UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE - UFS

Pro-Reitoria de Pos-Graduacio e Pesquisa

Nucleo de Pos-Graduacio em Medicina

AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO EXTRATO
SECO LIOFILIZADO DA Remiria maritima Aubl.

Sao Cristovao

2010



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE - UFS

Pro-Reitoria de Pos-Graduacio e Pesquisa

Nucleo de Pos-Graduacio em Medicina

Avaliacao da atividade bioldgica do extrato seco liofilizado da Remiria
maritima Aubl.

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Sergipe,
como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude, realizada sob a
orientagdo do Prof. Dr. Adriano

Antunes de Souza Aragjo.

Sao Cristovao

2010



DANTAS OLIVEIRA / ISAMAR AVALIACAO DA
ATIVIDADE BIOLOGICA DO EXTRATO SECO DA Remiria
maritima Aubl.

Ficha catalografica

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central / UFS

Oliveira, Isamar Dantas

Avaliagdo da Atividade Biologica do Extrato Seco da Remiria maritima Aubl.
- Séo Cristovao, 2010.

Orientador: Prof. Dr. Adriano Antunes de Souza Aradjo

Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias da Saude) — Universidade
Federal de Sergipe, Pro-Reitoria de Pos-Graduagdo e Pesquisa, Nucleo de
P6s-Graduagao em Ciéncias da Saude.

1. Remiria maritima Aubl 2. Atividade Biologica




Folha de aprovagao

ISAMAR DANTAS OLIVEIRA

AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO EXTRATO
SECO DA Remiria maritima Aubl.

Dissertacdo apresentada ao Nucleo de Poés -
Graduagdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Sergipe como
requisito parcial a obten¢do do grau de Mestre
em Ciéncias da Saude

Aprovada em: / /

Orientador: Prof. Dr. ADRIANO ANTUNES DE SOUZA ARAUJO

Profa. Dra. FRANCILENE AMARAL DA SILVA
1° Examinador:

Prof. Dra. JULIANA CORDEIRO CARDOSO

2° Examinador:

PARECER



DEDICATORIA

Ao meu esposo

André e ao meu adoravel filho
André Felipe pela

compreensdo de todas as minhas
auséncias.



AGRADECIMENTOS

AGRADECO a DEUS, minha fonte de forgas.

Ao meu orientador Prof. Dr. Adriano Antunes pelos ensinamentos, paciéncia € compreensao e

acima de tudo pela oportunidade concedida. MUITO OBRIGADA!

Aos meus co-Orientadores Prof. Dra. Rita de Cassia Trindade , ao Prof. Dr. Lucindo Quintans
Junior pelas contribui¢gdes no delineamento dos experimentos € na organizacao dos resultados
e sugestoes.

A Prof. Dra. Ana Paula Prata por identificar a espécie botanica estudada e por sugestdes
fornecidas.

Aos professores Francilene Amaral da Silva e Leonardo Rigoldi Bonjardim pela colaboragao
nas corregoes desse trabalho.

Aos professores do Curso de Mestrado em Ciéncias da Saude, pelos ensinamentos prestados

durante as disciplinas.

A Julina , Patricia e Antonio alunos do Laboratério de Microbiologia da UFS pela

disponibilidade e ajuda sempre que precisei.

As minhas mais novas amigas Adriana Gibara e Geovana do Laboratorio LAPEC pela

paciéncia e grande ajuda . Que DEUS as abéngoe .

Aos amigos do laboratorio LEFT pela ajuda e em especial a Mdnica, Jodo Paulo e Gabrielle

Mendes que me ajudaram bastante.

A minha eterna e grande amiga Marcélia Melo por ter me fortalecido em momentos de
desanimo com sua amizade e conselhos.

A todos aqueles que de algum modo, me influenciaram positivamente durante este periodo,

todo o meu reconhecimento.

A Universidade Tiradentes - Unit, por me propocionar desde sempre uma formagao.



" A carreira profissional, os titulos académicos, e o dinheiro so6 terdo valor se houver
harmonia na familia, afinidade entre os amigos, serenidade no amor e principalmente paz de

espirito”.

Martin Luther King



OLIVEIRA, I. D. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DO EXTRATO SECO
LIOFILIZADO DA Remiria maritima Aubl. Universidade Federal de Sergipe. Nucleo de
Pos-gradacao em Medicina 2010.

RESUMO

Remiria maritima Aubl., popularmente conhecida como “Capim da praia” ¢ utilizada na
forma de chas para o tratamento de diarréia, doengas renais, febre alta e como analgésico e
antiinflamatério. Nao ha na literatura registros a respeito de suas propriedades biologicas.
Portanto, este estudo foi desenvolvido visando avaliar a ag¢do dos possiveis efeitos
antimicrobiano, antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatorio do extrato aquoso liofilizado
da Remiria maritima Aubl. (ERMA) utilizando ensaios in vivo e in vitro. O extrato foi
submetido primeiramente aos ensaios fitoquimicos. A atividade antimicrobiana foi avaliada in
vitro pela técnica do método de disco difusdo e concentragdo inibitéria minima. O efeito
antioxidante foi verificado in vitro através do teste de medida da lipoperoxidacao (TBARS),
oxido nitrico (NO) e capacidade scavenger de radical hidroxila onde as concentragdes do
ERMA utilizadas foram 10 pg/mL, 100 pg/mL e 1 mg/mL. A atividade antinociceptiva foi
avaliada através do teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético a 0,9% e da
formalina 1%. O teste da placa quente foi realizado para avaliar possivel acdo central do
ERMA. O teste da coordenacdo motora foi utilizado para avaliar possiveis efeitos
miorrelaxantes e sedativos do ERMA que pudessem interferir nos efeitos antinociceptivos. A
atividade anti-inflamatoria foi avaliada através do teste da peritonite induzida por carragenina
a 1%. Os animais (n = 6/grupo) foram tratados 30 min antes de cada experimento, com o
veiculo (salina + tween 80 0,2%; 1.p.) ou ERMA (100, 200 e 400 mg/kg; i.p.). A triagem
fitoquimica mostrou a presenga de diversas classes quimicas: fendis, taninos condensados,
alcaldides, cumarinas volateis, flavonodides, saponinas e triterpenos. O ERMA demonstrou
acdo antimicrobiana frente as bactérias Gram-positivas e negativas. Adicionalmente, na
avaliacdo da atividade antioxidante, no teste TBARS, houve uma reducao da lipoperoxidagao
(p < 0,001). No teste do NO, houve reducdo na formagdo de 6xido nitrico (p < 0,001). No
teste para avaliar a capacidade scavenger de radical hidroxila foi significativo com (p <
0,001). O tratamento com ERMA via intraperitonial produziu uma redugdo significativa do
numero de contor¢des abdominais 100 (26,0 +2,1; p <0,01), 200 (25,1 £ 2,4; p <0,01) e 400
mg/kg (19,3 £2,9; p <0,001). No teste da formalina, houve uma redugdo da resposta algica
de maneira significativa apenas na segunda fase, 200 mg/kg (22,9 £ 2,9; p < 0,05) e 400
mg/kg (15,3 + 3,9; p < 0,001). No teste da placa quente ndo houve diferenga significativa no
comportamento nociceptivo. No teste do Rofa rod foi verificado que o ERMA nio altera a
coordenacdo motora dos animais. No teste da peritonite, o tratamento com ERMA promoveu
uma reducdo significativa na migragdao dos leucocitos induzida pela carragenina em todas as
doses 100 (8,9 + 0,1; p < 0,01), 200 (6,6 £ 0,2; p < 0,01) e 400 mg/kg (3,9 £ 0,6; p < 0,01)..
Os resultados sugerem que o ERMA possui efeito antimicrobiano, antioxidante,
antinociceptivo e anti-inflamatorio. Entretanto, novos estudos sdo requeridos para uma melhor
avaliagdo e caracteriza¢do dos mecanismos envolvidos nesses efeitos.

Palavras-chave: Remiria maritima Aubl.; Capim da praia; Propriedades bioldgicas; Ensaios
fitoquimicos.



OLIVEIRA, 1. D. ASSESSMENT OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF EXTRACT DRY
lyophilized Remiria maritima Aubl. Federal University of Sergipe. Nucleus in post-
graduation in Medicine, 2010.

ABSTRACT

Remiria maritime Aubl., popularly known as "capim da praia" is used as teas to treat diarrhea,
kidney disease, high fever and analgesic and antiinflammatory. There are no records in the
literature about its biological properties. Therefore, this study was designed to evaluate the
possible action of the antimicrobial effects, antioxidant, antinociceptive and anti-
inflammatory effect of aqueous extract of dried sea Remiria Aubl. (ERMA) using tests in vivo
and in vitro. The extract was first subjected to tests phytochemicals. Antimicrobial activity
was evaluated in vitro by the technique of disk diffusion method and minimum inhibitory
concentration. The antioxidant effect was observed in vitro by testing the extent of lipid
peroxidation (TBARS), nitric oxide (NO) and hydroxyl radical scavenger capacity where
ERMA concentrations used were 10 pug/mL, 100 ug/mL e 1 mg/mL. The antinociceptive
activity was evaluated by testing the writhing induced by acetic acid 0.9% and 1% formalin.
The test of motor coordination was used to assess possible effects of muscle relaxants and
sedatives ERMA might interfere with the antinociceptive effects. The anti-inflammatory
activity was evaluated by testing peritonitis induced by carrageenan 1%. The animals (n =
6/group) were treated 30 min before each experiment, vehicle (saline + 0.2% Tween 80, ip) or
ERMA (100, 200 and 400 mg / kg, ip). The phytochemical screening showed the presence of
several chemical classes: phenols, tannins, alkaloids, volatile coumarins, flavonoids, saponins
and triterpenes. The ERMA demonstrated antimicrobial activity against Gram-positive and
negative. Additionally, evaluation of antioxidant activity in the TBARS assay, there was a
reduction of lipid peroxidation (p <0.001). In the test of NO reduction occurred in the
formation of nitric oxide (p <0.001). In the test to assess the ability of hydroxyl radical
scavenger was significant with (p <0.001). Treatment with ERMA intraperitoneally produced
a significant decrease in the number of writhing 100 (26.0 + 2.1, p <0.01), 200 (25.1 2.4, p
<0.01) and 400 mg / kg (19.3 £ 2.9, p <0.001). In the formalin test, there was a reduced
response Algic significantly only in the second phase, 200 mg / kg (22.9 + 2.9, p <0.05) and
400 mg / kg (15.3 = 3, 9, p <0.001). In the hot plate there was no significant difference in
nociceptive behavior. In Rota rod test was verified that the ERMA does not alter the motor
coordination of animals. In the test of peritonitis, treatment with ERMA promoted a
significant reduction in leukocyte migration induced by carrageenan at all doses 100 (8.9 +
0.1, p <0.01), 200 (6.6 = 0.2 p <0.01) and 400 mg / kg (3.9 = 0.6, p <0.01) . The results
suggest that ERMA has antimicrobial activity, antioxidant, antinociceptive and anti-
inflammatory. However, further studies are required to better assess and characterize the
mechanisms involved in these effects.

Keywords: Remiria maritima Aubl.; capim da praia; Biological properties; Phytochemical

tests.
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1. INTRODUCAO

A utilizagao das plantas como fonte geradora de produtos para o tratamento das
enfermidades que acometem a espécie humana, remonta a idade antiga. Desde essa época elas
eram empregadas na alimentacdo, em praticas religiosas, no folclore e na medicina onde
registros médicos comprovam que os chineses ja utilizavam as plantas medicinais desde 3700
a.C. e acreditavam que havia uma planta apropriada para o tratamento de cada doenca (TANG

et al., 2004; CARBONARI, 2006).

Plantas medicinais sdo aquelas que possuem em sua composi¢do substancias,
biologicamente sintetizadas a partir de nutrientes, d4gua e luz. Estas substancias provocam no
organismo humano e animal, reagdes que podem variar entre a cura ou abrandamento de
doencgas e apresentam geralmente em sua composicao quimica uma variedade de compostos
ativos como fitoesterois, fitoestrogénios, triterpenos (livres ou estereficados a acidos graxos),
lecitinas, lignanas e flavonoides. Esses compostos possuem atividade anti-androgénica,
antiinflamatéria, além de inibir a proliferagdo celular, sendo que o efeito destes extratos
possivelmente ndo esta relacionado a um unico componente ativo € sim ao efeito sinérgico de

seus componentes (LORENZI, MATOS, 2005).

A maior parte das praticas terapéuticas tradicionais ou alternativas envolve o uso de
extratos de plantas medicinais. Por volta de 1970, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS)
reconheceu o valor dessas plantas, considerando os promissores € consagrados resultados da
medicina tradicional chinesa, estimou também em um bilhdo o numero de pessoas vivendo
em pobreza absoluta e que cerca de 85% da populagdo mundial depende essencialmente da
medicina tradicional para o atendimento de suas necessidades bésicas de saude (YUNES,

CALIXTO, 2001).

O Brasil possui sérios problemas de satide publica, principalmente na regido Nordeste
em razdo do baixo poder aquisitivo de grande parte da populacdo local. O alto custo dos
medicamentos torna-os muitas vezes inacessiveis até mesmo nos mais simples casos, como
dores agudas e/ou cronicas, febres e gripes. Portanto, o uso popular das plantas medicinais
torna-se o primeiro passo para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos de baixo
custo para uma regido tdo carente de recursos financeiros e, por outro lado, tdo rica em flora,

reunindo milhares de espécies vegetais distintas (SERPELONI et al., 2008).



Entretanto, o uso popular e tradicional, ndo sdo suficientes para validar
etnofarmacologicamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros
chegando muitas vezes as maos do usuario despojada de qualquer informacdo fidedigna

(CALIXTO, 2000).

No entanto, apesar das dificuldades, como desconhecimento da época da coleta, do
especialista que a colheu, dos cuidados tomados durante os processos de armazenamento,
secagem e moagem, da auséncia de contaminagao por fungos € outros microrganismos, além
da toxicidade, ha um consenso mundial da necessidade de se estabelecer métodos e
parametros que permitam avaliar a qualidade das matérias-primas vegetais e, ¢ nesse sentido,
que varias diretrizes relacionadas as boas praticas agronOmicas, controle de qualidade e

registro de produtos de origem vegetal vem sendo publicados (CALIXTO, 2000).

Poucas sdo as espécies vegetais que apresentam na literatura especificagdes para
avaliar a qualidade da matéria-prima, bem como registro de métodos analiticos validados que
possam ser utilizados para a quantificagdo de marcadores quimicos, o que ¢ fundamental para
garantia da eficacia e seguranca dos produtos derivados. Na verdade, considerando a imensa
variedade da flora brasileira, poucas sdo as espécies com atividade biologica comprovada,
sendo a maioria utilizada pela populacdo de forma bastante empirica, o que significa um

potencial terapéutico ainda a ser descoberto (YUNES, CALIXTO, 2001).

Nesse contexto, as plantas tem atraido o interesse de muitos pesquisadores e da
propria industria farmacéutica por serem capazes de produzir, transformar e acumular
inumeras outras substancias, ndo necessariamente relacionadas de forma direta a manutencao
do metabolismo celular, denominadas de metabolitos secundarios. Os metabodlitos
secundarios, embora ndo sejam necessariamente essenciais para o organismo produtor,
garantem vantagens adaptativas a sobrevivéncia e perpetuagdo da espécie em seu ecossistema

(GOBBO-NETO, LOPES, 2007).

