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1. INTRODUCAO

Bioprospecgdo consiste na avaliagdo de material biolégico encontrado na fauna
ou na flora, para obtencédo de novos produtos ou processos para comercializacdo. E com
0s avancos da engenharia genética e outras ferramentas tecnologicas para novas
pesquisas cientificas, tem sido cada vez maior o interesse pela descoberta de produtos
bioativos disponiveis na natureza para o desenvolvimento de novos produtos e
processos farmacéuticos, agroquimicos, cosméticos, alimenticios, fitoquimicos entre
outros, tendo em vista a producdo em escala comercial (Violante et al., 2012; Newman
et al., 2007; Artuso, 2002).

A Dbusca por substancias com potencial antimicrobiano, antioxidante e outras
propriedades bioldgicas, tem se direcionado para os produtos naturais, devido a
viabilidade e acessibilidade. As plantas para se adaptar as agressées ocasionadas pelo
meio ambiente, produzem diversas substancias naturais, tais como metabdlitos
secundarios, e grande parte dos medicamentos tem origem a partir destas substancias
organicas (Da Silva, 2010; Barbosa, 2008; Croteau et al., 2000; Simdes et al., 2000).

Devido a capacidade dos microrganismos adquirirem resisténcia aos
antimicrobianos e as doencas infecciosas estarem ocupando uma posi¢cdo preocupante
no cenario mundial de morbidade e mortalidade, a busca por novas substancias com
atividades bioldgicas se faz necessario (Ayres et al., 2008; Packer et al., 2007; Lima et
al., 2006).

Vaérias espécies de plantas sdo utilizadas com fins terapéuticos popularmente e a
partir deste conhecimento popular, estudos cientificos sdo necessarios para avaliar as

acOes terapéuticas ou toxicas de biomoléculas presentes nas plantas (Barbosa, 2008).

Relatos do uso popular medicinal de espécies do género Ocotea, tém despertado
interesse por esta espécie. Alguns relatos do uso popular da casca e folha dessas
espécies sdo O. pulchella Mart., para acGes estomaquicas e emenagogas; a casca de O.
indecira Schott, como sudorifica e antirreumatica tem sido descritas. (Da Silva, 2010;
Marques, 2001). Desta forma, avaliar a O. minarum, espécie comum em nossa regiao,
busca de novas biomoléculas com acgdo farmacoldgica, antimicrobiana, antioxidantes e

verificar sua toxicidade se faz necessario.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cerrado Brasileiro

O Cerrado abrange uma area com cerca de 2,04 milhGes de Km2 ocupando 25%
do territério brasileiro, sendo classificado com o segundo maior bioma do Brasil,
ficando atrés apenas da Mata Atlantica. Sua area engloba os Estados de Minas Gerais,
Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Bahia, Tocantins, Maranhdo, Piaui, Parand,
Rondonia e Mato Grosso do Sul (Santos et al., 2010; Oliveira, 2011; Sano et al., 2008).
E encontrado no Cerrado um terco da biodiversidade brasileira e cerca de 5% da flora e
fauna mundial, onde ha nesse bioma uma diversidade de 160.000 espécies de plantas,
fungos e animais (Oliveira, 2011; Silva et al., 2006; Klink et al., 2005).

A flora e a fauna do Cerrado brasileiro tém sido amplamente exploradas pelo
conhecimento popular, e esse aproveitamento de plantas medicinais vem crescendo
sistematizadamente devido a organizacGes e associacdes comunitarias produzirem
medicamentos fitoterdpicos como: xaropes, pomadas, entre outros. Porém ainda existe
grande caréncia de pesquisas para avaliacdo de plantas com propriedades bioldgicas no
Cerrado (Souza et al., 2006).

O fato do numero de pesquisas com plantas medicinais no Cerrado serem
pequenas, se torna preocupante quando dados apontam que esse bioma é o mais
ameacado na atualidade, com uma taxa de desmatamento anual de 0,7% na ultima
década (MMA, 2010) e que menos da metade da sua area original ainda esta
conservada, pois perdeu muito espaco para atividades de agronegécios (Garcia et al.,
2011). Apenas 9,4% da extensdo do cerrado sdo protegidos por lei, assim correndo
grande risco de extin¢do no pais (IBAMA, 2009).

Apesar do Brasil possuir a maior diversidade vegetal do mundo as informacdes
sobre plantas medicinais crescem cerca de 8% ao ano (Azevedo, 2008; Guarim-Neto et
al., 2003). Apenas 17% de toda biodiversidade mundial de possuem estudos quanto a
seu potencial para novos fitoterapicos e fitomedicamentos, e em grande maioria, sem
profunda investigacdo sobre seus aspectos farmacoldgicos e fitoquimicos, abrindo
caminhos para uma nova tendéncia mundial, a utilizagdo de fitoterapicos (Foglio et al.,
2006; Hostettmann et al., 2003), pois podem elevar de forma notavel a elevacdo do PIB
nacional, visto que cerca de 25% dos medicamentos atuais possuem extratos de plantas

em sua composic¢éo (Foglio et al., 2006; Soyama, 2007).
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Ainda sobre o Cerrado, estudos demostraram que a gama e o potencial de
compostos bioativos produzidos por espécies desse bioma sdo maiores que 0s do bioma
da Floresta Amazénica (Gottlieb et al., 1994). Utilizando métodos semelhantes de
extracdo fitoquimica, as espécies do Cerrado apresentam ampla diversidade de
compostos em pequenas concentracdes e as espécies da Floresta Amazonica apresentam
poucos compostos, porém em maiores concentracdes (Guterres, 2008; Neto et al., 2003;
Kaplan et al., 1994).

