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“Por vezes, sentimos que aquilo que fazemos naergie
uma gota de agua no mar.
“Mas o mar seria menor se |lhe faltasse uma gota”

Madre Tereza de Calcuta



RESUMO

A gravioleira @Annona muricata ) é uma &rvore da famili&nnonaceaelargamente
distribuida em todas as regides tropicais do mupdmjuz fruto conhecido como graviola e
suas folhas sdo usadas na medicina tradicional cfitmterapicos. Alguns compostos
presentes naA. muricata ja foram relacionados com as atividades antioxejaanti-
inflamatdéria e antimicrobiana dessa planta. Esabatho teve por objetivos avaliar as
atividades antioxidante, anti-inflamatéria e antibaana dos extratos hexénico (EH) e
etandlico (EE) das folhas de gravioleira. Paraotaioram utilizadas folhas de gravioleira para
o0 preparo dos extratos utilizados em analises daposicao fitoquimica, da capacidade
antioxidante total, ensaios de edema de orelhavo e da atividade antibacteriaimavitro.
Para a analise da atividade antioxidante dos estraxanico e etandlico foram determinados
os polifendis totais, flavonoides amarelos e aattioas totais e a capacidade antioxidante
total pelos métodos ABT&- e DPPH. Para avaliacdo da atividade anti-infléneatdos
extratos, foi utilizado o modelo de edema de oraliduzido por xileno ou TPA em
camundongos (Swiss fémeas, 25-35g) submetidosaanieatos por via intragastrica (i.g.) por
7 dias consecutivos ou por via topica (dose urdoa) diferentes concentracées dos extratos
(EH ou EE): 10, 100 e 1000 mg/kg. A atividade ardiobiana dos extratos foi avaliada
contra cepas d8thaphylococcus aureU®ATCC 14458),Listeria monocytogenefATCC
33090), Escherichia coli(ATCC 11775) eSalmonella choleraesuiATCC 14028). Os
extratos apresentaram grande variedade de compifitstggimicos, principalmente o EE,
além de elevada atividade antioxidante. O préfratdo por via i.g. com o0s extratos foi
capaz de inibir o edema induzido por xileno, com pencentual maximo de inibicdo de
61,72% para o EE10 e de 57,08% para o EH100, ndsuneefeito no edema induzido por
TPA. O tratamento topico por EH inibiu de forma elaependente o edema induzido por
xileno, com maximo de inibicdo de 78,89% para EHlOfnquanto para EE1000 foi de
67,95%, sem diferenca significativa com EE10 e EEJ@ para o edema induzido por TPA,
EH (10, 100 e 1000 mg/kg) inibiram o edema em 34,388,68% e 65,96%, enquanto para
EE (10, 100 e 1000 mg/kg) a inibicédo foi de 75%8656 51%, respectivamente. Ademais, 0s
extratos ndo apresentaram atividade antibacterigerde as cepas testadas. Os extratos
hexanico e etandlico das folhas de gravioleirasgimam elevada capacidade antioxidante e
atividade anti-inflamatoria diferenciada em relagés edemas induzidos por xileno e TPA.
Palavras-chave: Annona muricata LAtividade antioxidante. Atividade anti-inflamatdria
Edema de orelha. Xileno. TPA.



ABSTRACT

Soursop Annona muricatal.) is a tree of Annonaceae family widely disttiéd in all
tropical regions of the world, produces fruit knowa graviola and its leavere used in
traditional medicine as phytotherapy. Some compsumesent inA. muricatahave been
related to antioxidant activity, anti-inflammatoaynd antimicrobial activities of this plant.
This study aimed to evaluate the antioxidant, erfilmmatory and antibacterial activities of
hexane (HE) and ethanol (EE) soursop leaves egtract this end, we used soursop leaves
for preparation of extracts for further analyzespbiytochemical composition, antioxidant
capacity, ear edema assays in vivo and in vitrébaaterial activity. For analysis of the
antioxidant activity of hexane and ethanol extrastsre determined total polyphenols,
yellows flavonoids and anthocyanins and total amdiant capacity by ABTS and DPPH
methods. To evaluate the anti-inflammatory actiatyhe extracts was performed ear edema
model induced by xylene or TPA in mice (Swiss fegsal5-35g)-treated intragastrically (ig)
for 7 consecutive days or topically (single dodeditferent concentrations of the extracts (EE
or HE):10, 100 and 1000 mg/kg. The antimicrobidivéy of the extracts was evaluated
against strains oftaphylococcus aureUATCC 14458),Listeria monocytogenefATCC
33090), Escherichia coli(ATCC 11775) andSalmonella choleraesuiATCC 14028). The
extracts showed wide variety of phytochemical coomus, especially EE, and high
antioxidant activity. Pretreatment via i.g. withetlextracts was able to inhibit the edema
induced by xylene, with a maximum percentage ofbiion of 61.72% for EE 10 and
57.08% for HE 100, but no effect on TPA-inducedredeThe topical application with HE
inhibited in a dose-dependent form the xylene-ieduedema with maximum inhibition of
78.89% for HE1000, while for EE1000 was 67.95%hwib significant difference EE10 and
EE100. As for the TPA-induced edema, HE (10, 108 HDOO mg / kg) inhibited edema at
84.39%, 68.68% and 65.96%, while for EE (10, 100 4600 mg / kg ) the inhibition was
75%, 56% and 51%, respectivelMoreover, the extracts showed no antibacterialvagti
against all tested strains. The hexane and ethextohcts of soursop leaves exhibit high
differentiated antioxidant and anti-inflammatorytieity compared to edema induced by
xylene and TPA.

Keywords: Annona muricata LAntioxidant activity. Anti-inflammatory activity. & edema.
Xylene. TPA.
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1.INTRODUCAO

Segundo a OMS, plantas medicinais sao aquelas raigjas ou cultivadas, séao
utilizadas para fins medicinais ou fitoterapia. sNiitimos anos, os fitoterapicos tém recebido
grande atencdo, uma vez que a diversidade quirag@ldntas faz com que elas sejam uma
das principais fontes para o isolamento de compastganicos bioativos (BASSO, 2005).

Os produtos de origem natural, especialmente adgslasdo considerados uma fonte
alternativa de medicacdo. A grande diversidade taeg territorio brasileiro possibilita
encontrar diversas plantas medicinais e torna compndtica de fitoterapia. O conhecimento
popular sobre o0 uso e a eficiéncia de fitoterapied®em antigo e passa de uma geracao a
outra e tém despertado o interesse de muitos @estpues (BASTOS, 2007).

A fitoterapia, tratamento que utiliza as plantasapa tratamento de doencgas, ja era
conhecida e praticada pelas civilizagcbes egipcigsegas, ainda sendo bastante utilizada
principalmente no Oriente, no qual se observa gumeras doencas sédo eliminadas por uso
de plantas medicinais, sendo bastante comum eraspadsno China, Paquistdo e Tailandia
(HERBARIUM, 2002). Estima-se que atualmente 25 &63@as drogas prescritas
mundialmente sdo oriundas de plantas medicinaisTESA 2001; CALIXTO, 2005). No
Brasil, 20% da populacéo é responsavel por 63%odsuwmo de medicamentos alopaticos, 0s
80% restantes encontram nos produtos de origemrahataspecialmente as plantas
medicinais, a Unica fonte de recursos terapéufle0sLIO et al, 2006). No entanto, muitas
plantas da flora nativa com propriedades terapgsigéo utilizadas sem a certificacdo precisa
e necessaria de suas propriedades farmacolégipassiveis riscos e/ou efeitos adversos
(VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A busca de novos agentes farmacologicamente abivbdos pela pesquisa de fontes
naturais tais como extratos de plantas, levou éotbesta de drogas muito Uteis clinicamente,
que desempenham papel importante no tratamentocoelecas humanas (DOS SANTOS;
SANT’ANA, 2001). Com o avanco da ciéncia, intertdfam-se 0s estudos sobre as plantas
medicinais utilizadas popularmente, relacionando camposi¢cdo quimica com seus efeitos,
sendo indispensavel sua validacdo cientifica pamtegdo de sua utilizacdo (McGAW,
ELOFF, 2008).

O Brasil apresenta uma grande biodiversidade e tenpal farmacoldgico dos
fitoterpicos dessa enorme biodiversidade ainddilzado de forma incipiente, o que
justifica intensificar as pesquisas nessa areaséNesntexto, a gravioleira encontra-se,

portanto, na atual tendéncia de busca por medidasematurais, contribuindo para o
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esclarecimento de atributos funcionais, orientago populagcdo e crescimento sOcio
econdmico do pais. Essa planta, além de ser d@lizen alimentacdo humana vem sendo
utilizada como fitoterapico devido as propriedadegicinais apresentadas por suas folhas,
frutos, sementes e raizes (MENDONE#®al, 2002).

Dados na literatura sugerem um potencial efeito@diante e anti-inflamatério das
folhas da gravioleira, porém estudos mais aprofdoslasdo necessarios para que se possa
consolidar essa planta como uma alternativa nata@é medicamentos quimicos
convencionais. Vale ainda salientar, que nao hxalinas avaliando o efeito anti-inflamatorio
dos extratos etandlico e hexanico das folhas daiaje@ra frente a diferentes agentes
flogistico, sendo interessante investigar se essiatos apresentam atividades antioxidante,

anti-inflamatéria e antibacteriana.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Plantas Medicinais

Plantas medicinais sdo aquelas que contém um osl pni@icipios ativos que lhes
conferem atividade terapéutica, possuem tradicasdeela populacdo ou comunidade e séo
capazes de prevenir, aliviar ou curar enfermiddd@fRENZI; MATOS, 2002; CARVALHO
et al.,2007).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define plamaicinal como sendo “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais orgadistancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursoresadmatos semissintéticos” (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Desde os tempos antigos as plantas medicinaisrpassaser utilizadas pelo homem
como principais fontes de drogas, para estabelaceura ou o alivio de doengas. O
conhecimento adquirido pelas comunidades sobre aitiizacédo é repassado, nas diferentes
culturas, através das geracdes, perpetuando-o (FPBION, 2001; McGAW; ELOFF, 2008;
MUKANDIWA et al, 2012;). Os registros historicos sobre a utilivagias plantas
medicinais para tratamento de doencas vao des@® 4.0C. O primeiro registro médico
depositado no Museu da Pensilvania é datado d@ 2.10. e inclui uma cole¢&o de formulas
de trinta diferentes drogas de origem vegetal, ahiou mineral. O manuscrito Egipcio
“Ebers Papirus” (1.500 a. C.) contém 811 presca@&00 drogas e o primeiro texto Chinés
sobre plantas medicinais (500 a. C.) relata nooheses e indicacdes de uso de plantas para
tratamento de doencas. Algumas dessas plantas s@odatilizadas, como GinsenBanax
spp, Ephedra sppCassia spppe Rheum palmaturh., inclusive como fontes para industrias
farmacéuticas (DUARTE, 2006). No Brasil, a utilidacdas plantas como medicamento
recebeu influéncias tanto da cultura indigena cdmafricana e europeia, que durante muito
tempo foi a principal forma de cura utilizada, stbdo, pela populagéao rural (LORENZI &
MATOS, 2002).

Nas ultimas décadas a quantidade de informacdas sobso de recursos vegetais
aumentou, fato que intensificou a pesquisa de gdantedicinais utilizadas popularmente,
relacionando sua composi¢do quimica com seus feitna vez que a diversidade quimica
das plantas faz com que elas sejam uma das priségraies para o isolamento de compostos
organicos bioativos (BASSé al, 2005; CARTAXOet al, 2010). Existe em todo o0 mundo

uma maior procura por terapias alternativas entéielaas ja existentes, na busca de uma
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diminuicdo dos efeitos colaterais indesejaveiscrefeados ao uso de drogas sintéticas, que
ndo sao efetivas em todos os casos (IBRAHIgtAal, 2012), além de um aumento em
pesquisas que possam determinar a seguranca ei&fild uso de plantas medicinais
(NISSEN; EVANS, 2012).

Acredita-se que 25 a 30% das drogas produzidas ialorehte sdo derivadas direta
ou indiretamente de plantas (CALIXTO, 2005; McGARLOFF, 2008). No Brasil, 20% da
populacdo é responsavel por 63% do consumo de ameéitos disponiveis, os 80%
restantes encontram-se nos produtos de origemaha#specialmente as plantas medicinais
(FOGLIOet al, 2006).

A busca de novos agentes farmacologicamente abivibdos pela pesquisa de fontes
naturais tais como extratos de plantas levou aotbesta de drogas muito Uteis clinicamente,
que desempenham papel importante no tratamentocoelecas humanas (DOS SANTOS;
SANT ANA, 2001). O conhecimento da medicina traalel, junto a técnicas modernas tem
acelerado esse processo (SAKLANI e KUTTY, 2008; &EREet al, 2006), possibilitando
que varios medicamentos fitoterapicos derivadogxdmtos de plantas sejam utilizados no
tratamento de uma ampla variedade de doencas,rapesser relativamente pequeno o
conhecimento sobre seus mecanismos de acéo (BAgHL, 2005; RATHEESH; HELEN ,
2007).

As atividades bioldgicas das plantas utilizadasnedicinatradicional geralmente sao
atribuidas aos seus metabdlitos secundarios, queanaria das vezes, possuem estrutura
quimica complexa com muitos centros quirais, 0 delrmina 0s mais variados tipos de
compostos bioativos com acdo farmacologica (AGBAal, 2007). Produtos naturais
derivados de plantas tais como alcaloides, taniterpenos e flavonoides tém recebido
atencdo consideravel nos ultimos anos devido as divarsas propriedades farmacologicas,
incluindo atividades analgésicas, anti-inflamat®eaantioxidantes (PANDURANGAB al,
2009).

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesdieimae encontram-se as plantas
pertencentes a familia Annonaceae, que apresentggties de importancia terapéutica,

ecologica e econdmica.
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2.2 Annona MuricataL.

A gravioleira Annona muricata L), pertence a familia Annonaceae €, entre as
Magnoliales, a que possui maio numero de espésjEesenta aproximadamente 135 géneros
e 2500 espécies (CHATRO®t al, 2004; LOBAO; SILVA, 2007; CHATROL&t al, 2012).
Dentro do génerdnnonadestacam-se, além da gravioleira, a pinha, a afeutatdo Conde
(Annona squamo$aa cherimoliaAAnnona cherimolpe a atemaia (hibrido entre cherimolia e
pinha) (LIMA et al, 2006).