Aproximadamente 100 mil compostos provenientes do metabolismo secundario de
plantas ja foram descobertos, entretanto somente um pequeno numero dessas substincias com
enorme diversidade quimica ¢ conhecido sob o ponto de vista biolodgico. Assim, as espécies
vegetais continuam a representar fontes de inimeros farmacos e estudos relacionados a
investigagdo de suas propriedades terapéuticas tornam-se cada vez mais constantes

(GONCALVES, 2008).

10



Dentre as plantas de uso regional, com possiveis atividades biologicas promissoras

2 ¢

destaca-se a Remiria maritima Aubl. conhecida como “Salsa da praia” “capim da Praia” essa
planta ¢ utilizada popularmente no tratamento da diarréia, e doengas renais, para febre alta,
bem como com fins analgésico e antiinflamatorio através da preparagdao de chas (VITTA,
PRATA, 2009).

Estudos envolvendo a Remiria maritima Aubl. sdo bastante escassos na literatura atual.
Pouco se sabe através da literatura cientifica sobre os efeitos bioldgicos dessa planta. Nesse
sentido, o presente trabalho teve como interesse principal realizar a triagem fitoquimica do

extrato liofilizado, e avaliar possiveis efeitos antimicrobianos,antinociceptivos,

antiinflamatorios e antioxidantes utilizando modelos in vitro € in vivo .

11



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Plantas Medicinais

A natureza, de um modo geral, ¢ a responsavel pela producdo da maioria das
substancias organicas conhecidas e o reino vegetal ¢ responsdvel pela maior parcela da
diversidade quimica conhecida e registrada na literatura cientifica. A variedade e a
complexidade das moléculas que constituem os metabdlitos secundarios das plantas e
organismos marinhos ainda ¢ de dificil caracterizacdo por métodos laboratoriais. Isto seria a
conseqiiéncia direta de milhdes de anos de evolucdo, atingindo um refinamento elevado de
formas de protecdo e resisténcia as intempéries do clima, poluigdo e predadores
(KVIECINSKI, 2008).

Um dos principais aspectos que deve ser observado quando se procura obter
substancias ativas de plantas consiste nas informagdes da medicina popular. Dados da
literatura revelam que € mais provavel encontrar atividade bioldgica em plantas, quando
relacionadas o seu uso na medicina popular que plantas escolhidas aleatoriamente.
Aproximadamente 75% dos compostos empregados na industria farmacéutica foram isolados
seguindo sugestdes da medicina popular (CALIXTO, 2005).

Neste contexto, as plantas medicinais por suas propriedades terapéuticas, adquiriram
fundamental importancia, por meio do desenvolvimento das ciéncias naturais e do método
cientifico na medicina, fazendo com que os produtos obtidos a partir de fonte vegetal
tornassem objeto de andlise cientifica. A descoberta dos componentes secundarios tornou
possivel o uso dos vegetais como fonte de principios ativos para uma infinidade de doencas
que acometem o homem (SOUZA et al., 2007).

Assim, muitos extratos vegetais vem demonstrando atividade bioldgica in vitro e in
vivo, o que justifica a investigagdo sobre a medicina tradicional que centrou-se na
caracterizacdo de diversas atividades bioldgicas como, por exemplo: bactericida, fungicida,
analgésica, sedativa, antiinflamatdria, antiespasmoddica e anestésica (CARBONARI, 2006).

Dentre as substancias provenientes de plantas amplamente utilizada na clinica, pode-
se exemplificar a pilocarpina, alcaldide isolado de género Pilocarpus (CARBONARI, 20006),
empregado na preparagdo de farmacos usados no combate ao glaucoma; a capsaicina extraida de
Capsicum sp.. com agdo anestésica; a colchicina extraida da Colchicum autumnale com agdo anti-

reumatico, como agentes cardiovasculares citam-se os efeitos benéficos dos extratos da

12



Digitalis purpurea e Digitalis lanata que levaram a descoberta de glicosideos cardiacos como a
digoxina e a digitoxina, antiarritmicos; a quinidina, isolada da Cinchona sp.. e ainda, a reserpina
isolada da Rauwolfia sp. com potente acao anti-hipertensiva (YUNES, CALIXTO, 2001 ; CHAH et
al., 2006).

Na area da oncologia, a contribuicdao das plantas medicinais pode ser reiterada por exemplo
com a citagdo dos alcaldides vimblastina e vincristina extraidas de Catharanthus roseus, utilizadas no
tratamento de linfomas e leucemias; o taxol, diterpeno isolado de plantas do género Taxus que se
encontra disponivel no mercado farmacéutico e vem demonstrando efeitos positivos em pessoas
portadoras de cancer, principalmente de carcinoma ovariano e pulmonar; a camptotecina,
alcal6ide extraido da Camptotheca acuminata (VERPOORTE, 1998; GRABLEY, THIERICKE,
1999; VALGAS, 2007).

Outros agentes que compdem o arsenal terapéutico no combate ao cancer sao derivados
semi-sintéticos de compostos extraidos das plantas como por exemplo, o docetaxol, derivado do
taxol que apresenta maior solubilidade e o dobro da poténcia do composto natural; irinotecano
usado no tratamento do cancer ovariano e cervical, o etoposideo e tenoposideo derivados
sintéticos da podofilotoxina extraida do rizoma da Podophyllum peltatum (VERPOORTE,
1998; FRANCA, 2006).

Assim, o uso das espécies nativas pode ser uma alternativa econdmica para o aproveitamento
sustentavel da regido. Vérias sdo as espécies que possuem utilizacdo regional e muitas delas
enquadram-se em mais de um tipo. Entretanto, o usudrio ainda € a populacao regional cuja atividade ¢
essencialmente extrativista (SIMOES et al., 2007; BARBOSA, 2008).

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de estar
esgotadas, afirmacdo endossada pelos novos paradigmas de desenvolvimento social e
econdmico, baseados nos recursos renovaveis. Novos conhecimentos e novas necessidades
certamente encontrardo, no reino vegetal, solucdes, por meio da descoberta e
desenvolvimento de novas moléculas com atividade terapéutica ou com aplicagdes tanto na
tecnologia farmacéutica quanto no desenvolvimento de fitoterapicos com maior eficiéncia de

acdo (CECHINEL FILHO, 2003; VIEGA JR, PINTO, MACIEL, 2005).
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2.2. Remiria maritima Aubl.

A Remirea maritima Aubl. (Figura 1), pertencente a familia Cyperaceae, ordem
Gramineae, Classe Monocotyledones (PRATA, LOPEZ, SIMPSON, 2001), ¢ uma planta
herbaceas, geralmente perene e graminiforme (VITTA, PRATA, 2009) E popularmente
conhecida como “campim-da praia”, “salsa da praia” e “rasteira da praia”. Planta didica de 15 a 30
cm de altura, com tronco de 40 a 100 cm de diametro. Folhas subcoriaceas, de 3 a 6 cm de
comprimento levemente pubescentes na face inferior sustentadas por peciolo de 2 a 4 cm de
comprimento (VITTA, PRATA, 2009). Planta perenifolia, heliofita, pioneira e praticamente
indiferente as condigdes fisicas do solo. E caracteristica da floresta pluvial atlantica que sofreu
interferéncia do homem, sendo pouco comum nas florestas climaxes e abundante nas capoeiras,
sendo utilizada na populagdo principalmente para fins terapéuticos como analgésico e
antiinflamatério (VITTA, PRATA, 2009).

Plantas do género Cyperaceae estdo distribuidas entre 4.500 espécies, das quais 45
géneros e cerca de 600 a 700 espécies ocorrem no Brasil. Destas, 14 gé€neros e 61 espécies
ocorrem no estado de Sergipe; sendo conhecidas por apresentarem metabolismo secundario
ativo e esse metabolismo tem sido evidenciado pela extensiva pesquisa quimica, resultando no
isolamento de diversas classes de compostos incluindo xantonas, cumarinas, flavonoides,

chalconas, benzofuranos, triterpenos, entre outros (VITTA, PRATA, 2009).

Figura 1: Remiria maritima Aubl.
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2.3. Agentes antimicrobianos e sitio de a¢ao antimicrobiana

O conceito de que substancias derivadas de um organismo vivo podem exterminar
outros (antibiose) ¢ quase tdo antigo quanto a ciéncia da microbiologia. Na verdade, a
aplicacdo da antibioticoterapia, sem que fosse reconhecida como tal, ¢ consideravelmente
antiga. H4a mais de 2.500 anos, os chineses tinham conhecimento das propriedades
terapéuticas da papa mofada do feijdo-soja, empregada em antrazes, furiinculo e infec¢des
semelhantes, ¢ usavam-na como tratamento de rotina nestas infecgdes. Durante muitos
séculos a literatura médica registrou descri¢des dos efeitos benéficos resultantes da aplicacao,
em certas infecgoes, de terra e varias plantas, muitas das quais eram provavelmente fontes de
fungos e bactérias produtoras de antibidticos (CELLOTO et al., 2003).

O bolor do pao também era utilizado para o tratamento de ferimentos pelos antigos
egipcios, porém, ainda ndo existia nenhum conhecimento sobre o que estes fungos continham
(BLACK, 2002).

Alexander Fleming percebeu a capacidade do bolor Penicillium notatum em inibir o
crescimento bacteriano de Staphylococcus. Selman Wasman, em 1944, descobriu a
estreptomicina a partir de bactérias do género Streptomyces e introduziu o termo antibiotico
como sendo uma substancia quimica produzida por bactérias ou fungos, com a capacidade de
inibir o crescimento ou destruir bactérias. A “sulfa” foi um marco para a medicina, apesar de
sua utilizacdo ser limitada nos dias atuais. Apds estas descobertas, outros agentes
antibacterianos como os aminoglicosideos, cefalosporinas entre outras foram desenvolvidos
(ALVES, 20006).

Os antibioticos sdo substancias produzidas por varias espécies de microrganismo que
suprimem o crescimento de outros microrganismos ¢ podem destrui-los. Os antibidticos
diferem bastante em suas propriedades fisicas, quimicas e farmacologicas, como também em
seu espectro antimicrobiano e mecanismo de acdo. Muitos foram identificados quimicamente
e outros foram sintetizados, aumentando muito o arsenal terapéutico (NASCIMENTO,
LOCATELLI, FREITAS, 2000b).

O termo quimioterapia era utilizado para descrever substiancias quimicas capazes de
destruir microrganismos patogénicos sem causar danos aos seus hospedeiros. Atualmente esta
definicao foi substituida pelo termo agente antimicrobiano, sendo que o termo quimioterapia ¢

utilizado para qualquer substancia quimica utilizada na pratica médica (BLACK, 2002).
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Segundo Mims e colaboradores (2001), existem algumas propriedades que devem ser
especificas aos antimicrobianos:

a) toxicidade seletiva (agir nas bactérias sem causar danos ao hospedeiro);

b) amplo espectro de acao (agir em maior nimero de microrganismos);

¢) mecanismo de acdo conhecido (atuando de maneira diferente na célula alvo,
podendo ser em nivel de inibi¢cdo da sintese da parede celular ou na destruicdo da funcdo da
membrana citoplasmatica pela inibicao da sintese de proteinas ou ainda por agirem como
antimetabolito);

d) ndo promover resisténcia bacteriana (ndo deixar de fazer efeito sobre um
microrganismo que antes era susceptivel).

Na area farmacéutica a agdo antimicrobiana ¢ de grande interesse por varios motivos.
Destacam-se as numerosas doencas causadas por bactérias e a resisténcia que as mesmas
adquirem frente a firmacos empregadas rotineiramente e de forma erronea, além do fato de
30% dos pacientes internados em hospitais necessitarem de medicamentos com agdo
antimicrobiana (CELLOTO et al., 2003; FRANCA, 2006).

A terapia para infeccOes bacterianas e fingicas, particularmente em paciente
imunocomprometidos, representa um desafio para pesquisadores e profissionais da area médica.
Os farmacos disponiveis estdo diminuindo a eficicia frente a resisténcia que os microrganismos
adquirem diante do uso ndo racional e pouco seguro dos farmacos ou devido a toxicidade que
provocam. Estudos que contribuam na obtengao de fArmacos oriundos de produtos naturais, seguros,
estaveis, padronizados e eficientes poderdo servir como modelos para o desenvolvimento de
moléculas sintéticas apropriadas para a producdo de antimicrobianos efetivos e mais especificos
contra bactérias, fungos, helmintos, protozodrios, virus, ou ainda como antitumorais. Esta
especificidade também contribui para que se reduzam efeitos colaterais e indesejaveis ao
hospedeiro, fato este, que muitas vezes limita a terapia medicamentosa instituida aos pacientes
(MIGLIATO, 2006).

Segundo Sardi (2004), existem trés classes gerais de mecanismos, que constituem
alvos potenciais na terapéutica medicamentosa:

A) Reacdo de Classe |

Nesta classe ha a utilizacdo da glicose e outras fontes de carbono para producdo de
compostos carbonados simples. As reagdes que visam inibir a obten¢ao de energia a partir da
glicose ndo sdo promissoras, visto que, tanto as bactérias, quanto as células humanas utilizam,

para esta finalidade, a via de Embden-Meyerhof ¢ o ciclo do 4cido citrico, até por que, mesmo
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bloqueando a via da glicose as bactérias poderiam utilizar como alternativa outros compostos
a exemplo dos aminoacidos e lactato.

B) Reagao de Classe 11

A energia e os compostos sintetizados na Classe | sdo utilizados na producao de
pequenas moléculas, tais como os aminoécidos e nucleotideos. Nesta reagdo sdo apresentados
melhores alvos para a atuacdo das drogas, visto que algumas delas envolvidas ocorrem nas
células parasitarias, mas nao em células humanas, devido a evolucdo das espécies, como a
producao de alguns aminoacidos pelas bactérias.

C) Reacao de Classe 111

Constituem alvos particularmente apropriados de toxicidade seletiva, por que cada
célula deve produzir suas proprias macromoléculas, que simplesmente ndo podem ser obtidos
do meio ambiente, havendo diferenca clara entre as células dos mamiferos e as células
parasitas. Os sitios alvos dos agentes antimicrobianos desta Classe sdo: Sintese de
peptidioglicano  (penicilinas, cefalosporinas e carbapenens); Sintese de proteinas
(aminoglicosidios, tetraciclinas e o clorafenicol); Sintese de acido nucléico (rifampicina e
quinolonas).

A selegdo perfeita dos agentes antimicrobianos para a terapia das doengas infecciosas
¢ um procedimento complexo que exige julgamento clinico e conhecimento detalhado dos
fatores farmacoldgicos e microbioldgicos. Infelizmente, a decisdo de usar antibioticos, ¢
freqlientemente tomada de forma despreocupada, sem levar em conta o potencial do
microrganismo infectante ou o aspecto farmacoldgico da substancia (ANDRADE, 2008).

