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RESUMO

A utilizacdo de plantas na medicina popular, embora seja uma pratica antiga,
permanece em constante uso indiscriminado e sem uma investigagdo sobre
possiveis efeitos tdxicos. Neste estudo, foram investigados os principais
constituintes estruturais das folhas da planta e foram avaliadas as propriedades
bioldgicas promovidas pelo extrato salino obtido de folhas de Malpighia emarginata
DC (aceroleira). As propriedades bioldgicas avaliadas tiveram como objetivos avaliar
o potencial antioxidante, antimicrobiano, citotoxico e imunomodulador do extrato. A
caracterizagao estrutural identificou a umidade, acucares constituintes e cinzas da
planta e a caracterizagdo fitoquimica identificou os compostos quimicos como
compostos fendlicos presentes no extrato. Para o potencial antioxidante, foram
utilizados os métodos DPPH, ATT e FRAP. Os testes antibacterianos, antifungicos e
a analise de potencial antibiofilme foram realizados avaliando os parametros MICso,
MICg, CMB e CMF. Os ensaios de citotoxicidade, proliferacdo e a analise de
liberagdo de citocinas e oOxido nitrico, foram realizadas usando esplendcitos de
camundongos BALB/c. Os resultados encontrados apontam para grande presenca
de glicose (0,4 g/L), lignina (20%) e pectina (21%) no material organico, bem como
prevaléncia dos ions Fe (103.10 pg/100g) e Mn (10.33 pg/100g). O extrato
apresentou atividade hemaglutinante, sugerindo presencga de lectina, apresentou
grande quantidade de compostos fendlicos totais (51 mg GAE/g) e exibiu alto poder
antioxidante (20 mg AAE/g). O extrato salino de folhas de M. emarginata nao
apresentou atividade antibacteriana, mas alto perfil antifungico frente a algumas
espécies de Candida. O ensaio de citotoxicidade demonstrou que o extrato promove
mais de 90% de viabilidade celular, mesmo na concentragdo mais alta utilizada de
50 pg/mL e o perfil imunomodulador e anti-inflamatério do extrato pode ser
comprovado pela indugao de proliferacdo celular em 24 e 48 horas de cultura, com
significante produgao de citocinas do tipo Th2 (IL-4, IL-10 e IL-6, sendo esta ultima
pleiotrépica) e reducéo significativa de 6xido nitrico. O extrato salino de folhas de M.
emarginata possui potencial biolégico para ser empregado em doengas como
ulceras, feridas dérmicas, micoses e no auxilio de terapias antienvelhecimento,

assim como observado no uso etnofarmacologico.



Palavras-chave: Antimicrobiana, fitoquimico, folhas, imunomodulagcdo, Malpighia

emarginata.
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1. INTRODUGAO

A cultura humana tem sido profundamente influenciada pela diversidade de
espécies de plantas, particularmente aquelas usadas para fins terapéuticos.
Atualmente, o conhecimento continuo sobre as propriedades medicinais das plantas
tem sido foco de varias investigacdes cientificas em todo o mundo (Ekor, 2014; Afzal
et al. 2015; Boniface et al. 2017; Sultana & Muhammad 2017). E importante e
necessario o estudo de constituintes fitoquimicos, mecanismo de agao terapéutica e
identificacdo de principios ativos responsaveis por muitas atividades biolégicas
observadas em plantas medicinais (Lin et al. 2018). Além disso, muitos autores tém
publicado evidéncias sobre a eficacia de plantas medicinais e seus constituintes na
cura de doengas como o cancer (Shirzad et al. 2011), aterosclerose (Asgari et al.
2012) e diabetes (Asgary et al. 2011).

A Malpighia emarginata DC é uma planta encontrada em toda a América
Central e do Sul. E uma espécie tropical originaria da regido do Caribe, sendo
conhecida como a cereja das Antilhas (Oliveira et al. 2012; Moreira et al. 2016). No
Brasil a fruta € conhecida como acerola e possui alto teor de acido ascorbico
(vitamina C), carotenoides, antocianinas, tiamina, riboflavina, niacina, proteinas e
sais minerais, principalmente ferro, calcio e fosforo, sendo considerado um alimento
funcional (Mezquita e Vigoa, 2000; Rosso et al. 2008; Alvarez-Suarez et al. 2017).
Essa planta possui ainda outros constituintes fitoquimicos, como flavonoides, acidos
fendlicos e polifenois (Bataglion et al. 2015; Malegori et al. 2017).

Todos esses compostos, também conhecidos como metabdlitos secundarios,
sao capazes de minimizar o dano oxidativo causado pelas espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio no organismo animal (Oliveira et al. 2012) e prevenir algumas
doengas crbnicas, como o cancer, por exemplo (Mezadri et al. 2008; Leffa et al.
2014). Além disso, essas moléculas também exibem potencial efeito terapéutico no
tratamento de lesdo pulmonar aguda (Favarin et al. 2013), como anti-inflamatérios
(Yan et al. 2013; Lee et al. 2014), anticancerigeno (Singh & Patra 2018), anti-
helmintico (Zangueu et al. 2018), anti-hiperglicémico, hepatoprotetor (Liu et al. 2014)
e diminuem os riscos de doengas cardiovasculares (Sultana & Muhammad 2017,
Saljoughian et al. 2017).

Comunidades locais, especialmente no nordeste do Brasil, usam o suco de

acerola principalmente para doencgas respiratorias como gripe e bronquite (Beltreschi
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et al. 2018). No entanto, alguns relatos demonstraram que as folhas da Malpighia
emarginata sao usadas para fazer cha e o xarope, para o tratamento dos sintomas
da gripe (Ribeiro et al. 2017), redugao de colesterol e hipertenséo (Vasquez, 2014).
Além disso, estudos biologicos demonstraram que o consumo de acerola ndo €
toxico para as células humanas (Nunes et al., 2011; Nunes et al., 2013).

Com isso, € necessario ratificar a grande importancia que tem sido atribuida ao
estudo e investigacao biologica de varios tipos de extratos (fendlico, alcéolico, salino,
por exemplo), envolvendo os diversos 6rgaos de M. emarginata DC. Silva (2014),
realizou os estudos da eficacia de resposta a atividade antimicrobiana contra os
microrganismos Listeria sp. e Escherichia coli K12, a partir de nanoparticulas
encapsuladas, do extrato fendlico (obtido através de uma solug¢ao de etanol-agua na
propor¢ao de 70:30) da polpa do fruto de acerola (M. emarginata).

Estudos semelhantes também podem ser encontrados na literatura, utilizando
o extrato fendlico da polpa da acerola, realizado por Oliveira (2015), que obteve
resultados significativos frente a bactérias Gram negativas e Gram positivas.