Segundo Manica (1997), a gravioleira (Figura 1A)néa arvore de pequeno porte,
com altura de 3,5 a 8 m, copa pequena, de ramdicagsimeétrica e de folhagem compacta.
As folhas séo inteiras, ovadas, oblongas ou edipticoriaceas, duras, de peciolos curtos, de
cor verde-escura-brilhante na pagina superior devamarelada na pagina inferior, medindo
de 5 a 18 cm de comprimento por 2 a 7 cm de layguwando adultas. As flores (Figura. 1B)
no estadio de “capulho” tém um formato subglobas@ivamidal, sdo hermafroditas, de cor
verde-escura quando em crescimento e verde clamdquproximas da antese, distribuidas
em pedunculos curtos axilares ou diretamente dwdosolitarias ou agrupadas de 2 a 4
flores, originadas de raminhos curtos dos ramogplaetas velhas que, apds a fecundacao,
formam cachos de frutos. O fruto (Figura. 1C) € umaga composta, frutos multiplos ou
sincarpo, carnoso, o maior do género Annona, mediled16,2 a 30,1 cm de comprimento
por 11,3 a 21,2 cm de largura, com peso de 1 k@Gtdy, de forma elipsoidal ou ovéide de
cor verde, apresentam falsos espinhos carnosassceinnoles. A sua polpa é branca, doce,
mas ligeiramente acida e produz muitas sementesass@s sementes (Figura 1D), acima de
95 por fruto, sdo ovoides e aplainadas, medind® it e 20 mm de comprimento, pesando
entre 0,57 g e 0,61 g, tendo a testa dura e caomagscura-brilhante (MOSCét al, 2006).

As espécies de Annona foram trazidas para as Aasépielos espanhdis, e tornaram-
se largamente distribuidas pelos tropicos, sendmrgradas nas regides subtropicais e
tropicais do mundo, como nas Iindias Ocidentais, Wegaédo Norte e do Sul, planicies da
Africa, ilhas do Pacifico e Sudeste da Asia (BADREEHAUSS, 2010).Uma infinidade de
outras espécies dentro do génArmona € encontrada em diversas regides brasileiras, nas
mais variadas condi¢cdes climéaticas. No Brasil, aldm regido Nordeste, a graviola é
amplamente cultivada nas regides Norte, CentroeCeStudeste (MICHELETTét al, 2001;
MANICA et al, 2003).

Apesar de as anonéceas serem consumidas gerakoerdefrutasn natura elas sdo
amplamente usadas na medicina tradicional e listadano plantas medicinais do Brasil
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(WANG et al, 2002; MATOSet al, 2004; CARBALLOet al, 2010). Destacam-se pelos
compostos presentes, como alcaloides, amidas, pelites, esteroides, flavonoides e
acetogeninas (PONTESt al, 2004). Espécies da familia Annonaceae, incluiAnoona
muricata L., tém sido investigadas devido a presenca dguimicos, como os alcaloides,
terpenoides, esteroides, algumas acetogeninakpeatideos (BRIT@t al, 2008).
Substancias das classes das acetogeninas tém reidotradas em raizes, folhas,
cascas, sementes e frutos, sendo derivadas desagrd@os de cadeia longa isolada,
exclusivamente de plantas pertencentes a familrrodaceae (WANGet al, 2002). Essas
acetogeninas possuem propriedades citotoxicas acdimhagens de células tumorais e
atividades moluscicida, citotdéxica, imunossupressorpesticida, antiparasitaria e
antimicrobiana, e interesse crescente tem sidoedesip devido ao potencial por inibir
células resistentes a multiplos farmacos (PIMEN&tAal, 2003; BERMEJCet al, 2005;
LIMA et al, 2010; DE SOUSAt al, 2010; CARBALLOet al, 2010; CHENet al, 2012).
Annona muricatd.. também é reconhecida por conter taninos, flavosoidelifendis
e triterpendides (CHANG, 2001). Os ciclopeptidenosoatrados emAnnona muricatal.
apresentam atividades antitumoral, antifUngicajviaat e de inibicdo de enzimas, cujas
fungbes estdo intimamente relacionadas com a coaf@o molecular dos mesmos (WU et
al.,, 2007). Extratos de folhas dennona muricatapossuem propriedades antioxidantes
(BASKAR et al, 2007), moluscicida (LUNAet al, 2006; SANTOS & SANTANA, 2001) e
estudos recentes também mostraram nas folhas aatesdanalgésica e anti-inflamatoéria
(ROSLIDA et al, 2010; DE SOUSAet al, 2010), alem da atividade anti-ulcerogénica
(ROSLIDA et al, 2012). O extrato etandlico bruts dalhas deAnnona muricatd.. também
se revelou téxico para larvas do mosquéiedes aegyptiLUNA et al, 2003) e efetivo nos
bioensaios com larvas detemia salina(LUNA et al, 2003; LUNAet al, 2006).
Tradicionalmente, as folhas (Figura 2) Alenona muricatd.. sdo usadas para dores
de cabeca, insbnia, cistite, problemas do figaiddeties, hipertensdo, como anti-inflamatorio,
antiespasmadico, antidisentérico, sedativo, expacte, broncodilatador e contra o cancer
(TAYLOR et al, 2002; LORENZI, 2008). A decoccao das folhas tdaites parasiticida,
antirreumatico e antineuralgico, quando usadasnateente, enquanto que as folhas cozidas,
aplicadas topicamente, combatem reumatismo e alxc€S$STASIet al, 2002). Tem sido
demonstrado que as sementes da graviola sdo usadlaBin¢cdo emética e adstringente, e
suas cascas como antidiabéticas e espasmo-litilo&ENZI; MATOS, 2002).
Os efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios Aanona muricatalL. tém sido

mencionados na literatura, mas em relacdo aog@xhatidos das folhas de gravioleira ainda
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sd0 necessarios maiores estudos para que se p@gsiden seus constituintes, como também
sua atividade anti-inflamatoéria. Ademais ha poudabalhos relatando o efeito anti-
inflamatdrio de extratos hexanico e etandlico died® de gravioleira.

Figural. (A) GravioleiraAnnona muricatg (B) Flores; (C) Frutos e (D) Sementes

Fonte http://www.ipa.br/novo/noticias/ipa-realiza-curse-ednxertia-em-cha-grande/

Figura 2. Folhas de gravioleira

Fonte:http://eol.org/pages/1054863/overvie
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2.3 Estresse Oxidativo e Antioxidantes

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécigéisagale nitrogénio (ERNs) séo
termos que abrangem todas as formas reativas dérogie nitrogénio, incluindo radicais e
nao-radicais (CERQUEIRAet al, 2007). Nas ultimas décadas tem havido um grande
interesse no estudo do papel desses oxidantesodawidato de estarem associados com 0
desenvolvimento de varias doencas (VALK& al, 2006). O anion superoxido {0,
peroxido de hidrogénio, radicais hidroxilas, e a=Omidos organicos, sdo geralmente
produzidas durante o metabolismo celular e séo ritapes para varias funcdes celulares
(KUNDUR; SUHR, 2012). Sob condicdes fisiologicasrmais, a eliminacdo de EROs é
mediada através de uma grande variedade de vi@sidanhtes, os quais podem ter origem
endogena (por ex., superoxido dismutase), ou spremenientes da dieta alimentar e outras
fontes. Destas Ultimas destacam-se tocoferéisnfuia E), acido ascorbico (vitamina C),
polifendis, selénio e carotendides (SOU8®al, 2007). Contudo, a producdo excessiva de
EROs, em consequéncia de estresses ambientais;dofeu doenca metabdlica, resulta no
estresse oxidativo e esse € responsavel por medidificacbes de diversas biomoléculas
(KUNDUR; SUHR, 2012).

As EROS tém sido implicadas na etiologia de divedsgencas, como cirrose hepatica,
aterosclerose, cancer, diabetes, dentre outrag) ttombém podem levar & mutagéo do DNA,
alteracéo da expressao génica, modificacao dedingéie de sinal da célula, apoptose celular,
peroxidacao lipidica e degradacdo de proteinas.c&mrapartida, existem compostos que
podem eliminar ou minimizar os efeitos prejudicidés EROs e que apresentam importancia
fundamental na melhoria desses processos (GOUTHAMIDRA et al, 2010; FUet al,
2011).

Os antioxidantes podem ser definidos como qualsulestancia que, mesmo presente
em baixas concentragfes quando comparada a daatabskidavel, retarda ou inibe a
oxidagcdo deste substrato de maneira eficaz, dimilouia velocidade da reagdo ou
prolongando sua estabilidade oxidativa (MOU&Eal, 2001). Assim, os antioxidantes sao
responsaveis por auxiliar as células a resistimmimizar os danos causados pelas EROs,
retardando o processo de envelhecimento e dimioutndisco de doengas degenerativas
associadas a idade, o declinio do sistema imursadgidisfuncdo cerebral, além de cancer e
doencas cardiovasculares (BOUHLEL al, 2007). Por conta disso, existe um crescente

interesse na descoberta de antioxidantes natyrarsexemplo, polifendis, presentes em

24



plantas medicinais e em alimentos, que podem ajndaprevencdo do dano oxidativo
(SHUKLA et al, 2009).

O interesse pelos antioxidantes naturais de estdggolantas explica-se também por
sua baixa toxicidade em relacdo aos antioxidanteétisos. Extratos de frutas, vegetais,
cereais e seus subprodutos industriais s@o ricoargimxidante e tém demonstrado eficaz
atividade antioxidante em sistemas modelos (WOLWES; LIU, 2003; MANACH et al,
2004), além de possuirem baixa toxicidade emd@elaps dois antioxidantes sintéticos mais
comumente usados, BHA e BHT, que comecaram a steinggdos devido a sua toxicidade e
inducao de danos no DNA (ARABSHAHI-&t al, 2007; LIUet al, 2007).

Os compostos fendlicos, que sao metabdlitos sedosdade plantas,
desempenham papel importante na protecdo contras ER&presentam variadas estruturas
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000). A elevada atividade atidante dos polifendis, aléem de
sua capacidade de alterar o mecanismo de inibggiemzimas responsaveis pela producdo de
EROs tem sido atribuida a sua estrutura quimicaéqdeal para a captura de radicais livres.
Além disso, tem sido reportado que os polifenées rsais eficazes do que os tocoferodis e o
acido ascorbico (F@t al, 2011). As propriedades antioxidantes dos palifesurgem de sua
alta reatividade como o hidrogénio e da sua capdeigem estabilizar e deslocar o elétron
desemparelhado (SHUKLAt al, 2009), atuando como agentes redutores, doadt@es
hidrogénio e quelantes de metais (JAVANMARBL al, 2003). Essas atividades sao
influenciadas pelo numero e posicdo dos grupos @d$jm como pelas posicbes de
glicosilacdo (JUBETEet al, 2010). O balanco entre as EROs e os antioxidantportanto, o
melhor mecanismo na prevencgao do estresse oxidatioet al, 2008).

Os flavonoides sao pigmentos naturais presentevegetais que desempenham um
papel fundamental na protecdo contra agentes deglamomo por exemplo, 0s raios
ultravioletas, a poluicdo ambiental, substanciagngas presentes nos alimentos, entre
outros, e atuam também como agentes terapéuticosetavado numero de patologias, tais
como arteriosclerose e cancro (COUTINHD al, 2009). Eles tém estruturas quimicas
relativamente simples, mas mais de 4.000 derivemam relatados na natureza, indicando as
suas diversidades quimicas (Figura 3). Sao cordecdlas atividades antimicrobianas,
antivirais, antiulcerogénicas, citotdxicas, antplésicas, mutagénicas, anti-inflamatérias,
antioxidantes, anti-hipertensiva, hipolipidémicaantiplaquetéarias (GUARDIAt al, 2001;
KIM et al, 2004).

Acredita-se que as propriedades relacionadas aeshudhana, exercidas pelos

compostos fendlicos, destacando-se os flavonoisiés, baseadas principalmente na sua
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atividade antioxidante, atuando como sequestradieeadicais livres e quelantes de metais
capazes de catalisar a peroxidacao de lipideos BRJR008). O mecanismo pelo qual os
flavonoides exercem seus efeitos anti-inflamatéeimsolve a inibicdo da atividade da COX e

LOX, a biossintese de eicosanoides e a degranuldgareutrofilos. Flavonoides como a

quercetina inibem tanto a atividade da COX comba@A (YUAN et al, 2006).

Existem varias propostas de mecanismos de acéalarcekplicando a atividade anti-
inflamatoria dos flavonoidem vivo. Eles poderiam regular a atividade celular de rakgi
células relacionadas a inflamacgédo, como os massyaiacréfagos, linfécitos e neutrofilos.
Por exemplo, alguns flavonoides inibem a liberagéohistamina por mastocitos e outros
inibem a proliferacdo de células T, alguns modulanatividade de enzimas do &cido
araquidonico (AA) enzimas metabolizadoras comoséofipase A2 (PLA2), ciclo-oxigenase
(COX) e lipoxigenase (LOX) e oxido nitrico (NO),paoducdo de enzimas e a sintase do
oxido nitrico (SNO). A inibicdo dessas enzimas ffavondides reduz a producdo de AA,
prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT), e NO, aédies cruciais da inflamacéao (K&t
al., 2004). Incluem os Flavondis, Flavonas, Flavan@stocianidinas, Flavanonas e
Isoflavonas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

As antocianinas sao flavonoides que se encontrajartente distribuidos na natureza
e sao responsaveis pela maioria das cores azldtavmtodas as tonalidades de vermelho que
aparecem em flores, frutos, algumas folhas, cautagzes de plantas. Sdo compostos sollveis
em agua e instaveis em altas temperaturas (DORSIA&E., 2007). Nos ultimos anos, o
interesse por esses pigmentos se intensificou en@we pesquisas tém demonstrado que as
antocianinas e suas respectivas agliconas sao stospumoativos e que possuem capacidade
antioxidante, entre varios outros efeitos farmagiolts (KAHKONEN & HEINONEN,
2003).

As flavononas ou dihidroflavononas séo intermedghiossintéticos dos flavonoides
e podem apresentar diferentes sabores, doce oug@mdependendo da modificagao
molecular que é feota, estando ligadas intrinsentaneom a industria organoléptica,

podendo ser utilizadas como flavorizantes (SIMOEB4).
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Figura 3 Estrutura quimica de alguns flavonoides.

Flavonas

Flavanois

Isoflavonas

Fonte:PAN et. al, 2010 (modificada)

Flavonois

Flavanonas

Antocianidinas
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2.4 Inflamagé&o e o processo inflamatoério

Inflamacdo é um processo que envolve uma série véatas que podem ser
desencadeados por numerosos estimulos, tais canteagnfecciosos, isquemia, complexos
imunes ou antigeno-anticorpo e injurias quimicasnicas e mecanicas. Trata-se de um
evento dinamico e complexo, que consiste no recimeato do agente nocivo, sua posterior
destruicao ou inativacéo e tentativa de reconstrtecido lesado (VAJDOVICH, 2008).