2.2 Plantas medicinais e fitoterapicos

O termo planta medicinal € definida pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
com “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais Orgdos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos” (Veiga Junior, 2005). Conforme a Portaria n°® 6, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, medicamentos fitoterdpicos sdo obtidos a partir de matéria-prima
vegetal com finalidade curativa, profilatica ou para fins de diagnostico, por conta da
substancia ativa, com beneficio para o usuario (Castellucci et al., 2000).

Os fitomedicamentos sdo utilizados pelos seres humanos desde o inicio de sua
historia, onde as mulheres das tribos extraiam os principios ativos das plantas para
tratamentos e/ou cura de doencgas (Oliveira, 2011). Com a Quimica Experimental do
século XIX, substancias sintéticas substituiram em sua maioria 0 uso de plantas na
medicina popular (Franca et al., 2008). A populacdo rural ou desprovida de recursos,
ndo tinha acesso a essas drogas sintética e como alternativa econémica viavel
continuavam a utilizar as plantas medicinais (Oliveira, 2011; Veiga Junior, 2008).

O uso de extratos de plantas e suas formas alternativas para tratamentos de
doencas tem ganhado destaque na inddstria farmacoldgica, devido um aumento
expressivo da resisténcia de microrganismos a antibiéticos e antifingicos e também a
necessidade de novos tratamentos para organismos patdégenos (Junior et al., 2009;
Mahady, 2005). Com isso, as plantas medicinais sdo utilizadas para tratamentos
simples, baseados em conhecimentos empiricos acumulados, até a fabricacdo de
remédios (Giraldiet al., 2010; Oliveira et al., 2007).

Existem maneiras corretas para o0 preparo e extracdo dos principios ativos de
uma planta. Assim para cada parte da planta a ser utilizada ou doenca a ser tratada, ha

uma metodologia de preparo e uso mais adequada e dessa maneira os efeitos colaterais



13

ocasionados pelos fitoterapicos serdo minimizados, desde que na dosagem correta
(Arnous et al., 2005; Calixto, 2000). Para utilizacdo das plantas medicinais, alguns
critérios podem ser estabelecidos, como: baseadas em quais partes serdo utilizadas,
baseado nos habitos, baseado no habitat e ainda baseada no valor terapéutico (Joy et al.,
1998).

2.3 Ocotea minarum

A familia Lauraceae pode ser considerada fundamental para economia de alguns
povoados rurais, pois podem ser utilizada como fonte de madeira para construcdo de
maveis e alvenaria, para obtencdo de aromas, para obtencdo de perfumes, medicamentos
caseiros entre outros produtos (Chaverri et al., 2011).

O género Ocotea esta entre 0s mais expressivos da familia Lauraceae, contendo
cerca de 300 a 400 espécies de plantas (Batista et al., 2010; Van Der Werff, 2002), estéo
bem distribuidas em todo territério nacional e despertam amplo interesse farmacoldgico,
pois alcaldides aporfindides, lignanas e neolignanas encontrados comumente nesse

género apresentam variadas atividades bioldgicas (ZANIN et al.,2007).

Ocotea minarum (Meissn.) Mez., (figura 1.) conhecida popularmente como
“canela vassoura” ou “canelinha”, pertence a familia Lauraceae. E uma arvore de porte
médio, podendo chegar até 22 m de altura, com frutos grandes e aroma caracteristico
(Chaverri et al., 2011).E nativa do cerrado, ocorrendo nos Estados de Minas gerais,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Sdo Paulo, Parand e Goias. Muito utilizada na

medicina popular como antirreumatica, depurativas e sudoriferas (Moraes, 2005).

Em estudos anteriores, foram identificados nas folhas, frutos e casca da O.
minarum, substdncias de sete classes quimicas: alcaldide indolico, flavonoides e
biflavondides, cumarina, sesquiterpeno, esterdides, alquil benzeno e lignana (Garcez,
2005). E valido ressaltar que em extratos brutos, geralmente os constituintes ativos
estdo em concentracOes baixas (SchenkeL et al., 2000).
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Figura 1. Aspectos morfoldgicos dos frutos, casca e folhas da Ocotea minarum. Fontes:
A - Voucher: D. Sasaki et al. 2000 - Brazil: Mato Grosso. B - Voucher: D. Sasaki et al.
2297 - Brazil: Mato Grosso. C - Voucher: D. Sasaki et al. 2297 - Brazil: Mato Grosso.

Disponiveis em: http://www.kew.org/science/tropamerica/, acesso em 06/11/2014.

2.4 Atividades toxicas e citotdxicas

O homem faz uso de plantas medicinais para realizar tratamentos e curar
doencas a mais de 50.000 anos, e com experiéncias e observagdes, notou-se que 0s
fitoterapicos podem causar alucinagdes e até mesmo a morte (Oliveira, 2011; Devienne
et al., 2004). A prética de utilizacdo de plantas medicinais cresceu notavelmente devido
o0 baixo custo, a facilidade de obtencdo, a crenca que tudo que € natural é inofensivo e
ndo trés efeitos colaterais (Oliveira et al, 2007).

