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RESUMO

A procura por novas alternativas terapéuticas, como as que utilizam as plantas medicinais,
tem despertado grande interesse da comunidade cientifica na busca por tratamentos mais
eficientes para as doengas causadas por microrganismos patogénicos e terapias mais eficazes
contra o cancer. Terminalia fagifolia Mart. et Zucc ¢ uma planta medicinal encontrada no
Cerrado brasileiro, usada popularmente no tratamento de aftas e tumores. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e antioxidante dos extratos brutos
etanodlicos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia, avaliar a atividade citotoxica dos
extratos em linhagens celulares normais NIH 3T3 e L929 e em linhagens celulares tumorais
PC3 e B16F10. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método de difusdo em agar
pela técnica dos pogos e pela Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). No método de difusdo
em agar pela técnica dos pocos o extrato da casca da Terminalia fagifolia apresentou melhor
atividade antibacteriana do que o extrato das folhas. Na determinagdo da Concentracdo
Inibitéria Minima, tanto o extrato da casca quanto o extrato das folhas apresentaram CIM de
75 mg/mL, possuindo dessa forma uma boa atividade antimicrobiana, pois nessa concentracio
inibiram o crescimento de 100% e mais de 90% do inoculo bacteriano, respectivamente. A
avaliacdo da atividade citotoxica foi investigada através do ensaio MTS. Os resultados
adquiridos mostraram que os extratos apresentam viabilidade celular para as células normais
NIH 3T3 e L929 e citotoxicidade para as células tumorais PC3 e B16F10. Dessa forma, torna-
se necessaria a continuidade dos estudos com essa planta, pois ambos os extratos
apresentaram atividades antimicrobianas e antitumorais muito promissoras.

Palavras-chave: antibacteriana, citotoxicidade, Terminalia fagifolia, tumorais, viabilidade
celular.



ABSTRACT

The search for new therapeutic approaches, such as the ones with medicinal plants, has been
raising great interest of the scientific community in the search for more effective treatments
for diseases caused by pathogenic microorganisms and more effective cancer therapies.
Terminalia fagifolia Mart. et Zucc is a medicinal plant found in the Brazilian Cerrado,
commonly used in the treatment of cancer sores and tumors. This study aimed to evaluate the
antibacterial and antioxidant activity of the rough ethanolic extracts of the barks and leaves of
Terminalia fagifolia and assay the cytotoxic activity of the extracts in normal cell lineages
NIH 3T3 and L929 and tumor cell lineages PC3 and B16F10. The antibacterial activity was
determined by agar diffusion method by well technique and by the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC). In the agar diffusion technique the Terminalia fagifolia bark extract
showed better antibacterial activity than the extract of the leaves. In the determination of
Minimum Inhibitory Concentration, both bark and leave’s extract showed MIC of 75 mg/ml,
having thus a good antimicrobial activity, once, in this concentration, they inhibited the
growing of bacterial inoculum in 100% and more than 90%, respectively. The evaluation of
the cytotoxic activity was investigated by MTS assay. The obtained results showed that the
extracts has cell viability for normal cells NHI 3T3 and 1.929 and cytotoxicity for tumor cells
PC3 and B16F10. Thus, it becomes necessary to continue the studies with this plant, once
both extracts showed very promising antimicrobial and antitumor activities.

keywords: antibacterial, cytotoxicity, Terminalia fagifolia, tumor cells, cell viability.
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1 INTRODUCAO

Os conhecimentos dos benzedores, curandeiros e Xamas adquiridos dos magos e
feiticeiros do passado, estdo na atualidade sendo avaliados nos laboratérios cientificos, para a
comprovagdo de informagdes, proporcionando a descoberta de novos medicamentos (DI
STASI, 1996) posto que desde a antiguidade os povos tradicionais desvendam e resgatam os
conhecimentos relacionados aos elementos que os cercam na natureza. Esses saberes a
respeito dos vegetais tém como finalidade tratar, curar ou melhorar sintomas de doengas que
percorreram os séculos e continuam até os dias atuais e os quais sdo utilizados por boa parte

da popula¢@o mundial como alternativa terapéutica (JORGE e MORAIS, 2003).

No Brasil, os povos indigenas, considerados pioneiros, ja utilizavam as plantas na
alimentagdo, no preparo de corantes e para curar suas doencas, adicionalmente apds a
colonizacdo, os conhecimentos das culturas africanas e europeias somaram-se as praticas

indigenas locais (RODRIGUES e CARVALHO, 2001a).

Essas praticas botanicas, além de fazerem parte das tradigdes culturais dessas
comunidades locais e colonizadoras, promoveram a conserva¢do de Biomas como, por
exemplo, o Cerrado, cenario de uma relevante ocupacdo por comunidades remanescentes de

negros (ALCORN, 1995; BALICK e COX, 1997; COELHO, 2009).

O Bioma Cerrado, o segundo maior Bioma do Brasil, abrange uma grande quantidade
e qualidade da diversidade bioldgica, ocupando mais de 200 milhdes de hectares, compondo
os estados de Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Tocantins, Piaui, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, e parte dos estados do Parana, Bahia, Ceara, Maranhdo, Rondonia, Roraima,
Amazonia, Parda e Sdo Paulo (DIAS, 1992; MENDONCA et al., 1998; RODRIGUES ¢
CARVALHO, 2001b; GUARIM-NETO ¢ MORALIS, 2003; MACHADO et al., 2004). Varios
autores apresentam e defendem a importancia deste Bioma por ele ser detentor de uma flora
vascular que ultrapassa as doze mil espécies, das quais uma grande quantidade apresenta valor
alimenticio ¢ medicinal (ALMEIDA et al., 1998; SOUZA e FELFILI, 2006; SANO et al.,
2008; MOREIRA e GUARIM-NETO, 2009; FORZZA et al., 2010; DEUS, 2011).

Para Ratter et al. (2003) 44% da flora deste Bioma s3o endémicas, sendo entdo

considerada a savana tropical mais diversificada do mundo.
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Apesar da sua relevancia ecologica e econdmica, o Cerrado estd em processo de
devastacdo em funcdo da ocupagdo e utilizagdo dos recursos naturais de forma desordenada
(PIRES e SANTOS, 2000), levando a perda de material genético vegetal nativo, praticamente
desconhecido do ponto de vista cientifico (VIEIRA e MARTINS, 2000). Se ndo houver
medidas racionais drasticas, o Cerrado pode desaparecer por completo até 2030 (MACHADO
et al., 2004) esta triste observagao ¢ reforgcada pelos estudos de Guarim-Neto e Morais (2003),
que afirmam que o Cerrado é atualmente a vegetagdo em maior risco no pais, sendo

considerado um dos hotspots' mundiais de biodiversidade (MYERS et al., 2000).

Intimeras sdo as espécies de plantas de ocorréncia no Cerrado que devem ser foco de
investigagdes, ampliando desta forma, a possibilidade de descobertas de novas moléculas para
tratamentos de doencas, inclusive as consideradas graves e/ou de dificil controle e cura, como

por exemplo, o cancer (COSTA - LOTUFO et al., 2010).

A titulo de informagdo, at¢é o momento apenas cerca de 2% das plantas superiores
foram avaliadas para identificagdo de atividades antineoplasicas (COSTA - LOTUFO et al.,
2010).

Por outro lado, e ndo menos importante, os vegetais constituem uma importante fonte
de busca de novas drogas antimicrobianas, considerando que os produtos naturais obtém uma
diversidade molecular superior aos derivados de processos de sintese quimica (NOVAIS et
al.,, 2003), os quais estdo se tornando limitados, caros e, em muitos casos, inexistentes,
aumentando dessa forma o uso de drogas com potenciais toxicos ao homem (NATIONAL

CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2002).

Desta forma, para que obtenhamos progressos, ¢ fundamental o empenho de grupos de
pesquisa, que sejam dirigidos para a descoberta de novas drogas vegetais e o desenvolvimento
de melhores métodos analiticos de controle de qualidade (COSTA - LOTUFO et al., 2010;
NASCIMENTO, 2008; HOSTETTMANN et al., 2003; CRAGG et al., 1993).

! Hotspot foi um termo criado em 1988 pelo ecologo inglés Norman Myers para definir areas prioritarias para
conservacao, isto é, de alta biodiversidade e ameagada no mais alto grau, sendo que no Brasil ha dois

hotspots: Mata Atlantica e Cerrado (CI-Brasil, 1999).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais

Povos como os Chineses, Arabes, Caldeus, Egipcios, Incas e muitos outros
dominaram, no passado, os segredos da acdo das plantas sobre o organismo humano (YUNES
e CECHINEL FILHO, 2001). Em suas experiéncias com ervas, tais civilizacdes observavam
reacoes diferentes nos individuos, muitas vezes com curas, porém em outros casos com
efeitos colaterais severos ou até mesmo morte (TOMAZZONI; NEGRELLE e CENTA,
2006). Na Idade Média e na Era Moderna, as escolas médicas s6 diplomavam aqueles que
demonstrassem um profundo conhecimento sobre as plantas medicinais (YUNES e
CECHINEL FILHO, 2001). Este conhecimento empirico foi a base para as descobertas
humanas das propriedades benéficas ou nocivas dos vegetais, que sdo utilizados até hoje nas

pesquisas farmacologicas (TOMAZZONI; NEGRELLE e CENTA, 2006).

A quantidade de plantas existentes no planeta, reconhecida sob o ponto de vista
cientifico, situa-se entre 250 a 500 mil espécies, sendo que somente cerca de 5% tém sido
estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor, avaliadas sob os aspectos bioldgicos
(CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; YUNES e CECHINEL FILHO, 2001). O valor da
biodiversidade, principalmente nas florestas tropicais, tem sido muito discutido pela industria
farmacéutica, devendo-se considerar ainda que os tratamentos baseados em produtos naturais
sdo de uso corrente por 80% da populacdo mundial (JOYCE, 1994; BIAVATTI, 2001). A
pesquisa de novos agentes farmacologicamente ativos obtidos de plantas tem permitido

descobrir muitos farmacos clinicamente uteis para tratar muitas doencas (SARTORI, 2005).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), mais da metade dos
habitantes do planeta, especialmente aqueles de paises pobres e em desenvolvimento, fazem
uso de algum tipo de erva na busca de alivio de sintomatologia dolorosa ou desagradavel.
Desse total pelo menos 30% ocorrem por indicagdo médica (ESTRELA, 1995). Ha
informagdes de que os produtos naturais e as preparagdes fitoterapicas sdo responsaveis por
25% do receituario médico nos paises desenvolvidos e cerca de 80% nos paises em
desenvolvimento (COSTA, 2010). Diante desse panorama, a OMS vem estimulando os
paises, ricos em biodiversidade, a elaborarem politicas e a desenvolverem produtos de

qualidade para o uso na saude publica (PIMENTA et al. 2012).
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No Brasil, a dimensdo da importancia de pesquisas etnobotanicas ¢ dada pela sua alta
diversidade cultural e bioldgica, as quais se encontram intimamente ligadas. O pais apresenta
variados agrupamentos com mais de uma centena de povos indigenas, milhares de
quilombolas, pescadores, ribeirinhos, extrativistas e rurais e detém cerca de 22% de todas as
espécies de plantas descritas no mundo. Estas sdo fontes de recursos naturais genéticos,
simbolicos e econdmicos para a subsisténcia e reprodugdo sociocultural desses povos
(ALBUQUERQUE e LUCENA, 2004). Portanto, uma manutencdo constante das
comunidades associada a uma conservagdo duradoura dos recursos naturais ¢ fundamental
para explicar ndo s6 a preservacao destes, mas também, as provaveis potencialidades acerca
dos saberes botanicos, que sdo uma inestimada fonte de conhecimento etnobotanico

(COELHO, 2009).

Em relacdo a esses aspectos Martin (2001) nos elucida que:

Los conocimientos etnobotanicos locales pueden conservarse como parte integral de
los sistemas culturales-ecologicos vivos, ayudando con ello a sostener el sentimiento
de estima por estos conocimientos y las practicas culturales locales, fortaleciendo
asimismo el vinculo entre las comunidades y el medio ambiente, el cual es tan
imprescindible para la conservacion de los recursos naturales (MARTIN, 2001,
p.xiv).?

Nesse sentido, esse conhecimento além de envolver profissionais de varias areas, pode
promover estudos inter e/ou multidisciplinares que investiguem, sob varios olhares, as

relagdes planta-homem (ALBUQUERQUE, 2005; MARTIN, 2001).

No entanto, apesar da grande riqueza de saberes e praticas culturais a respeito das
plantas, de acordo com AMORIM et al. (2003), no Brasil apenas 8% das espécies vegetais

nativas foram estudadas em busca de moléculas bioativas.

Das espécies catalogadas, estas podem ser medicinais, aromaticas ou apresentar outras
utilidades. Entretanto essa biodiversidade encontra-se seriamente ameacgada pelo ritmo atual
de exting¢do de plantas que ja ¢ entre 50 ¢ 100 vezes maior que as taxas médias observadas no

passado (GUERRA, 2003). As principais causas de perda da diversidade genética tém sido

* Conhecimento etnobotdnico local pode ser preservado como parte integrante dos sistemas vivos cultural-
ecologicos, contribuindo assim para sustentar o sentimento de estima para com essas praticas de conhecimento
local e culturais também refor¢ar a liga¢do entre as comunidades e o meio ambiente, que é tdo essencial para a
conservagdo dos recursos naturais (Martin, 2001, p.xiv).
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associadas a destruicdo e a fragmentacdo dos ecossistemas e aos estresses ambientais como

poluicdo e as mudangas climaticas globais (BAUR e SCHMID, 1996).