A resposta inflamatéria é caracterizada clinicameuir quatro sinais classicos, que
incluem calor, eritrema, edema e dor e ocorre ésifases distintas, mediada por diferentes
mecanismos: um agudo caracterizado por uma vatagila local e aumentada
permeabilidade capilar, uma fase sub-aguda caizader por infiltracdo de leucdcitos e
células fagociticas e uma fase proliferativa crénita qual ocorre degeneracao do tecido e
fibrose (ROTELLIet al,, 2003).

Em geral, a inflamacdo é uma reacdo protetora essqrara a sobrevivéncia do
individuo. Entretanto, quando ela acontece de mangiapropriada, comportando-se
excessivamente ou de forma insuficiente, pode tez@grejudicial, passando a fazer parte
integrante do processo patoldgico de algumas deergague contribui para a elevada
prevaléncia de morbimortalidade (RAN$ al, 2007). E responsavel pela manifestacédo de
varias doencas agudas ou crbnicas, como choquiecépancro, diabetes, aterosclerose,
obesidade, doencgas vasculares e cancer (McGEER;ERRG 2008; YUet al, 2011;
KUNDU; SUHR, 2012). Uma das formas de prevenir @rapimento dessas doengas é
reduzir o excesso de respostas inflamatorias (MASSATI, 2008).

A resposta inflamatoria inicial é inespecifica, @pdndente do tipo da agresséao. Os
eventos que se seguem apos essa reacao inicialdéepele fatores associados ao agente
agressor e ao proprio tecido agredido. Dessa faarmdlamacao pode mostrar uma variedade
de quadros clinicos. Basicamente, a reacado inftamatonsiste de: uma reacéo inata e uma
resposta imune especifica e caracteriza-se portavarasculares e celulares e pode se
manifestar como um processo agudo ou crbnico, depelo da persisténcia da leséo e
severidade dos sinais clinicos (COUTINHgal, 2009).

A inflamacdo aguda é uma resposta rapida e de &uratativamente curta (horas ou
dias) a um agente nocivo, que envolve o recrutam@atmediadores de defesa ao local da
leséo, principalmente neutréfilos. Tem como priapcaracteristicas alteracées no calibre

vascular, que levam a um aumento no fluxo sanguirsteracdes estruturais na
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microcirculacdo, que permitem que proteinas plasase leucocitos deixem a circulacdo e
também a eliminacéo dos leucdcitos da microcirédageu acumulo no foco de lesdo e sua
ativacdo para eliminar o agente nocivo. Ja a irdlgin crénica € de longa duracdo e esta
relacionada com algumas alteracdes histolégicaspquesenca de linfocitos e macréfagos,

proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e nedmgecido (ROBBINS, 2005).

2.4.1 Eventos celulares e vasculares

Inicialmente observa-se uma vasoconstricdo tramsit§eguida por vasodilatacao,
responsavel pelo surgimento de eritrema e cal@ctanistico da inflamacdo. Essa transicéao
de vasoconstricdo para vasodilatacdo € mediaddiyensos fatores, dentre os quais produtos
endoteliais e fatores derivados de mastécitos deomotrienos (LT), prostaglandinas (PG) e
também histamina (ALLERt al, 2006).

A vasodilatacdo também é responsavel pela formdededema, que por sua vez, é
causado pelo fluxo vascular de proteinas ricasleioof (plasma), a partir do compartimento
intravascular para o intersticio. O papel fundarledessa mudanca de permeabilidade
celular é permitir a chegada de células e mediadanflamatodrios para os locais da leséo a
fim de diminuir a inflamacdo. Ainda ocorre no loeaha estase sanguinea, que impede a
disseminacdo de agentes infecciosos que possampestentes no local (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

O principal fenémeno celular da inflamacéo consistenigracdo de leucdcitos para o
sitio da lesdo. Ao alcancarem o local lesionadtasecélulas fagocitam, degradam e matam
antigenos estranhos. Além disso, o préprio infiltraontribui para a amplificacdo da resposta
inflamatoria, através da liberacdo de mediadoresatavos e quimiotaticos. Os neutroéfilos
sdo os leucocitos predominantes no infiltrado masgiras 24 horas, sendo, mais tarde,
substituido por células mononucleares (ROBBINS5200

De forma geral, os grupos béasicos de leucdcitos tgueam parte nas reacdes
inflamatdrias sao neutrdfilos, eosindfilos e graciitbs basoéfilos, mastdcitos, mondcitos
e macrofagos, linfécitos e plasmdcitos. Todos, coexcecdo de mastocitos
e as ceélulas de plasma, sdo habitantes normaisrdyue circulante. Cada tipo de célula
desempenha um papel distinto e entra no processdlamatério em

resposta a estimulos especificos (VAJDOVICH, 2008).
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O processo de migracdo dos neutréfilos do espagavascular para a regiao
inflamada € complexo e envolve uma série de infegcom o endotélio e a matriz
extracelular, culminando com a passagem da céluaespaco extravascular. A sequéncia
de eventos nesse processo envolve a marginacamlamento, adesdo, diapedese e
quimiotaxia e € iniciada pela secrecdo de mediadoftamatoérios pelo endotélio (Figura 4)
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004, CORTES-VIEIRA, 2@

Figura 4 .Migracao de leucécitos para o sitio méaorio.

Ativagio das integrines Migragéo através
Rolamanio pelas quimiocinas Adeska setivel do endotélio
Leusocito & }—— Glicaproteina de Sialll-Lewis modificada
- :— Intagrina {de baixa afinidada)
r Integrina (de
% I alta 3flntﬁadei
PECAM-1
:CDan
b se - __‘: L, 3 "'~“‘-1\ t -/
Pl = T,
tr i/l | B d H:]H PP e P
I A o L o | = e B = -. —
P-selactina E-selectina 4 Q Licante da integrina J ]
° Proteoglicana s {ICAM-1)
P dq & e :
Chiost Quimiocinas = ® A " A/ﬁ

itocinas ]

e Macrofago com ]

(TNF, IL-1} microrganismo . Sl

Fibrina e fibronectina _—— 4 it\

(matriz extracelular)

Fonte: ROBBINSet al, 2005.

Os principais grupos de moléculas de adesao séelexginas (E, P e L-selectinas) que
medeiam a adesado fraca, acompanhada de rolamemtm seguida, a adesao firme dos
leucécitos, fendmeno mediado por imunoglobulingsZeintegrinas presentes na superficie
dos leucdcitos que podem ter sua expressdo auraeafsab a ativacado do leucdcito por
mediadores inflamatorios como citocinas. Posteremtie a adeséo firme, segue-se a ligacdo
estavel mediada por imunoglobulinas, principalmem@écula de adesédo intercelular-1,
moléculas de adesao intercelular-2 e molécula dedadde célula endotelial e plaquetas que
estdo presentes no endotélio, denominad@&sdmtegrinas (WAGNER; ROTH, 2000).
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2.4.2 Mediadores quimicos

Os mediadores quimicos responsaveis pelos evearftamatorios podem originar-se
do plasma, em formas precursoras que devem sadasive de células, nas quais podem estar
armazenados nos granulos intracelulares ou semggtizados originalmente em resposta a
estimulos. Além disso, podem atuar em um ou véipos celulares, possuir alvos difusos, ou
até mesmo apresentar efeitos diversos de acordmsaipos de células e tecidos (MURPHY;
WARD, 2006). Dentre eles encontram-se as aminasatigas (histamina, serotonina),
proteinas plasmaticas (sistemas do complementocidasas e da coagulacédo), fator de
ativacdo das plaquetas (PAF), citocinas (TNF e)lLe$ metabdlitos do &cido araquiddnico
(prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos),itirada e 6xido nitrico (NO) (COUTINHO
et al 2009; FRANCISCHETTI et al, 2010Q. Podem exercer os seus efeitos diretamente na
microvasculatura (por exemplo, histamina, LTC4, UTB® LTE4) ou utilizando leucécitos
como intermediarios (citocinas) (VAJDOVICH, 2008).

A histamina e a serotonina estdo entre os primeirediadores quimicos liberados
durante a inflamacdo. Sao encontrados nos maspcitts basodfilos e nas plaguetas do
sangue. A liberacdo dos mastocitos é desencadeaddifprentes fatores como reacdes
imunoldgicas envolvendo IgE, fragmentos do complemé&3a e Cha, citocinas (IL-1, IL-
18) e fatores liberadores de histamina derivadokeudgcitos. A liberacdo das plaguetas é
estimulada apo0s contato com colageno, trombinasf@ifo de adenosina (ADP), complexos
antigeno-anticorpo e fatores de ativacao das plag(ERANCISCHETTEt al, 2010).

Os metabdlitos do acido araquidénico também sa@ritaptes mediadores quimicos
da inflamacdo e agentes quimiotaticos. A partirddomlo araquidénico, por meio da via da
lipooxigenase sdo formados os leucotrienos, dehe o leucotrieno B4 (LTB4), que se liga
a receptores especificos na superficie dos lewsddando origem a uma série de respostas
que incluem a ativacao de adesdo molecular dagriimés 42 e aderéncia a célula endotelial.
Os leucotrienos C4 e D4 e o TxA2 afetam o fluxogs@meo e a perfusdo pela agéo direta na
microcirculacdo. Pela via da ciclooxigenase saerdilos a prostaciclina (PGI2) e o
tromboxane A2 (TxA2). A PGI2 causa vasodilatacaonibe a agregacdo plaquetaria,
enquanto o TxA2, sintetizado ao nivel das plaquetassa forte vasoconstriccdo e induz
fortemente a agregacdo plaguetaria. O TxA2 é une fguimiotatico para os neutroéfilos e
promove a ativacdo e a adesdo dos mesmos ao én@@ERANCISCHETTIet al, 2010).
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A sintese das prostaglandinas inicia-se com adatidd da ciclooxigenase catalisando
a adicdo do oxigénio molecular ao &cido araquiddnigara formar, inicialmente, o
endoperoxido intermediario prostaglandina G2 (PG@2nesma enzima, por sua atividade
peroxidase, catalisa a reducdo desta prostaglampdireaformar a PGH2. As PGG e PGH
apresentam pouca atividade e servem como subspa@t® a formacdo de diferentes
prostaglandinas e tromboxanos ativos, incluindo PGBGE2, PGF2, prostaciclina (PGI2) e
tromboxanos (TX) (CARVALHCet al, 2004; MONTEIRCet al, 2008).

Durante as reacdes imunes e inflamatorias, asim@®csao liberadas de forma a
regular a acdo das células destes sistemas. Adpaim citocinas pré-inflamatérias séo as
interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) e o TNIle-(Fator de Necrose Tumora), liberadas por
macrofagos ativados e varios outros tipos celuldEstas citocinas favorecem a aderéncia
leucocitaria ao endotélio, aumentam a sintese aktgmiclina e desencadeiam uma cascata de
citocinas secundarias, dentre outras agfes. Jatasnas secundarias (por exemplo, as
guimiocinas) atraem e ativam as células inflamasdrméveis (GRELLNER, 2002,
COUTINHO et al, 2009).

O o6xido nitrico (NO), produzido principalmente peleglulas endoteliais do tecido
lesionado, possui potente acao vasodilatadorauedaya a um aumento da permeabilidade
vascular. Além disso, atua como regulador do reamahto de leucOcitos e exerce acao
citotdxica contra micro-organismos. E sintetizaddapNO sintase (NOS), enzima presente
em trés isoformas, sendo a forma indutivel (INO8hwolvida nas reacdes inflamatorias. Esta

€ induzida em macrofagos e em outras células duoaptocesso (COUTINH@ al, 2009).

2.5 Farmacos Anti-inflamatérios

2.5.1 Anti-inflamatorios n&o-esteroidais

Os anti-inflamatdérios ndo-esteroidais (AINES) estéitre 0s agentes terapéuticos mais
utilizados no mundo, e sdao conhecidos por seugosfainti-inflamatério, analgésico e
antipirético. Seu mecanismo de acdo se da pelgédoildas ciclooxigenases, prejudicando
assim a transformacéo final de acido araquidonicprastaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos (SIMONSt al, 2004; HILARIO et al, 2006). A extensédo da inibicdo da

enzima varia entre os diferentes AINES, apesarageenistirem estudos relativos ao grau de
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inibicdo da ciclo-oxigenase com eficacia anti-infloria em pacientes individuais
(MELGACO et al, 2010; RAHMANet al, 2006).

Os AINES podem ser classificados segundo sua \@dexle sobre a enzima
ciclooxigenase como nao seletivos, inibindo a COX12 (aspirina, indometacina,
cetoprofeno) e seletivos, inibindo especificameateaCOX-2 (celecoxibe, lumiracoxibe,
etoricoxibe).Os AINEs nédo seletivos sdo os maisigast designadostradicionais ou
convencionais. Os AINEs seletivos para a COX-2 dggignados COXIBEs (BATLOUNI,
2010).

Apesar da grande popularidade dos AINES, ha aimdagtande numero de feitos
colaterais relacionados ao seu uso. Estudos @$inimlicam que os inibidores seletivos da
COX-2 exercem importantes efeitos cardiovasculadegrsos, que incluem aumento do risco
de infarto do miocardio, acidente vascular cerelmalficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal
e hipertensao arterial (GIULIAN@t al, 2001; GILROYet al, 2004; BATLOUNI, 2010).

O desenvolvimento de estratégias para minimizasesteitos adversos dos AINES,
atualmente inclui a sua indicacao criteriosa entdondo risco individual, o uso de AINEs
mais seletivos na inibicdo da COX-2 e coxibes ebtam protecédo gastrica (COUTE al,
2010). O uso de extratos de plantas tem ganhaddgdestaque nesse campo, o que justifica
o grande volume de trabalhos relacionados a egsadie pesquisa.

A indometacina, um dos anti-inflamatorios ndo esties mais utilizados, € derivada
do acido indolacético pertencente a categoria dhsirdlamatorios ndo esteroidais, que
apresenta propriedades antiinflamatéria, analgesecantipiréticas, ja que inibe a enzima
COX-2, necesséria para a formacao de prostaglam@irautros autacéides (RAFFE al,
2003).

Figura 5. Estrutura quimica da Indometacina.
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Fonte: DOMINGUES:t al,, 2008.
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2.5.2 Anti-inflamatérios esteroidais

Glicocorticoides (GC) sdo potentes mediadores iafiimatorios comumente
utilizados para tratar uma variedade de condigdftmmatoérias, incluindo a inflamagéo aguda
e cronica (HEASMANet al, 2003; TISHER; REICHARDT, 2007). Sado agentes quellsam
os esteroides hormonais endogenos produzidos texcdrenal: o cortisol (glicocorticoide)

e a aldosterona (mineralocorticoid8fio liberados em poucos minutos na resposta &Essstr

e a lesdo tecidual como mecanismo de controle daridade da resposta inflamatoria
(GILROY et al, 2004). Diferentemente dos AINEs, os glicocoiies ndo inibem
diretamente nenhuma enzima que sintetiza prostigiasy sua acdo depende da interacéo
com a biossintese de proteinas. Modulam a sobresiajéa diferenciacédo, a migracdo e as
funcbes efetoras de leucocitos e varios tipos ddase causando impacto nas imunidades
inata e adaptativa (TISCHNER; REICHARDT, 2007).