Uma planta é téxica quando substancias de propriedades naturais, fisicas,
quimicas e fisico-quimicas, alteram o funcionamento organico. E assim podendo
produzir reacbes bioldgicas diversas no homem devido a incompatibilidade vital

(Vasconcelo et al, 2009). Substancias mutagénicas afetem o processo biologico do


http://www.kew.org/science/tropamerica/
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organismo, como alteracBes cromossémicas e na transcricdo e duplicacdo génica,
podendo levar a morte celular. E as substancias genotoxicas causam danos e lesdes no

material genético (Poletto et al., 2011).

Para avaliar os efeitos de toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade (Guterres
et al., 2012), o ensaio realizado com micronucleo em medula 6ssea de roedores €
recomendado por agéncias internacionais (Ribeiro et al., 2003; Tagliati et al., 2008),
devido os resultados obtidos serem equivalentes ao contexto humano (Morita et al.,
1997). O teste de Allium cepa também pode ser utilizado para avaliagdo toxicoldgica,
pois a semente de Allium cepa fica em contato direto com a substancia estudada
(Macedo et al., 2008).

O principio ativo requisitado para o uso, nem sempre pode ser extraido com 0s
métodos caseiros utilizados pela populagdo. A toxidade do vegetal pode variar devido a
algumas condicGes ambientais e em relacdo as dosagens ingeridas (Viveiro, 2011). A
maioria dos efeitos colaterais registrados é extrinseca a preparacdo a preparacdo do
extrato (Calixto, 2000), onde a falta de cuidados durante a coleta e no processamento do
material, pois pode haver plantas contaminantes, fungos e bactérias presentes no
material vegetal. Assim, podendo resultar em danos ao ser humano apos sua utilizacao
(Souza-Moreira et al., 2010; Arnous et al., 2005).



16

3. OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a atividade antimicrobiana e antioxidante, identificar a classe de
metabolitos secundarios presente no extrato e os efeitos toxico, citotoxico e genotoxico

do extrato etandlico da casca de Ocotea minarum.

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a acdo do extrato etanolico da casca de Ocotea minarum frente a
bactérias e leveduras de interesse clinico.

o Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico da casca de Ocotea
minarum, in vitro, por meio do ensaio 1,1 — difenil — 2 picril — hidrazila (DPPH).

. Identificar a classe de metabolitos secundarios presentes no extrato
etandlico da casca de Ocotea minarum.

. Avaliar a genotoxicidade, citotoxicidade e toxicidade do extrato etandlico

da casca de Ocotea minarum.
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RESUMO

Ocotea minarum (Lauraceae) conhecida popularmente como canela vassoura, é
empregada na medicina popular para o tratamento de diversas doencas, cComo
propriedades antirreumatica e sudorifera. O objetivo do trabalho foi investigar a
atividade antimicrobiana pelo teste de microdiluicdo em caldo, avaliar a atividade
antioxidante pelo ensaio com o radical DPPH, identificar a classe dos metabdlitos
secundarios por cromatografia liquida de alta eficiéncia e os efeitos citotoxico e tdxico
pelo teste de Allium cepa do extrato etandlico da casca de Ocotea minarum. O extrato
etanolico da casca da O. minarum apresentou atividade antimicrobiana frente a Candida
tropicalis ATCC 750 com acdo inibitéria de 256 ug mL™, porém quando testado frente
a bactérias e isolados clinicos de C. tropicalis, 0 extrato ndo apresentou resultados de
atividade antimicrobiana. O extrato apresentou elevada atividade antioxidante com IC50
de 25,94 pg mL™. O perfil fitoquimico indicou presenca de fendis (31,29 mg g"),
flavonoides (16,52 mg g™') e taninos (6,52 mg g') e os espectros de UV apresentaram
semelhanga com a classe de alcaldide inddlicos. Ndo foi detectada toxicidade e
citotoxicidade por meio da técnica de Allium cepa. Assim esse estudo pode ser um
ponto de partida para novas pesquisas para o desenvolvimento de novos agentes

antioxidantes.

Palavras-chave: canela vassoura, medicina popular atividade antimicrobiana,

alcaléide indélicos.
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Abstract: Ocotea minarum (Lauraceae) popularly known as “canela vassoura”, is used
in popular medicine to treat various diseases such as antirreumética and sudorifera
properties. The objective was to investigate the antimicrobial activity by microbroth
dilution assay to evaluate the antioxidant activity by DPPH test, identify secondary
metabolites by liquid chromatography high efficiency and cytotoxic and toxic effects by
Allium cepa test the ethanol bark extract's Ocotea minarum. The ethanol extract from
the bark of O. minarum presented antimicrobial activity against Candida tropicalis
ATCC 750 with an inhibitory effect of 256 mg L™, but when tested against clinical
isolates of C. tropicalis, the extract did not present results of antimicrobial activity. The
extract showed high antioxidant activity with 1C50 25.94 mg L. The phytochemical
profile indicated the presence of phenol (31.29 mg g™), flavonoids (16.52 mg g™*) and
tannins (6.52 mg g*) and two UV spectra peaks were similar to the spectrum
strictosidinic acid, which is an indole alkaloid with analgesic and antirepaticas
activities. There was no toxicity and cytotoxicity by Allium cepa technique. Thus, this
study could be a starting point for further research for development of new antioxidants.

KEYWORDS: “canela vassoura”, antimicrobial activity, popular medicine,

strictosidinic acid.