A diminuicdo na produgcdo de novos antibacterianos, € o aumento de cepas
multiresistentes tornaram-se, uma ameaga a saade ptblica (CATAO et al., 2005). A eficicia
de muitos farmacos pode ser perdida, e o principal motivo € a resisténcia bacteriana, que pode
ser transmitida de geracao para geracao (BLACK, 2002). Esta resisténcia tem se tornado uma
ameaga aos tratamentos das doencas infecciosas, onde ja foram encontrados casos de
patdgenos resistentes a quase todos os antibacterianos existentes no mercado, aumentando
com isso a taxa de mortalidade e os custos dos servicos de saide (PACKER, LUZ, 2007).

O crescente aumento de cepas com variaveis niveis de resisténcia aos antimicrobianos
tem sido objeto de preocupagdo. Algumas pesquisas tém sido realizadas com a intencdo de
caracterizar a resisténcia e estabelecer fatores de risco para que isso ocorra. Este fenomeno ¢

complexo e tem multiplas causas, algumas ja esclarecidas, outras ainda a esclarecer. Entre
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estes fendmenos, que estdo definitivamente vinculados ao crescimento da resisténcia estd o
uso abusivo de farmacos antimicrobianos (PACKER, LUZ, 2007).

Outros fatores que corroboram para este aumento incluem as caracteristicas proprias
dos microrganismos, a pressao seletiva pelo uso abusivo dos antibacterianos € o aumento da
transmissdo de patdgenos multiresistentes pelas mudangas sociais e tecnoldgicas (RIOS,
RECIO, 2005).

Atualmente quatro processos contribuem para o acimulo da resisténcia: primeiro,
espécies com resisténcia intrinseca sdo favorecidas; segundo, mutantes resistentes de
linhagens previamente sensiveis sdo selecionados; terceiro, genes de resisténcia transferiveis
disseminam entre os isolados bacterianos, carreados por plasmidios, transposons e integrons;
e, por ultimo, algumas linhagens resistentes propagam-se de modo epidémico entre pacientes,
hospitais e paises. A importancia relativa destes processos varia com o patdogeno e com o local
(RIOS, RECIO, 2005).

Nos ambientes hospitalares, o fendmeno da resisténcia bacteriana ¢ bem conhecido;
entretanto, os microrganismos responsaveis por infecgdes na comunidade, comecaram a
mostrar niveis crescentes de resisténcia: gonococos resistentes a ampicilina e Shigella sp. e
Salmonella, também resistentes a ampicilina e cloranfenicol (PACKER, LUZ, 2007).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 1983 mostrou preocupagdo com o tema,
em relatorio do grupo de trabalho sobre a resisténcia antimicrobiana. Desde entdo, varias
iniciativas tém surgido com o intuito de avaliar e controlar o crescimento de cepas com
resisténcia antimicrobiana em todo o mundo (SARTORATTO et al., 2004; CABRAL, 2008).

Entre as estratégias utilizadas para o manejo desse grave problema de saude publica,
trés formas de atuacdo tém sido propostas: a caracterizacdo das praticas atuais, através de
estudos junto aos prestadores de cuidados, em relacdo aos seus hdbitos de prescricao; a
criacdo de guias e protocolos para o uso racional dos antimicrobianos; e, finalmente no
desenvolvimento de materiais e estratégias educacionais (para médicos e usudrios), visando
alterar habitos e comportamentos (LOGUERCIO et al., 2005).

Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2005, os testes de
sensibilidade a antimicrobianos sdo 22, indicados para qualquer organismo que cause um
processo infeccioso que exija uma terapia antimicrobiana quando for impossivel predizer a
sensibilidade desse organismo, mesmo conhecendo a sua identificagdo. Estes testes sdo
indicados quando se acredita que o microrganismo causador pertenga a uma espécie capaz de

produzir resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente usados.
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24. Acao Antioxidante

As plantas medicinais também tem sido largamente estudadas como antioxidantes,
sendo consideradas de grande relevancia devido ao seu potencial como agentes profilaticos e
terapéuticos em varias doencas. A descoberta do papel dos radicais livres no cancer, diabetes,
doencas cardiovasculares, doengas auto-imunes, doencas neurodegenerativas e
envelhecimento, t€ém levado a extensivas pesquisas sobre novos agentes antioxidantes

(ROSSATO et al., 2009).

O radical hidroxila (OH) ¢ a espécie mais reativa encontrada em meios biologicos,
reagindo no proprio sitio onde foi gerado, sendo responsavel por grande parte dos danos
celulares provenientes das espécies redox-ativas, causando quebras na estrutura do DNA,
lipoperoxidagdo de membranas e também, oxidagdo protéica (ANDREO, JORGE, 2006).

Antioxidantes sdo compostos que podem auxiliar na manutengdo do equilibrio redox,
funcionando como bloqueadores dos processos de 0xido-reducao desencadeados por espécies
reativas de oxigénio (EROs) em excesso (DUH, TU, YEN, 1999). As EROs podem reagir
com biomoléculas tais como proteinas, lipideos, acidos nucléicos e carboidratos, sendo
capazes de provocar danos oxidativos nessas estruturas (HUANG, PRIOR, 2005).

Ainda segundo Ribeiro e Bernado-Gil (2001), os sistemas de defesa antioxidante dos
organismos vivos podem ser divididos em quatro subclasses :

a) Defesas antioxidantes primarias de natureza enzimatica e ndo enzimadtica, que estdo
diretamente relacionadas as espécies reativas de oxigénio. Como exemplo cita-se a atividade
das enzimas catalase (ac¢io sobre H,0,), e superoxido dismutase-SOD, (ag¢do sobre O%), além
das vitaminas E (alfa-tocoferol, com a¢do sobre radicais peroxil) e C (acido ascoérbico, com
acao sobre 0zonio e hidroxil).

b) Defesas auxiliares que dao suporte ao funcionamento das defesas antioxidantes
primarias, por exemplo, reciclando ou sintetizando substratos de enzimas antioxidantes.

c¢) Proteinas complexantes de metais (ferritina e transferrina) ou compostos de baixa
massa molar que previnem ou minimizam a participacdo de metais na geragdo de radicais,
devido a sua agdo quelante (Desferoxamina — DFO);

d) Sistemas de reparo enzimatico capazes de reconstituir biomoléculas degradadas,

especialmente DNA oxidado (endonucleases e DNA glicosilases).
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Contudo, quando hd uma producdo excessiva de EROs e/ou uma diminui¢do das
defesas antioxidantes capaz de comprometer o balanco redox, o organismo pode estar
submetido a um processo denominado de estresse oxidativo. Atualmente, aceita-se que em
muitas situacdes patologicas um estresse oxidativo pode ser instalado nos organismos
aerobicos, sendo que as EROs podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento
do dano tecidual (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2009). As EROs estdo relacionadas a varias
doencgas, como artrite, cancer, doencas do coracdo e do pulmao, esclerose multipla entre
outras (BARBOSA, 2008).

Dessa forma, a existéncia de substancias capazes de minimizar os efeitos oxidantes
sobre os componentes celulares é portanto de crucial importancia para a manutencdo da vida
aerobica na terra. Por outro lado, ha autores que mencionam que uma prote¢ao demasiada por
parte destes antioxidantes pode ser conflituosa do ponto de vista evolutivo, ja que esta defesa
excessiva poderia prevenir alteragdes oxidativas do DNA as quais poderiam levar a mutacgdes
génicas e eventualmente a outras estruturas celulares (BARBOSA, 2008).

E importante ressaltar que a maioria das defesas antioxidantes nio enzimaticas nao sio
sintetizadas endogenamente por animais, devendo ser obtidas a partir da dieta. Portanto,
verifica-se a existéncia de uma relagao intima entre nutri¢do e defesa antioxidante. O reino
vegetal dispde de uma gama de compostos com potencial atividade antioxidante in vivo
(RIBEIRO, BERNADO-GIL, 2001). Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sao
reativos para propagar a reacdo em cadeia que seria prejudicial a célula; eles sdo neutralizados
por reacdo com outro radical, formando produtos estdveis ou podem ser reciclados por outros
antioxidantes (SOUZA et al., 2004).

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fendlicos t€m recebido especial atencao nos tltimos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacgdo lipidica e a lipooxigenase (SOUZA et al., 2007). As propriedades antioxidantes
dos flavondides também tem atraido a atengdo para a nutri¢do preventiva, pois eles protegem os
constituintes alimentares contra o dano oxidativo, podendo contribuir na preven¢do de doencas,
como doengas cardiovasculares, envelhecimento, canceres e outras (SANCHES, 2004;
SANNOMIYA et al., 2004).

A ativagdo de células endoteliais também gera EROs e contribui significativamente
para a manuten¢do de um ambiente oxidante no sitio inflamatorio. Uma caracteristica-chave
das doencas inflamatdrias, como a artrite reumatoide, ¢ o aumento da expressdo de certos

genes que codificam proteinas (como as citocinas) e proteinases envolvidas na destruicao
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celular. Uma importante caracteristica da expressdo génica ¢ o controle da transcricdo por
proteinas especificas, os fatores de transcrigdo (ANDREO, JORGE, 2006).

Nas doencgas inflamatorias, a homeostase entre a producao de antioxidantes e pro-
oxidantes pode ser afetada, acarretando um aumento na produg¢ao de EROs, que por sua vez,
destroem o antigeno responsavel pelo processo inflamatério. Tal produgdo excessiva leva a
injuria tecidual pelo dano causado as macromoléculas e lipoperoxidacdo de membranas.
Ademais, as EROs podem atuar como mensageiras secundarias, ativando a producdo de
outros mediadores envolvidos no processo inflamatorio (KVIECINSKI, 2008; ANETA, JAN,
RENATA, 2007).

Apesar da acdo deste sistema ainda ndo estar completamente elucidada, ela se mostra
como um campo de alto interesse, principalmente na prevencao das doengas que podem ser

causadas pelo estresse oxidativo (SALVEMINI, DOYLE, CUZZOCREA, 2006).

2.5 Nocicep¢ao e Inflamacio

O uso de plantas com propriedades terapéuticas ¢ uma pratica milenar sendo uma
importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos (SANNOMIYA et al., 2005). A
busca por alivio e cura da dor pela ingestao de ervas e folhas talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais (VIEGAS JR et al., 2006). Neste sentido,
um interesse particular tem sido dado as plantas, uma vez que existem varias evidéncias de
que um grande numero de plantas medicinais contém compostos quimicos que exibem
atividade antiinflamatoria (SOUZA et al., 2003).

A dor é uma percepgao que tem o papel de ajudar a proteger o organismo (LE BARS,
2001). E claramente distinta da nocicepgdo. O termo “dor” refere-se a experiéncia
desagradével associada com a lesao tecidual real ou potencial causada por um estimulo nocivo
(MENDES, 2004). Como uma experiéncia, a dor inclui ndo somente a percep¢ao sensorial de
um estimulo nervoso, mas também dimensdes cognitivas, emocionais, sociais, culturais e
ambientais a ela associada (PEREIRA, 2006).

Entretanto, a nocicepcdo ¢ uma forma especializada de sinalizagdo sensorial, que

converte informagao sobre lesdes teciduais. E uma percepgdo sensorial no sistema nervoso
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central (SNC) evocado pela ativagdo de neurdnios sensoriais primarios (nociceptores). Assim,
enquanto a dor envolve a percepcdo de um estimulo aversivo e exige a capacidade de
abstracdo e elaboracdo de impulsos sensoriais, a nocicep¢do refere-se as manifestacoes
neurofisiologicas geradas pelo estimulo nervoso (ALMEIDA et al., 2004; PEREIRA et al.,
2006).

H4 muito existe a preocupagdo em compreender o fendmeno da dor e,
conseqiientemente, conceitud-lo. De acordo com a duracdo da lesdo tecidual pode-se
classificar a dor em aguda ou de curta duragdo, que persiste apenas enquanto durar o dano
representando uma reacdo fisiolégica normal; e a dor cronica ou lenta, associada as lesdes
mais profundas, evidenciando-se quando cessa a fun¢do dos mecanismos normais de
cicatrizagdo e estados patoldgicos que podem persistir por um longo periodo, como cancer,
artrite reumatoide e pingamentos nervosos (PEREIRA et al., 2006). Logo, a dor age de duas
formas: uma ¢ a resposta de aviso que promove a sobrevivéncia no ambiente hostil e perigoso,
enquanto a outra ¢ a expressao de mudangas no sistema nervoso, que pode ser patologica. A
primeira € benéfica e a segunda nao, sendo responsavel por sofrimento persistente de milhdes
de pacientes (TUROLLA, NASCIMENTO, 2006). Isto ¢ corroborado por Julius ¢ Basbaum
(2001), pois a dor persistente perde sua utilidade como sistema de aviso e se torna cronica e
debilitante. Esta segunda forma de dor adaptativa se manifesta uma vez que a lesdo tecidual
ocorreu, onde o intuito ¢ tentar auxiliar a reparagdo. A dor contribui estabelecendo um estado
de hipersensibilidade localizada dentro e ao redor da regido lesada. Um estimulo que
normalmente acarretaria apenas uma sensa¢do indcua torna-se desconfortavel (WOOLF,
2000).

No que tange o tratamento, a dor aguda raramente precisa de atencao médica; e,
quando isso acontece, drogas antinflamatorias nao esteroidais, analgésicos (opidides) ou
anestésicos locais, podem controla-la. Quase todos os analgésicos usados atualmente foram
inicialmente desenvolvidos para tratar a dor aguda. Entretanto, a dor cronica difere da aguda
ndo apenas na instalagdo e duragdo, mas também nos mecanismos envolvidos. A dor cronica
pode nao ter lesdo ou inflamacgao identificavel e responde pobremente a antinflamatorios ndo
esteroidais ou opidides (JURGENSEN, 2007).

Assim, a dor torna-se cronica quando o controle da patologia ndo ¢ satisfatoria,
persistindo além do tempo necessario para a cura da lesdo (KVIECINSKI, 2008). Esse tipo de
dor ¢ resultante de processos patoldgicos, que agridem as estruturas somaticas ou viscerais, €

de disfungdes do SNC, ou do sistema nervoso periférico (SNP). Contudo, a dor cronica gera
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estresse, reduz a imunidade, diminui a producdo de endorfinas, causa alteragdes do sono e
pode levar a depressdo (JURGENSEN, 2007). As dores cronicas mais comuns incluem a
neuralgia do trigémeo, fibromialgia, as sindromes dolorosas complexas regionais, a dor
associada com artrite, dor do membro fantasma e as sindromes dolorosas centrais
(KVIECINSKI, 2008).

A transmissdo da dor envolve uma interagcdo complexa de estruturas centrais e
periféricas desde a pele, visceras ou outros tecidos até o cortex cerebral (PEREIRA, 2006).
Normalmente a sensacao dolorosa ¢ iniciada com a detec¢do de um estimulo nocivo, ou
potencialmente nocivo, de natureza mecanica, térmica ou quimica por sensores periféricos
chamados nociceptores. Apesar do termo sugerir uma estrutura especializada, os nociceptores
sdo terminagdes nervosas livres associadas a fibras aferentes primarias finas ndo mielinizadas,
denominadas fibras C, com baixa capacidade de conducao (0,5-2 m/s) ou mielinizadas, as
fibras Ad e conduzem o impulso nervoso com maior facilidade (10-30 m/s), havendo ainda as
fibras (AB) que também sdao mielinizadas e de grande didmetro sendo capazes de conduzir
rapidamente o estimulo doloroso (MAI, 2007).