De acordo com Myers et al. (2000), o Cerrado ¢ considerado como uma das 25 areas
de grande biodiversidade mais ameagadas do planeta. Porém, Aguiar et al. (2004) relatam que
apesar das pesquisas e o conhecimento basico sobre a diversidade biologica do Cerrado serem

ainda incipientes, ¢ possivel ter-se uma ideia da riqueza potencial existente no bioma.

Na flora do Cerrado existem em torno de 12.356 espécies (MENDONCA et al., 2008),
sendo que destas, cerca de 500 espécies s@o utilizadas medicinalmente pela populacao

(GUARIM-NETO ¢ MORAES, 2003).

O Ministério do Meio Ambiente (2013) acrescenta que o Cerrado tem grande
importancia social, pois muitas populagdes sobrevivem de seus recursos naturais, incluindo
etnias indigenas, raizeiros, ribeirinhos, babagueiras, vazanteiros e comunidades quilombolas
que, juntas fazem parte do patrimonio histérico e cultural brasileiro, e dettm um

conhecimento tradicional de sua biodiversidade.

No Estado do Tocantins, praticamente 92% da vegetagdo ¢ composta pelo bioma
Cerrado (BRASIL, 2008), sucumbindo por ser considerado a nova fronteira agricola do pais.
Este processo de antropizacdo que vem ocorrendo na regido podera impedir a descoberta de
espécies animais, vegetais, microrganismos que biossintetizam substancias bioativas até entdo
nao desvendadas, causando enorme prejuizo para a busca por tratamentos mais eficazes para

diversas patologias (SILVA, 2011).

2.2 Etnobotanica

O termo “etnobotanica” foi utilizado pela primeira vez no ano de 1895 pelo botanico J.
M. Harshberger, ao publicar a obra “The purposes of ethnobotany” onde apresentou estudos
do uso das plantas por uma sociedade aborigene, relacionando aspectos simbolicos,

ecoldgicos e culturais (SOERJATO et al., 2005).

Ford (1978) refere-se a etnobotanica como "o estudo das inter-relagdes diretas entre
seres humanos e plantas" e Alcorn (1995) nos traz que estas inter-relagdes ocorrem em

sistemas dinamicos.
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Inicialmente, a etnobotinica estava restrita aos povos aborigenes ou sociedades
“primitivas”, e hoje atua em um vasto campo incluindo conhecimento sobre povos de
diferentes matrizes culturais e organizacdes sociais, cujas interagdes estdo estabelecidas em
diferentes unidades de paisagem e regides do planeta (ALMADA, 2010; CARNIELLO et al.,
2010). Portanto, a etnobotanica conecta a botanica a antropologia cultural, consolidando-se
desta forma como uma ciéncia que permeia por uma gama de disciplinas agregadas abordando
a interacdo que grupos populacionais tém com as plantas (ALBUQUERQUE, 2005;
OLIVEIRA, 2008).

Um dos principais objetivos da etnobotanica ¢ investigar e estudar o uso de plantas
com finalidades medicinais pelas populag¢des tradicionais, com o propdsito de oferecer
elementos praticos para outros investigadores nas areas de fitoquimica e farmacologia,

favorecendo a descoberta de novos medicamentos (ALBUQUERQUE, 2005).

No Brasil, muitos pesquisadores estdo interessados nessa nova area de pesquisa,
demonstrando que h4a uma consciéncia sobre o grande potencial da biodiversidade brasileira,
portanto um celeiro para busca de novas substancias. Embora tenham a mao a matéria-prima
mais abundante e diversificada do planeta, deve-se priorizar os estudos nas areas com elevada
degradagdo ambiental, cujas espécies que apresentam maior risco de extingdo concentram-se

no Cerrado e Mata Atlantica (PINTO et al., 2002).

O bioma Cerrado apresenta uma grande diversidade taxonomica em niveis superiores,
sendo de grande importancia para pesquisas com plantas, pois, quanto maior € o
distanciamento filogenético entre as espécies, maior ¢ a diferenca e diversidade quimica entre
plantas, indicando o forte potencial desta regido para a descoberta de novos agentes

terapéuticos (GUARIM-NETO e MORALIS, 2003).

Entretanto, segundo as observacdes de Machado et al. (2004), 880.000 Km? de
Cerrado ja foram devastados com atividades como a agropecuaria, produgdo de carvao
vegetal, especulacdo imobiliaria e constru¢do de hidroelétricas levando a diminuicdo da
biodiversidade. Esta realidade, somada as possiveis perdas dos conhecimentos tradicionais,
justificam estudos que busquem conhecer o amplo espectro das diversidades vegetais e

culturais inseridos neste bioma.
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2.3 Comunidades Tradicionais

No Brasil, construiu-se ao longo do tempo uma rica cultura popular a respeito do uso
de ervas medicinais. Esse conhecimento deu-se por meio das antigas praticas indigenas em
conjunto com as praticas africanas e a dos colonizadores portugueses (ALVES e SILVA,
2003). Durante a colonizacgdo, os escravos africanos que desembarcaram no Brasil, trouxeram
junto de si, plantas com propriedades farmacoldgicas descobertas de forma empirica, que
utilizavam para tratar suas doengas e para usarem em seus rituais religiosos. No entanto, os
indios que ja habitavam os solos brasileiros, possuiam grande conhecimento e pratica com as
plantas medicinais, porém, acreditavam que havia uma influéncia divina, e através dos pajés
esse conhecimento era passado as geracdes seguintes. Quando os colonizadores europeus
aportaram no Brasil, além de encontrarem uma vasta flora medicinal, passaram a utilizar os
conhecimentos das comunidades tradicionais para aprimorarem seus saberes a respeito dos
medicamentos fitoterdpicos e para atenderem suas necessidades alimentares (LORENZI e

MATOS, 2002).

Diegues (2000) nos esclarece que as “sociedades tradicionais” sdo espagos necessarios
a reproducdo cultural, social e econdmica dos povos e comunidades tradicionais, sejam eles
utilizados de forma permanente ou temporaria, observando, no que diz respeito aos povos
indigenas e ndo indigenas (quilombolas, ribeirinhos, pantaneiros, caicaras, extrativistas, entre
outros) que historicamente reproduzem seu modo de vida, de forma mais ou menos isolada,
com base em modos de cooperacdo social e formas especificas de relacdes com a natureza.
Essa nogdo refere-se tanto a povos indigenas quanto aos segmentos da populagdo nacional que

desenvolveram modos particulares de existéncia, adaptados a nichos ecologicos especificos.

Dessa forma, ao nos depararmos com essa valiosa constru¢do de saberes no Brasil, a
populacdo vem utilizando as plantas medicinais para tratar doengas durante séculos
(GOTTIEB e MORS, 1993; TOMAZZONI; NEGRELLE e CENTA, 2006; VEIGA JUNIOR,
2008).

Do inicio do século XVI até a segunda metade do século XIX, periodo de escravidido
no Brasil, os negros escravos fugiam dos cativeiros ¢ se embreavam nas matas, originando

dessa forma os grupos chamados de quilombos (CARNEIRO, 2001).
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Atualmente no Brasil, os remanescentes de antigos quilombos sdo conhecidos
popularmente  como: “mocambos”’, “comunidades negras rurais,” “quilombos
contemporaneos”, “comunidades quilombolas” ou “terras de preto” e referem-se ao mesmo

patrimonio territorial e cultural (ANJOS e CYPRIANO, 2006).

Um dos fatores, que favorecia a formacdo dos quilombos no Brasil, era o tipo de
terreno. A capitania do estado de Goias possuia ecossistemas que protegiam escravos fugidos
(LOPES, 2009). Nessa regidao havia a predominancia do Cerrado, segunda maior formagao
vegetal do pais, considerado como tal em virtude de sua fisionomia, fitofisionomia,
biodiversidade e que possuia originalmente uma area de 2 milhdes de quilometros quadrados
(RIBEIRO ¢ WALTER, 1998) com chapaddes, vaos, serras, morros, depressoes, vales
estreitos e rios encaixados (ALMEIDA, 2010) que possibilitaram os negros escravos a se

refugiarem.

Nesse contexto, o bioma Cerrado ¢ um local de importante ocupag@o por comunidades
remanescentes de negros, visto que nos estados da Bahia, Goids, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Maranhdo, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins, onde ha predominancia do
bioma, a Fundagdo Cultural Palmares ja certificou em torno de 1798 comunidades

(FUNDACAO CULTURAL PALMARES, 2016).

Estas comunidades apresentam uma intima relacdo com os recursos naturais,
encontrados nos ambientes ocupados por elas, com predominante utilizacdo de plantas para
fins medicinais (SANTOS et al., 2006; CALIXTO e RIBEIRO, 2002; RODRIGUES e
CARLINI, 2003). A planta é vista como recurso terapéutico historico preservado, portanto de
grande importancia para os quilombolas, ndo so pelas questdes culturais, mas também pelas

dificuldades de acesso aos medicamentos alopaticos (LOPES, 2009).

Entretanto, estudos envolvendo a relagdo planta-homem em comunidades quilombolas

no Tocantins e no Cerrado ainda tém sido pouco documentados (COELHO, 2009).

Mumbuca (nome dado por indigenas a uma espécie de abelha) ¢ uma importante
comunidade dessa regido, que se originou no final do século XIX a partir da chegada de duas
familias de negros vindos da Bahia, com o proposito de povoar a regido da bacia do rio do
Sono. Essa comunidade foi formada a partir da miscigenagdo de negros e indios da regido,

provavelmente os da nagdo Xerente (LOPES, 2009).
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Pires e Oliveira (2006) relatam que os primeiros negros a chegarem a essa regido
fugiam da seca, procurando terra com bastante agua para o plantio. Acreditavam que o

Jalapdo lhes proporcionaria melhores condi¢des de vida.

O povoado Mumbuca ¢ considerado uma comunidade tradicional. Diegues (1996) traz

a seguinte definicdo para comunidades tradicionais:

“Comunidades tradicionais estdo relacionadas com um tipo de organizagdo
econdmica e social com reduzida acumulagdo de capital, ndo usando forca de
trabalho assalariado. Nela produtores independentes estdo envolvidos em atividades
econdmicas de pequena escala, como agricultura, pesca, coleta e artesanato [...] o
conhecimento tradicional pode ser definido como o saber e o saber fazer — a respeito
do mundo natural [...] transmitidos, em geral, oralmente de geragdo em gerac¢do”
(Diegues, 1996 p. 87).

Santos et al. (2006) realizaram levantamento etnobotanico nas comunidades
remanescentes da Barra do Aroeira ¢ Mumbuca na regido do Jalapdo e constataram que,
nessas comunidades s3o utilizadas varias plantas com fins medicinais, com propriedades
calmantes, cicatrizantes expectorantes, vitaminicas, no tratamento de doengas cronicas como
hipertensdo, doencas parasitarias e também para a cura de envenenamento causado pela
picada de animais pegonhentos. O uso intenso das plantas medicinais nessas comunidades
deve-se também ao dificil acesso aos centros de saide, da precariedade do atendimento
oferecido pelos 6rgdos publicos além do agravante que ocorre nos periodos chuvosos onde os

moradores de locais mais distantes ficam ilhados, tendo que esperar a dgua baixar.

Esse conhecimento acumulado pelas sociedades tradicionais, através de séculos de
estreita relacdo com a natureza, desempenha papel fundamental para a manuten¢do da
biodiversidade, assegurando a utilizagdo racional dos recursos naturais. Sendo assim, cada vez
mais se reconhece que a forma de exploragdo dos ambientes naturais por povos tradicionais
pode nos fornecer subsidios para estratégias de manejo e exploracdo que sejam sustentaveis
em longo prazo (MONTELES e PINHEIRO, 2007; AMOROZO, 2002) além de nos fornecer

indicagdes de plantas com grandes potenciais farmacoldgicos.
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2.4 Antioxidantes

Muitas pesquisas sobre os antioxidantes vém sendo realizadas nos ultimos anos,
devido, principalmente, as descobertas sobre os efeitos dos radicais livres no organismo. Os
radicais livres sdo moléculas organicas ou inorganicas e atomos, que contém um ou mais
elétrons ndo emparelhados, instdveis e muito reativos, que causam danos as células e
patologias relacionadas como artrite, catarata, cancer, diabete, disfungdo cerebral,
aterosclerose, doengas cardiacas e neurodegenerativas, dentre outras (SOUSA, 2007;
KUMARAN e KUMARAN, 2006). Esses radicais livres, também chamados de espécies
reativas de oxigénio (ERQ), sdo continuamente produzidos pelo organismo. Calcula-se que
aproximadamente 5% de todo oxigénio inspirado transforma-se em ERO e geralmente sdo
inativados pelas defesas antioxidantes do organismo. Entretanto, quando estas s3o geradas em
grandes quantidades, seja por aumento de produg¢do por processos morbidos ou fatores
ambientais, seja por reducdo da capacidade antioxidante, tornam-se maléficas para todas as
estruturas organicas. Isto é agravado na presenca de ions, tais como ferro e cobre. Os radicais
livres podem causar lesdes de células, membranas celulares, e varias condi¢des clinicas como:
injarias da isquemia, enfarte, cancer, artrite, varias doengas sanguineas, doencas

degenerativas, como Parkinson, Alzheimer (DANIEL, 2004; REZENDE, 2005).