1. INTRODUCAO

A busca por substancias com potencial antimicrobiano, antioxidante e outras
propriedades bioldgicas, tem se direcionado para os produtos naturais, devido a
viabilidade e acessibilidade. As plantas para se adaptarem as agressdes ocasionadas pelo
meio ambiente, produzem diversas substancias bioativas, tais como metabdlitos
secundarios, e grande parte dos medicamentos tem origem a partir destas (Da Silva,
2010; Barbosa, 2008; Croteau et al., 2000).

Vaérias espécies de plantas sdo utilizadas com fins terapéuticos e a partir deste
conhecimento popular, estudos cientificos das propriedades medicinais de plantas séo
importantes para direcionar a busca por novas substancias com atividades biologicas
Ayres et al., 2008).

Com o aumento das doencas infecciosas que ocupam uma posi¢do preocupante
no cendrio mundial de morbidade e mortalidade devido a capacidade dos
microrganismos adquirirem resisténcia aos antimicrobianos (Packer et al., 2007; Lima

et al., 2006) e as doencas relacionadas ao estresse oxidativo, levou ao estudo de plantas
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de diversos biomas. O Bioma cerrado ainda é pouco explorado, mas ja mostrou ser rico

em componentes bioativos (Batista et al. 2010; Janior et al., 2009).

Comum ao bioma Cerrado brasileiro, as espécies do género Ocotea sdo
empregadas na medicina popular como antirreumatica, depurativas e sudoriferas
(Guterres et al., 2012; Moraes, 2005). Alguns relatos do uso popular dessas espécies
sdo: a casca e folha de O. pulchella Mart., para acdes estomaquicas, emenagogas; a
casca de O. indecira Schott, como sudorifica e antirreumatica (Da Silva, 2010;
Marques, 2001).

Alguns metabolitos secundarios encontrados no género Ocotea como 0S
alcaloides, lignanas e neolignanas (Funasaki et al., 2009; Zanin et al., 2007), podem
apresentar atividades biol6gicas e farmacoldgicas, como citotdxicas (Garcez et al.,
2011; Hoet et al., 2004), anti-inflamatoria (Zschocke et al., 2000).

Os extratos de plantas medicinais sdo excelentes fontes de biomoléculas e
representa uma nova fonte de estudos, desta forma, o objetivo do trabalho foi investigar
a atividade antimicrobiana e antioxidante, identificar as classes dos metabdlitos
secundarios presentes no extrato e os efeitos toxico, citotoxico e genotoxico do extrato

etandlico da casca de Ocotea minarum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e extracéo

As cascas de Ocotea minarum foram coletadas na fazenda “Mata dos Macacos”,
nos pontos S 22° 08" 47.2" / W 054° 54" 54.1" na cidade de Dourados, MS - Brasil. A
amostra da espécie foi identificada pela Prof. Dra. Zefa Valdivia Pereira, da Faculdade
de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD).

As cascas de O. minarum foram secas em estufa de ar circulante & uma
temperatura de 30° C por 10 dias e pulverizado em moinho de facas. O material vegetal
seco passou por trés extracdes com 900 mL de &lcool etilico absoluto, a temperatura
ambiente com agitagcdes ocasionais. Apos 72 h foi filtrado em papel filtro, o extrato
vegetal foi concentrado em rota-evaporador (Rotaevapor R — 215) a 35° C. Foi
liofilizado (ValuPump VLP80 Savan) e armazenado sob refrigeracdo de 4° C até sua

utilizacdo para os testes bioldgicos.
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2.2 A triagem de microrganismos para atividade antimicrobiana

Os microrganismos utilizados para os testes de atividades bioldgicas foram
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA):
Candida albicans (90028), Candida tropicalis (750), Candida glabrata (2001),
Candida krusei (6558), Pseudomonas aeruginosa (27853), Escherichia coli (25922),
Staphylococcus aureus (29213). Foram utilizadas espécies de Candida tropicalis
isoladas da clinica medica pelo grupo de pesquisa. As leveduras foram armazenadas em
caldo Sabouraud Dextrose (Difco) com 20% de glicerol e as bactérias em caldo Brain
Heart Infusion (BHI, Himedia) com 20% de glicerol e mantidos em freezer -80°C.
Somente a ATCC P. aeruginosa foi armazenada em agar nutriente (Himedia) e mantida
em temperatura de 4°C.

2.3 Determinacéo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) do extrato

Os ensaios de susceptibilidade foram realizados por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI, 2014) com algumas adaptacGes (Panghal et al., 2011) para
utilizacdo de produtos naturais, no caso, extrato etandlico da planta. O fluconazol foi
utilizado como antifungico e a ampicilina antibiético de referéncia padrao,
respectivamente. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada em placas de

microdiluicdo com 96 pocos (Nunclon, Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark).

O extrato etandlico foi dissolvido em Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich),
em seguida, dilui¢bes sucessivas (1: 2) do extrato foram realizadas na microplaca de 96
pocos como concentracao inicial de 2048pug mL™ e final de 4 pg mL™. Para preparar o
inoculo, os microrganismos foram suspensos em solucdo salina estéril (SSE), onde
foram ajustadas na concentracdo de 0,5 de McFarland (10° UFC mL™). Para as
leveduras foi utilizado o meio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) para as bactéria
foi utilizado caldo Miiller Hinton (Himedia). As placas foram encubadas por 24 h a 35
°C para as bactérias e por 48 h a 37° para leveduras.

