no modelo de toxicidade aguda do extrato metandlico
de X. sericea

Grupos Consumo de agua Consumo de racéo
(mL/dia/animal)® (g/dia/animal)®
Controle 12,25+ 1,75 6,57+1,14
EBM 2000 8,27 + 3,03° 7,31+1,20
EBM 1000 10,76 £ 1,50 6,82 + 1,05
EBM 500 13,63 + 2,66 7,58+ 1,30
EBM 100 11,51+ 2,14 6,98 + 1,22

% Valores expressos como média + desvio padrdo. Foram realizadas andlises de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. ° Valores significativos: p < 0,001 vs controle, os
demais valores p > 0,05. Grupos EBM: extrato metandlico nas doses de 2000; 1000; 500;
100 mg/ kg.
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Tabela 7: Massa relativa dos 6érgdos no modelo de toxicidade aguda do extrato metandlico

de X. sericea

Grupos Massa relativa dos 6rgédos (g/100g p.v.)*

Rim esquerdo Rim direito Figado Coracao Pulmbes
Controle 0,70 + 0,07 0,66+0,03 532+087 082+0,08 0,66+0,04
EBM 2000 0,75+ 0,01 0,79+0,07 560+x031 0,77+0,14 0,53+0,05
EBM 1000 0,67 + 0,03 0,70 £ 0,07 5,32+ 0,35 0,76 + 0,16 0,60 + 0,04
EBM 500 0,83+0,01 0,80 + 0,06 5,88 + 0,30 0,74 + 0,13 0,61 + 0,09
EBM 100 0,73+ 0,04 0,72+0,07 5,16+056 065+0,10 0,67 +0,08

a Valores expressos como média dos animais em g/100 g de peso vivo = desvio padrao.
Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Todos os
valores apresentaram p > 0,05. Grupos EBM: extrato metandlico nas doses de 2000; 1000;
500; 100 mg/ kg.

3.01
I Controle
- I EBM 2000
' I EBM 1000

E= EBM 500
= EBM 100

Média de ganho de massa corporal (g/dia/animal)

Dias

Grafico 4: Ganho de massa corporal dos animais no modelo de toxicidade aguda do extrato
metandlico de X. sericea (EBM). Os animais foram tratados via oral, dose Unica, com EBM
(2000; 1000; 500; 100 mg/ kg ) e controle (salina 12 % em Tween 40), e foram avaliados
durante 14 dias. Os valores em cada coluna representam a média + e.p.m de ganho de
massa corporal, nos dias 1, 5, 9 e 14. Foi realizado o teste ANOVA, seguido pelo teste
Bonferroni. Todos os valores apresentaram p > 0,05.



63

6 DISCUSSAO

6.1 Extracdo e perfil fitoquimico do extrato metandlico (EBM)

A extracdo com metanol, solvente organico polar, busca extrair o maior
namero possivel de substancias, com base na capacidade desse solvente em
aumentar a permeabilidade da parede celular, facilitando a extracéo e a eficiéncia da
mesma na obtencdo de substancias de alta, média e baixa polaridade (SARKER,;
LATIF; GRAY, 2006). Assim, ao escolher esse solvente para a extracdo buscou-se
obter uma amostra representativa de todas as classes de metabdlitos presentes na
espécie Xylopia sericea.

Pela triagem fitoquimica de EBM (pag. 51) foi possivel verificar a presenca de
fendis, cumarinas, saponinas, taninos, alcaloides, terpenoides/esteroides, além de
flavonoides. A esses metabdlitos especiais é atribuida uma grande variedade de
atividades bioldgicas.

Os alcaloides sédo considerados um dos mais importantes metabdlitos
responsaveis pelas atividades farmacolégicas de extratos de Xylopia sp.
(SCHMUTZ, 1959; ROCHA; BOLZANI; PANIZZA, 1981; JOSSANG et al., 1991;
CAMARA, 1994; NISHIYAMA et al., 2004). A presenca de terpenoides também
constatada ja era esperada uma vez que ja foram isolados na espécie (MATOS;
MATOS, 1984; CRAVEIRO; ALENCA; VOSTROWSK, 1986; CAMARA, 1994;

TAKAHASHI; HENRIETA; BOAVENTURA, 2001).
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6.1.1 Conteudo de fenéis totais e flavonoides de EBM

EBM apresentou um alto teor de fendis totais (pag. 51), visto que em 1 g de
EBM séo encontrados 358,2 + 33,1 mg de fendis. Sabe-se que as substancias
fendlicos sdo amplamente distribuidas nas espécies vegetais uma vez que
enquadram-se em diversas categorias, como fendis simples, acidos fendlicos
(derivados de acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos,
taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (NACZK; SHAHIDI , 2004).