Nas células inflamatorias, os GC inibem a tran8orige varias citoquinas, que sao
relevantes nas respostas inflamatorias, e a inddgd@ene codificador da COX-2 em
mondcitos, além de bloquearem a transcricdo defamaa de fosfolipase A2 induzida por
citoquinas, reduzirem a ativacao, a proliferac@osebrevivéncia de eosinofilos e linfocitos T
e bloquearem a liberac&o de varias citoquinas. peeesso leva a morte celular ou apoptose
(TORRESet al, 2012).

A terapia anti-inflamatoéria com glicocorticoidesealizada, na maioria dos casos, na
forma toépica, uma vez que os glicocorticoides Bigtés apresentam efeitos adversos
associados a sua aplicacdo prolongada, podendo dewsteoporose, diabetes, adiposidade
central, osteoporose, insonia, hipertensao artelemitre outros (DE BOSSCHER al, 2010;
LOUNGUI, 2007), apesar do uso topico também serazage causar efeitos adversos
sistémicos, uma vez que eles sdo absorvidos peient® sanguinea (MORTIMER;
TATTERSFIELD, 2005). Aléem de um menor efeito adweerss glicocorticoides topicos
apresentam alta eficacia antiinflamatoria, mesnanda administrados em baixas doses.

Em tratamentos agudos, o principal critério levado consideracdo é o da poténcia
antiinflamatéria e, nesse caso, da-se preferérsagbcocorticoides que apresentam efeitos
terapéuticos com pequenas doses, a exemplo da d@sama (Figura 6) e betametasona.

Em virtude dos efeitos adversos das drogas amdirnaitorias sobre o organismo, tem
surgido a necessidade de descoberta e do desaneata de novas classes de medicamentos
com propriedades anti-inflamatorias, o que faz comm a pesquisa de produtos naturais esteja
atualmente em grande evidéncia. (KAPLANal, 2007)
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Figura 6. Estrutura quimica da Dexametasona.

Fonte: LOUNGUI, 2007.

2.6 Agentes Antimicrobianos

Substancias antimicrobianas constituem um grupecespde agentes terapéuticos,
geralmente produzidos e obtidos a partir de orgawssvivos. Sao substancias que em
pequenas concentracdes devem possuir atividadeoletaibitoria contra muitas espécies
microbianas, além de prevenir o desenvolvimentea®oorganismos resistentes. Dentre as
caracteristicas desejaveis também estdo as deeafmesiuséncia de efeitos colaterais ao
hospedeiro como também estabilidade quimica (ACTZDR7).

Em razdo do aumento da resisténcia de espéciegépatas as multiplas drogas
antimicrobianas, surgiu a preocupacao e a buscavies substancias de origem natural, com
efeitos superiores ou similares aqueles da termpébabitual (OESTERHELEt al, 2005).
Uma bactéria é dita resistente a um determinadbidtito quando é capaz de cresder,
vitro, na presenca da concentracdo inibitria minima @gsa @roga atinge no sangue
(TAVARES, 2002).Embora exista a disponibilizacdo de novos antitidti a resisténcia
bacteriana ocorre em ritmo crescente nos diferept#égenos Gram positivos e Gram
negativos e representa um grande desafio terapg&@SSI & ANDREAZI, 2005).

Fitomedicamentos derivados de plantas tém-se ndostbastante promissores no
tratamento de doencas infecciosas e estudos sslp®priedades antimicrobianas de varias
plantas ja estdo documentados (IBtJal, 2007). Metabdlitos secundarios, produzidos por
algumas espécies de plantas, sdo alvos de ma@resse, pois agem como substancias de

defesa contra micro-organismos patogénicos, insetosnimais herbivoros. Possuem
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composicao quimica variada com presenca de fladespterpendides, alcaloides, cumarinas,
taninos que apresentam, com frequéncia, atividatmiarobiana (RESCHKEet al, 2007).
Segundo MICHELIN e colaboradores (2005), os aniitdé vegetais possuem uma estrutura
quimica que difere daquela dos antibiéticos dengade microorganismos, podendo regular o
metabolismo intermediario de patdgenos, ativando béegueando reacdes e sintese
enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de meiabra

Compostos antimicrobianos em materiais vegetaiscedmumente encontrados nas
folhas (HIMESHet al, 2011; MENDESet al, 2011), flores (MAKet al, 2012; PARIMI;
KOLLI, 2012; RUBAN et al, 2012 ), cascas (OYEDEMI;AFOLAYAN, 2011; RA& al,
2012 ), frutos (BOULEKBACHE-MAKHLOUFet al, 2013 ) sementes ( Kiét al, 2009 )

e outras partes da planta ( DOS SANT&€&l, 2008; TEKWUet al, 2012 ).

As plantas medicinais representam uma rica fonteagentes antimicrobianos
(MAHESH; SATISH, 2008). Muitas plantas dos biomaasieiros, tais como o cerrado, a
floresta amazbnica e a mata atlantica tém sidezadihs como farmacos naturais pelas
populacdes locais no tratamento de varias doemnggécdis, incluindo esquistosomose,
leishmaniose, malaria e infec¢cdes fungicas e baotes (ALVESet al, 2000).

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais teido pesquisada em diversas
espécies e registrada em muitos paises que possnarfiora diversificada e uma rica tradicdo na
sua utilizacdo como Africa, Brasil, Cuba, india,¥iéé e Malasia (NASCIMENTGt al, 2000;

DI STASI et al, 2002;SARTORATTOet al, 20094. No Brasil a investigacdo sobre produtos
naturais derivados de plantas com atividade antibiana aumentou significativamente nos
altimos anos. Entretanto, apesar da rica biodigtad®#, somente estdo disponiveis dados
sobre 44 espécies de plantas pertencentes a 2bafansbm atividade positiva, incluindo
espécies nativas e exdticas (DUAR@iEal, 2006).

Diversos constituintes ja sao conhecidos e estedosmnodelos experimentais séo
empregados no sentido de entender suas ativid&meégibas, tantan vitro quantoin vivo, e
dentre estes modelos encontra-se o de resistéaciariana (MIYAKEet al, 2004). Nesse
contexto,os principais produtos vegetais que possuem atlei@datimicrobiana sao os extratos,
0s Oleos essenciais, as fracoes latex e as prot@iAdal OS, 2007). Esses compostostédeam-se
por controlar o crescimento dos microorganismosciehados a pele, a céarie dental,
incluindo as bactérias Gram-negativas e Gram-pasifSARTORATTCet al, 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as atividades antioxidante, anti-inflam&ée antibacteriana dos extratos

hexanico e etandlico das folhas de graviolehanna muricatd..).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Realizar o estudo fitoquimico dos extratos hexareceaetandlico das folhas de

gravioleira,

» Avaliar a capacidade antioxidante total dos exsréexanico e etandlico das folhas de

gravioleira,

» Realizar analise microbiolégica dos extratos heo@re etandlico das folhas de

gravioleira por fungos e bactérias;

» Verificar o potencial anti-inflamatorio dos extratbexanico e etanélico das folhas de

gravioleira em edema de orelha induzido por xilemocamundongos;

+ Estudar a atividade anti-inflamatoria dos extrdtexanico e etanodlico das folhas de
gravioleira em edema de orelha induzido por TPAcamundongos;

« Avaliar o efeito antibacteriano dos extratos hez@ne etandlico das folhas de

gravioleira sobre cepas dé&taphylococcus aureus, Listeria  monocytogenes

Escherichia colie Salmonella choleraesuis
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4 MATERIAL

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas folhas de gravioleirAnfiona muricatal.) colhidas no més de
agosto de 2009, no municipio de Trairi, Ceara, bagas Flores na Frutagro Frutas
Agroindustrial LTDAa 50 km de Fortaleza. A identdicdo botanica da folha foi realizada no
Herbario Prisco Bezerra do Departamento de BioldgidJniversidade Federal do Ceara -
UFC, onde foi depositada, recebendo o “voucheriiaero 49002.

As folhas frescas foram lavadas em agua correnteegulhadas em solugdo de
hipoclorito a 0,5%, lavadas novamente para reticdal@xcesso de hipoclorito e moidas no
mesmo dia para posteriormente serem preparadoxtmos etanodlico e hexanico pelo

Pargue de Desenvolvimento Tecnoldgico (PADETEC).

4.2 Animais

Foram utilizados camundong8svissfémeas, pesando entre 235g, provenientes de
colénias do Biotério Central da Universidade FeldéoaCeara. Os animais foram mantidos
na sala de experimentacdo animal do LaboratériBidenergética, na Universidade Federal
do Ceara, em condi¢cdes controladas de temperafZat(2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a racagua. O protocolo experimental foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pssginimal (CEPA) da UFC sob o
protocolo de N° 101/2011. Os animais foram mangmgade acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle da ExperimentacamAh{CONCEA).

4.3 Micro-organismos

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos exdraexanico e etandlico das folhas de
gravioleira foram utilizados micro-organismos pnoleates da bacterioteca do Laboratério de
Microbiologia Ambiental do Departamento de Biologia Universidade Federal do Ceara.
Esses micro-organismos sédo cepas-padrdo do Amerigam Culture Collection (ATCC):
Staphylococcus aureudATCC 14458), Escherichia coli (ATCC 11775), Listeria
monocytogene@ATCC 33090) esalmonella choleraesu{&TCC 14028).

4.4 Drogas e reagentes
Todos os reagentes listados na metodologia foragnadeanalitico.
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5 METODOS

5.1 Preparo dos Extratos

Os extratos hexanico e etanolico foram preparaduata das folhas moidas danona
muricataL. seguindo metodologia de Matos (2009). As follegmg)s secas expostas ao sol e
moidas, foram pesadas e colocadas em um baldodd® de modo que todo o material
ficasse submerso em hexano por dez dias, parabpibasia extracdo dos principios ativos
das folhas. A solucdo obtida foi filtrada e evapareem evaporador rotatério a uma
temperatura de 69° C, obtendo-se o extrato hexdBidp O residuo do material exposto ao
hexano ficou trés dias em repouso para evaporagéexhno residual e, posteriormente, foi
submerso em etanol por mais dez dias com a mesmabdfide da extragdo anterior, para
obtencédo do extrato etandlico (EE). Apds os desg, d@am feitas filtracdo e evaporacao
completa do etanol em evaporador rotatorio a 10Q5afa obtencdo do referido extrato
concentrado para posteriores estudos da compofiggaimica e atividades antioxidante,

anti-inflamatéria e antibacteriana.

5.2 Estudo Fitoguimico dos extratos etandlico e harico das folhas deAnnona

muricata

5.2.1 Preparo das amostras a partir dos extratosgpdeterminacao dos fitoquimicos

A caracterizacédo fitoquimica foi realizada de aootdm a metodologia descrita por
Matos (2009). Duzentos miligramas de cada extiatanf diluidos em 50 mL dos respectivos
solventes, etanol e hexano. Cada solucao foi di@iéim porcdes de 3- 4 mL e transferidas
para tubos de ensaio numerados de 1 a 4. Duasegodgd10 mL foram transferidas para

béqueres numerados de 5 e 6 e submetidas a bamizoatéasecagem.

5.2.1.1 Determinacao de Fendis e Taninos

Para a avaliacdo da presenca de fendis e tanm@ssgdtas de solucdo alcodlica de
cloreto férrico 1 N foram adicionadas ao tubo 1 enesmo foi agitado. A mudanca de
coloracao para azul ou vermelho indica a preseadarnbis e a formacédo de um precipitado
escuro de tonalidade azul indica a presenca dadsriidrolisaveis e verde, a presenca de
taninos condensados. Utilizou-se como “branco” wohlicdo de agua e cloreto férrico
(MATQOS, 2009).
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5.2.1.2 Determinacéo de Flavonoides

Para verificar a presenca de flavonoides, o tubolteero 2 foi alcalinizado a pH 11.
O aparecimento de coloracdo amarela em meio acatidica a presenca de flavonas,
flavondis e xantonas ou ainda uma coloragdo vewralflanja uma possivel presenca de
flavanondis. Quando a mudanca de cor é para veonmlnpuro, ha possivel presenca de
chalconas e auronas (MATOS, 2009).

5.2.1.3 Determinagéo de Flavonois, Flavononas, Bl@nois e Xantonas

Para a deteccao de flavondis, flavononas, flavosoa&antonas, foram adicionados
0,5 g de magnésio granulado e 0,5 mL de &cidodeiool concentrado ao tubo 3. Apds o
término da reacdo ou fim da efervescéncia, a vimago da mudanca ou intensificacdo de

cor para vermelho indicaria presenca de tais conp(dATOS, 2009).

5.2.1.4 Determinacdo de Catequinas

Para verificar a presenca de catequinas foi utiizam tubo de ensaio com 3-4 mL
das amostras (tubo 4), de modo que este foi madd com HCI até atingir o pH 2 e
aquecido em uma lamparina de alcool durante 3 wsnuh mudanca de coloracdo para
pardo-amarela indica a possivel presenca de cagjUMATOS, 2009).

5.2.1.5 Determinacado de Esteroides e Triterpenoides

Para determinar a presenca ou auséncia de estemitiéerpenoides, o residuo seco
do béquer 5 ( item 5.2.1) foi extraido com 2 mLctwoférmio (trés vezes), formando uma
solucéo cloroférmica que foi filtrada em um fureichado com um fragmento de algodéo e
coberto com 100 mg de sulfato de sodio anidre$g). Em seguida foi adicionado 1 mL de
anidrido acético e trés gotas de acido sulfuriceS@®) concentrado. Apds agitacdo foi
observada possivel mudanca de coloracdo. O resyitagitivo foi determinado pela presenca
de uma coloracéo variando do azul ao verde pagaogdets livres e uma coloracdo parda ate

vermelha para a presenca de triterpenoides pelitasitivres (MATOS, 2009).

5.2.1.6 Determinacéo de Saponinas

A presenca ou auséncia de saponinas foi determa@datir do residuo insolivel em
cloroférmio obtido do teste anterior. Este foi disglo em 5-10 mL de agua destilada e
filtrado para um tubo de ensaio. O liquido obtidodgitado por 3 minutos e foi observada a
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formacdo ou ndo de espuma. Espuma persistente relaiia (colarinho) € indicativa da
presenca de saponina (heterosideos saponinicos)Q®@A2009).

5.2.1.7 Determinacéo de Alcaloides

A presenca ou auséncia de alcaloides foi deterrairmagartir do residuo seco no
béquer 6 que foi dissolvido em 5 mL de HCI a 5%@asada uma porcédo de 1 mL em tubo de
ensaio. Em seguida foi adicionado 1 gota de reafi@oDragendorff. A visualizagédo de
precipitado floculoso vermelho tijolo indica pregare alcaloides (MATOS, 2009).