Foi adicionado 100 pL do meio de cultivo em todos os pogos das colunas de 3 a
12 e 200 pL na coluna 1. Logo apds, adicionou-se 100 pL do extrato nos pogos das
colunas 2 e 3. Foi realizado dilui¢Ges seriadas partindo da coluna 3, homogeneizando e
retirando 100 pL da mistura (meio + extrato) e adicionando ao pogo da coluna seguinte,
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repetir até a coluna 11. Foram desprezados os 100 pL restantes. Finalmente foi colocado
100 pL do microrganismo nas colunas 2 a 12. O pogo 12 foi utilizado como controle
positivo, obtinha apenas meio e 0 microrganismo e 0 pogo 1 como controle negativo
pois tinha, apenas meio de cultura. A concentracdo inibitéria minima foi considerada
como a menor concentracdo do extrato no qual 0os microrganismos ndo apresentaram
crescimento visivel apds incubacdo. O teste foi realizado em duplicata e em dois

momentos diferentes.

2.4 Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM)

Aliquotas da placa de microdiluicdo do CIM foram transferidas para uma placa
de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose (Difco), para avaliacdo da acdo fungicida e
para avaliacdo bactericida foram transferidas aliquotas para uma placa de Petri contendo
agar Mueller Hinton (Himedia). As placas foram incubadas a 37° C por 48 horas para
avaliacdo fungicida e a 35° C por 24 horas para avaliagdo bactericida. A CFM e CBM
foram definidas como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de colbnias
(Bagiu et al., 2012).

2.5 Ensaio antioxidante com o radical livre DPPH

O teste antioxidante com o radical livre DPPH (1,1 — difenil — 2 picril —
hidrazila) foi realizado na amostra empregando solucdo preparada de DPPH a 0,004 %
em metanol. A amostra foi analisada empregando diferentes concentrac6es de 0,2 a 400
ng mL™. A cada 0,5 mL da solugdo preparada foram adicionados 1 mL da solucéo de
DPPH. Para o branco foi utilizado o solvente de solubilizacdo das amostras (etanol).
Através das absorbancias foi calculado o percentual de inibicdo (Pl) (Mokbel et al.,
2006). As concentracdes e o PI foram empregados para obter a concentragdo maxima
inibitéria de 50 % (IC50) de cada amostra. Todos os testes foram realizados em
triplicata e a leitura foi realizada em espectrofotdémetro (Biospectro) no comprimento de

onda de 517 nm.
2.6 Triagem fitoquimica

Foram realizados testes para rastrear as seguintes classes de substancias:
alcaldides (Wall et al.,1954, Costa, 1982), esteroides e triterpenoides (Wall et al.,1954),
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flavonoides (Wall et al.,1954), acidos organicos (Merck, 1980), fendis e taninos (Wall
et al.,1954).

Considerando que os compostos fendis, flavonodides e taninos apresentaram
maiores concentracdes, estes foram quantificados. Para calcular a concentracdo de
flavonoides foi preparada uma curva analitica (2,5-125,0 pug) empregando a quercetina
como padrdo, para fendis foi preparada uma curva analitica (1,0- 40,0 pg) empregando
0 &cido galico como padréo e a quantificacdo de taninos condensados foi feita por meio
de curva de calibracdo externa (1,0-20,0 ug), empregando-se a catequina como padrao.
O procedimento experimental realizado com o padrdo foi 0 mesmo utilizado para as
amostras. Com estes dados foi feita a regressdo linear e foi obtida a equacédo da reta, a
qual teve seus dados empregados no calculo das amostras reais. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.7 Analise do extrato via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
com detector de arranjo de diodos (DAD).

Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) modelo: SHIMADZU LC6A,
detector de arranjo de diodos (DAD), com varredura entre 200-800 nm. Coluna
Phenomenex C-18 (@ 4,6 mm X || 250 mm, didmetro da particula 10 um) e pré-coluna
(25 mm x 3 mm) de mesma fase da coluna. Elui¢éo realizada em sistema gradiente:
MeOH/H,0 de 5 a 100% metanol, levando 15 minutos para atingir 100% de metanol,
100% de metanol por 5 minutos e 5 minutos para voltar a condi¢édo inicial. Tempo de
analise foi de 25 min. Vazéo de fluxo da bomba de 1 mL/min e volume injetado de 5
pL. As amostras foram filtradas com um micro-filtro de 0,20 pm.

2.8 Teste de Allium cepa
2.8.1 Avaliacéo de fitotoxicidade

No teste de avaliacdo de toxicidade, submeteram-se sementes de Allium cepa, do
tipo baia periforme, a um tratamento continuo onde os parametros analisados foram o
comprimento médio das raizes das sementes (CMR) e o indice de germinacéo (IG). Para
esse teste, cerca de 100 sementes foram distribuidas em placas de Petri de vidro (100 x
15 mm), tendo como substrato uma folha de papel filtro umedecida com as
concentragdes de 0,2; 0,3 e 0,5 mg mL-1 do extrato de Ocotea minarum, permanecendo
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por 5 dias em temperatura ambiente. E para o controle negativo (CN) as sementes foram
germinadas apenas em &gua destilada e no controle positivo (CP) em Ciclofosfamida
0,1 % (Baxter). As raizes foram medidas com o auxilio de uma régua por cinco dias. O
CMR foi determinado pela média do tamanho das raizes para cada uma das amostras e 0

IG pela média de raizes germinadas por dia em cada tratamento.