Rezende et al. (2018) demonstraram a potencial atividade antioxidante
presente também no extrato alcdolico microencapsulado do fruto da acerola. Embora
a maior parte dos estudos com a M. emarginata esteja direcionado ao fruto, ha na
literatura poucos estudos relacionados com as folhas da planta. Um exemplo s&o os
estudos que demonstram a capacidade antitumoral do extrato hexanico e do acetato
de etila feito a partir das folhas de M. emarginata DC, contra algumas linhagens de
cancer, demostrando ainda baixa toxicidade em fibroblastos humanos (Motohashi et
al. 2004; Dos Santos Junior et al. 2010). Isso apenas ratifica a necessidade de mais
pesquisas relacionadas com as folhas da M. emarginata, uma vez que os estudos
sobre esse 6rgao ainda sao muito escassos, embora ja apresentem indicios de
grande relevancia nos testes ja existentes (Liu et al. 2014; Cruz, 2017)

M. emarginata tem sido usada na cultura popular, como planta medicinal, para
producgao de chas e no tratamento dos sintomas de doencas relacionadas ao sistema
respiratorio, cardiovascular e no combate ao colesterol (Ribeiro et al. 2017).
Entretanto, a populagcdo tem o habito de usar indiscriminadamente as plantas em
geral, em diversas prepara¢gdes como chas, infusdes, pomadas de macerados e
extragbes alcoolicas dentro do contexto da automedicagéo (Giraldi & Hanazaki
2010).
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Os estudos dos constituintes dessa planta, bem como seus mecanismos de
acao terapéutica, sdo de suma importdncia para correlacionar o uso
etnofarmacologico com os achados cientificos. Nesse sentido, este estudo visa fazer
uma analise sobre o perfil fitoquimico, antioxidante, citotdéxico, antimicrobiano e

imunomodulador de um extrato salino obtido das folhas de M. emarginata DC.
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2. OBJETIVO GERAL

Investigar a composicao estrutural das folhas de Malpighia emarginata DC e

efetuar analises fitoquimicas e biolégicas do extrato salino obtido de folhas da planta.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

21.1.
21.2.

2.1.3.

2.14.

2.1.5.

2.1.6.

21.7.

2.1.8.

Identificar os constituintes estruturais e quimicos das folhas da planta.
Obter um extrato salino (NaCl 0.15 M) a partir de folhas de M.
emarginata.

Realizar a caracterizagao fitoquimica do extrato salino através de UPLC
(Ultra Performance Liquid Chromatography).

Identificar a taxa de compostos primarios e secundarios do extrato
salino.

Investigar a possivel presenca de proteinas especificas como lectinas,
através de ensaios de hemaglutinagdo e moléculas bioativas como
ligninas e pectinas.

Avaliar a capacidade antioxidante do extrato salino.

Investigar a atividade antimicrobiana do extrato salino frente a espécies
de microrganismos clinicamente importantes.

Investigar a citotoxicidade do extrato salino em células esplénicas de

camundongos BALB/c.

. Investigar a capacidade imunoestimulatoria promovida pelo extrato

salino através de testes de proliferagao celular, producéo de citocinas e

liberacédo de 6xido nitrico em esplendcitos de BALB/c.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. DIVERSIDADE BOTANICA NACIONAL E ETNOFARMACOLOGIA

No Brasil, a aquisicdo de conhecimentos sobre os usos de plantas para fins
terapéuticos, estd diretamente associada a grande diversidade de espécies
presentes em solo nacional (Perna & Nascimento 2015). Essa diversidade botanica
foi encontrada pelos primeiros europeus que entraram no pais, culminando com a
aquisicao dos saberes sobre os usos da flora local, que acabou se fundindo com
aqueles trazidos da Europa e por escravos africanos (Giraldi & Hanazaki 2010). Entre
as diversas espécies, a flora presente no pais tem sido corriqueiramente utilizada
por comunidades para uso no tratamento de diversas doengas, servindo como
suporte na medicina popular, por diversos povos (Vasquez et al. 2014).

O Brasil € conhecido como um dos paises com maior biodiversidade vegetal,
possuindo seis principais biomas de destaque, como a Amazébnia, Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga, Pantanal e Pampa, totalizando 8,5 milhdes de km? (Pilatti et al.
2011). A floresta amazonica se destaca por ser o0 maior bioma do pais, considerada
um santuario natural, localizada no norte da América do Sul, com um territorio de
4,196.943 milhdes de km? (IBGE, 2004) e abrigando mais de 2.500 espécies de
arvores e 30.000 de plantas (Ministério do Meio Ambiente, Brasil 2018).

Mas n&o apenas no norte do pais, como em todo o seu territorio, € importante
considerar a diversidade floristica presente também em areas de Mata Atlantica, que
embora esteja em constante press&o antrépica, exibe grande riqueza e diversidade,
apresentando atualmente, cerca de 20 mil espécies vegetais (Ministério do Meio
Ambiente, Brasil 2018).

De acordo com Rodrigues & Carvalho (2011), essas regides abrigam grandes
grupos de comunidades indigenas, quilombolas, ribeirinhos, pescadores, pequenos
produtores rurais e extrativistas, que possuem e fazem uso de um vasto
conhecimento sobre a utilizacdo de plantas na medicina popular. E esse
conhecimento tem sido passado de gerado a geragao, fazendo parte da cultura e
costumes dessas comunidades (Giraldi & Hanazaki 2010).

Diante disso, muitas areas estdo envolvidas na pesquisa de novas substancias
oriundas de plantas, como a fitoquimica, que trabalha no isolamento, purificacédo e

caracterizagdo de principios ativos, a etnofarmacologia e a etnobotanica, que
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buscam estudar e analisar os saberes populares sobre o uso de plantas e os

achados cientificos (Beltreschi et al. 2018).

3.2. COMPOSICAO ESTRUTURAL E BIOQUIMICA DE PLANTAS

A composicao bioquimica das plantas é constituida basicamente por
metabdlitos primarios e secundarios, que realizam as mais diversas funcgdes
(Zangueu et al. 2018). Dentre os metabdlitos primarios, estdo os acidos nucléicos,
carboidratos, lipidios e proteinas (Vizzotto, et al. 2010). Algumas destas proteinas,
tais como as lectinas, estao relacionadas com seus mecanismos de defesa, uma vez
que varias evidéncias demonstram a sua capacidade em desempenhar esse papel
(Da Silva, 2014).

Lectinas sado proteinas de origem ndo imune que estdo amplamente
distribuidas na natureza, e que possuem a capacidade de ligagdo as estruturas
glicanas nas superficies celulares de maneira especifica, porém reversivel
(Nakagawa & Yukishige 2012). Nas plantas, as lectinas estdo presentes em varios
tecidos como sementes, folhas, flores, cascas, rizomas e raizes, e possuem

diferentes propriedades bioldgicas (Hivrale & Ingale 2013).

Além disso, as lectinas apresentam potencial aplicabilidade biotecnolégica,
desencadeando varios processos celulares importantes na sinalizacdo celular.
Dentre as propriedades biolégicas estudadas, como as antimicrobianas (Moura et al.
2015), antifungicas (Gomes et al. 2012; Regente et al. 2014), antiparasitarias
(Albuquerque et al. 2014), antitumorais (De Oliveira Figueiroa et al. 2017), inclusive
inseticida (De Araujo et al. 2012), o potencial imunomodulador dessas proteinas, tem
sido um dos principais alvos de estudo (Salazar et al. 2013; De Siqueira Patriota et
al. 2017).

Devido a capacidade caracteristica de ligagdo das lectinas, modulando a
resposta imunologica através das ligacbes a receptores do tipo Toll-Like na
superficie das células imunoldgicas, essas proteinas podem ser ferramentas no
reconhecimento de microrganismos através de padrées moleculares associados a
patégenos (PAMPs) (Ballal & Inamdar 2018). Como também na potencializagcédo de
liberagao de citocinas, 6xido nitrico, e ativagao e proliferagao celular (Abu-Rish et al.