5.3 Atividade antioxidante total dos extratos etanlico e hexéanico das folhas de

Annona muricata

5.3.1 Preparo do extrato

O extrato utilizado para a determinagcdo da ativedadtioxidante total (métodos
ABTS e DPPH) e polifenois extraiveis totais foi idbt a partir de 2g de EE e EH
concentrados, seguindo a metodologia de LarraunpéiRez e Saura-Calixto (1997)
Foram pesados 2 g de EE e EH em um béquer, addnsnd0 mL de etanol 50%,
homogeneizados e deixados em repouso por 60 migutesperatura ambiente. Apos
essa etapa, foram submetidos a centrifugacdo a H®Odurante 30 minutos. Apos
centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido em wtéd volumétrico de 100 mL e
denominado sobrenadante 1. Ao precipitado da pranextracdo foram adicionados 40
mL de acetona 70%, sendo homogeneizado e deixadoepouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. Foi feita uma nova centrifdigaa 5000 rpm durante 30 minutos,
sendo o sobrenadante recolhido (sobrenadante 2jickomado ao baldo volumétrico
contendo o sobrenadante 1. O volume final (bal@opjustado para 100 mL com agua

destilada.

5.3.2 Atividade antioxidante total pelo método ABTS

Para a determinacéo da atividade antioxidante ¢atsl) foi utilizada a metodologia
descrita por Rufino e colaboradores (2007). Inmoehte, o radical ABT&+ (2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico) formado pela reacdo da solucdo ABTS
7 mM com a solucéo de persulfato de potassio 140 mdlibados a temperatura de 25°C

na auséncia de luz, por 16h. Uma vez formado, mahtbi diluido com alcool etilico até
41



a obtencdo do valor de absorbancia de 0,700 + 020284 nm. A partir dos extratos
obtidos no item 5.3.1 foram preparadas trés diksc@iferentes: 250, 500 e 1000 ppm,
em triplicata. Em ambiente escuro, uma aliquot8@e L de cada diluicdo dos extratos
foi transferida para tubos de ensaio com 3,0 mlatiical ABTS. Como antioxidante de
referéncia foi utilizado o composto 6-hidroxi-2,Btetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox, Sigma-2000 puM ). O decréscideabsorbancia a 734 nm foi medido
depois de 6 minutos e entdo foi feita uma curvaadirpdos valores de absorbancias e
concentracdes das amostras. Os valores de AAT fobdiclos a partir da equacao da reta: y =
ax + b, substituindo o valor de y pela absorbaagiavalente a 1000 uM de Trolox, sendo os
resultados expressos como TEAC (Atividade AntiomtdeEquivalente ao Trolox) em uM de

Trolox/g de extrato.

5.3.3 Atividade antioxidante total pelo método DPPH

O método de sequestro do radical 1,1-difenil-2Hpiedrazil (DPPHe), descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), € umaniéz simples e precisa para avaliar a
atividade antioxidante. Inicialmente, foram preplas trés diferentes diluicdes: 250, 500 e
1.000 ppm dos extratos etandlico e hexanico. Emstale ensaio, em ambiente escuro, foram
adicionados 0,1 mL de cada diluicdo do extrat®®en8, do radical DPPH. O decréscimo na
absorbancia a 515 nm foi medida até sua estaliilizaé atividade antioxidante foi calculada
com base em uma curva padrao de doses decresden@BPH, sendo expressa como a
concentracdo de antioxidante requerida para reduguantidade de radicais livres em 50%
(ECsg). Os valores de EBfgforam calculados de acordo com Rufino e colabaesd(®007) e

expressos como g de extrato/g DPPH.

5.4 Estudo dos antioxidantes ndo enzimaticos dostetos etanodlico e hexanico das

folhas deAnnona muricata

5.4.1Determinacédo de Polifenois Extraiveis Totais

A quantificacdo dos polifendis totais foi realizaclanforme descrito por Obanda e
Awuor (1997). Esse método envolve a reducao dceergad-olin-Ciocalteau pelos compostos

fendlicos das amostras com concomitante formacaondeomplexo azul cuja intensidade
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aumenta linearmente a 700 nm. Em tubos de ensasmfadicionados, em ambiente escuro,
150 uL do extrato, completando para 1 mL com agua @ekstjl 1 mL da solucdo Folin
Ciocalteau (1:3), 2 mL da solucdo de carbonateddio anidro (Nz2COs) a 20 %, 2 mL de
agua destilada e, em seguida, a mistura de rea¢dmrhogeneizada. As concentracfes de
polifendis sollveis totais foram calculadas comebasn uma curva padrdo de doses
crescentes de &cido galico 98% (Acros Organics). ldiairas foram realizadas em
espectrofotdmetro (Spectronic Genesys 2) em coneptionde onda de 700 nm, 30 minutos
apos a adicado dos reagentes. Como padréo, faadtl uma solucdo de acido galico em
diferentes concentragdes e procedeu-se o expeonderforma semelhante ao realizado com
os extratos. As concentracdes de polifendis saduiahis foram calculadas com base nos
dados obtidos a partir da curva padrdao do acidoa@B%. Os resultados foram expressos

em mg de acido galico/ 100 g da amostra. Todas&@ses foram realizadas em triplicata.

5.4.2 Determinacao de Flavonoides Amarelos

O teor de flavonoides amarelos foi determinado @edm com o método de Francis
(1982). Uma aliquota de 1 mL das amostras foi tesigg® para um baldo volumétrico (50
mL), envolvido com papel aluminio, sendo o volunferido com etanol-HCI (1,5 N) e
deixado em repouso 4@ por uma noite. O material foi filtrado e em selgua absorbancia
foi medida a 374 nm. O branco foi composto apenasotlicdo de etanol-HCI (1,5 N). Todas
as analises foram feitas em triplicata e os redodteexpressos em mg/100 g de amostra

através da féormula:

Absorbancia x fator de diluicédo/ (76,6)
5.4.3 Determinacdo de Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado c&rdo com o método de Francis
(1982). Uma aliquota de 1 mL das amostras foi tesigg® para um baldo volumétrico (50
mL), envolvido com papel aluminio, sendo o volunferido com etanol-HCI (1,5 N) e
deixado em repouso 8@ por uma noite. Apds esse tempo, o material fcefiltrado para
um béquer (50 mL), sempre envolto por papel alum@iem seguida, a absorbancia foi
medida a 535 nm. O branco foi composto apenasldadsode etanol-HCI (1,5 N). Todas as
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analises foram feitas em triplicata e os resultadgsessos em mg/100 g de amostra através

da formula:

Absorbancia x fator de diluicéo/ (98,2)

5.5 Anédlise microbiologica dos extratos etandlico bexanico de folhas deAnnona

muricata

A andlise microbiologica para verificar possivehtaminacdo dos extratos por bactérias
ou fungos foi realizada seguindo metodologia prgppsr Downes e Ito (2001). Para tanto,
0,1 mL de cada extrato e do DMSO foram inoculadosaldo nutritivo e incubados por 48 h
a 35°C para crescimento de bactéria e caldo ddabdixtrose por 72 h a 30°C para
crescimento de fungo. Apés esse periodo, foi obsleana presenca de turvagdo no meio e
uma aliquota de cada suspensédo foi semeada ens @acaagar nutritivo ou agar batata
dextrose (BDA), para verificar crescimento de b@&$e e fungos, respectivamente e
incubadas nas mesmas condic¢des iniciais. Os rdeslfaram registrados como auséncia ou

presenca de crescimento microbiano.

5.6 Efeito dos extratos etandlico e hexanico daslias de Annona muricatal. sobre

a resposta inflamatéria

5.6.1 Efeito do pré-tratamento com o0s extratos hex® e etandlico de folhas de
Annona muricata sobre a inflamacdo topica induzid@or xileno e TPA em

camundongos

5.6.1.1 Grupos experimentais

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatodria detsatos por via intragastrica (via
I.g.), os animais foram distribuidos aleatoriameete 10 grupos com dez animais cada,
recebendo os tratamentos por 3 ou 7 dias consesutwntes da aplicacao do xileno ou TPA.

Descricao dos tratamentos por grupo:

* Xileno: animais foram tratados com 2QQ de salina fisiolégica (NaCl 0,9%)

por via i.g. por sete dias consecutivos;
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* TPA: animais foram tratados com 20D de salina fisiolégica (NaCl 0,9%) por
via i.g. por sete dias consecutivos;

« DMSO: animais foram tratados com 200 de DMSO a 5% em salina
fisiologica por via i.g. por sete dias consecutjvos

* EH10: animais foram tratados com 20 de EH 10 mg/kg em DMSO a 5%
por via i.g. por sete dias consecutivos;

* EH100: animais foram tratados com 200 de EH 100 mg/kg em DMSO a 5%
por via i.g. por sete dias consecutivos;

* EH1000: animais foram tratados com 2Q0Q de EH 1000 mg/kg em DMSO a
5% por via i.g. por sete dias consecutivos;

* EE10: animais receberam 2QQ. de EE 10 mg/kg em DMSO a 5% por via i.g.
durante 7 dias consecutivos;

* EE100: animais receberam 2QQ. de EE 100 mg/kg em DMSO a 5% por via
I.g. durante 7 dias consecutivos;

* EE1000:animais receberam 2@ de EE 1000 mg/kg em DMSO a 5% por via
I.g. durante 7 dias consecutivos;

« Dexa: animais que receberam dexametasona (2,5 mg/kgyiparg. durante 3
dias consecutivos;

e Indo: animais que receberam indometacina (5mg/kg) por.gialurante 3 dias

consecutivos.

5.6.1.2 Avaliacdo do edema de orelha induzido pglécacéo topica de xileno

Para induzir o edema, 5. de xileno foram aplicados nas faces interna (Rb e
externa (25uL) da orelha direita dos animais. A espessura dihardireita de cada animal
antes da aplicacdo dos agentes irritantes foi usam@ controle neste ensaio. No ultimo dia
dos tratamentos, a espessura da orelha de todwosnogis foi mensurada antes e 1 hora apés
a inducédo da resposta inflamatoria usando um mien@ndigital (Mitutoyo Serie 293). O
edema foi expresso como aumento da espessura (enoreltha apdés o desafio inflamatorio,
calculado pela\[espessura depois - espessura antes]. Ja pakadadsi anti-inflamatoria, os
resultados foram expressos como percentagem deé;daaibdo edema induzido pelos
tratamentos com o0s extratos e pelos farmacos rdl#matorios (dexametasona e
indometacina) em comparacdo ao grupo que nao necedrmdum tratamento (Grupo Xileno)
(DE YOUNGet al, 1989).
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5.6.1.3 Avaliacdo do Edema de Orelha Induzido pglicacdo Topica de TPA

Uma hora apés o ultimo tratamento, o edema foi zittu pela aplicacdo topica de
TPA (2,5 pg/20uL acetona) na orelha direita de catongos. A espessura da orelha foi
avaliada antes e 6h apds aplicagdo do agente titmgi®D edema e a atividade anti-
inflamatoria foram mensurados conforme descritocsubitem5.6.1.2 (DE YOUNG et al,
1989).

5.6.2 Efeito do tratamento topico dos extratos elico e hexanico das folhas de

Annona muricata sobre o edema de orelha induzida gdeno e TPA

5.6.2.1 Grupos experimentais

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria ddsagos por via topica, os animais
foram distribuidos aleatoriamente em 10 grupos d&m animais cada e submetidos a

diferentes tratamentos:

e Xileno: animais em que o xileno foi aplicado na orelhaithr (50uL/orelha) e
néo receberam nenhum tratamento;

« TPA: animais em que o TPA foi aplicado na orelha dir€0pu L/orelha) e ndo
receberam nenhum tratamento;

* Acet: animais em que acetona (D) foi aplicada na orelha direita;

« EH10: animais que receberam 20 uL de EH (10 mg/kg oni @@ orelha), logo
apos aplicacao de xileno na orelha direita (50dlfa);

« EH100: animais que receberam 20 pL de EH (100 mg/kg @un®/orelha),
logo apos aplicacao de xileno na orelha direitau [B6relha);

« EH1000: animais que receberam 20 pL de EH (1000 mg/kg om@orelha),
logo apos aplicacao de xileno na orelha direitau [B6relha);

« EE10: animais tratados com 20 puL de EE (10 mg/kg ou é8forelha), logo
apos aplicacao de xileno na orelha direita (50dlfa);

« EE100: animais tratados com 20 pL de EE (100 mg/kg oungyibrelha), logo
apos aplicacao de xileno na orelha direita (50dlha);

« EE1000: animais tratados com 20 pL de EE (1000 mg/kg oungforelha),

logo apos aplicacao de xileno na orelha direitau [B6relha);
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» Dexa: animais que receberam dexametasona (2,5 mg/kgptvéaastrica por 3
dias consecutivos antes da aplicacdo de xilenoethaodireita (50uL/orelha);
* Indo: animais que receberam indometacina (5mg/kg) viagastrica por 3 dias

consecutivos antes da aplicacao de xileno na odalbia (50uL/orelha).

A avaliacdo do edema de orelha induzido pela ag@iwdopica de xileno e TPA foi
realizada conforme metodologia descrita anteriotenero item 5.6 (subitens 5.6.1.2 e
5.6.1.3).

5.7 Avaliacdo da Atividade Antibacteriana dos extréos etandlico e hexanico de

folhas deAnnona muricata

Para avaliar a atividade antibacteriana dos estria¢xanico e etandlico das folhas de
gravioleira foram utilizadas cepas 8taphylococcus aureTCC 14458)Escherichia coli
(ATCC 11775),Listeria monocytogene@TCC 33090) eSalmonella choleraesuiATCC
14028). Todas as bactérias estavam preservadaganmélinado com uma camada de 6leo
mineral em temperaturas de refrigeracdo. Um diasadh realizacdo do experimento, as
culturas foram reativadas, sendo transferidas aotfli@ de alcas estéreis e inoculadas em 15
mL de caldo de infusdo de cérebro-coracdo (BHhombadas a 37°C, seguindo protocolo
previamente estabelecido e padronizado (NCCLS, ;2@®BVA; ANTUNES:; CATAO,
2011).