2.8.2 Avaliagéo da citotoxicidade

Sementes de Allium cepa, do tipo baia periforme foram submetidas ao
tratamento descontinuo. Cerca de 100 sementes de Allium cepa foram distribuidas em
placas de Petri de vidro (100 x 15 mm) tendo como substrato uma folha de papel filtro
umedecida com &gua destilada a temperatura ambiente por 5 dias. As raizes foram
tratadas nas concentracdes de 0,2; 0,3 e 0,5 mg mL™. Para os controles foi utilizado as
mesmas condic¢des do tratamento continuo. Apds o periodo de 24 horas, as raizes foram
coletadas e fixadas em Carnoy, por 6 a 8 horas em temperatura ambiente. Para a
montagem das laminas, as raizes de Allium cepa foram coradas com Reativo de Schiff
por 2 horas e Carmin Acético 2 %. A leitura das laminas foi realizada em microscopia
Optica com o aumento de 400x. Para a analise da atividade citotoxica do extrato foi
investigado anormalidades cromossdmicas (AC) e o indice mitético (IM) nas células de
raizes das sementes de A. cepa. Foram analisadas 5 laminas por tratamento e contadas

1.000 células por lamina, totalizando 5.000 células por tratamento (Fiskesjo, 1985).

2.10 Anélise estatistica

Para a comparacdo dos resultados dos testes de toxicidade, citotoxicidade e
genotoxicidade entre os grupos experimentais foi utilizado o teste de Mann-Whitney
pelo programa Bioestat. As diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05.
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O extrato etandlico da casca da Ocotea minarum foi testado para avaliar suas

atividades bioldgicas. Os resultados obtidos para atividades antimicrobianas com o teste

de concentracdo inibitéria minima séo apresentados na tabela 1.

Microrganismos/ Ocotea minarum  Ampicilina*  Fluconazol**
Origem
CIM CFM/CBM CIM CIM
CaTccooss . <®S  <me :
WG e w
“ACCas <M <ms wa >
RS T - :
ATCCosazp  Smet <z : .
S I I .
Candldjr}:’lzplcahs < 2054 < 2054 NA 1
Cowabnaa X% ;s NA :
T R :
Candida tropicalis <2054 < 2054 NA 1
Secrecdo traqueal
: - - (R)
CandldaU trrizglcalls <2054 < 2054 NA 32
. i alicR)
“Puiade iy <% <HB MA -
Atividade Antioxidante 25,94

ICso

* antibidtico padrdo recomendado pelo CLSI. ** antifngico padrdo recomendado pelo CLSI. — inibigdo ausente.
(R) microrganismo resistente. NA — ndo analisado.

Tabela 1: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM); Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg mL™.  Atividade

Antioxidante (AA) em pg mL™ do extrato etanélico de Ocotea minarum.
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Candida tropicalis ATCC 750 apresentou concentracao inibitoria minima de 254
g mL™ e para concentragdo fungicida minima de 512 pg mL™. Para os demais
microrganismos testados, o extrato etanolico de Ocotea minarum ndo apresentou
atividade antimicrobiana dentro das concentragdes avaliadas.

A atividade antioxidante foi determinada pelo ensaio com o radical DPPH, e
apresentou um elevado indice de atividade antioxidante com uma IC50 de 25,94 pug mL’
! conforme apresentado na tabela 1.

No rastreamento das substancias quimicas presentes no extrato etandlico de
Ocotea minarum, a espécie apresentou fendis (31,29 mg/g), flavonoides (16,52 mg/g) e
taninos (6,56 mg/qg).

O perfil cromatogréfico do extrato etandlico da casca da Ocotea minarum, 0s
espectros UV dos picos 6,512 — 14,859 minutos e os espectros de UV do &cido

estrictosidinico estdo representados na figura2, figura 3 e figura 4, respectivamente.
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Figura 2. Cromatograma (254 nm) do extrato etandlico de Ocotea minarum via CLAE.
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Figura 4: Espectros de UV do acido estrictosidinico.

No tratamento continuo (TC) houve uma reducdo no indice de germinacdo das

sementes, porém sem diferenca significativa quando comparado com o controle

negativo, figura 5.

O comprimento das raizes das sementes de Allium cepa, no tratamento continuo,

foi afetado conforme aumentava a concentracdo do extrato etandlico de Ocotea

minarum, demostrando inibigdo no desenvolvimento das raizes. Na figura 05, estdo os

indices de germinacdo das sementes de Allium cepa no tratamento continuo com extrato

etandlico de Ocotea minarum, que foram de 52,77% para a concentracéo de 0,2 mg mL"

! de 45,74% para a de 0,3 mg mL™ e de 42,70% para a concentracdo de 0,5 mg mL™. O

IG para o controle negativo foi de 56,97% e para o controle positivo foi de 60,63%.



32

Indice de Germinagao %

70 -
60 -
50 -
40 -

30 - = [ndice de Germinagdo %

20 -
10 +

cp CN 0,2 0,3 0,5

Figura 5. indice de germinagéo das sementes de Allium cepa em resposta ao tratamento
etandlico da casca de Ocotea minarum, nas concentracdes de 0,2; 0,3 e 0,5 mg mL™,

controle positivo (CP) e negativo (CN).