Estas fibras sdo formadas por neurdnios cujos corpos celulares encontram-se nos
ganglios da raiz dorsal (DRG) e trigeminal, e sdo responsaveis pela condugdo das informagdes
nociceptivas até o corno dorsal da medula espinhal e o nucleo trigeminal pars caudalis na
ponte, respectivamente. Imediatamente, um reflexo de retirada mediado pela medula espinhal
¢ desencadeado no intuito de remover a regido do corpo ameacada (OLIVEIRA et al., 2005).

No entanto, quando hé lesdo tecidual inicia-se a sintese e liberagdo de substincias que
induzem a inflamacdo, a formacdo de edema, a vasodilatacdo e a migragdo de células como
parte da resposta inflamatoria e do processo de recuperagdo. Entretanto, estes mediadores
também ativam e/ou sensibilizam os nociceptores e recrutam outros para exacerbar o sinal da
dor. Tais mediadores quimicos incluem aminoéacidos excitatorios, NO, bradicinina,
prostaglandinas, histamina, substancia P e fator de crescimento neural (NGF) (NATH, 2006).
Os mediadores inflamatdrios, atuando de forma altamente orquestrada, contribuem para
mudancas na permeabilidade vascular, resultando em edema e eritema (rubor). Também
ocorre sensibilizagdo dos nociceptores periféricos por inicio de uma cascata de eventos que
muda as condutincias i0nicas da terminacdo das fibras sensoriais periféricas (OLIVEIRA et
al., 2005; KVIECINSKI, 2008). A sensibilizagdo dos nociceptores diminui o limiar de
ativacdo e aumenta a probabilidade de que estes disparem com estimulos de menor

intensidade (JURGENSEN, 2007).
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Diversos sdo os neuromediadores inflamatorios que, quando liberados de macréfagos,
mastocitos, células endoteliais ou nervos traumatizados, ativam os nociceptores (fibras
nervosas tipos A, & e C), facilitando a transmissao dolorosa e as alteragdes inflamatorias
periféricas e, conseqlientemente, o quadro de hiperalgesia. Dentre esses, destacam-se a
acetilcolina, a bradicinina, o leucotrieno, a substancia P, o fator de ativacdo plaquetario, os
radicais 4cidos, os ions potdssio, as prostaglandinas, as tromboxanas, as interleucinas e fator
de crescimento nervoso (NGF) A bradicinina, a prostaglandina E., o NGF e as interleucinas
pré-inflamatorias, contudo, parecem exercer papel fundamental na nocicepgdo periférica
(KRAYCHETE, CALASANS, 2006).

Para o alivio da dor, inflamacao, febre, assim como para protecdo cardiovascular, sdo
prescritos mundialmente os AINEs. Embora os AINEs sejam altamente eficazes, a ocorréncia
do seu uso pode ser associada a uma taxa elevada de efeitos colaterais, entre eles, erosdes da
mucosa que podem evoluir para ulceras, risco de complicagcdes como a perfuracdo intestinal,
hemorragia, dano renal, aumento da pressdo arterial e a presenga de alguns problemas
cardiovasculares (BURKE, SMYTH, FITZGERALD, 2006). Dessa forma, durante as ultimas
décadas, muitos pesquisadores se concentraram em estudo envolvendo medicamentos obtidos
a partir de plantas com efeitos anti-inflamatdrio e analgésico (HAJHASHEMI, SAJJADI,
HESHMATI, 2009).

Entre os farmacos usados para o alivio da dor, mas que ndo s3o usados como
antipiréticos ou para redugdo do edema inflamatorio, os analgésicos opidides sdo os mais
conhecidos. Apesar do uso amplo dos AINEs e analgésicos opiodides, a sua eficacia analgésica
¢ reduzida em muitas condigdes dolorosas. Assim, alguns farmacos originalmente aprovados
para o tratamento de outras doengas tém sido usados para o alivio da dor associada ou nao a
processos inflamatdrios. A base racional para o uso desses farmacos estd no conhecimento
dos seus alvos moleculares e das estruturas e sistemas envolvidos na transmissdo e
processamento da informag¢ao nociceptiva (BERTOLLO, 2006).

Os opidides foram e ainda estdo sendo usados para o tratamento de varios tipos de dor
em seres humanos e animais. Os efeitos dos opidides sdo mediados através de receptores
especificos, que sdo amplamente distribuidos no SNC. O papel dos receptores opidides na
modulacdo da dor tem sido investigado em uma grande variedade de espécies animais e
parece que os seus mecanismos de agdo sdo diversos em diferentes tipos de dor e também em
diferentes espécies animais (TOWETT, KANUI, JUMA, 2006). Conforme se pode constatar

nos registros mais antigos que se tem conhecimento, a exemplo da salicilina, que por algum
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tempo foi usada para combater a dor e mais tarde serviu como base para a sintese do acido
acetilsalicilico em 1899. Também, pode-se citar o Opio (que em grego quer dizer suco)
originario da Papaver somniferum ou “papoula” do qual ¢ obtida a morfina, substancia com
potente atividade analgésica (TOWETT, KANUI, JUMA, 2006).

No Brasil, o nimero de estudos farmacoldgicos com plantas buscando atividade
antinociceptiva ¢ vasta. Pode-se destacar as plantas: Petiveria alliaceae, Pteredon
polygalaeflorus, Croton cajucara, Sebastiania schottiana, Tabebuia avellanedae, Croton
zehntneri, Croton polyanthemum, € Copaifera reticulata (FISCHER, 2007).

Estudo realizado por Freitas (2009) indicou que o extrato da planta Baccharis illinita DC
(Asteraceae) conhecida como “cha-ventura” ou “erva-milagrosa” possui uma significante
atividade antinociceptiva. O cha da planta ¢ utilizada na medicina popular como
antiinflamatoério, cicatrizante de pele e mucosas, antiinfeccioso e protetor gastrico. Outro
estudo realizado por Jurgensen (2007) mostrou o efeito antinociceptivo de uma fracdo de
alcaloéides oxindodlicos de Uncaria tomentosa conhecida como “unha-de-gato”.

Plantas medicinais também vém sendo estudadas para elucidacdo de seus mecanismos
antiinflamatoérios, ja que além da dor derivada de processos neurogénicos, neuropaticos €
nociceptivos, pode-se citar outro tipo de dor, a inflamatéria (GEREMIAS, 2004). A reacao
inflamatoria ¢ caracterizada por vermelhidao, calor, dor e funcdo perdida (BATISTA et al.,
2005; DIAS et al, 2007).

Todo elemento que possa estimular o organismo pode ser considerado como eventual
agente etiologico da inflamagdo, dentre eles destacam-se os agentes quimicos (causticos,
metais pesados, acidos, alcalis fortes, micotoxinas, venenos vegetais e animais); agentes
fisicos (calor e frio, eletricidade, radiagdes, sons e ultra-sons, traumas mecanicos € atritos);
biologicos (virus, exo e endotoxinas bacterianas, fungos, protozoarios, helmintos, artropodes,
entre outros). As degeneragdes ou necroses tissulares e os derivados de alteragdes na resposta
imunoldgica (por imunocomplexo ou autoimunidade), sdo outros agentes que podem ser
mencionados (GEREMIAS, 2004; OJEWOLE, 2005).

Dentro desse contexto, a inflamagdo é uma resposta fisiologica do organismo a
estimulos, incluindo infecg¢des e lesdes dos tecidos que protege o corpo a partir de estimulos
inflamatorios. No entanto, a inflamagdo excessiva ou persistente causa uma variedade de
condigdes patoldgicas, tais como sepse bacteriana, artrite reumatdide e inflamacdo da pele
(KANG et al., 2009). Em resposta a uma a lesdo tecidual, o organismo humano monta uma

rede de sinais quimicos que estimula a resolu¢do do dano. Estes sinais ddo inicio a ativagdo e
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quimiotaxia de leucécitos da circulagdo geral para os locais da inflamacdo (JABBOUR et al.,
2009).

Os componentes basicos de um processo inflamatorio envolvem eventos vasculares e
celulares, mediadores derivados de células e da ativagdo plasmatica, que produzem os sinais
classicos da inflamagao. As alteragdes vasculares iniciam-se imediatamente ¢ desenvolvem-se
durante as primeiras horas apos o estimulo inflamatério (RESENDE et al., 2006; RANG,
DALE, RITTER, 2007).

Os leucécitos circulantes aproximam-se da parede vascular estimulados por
mediadores da inflamagdo liberados na area da lesdao, tornando-se transitoriamente aderidos
ao endotélio e atravessando dessa maneira a parede do vaso. Apds diapedese, continuam a
migrar em dire¢do ao foco inflamatério pelo processo de quimiotaxia, com o objetivo maior
de eliminar o agente causal e restabelecer o tecido lesado (WEFFORT-SANTOS,
PRESIBELLA, SANTOS, 2003). Sinais inflamatérios ativam as células-tronco
hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea a produzir mondcitos. Mondcitos dao origem aos
macrofagos ou células dendriticas e sdo recrutados por quimiotaxia para os tecidos
danificados por extravasamento (ZIEGLER-HEITBROCK, 2007).

Uma vez ativados, mondcitos/macrofagos produzem vdrias citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento, incluindo IL-1, IL-6, TNFa e proteinas inflamatorias. Sob certos
estimulos, os mondcitos circulantes diferenciam-se em macrofagos. Os macrofagos sao
células fagociticas especializadas na remog¢do por endocitose de varias formas celulares
indesejadas, detritos extracelulares e microorganismos invasores (APOSTOLAKIS, YHLIP,
SHANTSILA, 2009).

A ativagdo dos macrofagos leva a expressao de uma série de genes envolvidos na
defesa do organismo, onde a expressao desses genes resulta na liberacdo de mediadores pro-
inflamatoérios, como lipidios bioativos (prostanodides, acido araquidonicos e outros derivados
metabolitos), espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e metaloproteinases necessarias
para a remodelagdo tecidual. Elevada expressdo da sintese de 6xido nitrico apds a expressao
induzida de macréfagos ativados ¢ um dos principais mecanismos citostatico, citotoxico e
pro-apoptdticos que participam na resposta inata € em muitos processos inflamatorios
(BOSCA et al., 2005; MOMIN, WOOD, 2008).

Os maiores produtores de EROs no tecido inflamatorio sdo os leucdcitos sanguineos,
0s quais tornam-se ativados e aderem-se a superficie das células endoteliais. Existem outras

células inflamatorias como linfécitos e macrofagos que também possuem NADPH oxidase na
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membrana. A cascata do 4cido araquidonico que gera prostaglandinas e leucotrienos, também
gera EROs no processo de sintese de eicosanodides (FREITAS, 2009; DENG, LUYENDYK,
GANEY, 2009).

Também ja foi relatado que a interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral a
(TNF-a), dois mediadores importantes no processo inflamatério, sdo capazes de induzir a
producdo de EROs. A ativacdo de células endoteliais também gera EROs e contribui
significativamente para a manutengdo de um ambiente oxidante no sitio inflamatorio
(FREITAS, 2009).

Existem muitas causas para a inflamagdo, sendo os mecanismos comuns a todas,
onde o agente inflamatorio age na membrana celular induzindo a ativagdo da fosfolipase A2 e
consequentemente, liberando o acido araquidonico e os mediadores inflamatorios, como
citocinas, histamina, serotonina, leucotrienos e prostaglandinas que aumentam a
permeabilidade vascular e a migrag¢do leucocitdria a agir sobre o local do tecido inflamado.
Qualquer interrup¢do dessa seqiiéncia de eventos resulta na reducdo da liberagdo dos
mediadores levando a microcirculagao a voltar ao estado hemodinamico normal. Embora,
exista um mecanismo de defesa, os complexos eventos e mediadores envolvidos na reagao
inflamatoria podem induzir, manter ou agravar muitas doengas (DASSOLER et al., 2004).

Em condigdes normais, a microcirculagdo apresenta baixissima permeabilidade a
macromoléculas. As proteinas plasmaticas circulam muito lentamente entre sangue e tecidos e
retornam ao sangue através dos vasos linfaticos. Esta situagdo muda dramaticamente durante
o processo inflamatorio. A microcirculagdo torna-se permeavel a macromoléculas e fluidos
vindos do sangue, causando edema tecidual (SHIRKE, JAGTAP, PHADKE, 2004;
KVIECINSKI, 2007).

Quando exacerbada, a reagdo inflamatoria pode ser potencialmente prejudicial. Nessa
situagdo, € necessario o uso de farmacos com atividade antiinflamatoria, os quais irdo
interferir em uma ou mais etapas da cascata de eventos, que caracterizam a resposta
inflamatoria, particularmente, aquelas que se relacionam com os mecanismos de adesdo e
migracgdo dos leucocitos (WEFFORT-SANTOS, PRESIBELLA, SANTOS, 2003).

Portanto, o processo inflamatério tem a finalidade de dominar, minimizar, neutralizar,
destruir, eliminar o agente agressor, assim como induzir a reparacdo de células do epitélio
(reeptelizacdo), do parénquima (regeneracdo), do estroma (cicatrizagdo) (CONE, 2001). Por
isso, no6s ultimos anos, muitas espécies vegetais com propriedade antiinflamatoria tem sido

estudada: Lychnophora ericoides, Torresea cearensis, Justicia pectoralis, Eclepta alba,
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Pteridin plygaliflorus e Hybanthus ipecacuanha, Polygonum punctatum, Tabebuia
avallanedae,; Vernonia condensata, Cupania vernalis, Austroplenckia populnea (FISCHER,
2007). Assim, conhecer e compreender os fatores envolvidos na génese e transmissao da dor ¢

fundamental ao estudo do mecanismo de a¢do de novas substancias (RESENDE et al, 2006).
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3. OBJETIVOS

Geral:
- Avaliar a atividade biologica do extrato seco liofilizado da Remiria maritima Aubl.

utilizando ensaios in vitro € in vivo.

Especificos:

- Realizar triagem fitoquimica do extrato seco liofilizado da R. maritima.

- Avaliar a atividade antimicrobiana por difusdo em pocgos, determinar a concentragado
inibitoria e microbicida minima do extrato seco liofilizado da R. maritima.

- Avaliar a atividade antioxidante utilizando modelo “ in vitro” do extrato seco liofilizado da
R. maritima.

- Estudar os efeitos antinociceptivos e antiinflamatérios do extrato seco liofilizado da R.
maritima. utilizando animais de experimentacao.

- Trazer de forma inédita na literatura estudos fitoquimicos e farmacologicos da R. maritima.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1. Material Vegetal: coleta e identificagao

A matéria-prima vegetal foi constituida da planta inteira de Remiria maritima Aubl.,
coletada na regido de praia do municipio de Pirambu - Sergipe (10°55°S, 35°6"W) nos meses
de Janeiro, fervereiro e margco de 2009. Apos a coleta, parte do material foi enviado para
identificacdo e deposito no herbario ASE 15137 do Departamento de Biologia da UFS, tendo
Professora Doutora Ana Paula Prata como Botanica responsavel a identificagdo botanica

(ANEXO 1).
4.2 Métodos

4.2.1. Tratamento do material vegetal

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa de ar circulante, a temperatura de
40 = 2°C, até estabilizacdo da umidade residual. Apos secagem, o material vegetal foi
selecionado manualmente e pesado. Uma vez procedida a secagem, todo o material foi

submetido a moagem, em moinho de facas, constituindo, assim, a droga vegetal.