Quanto aos flavonoides (pag. 51), EBM apresentou um teor de 28,8 + 8,2 mg
de flavonoides em 1g, sendo esses um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (SIMOES et al., 1999). Alguns
flavonoides ja foram identificados no género: (+)-catequina, (-)-epi-catequina,
quercetina, 3-0O-B-D-glicopiranosil-quercetina, rutina, 3-0-a-L-(2-O-a-L
ramnopiranosil)-arabinofuranosil-quercetina,  3-O-rutinosil-canferol e  3-O-a-L-
ramnosil-diidrocanferol (engelitina) (MARTINS; ROQUE, 1993; MARTINS, 1996),
além de ja terem sido identificados na espécie rutina, hesperidina e quercetina
(MARTINS et al., 2012).

Substancias fendlicas, inclusive os flavonoides, apresentam uma gama de
atividades, dentre elas a atividade anti-inflamatoria, antioxidante, efeito
vasodilatador, acdo antialérgica, atividade antitumoral, hepatoprotetora,
antitlcerogénica, acdes anti-plaquetaria, bem como acdes antimicrobianas e

antivirais (LOPES et al., 2000; DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).
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6.2 Extracéo e caracterizacdo quimica do 6leo essencial (OXS)

Sabe-se que as plantas aromaticas, dentre as quais se inclui a espécie X.
sericea, sao importantes recursos naturais cujos metabdlitos produzidos geram
inimeros produtos de interesse econbmico destacando-se, pela ampla aplicacéao
industrial, os Oleos essenciais (PAULETTI, 2006). A familia Annonaceae ¢é
reconhecida por apresentar varias espécies produtoras de 0leos essenciais que sdo
encontrados nas partes aéreas (folhas e ramos finos), cascas, troncos, raizes, frutos,
flores, sementes e resinas (ZOGHBI et al. 1998).

A hidrodestilacdo, método empregado na extracdo do 6leo essencial dos frutos
de X. sericea (OXS), é o método mais utilizado e viavel economicamente, tanto em
escala laboratorial quanto em escala comercial (SANTOS et al., 2004). O rendimento
de 0,93 % obtido na extracdo de OXS esta em conformidade com os rendimentos
encontrados na literatura que variam de 0,22 a 1,3 % (CRAVEIRO; ALENCAR,;
VOSTROWSK, 1986; PONTES, 2006; PONTES et al., 2007). Os constituintes
majoritarios de OXS foram os sesquiterpenos espatulenol (16,42 %), guaiol (13,93 %)
e D - germacreno (8,11 %), além disso, varios outros terpenoides foram identificados
em menores concentracdes (Tabela 1, pag. 52).

Entre estes componentes identificados, o espatulenol sesquiterpeno oxigenado
€ considerado como um marcador quimiotaxonémico de espécies de Annonaceae,
uma vez que ja foi identificado em varias espécies desta familia inculindo o género
Xylopia (COSTA et al., 2009).

OXS apresentou um perfil quimico diferente daqueles encontrados na literatura
(CRAVEIRO; ALENCAR; VOSTROWSK, 1986; LEMOS et al. 1992, FOURNIER et al.

1994, CAMARA; ALENCAR; SILVEIRA, 1996; PONTES, 2006; PONTES et al.,



66

2007). Essa diferenca pode ser explicada pela distribuicAo geografica das
populacdes estudadas, que crescem sob influéncia de distintas condi¢cdes de solo e
clima. Os resultados obtidos foram provenientes de uma simples amostra de um sitio

de coleta, 0 que nédo levou em consideracao as possiveis interacdes intraespecificas.