Os antioxidantes podem bloquear ou retardar as agdes dos radicais livres. Essas ag¢des
podem ser basicamente de duas categorias: naturais e sintéticas. Na categoria dos sintéticos
estdo incluidos o BHA (butil-hidroxi-anisol) e o BHT (butil-hidroxi-tolueno), frequentemente
utilizados em alimentos contendo lipidios, porém apresentam problemas de seguranca e
toxicidade. Desta forma, as pesquisas tém-se voltado no sentido de encontrar produtos

naturais com potencial antioxidante que possam substitui-los ou serem usados em associagdo

(SOUSA, 2007).

Os compostos fenolicos sdo classificados como antioxidantes de origem natural e t€ém
chamado muito a aten¢do por sua fung¢do quimica e apresentar propriedades redutoras.
Apresentam-se de varias formas, como: flavondis, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas (SILVA, 2010). Os flavondides contribuem para a acdo
antioxidante reduzindo os niveis de radicais livres e protegem as células pelo do fendmeno da
peroxidagdo das membranas lipidicas neutralizando os radicais livres, podendo-se destacar

ainda a sua acdo inibitoria sobre a enzima tirosinase (AMORIM, 2007).
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Ao analisarmos essas caracteristicas, pode-se observar que os flavonoides tém grande
importancia na neutralizacao ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicao,
agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagagdo do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substdncias (SOUSA et

al., 2007).

Existem varios métodos que sdo utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante de extratos e substancias isoladas. O mais usado consiste em avaliar a atividade

sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picril-hidrazila - DPPHe (SOUSA et al., 2007).

2.5 A espécie Terminalia fagifolia Mart. et Zucc e o género Terminalia

A espécie Terminalia fagifolia Mart. et Zucc faz parte da familia Combretaceae, e ¢
constituida por aproximadamente 600 espécies distribuidas em 18 géneros, sendo o género
Terminalia composto por cerca de 200 espécies. Apresentam muitas espécies nas Florestas
Tropicais do sudeste da Asia, na Africa, nas Florestas Tropicais das Américas, com
representantes na Savana Brasileira (PETTIT et al., 1996; ROGERS e VEROTTA, 1996;
LAWRENCE, 1951). E conhecida popularmente como capitio-do-mato, mirindiba e pau-de-
bicho no cerrado brasileiro (AYRES et al.,, 2009). Também chamada vulgarmente de
“camacgari”, “cachaporra-do-gentio”, “capitio-do-seco”. E uma planta semidecidua, heliofita,
seletiva xerofita, secundaria, caracteristica das matas xerofitas, do Vale do Sdo Francisco e

dos cerrados e cerraddes secos do Brasil central e Pantanal Mato-grossense. Floresce durante

os meses de agosto-outubro (LORENZI, 1998).

Terminalia fagifolia é uma arvore hermafrodita de até 10 m densamente fulvo-vilosa,
exceto os frutos acraceos ou acinzentado-pubescentes ¢ o androceu e gineceu glabrosos.
Folhas alternadas congestas com 3 a 8 x 1 a 3 cm, oboval, oblanceolado ou eliptico,
membrandceo; apice mucronado, obtuso ou agudo; nervuras secundarias ascendentes, mais ou
menos ocultas pelo indumento; peciolo com até 8§ mm de comprimento, biglanduloso.
Inflorescéncia racemo axilar péndulo, congesto, bracteado, com aproximadamente 15 flores.

Flores com cerca de 7 mm de comprimento, hermafroditas ou masculinas, sésseis; calice
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campanulado com 4 a 5 lobos ovais; pétalas livres, rudimentares, logo caducas; estames 8 a
10, exsertos, em duas séries; filetes longos, anteras rimosas, elipticas, com conectivo
apiculado; ovario infero, unilocular, anguloso, com uma constrigdo logo abaixo do calice,
com 2 a 3 dvulos péndulos. Fruto samaroide em torno de 7 mm de comprimento, transverso-

eliptico, bialado; nucleo seminifero central imperfeitamente delimitado; alas descentralizadas,

papiraceas, finamente estriadas; semente adnata ao endocarpo (ALMEIDA et al., 1998)

(Figura O1).

Figura 01 - Arvore, folhas e frutos da Terminalia fagifolia Mart. et Zucc
(Fotografias por Patricia Siqueira de Melo Rodrigues — Comunidade Mumbuca - TO)

E arvore melifera e ornamental. Os frutos secos sdo utilizados como artesanato, na
montagem dos arranjos. A madeira ¢ utilizada na marcenaria, carpintaria e construgdo civil.

As cinzas das cascas sdao usadas em curtumes para curtir couro (ALMEIDA et al., 1998)



32

A casca e o caule sdo utilizados na medicina popular no combate a aftas e tumores
(AYRES et al., 2009) e também como digestivo no tratamento de afec¢des do estomago e do

intestino (FREIRE et al., 1992).

O género Terminalia é conhecido por ser rico em metabolitos secundarios, tais como
triterpenos pentaciclicos e seus derivados glicosilados, taninos, flavondides e outros
compostos aromaticos. Em virtude de muitas plantas deste género serem consideradas
medicinais, estdo sendo efetuados diversos estudos de espécies de Terminalia, os quais
levaram ao isolamento de metabdlitos secundarios com atividades bioldgicas consideraveis,
destacando-se: anticancerigena, antimaldrica, antifungica, hepatoprotetora, antibacteriana,
anti-herpes e anti-HIV (GARCEZ et al.,, 2005), hipoglicémica, anti-inflamatéria, anti-
helmintica, antioxidante, antiulcerogénica, antidepressora, tripanocida, moluscicida,

imunomodulatéria e cardioprotetor, dentre outros (ARAUJO e CHAVES, 2005).

Viérios estudos realizados com a espécie Terminalia fagifolia demonstraram que o
extrato etandlico da casca apresenta atividades citotoxica e antioxidante (GARCEZ et al.,
2006) e o extrato etanolico das folhas apresenta forte potencial antioxidante no ensaio do

DPPH (SOUSA, 2007).

Ayres et al. (2009), afirmam que a principal substancia isolada e responsavel pela

atividade antioxidante nas folhas da Terminalia fagifolia é a (+) — catequina.

Estudos etnofarmacologicos mostraram que Terminalia fagifolia apresenta atividade
citotoxica sobre células de carcinoma de laringe (HEP2) e células mucoepidermoide (H292)

de céancer de pulmao (GARCEZ et al., 2006).

Cerqueira et al. (2004) revelaram que analises realizadas com extratos desta planta

detectaram a presenca de atividade antidepressiva e potencializadora de barbituricos.

Em outras andlises realizadas Cruz et al. (2004) obtiveram atividades inibitérias do

crescimento de promastigotas de Leishmania major.

Aragjo et al. (2015) observaram que o extrato etandlico, aquoso, hidroalcodlico e
fragdes da casca apresentaram atividade antibacteriana para o microrganismo Staphylococcus
aureus e citotoxicidade moderada para as linhas de células NIH 3T3 e atividade antitumoral

potencial em células MCF — 7 (cancer de mama).
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Nunes et al. (2014) realizaram testes do extrato da casca da Terminalia fagifolia
administrado por via oral como tratamento para ulceras gastricas de ratos e obtiveram uma

reducdo antiulcerogénica significativa.

Cezari (2010) realizou analise da atividade antitumoral do extrato da casca desta

planta e observou que este demonstrou significancia na sua a¢ao contra o edema de pata.

2.6 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo microrganismos do género Staphylococcus, composto por
aproximadamente 27 espécies, classificados como cocos Gram positivos, imoveis, anaerobios
facultativos, catalase positiva e que fermentam glicose com producdo de acido (BAKER et
al., 2008). Apresentam-se geralmente em arranjos individuais, aos pares, tétrades, em cadeias
curtas de trés a quatro células ou em forma de grupamento irregular semelhante a cacho de
uva (HERMANS et al., 2010). Tém aproximadamente entre 0,5 e 1,5 pm de didmetro e fazem
parte da familia Micrococcaceae (SANTOS et al., 2007). As coldnias apresentam colorag@o
que variam de branca a amarelo alaranjado por apresentarem a presenca de pigmentos

carotenoides (BIBERSTEIN e HIRSH, 1999; GOMES, 2013).

A espécie Staphylococcus aureus pode ser encontrada nas narinas e na pele e pelos de
animais de sangue quente. Aproximadamente de 30-50% da populagdo humana ¢ portadora
natural dessa bactéria, podendo se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura entre 7 a
48,5°C com uma temperatura 6tima de 30 a 37°C, de acordo com Schimitt et al. (1990), e pH
entre 4,2 at¢ 9,3 com otimo entre 7 a 7,5 de acordo com Bergdoll (1989) e em altas
concentracdes de cloreto de sddio, acima de 15% de NaCl, de acordo com Chapaval et al.
(2009). Este microrganismo representa uma importante fonte de infec¢do para o proprio

individuo ou para outras pessoas (AZULAY e AZULAY, 1997).

Algumas dessas infec¢des podem ser agudas e gerar focos metastaticos, espalhando-se
para outros tecidos. Existem ainda o risco de infecgdes consideradas mais graves como
bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite, meningite,
abscessos musculares e cerebrais (GELATTI et al., 2009). E importante ressaltar que estes
ultimos sdo episddios que estdo frequentemente associados a uma alta morbidade e

mortalidade (JONES, 1999).
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Sabe-se que nos ultimos séculos vem ocorrendo uma grande resisténcia microbiana a
antibidticos, ocasionando sérios riscos a saude coletiva, prejudicando e estabelecendo
obstaculos ao controle de microrganismos patogénicos de interesse médico-sanitario

(DANTAS et al., 2010).

2.7 Resisténcia Microbiana

Desde o surgimento da resisténcia dos patdogenos, uma gama de estudos sobre as
caracteristicas e a capacidade dos microrganismos de adquirirem resisténcia as drogas ja
foram realizados. Esses estudos ocorrem desde o ano de 1905, iniciados pelos pesquisadores
Ehrlich, Franke e Roehl, ao observarem resisténcia em culturas de tripanossomas, que ao
serem tratadas com arsénico os mecanismos adquiridos passavam a ser hereditarios

(ALBERT, 1968).

No ano de 1929, Alexandre Fleming, considerado o pai da microbiologia e
descobridor da capacidade de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos, descreveu cepas
de Pseudomonas aeruginosa, resistente ao antibidtico, por mecanismo natural (BAUER et al.,

1960).

Na década de 30, pesquisas com cepas bacterianas puras foram submetidas a
concentracdes de sulfonamidas a longo prazo, originando dessa forma cepas resistentes, em

coldnias que anteriormente se mostravam sensiveis (ALBERT, 1968).

Ja nas décadas de 50 e 70, epidemias por Staphylococcus aureus resistentes a
penicilina e linhagens multirresistentes (MRSA), chamaram a atengdo para o problema da

resisténcia adquirida aos antimicrobianos (COUTO e PEDROSA, 1999).

Profissionais da area da satide e pesquisadores estdo preocupados diante da resisténcia
aos antibioticos adquiridos pelas bactérias Gram positivas, o que tem se tornado um grande
problema de saude publica, especialmente os estafilococos coagulase positivo isolados de
comunidades, ja resistentes aos diferentes antibidticos S-lactamicos, tais como: penicilina G,
penicilina V, amoxicilina, ampicilina e carbenicilina e também resistentes a meticilina,

oxacilina e as cefalosporinas de primeira e segunda geracdo (BRUMFITT ¢ HAMILTON,
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1989; HALEY et al., 1982; LACEY, 1984; MAPLE et al., 1989; MOREIRA ¢ DAUM,
1995).

O uso indiscriminado de antimicrobianos, além de levar ao surgimento de
microrganismos multirresistentes acarreta elevagcdo dos custos das internagdes. As principais
situagdes que levam a utilizacdo inadequada de antimicrobianos sdo o desconhecimento das
doencas infecciosas, a imprecisdo do diagnostico e a ndo conscientizacdo dos profissionais
acerca da seriedade do problema da resisténcia bacteriana (LEVY, 2004; ANDRADE, et al.,
2006).

Drogas para o tratamento de infec¢cdes comuns estdo se tornando limitadas e caras e
em casos mais graves sendo necessario o uso de drogas com efeitos toxicos ao homem e que
geralmente se encontram em fase de testes (NATIONAL CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2002).

Novas drogas antimicrobianas podem ser encontradas nos produtos naturais, pois
sabe-se que a diversidade molecular destes ¢ superior aos derivados dos processos de sintese
quimica (NOVAIS et al., 2003). Em torno de 75% dos compostos puros naturais utilizados na
industria farmacéutica foram isolados de acordo com a medicina popular (CECHINEL
FILHO e YUNES, 1998). Além do mais, muitos consumidores estdo preocupados em utilizar

produtos menos agressivos ao organismo (PACKER e LUZ, 2007).

2.8 Prognosticos do Cancer (Neoplasias)

Segundo Anderson et al. (1982), as varias neoplasias existentes podem se originar,
basicamente, de todos os tipos de células humanas. Estas podem acometer, além dos seres
humanos, a maioria dos vertebrados, alguns insetos e plantas o que tém sido de grande
importancia para estudos de sua origem e comportamento. As neoplasias chamadas de
“benignas” crescem de forma lenta e permanecem localizadas, e geralmente ndo causam
muitos problemas aos pacientes afetados. As chamadas malignas ou cancerosas tendem a
multiplicar-se rapidamente ¢ a se espalharem pelo corpo. Nesse caso se o tratamento ndo
obtiver sucesso, possivelmente leva o paciente a morte. Embora os tipos descritos sejam

neoplasias, sdo as malignas (canceres) que acarretam os problemas mais expressivos.
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Moffat et al. (2000), consideram o cancer uma doenca celular que causa alteragdes nos
mecanismos relacionados ao controle da multiplicacdo e diferenciacdo das células e dos
processos relacionados com a morte celular. Bertram (2001) acrescenta que o cancer surge
quando uma célula, por diversas razdes, perde o controle sobre o ciclo, ou seja, sobre o
processo de proliferacdo, diferenciagdo e¢ morte, passando a se dividir descontroladamente.
Duesberg e Rasnick (2000) esclarecem que esta perda do controle do ciclo celular pode ser
causada por alteragcdo da expressdo de genes devida a alguma mutagdo ocorrida no DNA, o

que determina o aparecimento da neoplasia.