A atividade antibacteriana dos extratos foi veaifia por meio da técnica de disco-
difusdo, de acordo com o protocolo de Kirby-Bawsdrpnizado pela NCCLS (2003). Com o
auxilio de swab estéril, a suspensao obtida, apd®weas de crescimento bacteriano no BHI,
foi semeada na superficie de uma placa de agaréwitihton, em duas dire¢des, por duas
vezes consecutivas, até a obtencdo de um esfregédoome. Apds a secagem do indculo,
foram aplicados discos de papel de filtro com 6 dendiametro, impregnados com DMSO ou
EE ou EH. Os testes foram realizados em triplicadasleituras foram realizadas apos 24
horas de incubacao a 35°C, os didmetros das zenasbi:do foram medidos em milimetros

com auxilio de régua milimetrada e o valor congiderfoi a média aritmética das triplicatas.
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5.8 Andlise Estatistica

Para a realizagdo da andlise estatistica dos dasd@sultados foram expressos como a
média + desvio padrao. Quando os resultados mastirae paramétricos, para comparar 0S
dados entre os grupos foi utilizada a andlise dé&mnaa (ANOVA), seguida do teste de
Tukey. Para os resultados ndo parameétricos fazadih a analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Kruskal-Wallis. As diferengaarh consideradas significativas com um
nivel de confianca de 95% (p < 0,05). Os calcutoarh realizados utilizando o Software
estatistico GraphPad Prism version 5.2, San Diediddthia, EUA.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo fitoquimica qualitativa dos extatos etandlico e hexanico de

folhas deAnnona muricata

No extrato etandlico de folhas #e muricata foram detectados taninos condensados,
esteroides, flavonais, flavonas, flavanonas, xaagam flavonoides (Tabela 1). J& no extrato
hexanico das folhas d&. muricata foi evidenciada a presenca de esteroides. Naomfor
evidenciados taninos hidrolisaveis, catequinasterpenoides, saponinas, quinonas e

alcaloides em nenhum dos extratos (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacédo fitoquimiocavitro dos extratos etanolico (EE) e hexanico (EH) de
folhas deAnnona muricatd..

Fitoquimicos EE EH
Fendis - -
Taninos condensados + -

Taninos hidrolisaveis - -

Catequinas - -
Flavonois + -
Flavonas + -

Flavononas + -

Flavonoides + -
Xantonas + -
Esteroides + +

Triterpenoides - -
Saponinas - -
Quinonas - -
Alcaloides

(+) Presenca e (-) Auséncia
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6.2 Caracterizagdo fitoquimica quantitativa dos exatos etandlico e hexéanico de
folhas deAnnona muricata

A Tabela 2 mostra os teores de antioxidantes piesenos extratos etandlico e
hexanico de folhas de gravioleira. Os teores decariinas, flavonoides amarelos e
polifendis totais para o EE foram de 1.298,40 m22,40 mg e 9.981,15 pg por 100 g de
amostra, respectivamente. Os teores de antociarfiaasnoides amarelos e polifendis totais
para o EH foram de 142,60 mg; 159 mg e 2.916,09qud.00 g de amostra, respectivamente.

Tabela 2 - Conteudo de antocianinas, flavonoidesre@los e polifendis presentes nos extratos
etandlico e hexanico das folhasAlenona muricata.

EE EH
Antocianinas
(mg/1009) 1.298,40 +1 142,6 411,
Flavonoides amarelos
(mg /1009) 2.121,40+ 2 159 + 4,24
Polifendis totais
(1g/100g9) 9.981,15 + 5,33 2.916,09,33

6.3 Atividade antioxidante total dos extratos etanlico e hexanico de folhas de

Annona muricata

A Tabela 3 apresenta a atividade antioxidante atrstes etandlico e hexanico de
folnas de A. muricata através dos métodos ABTS e DPPH. Pelo método AHES,
apresentou TEAC de 822,35 uMol Trolox/g, enquante §H apresentou valor de 104,85
KMol Trolox/g. Esse resultado foi confirmado pelétodo DPPH, em que EE apresentou
166,49 g de extrato/g DPPH e para EH foi de 4.@§,8e extrato /g DPPH. EE apresentou,

nos dois testes, maior atividade antioxidante.

50



Tabela 3. Atividade antioxidante total dos extragtanodlico e hexanico de folhas Alenona

muricata
Atividade antioxidante EE EH
ABTS"
(uMol Trolox/qg) 822,35 + 8/6 104,85 £ 5,43
DPPH
(g/g DPPH) 166,49 + 11,18 4.089,65 + 11,04

6.4 Avaliacdo da contaminacdo dos extratos etandtice hexanico de folhas de

Annona muricatapor bactérias e fungos

N&o foi evidenciado crescimento de bactérias ogdanem nenhum dos extratos
(Tabela 4).

Tabela 4. Avaliacdo da presenca de bactérias @ofunos extratos etandlico e hexanico de
folhas deAnnona muricatd..

EE EH
Crescimento de bactérias - -
Crescimento de fungos - -

-: auséncia de crescimento +: presenca de crestwimen
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6.5 Efeito dos extratos etandlico e hexanico de fas de Annona muricata sobre a

resposta inflamatéria

6.5.1 Efeito do pré-tratamento com os extratos aibco e hexanico de folhas de
Annona muricata sobre a inflamacdo topica induzid@or xileno e TPA em

camundongos

As figuras 7 e 8 e a tabela 5 apresentam o efeiieirdlamatério da administracédo
oral do EE nos ensaios de edema de orelha indppideileno e TPA em camundongos.

Na Figura 7, pode-se observar que a aplicacao ldaoxprovocou inflamacao em
todos os grupos analisados, sendo a maior espedsweelha evidenciada para 0s grupos
Xileno (124,67 = 11,34 um) e DMSO (114,86 + 20,7)uOs valores médios de edema,
mensurados pelo aumento da espessura da orelaayggrupos EE 10, 100 e 1000 foram de
47,71 £ 15,52 um; 52,71 + 19,15 um e 62,28 + 23 gaspectivamente. Os grupos Dexa e
Indo apresentaram os menores valores de edema3 (21447 pm e 24,71 £ 11,18 um,
respectivamente), diferindo significativamente<(,05) do grupo Xileno. Os grupos EE 10 e
EE 100 nao diferiram significativamenteX®,05) do grupo Indo. O grupo EE 10 apresentou

neste ensaio 0 menor valor para o extrato etandlico

A aplicacdo de TPA na orelha dos camundongos premam aumento significativo
da espessura da orelha seis horas apés o estiosilgrupos TPA, DMSO, EE10, EE100 e
EE1000 (Figura 8), com valores de espessura dazodel 332,3 + 48,03 um, 327,71 + 46,96
um, 312,8 + 18,11 um, 342,6 + 40 um, e 364,4 +3PM, respectivamente. Dexa e Indo
apresentaram valores de espessura da orelha @8 8129,42 um e 176,43 £ 76 um,

respectivamente, diferindo significativamente dapgr TPA.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento com o extrasnélico de folhas dé&nnona muricatesobre a inflamagao

tépica induzida por xileno em camundongos.
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Os animais foram tratados via i.g. com salina (ON&€l, 200uL/ animal- Grupo Xileno), o veiculo (DR
5%, 200uL/ animal- Grupo DMSO) e EE nas concenta¢td, 100 e 1000 mg/kg (Grupos EE10, EE100 e
EE1000) durante 7 dias antes da aplicacdo do xil&sofarmacos de referéncia, dexametasona (2,5gmg/k
Grupo Dexa) e indometacina (5 mg/kg- Grupo Indajarf administrados (via i.g.) por 3 dias antespleacao

do xileno. Letras diferentes indicam diferenca sigativa entre os grupos (p< 0,05).

Figura 8. Efeito do pré-tratamento com o extratmélico das folhas d&nnona muricatesobre a inflamagéo
tépica induzida por TPA em camundongos.
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Os animais foram tratados via i.g. com salina (ON&€I, 200uL/ animal- Grupo TPA), o veiculo (DMSG%,
200uL/ animal- Grupo DMSO) e EE nas concentrac@e4.00 e 1000 mg/kg (Grupos EE10, EE100 e EE1000)
durante 7 dias antes da aplicacdo do TPA. Os fasnde referéncia, dexametasona (2,5 mg/kg- Grup@)De
indometacina (5 mg/kg- Grupo Indo), foram admisidtss (via i.g.) por 3 dias antes da aplica¢do db. TBtras
diferentes indicam diferenca significativa entregagpos (p< 0,05).
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As figuras 9 e 10 e a tabela 5 apresentam o eeieinflamatério da administracéo
oral do EH nos ensaios de edema de orelha indpoidgileno e TPA em camundongos.

Na Figura 9, pode-se evidenciar que a aplicac&aleleo induziu edema em todos os
grupos, sendo a maior espessura da orelha evideng#a os grupos Xileno (124,67 +£ 11,43
pm) e DMSO (114,86 = 20,74 um). O EH foi capazetturir significativamente §®,05) o
edema, sendo a espessura das orelhas de 62,28/4.1M,; 55,57 £ 14,57 um e 60,14 + 21,08
um para EH10, EH100 e EH1000, respectivamente.He@we diferenca significativa entre
esses grupos (p 0,05). As menores espessuras das orelhas forareuragas nos grupos
Dexa e Indo, com valores de 11,43 £ 4,47 um e 24,7111,18 pm, respectivamente e

diferindo significativamente de todos os gruposamss (EH 10, 100 e 1000)0,05).

A aplicacdo de TPA na orelha dos camundongos premam aumento significativo
da espessura da orelha seis horas apds o estiosilgrupos TPA, DMSO, EH10, EH100 e
EH1000 (Figura 10), com valores de espessura dhaode 332,3 = 48,03 um, 327,71 *
46,96 um, 264,5 + 44,78 um, 313,7 £ 22,5 um e 3289,70 um, respectivamente. Dexa e
Indo apresentaram valores de espessura da orellgd 88 + 29,42 um e 176,46 £ 76 um,

respectivamente, diferindo significativamente dapgr TPA.

Figura 9. Efeito do pré-tratamento com o extratwahe&o de folhas dédnnona muricatasobre a inflamacéo

tépica induzida por xileno em camundongos.
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Os animais foram tratados via i.g. com salina (0M&€l, 200uL/ animal- Grupo Xileno), o veiculo (DK%
5%, 200uL/ animal- Grupo DMSO) e EH nas concengact0, 100 e 1000 mg/kg (Grupos EH10, EH100 e
EH1000) durante 7 dias antes da aplicacdo do xil®sofdrmacos de referéncia, dexametasona (2,5gmg/k
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Grupo Dexa) e indometacina (5 mg/kg- Grupo Indajarf administrados (via i.g.) por 3 dias antespleacao

do xileno. Letras diferentes indicam diferenca sigativa entre os grupos (p< 0,05).

Figura 10. Efeito do pré-tratamento com o extraréamico das folhas dennona muricatesobre a inflamacao
tépica induzida por TPA em camundongos.
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Os animais foram tratados via i.g. com salina (ON&&I, 200uL/ animal- Grupo TPA), o veiculo (DMSG%,
200pL/ animal- Grupo DMSO) e EH nas concentracd®s 1D0 e 1000 mg/kg (Grupos EH10, EH100 e
EH1000) durante 7 dias antes da aplicacdo do TRAa@nacos de referéncia, dexametasona (2,5 mGtkgo
Dexa) e indometacina (5 mg/kg- Grupo Indo), foradmmistrados (via i.g.) por 3 dias antes da apécago
TPA. Letras diferentes indicam diferenca significaentre os grupos (p < 0,05).

A Tabela 5 apresenta o percentual de inibicdo detraptamento com o0s extratos
etandlico e hexanico, como também o percentuatidegéo dos grupos DMSO, Dexa e Indo
sobre a inflamacao induzida por xileno ou TPA. &S concentracdes de 10, 100 e 1000
mg/kg reduziu significativamente (p0,05) o edema induzido por xileno, correspondemdo
valores de percentual de reducédo de 61,72%; 57&190,03%; respectivamente, quando
comparados ao grupo Xilen@s farmacos de referéncidexametasona e indometacina,
reduziram significativamente €£p,05) o edema induzido por xileno, mostrando undagao
de 90,89% e 80,17%, respectivamente. Ja EH frentssa agente flogistico apresentou
percentuais de inibicdo de 50,04% para EH10, 57,084 EH100 e 53,42% para EH1000.
As doses de EH né&o diferiram significativamente diases de EE, mas ambos os extratos
diferiram significativamente das drogas padrdoeBzatlas. Nao houve inibicdo do edema
induzido por TPA pelo DMSO, EE e EH nas diferentesncentracées. Somente
dexametasona e indometacina foram capazes de redumi 89,29% e 46,91%,

respectivamente, o edema induzido por TPA.
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Tabela 5. Efeito do pré -tratamento com EE e EHesalinflamacao induzida por Xileno e TPA

TRATAMENTOS

VEICULO

EE 10

EE 100

EE 1000

EH 10

EH 100

EH 1000

DEXA

INDO

INIBICAO (%)

XILENO

61,72

57,71

53,42

50,04

57,08

53,42

90,89

80,17

INIBICAO (%)

TPA

23,33

89,29

46,91
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6.5.2 Efeito do tratamento tépico com os extratdarslico e hexanico das folhas de
Annona muricata sobre o edema de orelha induzidorpgileno e TPA em

camundongos

As figuras 11 e 12 e a tabela 6 apresentam o efretianflamatério da administracéo

topica de EE nos ensaios de edema de orelha irapaidkileno e TPA em camundongos.