6.3 Atividades bioldgicas in vitro

6.3.1 Atividade antioxidante

O método DPPH baseia-se na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por substancias antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a
517 nm. Trata-se de um teste simples e amplamente empregado. O DPPH € um
radical livre, estavel, ndo natural, que pode ser obtido diretamente por dissolucao do
reagente em meio organico (RUFINO et al., 2007; YAMASAKI et al., 1994).

Substéancias polifendlicas apresentam capacidade de deslocar elétrons, o que
lhes conferem propriedades oxidaveis. Logo, o ensaio de atividade sequestradora do
radical livre DPPH se apresenta como um teste de predicdo de uma potencial
atividade antioxidante e pode ser empregado para triagem de compostos quimicos
sintéticos e produtos naturais (YAMASAKI et al., 1994).

O método B-caroteno/acido linoleico avalia a atividade de inibicdo de radicais
livres gerados durante a peroxidagcdo do acido linoleico, portanto determina a
atividade de uma amostra de proteger um substrato lipidico da oxidacéo, e faz
correlacdo com a peroxidacdo lipidica que ocorre no organismo. O método esta

fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacéo) do -
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caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do &cido linoleico
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

O método fosfomolibdénio é uma maneira simples e barata de se avaliar a
capacidade antioxidante total (CAT) de uma mistura complexa de compostos. Esse
método possui a grande vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos quanto de hidrofilicos (ADELMANN, 2005), e baseia-se na
reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V) ocorrida em presenca de substancias
com capacidade antioxidante, com formacdo de um complexo verde entre
fosfato/molibdénio (V), em pH acido, o qual é determinado espectrofotometricamente
a 695 nm. A coloracdo verde é mais intensa quanto maior for a atividade
antioxidante da amostra (BORA et al., 2005).

De maneira geral, durante a avaliacdo da atividade antioxidante, dois fatores
devem ser levados em consideracdo. O primeiro é a eficiéncia do sequestro do
radical, que é determinada ndo apenas pela reatividade do antioxidante, mas
também pela sua concentracdo. O segundo fator esta relacionado com o espectro
de acédo do antioxidante, por sua vez modulado pela solubilidade, assim faz-se
necessario a realizacdo de varios modelos de ensaios in vitro para predizer o
potencial antioxidante real da amostra frente as diferentes condicdes
(FERRONATTO et al., 2006).

A atividade antioxidante das amostras de X. sericea foi comparada as
substancias de referéncia quercetina, acido ascoérbico, a-tocoferol e rutina. A
quercetina (3,5,7,3’-4’- pentahidroxi flavona) € um flavonoide que apresenta a
capacidade de sequestrar radicais de oxigénio, inibir a xantina oxidase e a
peroxidacdo lipidica e € conhecida também por suas propriedades quelante e

estabilizadora do ferro (BEHLING et al., 2004). O acido ascorbico (vitamina C) por
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suas inumeras propriedades protetoras do organismo é amplamente, utilizado como
antioxidante, nutracéutico e cosmecéutico (GIL et al., 2005). A vitamina E é um
componente dos 0leos vegetais encontrado na natureza em quatro formas, sendo o
a-tocoferol a forma antioxidante amplamente distribuida nos tecidos e no plasma
sendo empregada pela capacidade de impedir a propagacéo das reacdes em cadeia
induzidas pelos radicais livres nas membranas bioldgicas (BIANCHI; ANTUNES,
1999). A rutina (3-o-rutinosideo-quercetina) é um flavonoide empregado como
antioxidante, na prevencao ou tratamento da insuficiéncia venosa ou linfatica e da
fragilidade ou permeabilidade capilar (VELASCO et al., 2008).

Assim, pode ser observado na Tabela 2 (pag. 55), que, pelo método do
DPPH, EBM e OXS apresentaram uma atividade antioxidante interessante,
principalmente EBM, quando comparados as substancias de referéncia. No método
B-caroteno/acido linoleico as amostras apresentaram potencial antioxidante
promissor quando comparados ao flavonoide quercetina, principalmente OXS,
indicando atuacédo preferencial dessa amostra na inibicdo da peroxidacao lipidica. E
no método do fosfomolibdénio, EBM e OXS confirmaram o seu potencial
antioxidante, sendo que OXS apresentou CAT maior que o acido ascorbico (2,30 +
0,01 mg de acido ascorbico equivalem a 1mg de OXS) e a rutina (0,85 + 0,02 mg de
acido ascérbico equivalem a 1 mg de rutina), 0 que mostra a sua eficiéncia em inibir
a oxidagao.