Nos tultimos anos, o cancer ganhou grandes propor¢des, tornando-se um evidente
problema de saude publica mundial. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estimou que,
no ano 2030, espera-se 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes e 75

milhdes de pessoas vivas, anualmente, com cancer (INCA, 2012).

No Brasil, as doengas tumorais neoplasicas vém sendo indicadas como a terceira causa

mortis mais frequente (INCA, 2008).

O numero de casos novos de cancer de pele ndo melanoma estimado para o Brasil em
2016 ¢ o de 80.850 entre homens e de 94.910 nas mulheres. O cancer de pele ndo melanoma ¢
o primeiro mais incidente em homens nas regides Sul, Centro-Oeste, Sudeste. Nas regioes
Nordeste e Norte encontram-se na segunda posicdo. Nas mulheres ¢ o mais frequente nas
regides Sudeste, Centro-Oeste, Sul e Nordeste. Ja na regido Norte ocupa a segunda posigao.
Quanto ao melanoma, sua letalidade ¢ elevada, porém sua incidéncia ¢ baixa. As maiores
taxas estimadas em homens e mulheres encontram-se na regiio Sul. E o cincer mais
frequente no Brasil e corresponde a 25% de todos os tumores malignos registrados no pais.
Apresenta altos percentuais de cura, se for detectado precocemente. E mais comum em
pessoas com mais de 40 anos, sendo relativamente raro em criangas e negros, com excegao

daqueles ja portadores de doengas cutaneas anteriores. Pessoas de pele clara, sensivel a acdo

dos raios solares, ou com doengas cutaneas prévias sao as principais vitimas (INCA, 2015).

O cancer de pele ndo-melanoma pode apresentar tumores de diferentes linhagens. Os
mais frequentes sdo carcinoma basocelular, responsavel por 70% dos diagnosticos, e o
carcinoma epidermoide, representando 25% dos casos. O carcinoma basocelular, apesar de
mais incidente, ¢ também o menos agressivo. O melanoma cutdneo ¢ um tipo de cancer de

pele que tem origem nos melandcitos (células produtoras de melanina, substancia que
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determina a cor da pele) e tem predomindncia em adultos brancos. O melanoma representa
apenas 4% das neoplasias malignas do 6rgdo, apesar de ser o mais grave devido a alta
possibilidade de metastase. O prognostico desse tipo de cancer pode ser considerado bom, se
detectado nos estadios iniciais. Nos tltimos anos, houve uma grande melhora na sobrevida
dos pacientes com melanoma, principalmente devido a detec¢do precoce do tumor (INCA,
2015).

Entre os homens, o cancer de prostata é o segundo mais comum (atras apenas do
cancer de pele nio-melanoma). E o sexto tipo mais comum no mundo e o mais prevalente em
homens, representando cerca de 10% do total de canceres. Mais do que qualquer outro tipo, é
considerado um cancer da terceira idade, ja que cerca de trés quartos dos casos no mundo
ocorrem a partir dos 65 anos. Alguns desses tumores podem crescer de forma rapida,
espalhando-se para outros 6rgdos e podendo levar a morte. A estimativa em 2016 ¢ de 61.200

novos casos no Brasil (INCA, 2015).

Atualmente a medicina tem utilizado muito de novos medicamentos para combater
varias doengas, porém, apesar de existirem muitos firmacos importantes para o tratamento do
cancer, ainda nao ha teraputica capaz de fazer regredir totalmente as diferentes
manifestagdes desta doenca (CARVALHO, 2012). Segundo Brody (2006), a maioria dos
quimioterapicos utilizados (se ndo todos), eliminam as células por um processo programado,
que depende de energia, chamado de apoptose, e ndo por necrose. De acordo com Béliveau
(2007) este processo auxilia o organismo na elimina¢do de uma célula de forma limpa, ndo

provocando danos as células vizinhas e nem reagdes inflamatorias no nivel dos tecidos.

Pesquisas em busca de novos farmacos com atividades antitumorais menos agressivas
do que a quimioterapia t€m sido de grande relevancia. Ainda existe uma gama de tumores que
ndo possuem uma terapéutica totalmente eficaz e os quimioterapicos utilizados até entdo,
causam a diminuicdo de leucoécitos, oportunizando o paciente a infecgdes, sendo que
tratamentos que estimulem o sistema imunoldgico dos mesmos auxiliam na sua recuperagao
(GALLIN e SNYDERMEN, 1999; HENTY et al., 2001; NEVIN ¢ VIJAYMMAL, 2003;
PAGNO et al., 2006, ROSEMBLAT et al., 2008, BUSKUHL, 2007).

Muitas linhas de pesquisas no intuito de obter novos compostos antineoplasicos estdo
em andamento, além de analises em varios sistemas tumorais € cultura de tecidos, com o
objetivo de selecionar substancias mais eficazes para o tratamento e controle das neoplasias

(HUSSAR, 2000; ASLANI et al., 2000).
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Muitos farmacos decorrentes de produtos naturais estdo em fase de testes clinicos. A
natureza ¢ fonte rica de substincias para realizacdo de pesquisas e aprimoramento de novos
medicamentos para tratamento de doengas como o cancer e outras doengas infecciosas. No
ano de 1954, o patologista Sidney Farber utilizou pela primeira vez um produto natural para
tratar um tumor a partir da Antinomicina D, um antibidtico extraido da Streptomyces. Nessa
ocasido, foi tratado um paciente com tumor de Wilms em fase metastatica onde realizou o
tratamento com o primeiro firmaco antineoplasico oriundo de produto natural, o que gerou

grande interesse dos cientistas nessa area de pesquisa (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v Avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e antineoplasica dos extratos etandlicos
da casca e das folhas da Terminalia fagifolia Mart. et Zucc pertencente a familia

Combretaceae.

3.2 Especificos:

v' Avaliar o efeito antimicrobiano dos extratos etandlicos da casca e das folhas da

Terminalia fagifolia sobre cepas de Staphylococcus aureus;

v" Descrever as atividades antioxidantes dos extratos etandlicos da casca e das folhas da

Terminalia fagifolia;

v Auvaliar os efeitos dos extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia quanto a
citotoxicidade em linhagens de fibroblastos NIH 3T3 e L929 e linhagens tumorais
B16F10 e PC3.
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4 MATERIAL E METODO

As analises experimentais foram realizadas nos Laboratorios de Fitoquimica e
Laboratorio de Microbiologia Médica e Ambiental do Instituto de Biologia e Saude Publica
da Universidade Federal do Tocantins - UFT/Campus de Porto Nacional e no Centro de
Biotecnologia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — [IPEN/USP na cidade de

S3o Paulo.

4.1 Selecio da espécie em estudo

A espécie em estudo foi escolhida baseada nos conhecimentos empiricos de
curandeiros, pertencentes a comunidade de remanescentes de negros quilombolas Mumbuca,

localizada na regido do Jalapao — TO.

4.2 Coleta do material botanico e Identificacido

Cascas ¢ folhas da Terminalia fagifolia foram coletadas no més de janeiro de 2015 na
Comunidade Quilombola Mumbuca, a aproximadamente 40 km da cidade de Mateiros na
regido do Jalapao — TO (Figura 02). Para coleta e herborizagdo do material, foram seguidas as
técnicas usuais em trabalhos botanicos (FIDALGO ¢ BONONI; MORI et al., 1989). Todo o
material coletado foi identificado e depositado no Herbario HTO da Universidade Federal do

Tocantins. Sendo suas respectivas coordenadas listadas na Tabela O1.
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LOCALIZACAO COMUNIDADE MUMBUCA

0 100 200 300 400 km

Figura 02 - Mapa do Estado do Tocantins com a localizacdo da Comunidade
Quilombola Mumbuca.

Por: Raony Pereira dos Santos.

Tabela 01 - Dados Georreferenciais da espécie coletada para o estudo.

N° de registro HTO Vernaculo Nome cientifico Coord. (**GPS)
10842 Camacari Terminalia fagifolia S 10° 41478

W 046° 24 214’
*EL. 371 m

(*) El. Elevacao em relacdo ao nivel do mar.
(**) GPS: Garmin GPS Map 60 CSX.
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4.3 Preparacio do extrato

O material vegetal coletado no més de janeiro de 2015 foi acondicionado
separadamente em sacos de papel, identificado e levado a estufa para secagem, mantido a uma
temperatura média de 60° C, durante sete dias. O material vegetal ja seco, casca e folhas,
foram triturados separadamente em moinho de facas (MARCONI, Mod. MA-340/A) e
acondicionado em recipientes de vidro (3 L). Posteriormente, estes vidros contendo as partes
vegetais moidas foram preenchidos com etanol 70%, para a solubilizacdo dos principios
ativos. Apods 72 horas, as solucgdes foram filtradas com a utilizagcdo de bomba a vacuo, funil de
Biichner e papel filtro onde o extrato foi separado dos componentes sélidos e concentrado em
Evaporador Rotativo (MARCONI, Mod. MA120-TH), obtendo-se assim, os extratos brutos
de cada parte vegetal coletada. Em seguida, estes extratos brutos foram liofilizados seguindo o
protocolo padrdo de liofilizacdo em Liofilizador (LIOTOP/ Mod. L101) para retirada do
excesso de solvente, por um tempo de aproximadamente 24 horas, para obtengdo de extratos

do tipo po (Figura 03).

O rendimento do extrato foi estimado utilizando a expressdo matematica: Rendimento
(%) = (massa do extrato/massa do material vegetal) x 100 utilizando a seguinte equagdo, onde
TEA = teor de extrato total (%); Mi = massa inicial da amostra (g); Mf = massa final do

extrato seco (g) (PANSERA et al., 2003).

Mf
TEA (%) = - X 100
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Figura 03 - Preparo dos extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia: A)
Filtragem; B) Retirada do solvente no evaporador rotativo; C) Extrato sem solvente; D)
Extratos no liofilizador; E) Extratos liofilizados.
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4.4 Ensaios Microbiolégicos

4.4.1 Material Microbiolégico

A espécie de microrganismo utilizado para a realizacio da pesquisa foi o
Staphylococcus aureus fornecido pelo banco de estoque de cepas do Laboratorio de

Microbiologia, isolados a partir de acne de pele.

4.4.2 Método de diluicio

A determinacdo da Concentra¢do Inibitéria Minima (CIM) foi obtida através do
método de macrodilui¢do em caldo de acordo com a Norma M7-A6 do NCCLS (2003a), com
modificagdes, que consistiu em preparar diluicdes sucessivas dos extratos testados em um
meio liquido e apods incubagdo verificou-se a menor concentragdo do extrato que inibiu o

crescimento bacteriano.

4.4.3 Preparo do meio de cultura e caldo

Preparou-se o Agar Mueller Hinton (AMH - ACUMEDIA) e o caldo Brain-Heart
Infusion (BHI - HIMEDIA) conforme especificagdes do fabricante e foram esterilizados em
autoclave vertical (PRISMATEC/Mod. CS) por 15 min a 121°C. Nas placas de Petri foram
dispensados 20 mL de AMH e nos frascos 1 mL do caldo Brain-Heart Infusion (BHI).

4.4.4 Controles

Foi utilizado como controle positivo (CP) o antibidtico comercial de referéncia,
respeitando o perfil de sensibilidade do microrganismo. O antibidtico Penicilina G
(SENSIFAR) foi utilizado como substincia controle para as colonias de Staphylococcus
aureus. E como controle negativo (CN) foi utilizado DMSO puro (ORLANDO, 2005;
SOUSA, 2007).
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4.4.5 Preparo dos indculos bacterianos e contagem de bactérias

Para o preparo dos indculos bacterianos, retirou-se uma algada do tubo com estoque de
colonias de Staphylococcus aureus transferindo-a para um tubo estéril contendo 9 mL de
solugdo salina a 0,9%. A turvagdo salina foi ajustada com a escala 0,5 de MacFarland
(ORLANDO, 2005). Logo apds agitar o tubo com auxilio de um agitador (QUIMIS/Mod.
220.B.2), retirou-se 1 mL da solug@o bacteriana realizando diluigdes seriadas até o tubo de

namero 6, obtendo-se as seguintes concentragdes: 107, 10%10%, 10, 10° ¢ 10° UFC/mL.

Para a contagem de bactérias utilizou-se a mesma diluicdo seriada do inoculo
bacteriano, as bactérias foram plaqueadas em placas de Petri previamente identificadas e
preparadas com AMH. Com auxilio de pipeta automatica, foi dispensado 100 pl do inéculo de
cada dilui¢do em cada placa de Petri. Com auxilio de uma al¢a de Drigalski, pela da técnica
de espalhamento em superficie “spead-plate”, o inoculo foi cuidadosamente espalhado. Apos
o espalhamento as placas foram mantidas em estufa (QUIMIS/Mod 316.25) a 37°C £2°C por
24 horas. Apos o periodo de incubagdo, foi realizada a contagem das colonias em contador de
colonias (PHOENIX/CP 600 PLUS). Todo o procedimento foi realizado em duplicata, com

materiais previamente autoclavados e em capela de fluxo laminar.