4.2.2. Preparo da solugdo extrativa e do extrato seco liofilizado

A solugdo extrativa foi obtida por método de extracdo decoccdo da matéria-prima
vegetal seca e moida em 4gua fervente durante 30 minutos, em uma rela¢do planta solvente de
5% (m/v). Foram utilizados cerca de 10 g de matéria-prima vegetal. Apds a extragdo, um
volume de 100 mL do extrato foi transferido para um frasco de liofilizacdo, congelado e
liofilizado nas seguintes condi¢des: Temperatura (— 50 °C) , pressao de 150 micrometros de
mercurio no tempo de 72 horas em um aparelho de marca Terroni LS 3000. O extrato seco

final foi de 1,94 gramas.
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4.3. Triagem fitoquimica

O extrato liofilizado foi submetido a prospeccao fitoquimica, seguindo-se a descri¢ao de
Radi e Terrones (2000). Esta metodologia teve como objetivo detectar a ocorréncia das

diversas classes dos constituintes quimicos presentes no extrato liofilizado da R. maritima

Aubl.

4.3.1 Teste para fendis e taninos

Para determinacdo de fenodis e taninos foi adicionado ao ERMA trés gotas de solucao
alcoolica de FeCl; lmol.L'], reconstituido em meio etanolico. Em seguida, o tubo foi
submetido a agitacdo e observado quanto a variagdo de cor e/ou formagdo de precipitado
escuro abundante. O resultado foi comparado a um teste em branco, usando-se dgua e FeCls.
Neste caso, a coloracao variando entre azul e vermelho foi indicativa de fenois. A formagao
de um precipitado azul escuro ou verde indica a presenca de taninos.

A solugio de FeCls Imol.L" foi preparada adicionando-se 9 g deste reagente em 50 mL
de 4gua destilada contendo 2 mL de HCI 3 mols.L™". Em seguida completou-se o volume para

100 mL com etanol em um baldo volumétrico.

4.3.2 Teste para flavonoides

Colocou-se em um tubo 2 mL da solugio metandlica, de alguns fragmentos de Mg™" e
agregou-se, as mesmas nas paredes do tubo, algumas gotas de HC1 diluido. A formagao de

coloragdo réseo-avermelhada, violeta ou laranja foi indicativo, da presenca de flavondides.

4.3.3 Teste para esteroides e triterpenodides Liebermann-Buchard

Adicionou-se 10 mL de uma solugdo metandlica do extrato em um béquer e deixado
secar em banho-maria. Em seguida foi extraido o residuo seco do becker trés vezes com
porcdes de 1-2 mL de CHCls. Separou-se o extrato em tubos diferentes e colocou-se algumas
gotas de CHCIls. Filtrou-se a solu¢do cloroférmica em um pequeno funil fechado com
algodado, coberta com miligramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio. Adicionou-se 1
mL de (CH3CO),0 e agitou-se suavemente. Adicionou-se cuidadosamente trés gotas de

H,SO, concentrado. Agitou-se suavemente e observou-se o rapido desenvolvimento de cores.
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A coloragdo azul seguida da verde permanente foi indicativo, da presenca de esterdides.

Coloragdo parda até vermelha indicou triterpenoides .

4.3.4 Teste para Saponinas

Os residuos insoluveis em cloroférmio, foram separados no teste anterior e solubilizou-
se em agua destilada e filtrou-se a solu¢ao cloroférmica para um tubo de ensaio. Agitou-se
fortemente o tubo com a solugdo, por dois a trés minutos e observou-se a formacao da

espuma. Uma espuma persistente e abundante indicou a presenca de saponinas.

4.3.5 Teste para alcaldides

O ERMA foi separado em tubos diferentes, solubilizado com metanol e submetidos a
cromatografia em camada delgada. Apos elui¢do, o cromatograma foi revelado com reagente

de Dragendorff. O surgimento de manchas de cor alaranjada indicou a presenga de alcalodides.

4.3.6 Teste para cumarinas volateis

Em um tubo de ensaio colocou-se 2 mL da solu¢do metanoélica, tampou-se com papel de
filtro impregnado em solugdo 10% de NaOH e levou-se a banho maria a 100°C por alguns
minutos. Removeu-se o papel de filtro e examinou-se sob luz ultravioleta. A fluorescéncia

amarela indicou a presen¢a de cumarinas.

4.3.7 Derivados antracénicos livres-quinonas

Colocou-se em um tubo de ensaio 2 mL da solu¢ao metandlica e adicionou-se 5 mL de
cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos. Recolheu-se a fase
cloroférmica e dividiu-a em dois tubos de ensaio. No primeiro tubo, colocou-se 1,0 mL de
solugdo aquosa de NaOH a 5%. A coloragdo roxa em fase aquosa indicou a presenga de
antraquinonas (Reacdo de Borntraeger). No segundo tubo, adicionou-se 2 mL de solugdo de
acetato de magnésio a 5 % em metanol. A coloragdo roxa indicou a presenga de antraquinonas

livres.
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4.4 Avaliacao da atividade biologica

4.4.1. Atividade antimicrobiana

4.4.1.1. Perfil de sensibilidade

Os perfis de sensibilidade para verificar a atividade antimicrobiana do extrato seco da
Remiria maritima Aubl.(ERMA) foram baseados nos protocolos elaborados e determinados

pelo Clinical and Laboratory Standards Insitute (CLSI) (CLSI, 2005).

4.4.1.2 Ensaios com microrganismos

Foram utilizadas cepas padrdo de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Streptococcus mutans,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus coagulase negativo) e
Gram-negativas (Proteus mirabilis, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, Escherichia
coli, Serratia marcencens, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumanii, Citrobacter sp.) adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC).

4.4.1.3. Preparo das amostras

Antes da realizacdo dos testes as amostras de bactérias foram cultivadas em Agar

Mueller-Hinton, seguidas de incubagdo a 35 £ 2°C por 24 horas.

4.4.1.4. Preparo do meio de cultura

a) Preparou-se 500 ml de Agar Mueller Hinton desidratado (Difco, Michigan,USA) na
proporcao 19 g do Agar em 500 mL de 4dgua destilada, conforme especificacdo do fabricante,
e deixado em repouso na temperatura ambiente para hidratar.

b) Submeteu-se a esterilizagdo por calor imido, em autoclave a 121°C por 15 min.

c¢) Deixou-se resfriar ap6s a autoclavacao, até a temperatura de 45-50°C.
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d) Dispensou-se em placas de petri de 150 x 10 mm, 25 mL do Agar Mueller-Hinton,
com uma pipeta de vidro graduada esterilizada, em capela de fluxo Laminar (Quimis,
Q216F2, Diadema).

e) Preparou-se 48 tubos de ensaio (20 x 200 mm) com tampa rosqueada, contendo 12,5
mL de Agar Mueller Hinton, deixado resfriar até a temperatura de 50°C. Em seguida foram
acondicionados em Banho Maria na temperatura de 50°C (FANEM, 102) para manter-se
liquido até a hora do procedimento.

f) Foram preparados 36 tubos de ensaio medindo 10 x 100 mm contendo 2,5 mL de
Caldo Mueller Hinton (DIFCO, Michigan, USA), na propor¢do de 21 g do Agar desidratado
em 1000 mL de dgua destilada conforme especificacdo do fabricante, sendo esterilizado em

autoclave a 121°C, durante 15 min.
4.4.1.5. Preparo do in6culo

Foi preparada uma suspensao de células bacterianas seguida de ajustamento para a
escala padrdo 0,5 de Mac farland, com salina estéril, com aproximadamente 1 x 10° UFC para
bactéria. As suspensdes foram ajustadas para uma concentragdo final de 5 x 10* UFC para

bactérias, conforme descrito no guia (CLSI, 2005) (Figura 2).

Figura 2. Comparagao do indculo com a escala de Mac Farland.

4.4.1.6. Preparo das concentragdes do extrato

O extrato utilizado foi diluido em caldo Mueller-Hinton e as concentragdes para os

testes variaram entre 50 mg/mL e 0,09 mg/mL.
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4.4.1.7. Método da difusdo em Agar-Técnica do pogo

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados pelo método de difusao
utilizando a técnicas do poco (GROOVE, RANDALL, 1955; BAUER et al., 1966; NCCLS,
2003) (Figura 3).

Figura 3. Método da difusdo em Agar — técnica do pogo.

4.4.1.8. Procedimentos

Misturou-se o indculo no tubo de ensaio medindo 20 x 200 mm, contendo 12,5 mL de
Agar, imediatamente apos a mistura, foi vertido sobre a placa de Petri ja com a camada de
Agar base, deixado em temperatura ambiente para solidificar. Fez-se pogos com um canudo
de pléstico de 6 mm, descartavel e estéril (biobras). Dispensou-se em cada poco devidamente
identificado, 10,0 pL do controle positivo e negativo, assim como de cada concentragdo do
extrato, utilizando-se uma pipeta automatica. Colocou-se papel de filtro entre a placa de Petri
e a tampa, para evitar a formagdo de 4gua na tampa e como conseqiiéncia no meio de cultura.
Permaneceu em temperatura ambiente durante 2 horas para a solugdo ser difundida pelo Agar,
antes do crescimento microbiano como preconizado pelo CLSI (2005). Em seguida, o
material foi incubado em estufa a 35°C por 24 horas. Mediu-se em milimetros o halo de

inibi¢do do crescimento, utilizando régua milimetrada (Figura 4).

35



Ploca de Agor hMuslier-Himbon I
,,)——K InSculo bacteriano
-~ ety padronizaosdo (0,5 da

escala de MocFarland]

Fura os DG‘CJ_‘ihDS SO
canucEnho plastco

[t }\' deposita soblucSeas

Acresceanta solucoo de arfibictico [contrale posifive]
= DMSO [confrcée megatvol

Incubodo o 3550 durants 14-18 horas

m]
madida oos halos de N ao, em mam (S fEegua)

Figura 4. Fluxograma do método de avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em Agar -
técnica do pogo.

Fonte: REIS, 2006

4.4.1.9. Teste da microdilui¢ao

Os experimentos foram realizados em duplicata nas placas de microtitulagao de 12 x

oito pogos de fundo chato (Figura 5). Em cada pogo, inoculou-se 10 puL da suspensao, 90 puL.

de caldo Mueller-Hinton e 100 pL da concentragdo do extrato. Para padronizar a concentracao

inibitéria minima (CIM), realizou-se controles positivos.
- suspensao celular acrescido de meios caldo Mueller-Hinton sem o farmaco padrao;

- Extrato puro adicionado ao meios de cultura.
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Figura 5. Placa de Microtitulagdo para determinagdo da concentracio inibitdria minima (CIM).

4.4.1.10 Determinacao da concentragdo inibitoria minima (CIM)

Ap0s a inoculagdo, as placas de microtitulagdo permaneceram incubadas a 35 £+ 2° C
seguida de leitura em 24, 48 e 72 horas. O ponto final da concentragdo inibitoéria minima foi
determinado nas leituras de 24, 48 e 72 horas.

A CIM foi definida como a menor concentracdo, em que comparando com o controle
positivo, ou seja, onde hd apenas o meio de cultura com o inéculo, ndo possa ser atribuido

crescimento microbiano.

4.4.1.11 Determinacao da concentra¢do microbicida minima (CMM)

Nos pogos onde ndo ocorreu crescimento microbiano visivel foram retirados 100 pL
do contetdo ¢ semeados em placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrosado ou Agar
Mueller-Hinton e em seguida fora espalhadas com algas de Drigalsky. Incubou-se as placas a
temperatura de 35 + 2°C e as leituras da concentracdo microbicida minima (CMM) foram
realizadas apds 24 a 72 horas de cultivo. Considerou-se a CMM a menor concentragdo na qual

nao se obteve crescimento nas placas.
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4.4.2. Analise da atividade antioxidante

4.4.2.1 Medida da lipoperoxidagao (TBARS) in vitro

A avaliacdo da peroxidacao lipidica foi realizada em quadruplicata, pela deteccdo dos
seus derivados lipoperoxidos, através de substancias que reagem com o acido tiobarbiturico
(TBARS), destacando-se o malondialdeido, produzindo uma base de Shiff de coloragdo
rosacea (OHKAWA, OHISI, YAGI, 1979).

Em tubos Pirex com tampa de rosca foram adicionados 1000 pL. de homogeneizado de
gema de ovo 1% (v/v) em tampao fosfato (pH=7,4). A este meio foram adicionados 100 puL
dos diferentes concentra¢des do ERMA (10 ug.mL™", 100 pg.mL™" e 1 mg.mL™).

Apods a adigdo das amostras foram pipetados 100 pL de um sistema in vitro de
produgdo de radicais 120 mM 2,2-azobis[2-metilpropionamidina] dihidroclreto (AAPH), em
tampao acido tio-barbitirico (TBA, solucdo 0,67%). Ao final foi adicionado tampao TBA até
volume de 1,2 mL. Esta mistura foi incubada a 37'C por 30 minutos. Passado este periodo
retirou-se 300 puL de cada tubo e transferiu-se para tubos tipo eppendorf 600 uL de éacido tri-
cloroacético (TCA) 15% que foram adicionados aos tubos eppendorfs e centrifugados a 10000
rpm a 4°C., 500 uL do sobrenadante de cada eppendorf foram transferidos para tubos de
reagdo e acrescidos de 500 uL de TBA 0,67% em agua Milli-Q. A mistura final foi aquecida
em banho-maria durante 30 minutos a temperatura de 37 C . Apds este periodo a absorvancia
foi medida a 532 nm. A equacdo abaixo mostra como foi calculada a porcentagem de inibigao

de peroxidagao:

Inibig¢do da peroxidagao lipidica (%)= Abscont - Absamos/ Abscont x 100

Na qual Abscont € a absorvancia do controle que ndo foi incubado com nenhum
tratamento ¢ Abs,yes @ absorvancia das amostras incubadas com diferentes concentragdes dos

tratamentos.

38



4.42.2. Atividade antioxidante frente ao oxido nitrico (NO)

A atividade scavengers frente ao radical NO foi realizada em quadruplicata conforme
metodologia descrita por XU e colaboradores (2008). A atividade do ERMA como
scavengers de radical NO foi medida em um sistema in vitro de produgdo de NO por
nitroprussiato de s6dio em tampao fosfato 20 mM (pH 7.4). A mistura de reacdo (I mL)
contendo 10 mM nitroprussiato de sddio (SNP) em tampao fosfato e ERMA em diferentes
concentracdes (10 pg.mL™", 100 pg.mL" ¢ 1 mg.mL™") foram incubados a 37°C por 1 h. Uma
aliquota de 0,5 mL foi tomada e homogeneizado com 0,5 mL de reagente de Griess e
incubado por mais 15 minutos. A absorvancia do cromoéforo foi medido em 540 nm. A
percentagem de inibi¢cdo do 6xido nitrico gerado foi medido pela comparagao dos valores de
absorbancia do controle negativo (apenas nitroprussiato de sédio 10 mM e veiculo) e

preparagdes para analise. Os resultados foram expressos como porcentagem por SNP.