2017). Nesse sentido, estudos envolvendo a purificagdo e caracterizagdo dessa
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classe de proteinas, vém sendo realizados de forma crescente (Nakagawa &
Yukishige 2012).

Os metabdlitos secundarios, sdo representados por compostos como:
terpendides, flavonoides, taninos, saponinas, sesquiterpeno, alcaloides,
betacarotenos, entre outros compostos (O’Connor, 2015). Esses compostos
secundarios servem inicialmente para uso da prépria planta, possuindo diversas
fungdes, tais como a capacidade de atragdo de animais polinizadores (promovida
pelos compostos de natureza mais volatil), toxicidade contra alguns insetos,
fitopatdégenos e até mesmo alguns animais herbivoros (como forma de defesa da
prépria planta), e outros sdo capazes de suprimir o crescimento de plantas vizinhas,
ou muito proximas a ela, como uma forma de evitar a competicdo por recursos
(French et al. 2018).

Grande parte da atividade terapéutica das plantas esta relacionada aos
metabdlitos secundarios biologicamente ativos presentes nelas (Barboza et al.
2018), como os polifendis, em especial os flavonoides e acidos fendlicos, que sao
responsaveis por diversas atividades como antioxidante, anticancer e anti-
lipoxigenase (O’Connor, 2015; Ghasemzadeh et al. 2015). Muitos desses compostos
e suas fungdes bioldgicas elucidadas no ambito cientifico podem ser observados na
Tabela 1.

Tabela 1: Compostos e/ou derivados de plantas com suas respectivas propriedades farmacolégicas

Planta d Atividades
Composto anta de Nome Popular Biologicas Referéncias
Origem
Capsaicina Capsicum spp. Pimenta-vermelha Antitumoral Bode & Dong, 2011
Aspirina Salix alba L. Salgueiro-branco Ana.lgesmo/ Mahdi et al. 2006
Antitumoral
Morfina Papaver Papoula Analgésico Rosenblun et al. 2008
somniferum L.
Quinina Cinchona Cinchona Antimalarico Renslo, 2013
Pilocarpus
Pilocarpina je'aborand/ Jaborandi Hlpenensao Santos & Moreno, 2004
Pilocarpus intraocular
microphyllus
. Colchicum . Tratamento de Larsson & Ronsted, 2014
Colchinina Acafrdo
autumnale Gota
Etoposido Pelargonium Mandragora Antitumoral Montecucco et al. 2015
peltatum L.
Masoprocol Larrea divaricata Jarilla Anti-inflamataério/ Son et al. 2005

Cav. Antioxidante
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Controle de

Metformina Galega officinalis Arruda-capraria . . Bailey, 2017
Glicemia

Levodopa Mucuna pruriens Feijao-da-florida Tratamfe nto de Min et al. 2015
Parkinson

Dicumarol Melissa officinalis Melilotus Anticoagulante Apostolakis et al. 2011

Vinblastine Catharanthus Vinca / Boa-noite Antitumoral Noble et al. 1958

roseus

Solamargine Vitis vinifera Videira Antitumoral Tyagi & Prasad, 2015

Taxol Taxus brevifolia Teixo do Pacifico Antitumoral Elias, 1992.

Artemisinina Artemisia annua Artemisia Antimalarico Su & Miller, 2015

Maitansine Maytenus ovatus Maytenus Antitumoral Kupchan et al. 1972

Irinotecano Cyapea Arvore Feliz Antitumoral Potmesil, 1994

acuminata
. Artemisia . . . .
Arglabina glabella Kar. Absinto / Artemisia Antitumoral Tyagi & Prasad, 2015
Vinorelbina Catharanthus ' . Antineoplasico Bahadori et al. 2014
Vinca / Boa noite
Vinflunina roseus Antitumoral Fahy et al. 2008

3.3. Malpighia emarginata DC

A Malpighia emarginata DC conhecida popularmente como “aceroleira”, trata-
se de uma planta de origem tropical proveniente da regido do Caribe, onde &
conhecida como cereja das Antilhas, por produzir um fruto arredondado e de cor
vermelha. Ela foi trazida de Porto Rico a Pernambuco/Brasil, pela pesquisadora e
engenheira agronoma Maria Celene Ferreira Cardoso da Universidade Federal Rural
de Pernambuco — UFRPE, que trouxe consigo 289 sementes de acerola que foram
germinadas na sementeira da UFRPE, em 1958 (Martins, 2007; Shinohara et al.
2015).

Posteriormente, nos anos 80 a UFRPE decidiu promover um programa de
reconhecimento dos valores nutricionais da acerola, com a finalidade de sua
conservagao e adogao em solo brasileiro (Shinohara et al 2015). Com isso puderam
estabelecer uma relagdo de grande importancia também com o envolvimento do
mercado nacional, que até hoje utiliza a acerola como uma das principais produgdes
rurais, devido a grande utilizagao do fruto ndo apenas dentro do pais, mas também,
segundo Freitas et al. (2014) e Neto et al. (2014), como o maior produtor, consumidor

e exportador de acerola no mundo.
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Entre as frutas produzidas no Brasil, a acerola vem se destacando como uma
das frutas mais comercializadas e produzidas, contando com plantios em varios
estados brasileiros, em especial no Nordeste do pais, com 60% da producéo
nacional de acerola, alcangando cerca de 10.000 hectares de producédo do fruto
(Furlaneto & Nasser 2015).

Pertence ao clado das Pentapetalae e a taxa Rosidae (Fig. 1), por possuir flores
com verticilos de 5 pecgas. Integrante da familia Malpighiaceae, a M. emarginata DC
€ uma arbustiva que pode alcancar entre 3 a 4 metros de altura. Seu tronco se
ramifica desde a base, apresentando uma copa densa com muitas folhas de
coloragao verde-escura brilhante (Fig. 2A) (Souza & Lorenzi 2008). As suas flores
séo do tipo inflorescéncia corimbo de flores com simetria zigomorfa, despontando a
partir da axila foliar, entre duas e 6 flores. A diferenciagao do botao floral ocorre entre
7 e 10 dias, e sua antese ¢é diurna e ocorre entre 15 e 17 dias (Fig. 2B). Sua corola
€ dialipétala, contendo 5 pétalas franjadas com cores variando entre o branco e
diversas tonalidades de rosa, e seu calice é dialissépalo, contendo 5 sépalas de
coloragédo verde em cuja base podem ser encontrados entre seis a 10 elaiéforos,
com 10 estames e um ovario supero tricarpelar e unilocular (Medeiros et al. 2011;
De Oliveira et al. 2015). A flor é bissexuada e o sistema de reproducao é realizado
principalmente por abelhas (Medeiros de Siqueira et al. 2011). O grao de pdlen é
esferoidal, de tamanho médio (com diametro entre 20 e 30 ym) e simetria radial
(Souza & Lorenzi 2008).

a‘g’ma\a
jgne e
Wl
Malpighia
Malpighiaceae
- Malpighiales
Eukaryota Fabids
Viridplantae Rosids
Streptophyta Pentapetalae
Streotophytina Gunneridae
Embryophyta Eudicotyledons
Tracheophyta Mesongiospermae
Euphyliophyta Magnoliophyta

Spermatophyta

Figura 1 - Dados taxon6micos e filogenia da familia Malpighiaceae.
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Os frutos da acerola sédo do tipo drupa, com a casca fina e lisa, e polpa carnosa,
suculenta e aromatica (Fig. 2C). Seu amadurecimento ocorre entre 21 e 25 dias apés
a antese e chegam a pesar entre 2 e 10 g, variando em virtude do potencial genético
da planta e as condicdes de cultivo e clima. A coloracao dos frutos inicia-se na cor
verde, passando para o amarelo-alaranjado e em alguns tipos de aceroleira, chegam
a ficar vermelho escuros, quando bem maduros. A estrutura interna dos frutos
consiste em 3 sementes, onde cada uma € envolvida num endocarpo reticulado e
trilobado (Souza & Lorenzi 2008; Adriano, 2011).