4.4.6 Preparo das solucdes dos extratos para os testes microbioldgicos e determinacgio

das Concentracoes Inibitérias Minimas (CIMs)

Para a realizacdo do método de difusdo em agar e determinacdo das CIMs, foram
preparadas trés solugdes de diferentes concentragdes dos extratos utilizados, dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) a saber (SYNTH): 100 mg/mL (0,5 g de extrato dissolvidos em 5
mL de DMSO); 200 mg/mL (1 g de extrato dissolvidos em 5 mL de DMSO) e 300 mg/mL
(1,5 g de extrato dissolvidos em 5 mL de DMSO) (ORLANDO, 2005).
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4.4.7 Método da difusdao em agar pela técnica dos pocos — Antibiograma

O teste de difusdo em agar foi fundamentado na Norma M2-A8 do NCCLS (2003b),
com modificagdes (NCCLS, 2003b; ORLANDO, 2005).

Foram dispensados, com o auxilio de uma pipeta automatica, 100 ul do inoéculo
bacteriano de concentragio 10* UFC/mL nas placas de Petri previamente preparadas com
AMH. O inéculo foi distribuido em toda a superficie do meio de cultura com auxilio de uma
alca de Drigalski, utilizando a técnica de espalhamento em superficie “spead-plate”. Apos
alguns minutos, com auxilio de um tubo de Durham, foram feitas quatro perfuracdes no meio
de cultura contido nas placas, medindo aproximadamente 6 mm cada um, que em
microbiologia tem a denominacdo de “pocos”. A partir da confec¢do dos pocos, 100 pl dos
extratos nas concentracdes de 100, 200 e 300 mg/mL, junto com o CN foram introduzidos em
cada poco devidamente identificados. Para o CP utilizou-se discos de penicilina comercial na
concentracdo de 10 UI (SENSIFAR), que foram alocados no meio da placa e logo em seguida
as placas foram levadas para a estufa (QUIMIS/Mod. 316.25) a 37°C +£2°C por 24 horas. Apos
a incubacdo, o halo de inibicdo foi medido em milimetros, utilizando-se uma régua
milimetrada, ¢ o valor estimado foi a média dos halos em triplicata. Todos os procedimentos
foram realizados com materiais previamente autoclavados e em capela de fluxo laminar
(FILTERFLUX/Mod. FLV 656/3). Na tabela 02 estdo listados os critérios seguidos para os

didmetros dos halos.

Tabela 02 - Critérios para a atividade antimicrobiana dos extratos segundo Parekh e
Chanda (2007) e Santos et al. (2007).

Diametros dos Halos Resultados
Inibicio menor que 9 mm Inativo
Inibicao entre 9 a 12 mm Parcialmente ativo
Inibicao entre 13 ¢ 18 mm Ativo

Inibi¢io acima de 18 mm Muito ativo
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4.4.8 Determinaciao da Concentracio Inibitéoria Minima - Gradiente de Acao.

A determinagdo da CIM foi realizada tendo como fundamento a Norma M7-A6 do

NCCLS com modificagdes (NCCLS, 2003a; SOUSA, 2007).

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima dos extratos da casca e das
folhas da Terminalia fagifolia, foram utilizados seis frascos de vidro (13 mL) devidamente
esterilizados e identificados, contendo 1 mL de caldo BHI. Foram dispensados 100 ul da
solugdo estoque do extrato na concentracdo de 300 mg/mL no primeiro frasco e logo apos
realizando dilui¢des seriadas, transferindo-se 100 pl do frasco anterior para o subsequente
desprezando-se 100 pl no final, variando a diluicdo 1:1 até 1:32 obtendo-se as seguintes
concentragdes: 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125 mg/mL. Em seguida, foi inoculado nestes
frascos, 100 ul da concentragio 10 UFC/mL de bactérias. Os frascos foram incubados por 24
horas a 37°C £2°C. Apo6s 24 horas de incubagdo, 100 pl do indculo de cada frasco foram
transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura AMH, espalhados com o auxilio
de uma alc¢a de Drigalski, utilizando a técnica de espalhamento em superficie “spead-plate” e
em seguida as placas foram levadas para a estufa (QUIMIS/Mod. 316.25) a 37°C £2°C por 24
horas. A inibi¢do do crescimento bacteriano foi evidenciada observando o aparecimento ou
ndo de colonias de Staphylococcus aureus. Os testes foram realizados em duplicata e todos os
procedimentos foram desempenhados com materiais previamente autoclavados e em capela

de fluxo laminar.

4.4.9 Determinacao da Concentracio Inibitéria Minima - Gradiente de Concentracio.

Para obtencdo do gradiente de concentracdo dos extratos da casca e folhas da
Terminalia fagifolia foram utilizados trés frascos de vidro (13 mL) devidamente esterilizados
e identificados. Em cada frasco dispensou-se 1 mL de caldo BHI. Em seguida, dispensou-se
no primeiro frasco 100 pl do inéculo bacteriano com concentragdo 10™* UFC/mL, no segundo
frasco dispensou-se 100 pl do indéculo bacteriano com concentragio 10° UFC/mL e no
terceiro frasco dispensou-se 100 pl do indculo bacteriano com concentragio 10° UFC/mL.
Logo apds, dispensou-se 100 pl da solugdo de extrato da concentragdo de 100 mg/mL em
cada um dos frascos. Todos os procedimentos foram desempenhados com materiais

previamente autoclavados e em capela de fluxo laminar. Foi realizado o mesmo procedimento
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para as concentracdes de extratos de 200 mg/mL e 300 mg/mL. Os frascos foram incubados

em estufa (QUIMIS/Mod. 316.25) a 37°C £2°C por 24 horas.

Ap6s 24 horas de incubacdo, placas de Petri foram previamente preparadas com AMH.
Dispensou-se 100 pl do indculo de cada frasco em toda a superficie do meio de cada placa de
Petri com auxilio de uma alga de Drigalski, utilizando a técnica de espalhamento em
superficie “spead-plate”. As placas foram incubadas em estufa (QUIMIS/Mod. 316.25) a
37°C +2°C por 24 horas. A inibi¢do do crescimento bacteriano foi evidenciada observando o
aparecimento ou ndo de colonias de Staphylococcus aureus. Os testes foram realizados em
duplicata e todos os procedimentos foram desempenhados com materiais previamente

autoclavados e em capela de fluxo laminar (Figura 04).

Utilizando os critérios de Horner et al., (2008) e Hawser e Islam (1999), adaptados
para esse ensaio, a inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de
crescimento no meio, sendo considerada determinada a CIM a menor concentra¢do do extrato

vegetal capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas.
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Figura 04 - Preparo do Antibiograma e da Concentracio Inibitéria Minima: A) Preparo
do meio de cultura; B) Preparo das placas de Petri com meio de cultura; C) Diluicdo
seriada dos extratos; Preparo da CIM.

4.5 Atividade antioxidante

Foi realizado levantamento bibliografico a respeito dos efeitos antioxidantes da
casca e folhas da Terminalia fagifolia. Os estudos citados tiveram como método de avaliacdo
da atividade antioxidante o DPPH que consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila de coloragdo purpura que absorve a 515 nm (ROGINSKY e
LISSI, 2005). Por agdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R), o DPPH ¢
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente
desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade

antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH remanescente
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no meio reacional (BRAND-WILLIAMS, 1995; SANCHEZ-MORENO, 1998 apud SOUSA,
2007).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentracdo eficiente
(CEsg), também chamada de concentracdo inibitéria (Clsyp). Quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera a sua CE5 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA,

2007).

4.6 Ensaios Biologicos

Uma vez que foi demonstrada atividade antimicrobiana para os extratos avaliados,
tornou-se importante conhecer a citotoxicidade que os mesmos poderiam apresentar. Para
tanto, utilizou-se metodologia de determinagdo de morte celular em ensaio com monocamada

de células utilizando o ensaio MTS.

4.6.1 Culturas celulares

As linhagens celulares utilizadas foram: NIH 3T3 (fibroblastos de camundongos —
células normais), L929 (fibroblastos de camundongo - células normais), PC3 (cancer de
prostata humano) e B16F10 (melanoma murinho — c€lulas cancerigenas de pele) cultivadas no
Laboratorio de Cultura de Células do Centro de Biotecnologia do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares — IPEN. Os ensaios foram realizados sob condigdes assépticas, em

ambiente controlado, utilizando materiais e reagentes esterilizados.

As células 1.929, PC3 e B16F10 foram mantidas em meio de cultura RPMI (Gibco), e
as células NIH 3T3, foram mantidas em meio DMEM. Tanto o RPMI quanto o DMEM foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% da solugdo de
estreptomicina/penicilina/anfotericina (antibiodtico e antimicotico) (Gibco) e 1% de L-

Glutamina (Gibco).
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As passagens para amplificacdo de cultura foram realizadas a partir da tripsinizagdo
(tripsina/EDTA) das células e contagem em camara de Neubauer. Apds atingirem 80% de
confluéncia as células foram plaqueadas para ensaio de citotoxicidade e congeladas para

estoque das linhagens.

4.6.2 Avaliacao da citotoxicidade

O ensaio de MTS ¢ um método colorimétrico baseado na biorredu¢cdo do composto [3-
(4,5-dimetiltiazol-2-yl1)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium], em um
produto cromogénico soliivel em meio de cultura (formazan), o qual adquire uma coloragdo
violacea. Este processo ¢ realizado apenas por enzimas mitocondriais de células viaveis, dessa
forma, a mudanca na coloracdo do meio de cultura reflete diretamente a viabilidade celular,

podendo ser medida em absorbancia.

Para realizagdo deste ensaio, as células (1x10°/pogo) em quadruplicata foram

semeadas em placas de 96 pogos.

Em cada pogo foram aplicados 20 pL da solugdo Cell Titer96, a placa foi agitada para
homogeneizacdo da solugcdo e mantida, por 2 horas, em estufa de CO; a 37°C. Apds esse
periodo de incubacgdo as placas foram lidas em comprimento de ondas de 490 nm utilizando o

leitor de microplacas Multiskan EX (Labsystems, Milford, MA, EUA) (Figura 5).

4.6.3 Preparo dos extratos vegetais

4.6.4 Avaliacao da citotoxicidade do DMSO

As culturas celulares (NIH 3T3, 1929, PC3 ¢ B16F10) foram avaliadas em relagdo a
citotoxicidade do DMSO, atribuindo-se dessa forma a concentragdo maxima de DMSO que as

células suportariam, porém que dissolvesse os extratos da casca e¢ das folhas da Terminalia
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fagifolia. Para tanto foi utilizada uma placa de 96 pocos preenchidos com células na
concentragio de 1x10° células/poco. Foram testadas as seguintes concentragcdes de DMSO: 2
mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL (Figura 06). Todas as concentragdes foram

avaliadas em quadruplicata. A leitura foi realizada de acordo com o item 4.6.2.

4.6.3.1 Diluicao dos extratos

Ap6s avaliacdo da citotoxicidade de DMSO que as culturas celulares suportariam,
preparou-se uma solucdo mae dos extratos liofilizados da casca e das folhas da Terminalia
fagifolia da seguinte forma: colocou-se em um falcon 100 uL. de DMSO e adicionou-se 20 mg
do extrato liofilizado e logo apds acrescentou-se 900 pL. de meio RPMI, obtendo-se uma
concentracdo de cada extrato de 2 mg/mL. As dilui¢des seriadas foram feitas em tubos

estéreis separados e identificados.

4.6.5 Avaliacio da atividade citotoxica dos extratos pelo ensaio MTS

As células foram semeadas como descrito no item 4.6.1 Apods 24 horas o meio foi

substituido por meio de cultura contento os extratos.

As concentracdes finais nos pocos foram: 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL; 0,25
mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,0625 mg/mL; 0,03125 mg/mL; 0,015625 mg/mL (Figura 06). As
células foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37°C durante 24 horas. Apos o periodo
de incubacdo, as placas foram lavadas com PBS e o ensaio MTS foi realizado de acordo com

o item 4.6.2.
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Figura 05 - Preparo das culturas celulares e teste de viabilidade celular: A) Preparo do
meio de cultura; B) Retirada dos criotubos com células congeladas em nitrogénio
liquido; C) Criotubo contendo linhagem celular; D) Garrafa com cultura celular sendo
semeada; E) Preparo do ensaio de viabilidade celular; F) Microplaca com teste de
viabilidade e representacao da distribuicdo das diluicées.
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1 2 13 4 5 6
A |bco| 2 1]105] 0,250,125
B |bco| 2 1/105] 0,250,125
C|bco| 2 1]10,5] 0,250,125
D |bco| 2 1]105] 0,250,125
E |bco| 2 1/05] 0,250,125 0,03125 | 0,015625
F |[bco| 2 1/105] 0,250,125 | 0,0625 | 0,03125 | 0,015625
G |bco| 2 1/105] 0,250,125 | 0,0625 | 0,03125 | 0,015625
H |bco| 2 1105] 0,250,125 | 0,0625 | 0,03125 | 0,015625

Figura 06 - Mapa de placas para os testes com os extratos. As concentracoes finais estio
em mg/mL. Dilui¢cdes em ordem decrescente de concentracio. Em Amarelo: extrato da
casca; Laranja: extrato das folhas; Verde: DMSO (controle Negativo); Azul: DMEM +
células.