4.4.2.3. Atividade scavenger de radicais hidroxil

Em tubos Pirex com tampa de rosca foram adicionados 100 uL de 2 deoxirribose (50
mM) em agua Milli-Q (substrato), 100 pL de FeSO4 (60 mM), 100 uL. H,O; (1 mM) em agua
Milli-Q (sistema gerador). A este meio foram adicionados 100 pL das diferentes
concentragdes do ERMA (10 pg.mL",100 pg.mL" ¢ 1 mgmL") e o padrio antioxidante,
constituindo os diferentes grupos de tratamentos.

Apo6s a adigdo das amostras foi adicionada solu¢do tampao fosfato de sédio 20 mM
(pH 7,2) até¢ volume de 900 pL. Ao final foi adicionado 100 pL de H,O, (10 mM) em agua
Milli-Q. Esta mistura foi incubada a 27°C por 15 minutos. Passado este periodo a reacdo foi
interrompida mediante a adicdo de 500 pL de acido fosforico 4 % (v/v). Apds a incubagdo
500 pL de TBA (1,0 %) em NaOH 50 mM, foram adicionados. A mistura final foi aquecida
em banho-maria durante quinze minutos. Apos este periodo a absorvancia foi medida a 532
nm.

O percentual de inibicdo de radicais hidroxila (atividade scavenger de radicais

hidroxila) foi expresso pela equacdo (ROOME, et al., 2008).

Inibi¢do (%)= Abscont — Absamos/ Abscont X 100
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4.4.3. Avaliacao Farmacologica

4.4.3.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com 2-3 meses, pesando em média 25-
35 g, provenientes do Biotério da UFS. Todos os animais foram mantidos até o dia dos
experimentos em gaiolas de polipropileno, a temperatura de 23 + 2°C e mantendo o ciclo
claro-escuro de 12 horas. Os animais tiveram livre acesso a alimentacdo do tipo "pellets”
(Labina) e 4gua, (disponivel em frascos de vidro com bicos apropriados).

Todos os protocolos experimentais respeitaram os critérios éticos de experimentacao
animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio
(SBCAL) e Internacional Council for Laboratory Animal Science (ICLAS). Esse trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de

Sergipe com protocolo (56/09) (ANEXO 2).

4.4.3.2. Atividade antinociceptiva e antiinflamatoria

Foram utilizados modelos experimentais de nocicep¢do amplamente descritos na
literatura (OLUGBENGA-MOREBISEA et al., 2001, SILVA et al., 2005). Em todos os testes
0s animais receberam as substancias teste ou salina + tween 80 a 0,2% (grupo controle) sendo

comparados entre si.

4.4.3.3. Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético 0,9%

O método se baseia no fato que a administragdo, via intraperitoneal (i.p.) de uma
solucdo de 4cido acético a 0,9% em camundongos, provoca alteragdes no comportamento que
se caracterizam por contor¢des abdominais seguidas de extensdes dos membros posteriores
(KOSTER et al., 1959) (Figura 6).

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (n = 6, por grupo).
Todos os animais receberam administrag¢@o via i.p. de acido acético 0,9% (0,1 ml/10 g). Apds
10 minutos da inje¢do do acido, o numero de contorgdes abdominais foi registrado durante o

periodo de 15 minutos, para cada animal. Os animais foram pré-tratados com o ERMA (100,
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200 e 400 mg/kg) e veiculo (salina mais 2 gotas de tween), todos pela via i.p., meia hora antes
da administragdo do agente algico. O acetilsalicilico (200 mg/kg) foi administrado 30 minutos

antes do agente nociceptivo, como substancia padrao.

Figura 6- Alteragdes comportamentais caracterizadas por contor¢des abdominais seguidas de extensdes
dos membros posteriores.

4.4.3 4. Teste da formalina a 1%

O teste da formalina ¢ considerado um modelo de dor aguda, produzida pela
administracdo intraplantar de formalina a 1%, que causa a estimulacdo de nociceptores,
podendo ser considerado um modelo bifasico de comportamentos indicativos de dor (dor
neurogénica e dor inflamatéria (HUNSKAAR, HOLE, 1987). A primeira fase (Fase 1) ocorre
apods cerca de 5 minutos da inje¢do e, provavelmente, ¢ resultante da estimulagdo direta dos
nociceptores; a inibicdo dessa fase ¢ indicativa de farmacos analgésicos que atuam em nivel
central. Em seguida, hd um periodo de laténcia (interfase) que dura aproximadamente 10
minutos e resulta de uma ativagdo de mecanismos inibitérios da dor. Na sequéncia, ocorre
uma segunda fase (Fase 2) com duragdo de 15 minutos, gerada tanto pela estimulagdo dos
nociceptores como pela liberagdo de mediadores inflamatdrios, encontrando a medula
espinhal em um estado de hiperexcitabilidade, induzida na Fase 1. Além de outros fairmacos
que atuam em nivel central, os anti-inflamatorios interferem nessa etapa (ALMEIDA et al.,
1999).

Grupos de camundongos (n = 6, por grupo) receberam a administracao de formalina 1%
(20 pl/animal). Logo apds a administracdo de formalina foi cronometrado o tempo (s) que os
animais exibiam o comportamento de lambida da pata traseira esquerda durante a primeira
fase (0-5 min) e a segunda fase (15-30 min) do teste. Os animais foram pré-tratados com o
ERMA (100, 200 ¢ 400 mg/Kg; i.p.), acido acetilsalicilico (200 mg/kg; i.p.) e morfina (5
mg/kg; i.p.), 30 minutos antes da injecao de formalina (Figura 7).
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Figura 7- Alteracdes comportamentais caracterizadas pelo tempo do numero de lambidas de pata

4.4.3.5. Teste da placa quente

O método foi descrito inicialmente por Woolfe e MacDonald (1944), em que o tempo
de reagdo do animal ao estimulo térmico ¢ quantificado quando ¢ exibido o comportamento de
levantar (tentativa de pular) ou lamber uma das patas traseiras, o que ¢ indicativo de
nocicepcao. Esses dois comportamentos sdo interpretados como respostas integradas no
cortex cerebral, enquanto a agitacdo das patas posteriores (sapateado) ¢ interpretada como
sendo uma resposta apenas de integracdo medular. A laténcia de resposta ¢ quantificada em
um tempo maximo de 30 segundos, para que se evite lesdo tecidual, e pode ser modificada por
analgésicos de acdo central, como os narcoticos (LE BARS et al, 2001)

Os animais (n = 6, por grupo) foram colocados em uma cuba de acrilico sobre uma placa
quente de aluminio a 50 £ 5°C. O pardmetro de observagdo foi o nimero de lambidas das
patas traseiras. Foi registrado o tempo de laténcia (s) dos camundongos, por um tempo
maximo de 30 s, nos intervalos de 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. Os animais foram pré-tratados
com o ERMA (100, 200 e 400 mg/Kg; i.p.), veiculo ou morfina (5 mg/Kg; i.p.) 30 minutos

antes de serem submetidos a placa quente.

4.4.3.6. Teste da Coordenagao Motora

A avaliacdo da coordenacdo motora dos animais tratados com o ERMA foi realizada
de acordo com protocolo proposto por Gongalves e colaboradores (2008). Os camundongos
foram pré-selecionados 24 horas antes do teste e submetidos ao teste de coordenagdo motora
utilizando o aparelho Rota-rod (AVS®, Brazil) (Figura 8). Foram considerados aptos aqueles

animais que mantiveram-se sobre a barra giratoria durante 180 segundos a 7 rpm em pelo
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menos uma das trés tentativas. Os animais foram divididos em cinco grupos (n=6, por grupo)
e submetidos aos seguintes tratamentos: ERMA (100, 200 e 400 mg/kg; i.p.), diazepam 1,5
mg/kg (i.p.) e o veiculo (solucdo salina e 2 gotas de tween 80 a 0,2%). Apds 30, 60 e 120

minutos da administragao registraram-se os resultados obtidos.

Figura 8. Aparelho Rota-rod (AVS®, Brazil).

4.4.3.7. Teste da peritonite induzida por carragenina

A peritonite induzida em camundongos pela administracdo i.p. de carragenina ¢ um
modelo de inflama¢do aguda amplamente utilizado na pesquisa de farmacos anti-
inflamatorios. A administragdo i.p. de carragenina induz a migracdo de leucocitos para o
local, cuja quantificacdo permite avaliar a influéncia de farmacos no desenvolvimento deste
pardmetro de resposta inflamatoria, sendo particularmente sensivel a anti-inflamatorios
esteroidais. Além disto, a presenca de varios mediadores inflamatdrios pode ser avaliada e
dosada no exudato inflamatério (LAPA et al., 2008).

Os camundongos (n = 6, por grupo) receberam via i.p. do ERMA, nas doses de 100, 200
e 400 mg/kg. O grupo controle recebeu o veiculo e meia hora apds a administragao do
ERMA, 0,25 mL de carragenina (1% em salina) foram injetados via i.p. nos animais. Apos
quatro horas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo injetados na
cavidade peritoneal 3 mL de solugdo fisiologica contendo EDTA com auxilio de uma agulha
13x4 a fim de promover o minimo trauma na vasculatura peritoneal. Massageou-se o
abdomem do animal para homogeneizar o lavado. Com pipeta Pasteur, colheu-se o lavado.

Em seguida, foi realizada a contagem de leucdcitos totais em camara de Neubauer (LAPA et

al., 2008).
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5. Analise estatistica

Os resultados obtidos nos diversos experimentos foram tratados estatisticamente usando
o Programa GraphPad Prism 3.0” através de Analise de Varidncia (ANOVA) de uma via,
seguido de Teste de Tukey, conforme o caso. Foram consideradas significativas as diferengas
com p < 0,05, sendo todos os valores apresentados como média + erro padrao da média

(EPM).
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6. Resultados e Discussao

6.1 Triagem fitoquimica

A andlise fitoquimica preliminar pode identificar grupos de metabolitos secundarios
relevantes que possam estar relacionados as atividades bioldgicas encontradas e podendo
validar o uso popular da mesma, além de identificar possiveis principios ativos toxicos.

A triagem fitoquimica do ERMA mostrou a presenga das seguintes classes de

compostos como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Triagem fitoquimica do extrato seco da Remiria maritima Aubl.

CLASSE PRESENCA/AUSENCIA

Fenois +
Taninos condensados
Alcalodides
Cumarinas volateis
Flavonoides

Saponinas

+ 4+ o+ + 4

Triterpenos/esteroides

Derivados antracénicos livres

Estudos tém demonstrado que varios flavondides possuem relevantes agdes bioldgicas
que previnem acidentes vasculares, sendo utilizados pela industria farmacéutica na preparagao de
agentes vasodilatadores como a diosmina e a rutina. Outros flavondides como a quercetina e
luteolina sdo abundantes na natureza e produzem significativa resposta antiinflamatoria e
antinoceptiva quando testados com d&cido acético, formalina e capsaicina (CARVALHO,
CARVALHO, 2001), além de atividade antimicrobiana, hipoglicemiante (SOUZA et al ., 2003).
Ainda apresentam atividade antioxidante frente a peroxidagao lipidica, a agregagdo plaquetaria, a
permeabilidade capilar, a fragilidade capilar, e a atividade de enzimas, como ciclo-oxigenase e
lipooxigenase (AGRA, FRANCA, BARBOSA-FILHO, 2007). Os flavonoides exercem esses
efeitos como antioxidantes, seqiiestradores de EROs, quelantes de cations divalentes e como

seqliestrantes de peroxinitrito (HAVSTEEN, 2002; MAIA, 2008).
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Os flavonodides também tém demonstrado atividade antioxidante sendo amplamente
encontrados nos alimentos de origem vegetal, como frutas, vegetais, sementes, flores e folhas,
fazendo parte da dieta humana (BEHERA et al., 2008; BRANDAO, CHAVES, 2007).

Os terpendides e compostos esterdides sdao largamente distribuidos no reino vegetal e
exibem distintas propriedades farmacoldgicas. Entre outras agdes, os terpendides que ocorrem
naturalmente, apresentam propriedades antiinflamatorias e antinoceptivas, inibem a agregacao
plaquetaria e interferem a nivel intracelular em varios passos do mecanismo de transducdo
(CECHINEL-FILHO, 2003; HOLETZ et al., 2002). O isolamento e identificacdo de varios
terpenos com efeito antinoceptivo, antinflamatorio, antimicrobiano, antiparasitario, tripanomicida,
larvicida, hipoglicemiante tem sido demonstrado em estudos preliminares (ANDRADE, 2007).

De acordo com Schmitt e colaboradores (2003), as propriedades farmacologicas
(bactericida, fungicida, antiviral, antitumoral e moluscicida) dos taninos sdo devido as suas
caracteristicas de complexacdo com ions metalicos como ferro, manganés, vanadio, cobre e
calcio e pela habilidade de complexar com outras moléculas como proteinas e polissacarideos.
O efeito inibitorio dos taninos sobre bactérias pode ser explicado por inibicdo de enzimas
microbianas e/ou complexacdo com os substratos enzimaticos, acdo sobre as membranas
celulares dos microorganismos ou complexacdo com ions metalicos diminuindo, assim, a

disponibilidade desses elementos essenciais para o metabolismo dos microrganismos.

6.2 Atividade antimicrobiana

No presente estudo, a atividade antimicrobiana do ERMA foi determinada pela leitura
do diametro da zona de inibi¢do de crescimento bacteriano, concentracao inibitéria minima e
concentragdo microbicida minima. Os diametros iguais ou superiores a 10 mm foram
considerados como suficientes para indicar atividade antibacteriana do produto usado, uma
vez que esse foi aplicado em pocos ou discos de diametro equivalente a 6 mm .

O critério utilizado para classificagdo da atividade do extrato foi: CIM menor que 100
ng/mL foi considerado com boa atividade antimicrobiana; quando o CIM estiver entre 100 a
500 pg/mL foi considerado moderadamente ativo e CIM maiores que 1000 ug/mL inativo
(HOLETZ et al., 2002 ; PRETTO et al , 2004).

O ERMA apresentou atividade frente as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

testadas, apresentando halos de inibi¢do variando de 15 mm a 26 mm. Além disso, apresentou
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valores de inibicdao entre 25 mg/mL e 0,045 mg/mL, confirmando os resultados qualitativos
obtidos pelo teste de difusdo em Agar (Tabela 2 e 3).

Com os resultados obtidos, observou-se que 100% dos microrganismos testados foram
sensiveis ao ERMA, sendo que entre as Gram-positivas mostrou-se mais efetivo para Bacillus
subtilis (0,045 pg/ml), Streptococcus agalactiae (0,045 pg/ml), Streptococcus pyogenes
(0,045 pg/ml) e Staphylococcus aureus (0,19 pg/ml) (Tabela 2). A elevada sensibilidade do
género Staphylococcus ao ERMA demonstrado nesse estudo ¢ relevante tendo em vista que
sao bactérias geralmente refratarias a terapia por agentes antimicrobianos devido a crescente

multiressisténcia (ANDRADE, 2008).