Figura 2 - Malpighia emarginata DC. A — Vista integral da formacgao arbustiva, B - Flores e C

- Fruto. Fontes: a autora e http://denisegomesludwig.blogspot.com.br

A grande procura pelo consumo da acerola ocorre em decorréncia das
propriedades antioxidantes do fruto que apresenta alto teor de acido ascorbico
(vitamina C). Segundo pesquisas, o suco da acerola possui em média de 50 a 100
vezes mais vitamina C do que o suco do limédo e da laranja, respectivamente
(Barboza et al., 1996; Martins et al., 2013). Como ja se sabe, o acido ascoérbico é
uma vitamina cuja principal propriedade esta relacionada diretamente com o
sequestro de espécies reativas de oxigénio, o que as torna inativas, evitando danos
irreversiveis as células (Pohanka et al. 2012). Além disso, estudos demonstraram
que a vitamina C possui propriedade antiviral contra o virus influenza, além de ser
comumente usada no tratamento de sintomas provocados por doencas respiratérias
(Banerjee & Kaul 2010; Alvarez-Suarez et al. 2017; Beltreschi et al. 2018).
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34. HOMEOSTASE E ESTUDO SOBRE ESTRESSE OXIDATIVO: A
IMPORTANCIA DAS MOLECULAS ANTIOXIDANTES

Na natureza, os seres vivos estdo em constante busca pelo equilibrio fisiol6gico
e metabdlico. Isso porque suas células precisam de um ambiente homeostatico, para
que todos os processos bioldgicos acontecam de forma equilibrada, a fim de que a
vida seja mantida (Ramsay & Woods 2014). O interessante é que esse processo €
interminavel, pois a vida cria e busca manter a ordem (equilibrio), em um universo
que esta sempre tendencioso a manter a desordem. E essa desordem é explicada
pela segunda Lei da Termodinamica.

A segunda Lei da Termodinamica afirma que em processos espontaneos no
universo ou mesmo em sistemas isolados, o grau de desordem s6 tende a crescer
(Mady, 2014). Isso se explica pelo fato de que para manter a ordem por exemplo em
um ambiente qualquer, é necessario que seja aplicado um esforgo sobre ele, para
que a organizagao aconteca (Vieira et al. 2014; Lemos 2017). A mesma coisa ocorre
nos processos metabdlicos dos organismos vivos, por isso, a homeostasia permite
a garantia da manutencao celular, e consequentemente a conservagcao desses
elementos fisiolégicos e do metabolismo, através dos seus mecanismos de
regulacao (Alberts et al. 2010; Mady et al. 2014).

Durante toda a vida, as células executam uma série de reagcdes quimicas, que
resultam na produg¢do de moléculas quimicas relacionadas ao metabolismo, como
os carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucléicos, por exemplo, que vao servir
para a constituicdo das proprias células e na manutencao dos tecidos e 6rgaos os
quais elas compdem (Ribeiro 2018). Tudo isso € executado a fim de que todas as
propriedades caracteristicas dos sistemas vivos sejam cumpridas, desde o seu
nascimento até a sua morte. Como por exemplo a obtengdo de energia obtida
através da oxidagdo de moléculas organicas, como ocorre da respiragao celular
(Cotinguiba et al. 2015; Ribeiro 2018).

A glicose (CsH1206) € um monossacarideo cuja principal fungdo é servir como
fonte de energia primaria para as células (Alberts et al. 2010). E essa energia é
utilizada pelas células justamente no processo de respiragdo, onde a glicose sera
paulatinamente degradada em moléculas menores, por meio de uma série de

reagdes quimicas, liberando a energia necessaria para se manter. Essa energia se
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da por meio de transferéncia de elétrons durante o processo de quebra das ligagdes
quimicas na glicolise (Nelson et al. 2014).

Como consequéncia da fosforilacdo oxidativa durante o processo do
metabolismo mitocondrial, algumas moléculas com elétrons de valéncia nao
pareados e possuindo ligagdes instaveis chamadas espécies reativas de
oxigénio (EROs) s&o constantemente formadas (Alberts et al. 2010; Bento
2015). Todos os tipos de EROs, sejam os anions superéxido ou perdxido de
hidrogénio, possuem oxigénios muito reativos e que podem trazer
consequéncias funcionais muitas vezes irreversiveis, quando em altas
concentragdes, reagindo com outras moléculas essenciais para a vida, como
proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos (Marinho et al., 2014).

As formacdes de EROs n&o sdo exclusivamente do processo respiratério
celular, mas todos os processos metabdlicos em geral, podem produzir essas
espécies reativas (Venditti et al. 2013; Holzerova & Prokisch 2015). Como se
sabe hoje, varias enzimas que participam do metabolismo, podem estimular a
producdo de EROs, bem como algumas organelas que produzem EROs como
um subproduto metabdlico (Brieger et al. 2012).

Em alguns casos, as EROs sado formadas pelo organismo
propositalmente, como € o caso das NADPH oxidases, que sao verdadeiras
fontes de EROs. As NADPH oxidases sdo complexos enzimaticos presentes
nas membranas celulares plasmaticas e das organelas citoplasmaticas
(Brieger et al. 2012). Elas sado enzimas responsaveis pela transferéncia de
elétrons através das membranas. E € durante esses processos, que a formacao
de EROs acontece praticamente como um produto intencional das reacgdes
(Zuo et al. 2015; Jiang et al. 2016).

As NADPH oxidases possuem algumas isoformas que sédo conhecidas na
literatura como enzimas NOX, que mantém um padrdo entre os diversos
tecidos, mas variam em algumas fungdes especificas, que em geral, estdo
sempre voltadas para a defesa do organismo, contra patogenos (Brieger et al.
2012; Zuo et al. 2015; Jiang et al. 2016).

Muito embora as EROs possuam também suas fungdes vitais para os
seres vivos, como citado por diversos estudiosos, é necessario que haja
sempre um controle dessas espécies (homeostase), entre a produgédo de EROs

e as frequentes acdes antioxidantes pelas células, para que os possiveis danos
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sejam evitados (Zuo et al. 2015; Jiang et al. 2016). Isso porque como sé&o
altamente reativas, podem gerar grandes danos, sendo associadas, inclusive,
ao surgimento de varias doengas (Liochev 2013).

Em casos de estresse oxidativo, quando ha um desequilibrio entre espécies
oxidantes em maior quantidade do que espécies redutoras no meio intracelular, para
que nao aja um dano irreversivel na célula, o organismo animal utiliza-se de uma
defesa natural contra ROS, que consiste em enzimas antioxidantes como a
glutationa sintetase, a tiorredoxina e a peroxirredoxina, por exemplo (Liochev 2013).
Mas os antioxidantes mais predominantes na natureza, sdo de origem alimentar
(Brieger et al. 2012).