A avaliacdo quantitativa da citotoxicidade em ensaios in vitro pode ser efetuada pela
classificagdo das substincias-teste avaliadas em ndo-citotoxicas, levemente citotoxicas,
moderadamente citotoxicas e severamente citotoxicas, conforme os resultados dos ensaios

realizados de acordo com as normas 10993-5 da ISO.

Na tabela 03 estdo expressas faixas de porcentagem representativas da viabilidade

celular definidas por Sletten e Dahl (1999) e Lonroth e Dahl (2001, 2003).

Tabela 03 - Classificacdo do grau de citotoxicidade de materiais de acordo com a
porcentagem de viabilidade celular de acordo com Sletten e Dahl (1999) e Lonroth e
Dahl (2001, 2003) (comparado ao grupo controle negativo).

Citotoxicidade Viabilidade Celular (%)
Niao citotoxico >9(

Levemente 80 a 89
Moderadamente 50a79

Severamente 0ad49
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4.7 Analises estatisticas

Os resultados dos ensaios foram submetidos a analise estatistica por testes

paramétricos com a aplicacdo da ANOVA:

- Os ensaios microbioldgicos foram feitos pelo teste de Tukey visando identificar diferengas
significativas entre as medidas dos halos do controle positivo (CP) e as concentracdes dos

extratos, usando o software BioEstat, versdo 5.3;

- Os ensaios biologicos foram feitos pelo teste Two-way seguido pelo pds-teste Bonferroni,

usando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
Em todas as analises, as diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

A determinacdo da CIM foi avaliada através da moda dos resultados encontrados
(ARANGO, 2005).

S RESULTADOS:

5.1 Estimativa de rendimentos dos extratos

A verificacdo do rendimento dos extratos € uma avaliagdo importante, tendo em vista
que em experimentos posteriores, serd possivel definir melhor a quantidade de material
bioldgico a ser coletado para a realizacdo dos procedimentos experimentais, evitando assim

coleta de material em excesso (PAVAN-FRUEHAUF, 2000).

Para preparacdo do extrato hidroalcodlico foi utilizado o método de preparagdo de
Cechinel e Yunes (1998), ou seja, foi andlogo as tinturas realizadas na cultura popular, onde

se misturam geralmente partes ativas das plantas com bebidas alcodlicas.

A tabela 04 apresenta uma estimativa de rendimento dos extratos quando comparado

com o total de amostras vegetais colhidas.



Tabela 04 - Rendimento dos extratos utilizados nos ensaios.
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Terminalia fagifolia *M.S.T. (g) **E.L. (g) Rendimento %
Cascas 716 76,81 10,72
Folhas 157,58 46,79 29,69

(*) M.S.T. = massa seca total.
(**) E.L = extrato liofilizado (tipo po).

5.2 Difusido em Agar pela técnica dos pocos

Na metodologia da difusdo em agar pela técnica dos pogos, o solvente DMSO,

empregado para solubilizar os extratos liofilizados, foi utilizado como controle negativo.

Pelas figuras 7A e 8A pode-se observar que nos pogos de CN (controle negativo) ndo houve

halos de inibicdo do crescimento bacteriano, demonstrando que ndo houve intervengdo do

solvente na atividade antibacteriana. Como controle positivo (CP) foi utilizado o antibidtico

Penicilina G (SENSIFAR) na concentragdo de 10 UI. Nesta mesma figura, ¢ possivel

visualizar os halos de inibi¢do para as diferentes concentragdes testadas.

Nas figuras 7A e 8A ¢ possivel visualizar o halo de inibi¢do do crescimento bacteriano

formado ao redor dos pogos (1, 2 e 3) onde foram aplicados os extratos e observa-se também

o crescimento bacteriano ao redor dos CNs, a sensibilidade do microrganismo testado onde

foram aplicados os discos CPs e as diferentes concentracdes dos extratos. Nas figuras 7B e

8B, os extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia inibiram respectivamente o

crescimento bacteriano.
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Figura 07 - Fotografia do teste de difusdo em agar pela técnica dos pocos — 7A)
extrato da casca da Terminalia fagifolia contra Staphylococcus aureus; CN — controle
negativo; CP - controle positivo; Pocos: 1- 100 mg/mL; 2 — 200 mg/mL; 3 — 300
mg/mL; 7B) Halo de inibiciao contra Staphylococcus aureus.

Figura 08 - Fotografia do teste de difusio em agar pela técnica dos pocos — 8A)
extrato das folhas da Terminalia fagifolia contra Staphylococcus aureus; CN —
controle negativo; CP - controle positivo; Pocos: 1- 100 mg/mL; 2 — 200 mg/mL; 3 —
300 mg/mL; 8B) Halo de inibiciao contra Staphylococcus aureus.
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Ao analisarmos a figura 09, observa-se que houve diferenca significativa (p < 0,0001)
dos halos de inibi¢do entre o controle positivo e as diversas concentragdes do extrato da casca.
Entre as concentragdes de 100 mg/mL e 300 mg/mL do extrato da casca, houve diferenga
significativa, apresentando p < 0,05. Porém, ndo apresentaram diferencas significativas entre
as concentragdes de 100 mg/mL ¢ 200 mg/mL e entre 200 mg/mL ¢ 300 mg/mL o que

também pode ser verificado na tabela 05.

ANOVA comparando as médias do halo de inibi¢ao do controle Positivo
e demais concentragdes
12 11,1667
g 10 9,25
g 8,4167
= 8
5]
S 6
S
5 4 2,75
= 1,9167
N m B =
0 |
Y, % ”//@% 47@% ”4@-% 47%; : ”4@%
57, e 57, S, St 57,
Co o (9 100 100 900
2 %, % ’ 73 7
9 4 9 % % %

Figura 09 - Comparacio da atividade antibacteriana da casca da Terminalia fagifolia
entre as concentracdes de 100, 200 e 300 mg/mL e o controle positivo.
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Tabela 05 - Analises estatisticas do controle positivo e as concentracdes (100, 200 e 300
mg/mL) do extrato da casca testado contra o microrganismo Staphylococcus aureus.

CP.C C 100 C 200 C 300
Média 42292 31.125 33.042 33.875
Mediana 41.000 31.000 33.000 34.500
Moda  40.000 33.000 33.000 30.000
DP 3201 1.569 2137 2317
cV 0.076  0.050  0.065  0.068

Ao analisarmos a figura 10, observa-se que houve diferenca significativa (p < 0,0001)
dos halos de inibi¢do entre o controle positivo e as diversas concentragdes do extrato das
folhas. Entre as concentragdes de 100 mg/mL e 200 mg/mL e entre 100 mg/mL e 300 mg/mL
do extrato das folhas, apresentaram diferenga significativa, com p < 0,05 e p < 0,01,
respectivamente. Porém, ndo apresentaram diferengas significativas entre as concentragdes de

200 mg/mL e 300 mg/mL, o que pode ser verificado na tabela 06.

ANOVA comparando as médias do halo de inibi¢do do controle Positivo
e demais concentragdes folha
18 15,7917
£ 16
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Figura 10 - Comparacio da atividade antibacteriana das folhas da Terminalia fagifolia
entre as concentracdes de 100, 200 e 300 mg/mL e o controle positivo.
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Tabela 06- Analises estatisticas do controle positivo e as concentracdes (100, 200 e 300
mg/mL) do extrato das folhas testado contra o microrganismo Staphylococcus aureus.

CPF F 100 F200 F 300
Média 40.125 24.333  27.667 29.083
Mediana 39.500 24.500 28.500 29.000
Moda 37.500 24.000 30.000 27.500
DP 3821 2136 2847 1.782
CV 0095 0.088 0.103  0.061

Ao compararmos a atividade antimicrobiana entre os extratos da casca e das folhas,
observamos que o extrato da casca produziu em média halos de inibigdo do indculo bacteriano
maiores do que o extrato das folhas (p > 0,0001). Entre os controles positivos (CPs) (médias 1
a 6) e entre as concentragdes de 100 mg/mL da casca e 300 mg/mL das folhas (médias 2 a 9)
ndo apresentaram diferencas significativas. Porém, ao compararmos as demais concentragdes
do extrato da casca com o extrato das folhas, observa-se que apresentaram diferencas

significativas, o que pode ser verificado na Tabela 07.

Tabela 07 - Comparacido da atividade antibacteriana entre os extratos da casca e das
folhas da Terminalia fagifolia.

FONTES DE
VARIACAO GL SQ oM
Tratamentos 7 31.1e+02 444.898
Erro 88 583.896 6.635
F= 67.0515
(p) = <0.0001
Médias
Média (Coluna
1(CP_C) = 42.2917
Média (Coluna
2)(C_100) = 31.125
Média (Coluna
3)(C_200) = 33.0417
Média (Coluna
4)(C_300) = 33.875
Média (Coluna
6)(CP_F) = 40.125

Média (Coluna 24.3333



7)(F_100)=
Média (Coluna

8) (F_(200)= 27.6667
Média (Coluna

9)(F_g:00) _ 29.0833

Tukey: Diferenca Q (p)

Médias (1a2)=  11.1667 15.0172 <0.01
Médias (1a3)= 9.25 12.4396 <0.01
Médias (1 a4)= 8.4167 11.3189 <0.01
Médias (1 a 6) = 2.1667 2.9138 Ns
Médias (1a7)=  17.9583 24.1507 <0.01
Médias (1 a 8) = 14.625 19.668 <0.01
Médias (1a9)=  13.2083 17.7628 <0.01
Médias 2a3)= 1.9167 2.5776 Ns
Médias 2a4)= 2.75 3.6983 Ns
Médias (2 a 6) = 9 12.1034 <0.01
Médias 2a7) = 6.7917 9.1336 <0.01
Médias (2 a 8) = 3.4583 4.6508 <0.05
Médias 2a9) = 2.0417 2.7457 Ns
Médias 3 a4)= 0.8333 1.1207 Ns
Médias (3 a 6) = 7.0833 9.5258 <0.01
Médias 3a7)= 8.7083 11.7111 <0.01
Médias 3 a 8) = 5.375 7.2284 <0.01
Médias 3a9) = 3.9583 5.3232 <0.01
Médias (4 a 6) = 6.25 8.4051 <0.01
Médias 4 a7) = 9.5417 12.8318 <0.01
Médias (4 a 8) = 6.2083 8.3491 <0.01
Médias (4 a9)= 4.7917 6.4439 <0.01
Médias (6a7)=  15.7917 21.237 <0.01
Médias (6 a8)=  12.4583 16.7542 <0.01
Médias (6a9)=  11.0417 14.8491 <0.01
Médias (7 a 8) = 3.3333 4.4827 <0.05
Médias (7a9) = 4.75 6.3879 <0.01
Médias (8a9) = 1.4167 1.9052 Ns

60
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5.3 Concentracio Inibitéria Minima — CIM

A concentragdo inibitéria minima para obtengdo do gradiente de agdo foram realizadas
com diluicdes seriadas dos extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia na

concentragcdo de 300 mg/mL, respectivamente, e concentragdo do indculo bacteriano de 10
UFC/mL (Figuras 11 e 12).

Figura 12 - CIM seriada do extrato das folhas da Terminalia fagifolia.



5.4 Comparacio dos extratos
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De acordo com a tabela 08, que expde os valores dos testes da determinacdo da CIM,

verifica-se que tanto o extrato da casca como o das folhas apresentam CIM de 75 mg/mL, o

que também pode ser verificado pelas figuras 13 e 14.

Tabela 08 - Comparacio da atividade antibacteriana entre os extratos da casca e das
folhas da Terminalia fagifolia.

CIM/casca - T. fagifolia 300 mg/mL G. Ac¢ao

CIM/folhas - T. fagifolia 300 mg/mL G. Acio

Dil. seriada  Conc. Colonias. Dil. seriada  Conc. Colonias
do extrato mg/mL  Placas S. aureus doextrato mg/mL Placas §. aureus
1—1 300 1A 0 1—1 300 1A 0
1 -1 300 1B 0 1 -1 300 1B 0
1 -2 150 2A 0 1—-2 150 2A 0
1 -2 150 2B 0 1—2 150 2B 0
1—-4 75 3A 0 1—-4 75 3A 5
1—4 75 3B 0 1—4 75 3B 10
1—-8 37,5 4A >300 1—-8 37,5 4A >300
1—-8 37,5 4B >300 1—-8 37,5 4B >300
1 - 16 18,75 5A >300 1—16 18,75 5A >300
1 —>16 18.75 5B >300 1—>16 18.75 5B >300
1 —32 9,375 6A >300 1 —32 9,375 6A >300
1 —32 9,375 6B >300 1 —32 9,375 6B >300
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CIM - Extrato da casca T.f. (300 mg/mL)
Gradiente de Acao

——
Diluicédol:4

Diluicio 1:8

Figura 13 - Fotografia do teste de Concentragao Inibitoria Minima do extrato da casca

da Terminalia fagifolia - na concentracio de 300 mg/mL contra Staphylococcus aureus.

Diluicdio 1:1 Diluicao 1:2 Dilui¢do 1:4

Diluicio 1:8 Diluicdo 1:16 Diluicdo 1:32

Figura 14 - Fotografia do teste de Concentracio Inibitéria Minima do extrato das folhas
da Terminalia fagifolia - na concentracio de 300 mg/mL contra Staphylococcus aureus.
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5.5 Concentracao Inibitéria Minima - Gradiente de Concentracao

A concentracdo inibitoéria minima para obtengdo do gradiente de concentracdo foi

realizado com dilui¢do nas concentragdes de 100, 200 e 300 mg/mL dos extratos da casca e

das folhas da Terminalia fagifolia com as respectivas concentragdes do indculo bacteriano de

10* 10°, 10° UFC/mL (Figuras 15 ¢ 16).