A andlise fitoquimica preliminar mostrou a presencga de flavonoides e outras
substancias fenodlicas em EBM. Esses derivados fendlicos estdo diretamente
relacionados ao potencial antioxidante das amostras avaliadas, uma vez que Sao
conhecidos por atuarem na captura e neutralizacdo de espécies oxidantes como o

anion superéxido (O%), radical hidroxila ou radical peréxido, atuando também por
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sinergismo com outros antioxidantes como as vitaminas C e E, além de se ligarem a
ions metalicos impedindo-os de atuarem como catalisadores da producdo de
radicais livres, podendo interferir nas reacdes de propagacéo e formacédo de ERO’s
(SIMOES et al., 1999), auxiliando na diminuicdo do processo oxidativo no organismo
cuja atividade antioxidante pode ser correlacionada com os valores encontrados in

vitro.

6.3.2 Atividade antimicrobiana

O teste de microdiluicdo em caldo foi empregado a fim de se determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM), que corresponde a menor concentracdo da
amostra testada capaz de inibir o crescimento microbiano apés um periodo de
incubacdo, enquanto a concentracao bactericida minima (CBM) corresponde aquela
concentragéo capaz de impedir o crescimento de um microrganismo em sub-culturas
livres de substancias antimicrobianas, o que prediz a morte do mesmo e a acéo
bactericida da amostra (ANDREWS, 2001).

A atividade antibacteriana de EBM e OXS foi valida frente a dez cepas de
bactérias de importancia clinica que estdo envolvidas em diversos processos
infecciosos. Os farmacos antimicrobianos utilizados como controle positivo na
determinacdo da CIM foram o cloranfenicol e o ciprofloxacino, esses ndao foram
avaliados quanto a CBM uma vez que ja apresentam mecanismos de acao
estabelecidos.

O cloranfenicol é um antimicrobiano da classe dos anfenicéis, de amplo
espectro, incluindo microrganismos gram-negativos e gram-positivos. Apresenta

acao bacteriostatica, se liga a subunidade 50S do ribossomo, inibindo a sintese



70

proteica da bactéria. Porém, pode ser bactericida contra algumas espécies como S.
pneumoniae, H. influenzae e N. meningitidis, através de mecanismo ndo bem
elucidado. Ja o ciprofloxacino pertence a classe das fluoroquinolonas, é um farmaco
de largo espectro efetivo sobre microrganismos gram-positivos e gram-negativos e
também sobre as Enterobacteriaceae, incluindo muitos microrganismos resistentes.
Apresenta acdo bactericida uma vez que inibe a atividade da DNA girase ou
topoisomerase Il, enzima essencial a sobrevivéncia bacteriana. A DNA girase torna
a molécula de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a
molécula de DNA passa a ocupar grande espaco no interior da bactéria e suas
extremidades livres determinam sintese descontrolada de RNA mensageiro e de
proteinas, determinando a morte das bactérias (AMATO NETO; NICODEMO;
LOPES, 2007; RANG et al., 2011).

As amostras EBM e OXS foram ativas para todas as cepas (Tabela 3, pag.
56). De acordo com Rios e Recio (2005) e Cos et al. (2006), atividades biolégicas
em testes in vitro em concentracfes abaixo de 100 pg/mL sdo relevantes para
amostras vegetais. Assim as cepas mais sensiveis a EBM foram Staphylococcus
aureus, Enterobacter cloacae e Bacillus cereus com CIM de 7,8; 7,8 e 31,25 pg/mL
respectivamente, sendo essa amostra mais eficaz que o cloranfenicol para S. aureus
e E. cloacae. J4 em relacdo a OXS, as cepas mais sensiveis foram S. aureus, E.
cloacae, Klebsiella pneumoniae e B. cereus com CIM de 7,8; 7,8; 62,5 e 15,63
pg/mL respectivamente.