Na figura 11, pode-se observar o efeito anti-m##orio do extrato etandlico por via
topica frente a inducdo da inflamacao com xilenan&ior inflamacéo foi induzida no grupo
xileno, com médias de espessura de orelha de 153P208 um. Os tratamentos com EE e
EH (50 uL/ orelha) foram feitos imediatamente apdmducdo do edema pelo xileno e a
espessura da orelha foi medida antes e apés Jlidacdo do agente flogistico. O edema foi
de 55,28 + 29,91 um para EE10, 54,43 + 32,90 ura p&100 e 61,5 + 29,36 um para
EE1000. J& para os grupos Dexa e Indo, os edema® fde 14,33 + 12,38 um e 49,67
+31,23 um, respectivamente. Nao foi observado edsgmaficativo no grupo Acet em que

foi aplicada apenas acetona nas orelhas dos animais

A figura 12 mostra o efeito anti-inflamatério detrato etandlico por via topica frente
ao edema induzido por TPA. A aplicacao topica da 1d® capaz de provocar edema, sendo
a maior inflamacéo evidenciada no grupo sem nerthagamento (TPA) com valor de edema
de 289,2 + 28,83 um. EE foi capaz de causar umg@edno edema, apresentando valores de
espessura da orelha de 72,28 + 41,46 um para HE&X4 + 48,23 um para EE100 e 140,57
*+ 69 um para EE1000. Dexa e Indo apresentaramesbte espessura da orelha de: 28,57 +
30,6 um, e 122,57 + 69,2 um, respectivamente,iddersignificativamente do grupo TPA.
Apenas EE10 nao diferiu significativamente dos gsupexa e Indo. Nao foi observado
edema significativo no grupo Acet em que foi aglecaapenas acetona nas orelhas dos

animais.
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Figura 11. Efeito do tratamento tépico com extretzmolico das folhas dénnona muricatasobre o edema de

orelha induzido por xileno.
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Grupo Xileno- animais em que se induziu a inflansagdm xileno e ndo receberam tratamento. Grupo9EE1
EE100 e EE1000- os animais foram tratados coplieagdo tépica dos extratos, nas diferentes cdragies,
imediatamente apos a inducéo da inflamacéo confenax{50uL/ orelha). Grupo Acet- O veiculo (acejoiaa
aplicado por via topica, sem ter sido induzidaaimfhcdo com xileno. Os farmacos de referéncia, deteeona
(2,5 mg /kg- Grupo Dexa) e indometacina (5 mg f&gdpo Indo), foram administradas por via i.g. pati8s
antes da aplicacdo do xileno. Letras diferenteis@ma diferenca significativa entre os grupos (pG5Q

Figura 12. Efeito do tratamento topico com o extrai etandlico de folhas deAnnona muricatasobre o
edema de orelha induzido por TPA.
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Grupo TPA- animais em que se induziu a inflamacam @PA (2,5 pug/ orelha em 20uL acetona) e nao
receberam tratamento. Grupos EE10, EE100 e EEI308nimais foram tratados com a aplicagdo taghisa
extratos, nas diferentes concentracdes, imediatena@ds a inducdo da inflamagédo com TPA. Grupo-ADet
veiculo (acetona) foi aplicado por via topica, semsido induzida inflamagéo com TPA. Os farmaces d
referéncia, dexametasona (2,5 mg /kg- Grupo Dexapdemetacina (5 mg /kg- Grupo Indo), foram

administrados por via i.g. por 3 dias antes dacagéio do TPA. Letras diferentes indicam diferengaificativa
entre os grupos (p < 0,05).
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As figuras 13 e 14 e a tabela 6 apresentam o efettenflamatorio da administracéo
tépica do EH nos ensaios de edema de orelha inaymd xileno e TPA em camundongos.
Na figura 13, pode-se observar o efeito anti-infldno do extrato hexanico por via topica
frente a inducao da inflamac&o com xileno. A maflamacéao foi induzida no grupo xileno,
com meédias de espessura de orelha de 150,22 + 4h0&uando aplicado topicamente
(Figura 12), o EH foi capaz de reduzir significativente o edema induzido por xileno. Como
evidenciado pelos valores de edemm) de 71,14 + 16,03 para EH10, 45,71 = 21,10 para
EH100 e 31,71 £ 14,04 para EH1000 sendo esse derfiéducdo dose-dependente. EH100 e
EH1000 nao diferiram significativamente dos grupexa (14,33um +12,38) e Indo (49,67
um * 31,23). Nao foi observado edema significativio grupo Acet em que foi aplicada
apenas acetona nas orelhas dos animais.

A figura 14 apresenta o efeito anti-inflamatorio etrato hexanico por via topica
frente & indugdo da inflamac¢do com TPA. A maiolamficdo foi induzida no grupo TPA,
com médias de espessura de orelha de 289,2 + P8B3rodas as concentracbes do EH
foram capazes de reduzir o edema causado pelo ddmeédias de 45,14 + 29,33 um para
EH10; 90,58 + 40,57 um para EH100 e 98,43 = 20,22 para EH 1000. Nenhuma
concentracdo de EH diferiu significativamente dopgr Dexa (14,33 +12,38m). O grupo
Indo apresentou edema de 122,57 £+ 69,2 um. Nabg®rvado edema significativo no grupo
Acet em que foi aplicada apenas acetona nas ormtfsagnimais.

A Tabela 6 apresenta o percentual de inibicdo alartrento topico com o0s extratos
etanolico e hexanico, como também o percentuahibdefio dos grupos Dexa e Indo sobre a
inflamacdo induzida por xileno ou TPA. EE apresentem relagdo ao grupo xileno,
percentual de inibicdo de 67,95 % para EE1000;788,para EE100 e 63,20% para EE10,
nado havendo diferenca entre os grupos. EH apresepéocentual de inibicdo dose-
dependente, com valores de 78,89% para EH10007%0Sp@ra EH100 e 52,64% para EH10.
Dexametasona e Indometacina foram capazes de regluzio2,5% e 75% a inflamacgé&o
induzida por xileno, respectivamente.

Ja em relacdo ao TPA (Tabela 6), o tratamentmddppm EE apresentou inibicao
maxima para EE10 com percentual de inibicdo de &aHiido por 56% para EE100 e 51%
para EE1000. EH apresentou comportamento semejh@r um percentual de inibicéo de
84,39% para EH10; 68,68% para EH100 e 65,96% paid0@0. Dexametasona e
Indometacina foram capazes de reduzir significatamie a inflamacdo em relagédo ao grupo

TPA, com um percentual de 90,12% e 57,62%, resfagugnte.
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Figura 13. Efeito do tratamento topico com exttaaanico de folhas dannona muricatasobre o edema de
orelha induzido por xileno.
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Grupo Xileno- animais em que se induziu a inflansag@m xileno e ndo receberam tratamento. GrupoDEH1
EH100 e EH1000- os animais foram tratados coplieagao topica dos extratos, nas diferentes cdraghes,
imediatamente apos a inducdo da inflamacéo confenax{(50uL/ orelha). Grupo Acet- O veiculo (acejoiaa
aplicado por via tépica, sem ter sido induzidaamih¢do com xileno. Os farmacos de referéncia, deteesona
(2,5 mg /kg- Grupo Dexa) e indometacina (5 mg &gdpo Indo), foram administradas por via i.g. pati&s
antes da aplicacdo do xileno. Letras diferenteis@ma diferenca significativa entre os grupos (pG5Q

Figura 14. Efeito do tratamento tépico com extia¢xanico de folhas dAnnona muricatasobre o edema de
orelha induzido por TPA.
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Grupo TPA- animais em que se induziu a inflamacém @PA (2,5 pg/ orelha em 20uL acetona) e néo
receberam tratamento. Grupos EH10, EH100 e EH1@9@nimais foram tratados com a aplicagdo téghisa
extratos, nas diferentes concentracdes, imediatena@ds a inducdo da inflamagédo com TPA. Grupo-ADet
veiculo (acetona) foi aplicado por via tépica, semsido induzida inflamagdo com TPA. Os farmaces d
referéncia, dexametasona (2,5 mg /kg- Grupo Dexapdemetacina (5 mg /kg- Grupo Indo), foram

administradas por via i.g. por 3 dias antes daagdio do TPA. Letras diferentes indicam diferengaificativa
entre os grupos (p < 0,05).
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Tabela 6. Efeito do tratamento topico com EE e EHnilamacéo induzida por xileno ou
TPA.

INIBICAO (%) INIBICAO (%)
TRATAMENTOS
XILENO TPA
VEICULO
63,20 75
EE 10
63,77 55,69
EE 100
67,95 51,39
EE 1000
52,64 84,39
EH 10
69,57 68,68
EH 100
78,89 65,96
EH 1000
92,5 90,12
DEXA
75 57,62

INDO
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6.6 Avaliacdo da Atividade Antibacteriana dos extrtos etandlico e hexanico das

folhas de gravioleira.

A Figura 15 apresenta fotos das placas de cu#tpds ensaios de disco-difusdo em
agar. Cada placa foi semeada com inéculo de umaculagras microbianas estudadas:
Sthaphylococcus aured), Listeria monocytogend8), Escherichia col(C) eSalmonella
choleraesuigD) e discos de filtros impregnados com DMSO, EEH:foram adicionados a
placa. Nao foram observados halos de inibicédo esconento para DMSO, EE ou EH contra

nenhuma das cepas bacterianas testadas.

Figura 15. Efeito dos extratos hexanico e etandBobre a inibicdo do crescimento Simaphylococcus
aureus(A), Listeria monocytogend8), Escherichia col(C) e Salmonella choleraesu(®).
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7. DISCUSSAO

Annona muricata utilizada popularmente no tratamento tépico ecgdes cutaneas,
como também em formas de chas para o tratamerdtydmas doencas. Estudos realizados
com algumas espécies do génénmnonatém demonstrado que algumas destas espécies
apresentam atividades antioxidante (BARRE&Aal, 2011; GUPTA-ELERAet al, 2011;
OLIVEIRA, 2011; LOIZZO et al, 2012; VIJAYARAGHAVAN et al, 2013), anti-
inflamatoria (De SOUS/Aet al, 2010; ROSLIDAet al, 2012), analgésica (CARBALL®t
al., 2010; CHAVANZet al, 2010) e antimicrobiana (OSORKD al, 2007; RAHMAN et al,
2005 ), dentre outras (CAVALCANT@t al, 2010; OLIVEIRA, 2011; LIMAet al, 2011;
VIVEK et al, 2012;. VILA-NOVA et al, 2013) Dentre os principais constituintes quimicos
encontrados nas espécies da famflimmonaceaedestacam-se os alcaloides, carboidratos,
lipideos, aminoacidos, proteinas, polifendis, tegse compostos aromaticos e acetogeninas
(COSTAet al, 2008).

A fim de verificar as atividades antioxidante,ianflamatoria e antibacteriana dos
extratos hexanico e etanolico das folhas de gmval foi realizada inicialmente uma
investigacdo da composicéo fitoquimica dessestestra Evidenciou-se a presenca de
flavonadis, flavononas, flavononais, flavonoidessteeoides em EE e somente esteroides em
EH. Esses resultados corroboram com os de OLIVE(®RA 1), que ao trabalhar com os
mesmos extratos de folhAsnona muricataevidenciou a presenca de esteroides em ambos
oS extratos, além de outros compostos em EE, camoads e saponinas. Esses constituintes
foram anteriormente encontrados em plantas daitamfinonaceae: Brito e colaboradores
(2008) ao estudarem a composicdo fitoquimica doaexetandlico das folhas dennona
squamosaobservaram positividade para alcaloides, flavaemidlavononas, triterpenoides,
esteroides, flavonas, flavonois, dentre outrosuantp Matsumoto e colaboradores (2010)
observaram a presenca de taninos, flavonoideseepnos em extrato metandlico de folhas
de Annona glabagdados estes que corroboram com os resultados emtosinesse estudo.

No estudo em questdo foram ainda determinados omestede antocianinas,
flavonoides amarelos e polifendis totais, no qualdpresentou teor de antocianinas 9 vezes
superior ao encontrado para EH, de flavonoides elpsarcerca de 13 vezes superior ao
determinado para EH e de polifendis totais cercadezes superior ao de EH.
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Outra etapa consistiu na determinacdo da capacaldibxidante de EE e EH. Vérios
métodos sdo utilizados para determinar a atividad®xidante em extratos e substancias
isoladas, tendo em vista a grande variedade de asiogpcom propriedades antioxidantes,
além da complexidade quanto ao seu modo de comimtéistintos radicais livres (SOARES
et al., 2008; SOUSAet al, 2007). Esses métodos podem ser baseados naacdptuadical
peroxila (ORAC, TRAP), poder de reducdo do met&’dlAP; CUPRAC), captura de radical
organico (ABTS, DPPH), captura do radical hidroximtre outros. Dentre esses, ABTS,
FRAP, DPPH e ORAC s&o os mais usados. E recomeradatlizacio de pelo menos dois
ensaios para que os resultados combinados possaecdo uma resposta confidvel da
capacidade antioxidante total de uma substanea ansilisada (KUB@t al, 2006; RUFINO
et al, 2009). Por isso, as capacidades antioxidantasstde EE e EH foram determinadas
pelos métodos de captura do DPPH (1,1-diphenyE@dbiydrazyl) e ABTS (2,2zinobis3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato).

Vale salientar que o método ABTS é baseado naitathd dos antioxidantes de
capturar o cation ABTS+. Esta captura provoca uorédeimo na absorbancia, que € lida a
partir da mistura do radical com o antioxidante difarentes tempos sendo comparada com
uma quantidade padrdo do antioxidante sintéticoloXrfPEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2006; ALVES; BRITO; RUFINO, 2006). Em rejdo a capacidade antioxidante
total pelo método do radical ABTS, a atividade dateada para o extrato etanélico foi em

meédia 3 vezes maior que o extrato hexanico (Tabela

O outro método utilizado foi o do DPPH, que € bdseam uma medida da
capacidade de captura de antioxidantes para uroatagltavel, o DPPH, que mostra uma
absorcdo a 515 nm e é reduzido para o correspantdahizina quando reage com dadores
de hidrogénio, num periodo de tempo relativamenigocem comparagcdo com outros
métodos (NUENGCHAMNONGet al, 2011; RUFINOet al, 2010). Assim como para a
atividade antioxidante determinada pelo método ABTBservou-se maior atividade
antioxidante para EE, quando comparado com EHaRtrta maior capacidade antioxidante
foi observada para o extrato etandlico de folhasgdeioleira nos dois métodos. Esse
resultado esta de acordo com os BASKétRil. (2007) que observaram no extrato etanolico
de folhas déAnnona muricataim forte potencial antioxidante ao realizarem @if¢es testes
in vitro. Também corroboram com Oliveira (2011) que tramalbom os mesmos extratos de

folhas de gravioleira e evidenciou que EE apresaritadice de varredura pelo método DPPH
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duas vezes superior ao apresentado por EH. Essesaigieriu ainda que a maior capacidade
antioxidante de EE poderia estar relacionada astiglagles mais elevadas de metabdlitos
secundarios. No presente trabalho, EE também agpoesenaior riqueza em compostos

fitoquimicos, principalmente antocianinas, flavaltes amarelos e polifendis totais. Vale

salientar que Oliveira (2011) nao utilizou metodwds para determinar tais compostos.

Importante considerar que os metabdlitos estudadpsesentam apenas uma parcela de
muitos outros existentes e que a solubilidade dation determinante para o acesso aos sitios
de geracao e/ou de propagacéo dos radicais |@teira (2011) destacou a importancia da

polaridade dos diferentes extratos estar relacer@dmaior ou menor capacidade dos
fitoquimicos em atingir os sitios gerados das @spé&adicalares.

Podem ser citados ainda, trabalhos com outrostesteadeterminacdo da atividade
antioxidante por métodos diferentes, em que harocoa¢do da capacidade antioxidante pelos
diferentes métodos. BASKAR e colaboradores (20@fhpararam extratos etandélicos de
varias espécies da famillnnonaceaee observaram guénnona muricataapresentou o
maior potencial antioxidante, determinado tantoo p@étodo ABTS, quanto pelo DPPH,
sugerindo que o extrato inibe ou mesmo capturadisais. NAWAR e colaboradores (2012),
por sua vez, ao analisarem 0 extrato etandlico smute folhas deAnnona muricata
determinaram sua atividade antioxidante por meianétodo ORAC. Os autores sugeriram
que a capacidade antioxidante do extrato pode e@dal a presenca de flavonoides no
mesmo. Além destes, Mariod e colaboradores (20di2ymhinaram a tividade antioxidante do
extrato metandlico de folhas denona squamoseomparando os métodos DPPH e ORAC.
Neste trabalho foi observado o alto potencial aidente da planta, em virtude da presenca
de compostos fendlicos encontrados. Ha uma teralémcobter-se perfil de atividade
antioxidante semelhante quando comparados dois ais métodos e considerando a

diferenca quantitativa existente entre eles.