Figura 15 - CIM - gradiente de concentracio do extrato da casca da Terminalia

fagifolia.

Figura 16 - CIM - gradiente de concentracio do extrato das folhas da Terminalia
fagifolia.
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Como observados nos quadros 1 a 6 em todas as concentragdes dos extratos da casca e
das folhas da Terminalia fagifolia (100, 200 e 300 mg/mL) os indculos bacterianos foram
inibidos nas concentragdes de 10, 10, 10° UFC/mL o que também pode ser verificado nas

figuras 17 e 18.

Quadro 01 - Moda dos resultados das CIMs — Gradiente de Concentragio do extrato da
casca da Terminalia fagifolia testados na concentracio de 100 mg/mL.

CIM/Casca - T. fagifolia — 100 mg/mL G. Concent.
Colonias. S.
Diluigdes bact. | Conc. UFC /mL | Placas aureus
Tubo 4 0,0001 — 10* | 1A 0
Tubo 4 0,0001 — 10* | 1B 0
Tubo 5 0,00001— 10> | 2A 0
Tubo 5 0,00001— 10> | 2B 0
Tubo 6 0,000001— 10° | 3A 0
Tubo 6 0,000001— 10° | 3B 0

Quadro 02 - Moda dos resultados das CIMs — Gradiente de Concentracio do extrato da
casca da Terminalia fagifolia testados na concentracio de 200 mg/mL.

CIM/Casca - T. fagifolia — 200 mg/mL - G. Concent.
Coloénias. S.
Diluigdes bact. | Conc. UFC/mL | Placas aureus.
Tubo 4 0,0001 — 10* [ 1A 0
Tubo 4 0,0001 — 10* | 1B
Tubo 5 0,00001— 10° | 2A 0
Tubo 5 0,00001— 10° | 2B 0
Tubo 6 0,000001— 10° | 3A 0
Tubo 6 0,000001— 10° | 3B 0
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Quadro 03 - Moda dos resultados das CIMs — Gradiente de Concentracao do extrato da
casca da Terminalia fagifolia testados na concentracio de 300 mg/mL.

CIM/Casca — T. fagifolia — 300 mg/mL - G. Concent.
Colonias. S.
Diluigdes bact. | Conc. UFC/mL | Placas aureus
Tubo 4 0,0001 — 10* | 1A 0
Tubo 4 0,0001 — 10* | 1B 0
Tubo 5 0,00001— 10> | 2A 0
Tubo 5 0,00001— 10> | 2B 0
Tubo 6 0,000001— 10° | 3A 0
Tubo 6 0,000001— 10° | 3B 0

Quadro 04 - Moda dos resultados das CIMs — Gradiente de Concentracao do extrato das
folhas da Terminalia fagifolia testados na concentracao de 100 mg/mL.

CIM/Folhas - T. fagifolia — 100 mg/mL - G. Concent.

Diluigoes Colonias. S.
bact. Conc. UFC/mL |Placas aureus
Tubo 4 0,0001 — 107 | 1A 0

Tubo 4 0,0001 > 10® | 1B

Tubo 5 0,00001— 10° | 2A

Tubo 5 0,00001— 10° | 2B

Tubo 6 0,000001— 10° | 3A

S| o o O

Tubo 6 0,000001— 10° | 3B
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Quadro 05 - Moda dos resultados das CIMs — Gradiente de Concentracao do extrato das
folhas da Terminalia fagifolia testados na concentracao de 200 mg/mL.

CIM/Folhas - T. fagifolia — 200 mg/mL - G. Concent.

Diluicoes Colodnias. S.
bact. Conc. UFC/mL | Placas aureus
Tubo 4 0,0001—10" 1A 0

Tubo 4 0,0001—10" 1B

Tubo 5 0,00001—10> | 2A

Tubo 5 0,00001—10> | 2B

Tubo 6 0,000001—10° | 3A

S| O o O

Tubo 6 0,000001—10° | 3B

Quadro 06 - Moda dos resultados das CIMs — Gradiente de Concentracao do extrato das
folhas da Terminalia fagifolia testados na concentracao de 300 mg/mL.

CIM/Folhas - T. fagifolia — 300 mg/mL - G. Concent.

Diluigoes Colonias. S.
bact. Conc. UFC/mL | Placas aureus
Tubo 4 0,0001—10" | 1A 0

Tubo 4 0,0001—10"* | 1B

Tubo 5 0,00001—10° | 2A

Tubo 5 0,00001—10> | 2B

Tubo 6 0,000001—10°| 3A

oS o o O

Tubo 6 0,000001—10°| 3B
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CIM - Extato das cascas (100 mgfiml)
Gradierte de Concenbagio

z

Diluigdoe 10

CIN - Edrato das cascas (200 mgmL)
Gradierge & Corcertragio

Figura 17 - CIM - Gradiente de concentracio do extrato da casca da Terminalia

fagifolia nas concentracdes de 100, 200 e 300 mg/mL.
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CIM - Extrato das folhas (100 mgfral)
(Gradiente de Concentragéo

|
\ .
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CIM - Extrato das folhas (200 ragfral)
Gradiente de Concentragdo

S
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CIM - Extrato das folhas (300 ragfral)
Gradiente de Concentragdo

.\\(v 8 ‘.\ — 4
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Figura 18 - CIM - Gradiente de concentracio do extrato das folhas da Terminalia

fagifolia nas concentracdes de 100, 200 e 300 mg/mL.
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5.6 Ensaios Biologicos

Ao realizar avaliagdo da citotoxicidade do DMSO (expresso em porcentagem) sobre as
culturas celulares determinou-se, desta forma, a concentracdo maxima de DMSO que poderia

ser utilizada nas concentragdes dos extratos sem causar morte celular (Figura 19).
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Figura 19 - Ensaio de citotoxicidade do DMSO sobre as culturas celulares NIH 3T3,
L929, PC3 e B16F10.

Ap6s 24 horas de exposicdo das linhagens normais de fibroblastos NIH 3T3 e L929 e
das linhagens de células tumorais PC3 e B16F10 aos extratos da casca ¢ das folhas da
Terminalia fagifolia, foi realizada avaliagdo da viabilidade celular (sobrevivéncia das células)
em cada diluicdo dos extratos (tratamentos), sendo que os valores de absorbancia obtidos
foram convertidos em % de viabilidade celular em relacdo as células expostas aos diferentes
tratamentos, tendo como grupo controle negativo o DMSO em meio DMEM, considerado

como 100%.

Observa-se que as células do grupo controle permaneceram vivas. Verifica-se também
que ndo apresentaram diferencas significativas do grupo controle para ambos os extratos em

todos 0s ensaios.
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Na andlise da figura 20, observando as concentragdes do extrato da casca, a
viabilidade celular das células normais NIH 3T3 foi superior a 70% para as concentragdes de
0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL, respectivamente, quando comparadas ao

grupo controle (p < 0,001).
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Figura 20 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células normais NIH 3T3
apoés tratamento com extrato da casca com concentracdes decrescentes em 24 horas de
exposicao. *** = p < 0,001 em comparacgiao com o grupo tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na andlise da figura 21, observando as concentragdes das folhas, a viabilidade celular
das células normais NIH 3T3 foi superior a 90% nas concentracdes de 0,25 mg/mL, 0,125
mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,03125 mg/mL e 0,015625 mg/mL, respectivamente, quando

comparadas ao grupo controle (p < 0,001).
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Figura 21 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células normais NIH 3T3
apoés tratamento com extrato das folhas com concentracdes decrescentes em 24 horas de
exposicao. *** = p < 0,001 em comparacio com o grupo tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na andlise da figura 22, observando as concentracdes do extrato da casca houve
viabilidade celular das células normais L929 superior a 50% somente para a concentragdo de

0,125 mg/mL quando comparada ao grupo controle (p < 0,001).
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Figura 22 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células normais 1L.929 apos
tratamento com extrato da casca com concentracdoes decrescentes em 24 horas de

exposicao. *** = p < 0,001 em comparacio com o grupo tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na analise da figura 23, observando as concentracdes do extrato das folhas, houve
viabilidade celular das células normais L929 superior a 50% para as concentragdes 0,03125
mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,5 mg/mL, respectivamente, quando

comparadas ao grupo controle (p < 0,001).
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Figura 23 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células normais 1.929 apos
tratamento com extrato das folhas com concentra¢oes decrescentes em 24 horas de
exposicao. *** =p < 0,001 em comparacio com grupo o tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na analise da figura 24, observando as concentragdes do extrato da casca, houve
reducdo da viabilidade celular para as células tumorais PC3 somente na concentragdo de 2

mg/mL, quando comparada ao grupo controle (p < 0,001). As demais concentracdes

apresentaram viabilidade celular acima de 60%.
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Figura 24 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células tumorais PC3 apos
tratamento com extrato da casca com concentracdoes decrescentes em 24 horas de

exposicao. *** = p < 0,001 em comparacio com o grupo tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na analise da figura 25, observando as concentracdes do extrato das folhas, houve
reducdo da viabilidade celular para as células tumorais PC3 na concentragdo de 0,25 mg/mL e
2 mg/mL quando comparadas ao grupo controle (p < 0,001). As demais concentracdes

apresentaram viabilidade celular acima de 70%.
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Figura 25 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células tumorais PC3 apos
tratamento com extrato das folhas com concentra¢oes decrescentes em 24 horas de
exposicao. *** = p < 0,001 em comparaciao com grupo o tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na analise da figura 26, observando as concentragdes do extrato da casca, houve
reducdo da viabilidade celular para as células tumorais B16F10 em todas as concentracdes

quando comparadas ao grupo controle (p < 0,001).
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Figura 26 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células tumorais B16F10
apés tratamento com extrato da casca com concentracdes decrescentes em 24 horas de
exposicao. *** = p < 0,001 em comparacio com o grupo tratado com DMEM + DMSO
1%.
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Na analise da figura 27, observando as concentracdes do extrato das folhas, houve
reducdo da viabilidade celular para as células tumorais B16F10 nas concentragdes de 0,25

mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL e 2 mg/mL quando comparadas ao grupo controle (p < 0,001).
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Figura 27 - Analise da viabilidade celular (pelo teste MTS) de células tumorais B16F10
apoés tratamento com extrato das folhas com concentracdes decrescentes em 24 horas de
exposicdo. *** =p < 0,001 em comparacio com o grupo tratado com DMEM + DMSO
1%.
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6 DISCUSSAO

Em relacdo a coleta de material, os resultados apresentados na tabela 04 possibilitam
verificar que os extratos apresentaram uma grande variagdo no que se refere a rendimento.
Para todos os ensaios realizados utilizou-se aproximadamente 4 gramas de cada extrato. Nesse
sentido, sugere-se que em futuros trabalhos com esta planta, sejam observados tais resultados
no intuito de coletar apenas a quantidade necessaria para o desenvolvimento dos ensaios,

evitando a retirada de material vegetal em excesso.

Nas analises realizadas, os extratos da casca e das folhas da Terminalia
fagifolia apresentaram atividade inibitéria contra o microrganismo Staphylococcus aureus
como se pode observar no teste de difusdo em agar pelo método dos pogos (figuras 7A, 8A,
7B e 8B). Black (2002) esclarece que a atividade antimicrobiana nesta técnica ocorre pela

difusdo do agente quimioterapico em todas as dire¢des do agar durante a incubagao.

Os extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia apresentaram halos de
inibicdo maiores que 10 mm. Este fato ¢ importante, pois a maioria dos antibidticos de uso
clinico ¢ ativa contra microrganismos sensiveis a partir de halos superiores a este valor
(GONCALVES et al., 2006). De acordo com a tabela 02 que apresenta critérios para a
atividade antimicrobiana dos extratos segundo Parekh e Chanda (2007) e Santos et al. (2007)
tanto o extrato da casca quanto o extrato das folhas apresentaram atividade antimicrobiana,
sendo considerados muito ativos. Esta observacdo tem sido adotada por diversos
pesquisadores para que se possa indicar qual espécie vegetal deve passar para a etapa de
determinar o valor da concentragdo inibitoria minima (ESSAWI e SROUR, 2000;
BRANTNER et al., 1994; ALVES et al., 2000).

Na analise da figura 09, observa-se que apresentaram halos de inibicdo com diferenca
significativa entre a menor concentragdo (100 mg/mL) e a maior concentragdo (300 mg/mL)
testadas da casca. Na figura 10, observa-se que apresentaram halos de inibigdo com diferenga
significativa entre a menor concentracdo (100 mg/mL) e a concentracdo intermediaria (200
mg/mL) e a menor concentracdo (100 mg/mL) e a maior concentragdo (300mg/mL) testadas

das folhas.
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De acordo com a tabela 07, pode-se observar que a média dos halos nas concentracdes
de 100, 200 e 300 mg/mL do extrato da casca ¢ de 31,125, 33,0417 e 33,875 mm,
respectivamente, ¢ a média dos halos nas concentracdes de 100, 200 e 300 mg/mL do extrato
das folhas ¢ de 24,3333, 27,6667 e 29,0833 mm, respectivamente. Ficando evidente que em
todas as concentragdes testadas o extrato da casca da Terminalia fagifolia demonstrou maior

inibicdo contra o microrganismo Staphylococcus aureus do que o extrato das folhas.