Quanto a CBM, as amostras apresentaram efeito bacteriostatico para a
maioria das cepas avaliadas, apenas EBM para E. faecalis na concentracédo de 1000
Hg/mL e OXS para B. cereus na concentracdo de 31,25 pg/mL apresentaram

atividade bactericida.
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Dentre as bactérias mais sensiveis estd o S. aureus, bactéria do grupo dos
cocos gram-positivos que faz parte da microbiota humana, porém pode provocar
doencas que vao desde uma infeccado simples, como espinhas e furdnculos, até as
mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico,
septicemia, entre outras. Os Staphylococcus também sdo capazes de produzir
infeccbes alimentares devido a producédo de enterotoxinas termo-estaveis durante o
crescimento em alimentos contaminados (SANTOS et al., 2007).

E. cloacae é uma bactéria gram-negativa encontrada na natureza, porém
pode estar envolvida em processos infecciosos principalmente em pacientes
imunocomprometidos. As vias urinarias e respiratorias sdo os locais mais comuns de
infeccdo. Apresentam mecanismos de resisténcia a diversos antibioticos, o que
destaca a viruléncia e a importancia clinica da espécie (ISASTI et al., 2009).

B. cereus é uma bactéria gram-positiva que esta relacionada com casos de
deterioracdo dos alimentos, além de ter sua acdo conhecida como invasor primario
ou como agente de infec¢des secundarias em inUmeras doencas (TURNBULL et al.,
1991). Cepas resistentes de microrganismos encontradas no solo de agricultura
como no caso de B. cereus chegam a comunidade e consequentemente aos
hospitais através dos alimentos (GUVEN; MUTLU; AVCI, 2005).

K. pneumoniae é um bacilo gram-negativo que pode ser encontrada
colonizando a orofaringe e fezes de pessoas sadias, e pode estar envolvida em
varios processos infec¢cdes graves, principalmente em pacientes imunodeprimidos
e/ou com dispositivos invasivos como cateter, sonda, pulsdo venosa periférica ou em

outra situacdo que possa favorecer a infeccdo bacteriana (MOREIRA; FREIRE,

2011).
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Em geral, a acdo antimicrobiana de extratos e 0leos vegetais € o resultado de
efeitos combinados (COX et al., 2000). Assim, diferentes mecanismos estao
envolvidos na acdo dessas amostras sobre 0s microrganismos. As inibicbes mais
frequentes envolvem componentes fendlicos, que sensibilizam a bicamada lipidica
da membrana celular e alteram a atividade dos canais de calcio, causando aumento
da permeabilidade e liberacdo dos constituintes intracelulares vitais. Também podem
ocorrer danos ao sistema enzimatico do microrganismo envolvido na producao de
energia e na sintese de componentes estruturais, bem como a destruicdo ou
inativacdo de material genético. Os grupos hidroxilas fendlicos sdo bastante reativos
e formam ligacdes de hidrogénio com sitios ativos de enzimas-alvo, inativando-as
(PORTE; GODOQY, 2001).

A atividade antibacteriana encontrada para as amostras pode ser atribuida a
algumas substancias ja relatadas na espécie. O acido caurenoico e acido xilopico,
diterpenos isolados de X. sericea, apresentaram atividade antimicrobiana
comprovadas, principalmente contra bactérias gram-positivas (BOAKYE; FIAGBE;
AYIM, 1977; WILKENS et al.,, 2002). Além disso, os sesquiterpenos, em geral,
identificados em OXS por CG-EM apresentaram func¢des protetoras contra fungos e
bactérias (TOSCAN, 2010). O espatulenol, majoritario de OXS apresenta
propriedades antibacterianas contra bactérias gram-positvas e negativas, inclusive
contra 0 S. aureus (CHINOU; BOUGATSOS; PERDETZOUGLOU, 2004). Ha indicios
que os produtos de metabolizacdo do guaiol possam estar envolvidos com a
atividade antimicrobiana (CHOUDHARY et al., 2007).

De acordo com Cordell e Hamburguer (1987), a complexidade dos extratos de
plantas limita a conducdo de isolamento de agentes antibacterianos de origem

vegetal. Nesse sentido, a utilizacdo do extrato ou 6leo essencial que apresenta
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atividade antimicrobiana relevante e baixa toxicidade se torna uma possibilidade no
combate a microrganismos patogénicos em alimentos, animais e até mesmo no
homem.