Os polifendis, por exemplo, que estdo presentes em diversas plantas sdo muito
descritos na literatura por possuirem propriedade antioxidante (Kasote et al. 2015).
Esses compostos atuam na redugdo dos danos oxidativos causados no organismo
pelas EROs, prevenindo o surgimento de doengas crbnicas nao transmissiveis,
como cancer (Sassa et al. 2013), doengas pulmonares (Zuo et al. 2013),
cardiovasculares (Zuo et al. 2014) e disturbios neurodegenerativos (Mitsumoto et al.
2014; Zuo et al. 2015).

3.5. INVESTIGACAO ANTIMICROBIANA DE COMPOSTOS BIOATIVOS
EXTRAIDOS DE PLANTAS

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS 2018), as doencas
infecciosas sao objetos de grande relevancia na investigagao clinica, pois acometem
milhares de pessoas em todo o0 mundo, desenvolvendo diversas doengas. De acordo
com dados apresentados pela OMS (2018), em 2016, cerca de 3 milhdes de pessoas
morreram no mundo, por infecgcdes pulmonares. E dentre as doencas infecciosas, as
que afetam o sistema respiratorio, sdo as que causam o maior numero de mortes até
hoje, devido a alta resisténcia e patogenicidade dos microrganismos, como a
tuberculose que esta entre as 10 principais causas de morte no mundo, por doencas
infecciosas. Também segundo a OMS, a taxa de mortalidade por doengas diarreicas
em 2016, foi de 1,3 milhdes.

Bactérias e fungos s&o responsaveis por diversas doengas clinicamente
importantes (Li et al. 2014; Schelenz et al. 2015). Sdo doengas envolvendo infecgdes

do trato urinario e de feridas, bacteremia, pneumonia, rinite crénica atrofica, artrites,
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enterites, meningites e sepse, causadas por bactérias como a Klebsiella
pneumoniae, que vem sendo alvo de estudos devido aos diversos relatos de infecgéo
hospitalar e alta resisténcia a antibidticos, afetando principalmente o sistema
respiratorio (Xiong et al. 2016; Alencar et al. 2017).

Microrganismos de infeccéo por via alimentar que causam diversas disfungdes
no sistema gastrointestinal, também sao considerados alvos de grande importancia
epidemiologica, pois acometem diversas pessoas, promovendo surtos em
comunidades em todo o mundo, principalmente em decorréncia do facil contagio por
meio de agua e alimentos contaminados, como ocorre no contagio pela bactéria
Salmonella enteritidis, por exemplo (Inns et al. 2015; Wright et al. 2016).

Outros casos de grande relevancia médica, sdo os estudos voltados para as
diversas espécies clinicamente relevantes de fungos, como os microrganismos do
género Candida spp. que representam um dos agentes patogénicos mais comuns
que acometem humanos (Felton et al, 2014). Mas um dos maiores problemas
envolvendo o patdgeno, trata-se de seu potencial de promover infecgdes invasivas,
cujas estimativas apontam uma taxa de mortalidade média por candidemia de 30 a
54%, especialmente em individuos imunossuprimidos (Andes et al, 2012; Bassetti et
al. 2014).

Atualmente, as micoses nem sempre sado tratadas com sucesso devido a
limitagdo dos medicamentos antifungicos disponiveis, 0 que os torna muitas vezes
ineficazes, estimulando ainda mais a resisténcia de muitos patdégenos fungicos
(Innocente, 2014). O desenvolvimento de cepas de fungos resistentes em resposta
ao uso extensivo de drogas antifungicas nas ultimas décadas, € susceptivel a causar
sérios problemas no futuro. Consequentemente, existe uma necessidade urgente de
desenvolver agentes antimicéticos eficientes e nédo tdxicos com um espectro

especifico de atividade (Ostrosky-Zeichner, 2010).

Uma das principais fontes de tratamento natural bastante utilizadas s&o as
plantas, pois muitos de seus metabdlitos secundarios presentes, que sdo moléculas
farmacologicamente ativas, funcionam como tratamento a diversos problemas de
saude, inclusive a doengas causadas por microrganismos patogénicos (Herrera-
Arellano et al, 2013).

Alguns compostos secundarios produzidos por plantas, apresentam-se
potencialmente ativos contra microrganismos (Motohashi et al., 2004). Os taninos,
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por exemplo, além de possuirem atividade antioxidante, sdo amplamente conhecidos
por sua agao antimicrobiana (Yang & Liu, 2014). Os elagitaninos sdo metabdlitos
secundarios pertencentes ao grupo dos taninos hidrolisaveis, assim como os
alcaloides, cumarinas, isoflavonoides, poliacetilenos, quinonas e terpenos, também

possuem grande potencial antimicrobiano (Reichling 2018).

3.6. SISTEMA IMUNOLOGICO

A imunologia é a ciéncia que estuda as defesas do organismo contra a invasao
antigénica e quebra da homeostase por transformacdes celulares diversas (Abbas
et al., 2015). Inicialmente, a pele € a primeira barreira que os seres vivos possuem,
para evitar a entrada de patdégenos. Sua composicdo constituida de células
queratinizadas e justapostas, tornam o epitélio uma barreira impenetravel para os
microrganismos (Delves et al. 2017). Mas ndo apenas a pele, como também as
mucosas produzidas pelo epitélio que recobre o sistema respiratorio e
gastrointestinal, sdo as primeiras defesas fisicas e quimicas eficazes contra a
entrada desses microrganismos (Murphy, 2016).

Os microrganismos que rompem essa barreira, se deparam com células imunes
e moléculas, que inicialmente irdo reconhecer o invasor por meio de receptores do
tipo Toll-Like que reconhecem padrdes moleculares associados a patdégenos
(PAMPs) (Epelman et al. 2015; Campos et al. 2018), permitindo que essas células
possam diferenciar o proprio, do nido proprio, iniciando assim uma resposta imune
inata contra o invasor e evitando que o0 mesmo se instale no organismo e desenvolva
a doenca (Abbas 2014; Murphy, 2016).

A resposta imune inata consiste numa acao imediata, ndo especifica e de
natureza efetora, cujas células estdo sempre preparadas para a eliminagdo de
qualquer invasor. Seu objetivo € acima de tudo, a eliminag&o direta dos patdégenos
reconhecidos por meio de mecanismos diversos como degranulagao e fagocitose,
embora seja um tipo de resposta que nao persista a longo prazo (Cruvinel et al.
2010).

Muitas infec¢des sao controladas pela imunidade inata, sem que a doencga seja
sequer desenvolvida (Murphy, 2016). Mas nos casos em que a resposta inata ndo
consegue solucionar, as suas atividades passam a estimular uma resposta

adaptativa, por meio de apresentacdo do antigeno as células especializadas da



31

linhagem linfocitaria, que apds o controle da infecgéo, direciona essa resposta para
a elaboragdo de uma memoaria imunoldgica duradoura, que podera evitar a doenga
com eficacia, caso haja uma reinfecgao pelo mesmo antigeno (Mesquita Junior et al.
2010).

Portanto, a resposta imune adaptativa € mais tardia, e seu principal objetivo
consiste inicialmente no combate a infeccdo com base no reconhecimento especifico
associado a geracdo de memodria imunoldgica, a fim de adaptar as defesas do
individuo, especificamente contra cada patdégeno, através da selegcdo clonal de
células imunes antigeno-especificas (Cruvinel et al. 2010; Murphy, 2016).