O tratamento descontinuo (TD) nenhuma das concentracBes analisadas do
extrato apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo ao nimero de alteracdes
cromossémicas quando comparadas com controle negativo.

Para o indice mitético as concentracdes de 0,2 e 0,3 mg mL™ do extrato n&o
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle negativo, somente a
concentracdo de 0,5 mg mL™, tabela 2, apresentou diferenca significativa ao controle
negativo.

Os valores de p para o numero de anomalias cromossémicas, quando
comparados com o controle negativo, mostraram que o extrato de Ocotea minarum néo
apresentou citotoxicidade para as células vegetais. Porém, no indice mitdtico na

concentracdo de 0,5 mg mL™, apresentou genotoxicidade para a célula vegetal, tabela 2.
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Concentracoes 0,2 0,3 0,5 CP CN

N° de alteracdes 0,6 0,8 0,8 9,6 0,4
indice Mitético 4,76 4,92 2,94 0,78 5,47
Valoresdep-CN  0,3008 .5, 0,3008 0,0045 -

(n° de alteracoes)

Valoresdep—CN 0,1253 0.2324 0.0236* i 0,0045*

(indice mitotico)

CP — Controle Positivo, CN — Controle Negativo. *Valor significativo de p < 0,05. Valor ndo
significativo p > 0,05.

Tabela 2. Concentracdes do extrato de Ocotea minarum em mg mL™ utilizadas no teste
de Allium cepa. indice de anomalias cromossémicas (IAC). indice mit6tico (IM).
Valores estatisticos de p para o numero de alteracdes. Valores estatisticos de p para o
indice mitdtico.

Para o controle positivo com Ciclofosfamida 0,1 % (Baxter), notou-se um alto
nivel de anomalias cromossdmicas, assim demostrando citotoxicidade para as células
vegetais. E para o controle negativo com apenas agua destilada, ocorreram anomalias
cromossémicas minimas.

As anomalias cromossdmicas encontradas nas concentracfes testadas no
tratamento descontinuo foram C-metéfase, tel6fase com ponte cromossdmica, teléfases
com quebras cromossémicas e anafase com ponte cromossémica. No controle negativo
foram observadas quebras e pontes cromossémicas. E no controle positivo, alteracdes

como ponte cromossdmica, microndcleo, C-metéfase, células binucleada e multipolar.

4. DISCUSSAO

As plantas possuem compostos secundarios com extensa gama de substancias
quimicas com potenciais antimicrobianos, devido a ampla pressdo exercida pelos
patégenos antimicrobianos do meio ambiente (Ferreira et al., 2013; Silva et al., 2009).
A familia Lauraceae possui varios géneros utilizados para tratamentos de doencas na
medicina popular e neste estudo avaliamos o potencial antimicrobiano, antioxidante,
composicdo quimica, toxicidade e a citotoxicidade da casca da espécie Ocotea
minarum.

Extratos vegetais com a concentragdo inibitéria minima abaixo de 100 ug mL™
sdo considerados promissores (Rios et al., 2005). Se a atividade antimicrobiana do

extrato testado no CIM for inferior a 100 pg mL"™, sua atividade é considerada boa, se a
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atividade antimicrobiana estiver na gama de 100 a 500 pg mL’, sua atividade é
considerada mediana, ¢ quando for entre 500 a 1000 pg mL™, a atividade
antimicrobiana ¢ fraca, e superior a 1000 pg mL™" a aciio do extrato vegetal analisado &
considerada inativa (Araujo et al., 2011; Holetz et al., 2002).

O extrato etanolico da casca da Ocotea minarum teve atividade antimicrobiana
mediana para Candida tropicalis ATCC 750 (256 pg mL™). Realizado a concentragio
inibitéria minima do extrato etandlico de O. minarum com isolados clinicos de Candida
tropicalis, este nao apresentou acao antimicrobiana.

Estudos tém sido realizados com isolados fingicos e bacterianos, porém ainda ¢
necessario realizar mais testes com microrganismos de interesse clinico, para avaliar o
real potencial antimicrobiano de novas drogas estudadas (Negri et al., 2014; silva et al.,
2009). Com nossos resultados reiteramos a necessidade de que a atividade
antimicrobiana deva se utilizar as ATCC apenas para uma triagem da acdo
antimicrobiana e que se positiva deva ser realizada o ensaio com mais isolados clinicos
sensiveis e resistentes aos agentes antimicrobianos para maior seguranga dos resultados.

O extrato etanolico da casca da Ocotea minarum nao apresentou atividade
antimicrobiana para os demais microrganismos testados no trabalho. Os microrganismos
apresentam diferengas estruturais que podem impedir a acdo dos compostos bioativos
do extrato vegetal (Koneman et al., 1999, Ayres et al., 2008). E ainda para as condi¢des
de obtencdo do extrato, procedimentos e solventes, podem interferir na extracdo das
substancias quimicas presentes na planta (Ferreira et al., 2013). Fatores como
sazonalidade, idade da planta, temperatura, radiacdo UV, disponibilidade de dgua entre
outros fatores, podem influenciar na concentragdo dos compostos ativos da planta
(Barbosa, 2008; Gobbo-Netto et al., 2007; Ayres et al., 2008).