Assim, diante de suas propriedades antibacterinas, a espécie X. sericea surge
como um potencial aditivo natural que pode ser combinado a outras técnicas de
conservacao de alimentos para contribuir com a prevencdo de doencas veiculadas

por esses.

6.3.3 Atividade leishmanicida

As amostras foram avaliadas contra duas espécies de Leishmania uma vez
gue ha relatos na literatura de constituintes ja isolados na espécie com atividade
frente a alguns protozoarios, inclusive Leishmania (OSORIO et al., 2007). O &cido
xilépico apresentou atividade profilatica e curativa contra o protozoario Plasmodium
berghei parasita intracelular de roedores (WOODE et al., 2012; BOAMPONG et al.,
2013), assim como 0 acido caurenoico que apresentou atividade anti-Trypanossoma
cruzi (GUIMARAES; FARIA, 2007).

Como pode ser observado na Tabela 4 (pag. 57) EBM apresentou atividade
interessante contra as formas promastigotas de L. amazonensis, com Clsp= 42,51
pug/mL, porém ndo apresentou atividade contra as formas promastigotas de L.
chagasi. Para OXS, a atividade foi avaliada apenas para as formas promastigotas de
L. amazonensis e nao apresentou atividade representativa, porém estudos futuros
ainda sao necessarios contra as formas amastigotas e outras espécies de

Leishmania ainda ndo avaliadas.
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6.3.4 Atividade citotdoxica

Apesar de ndo se ter relatado o uso popular da espécie contra o cancér,
algumas espécies do género Xylopia e varias espécies da familia Annonaceae
apresentam o0 uso descrito e atividade citotdxica comprovada. Nesse sentido
buscou-se avaliar a citotoxicidade da espécie X. sericea frente a algumas linhagens
tumorais. EBM apresentou atividade promissora para a linhagem leucémica HL-60,
inibindo 56% da proliferacdo celular, sendo que o farmaco de referéncia, etoposideo
inibiu 89 %. E importante ressaltar o resultado encontrado para EBM uma vez que
trata-se de um extrato que quando comparado com o etoposideo, composto puro,
apresentou atividade interessante. Além disso, essa amostra ndo apresentou
citotoxidade para as células Vero, células ndo tumorais, assim como OXS, o que
pode ser correlacionado a indicio de baixa toxicidade (Tabela 5, pag. 58). O
etoposideo apresentou porcentagem de inibicdo das células ndo tumorais maior que
EBM, ou seja, o fArmaco se mostrou mais téxico frente a estirpe avaliada.

O etoposideo é um derivado semissintético da podofilotoxina, de grande
aplicacdo na terapia do cancer. Esse quimioterapico induz o bloqueio pré-mitético no
final da fase S ou no inicio da fase G2, devido a ligacdo com a topoisomerase I,
inibindo essa enzima e impedindo a replicagdo e consequentemente proliferacao
celular. Entretanto, esse farmaco esta relacionado a inimeros efeitos adversos
como supressao de medula 0ssea, nausea, vomitos e alopecia, hepatotoxicidade,
febre, ardor, reacdes de hipersensibilidade e até mesmo desenvolvimento de
neoplasias (BRANDAO et al., 2010).

As leucemias representam um grupo de neoplasias hematoldgicas

caracterizadas pela expanséo clonal de células hematopoiéticas, desregulacdo da
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proliferacdo, diminuicdo da apoptose e/ou bloqueio da diferenciacdo celular. A
leucemia mieloide aguda (LMA) é um dos tipos mais comuns entre as neoplasias
hematoldgicas, afetando individuos de todas as idades. Sao caracterizadas pela
proliferacdo e acumulacdo de células hematopoiéticas imaturas (blastos) da linha
mieloide (mieloblastos), na medula Ossea e sangue periférico. HL-60 € uma
linhagem celular tumoral humana proveniente de leucemia promielocitica aguda, um
subtipo da leucemia mieloide aguda e corresponde a aproximadamente 8 % dos
casos de LMA (FONSECA, 2011).