Tabela 2. Determinacdo da atividade antimicrobiana em difusdo em pocos, Concentragao
Inibitéria Minima do ERMA contra bactérias Gram—positivas.

ZONA DE INIBICAO CIM

MICRORGANISMOS
(mm) (ng/ml)
Bacillus subtilis (ATCC14579) 22 0,045
Staphylococcus aureus (ATCC11778) 20 0,19
Enterococcus faecalis (ATCC 27858) 22 0,09
Enterococcus faecium (ATCC 14815) 22 0,39
Streptococcus mutans (ATCC 15820) 20 0,78
Streptococcus agalactiae (ATCC 13813) 20 0,045
Streptococcus pyogenes (ATCC 14279) 20 0,045
Staphylococcus coagulase negativo (ATCC 5033) 26 0,19

As informagdes obtidas neste estudo podem direcionar a procura pelo composto ativo
responsdvel pela acdo antibacteriana evidenciada que deve estar entre os grupos de
metabolitos detectados (taninos e flavondides).

Os trabalhos publicados sobre as substancias oriundas de plantas, envolvidas com a
atividade antimicrobiana, t€ém demonstrado que estas podem pertencer a diversas classes de
compostos, onde entre eles destacam-se: grupos fenolicos simples e acidos fendlicos; as
quinonas; as flavonas, flavondides e flavondis; os taninos; as cumarinas; os terpendides; os
alcaloides; as lecitinas e polipeptidios (CHAH et al., 2006; CABRAL, 2008). Outros

compostos tém sido relatados pelas suas propriedades antimicrobianas, entre eles destacam-se
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as poliaminas (em particular a espermidina), os isotiocianatos, os tiosulfinatos e os
glicosidios (TUROLLA, NASCIMENTO, 2006 ; AGRA et al, 2007).

A presenca de taninos parece estar diretamente relacionada com a atividade
antimicrobiana. Nesse sentido, Maia (2008) testou fracdes de extratos aquosos e acetonicos da
familia Cyperaceae, os quais demonstraram ter atividade antimicrobiana principalmente para
Gram-positivos; e depois de eliminar o tanino do extrato, através da coluna poliamida, a
fragdo resultante foi inativa frente as bactérias testadas.

A analise da atividade antibacteriana do ERMA contra os géneros bacterianos Gram-
negativos mostrou que o ERMA foi mais efetivo contra Neisseria gonorrhoeae (6,25 ng/ml) e
Citrobacter sp. (6,25 ng/ml), seguido da Klebsiella pneumoniae (12,5 png/ml), Serratia
marcencens (12,5 ug/ml), Escherichia coli (12,5 pg/ml), Pseudomonas aeruginosa (25
ug/ml) e Acinetobacter baumanii (25 pg/ml) (Tabela 3). Esses resultados validam o
conhecimento popular uma vez que esse grupo bacteriano esta envolvido em um grande
nimero de doengas infecciosas e, sendo o extrato utilizado na forma de infusdo para
inflamagdes e infecgdes, a atividade demonstrada nesse trabalho vem comprovar essas

propriedades.

Tabela 3. Determinacdo da atividade antimicrobiana em difusdo em pogos e concentragdo

inibitéria minima (CIM) do ERMA contra bactérias Gram-negativas.

MICRORGANISMOS ZONA DE INIBICAO(mm) MIC(ng/ml)
Proteus mirabilis (ATCC 14273) 16 12,5
Neisseria gonorrhoeae (ATCC 14028) 20 6,25
Escherichia coli (ATCC 25922) 16 25,0
Serratia marcencens (ATCC 30080) 18 12,5
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 15 25,0
Klebsiella pneumoniae (ATCC 35032) 16 12,5
Acinetobacter baumanii (ATCC 27856) 15 25,0
Citrobacter sp. (ATCC 35038) 16 6,25

A diferenca encontrada na sensibilidade entre espécies Gram-positivas e Gram-

negativas testadas para o ERMA se deve provavelmente as diferencas existentes na
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composicao celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ja que estas Ultimas tém
uma parede celular quimicamente mais complexa, sendo que um dos constituintes dessa
parede, o lipopolissacarideo, ¢ que determina a antigenicidade, toxicidade e patogenicidade
desses microrganismos, ainda esse grupo de bactérias possui um teor lipidico maior que as
Gram-positivas (GODOY, 2008).

Além disso, as bactérias Gram-negativas possuem o espago periplasmético, onde
podem ser encontradas enzimas que inativam alguns antibioticos, como por exemplo, os beta-
lactamicos, nucleases, proteases, entre outras (TAVARES, WALTER, 1996; SCHMITT et al.,
2003).

Também tem sido demonstrado que as bactérias, sobretudo as Gram-negativas,
possuem mecanismos especializados para retirar substancias estranhas do citoplasma da
célula, mecanismo esse chamado de bomba de efluxo. Esse sistema previne o acimulo de
farmacos no interior da célula, evitando assim que o agente antimicrobiano atinja a
quantidade necessaria para tornar o ambiente letal a célula, ndo exercendo o seu efeito
(CLARKE et al., 2001; CHAVES et al., 2002).

Em muitos estudos que constam resultados referentes a atividade antibacteriana de
produtos naturais pelo método de difusdo em agar, o didmetro do halo de inibigdo tem sido
usado como fator classificatério do efeito antibacteriano encontrado, isto ¢, dependendo do
diametro do halo de inibi¢do obtido, os extratos sdo classificados por faixas como tendo boa,
moderada, fraca, muito fraca ou nenhuma atividade (DEGASPARI, WASZCZNSK, PRADO,
2005). Muitos autores ainda comparam as zonas de inibicdo de crescimento de extratos de
produtos naturais com aquelas obtidas por antibidticos de referéncia (BARBOSA, 2008).

Godoy (2008) avaliou a atividade antibacteriana do extrato hidroalcoolico da folha e
caule de alguns extratos e fragdes da Lentinula edodes contra bactérias Gram-negativas
através do método de disco difusdo em Agar e a determinagdo da CIM em meio so6lido, € o
extrato possuiu atividade para todas as bactérias testadas.

Suffredini e colaboradores (2004) demonstraram que extratos acetonicos e purificados
do Stryphnodendron polyphyllum Mart. (Leguminosae), tanto pelo método difusdo em agar
com disco como no método de diluicdo em microplacas para a determinagdo da concentragao
inibitéria minima, tiveram agao inibitoria para S. aureus e B. Subtilis, mas ndo apresentaram

atividade para E.coli e P. Aeruginosa.
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Loquércio et al. (2005) demonstraram que o extrato hidroalcodlico a 10% de folhas de
Jambolao (Syzyzium cumini L. pelo método de difusdo em agar com disco inibiu o
crescimento de todas as bactérias testadas, tanto gram-positivas como Gram-negativas.

Com relacao a atividade bactericida, o ERMA também mostrou-se ativo, tanto em
Gram-positivas como nas negativas, requerendo concentragdes entre 0,045 e 25 pg/ml para
inviabilizar o crescimento bacteriano (Tabela 4). Antimicrobianos de uso clinico sdo ativos
contra microrganismos sensiveis em concentragao de até¢ 10 pg/ml. No entanto, com relagdo a

atividade bactericida nao ha relatos na literatura sobre essa familia.

Tabela 4. Determinacdo da atividade bactericida minima do ERMA contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas.

MICRORGANISMOS CMM (ng/ml)

Escherichia coli (ATCC 25922) 25

Staphylococcus aureus (ATCC 11778) 0,19
Enterococcus faecalis (ATCC 27858) 0,09
Serratia marcencens (ATCC 30080) 12,5
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 25

Klebsiella pneumoniae (ATCC 35032) 12,5
Acinetobacter baumanii (ATCC 27856) 25

Citrobacter sp. (ATCC 35038) 6,25
Streptococcus agalactiae (ATCC 13813) 0,045
Enterococcus faecium (ATCC 14815) 0,39
Streptococcus mutans (ATCC 15820) 0,78
Providencia sp (ATCC 14279) 6,25
Klebsiella oxytoca (ATCC 35033) 12,5
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6.3. Atividade antioxidante

Devido a grande quantidade de constituintes quimicos presentes na espécie foi
também investigado um possivel efeito antioxidante do extrato.

A lipoperoxidagdo ¢ uma reacdo em cadeia de acidos graxos poliinsaturados mediada
por radicais livres e iniciada por processos ambos enzimaticos € ndo-enzimaticos nas
membranas celulares (MARNETT, PLASTARAS, 2001; BUETTNER, 1993). A ocorréncia
da lipoperoxidagdo induz perturbacdes estruturais nas membranas alterando a sua integridade,
fluidez e permeabilidade e perda funcional podendo, inclusive, levar a lise celular (NIKI,
2009). Pelo fato da LPO in vivo ter sido implicada com mecanismos subjacentes em
numerosas desordens e doengas como doencas cardiovasculares, cancer, distarbios
neurologicos, e envelhecimento, torna-se extremamente importante avaliar a atividade
antioxidante de compostos exogenos para utiliza-los como profilaticos destas patologias, ou
mesmo como adjuvantes em procedimentos terapéuticos (AMAROWICZ et al., 2004).

Nesse sentido, o primeiro estudo a ser realizado foi a lipoperoxidacdo in vitro, no qual
foi observado que houve alta redugdo de lipoperoxidagdo (Figura 9), assim, pode-se sugerir
que o ERMA possui uma significativa atividade antioxidante (p < 0,05) na concentragao de
100 pg/mL quando comparado com o sistema, a diferenga foi de 12,18%. Na concentragdo de
1 mg/mL a diferenca estatistica foi p < 0,001, com diferencas nas médias de 47,97%.

Os compostos fenolicos, diminuiram acentuadamente a taxa de formacdo de
conjugado dieno (ANETA, JAN, RENATA, 2007), desta forma reduzindo a formagdo de
malondialdeido (MDA), que reage em meio acido com o 4cido tiobarbitirico na propor¢do de
2:1 formando um éster com absorcao caracteristica em 532 nm (OHKOWA, OHISI, YAGI,
1979). Achados da literatura mostram que as plantas medicinais que apresentam redugdo da
lipoperoxidagdo a partir de 10 pg/ml sdo consideradas com alta atividade antioxidante

(ANDRADE et al, 2007 ; SOUZA et al. , 2007 ).
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Figura 9: Efeito do ERMA frente a lipoperoxidacao lipidica in vitro. Os valores representam a média = E.P.M.

**p < 0,001 vs sistema (ANOVA seguida do teste de Tukey).

As observagdes descritas acima motivaram também a investigacdo da capacidade do
extrato em “ scavenger ““ de radical NO.

Nesse teste 0 ERMA reduziu de forma significativa (p < 0,001) a formagao de NO
nas concentragdes de 100 pg/ml (73,6% + 1,3) e 1 mg/ml (62,3% =+ 2,8), ao contrario do
observado no sistema (100,0% = 2,0) (Figura 10).
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Figura 10 : Efeito antioxidante do ERMA frente ao NO. valores representam a média = E.P.M. **p < 0,001 vs
sistema (ANOV A seguida do teste de Tukey).
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Considerando-se o crescente uso de substancias naturais na terapéutica e a importancia
de processos geradores de radicais livres em organismos vivos e a participagdo do 6xido
nitrico nesses processos fisiologicos e patoldgicos, tais como a inflamacao, a capacidade
apresentada pelo extrato em inibir a producdo de EROs torna-se de fundamental relevancia,
sobretudo também por ter se isolado na triagem compostos como os flavonoides que atuam
modulando células envolvidas com a inflamacdo (por exemplo, inibindo a proliferacdo de
linfécitos T), inibindo a producao de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-a e IL-
1), modulando a atividade das enzimas da via do 4cido araquidonico, tais como fosfolipase
A,, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, além de modularem a enzima formadora de o6xido
nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (CSANYT et al., 2009).

Nesse contexto, uma vez que o 0xido nitrico mantém significativa associagdo com a
destruicao tecidual mediada pelos processos inflamatérios o ERMA pode também vir a

apresentar um potencial efeito antiinflamatdrio.

Sabe-se também que o radical hidroxil ( OH) ¢ a espécie mais reativa encontrada em
meios bioldgicos, reagindo no proprio sitio onde foi gerado, sendo responsavel por grande
parte dos danos celulares provenientes das EROs, causando quebras na estrutura do DNA,
lipoperoxidagdo de membranas e também, oxidagdo protéica (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2009). Os efeitos dos EROs sobre os sistemas biologicos tém estado em
evidéncia nos ultimos anos, especialmente nas doengas relacionadas com o aumento
destas espécies reativas no organismo € ao envelhecimento precoce. Varias pesquisas
tém demonstrado a participacao dos radicais livres na etiologia de algumas patologias de
elevada incidéncia na populagdo ocidental. Assim, qualquer substincia que demonstre
ter capacidade de neutralizacdo destes radicais, torna-se um alvo importante, ja que pode
prevenir ou amenizar os problemas causados pelo excesso de espécies redox-ativas no
organismo (CARBONARI, 2006).

Nesse sentido, para determinar s¢ ERMA poderia, de alguma forma, afetar a formacdo
ou os efeitos deste radical, utilizou-se um método de geracdo de OH que se baseia na

oxidagdo da 2 desoxirribose provocada por OH, produzido pela reagdo de H,0, com o ferro .

A porcentagem de inibi¢ao do radical hidroxil do ERMA demonstrou uma reducdo de 49,27%

e 77,45% para as concentragdes de 100pug/mL e 1mg/mL, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11- Capacidade scavenger de radical hidroxila pelo ERMA. Os valores representam a média + E.P.M. ;

*#%p<0,001. vs sistema (ANOVA seguida do teste de Tukey).

Os constituintes polifendlicos, particularmente os flavonoéides, representam uma forma
importante de defesa antioxidante devido a seus efeitos quelantes sobre metais. E possivel que
o ERMA possua um efeito quelante sobre ions metalicos, especialmente de ions Fe*+, que sao
capazes de gerar EROs (peroxidos que, a propdsito, estdo implicados em muitas doengas
incluindo as inflamatérias), a partir da reacdo de Fenton. Através da diminuicdo das
concentragdes biodisponiveis de Fe?+, estas substancias podem proteger as células contra o
dano oxidativo (KVIECINSKI, 2008; BARBOSA, 2008).

Logo capacidade do extrato em eliminar os radicais hidroxila parece estar diretamente
relacionada a prevencdo da propagacdo do processo de peroxidacdo lipidica e parece ser
“scavenger” de espécies reativas de oxigénios, reduzindo assim a taxa de reagdes em cadeia.
Considerando que substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de protecdo contra
os riscos de muitos processos patologicos, os resultados descritos neste trabalho estimulam a
continuidade dos estudos para avaliar a a¢do antioxidante de compostos isoladas da espécie

Remiria maritima Aubl.
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6.4 Atividade antinociceptiva

Virios farmacos antiinflamatdrios t€ém mostrado um mecanismo antioxidante como
parte de sua atividade bioldgica e como o extrato demonstrou um potencial antioxidante em
todos os testes realizados, resolvel-se entdo testar sua atividade antiinflamatoria.