Apés estudar a composicdo fitoquimica e atividadgoxidante dos EE e EH de
folnas de gravioleira e com objetivo de utilizasess extratos enm vivo, partiu-se para
analise microbiologica. Os ensaios de analise yanificado contaminacdo dos extratos por
bactérias e fungos foram realizados e nao foi exideo nenhum crescimento de fungos ou
bactérias (Tabela 4). Ndo houve necessidade destudcepara investigar a toxicidade dos
extratos, pois Oliveira (2011) realizou ensaiostaacidade subcrénica de acordo com a

ANVISA através da RE n° 90, de 16 de marco de 20040 evidenciou nenhum efeito toxico
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de EE e EH de folhas dénnona muricatal. administrados por via oral durante 30 dias
consecutivos. Vale ressaltar que as concentragdesadas por esse autor foram as mesmas
usadas no presente estudo (10, 100 e 1000 mg/Kg)ertanto, ndo havia sido testada
anteriormente possivel contaminacdo microbiologioa extratos. Os extratos mostraram-se

seguros para aplicac@ovivo.

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio dos extsat@xanico e etanodlico das folhas de
Annona muricatatrabalhou-se com o modelo de edema de orelhaaemrdongos induzido
por xileno ou TPA. A inducédo quimica da inflamacéwm modelos animais € feita por meio
da administracdo de agente exdgeno. A inducdo emadie orelha por diferentes agentes
irritantes permite avaliar o potencial anti-infladvéo por diferentes vias de administracéo,
como também é largamente utilizada para identific@rovavel efeito anti-inflamatorio da
substancia em estudo e para propor um possivelniseta de acdo (YOUNGt al, 1989;
GABOR, 2000). Isso é possivel porque os agentesupas mecanismos diferentes de
inducdo da inflamagdo. Por exemplo, o xileno € ugeng flogistico responsavel por
promover inflamacgédo neurogénica, sendo um moddéenatorio topico simples para avaliar
a permeabilidade vascular, causando irritacdo ni@tea na orelha do camundongo, o que
leva ao acumulo de fluido e edema caracteristicesi@osta inflamatoria aguda (LU al,
2008; TIANet al, 2011). Esse tipo de inflamagéo é induzida paramsmos moleculares e
celulares envolvidos na regulacdo da liberacdautist&ncias pro-inflamatorias de neurénios
sensoriais (ROTELI, 2003). Ja o 12-O-tetradecamditil-13-acetato ou TPA é um
constituinte ativo do 6leo de croton que induzamfacao topica e resposta hiperproliferativa
em animais de maneira similar ao que ocorre emaswaibencas de pele, como no caso da
psoriase (GABOR, 2000). No modelo de inflamacaadidh por TPA, entre os mediadores
inflamatorios importantes estdo os eicosanoidesjoca prostaglandina E2 (PGE2) e os
leucotrienos. O TPA é capaz de ativar a proteinasel C (PKC), que por sua vez, ativa
outras cascatas enzimaticas, como as das protgimesses ativadas por mitdgeno (MAPK) e
fosfolipases A(PLA2), levando a liberacdo dos PAFs e acido addimico (AA) (SARAIVA
et al, 2010). Tanto inibidores de cicloxigenase (COXmo de 5-lipoxigenase (LOX), e
também antagonistas de LTB4 inibem o edema causeldoTPA (BOLLERet al, 2010;
SIMPSONEet al, 2010).

Quando administrados por via i.g. durante sete ebasecutivos antes da inducao da

inflamacéo, EE e EH s6 foram capazes de inibiflanmacdo induzida por xileno. Nao houve
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diferenca significativa na atividade anti-inflama@6 entre os diferentes extratos
administrados por via i.g. e nem diferenca entrdifesentes doses administradas (EE ou EH,
nas doses 10, 100 ou 1000 mg/Kg). A atividade-iafiimatoria do extrato etandlico de
folhas deAnnona muricatddoses 10, 30, 100 e 300 mg/Kg) também foi vewliicpor Foong

e Hamid (2012) em modelo de edema de orelha. Eageses encontraram percentuais de
inibicdo que variaram de 17,52 a 72,41% e de fodose dependente. Comparado a esse
resultado EE10 no presente estudo apresentou pgatele inibicdo de 61,72%, valor 3,5
vezes superior ao determinado por Foong e Hamitl2j20/ale salientar que esses autores
induziram a inflamacdo com 30 pL de xileno, volumenor que o utilizado no presente
estudo (50 pL). O efeito anti-inflamatério do extra&tandlico de folhas de gravioleira foi
também evidenciado em outros modelos de inflamag@np o do edema de pata. SOUSA
et al. (2010), ao estudarem o efeito anti-inflamatoério eddrato etandlico das folhas de
gravioleira, observaram que o extrato administiaalovia oral foi capaz de inibir o edema de

pata induzido por carragenana em ratos.

Quando os extratos foram utilizados para tratamepotovia topica imediatamente
apos inducao da inflamacéo, EE e EH foram capazeésldr significativamente a inflamacgéo
induzida por xileno ou TPA. Houve diferenca noalt@slos em relagéo aos extratos (EE ou
EH), dose (10, 100 ou 1000 mg/Kg) e agentes flogist(xileno ou TPA). Em relacdo a
inflamac&o induzida por xileno, EE foi efetivo eeduzir em média 64,97% (variando de
63,20% para EE10 e 67,95% para EE1000), sem dgarsignificativa entre as doses,
quando aplicado por via topica. Ja EH foi efetivo eduzir em média 67% (variando de
52,64% para EH10 e 78,89% para EH1000), com umil pkoée dependente, mas sem
diferenca significativa entre as maiores dosesndmiaplicado por via topica. Em relagéo a
inflamacéo induzida por TPA, as menores doses givates EE10 e EH10, com aplicacao
por via topica, foram mais efetivas em inibir acag® TPA com percentuais de inibicdo de
75% para EE10 e 84,39% para EH10.

Assim como no presente trabalho, extratos de difeseespécies de plantas tém sido
utilizados em modelos de inflamacéo topica, talm@e@dema de orelha induzido por xileno e
TPA, a fim de evidenciar de maneira rapida e edetivatividade anti-inflamatoria dessas
plantas. ZHOUet al. (2008) analisaram o efeito anti-inflamatoério ddrato etandlico das
folhas deAquilaria sinensisEsses autores evidenciaram a capacidade artiviatbrias desse

extrato em inibir edema de orelha induzido porndlem camundongos, nas doses de 424 e
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848 mg/kg e percentuais de inibicdo de 31,38 e048,5espectivamente. Hex al. (2008)
estudaram as atividades anti-inflamatérias daaex&tandlico d®aphne retusa de fragbes
desse extrato, quando administrados por via oral dii@rentes doses. Esse autores
observaram inibicdo significativa do edema induzido xileno do extrato etandlico d&
retusasomente na maior dose (800 mg/kg) e diferenteseptagens de inibicdo que variaram
de acordo com as fracdes e doses administradagarnold que devam existir varios

compostos ou constituintes ativos nas fracoes.

Os extratos de folhas de gravioleira, EE e EH, podenter agentes anti-inflamatorios
capazes de inibir a via inflamatéria do xileno,aaés de inibicdo da substéncia P ou
antagonizando sua acgdo. Possivelmente os compasgpusimicos predominantes em EE e
EH, como flavonoides amarelos, antocianinas e grodis, possam explicar parcialmente o
efeito anti-inflamatério dos mesmos. No entantoisneaperimentos devem ser conduzidos a

fim de determinar quais compostos poderiam estplicgados nessa agao.

Os resultados da capacidade dos extratos de gm®ioEE e EH, em inibir a
inflamacéo induzida por TPA corroboram com variabalhos que demonstraram os efeitos
anti-infamatorios de extratos ou compostos isolades plantas. XIANet al (2012)
evidenciaram a atividade anti-inflamatoria de dgrtraquoso déRhizoma polygonattontra
inflamacg&o aguda induzida por TPA. Esses autorgsrsam que esse extrato € um potente
agente anti-inflamatorio tépico e relacionaram atididade anti-inflamatoria com a presenca
de beberine (alcaloide conhecido por sua capacidatiénflamatoria), além de sugerir que o
efeito anti-inflamatorio do extrato estar associadama regulacédo negativa da expressao de
RNA da iNO sintase, COX-2, TNF-alfa, IL-1 e IL-6.

PASSOSet al (2013) verificaram o efeito anti-inflamatorio den triterpeno isolado
de Euphorbia tirucalliem edema de orelha induzido por TPA. Trabalharwln ®éarios
meétodos, esses autores demonstraram que a adagastopica de um triterpeno tetraciclico
reduziu significativamente a inflamacédo cutaneauznth pelo TPA em camundongos,
sugerindo como mecanismo de acdo a capacidadeesenpr a infiltracdo leucocitaria,
regulacéo de COX-2 e quimiocinas.

Medeiroset al. (2007) trabalharam com um triterpeno pentaciclieamirina, isolado
de Protium kleinii e evidenciaram atividade anti-inflamatoria conindlamacao topica

induzida por TPA. A aplicacéo tépica desse tritegpeas doses de 0,1 a 1 mg/orelha inibiu
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de maneira dose dependente o edema induzido poy foPéapaz de alterar a atividade da
COX-2in vitro e portanto o0 mecanismo de acdo deve estar retmmocom a reducédo dos

niveis de prostaglandinas (PGE-2) via inibicdo @Xe2.

EE e EH apresentam agentes anti-inflamatorios espae inibir a via inflamatéria do
TPA, provavelmente relacionado a riqgueza em flaides® amarelos, antocianinas e
polifendis. Aquilaet al(2009) evidenciaram as propriedades farmacolégleasacdes ricas
em flavonoides do extrato butandlico @ayaponia tayuyaEsses flavonoides apresentaram
capacidade de inibir o edema de orelha induzidoTpk, tanto em modelo de inflamacéao
aguda (percentual de inibicdo de 66%) como cro(peacentual de inibicdo de 37%). Os
autores sugeriram que os flavonoides foram capdaasibir a inflamacao, inibindo a COX-
2. Tem sido sugerido que a atividade anti-inflamatde diferentes flavanoides esta
associada a capacidade dos mesmos em inibir o olietab do acido araquiddnico
(HAVSTEEN, 2002; AQUILAet al, 2009).

A fim de determinar a atividade antibacteriana deatos de folha de gravioleira,
realizou ensaio de disco-difusdo em Agar e veufise auséncia de atividade antibacteriana
para EE e EH frente as cepas testadas. Os resltadsiraram que EE e EH nao foram
capazes de inibir o crescimento das cepas Grastadtes $thaphylococcus aureed.isteria
monocytogeng@se nem das Gram -E§cherichia colie Salmonella choelerasyisApesar de
esses extratos apresentarem compostos relaciodadbgidade antimicrobiana, tais como
flavonoides, estes ndo se mostraram eficientesef@ncepas de micro-organismos Gram + e
Gram -. Os flavonoides sdo compostos sintetizpdtasmaioria das plantas e sdo conhecidos
por exibirem uma grande quantidade de propriedddawacolégicas, como atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana,ntte outras (CUSHNIE e LAMB, 2005;
MOSQUERAZet al, 2011; ROTELLI, 2003; SHIRWAIKARet al, 2004). No entanto, essa
auséncia de atividade antibacteriana foi evidemci@nbém por Silva, Antunes e Catao
(2011), trabalhando com extratos hidroalcodlicgeoso de cascas, folhas e frutoAdmona
muricata Esses autores sugerem que a inatividade dostexttastados pode estar
relacionada a alguns fatores como dificuldade das@o no meio de cultura, quando
impregnados nos discos de papel filtro. Contrarigmeha autores que encontraram atividade
antibacteriana de extratos Ae muricatapara diferentes cepas bacterianas (PATHAM.,
2010, VIEIRA et al, 2010). Segundo Martinst al. (2010), essa divergéncia entre 0s
resultados de atividade antibacteriana para estdganesma espécie de plantas pode ocorrer

devido a varios fatores como diferentes condi¢c@perimentais, tais como solvente utilizado
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para extragdo, a temperatura e tempo de incubachocm®-organismos testados. Vale
ressaltar que as técnicas e modificacdes empregadamétodos de avaliagdo da atividade
antimicrobiana por diferentes autores podem serdatdeterminantes nestas variacdes de
resultados (SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011).

H& uma grande dificuldade em relacionar dadosstigles com plantas medicinais,
até mesmo de uma mesma espécie, pois a constiyigdica das espécies vegetais pode ser
influenciada qualitativamente e quantitativamente pariacdes climaticas e localizagcéo
geografica(AURICCHIO; BACCHI, 2003; NASCIMENTCOCet al., 2008). Podem ser ainda
citados como fatores associados as divergéncias rdssltados, os estagios de
desenvolvimento do vegetal no momento da colefzarte da planta estudada, a forma de
preparar o material, bem como a diferenca nos gotiie seguidos nos experimentos também
podem repercutir diretamente sobre sua atividad®dica (NASCIMENTOet al., 2008;
SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011). Aguns desses fatores podem ter contribuido para os

resultados encontrados neste estudo.

Esse estudo confirma o uso etnomedicinahdaona muricatae sugere um potencial
terapéutico dos extratos hexanico e etanolico deagopela evidéncia das atividades
antioxidante e anti-inflamatdria. O efeito antikamhatério depende da via de administracéo e
apresenta possivelmente mecanismos diferentesiassgcpor via oral € capaz de inibir a
inflamacéao tépica por xileno, provavelmente inilmrideracdo de substancia P; enquanto por
via tépica, no caso da inflamacé&o por TPA, os &drdevem ser capazes de inibir a COX-2.
No entanto, mais estudos sao necessarios paraeestlaps mecanismos desses extratos

relacionados com seu efeito anti-inflamatorio.

70



8. CONCLUSOES

Os extratos hexanico e etanolico das folhas deigjeaa apresentam elevada
capacidade antioxidante, sendo o extrato hexamoem esteroides e o etandlico em taninos
condensados, esteroides, flavonois, flavonas, rlavas, xantonas e flavonoides. Ambos,
também apresentaram antocianinas, flavonoides &wagepolifendis totais. No entanto, o
extrato etanolico das folhas de gravioleira apregsermaior capacidade antioxidante,
relacionada a uma maior diversidade e concentrdedmmpostos fitoquimicos. Os extratos
hexanico e etandlico quando administrados por val €6 foram capazes de inibir a
inflamacgé&o induzida pelo xileno. J4 por via tOpiosa, extratos inibiram tanto a inflamacéo
induzida por xileno, quanto TPA, mesmos na mengedbdlenhum dos extratos apresentou

atividade antibacteriana frente as cepas testadas.
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