O A&cido caurenoico ja relatado na espécie apresentou atividade anti-
neoplasica em hepatocitos. Estudos sugerem que os diterpenos cauranos Sao
capazes de inibir o fator nuclear Kappa B (NFkB) e também de induzir expressao de
proteases envolvidas na apoptose como por exemplo a caspase-8, mostrando-se um
eficiente quimioterapico, ja que além de apresentar efeitos pré-apoptéticos, também
inibe a transcricdo do gene do NFkB. Esse fator nuclear controla a transcricdo de
genes que conferem resisténcia a morte celular, como por exemplo os inibidores das
caspases (RODRIGUES et al., 2009).

O espatulenol, componente majoritario de OXS, apresentou atividade
citotoxica moderada (CHINOU; BOUGATSOS; PERDETZOUGLOU, 2004). A
presenca de alcaloides comuns a familia Annonaceae, cuja presenca foi confirmada
no perfil fitoquimico de EBM, podem estar envolvidos na diminuigdo da proliferagdo

celular de HL-60 para essa amostra.
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6.4 Atividades bioldgicas in vivo

6.4.1 Atividade anti-inflamatdria in vivo

O modelo de edema de orelha para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria
utiliza o 6leo de croton como agente flogistico e visa a descoberta de agentes anti-
inflamatorios de uso topico, mas também é possivel avaliar a atividade de anti-
inflamatoérios esteroidais ou nado esteroidais de administracdo sistémica
(SCHIANTARELLI et al, 1982). O principal agente irritante que compde o Oleo de
croton € o acetato de tetradecainol-forbol (TPA), cuja acdo é exercida por produtos
da ciclo-oxigenase (COX), histamina e serotonina, dentre outros mediadores (LAPA
et al, 2007). H& inducdo da inflamacédo cutanea e hiperproliferacdo celular em
animais. Dessa maneira, o0 modelo tem importancia na descoberta de novos
produtos farmacéuticos para serem utilizados no tratamento de doencas de pele
(BOLLER, 2007).

Neste modelo, a aplicacdo de EBM por via tépica (Grafico 1, pag. 59)
apresentou uma reducéo do edema comparado ao grupo controle de 41,8 %, 82,4 %
e 56,9 % para as doses de 1, 0,5 e 0,1 mg/orelha respectivamente, sendo que a
dose de 0,5 mg/orelha apresentou maior porcentagem de inibicdo e, portanto, uma
maior atividade anti-inflamatéria do que a dexametasona, farmaco corticosteroide
com acao anti-inflamatoria e imunossupressora comprovadas, que apresentou
reducdo do edema de 81,4 % (RANG et al., 2011).

A aplicacdo de OXS por via tépica (Grafico 2, pag. 59) apresentou uma
reducdo do edema comparado ao grupo controle de 43,4 %, 54,2 % e 14,2 % para

as doses de 1, 0,5 e 0,1 mg/orelha respectivamente e a dexametasona 88,1 %.
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Assim como foi verificado para EBM, a melhor dose de OXS com atividade anti-
inflamatoria foi a de 0,5 mg/orelha, se mostrando no primeiro caso estatisticamente
igual a substancia de referéncia, dexametasona.

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de EBM por via oral (Gréafico 3,
pag. 60), a substancia de referéncia utilizada foi a indometacina, farmaco anti-
inflamatorio ndo esteroide que inibe a atividade da enzima COX e assim diminui a
formacdo de precursores de prostaglandinas e tromboxanos a partir do acido
araquidénico, envolvidos no processo inflamatério (RANG et al, 2011). A
administracdo por via oral de EBM apresentou uma reducédo do edema comparado
ao controle de 36,3 %, 29,5 % e 32,0 % para as doses de 300, 100 e 50 mg/kg
respectivamente e a indometacina 33,2 %. Em relacdo a porcentagem de inibicao, a
dose de 300 mg/kg se mostrou mais potente do que a indometacina.

A atividade anti-inflamatéria de EBM e OXS pode ser atribuida em parte a
atividade antioxidante, entretanto, sabe-se que diversas substancias presentes nos
Oleos essenciais apresentam a capacidade de interagir com as cascatas de
sinalizacao envolvendo citocinas e regulando fatores de transcricdo e expressao de
genes pro-inflamatérios. H& indicios que o espatulenol, composto majoritario
identificado em OXS, apresente a capacidade de inibir IL-18 e IL-6, interleucinas
mediadoras do processo inflamatério (MIGUEL, 2010). O acido caurenoico ja isolado
da espécie apresenta varias atividades ja comprovadas, dentre elas, a atividade anti-
inflamatoria (PAIVA et al., 2002) e antinociceptiva (BLOCK et al., 1998).