Nesse sentido, o primeiro teste a ser verifivado foi o das contor¢cdes abdominais
induzidas pelo acido acético a 0,9% onde foi registrado que o ERMA em todas as doses
testadas (100, 200, 400 mg/kg) apresentou efeito antinociceptivo quando administrado por via
ip., com percentiais de inibicdo de 32,1, 34,5 e 49,5% respectivamente. O d4cido
acetilsalicilico exibiu significativa inibicdo (88,9%, p < 0,001) sobre as contor¢des

abdominais, quando comparada ao grupo controle (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do ERMA no comportamento nociceptivo de camundongos no modelo das contorgdes
abdominais induzidas por acido acético a 0,9%. Cada coluna representa a média + E.P.M. Os asteriscos denotam
diferencas estatisticas, *p<0,01 e **p<0,001, em relagdo ao grupo controle. ANOVA seguido pelo teste de

Tukey (n = 6, por grupo).

O teste das contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético tem sido amplamente
utilizado como ferramenta de triagem na busca por novos agentes analgésicos e
antiinflamatodrios, pois permite avaliar uma reagdo comportamental que pode ser considerada
um reflexo de dor visceral inflamatéria (SILVA et al, 2005; KVIECINSKI, 2008).

No entanto, este método apesar de ser considerado bastante sensivel por permitir a
identificagdo de substancias com baixo poder analgésico, ¢ também pouco especifico. Em
parte, isto se deve ao fato de o teste ser sensivel a substancias com a¢do antinociceptiva que
agem tanto no SNC, quanto no sistema nervoso periférico dificultando qualquer tipo de

distin¢do (LE BARS et al., 2001). O acido acético atua indiretamente no fluido do peritonio,
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provocando liberacdo de mediadores endogenos, aumentando principalmente os niveis de
prostaglandinas (PGE? e PGF2a), sensibilizando e posteriormente estimulando as terminagdes
neuronais dessa regido. De modo geral, as drogas analgésicas reduzem ou mesmo inibem esse
comportamento. Contudo outras drogas, como os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES),
opidides e outras substidncias podem inibir o numero de contor¢des, demonstrando dessa
forma a baixa especificidade do teste (LE BARS et al., 2001). Por esta razdo, a interpretagdo
da reducdo da resposta algica através do estimulo pelo acido acético, deve ser efetuada de
forma cautelosa € em conjugagdo com outros testes. Assim, de acordo com os dados
apresentados anteriormente € com os autores citados acima, pode-se sugerir que os resultados
obtidos nesse teste sdo decorrentes de um efeito antinociceptivo do ERMA devido a uma
possivel inibigdo dos mediadores do processo inflamatério.

A fim de se obter evidéncias mais especificas sobre a atividade antinociceptiva do
ERMA, foram realizados outros testes de nocicepg@o induzida por estimulos quimicos. Entre
estes, encontra-se o teste da formalina, que ¢ um teste classico de nocicepcao, sensivel as
diferentes classes de substancias antinociceptivas. O teste, ¢ considerado um modelo de dor
persistente, produzido pela administracdo intraplantar da substancia a 1%, que causa a
estimulacdo de nociceptores, podendo ser considerado um modelo bifasico de
comportamentos indicativos de dor (dor neurogénica e dor inflamatéria) (HUNSKAAR,
HOLE, 1987; ALMEIDA, 2006)..

A primeira fase ocorre apds 5 minutos da injecdo e provavelmente, ¢ resultante da
estimulacdo direta de nociceptores; a inibi¢ao dessa fase ¢ indicativa de drogas analgésicas de
acdo central. Em seguida hd um periodo de quiescéncia que dura aproximadamente 10
minutos e resulta de uma ativacdo de mecanismos inibitérios da dor. Na seqiiéncia, ocorre
uma segunda fase com duragdo de 15 minutos, gerada tanto pela estimulacdo dos nociceptores
como pela liberacdo de mediadores inflamatorios. Além de drogas que atuam em nivel
central, as antiinflamatorias interferem nessa etapa (HUNSKAAR, HOLE, 1987; ALMEIDA,
2006).

O teste da formalina produz um estimulo nociceptivo de carater tonico e moderado,
que persiste por alguns minutos, ¢ do qual o animal ndo pode se esquivar. Portanto, costuma-
se associar este modelo ao que mais se assemelha a condigdo clinica de dor, sendo um modelo
util para a investigagdo de farmacos analgésicos em potencial (TJOLSEN et al., 1997;
FREITAS, 2009). Nesse teste, nenhuma dose do ERMA nao foi capaz de reduzir a resposta
antinociceptiva na primeira fase. Entretanto, na segunda fase, o ERMA (200 e 400 mg/kg)
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produziu uma redugdo significativa do tempo de lambida da pata (p < 0,05 e p < 0,001), com

percentual de inibicdo de 43,2 e 61,9 %, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Efeito do pré-tratamento do ERMA no comportamento nociceptivo de camundongos no modelo de
nocicepgdo induzido pela formalina. Cada coluna representa a média + E.P.M Os asteriscos denotam diferencgas

estatisticas, *p < 0,05 e **p < 0,001 em relagdo ao grupo controle. ANOVA seguido pelo teste de Tukey (n = 6,
por grupo).

Estudos prévios tém demonstrado que a formalina age liberando varios mediadores
inflamatorios, apresentando duas fases: uma neurogénica (1* fase) e uma fase inflamatoria (2*
fase) (HUNSKAAR, HOLE, 1987; ROCHA et al., 2007). Neste estudo observou-se que o
ERMA, quando administrado por via i.p., produz inibicdo apenas sobre a 2 fase (fase
inflamatoria). A inibi¢do da nocicepcdo na 2* fase sugere uma provavel agdo antiinflamatoria
do extrato, que apresenta a parti¢do efetiva de mediadores pro-inflamatorios, indicando que o
extrato atua de forma periférica, semelhante aos AINES que sdo eficazes contra dor leve e
moderada, como tabém pode estar havendo uma inibicdo dessa fase através da acdo de
substancias antioxidantes, corroborando assim com os resultados dos testes anteriores, assim
como o de contor¢des abdominais.

Buscando descartar um possivel envolvimento central no efeito antinociceptivo do
ERMA realizou-se o teste da placa quente. O teste da placa quente produz dois componentes
comportamentais ambos sdo considerados respostas supra-espinhais integradas que podem ser
medido em termos dos seus tempos de reacdo, ou seja, lambida da pata e salto. O estimulo
térmico do teste da placa quente ¢ utilizado para estudar a atividade analgésica mediada por

mecanismos centrais. E um modelo animal que avalia a atividade antinociceptiva de farmacos
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opiodides, mas outras drogas com atividade central, tais como sedativas e hipndticas mostram
atividade no modelo da placa quente (ROCHA, 2007; FREITAS, 2009).

Considera-se que a resposta observada nesse modelo resulta da ativacdo direta de
nociceptores pelo calor e depende de integragdo supra-espinhal. Analgésicos opidides, bem
como drogas de acdo predominantemente central, como antidepressivos triciclicos e
antiepilépticos, aumentam o tempo de permanéncia dos animais na placa quente, um resultado
que ¢ interpretado como antinocicepcdao. A Figura 14 mostra os efeitos do ERMA via i.p.,
sobre o teste da placa quente, em que o ERMA nao produziu redugdo significativa no

comportamento nociceptivo, descartando o possivel efeito central do ERMA.
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FIGURA 14: Efeito do ERMA no comportamento nociceptivo de camundongos no teste da placa quente. Cada
coluna representa a média + E.P.M. Os asteriscos denotam diferengas estatisticas, *p<0,001 em relagdo ao grupo

controle. ANOVA seguido pelo teste de Tukey (n = 6, por grupo).

Ao se investigar experimentalmente o efeito de uma substancia em modelos animais,
cujo parametro analisado se manifeste através de uma resposta comportamental, ¢ necessario
se investigar também a possibilidade desta substancia produzir efeito sedativo ou relaxante-
muscular. No caso da nocicepgao, a integridade da fun¢do locomotora é necessaria para que o
animal consiga produzir a resposta comportamental de acordo com a intensidade do estimulo

aplicado (LE BARS et al., 2001).
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A Figura 15 mostra que, os mesmos, quando tratados com ERMA ndo exibiram
alteracdo significativa da coordenagdo motora nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg. Como ja
era esperado, o diazepam (DZP 1,5 mg/kg), reduziu o tempo de permanéncia dos animais no
Aparelho “Rota rod ” (63,3 £ 11,4 s) quando comparado com os animais do grupo teste , 30 e

60 minutos apds o tratamento.
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Figura 15: Efeito do ERMA no teste da coordenagdo motora. Cada coluna representa a média += E.P.M. Os
asteriscos denotam diferengas estatisticas, * p < 0,001 em relagdo ao grupo controle. ANOVA seguido pelo teste

de Tukey (n = 6, por grupo).

Os resultados encontrados sugerem que o ERMA pode esta atuando via dor
inflamatoria. Nesse sentido, diversos modelos de inflamag¢ao tém sido utilizados para avaliar o
potencial antiinflamatorio de alguns produtos naturais. Isto se deve ao fato de que, apesar da
maioria das reagdes inflamatdrias apresentarem caracteristicas comuns, sua etiologia e
manifestagdes clinicas diferem significativamente, necessitando, portanto, de modelos
especificos que reproduzam as caracteristicas bésicas. Desta forma ¢ facil compreender
porque os modelos experimentais relativos ao tratamento de doencas inflamatorias sdo
deveras diversificados (SEDGWICK, WILLOUGHBY, 1989; DEREK et al., 1999;
BATISTA et al., 2005).

Protocolos experimentais nos quais o processo inflamatorio ¢ induzido agudamente,
tém sido utilizados para estudos desta reagdo, abordando a participacdo de mediadores
quimicos de diferentes tipos celulares, além de possibilitar a avaliagdo de farmacos com
suposta atividade antiinflamatéria. Entre os modelos mais utilizados para avaliagdo da

atividade anti-inflamatdria pode-se citar: indu¢ao de edema de pata, pleurisia, bolsa de ar no
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dorso e teste da medida da peritonite induzida por carragenina (SEDGWICK e
WILLOUGHBY, 1989; LORAM et al.; 2007).

O teste da medida da peritonite induzida por carragenina em camundongos
caracteriza-se pela inje¢do intraperitoneal de um polissacarideo de origem marinha, que gera
um quadro de inflama¢do aguda e ¢ caracterizado pela liberagdo seqiiencial de mediadores
inflamatorios. Segundo Geremias (2004), a técnica da peritonite possui algumas vantagens,
pois a partir da coleta do lavado na cavidade pleural, ¢ possivel analisar e quantificar os
componentes celulares e humorais da inflamacdo, sem necessitar recorrer a procedimentos
complicados na sua extragdo e quantificagdo. Uma outra vantagem adicional da peritonite ¢ a
sua facil execucdo, visto que diferentes agentes flogisticos (especificos e ndo especificos)
podem ser estudados. De modo geral, a inflamagao produzida pelo modelo da peritonite €
lenta e prolongada e pode avaliar ndo s6 o extravasamento de liquido, como também a
migracdo celular, além da participacdo de citocinas, enzimas e mediadores quimicos através
da utilizagdo de diferentes agentes flogisticos (CARBONARI, 2006; LORAM et al.; 2007).

A Figura 16 mostra que o ERMA inibiu a migragdo leucocitaria induzida por
carragenina nas doses de 100 (8,9 = 0,1; p <0,01), 200 (6,6 = 0,2; p <0,01) e 400 mg/kg (3,9
+ 0,6; p < 0,01) e um possivel mecanismo associado a essa atividade pode ser a inibicao da
sintese de muitos mediadores inflamatorios envolvidos na migragado celular.

A inflamagdo induzida por carragenina envolve a migragdo celular, exsudacdao de
plasma e producdo de mediadores, como o 6xido nitrico, prostaglandina E,, interleucina (IL)-
1B, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)-a (SALVEMINI, DOYLE, CUZZOCREA, 2006;
LORAM et al.,, 2007). Estes mediadores sdo capazes de recrutar leucdcitos, tais como
neutréfilos, em varios modelos experimentais.

As células inflamatorias sao responsaveis pela eliminacao do agressor na area afetada,
porém o aumento de células inflamatorias pode causar dano tissular, eliminando proteinas
plasmaticas importantes no processo de reparo tecidual. Desta forma, a modulagdo do
aparecimento de células inflamatdrias na area lesada ¢ uma atividade importante para um

medicamento antiinflamatério ( ZIEGLER-HEITBROCK, 2007).
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Figura 16. Efeito da administragao i.p. do veiculo (controle), ERMA (100, 200 e 400 mg/kg) e dexametasona (2
mg/kg) na inflamagdo aguda induzida por carragenina, medida pelo nimero de leucoécitos totais no fluido
peritoneal (peritonite). Cada grupo representa média =+ E.P.M. * p < 0,001 quando comparado ao controle

(ANOVA seguida do teste de Tukey; n = 6, por grupo).

Os resultados segerem que o ERMA possui atividade antinociceptiva e antinflamatoria,
provavelmente mediado via inibi¢do de mediadores periféricos (como a sintese das
prostaglandinas), podendo estar também, como ja foi descrito realcionado com a liberagao da
interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral o (TNF-a), dois mediadores importantes no
processo inflamatdrio, que sdo capazes de induzir a produ¢do de EROs (FREITAS, 2009). A
ativacdo de células endoteliais também gera EROs e contribui significativamente para a
manuten¢do de um ambiente oxidante no sitio inflamatdrio, podendo assim a inflamagao estar
sendo inibida possivelmente por substidncias antioxidantes presente no extrato como foi
observado.

Assim, todos os resultados encontrados dao suporte ao uso popular da Remiria
maritima, contudo, um extenso estudo toxicologico e uma melhor compreensdao dos

mecanismos farmacoldgicos envolvidos sdo requeridos.

61



7. CONCLUSOES

- No ERMA foi identificado as seguintes classes de compostos: taninos condensados,

alcaléides, cumarinas volateis, saponinas e triterpeno

- O ERMA apresentou um grande potencial antimicrobiano e bactericida.

- O ERMA apresentou uma forte a¢do antioxidante in vitro.

- O ERMA apresentou atividade antinociceptiva, provavelmente mediada por mecanismos periféricos.

- O ERMA nio altera , nas doses testadas, a coordena¢ao motora dos animais.

- O ERMA apresentou atividade antiinflamatéria induzida por carragenina nas doses de 100, 200 e

400mg/kg, possivelmente por inibir a quimiotaxia.
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8. CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS

- Realizar um extenso estudo fitoquimico, através de isolamento e identificacdo de

metabolitos secundarios.

- Estudar os mecanismos farmacoldgicos envolvidos nas atividades bioldgicas

apresentadas.

- Avaliar preparagdes com ERMA para atividade cicatrizante.

- Investigar o mecanismo de agdo do ERMA apresentado na atividade antimicrobiana.

- Avaliar uma possivel atividade antiedematogénica através do teste de edema de pata

induzido por &cido araquidonico.

- Desenvolver uma metodologia analitica de quantificagdo dos marcadores visando o

controle de qualidade da matéria prima e produtos derivados.

- Estudar a toxicidade do extrato da planta.
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