Em relacdo aos ensaios das CIMs, gradiente de agdo (tabela 08) e gradiente de
concentragdo (Quadros 1 a 6), considerando os critérios sugeridos por Hawser e Islam (1999)
e Homer et al., (2008) os resultados revelaram que os extratos da casca e das folhas da
Terminalia fagifolia inibem o crescimento do microrganismo Staphylococcus aureus,
demonstrando inibicdo de 100% e mais de 90%, respectivamente, do inoculo bacteriano na
concentragdo de 75 mg/mL. Portanto, esses extratos apresentam potencial para serem usados
na producdo de fitoterapicos contra infecgdes causadas por Staphylococcus aureus,
ressaltando que ainda ndo havia sido testado o extrato das folhas desta planta contra esse

microrganismo.

Aragjo et al. (2015) também observaram em seus experimentos, que o extrato
etanolico e fracdes da casca da Terminalia fagifolia apresentaram atividade antibacteriana

para o microrganismo Staphylococcus aureus.

No estudo conduzido por Santos e Alves (2012) Staphylococcus aureus foi testado
frente a onze diferentes extratos vegetais e também obtiveram a inibi¢ao do crescimento. Em
vista disso, os extratos vegetais e suas fragdes, em diferentes concentragdes, podem ser
capazes de afetar o crescimento desse microrganismo, posto que varios estudos revelam

algum grau de sensibilidade.

Na literatura podemos encontrar varios estudos realizados com o género Terminalia
que revelam atividades antibacterianas. Fyhrquist et al. (2002) citam a Terminalia kaiserana
F. Hoffm. e a Terminalia sericea Burch. ex DC., utilizadas em paises africanos para tratarem
varias enfermidades como gonorreia, sifilis, diarreia, hipertensdo, cancer e demostraram
atividade antibacteriana em ensaios realizados. As espécies Terminalia macroptera Guill et
Perr (CONRAD et al., 1998; SILVA et al., 1997) e Terminalia mantaly H. Perrier (KOKORA

et al., 2013) também apresentam atividade antibacteriana.
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A avaliagdo do potencial antimicrobiano da Terminalia fagifolia contra
Staphylococcus aureus teve grande relevancia devido a importincia desse microrganismo
para a Satde Publica, justificando as razdes de investigacdes em compostos de plantas, pois
podem ser usados para tratar infeccdes cronicas, além de representar uma saida para os
grandes problemas relacionados com o aumento da resisténcia microbiana aos medicamentos,
presenca de efeitos colaterais nos medicamentos sintéticos, seguranca e eficacia com menor
efeito adverso e menor custo da terapia (ALBERNAZ et al.,, 2010; ABDOLLAHZADEH
et al,, 2011; SASIDHARAN et al., 2011; SILVA et al., 2010), além da possibilidade de
obtenc¢do de um novo fitoterdpico ou mesmo um medicamento sintético produzido a partir de

seus compostos.

Estudos realizados com o intuito de conhecer as substancias quimicas presentes no
extrato etandlico da casca da Terminalia fagifolia apresentaram varios constituintes quimicos
como flavanonas 1, 2, 4 - 8; chalconas 9 e 10; diaril propanos 11 e 12, flavana 13; acido
galico 14; triterpenos 15 — 23 e o esterdide sitosterol (Anexo 1) (GARCEZ et al., 2006;
NUNES, 2014), constituintes estes que podem conferir ao extrato uma maior atividade de
inibicdo do Staphylococcus aureus em relacdo ao extrato etanolico das folhas que, de acordo
com Ayres et al. (2009), apresenta a estrutura de um flavonoide (1), dois tocoferdis (3 e 4),

trés triterpenos em mistura (5-7) e dois esteroides ( 2 ¢ 8) (Anexo2).

Considerando que substdncias naturais como os extratos de plantas podem ser
responsaveis pelo efeito de protecdo contra os riscos de muitos processos patoldgicos
causados pela acdo dos radicais livres no organismo, em relacdo a atividade antioxidante
Nunes et al. (2014) avaliaram o extrato etandlico da casca da Terminalia fagifolia e fragoes,
obtendo uma CEs, a partir da atividade sequestradora do radical DPPH, mais elevada do que

os controles utilizados, butil-hidroxi-tolueno (BHT) e catequina.

Sousa et al. (2007), avaliaram o extrato etanolico das folhas da Terminalia fagifolia e
mostraram que ha atividade sequestradora do radical DPPH e que na concentracdo de 100
ug/mL, esta atividade apresentou-se superior a 60% em relagdo aos controles, acido galico ¢
rutina, utilizados no ensaio. Relatam ainda, que o extrato avaliado desta espécie apresentou
alto teor de compostos fendlicos, quando comparados a dados de outras espécies descritos na

literatura (VELIOGLU et al., 1998; KAHKONEN et al., 1999).
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Os compostos fenolicos sdo classificados como antioxidantes de origem natural e t€m
chamado muito a atencdo por sua funcdo quimica e apresentarem propriedades redutoras.
Apresentam-se de varias formas, como: flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianinas, isoflavonas e chalconas (SILVA, 2010), constituintes estes presentes nos
extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia (GARCEZ et al., 2006; AYRES et al.,
2009; NUNES, 2014).

Ayres et al. (2008) também realizaram analises antioxidantes no extrato EtOH das
folhas e fragdes da Terminalia fagifolia os quais exibiram atividade antioxidante superior ao

controle BHT em todas as concentrag¢des testadas.

Estas analises sugerem que existem constituintes quimicos que contribuem
particularmente e mais efetivamente para a acdo sequestradora de radicais livres, nos extratos
da casca e das folhas, sendo de grande importancia a continuidade dos estudos para avaliacdo

da a¢do antioxidante de substancias isoladas desta espécie.

Para verificar o efeito citotoxico dos extratos etantlicos da casca e das folhas da
Terminalia fagifolia procurou-se avaliar os seus efeitos sobre a viabilidade celular em
linhagens normais de fibroblasto NIH 3T3 e L929 e linhagens tumorais PC3 e B16F10 a

partir do método colorimétrico com MTS.

Primeiramente foi realizada avaliagcdo da citotoxicidade do veiculo utilizado para a
diluicdo dos extratos, o DMSO, determinando desta forma a concentragdo maxima de DMSO
que poderia ser utilizada nas concentragdes dos extratos sem causar morte celular, o qual

ficou estabelecido em 1%, de acordo com a figura 19.

Ao analisarmos as figuras 20, 21, 22 e 23 fica evidente que o extrato das folhas
mantém uma melhor viabilidade celular do que o extrato da casca para as linhagens normais
NIH 3T3 e 1929, sendo de 70% e 50%, respectivamente, ¢ em concentragdes menores que 0,5

mg/mL.

Em relagdo as linhagens tumorais PC3 e B16F10, analisando as figuras 24, 25, 26 ¢
27, observa-se que tanto o extrato das cascas quanto o extrato das folhas promoveram uma
reducdo da viabilidade celular, ficando em torno de 60% a 70% para as duas linhagens
tumorais, ressaltando que a linhagem celular tumoral B16F10 apresentou reducdo da

viabilidade celular em concentragdes menores que 0,25 mg/mL.
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Em relagdo ao extrato da casca os dados adquiridos estdo de acordo com os resultados
encontrados por Garcez et al. (2006), onde em seus ensaios com o extrato da casca da
Terminalia fagifolia obtiveram atividade citotoxica sobre células de carcinoma de laringe

(HEP2) e células mucoepidermoide (H292) de cancer de pulmao.

Aragjo et al. (2015) ao realizarem testes do extrato da casca em linhagem MCF — 7

(cancer de mama), também obtiveram atividade antitumoral em potencial.

Ressalta-se que ndo foram encontrados na literatura trabalhos sobre atividade

antineoplasica em linhagens celulares tumorais com o extrato das folhas da Terminalia

fagifolia.

Existem varios trabalhos citando outras espécies do género Terminalia que foram
investigadas quanto as atividades antineoplasicas e citotoxicas. A espécie Terminalia arjuna
Wight & Arn. apresenta atividades anticancer e citotoxica (KANDIL; NASSAR,1997;
DWIVEDI, 2007; SAXENA et al.,, 2007; CHENG; LIN; LIN, 2002; EL-AMEEN et al.,
2013; MANDLOI, 2013) a espécie Terminalia sericea apresenta atividade -citotdxica
(MOSHI; MBWAMBO, 2005; ELDEEN et al., 2006; MOCHIZUKI; HASEGAWA,2007) e
Terminalia catappa L. que demonstra atividade anticincer (CHYAU; KO; MAU, 2006;
KINOSHITA et al.,2007; NAGAPPA et al., 2003, CHU et al., 1993; MANDLOI, 2013).

A ISO 10993-5 estabelece a classificacdo dos compostos em quatro categorias quanto
a sua toxicidade, a saber: ndo citotoxico, levemente citotéxico, moderadamente citotoxico e
severamente citotoxico (Tabela 03). A partir dessa informagao pode-se inferir que o extrato da
casca e das folhas da Terminalia fagifolia demonstraram citotoxicidade severa,

respectivamente, para as linhagens tumorais PC3 e B16F10.

Conforme o Guidance Document on Using Cytotoxicity Tests to Estimate Starting
Doses for Acute Oral Systemic Toxicity Tests (OECD/GD 129, 2010), para que o ensaio seja
considerado aceitavel pelo menos uma das concentracdes avaliadas devem apresentar
citotoxicidade > 0 % e < 50% de viabilidade celular, e citotoxicidade > 50% e < 100%. Entdo,
de acordo com esses parametros, foi verificado que o ensaio de viabilidade celular
quantitativo pelo método colorimétrico com MTS apresentou valores que estdo em

conformidade com os critérios de aceitabilidade.

A procura por novas moléculas que apresentem atividades de inibigdo de células

tumorais e que causem o minimo de danos as células normais tém sido de grande relevancia
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(KLEIN, 2012) na busca por medicamentos mais efetivos para tratar tumores, reduzir a
resisténcia do paciente as drogas, diminuir a toxicidade, aumentar a especificidade e

biodisponibilidade de farmacos (CHABNER e ROBERTS, 2005).

Dessa forma, a crescente incidéncia e resisténcia as terapias convencionais
(ILKOVITCH e LOPES, 2008; NAKAYAMA, 2010), tem levado a busca por novas
estratégias terapéuticas para o melanoma, considerado o tipo de cancer de pele mais letal
(VERONEZ, 2012) e para o cancer de prostata considerado o segundo tipo de cancer mais

comum entre os homens, ficando atras apenas do cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2015).

O melanoma quando comparado aos outros canceres, apresenta uma das piores taxas
de resposta a quimioterapia. Poucos agentes demonstram atividade antitumoral significativa
contra 0 melanoma metastatico (ATKINS, 1997; GOGAS et al., 2007). Com uma taxa de
resposta a cada agente ou a combinacao de agentes de 15 a 25% (JILAVEANU et al., 2009).

A avaliagdo da citotoxicidade em células tumorais como a B16F10 ¢ PC3 ¢ de suma
importdncia para pesquisadores e pacientes acometidos por essas doencas. Portanto,
resultados relevantes, como os obtidos nesse trabalho com os extratos da casca e das folhas da
Terminalia fagifolia podem ser considerados para futuros estudos de novas drogas

antibacterianas e antitumorais.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no desenvolvimento do trabalho permitiram concluir que:

v Os extratos da casca e das folhas da Terminalia fagifolia Mart. et Zucc demonstraram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, portanto sdo considerados

muito ativos pois apresentaram halos de inibi¢ao acima de 20 milimetros;

v' O extrato da casca demonstrou maior inibigdo do microrganismo Staphylococcus
aureus do que o extrato das folhas, apresentando média de halos acima de 30
milimetros e acima de 24 milimetros, respectivamente. Sabendo que o extrato da casca
contém mais constituintes quimicos do que o extrato das folhas os resultados do
antibiograma sugerem que existe algum ou alguns destes constituintes que contribuem

de forma mais efetiva para essa acao;

v' Tanto o extrato da casca quanto o extrato das folhas apresentam atividades

antioxidantes significativas;

v' Os extratos da casca ¢ das folhas demonstraram viabilidade celular nas linhagens

celulares normais NIH 3T3 e L929, apresentando viabilidade celular > 50%;

v Os extratos da casca e das folhas demonstraram atividade citotoxica para as linhagens
tumorais PC3 e B16F10, apresentando reducdo da viabilidade celular em torno de

60% e 70%, respectivamente.
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ANEXO 1

OR,
%O\qu,‘

R3 O
1 R=H:R,=R,=Me:;R;= OH 9 R=Me:;:R1=H 11 R=R,=H:R,=Me
2 R=R,=H:R, =Me:R;=OH 10 R=H ;R,=Me 12 R=OH: R, =R; =Me
3 R=R,=H;R,=Me:R;=OH oH OOH
4 R=R,=R,=H;R;=OH CE

=R; = ‘R,=R, = HO. O
CRIminimim e g T e

= =H:;R, = = Me
7 R=R,=R3;=H:R,; =Me e OH on
8 R=R,=R;=H:R,=Me - 13

21 R=R,=H
22 R=H;R, =p-D-Glc
23 R=B-DGlc;:R,=H

Constituintes quimicos da casca da Terminalia fagifolia. Fonte: Garcez et al. (2005).
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ANEXO 2

5: R4=CHgj; R>=H
6: R1=H; R2=CH3

Constituintes quimicos das folhas da Terminalia fagifolia. Fonte: Ayres, et al. (2009).
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