No entanto, € possivel que a atividade dos componentes majoritarios seja
modulada por componentes em menores concentragdes, assim varias substancias
mesmo que em menores concentragdes podem estar contribuindo para a atividade,

como o a-humuleno, substancia também presente no fitoterapico Acheflan (5,0 mg
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do Oleo essencial de erva-baleeira padronizado em 2,3 a 2,9 % de a-humuleno),
indicado no tratamento local de processos inflamatorios, sendo encontrado nas
formas farmacéuticas aerosol e creme (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).

Em geral, os terpenoides apresentam propriedades anti-inflamatorias e
antinociceptivas, inibem a agregacao plaquetaria e interferem a nivel intracelular em
varios passos do mecanismo de transducéao (CALIXTO, 2000). Estudos sugerem que
os diterpenos possam impedir a liberacdo da substancia P, substancia que apresenta
efeitos pré-inflamatoérios sendo responsavel pela inflamacdo neurogénica, e reduzir o
aumento da permeabilidade capilar por uma alteragéo do influxo e efluxo de Ca** e

K* (MELO, 20086).

6.4.2 Toxicidade aguda

A avaliacdo de toxicidade aguda é uma metodologia amplamente empregada
para verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos
agudos aos organismos vivos, em altas doses, especialmente injdrias anatomo-
patologicas e letalidade, e podem oferecer contribuicdo para estabelecer parametros
de seguranca (CUNHA et al., 2013).

A DLso encontrada (maior que 2000 mg/kg) caracteriza EBM como sendo de
baixa toxicidade, uma vez que na avaliacao da toxicidade oral de uma amostra essa
€ considerada como extremamente toxica quando apresenta DLsy inferior a 25
mg/kg, altamente toxica DLsp entre 100 e 500 mg/kg, moderadamente tdxica com
DLso entre 500 e 2000 mg/kg e de baixa toxicidade quando apresenta DLso superior

a 2000 mg/kg (LARINI, 1987).
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Os resultados demonstraram que a administracdo de EBM néo produziu
efeitos tbxicos em camundongos machos Swiss, uma vez que durante o tratamento,
nenhum sinal clinico visivel de toxicidade foi observado. Apesar de o consumo de
agua ter sido diminuido no grupo tratado com EBM 2000 mg/kg, observou-se que
para 0S outros parametros avaliados o0 grupo em questdo se manteve normal,
guando comparado ao controle (Tabela 6, pag. 61; Tabela 7, pag. 62 e Grafico 4,
pag. 62). Além disso, segundo Barros e Davino (2003), alteracdes no consumo de
alimentos representam um efeito adverso de menor gravidade.

O acompanhamento da massa corporal do animal € um importante indicador
para a avaliacdo da toxicidade de uma substancia, uma vez que esse parametro
esta indiretamente ligado a alimentacdo do animal, ao consumo de agua e racao, e
aos possiveis danos que poderiam ser também perceptiveis na visualizacdo dos
principais 6rgdos (JAHN; GUNZEL, 1997).

Apesar de o resultado encontrado predizer a acdo nao toxica de EBM
recomendam-se estudos complementares, inclusive toxicidade subaguda para
avaliacbes mais detalhadas, incluindo andlise histopatolégica e avaliacdo dos
parametros bioquimicos e histopatolégicos, para melhor entendimento da toxicidade

em doses repetidas.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho contribui de forma significativa com o conhecimento cientifico da
espécie nativa Xylopia sericea. Tal conhecimento permite que a biodiversidade
brasileira seja cada vez mais reconhecida no ambito da fitoterapia, além de agregar
valor a espécie em questdo, o que justifica, muitas vezes, sua conservacao e até
mesmo, a conservacao de areas circunvizinhas.

Tanto EBM quanto OXS apresentaram atividades biolégicas promissoras o
gue corrobora com a avaliacdo do uso popular da espécie e justifica a continuacéo

do estudo.
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