Muitas células e moléculas estdo envolvidas nestes dois tipos de resposta
imune (inata e adaptativa), como mondcitos, basodfilos, mastocitos, neutrdfilos,
eosinofilos, células dendriticas, macréfagos, células da linhagem linfocitaria (CD4,
CD8, NK, Treg), sistema complemento, imunoglobulinas, interleucinas, mediadores
quimicos diversos (6xido nitrico, histaminas leucotrienos, bradicinina, peptideos
antigénicos, entre outros) (Cruvinel et al. 2010; Kenneth 2014).

Os linfocitos T CD4 possuem uma capacidade de diferenciacdo em varias
subpopulacdes de células efetoras, que sao funcionalmente distintas, e estao
particularmente associadas a perfis de citocinas especificos. As subpopulacdes
funcionais conhecidas s&o as células TH1, TH2, TH17 e Treg, e sao definidas de
acordo com as combinagdes de citocinas secretadas por elas (Murphy, 2016).

Mas o que chama atencéao para o estudo de compostos bioativos e sua relacao
com o sistema imune, esta na capacidade imunomoduladora promovida por varios
compostos presentes em plantas, que podem estimular as células do sistema imune
a responderem efetivamente contra diversas doencgas (Djafoua et al. 2015; Martel et
al. 2017).

Dentre as propriedades biolégicas estudadas, como as antimicrobianas,
antiparasitarias e antitumorais, o potencial imunomodulador de alguns compostos
bioativos como as lectinas, tem sido um dos principais alvos de estudo (de Oliveira
Silva et. al. 2011).

Por isso, devido a capacidade das lectinas, de direcionar a modulacido da
resposta imunologica através das ligagdes a receptores tipo Toll-Like e respectivos
PAMPs nos microrganismos (da Silva & Correia, 2014), indu¢do da liberagdo de
citocinas e oxido nitrico, e estimulagao para a ativacao e proliferacao celular, estudos

envolvendo a purificagdo, caracterizagdo e aplicabilidade biotecnolégica dessa



32

classe de proteinas, vém sendo constantemente realizados (de Melo et al. 2010; de
Oliveira Silva et al. 2011).

Mas, embora o perfil de citocinas nos aponte qual o tipo de resposta gerada
através de estudos com Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 (entre outros), compreender
quais as vias de sinalizagdo essas proteinas atuam, torna-se importante para o
direcionamento da aplicagao clinica da lectina propriamente dita (Singh & Zimmerli,
2013).

De fato, algumas lectinas se destacam por sua capacidade imunomoduladora,
como a lectina ArtinM que induziu a producao das citocinas IL-10, IL-12, TNF-a e
IFN-y, através de sua interagdo com alguns N-glicanos, presentes na superficie
celular de macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e mastécitos (Souza et al.
2013). Park et al. (2010), investigaram as atividades imunoestimuladoras da KML-
C, que induziu uma resposta do tipo Th1, pela produgcao de IL-12 e TNF-a, mostrando
ser um potencial ativador de TLR-4 em macréfagos. A lectina PHA, também induziu
resposta do tipo Th1 pela producédo de IL-2 e IFN-y com estimulacdo de TLR
extracelulares, em especial TLR-2, -4 e -6 (Souza et al. 2013).

Outras moléculas presentes nas plantas, antes estudadas apenas como
componentes pertencentes ao perfil estrutural do vegetal, vém ganhando destaque
no mundo cientifico dos produtos bioativos. Entre essas moléculas estao as ligninas
e as pectinas. Estudos recentes com as ligninas LIG e CN-Bio-Lignina, realizados
por Jha & Kumar (2017) e por Morganti et al. (2017), demonstraram importante
atividade antifungica contra C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis e baixa
citotoxicidade contra queratindcitos humanos. Além disso, Reesi et al., (2017)
encontrou potencial cicatrizante em modelo in vivo em uma lignina de nanofibras
(Lig-NFs) e Bayar et al. (2017) demonstraram o excelente perfil antioxidante de uma
pectina isolada de cladodios da Opuntia ficus indica (popularmente denominada
Palma gigante).

Estudos sobre moléculas bioativas e de importancia farmacoldgica podem
oferecer uma alternativa para o surgimento de novos farmacos que visam, entre
outras fungdes, combater o aumento da resisténcia de cepas microbianas aos

medicamentos atuais (de Oliveira Silva et al. 2011; Singh & Zimmerli, 2013).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. BIOINFORMATICA - FILOGENIA

4.1.1. IDs de dados taxonémicos e montagem da arvore filogenética e cladograma

circular

Para analise das IDs dos grupos taxondmicos das espécies de M. emarginata
foi utilizado o banco de dados publico UniProt Taxonomy (ID: 151847). Em seguida,
os dados foram manipulados pelo banco de dados publico de biodiversidade da
Enciclopédia of Life (Parr et al, 2014) com hierarquia taxonémica para M. emarginata
(Species 2000 e ITIS, 2013). O software Notepad++ foi utilizado para montar a base
da programacao para fazer o cladograma circular, a partir do roteiro dessa espécie
de planta (Page, 1996; Don Go, 2003). A montagem da arvore filogenética foi
realizada de acordo com Peterson e Colosimo (2007) e foi utilizado o software
TreeViemd para montar o cladograma a partir do roteiro escrito pelo software
Notepad++. Finalmente, a modelagem de arvore filogenética foi feita em forma

circular através do software Dendroscope 3 (Huson et al, 2012).

4.2. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de Malpighia emarginata foram coletadas na cidade de Recife, estado
de Pernambuco, Brasil. A identificacdo botanica foi realizada pela professora doutora
Marlene Barbosa, no dia 30 de maio de 2017, no Herbario Geraldo Mariz, localizado
no Centro de Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco, por meio de

exsicata depositada sob numero de registro 82.615.

4.3. PREPARAGCAO DO EXTRATO SALINO DE FOLHAS DE M. emarginata

As folhas foram mantidas a temperatura ambiente para secagem por 4 dias. As
folhas secas foram trituradas em Black Oster Inversa para obtengdo do material
pulverizado (20 g). Este material foi utilizado para identificagdo dos constituintes
estruturais e quimicos e para a produgéo do extrato salino (0,15M) da planta. Para a
producao do extrato, 20 g do material organico foi diluido em NaCl 0,15 M (200 mL)

na propor¢cédo de 10% (p / v) e com o auxilio de um agitador magnético (Lab.
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Companion ™ [S-971), o material foi mantido sob agitagao (400 rpom) em temperatura
constante (28 °C) por 16 horas. Apos o tempo de agitagcado, o material foi filtrado
usando filtro de papel e centrifugado (10.000 G, por 15 min). O sobrenadante obtido
foi coletado e denominado extrato salino de folhas de Malpighia emarginata. Em
seguida, o extrato foi liofilizado e obteve-se 9,2 g de material bruto (o que denota um

rendimento de 46%). O material foi armazenado a -20 ° C até ser utilizado.

4.4. IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES ESTRUTURAIS E QUIMICOS DA
Malpighia emarginata

A determinagdo da composicdo quimica das folhas de M. emarginata foi

realizada segundo Rocha et al. (2012).