Os radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (EROs), provocam o
estresse oxidativo, que pode danificar os sistemas bioldgicos, ocasionando o
desenvolvimento de doencas, como cancer, mal de Alzheimer, acelera o processo de
envelhecimento (Tabata et al., 2008). O extrato etandlico da casca de Ocotea minarum,
demostrou um IC50 de 25,94 pg mL™, apresentando uma boa atividade antioxidante
quando comparado a antioxidantes comerciais como o acido ascérbico com IC50 de
2,15 pg mL™") e o Butil-hidroxi-tolueno (BTH) com IC50 de 5,37 pg mL™ (Silvestri,
2010).

Sete ervas medicinais tiveram sua atividade antioxidante avaliada, sendo a com

melhor IC50 o Capim Santo, obtendo o resultado de 24,42 ug mL™ (Azevedo et al.,
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2011). Num estudo da atividade antioxidante de cinco plantas, a IC50 variou de 27,59 a
111,14 pg mL", esses resultados mostraram-se comparaveis ao controle positivo, a
rutina (IC50 = 27,80 ug mL™") ¢ o acido galico (IC50 = 24,27 ug mL™) (Sousa et al.,
2007).

A atividade antioxidante pode estar correlacionada com a alta concentragdo de
fenodis e flavonoides e algumas classes de alcaldides que sdo sequestradores de radicais
livres (Vale et al., 2011; Azevedo et al., 2011; Khalaf et al., 2008). Em alguns estudos
in vitro, notou-se que a atividade antioxidante de flavondides e dos compostos fenolicos
sdo maiores que a das vitaminas E e C (Nascimento et al., 2011; Neves et al., 2008;
Alves et al., 2007). Resultados observados podem indicar que o &cido estrictosidinico,
composto identificado em nosso extrato, pode estar relacionado com a atividade
antioxidante apresentada com o extrato etanolico da O. minarum.

A atividade antioxidante, dos compostos fendlicos e algumas classes de
alcaldides, e proporcionada devida sua tendéncia de quelar metais, acreditando-se que a
fonte de compostos fendlicos mais importantes € a dos taninos. A ac¢do antioxidante
dessa classe € devido a inibicdo da peroxidacdo-lipidica, 0 nimero e a posi¢do do grupo
hidroxila, e a inativacdo de sistemas enzimaticos dos microrganismos envolvidos na
producdo de energia e componentes estruturais (Azevedo et al., 2011; Michalak, 2006;
Porte et al., 2001).

A analise dos espectros de UV indica que as substancias presentes em nosso
extrato sdo todas da mesma classe, pois apresentam espectros de UV semelhantes, e as
substancias mais isoladas do género desta espécie sdo da classe dos alcaldides, das
lignanas e neolignanas (Funasaki et al. 2009, Zanin et al., 2007, Silva et al. 2002). Para
a espécie Ocotea minaum a literatura relata o isolamento de alcaloides indolicos,
flavonoides, alquil fendis e terpenos (Garcez et al 2005), também foram isolados da
espécie acidos organicos (Nogueira et al, 2007).

Os espectros de UV dos picos 6,512-14,859 minutos sdo semelhantes ao
espectro do &cido estrictosidinico. Com isso podemos inferir que 0s componentes
apresentados no cromatograma sdo da classe dos alcaloides inddlicos que ja foram
isolados na espécie (Farias, 2006). O &cido estrictosidinico é descrito na literatura com
atividades analgeésicas e antipiréticas (Farias, 2006; Nascimento, 2005).

Uma substancia ou um agente & considerado toxico quando promove uma
reducdo superior a 50 % no indice de germinagdo das sementes de Allium cepa em

relagdo ao controle negativo (Fiskesjo, 1985). Assim, afirmando com o tratamento
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continuo que o extrato etandlico da casca de Ocotea minarum ndo possui potencial de
toxicidade para as células vegetais por meio deste.

A atividade citotoxica de uma substancia pode ser demostrada pelo aumento ou
diminuicdo do indice mitotico dos organismos quando expostos a essa substancia
(Carvalho et al., 2005). Com o tratamento descontinuo vemos que ndo ha efeito de
genotoxicidade no extrato etanolico da casca de Ocotea minarum nas concentracdes de
0,2 e 0,3 mg mL™. A concentragdo de 0,5 mg mL™ teve o indice mitético afetado
significativamente pela concentracdo especifica.

Num estudo com extrato etandlico de Ocotea minarum, ndo foi apresentado
efeito genetoxico direto ou indireto frente ao teste SMART com Linhagens de
Drosophila melanogaster e Cruzamentos (Guterres et al., 2012). Em analise quimica
realizada com o extrato etandlico de Ocotea minarum compostos &cidos do tipo
sesquiterpenos foram identificados, sugerindo que a auséncia de genotoxicidade desse

extrato € devido a estes compostos (Gueterres et al., 2012).

5. CONCLUSAO

O trabalho contribui para novos conhecimentos referentes a propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e toxicas de espécie do Cerrado brasileiro, a Ocotea
minarum. O extrato etandlico dessa planta, ndo resultou em atividade antimicrobiana,
pois ndo apresentou inibicdo de crescimento frente a bactérias e isolados clinicos de
Candida tropicalis. Porém estudos futuros devem ser realizados com essa planta
voltado para atividade antioxidante, pois teve uma boa ag¢ao antioxidante no ensaio com
radical livre DPPH, e néo apresentou toxicidade no teste realizado no trabalho. Assim
esse estudo pode ser um ponto de partida para novas pesquisas para o desenvolvimento

de novos agentes antioxidantes.
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