4.4 1. Determinacéo do peso seco e umidade das folhas de Malpighia emarginata

Utilizou-se a metodologia do peso constante, onde 2 g de biomassa foram
secas em estufa (Tecnal, TE-393/1), a 105 + 2 °C, e pesados em intervalos regulares
de tempo, até atingirem peso constante. O peso seco foi calculado em relagdo a
massa inicial do material. A umidade das folhas da M. emarginata foi determinada
pela equacgao: %U = (1 - Mseca/Mumida) X 100. Sendo: %U = Percentual de umidade;
Mseca = Massa seca (g); Mumisa = Massa umida (g) (Sluiter et al., 2005).

4.4.2. Quantificagdo de extrativos das folhas de Malpighia emarginata

Usando as folhas “in natura”, foi realizada uma extracdo em um aparelho de
Soxhlet, utilizando como solvente extrator o sistema Cicloexano: etanol 1:1 por 8 h.
Ao final do processo, o material foi seco em estufa (Tecnal, TE-393/1) a 105 + 2 °C,
até atingirem peso constante.

O percentual de extrativos foi calculado por diferengca de massa através da
equacao: %Ext. = (1 — Mce - Mie/Ma) x 100. Sendo: Mce = Massa da amostra com
extrativos (g); Mie = Massa da amostra livre de extrativos (g); Ma = massa da amostra

inicial seca (g) (Sluiter et al., 2005).
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4.4.3. Hidrdlise das folhas de M. emarginata em H2SO4 72% (v-v-1)

Amostras de 2 g de folhas de M. emarginata livre de extrativos foram
transferidas para béqueres de 100 mL e tratadas com 12 mL de H2SO4 72% (v/v),
sob agitagdo durante 8 minutos, a uma temperatura de 45 + 3 °C em banho
termostatico (Tecnal, TE-2005). Em seguida foram adicionados 50 mL de agua
destilada. Transferiram-se as amostras para frascos Erlenmeyer de 500 mL e
adicionaram-se 225 mL de agua destilada. O sistema foi levado a autoclave durante
30 min a 121 °C (1,05 atm.) e resfriado a 25 °C. O material hidrolisado foi filtrado por
filtracao em papel de filtro previamente seco e pesado. O hidrolisado foi recolhido em
baldo volumétrico de 500 mL e o sdlido, contido no papel de filtro, foi lavado com
por¢cdes de 50 mL de agua destilada até completar o volume do baldo. Apds a
separacgao da fragao liquida, o sdlido retido no papel de filtro, foi lavado com 1500
mL de agua destilada para a remog¢ao de anions sulfato. As fragbes obtidas
(hidrolisado e solido) foram utilizados para a quantificagcdo de lignina soluvel,
insoluvel e determinagao de agucares, acidos organicos e Hidroximetilfurfural (HMF)
e furfural (Gouveia et al., 2009; Rocha et al., 2011).

4.4.4. Determinacgéo do teor de lignina soltvel das folhas de M. emarginata

Para a determinagdo da lignina soluvel, uma aliquota de 5 mL do hidrolisado
em H2S04 72% (v-v) foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e corrigida
com 1,5 mL de uma solugdo de NaOH 6 M para obter solugdo com pH 12.
Completou-se o volume do baldo com agua destilada obtendo assim uma diluicéo de
1:20. Em seguida foi realizada a leitura de absorbéncia do hidrolisado em
espectrofotdmetro (Hewlett-Packard, modelo 8453), a 280 nm. A concentragdo da
lignina soluvel foi obtida através das equagbes C.LigS = [4,187 x 102 (At2so - Apd280)
— 3,279 x 104] e Apd2so = [(Crurt X €Furf) + (ChmF X €HMF)]. Sendo: C. LigS: Concentragdo
de lignina soluvel,

Awso: Absorbancia da solugdo de lignina junto com os produtos de degradagédo em
280 nm; Apa2so: Absorbancia, em 280 nm, dos produtos de decomposigdo dos

acgucares (furfural e HMF); Crur Concentracdo de furfural; Cxmr: Concentragdo de
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HMF; eru+ Absortividade furfural 146, 85 L-g"-cm™; enme: Absortividade HMF 114,0
L-g"-cm™ (Rocha et al., 2011).

4.4.5. Determinagdo de carboidratos, acido organicos, HMF e furfural na fracdo
liquida.

A identificacdo e quantificagcdo dos compostos presentes no hidrolisado, obtido
a partir da hidrolise com H2SO4 72% (v/v) (item 4.3.3), foi realizada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (Agilent, série 1100), coluna Aminex HPX87H (Bio-Rad),
temperatura de 60 °C, fase movel: H2SO4 5mM, fluxo de 0,6 mL-min-1 e detector de
indice de refragdo (IR) para a identificacdo e quantificagdo de celobiose, glicose,
xilose, arabinose, acido formico e acido acético. A concentracédo de furfural e HMF
foi determinada utilizando-se uma coluna de fase reversa (C-18) (Agilent
Tecnologies), com uma fase mével composta por uma solugéo de acetonitrila-agua-
acido aceético 1:8:1 utilizando-se um detector de UV/Vis (274 nm) a 25 °C (Sluiter et
al., 2006). As amostras foram filtradas em membrana 0,22 ym antes do procedimento
analitico. Para a determinacédo da quantidade final dos polissacarideos (celulose e
hemicelulose), utilizou-se uma corregcdo através os fatores de converséao

encontrados na Tabela 2.

Tabela 2. Fatores de conversao dos componentes precursores de Celulose e Hemicelulose.

COMPONENTES  FATOR DE CONVERSAO

Celobiose 0,95
Glicose 0,90
Precursores de Celulose Acido Eérmico 3,52
Hidroximetilfurfural 1,29
Xilose 0,88
Precursores de Hemicelulose /:\rabinose 0,88
Acido Acético 0,72
Furfural) 1,37

FONTE: Adaptado de ROCHA, (2000); SLUITER et al. (2008).

4.4.6. Determinagéo de lignina insoluvel em meio acido, teor de cinzas de lignina e

cinzas totais das folhas de M. emarginata

O material insoluvel retido no papel de filtro, proveniente da etapa de hidrolise
acida, apos lavagem com 1500 mL de agua destilada, foi seco em estufa (Tecnal,

TE-393/1) a 105 £ 2 °C até massa constante. Em seguida, o material seco foi
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transferido quantitativamente para cadinhos de porcelana, previamente secos e
pesados. Posteriormente, as amostras foram calcinadas a 300 °C por
aproximadamente 1 h e, em seguida, a 800 °C por 2 h. Ao final do processo, os
cadinhos, contendo as cinzas (equacdo 5), foram resfriados em dessecador e a
massa de cinzas, presente na lignina insoluvel, foi quantificada em balanga analitica
(Ohaus, modelo, PA214CP).
Os resultados foram obtidos a partir da equagéo: Cinzas | (g)=Mcc - Mcd. Sendo:
cc: Massa de cinzas + massa do cadinho (g) € Mcd: Massa do cadinho (g). A
porcentagem de lignina insoluvel em meio acido foi calculada pela equagdo em
relacdo a massa de material lignoceluldsico seco, subtraindo-se a massa de cinzas
presente na lignina. O teor de lignina insoluvel em meio acido é dado pela equagéo:
Ligl (%)= [(Mpr - (Mc + Mfp)/Ma] x 100%. Sendo: Ligl (%)= Porcentagem de lignina
insoluvel; Mpr= Massa do papel de filtro com os residuos solidos + massa de cinzas
(9); Mc= Massa de cinzas insoluveis em meio acido (g); M, = Massa do papel de filtro
(9) e Ma= Massa da amostra inicial seca (g) (Gouveia et al., 2009; Rocha et al., 2011)
Para determinacao do teor de cinzas totais, foram pesados aproximadamente
2 g do material vegetal (folhas) seco em cadinhos de porcelana previamente secos
e tarados (em triplicata). Estes materiais foram inicialmente calcinados a 300 °C por
aproximadamente 1 h e, entdo, a 800 °C por 2 h. Apds a calcinagao, os cadinhos
foram resfriados em dessecador e a massa de cinzas determinada em balanga
analitica (Ohaus, modelo, PA214CP) (Gouveia et al., 2009; Rocha et al., 2011).

45. ANALISE DE COMPOSTOS FITOQUIMICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ULTRA PERFORMANCE ACOPLADA A ESPECTROMETRIA EM
MASSA - UPLC-MS DO EXTRATO SALINO DE DAS FOLHAS DE M. emarginata

A Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC) foi realizada com uma
Acquity H-Class (Waters) empregando uma coluna BEH de 2,1 x 100 mm com um
tamanho de particula de 1,7 um. A coluna foi mantida sob temperatura constante de
40 °C e o auto injetor a 10 °C. Foi utilizada uma solugao aquosa (eluente A) contendo
2% de metanol (MeOH), 5 mM de formato de amonio e 0,1% de acido férmico e uma
solugdo de metanol (eluente B) contendo 0,1% de acido formico, que foram
bombeados a uma vaz&o de 0,3 ml / minutos. Dez microlitros do extrato salino de M.
emarginata foram injetados. A eluigao foi realizada em modo gradiente e a condi¢cao
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inicial (98% A / 2% B) foi mantida por 0,25 minutos. A relacdo B aumentou
linearmente para 99% em 8,5 minutos, permanecendo em 99% B por um minuto,
seguido de diminuicdo imediata para 2% B, onde foi mantido por até 11 minutos. O
sistema UPLC foi acoplado a um unico espectrobmetro de massa quadripolar SQ
Detector 2 (Waters®). Os dados foram obtidos no modo fullscan, analisando massas
entre 100 e 1000 Da, em ionizagao negativa. A aquisicdo dos cromatogramas e

espectros de massa foi obtida através do software MassLynx ™ (Waters®).

4.6. COMPOSTOS FITOQUIMICOS IN VITRO DO EXTRATO SALINO DAS
FOLHAS DE M. emarginata

4.6.1. Dosagem de Fendis Totais

Os fendis totais foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteu segundo
Hua-Bin Li, et al. (2008) com algumas modificagées. A amostra do extrato salino das
folhas da M. emarginata em 1 mg/mL foram dissolvidas em agua. Foi adicionado 2
mL da solugao de Folin (1:10 v/v) a 0,2 mL das amostras diluidas. Apdés 4 minutos
no escuro, 1,6 mL de carbonato de sddio (7,5%) foi adicionado e incubado por 120
minutos no escuro a temperatura ambiente. Apos esse periodo as absorbancias das
amostras foram medidas a 765 nm contra um branco (reagente adicionado ao
solvente da amostra). Uma curva de calibragcdo foi preparada através da
representacao grafica da absorbancia em fungao da concentragao de acido galico (0
— 100 pg/mL) e entdo encontrada a equacgéo linear (y = 0,0048x + 0,0016. R? =
0,9999). Os fendis foram expressos em equivalente de acido galico (mg EAG / g de

extrato).

4.6.2. Dosagem de Flavonoides

Para determinacao de Flavonoides totais foram adicionados 1,5 mL da solugéo
de AIClzem Alcool & 2%, a 1,5 ml da amostra (0,5 mg/mL). Apds 1 hora a temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida em 420 nm e uma cor amarela indicou a
presenga de Flavonoides. Uma curva padrao de Quercetina (0 — 0,5 mg / mL) foi
realizada para obter a equacdo y = 0,023x + 0,1509 R? = 0,9956. O ensaio foi
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realizado em quintuplicata. O teor de flavonoide é expresso em equivalente de

quercetina (mg QE / g de amostra).

4.7. DOSEAMENTO DE PROTEINAS TOTAIS E TESTE DE HEMAGLUTINACAO
DO EXTRATO SALINO DE Malpighia emarginata

4.7.1. Dosagem Proteica (Lowry)

A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Lowry (1951). Em tubo
de ensaio foi adicionado 0,2 mL do extrato salino ou agua (controle) e 1 mL de
solugao A (Solugcdo em proporcéo 50:1 (V/V) de NaCOs a 2% + NaOH a 0,1% e
CuS0O4a 0,5% + NaszCeHs07 a 1%), seguido de agitac&o vigorosa e incubagao a 25°C
durante 10 minutos. Apés a incubacgao adicionou-se 0,9 mL de solugédo B (Solugao
em proporgao 1:1 (v/v) de agua e reagente de Folin) seguido de agitagao vigorosa e
incubacgéo de 45 minutos. A leitura dos tubos foi realizada a 720 mm. Apoés a leitura
em espectrofotdbmetro, a absorbancia foi adicionada a equagao y = 0,009X + 0,0612,

R? = 0,9877 da curva padrao, para o calculo da dosagem de proteina.

4.7.2. Atividade Hemaglutinante (AH)

Utilizando o método descrito por Correia e Coelho (1995), foi realizada a
atividade hemaglutinante dos extratos com eritrocitos glutarizados. A atividade
hemaglutinante (AH) foi efetuada em placas de microtitulagdo onde foram
adicionados 50 pL de NaCl (0,15M) e, em seguida, 50 pL do extrato foram
adicionados ao segundo pogo procedendo-se diluigdes seriadas. Ao término das
diluicbes foram adicionados 50 pL de solugao de eritrocitos em todos os pocos.

O primeiro pogo funcionou como controle. A placa foi mantida em repouso
durante 45 minutos em temperatura ambiente. A atividade hemaglutinante foi
definida como o inverso do titulo correspondente a maior diluicdo em que foi
observada aglutinagao.

A atividade hemaglutinante especifica foi obtida pela razdo da atividade

hemaglutinante pela dosagem de proteina.
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4.8. AVALIAQ/:\O DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES IN VITRO
4.8.1. Atividade Antioxidante Total

A atividade antioxidante total foi determinada em funcédo do Acido ascérbico,
composto considerado com 100% de atividade. 0,3 mL do extrato salino de M.
emarginata e do acido ascorbico (1 mg/mL) foi adicionado a 3 mL da solugéo de
fosfomolibdénio (600 mM de acido sulfurico, 28 mM de fosfato de sédio e 4 mM de
molibdato de amoénio), e incubados em agua a 95 °C por 90 minutos. Em temperatura
ambiente, as absorbancias foram medidas a 695 nm contra um branco (3 mL de
solugdo de fosfomolibdénio e 0,3 mL de agua). A atividade antioxidante total
calculada pela féormula ATT (%) = [ (Aa — Ac) / (Aaa — Ac) ] x 100, onde: Ac =
Absorbéancia do controle, Aa = Absorbancia da amostra e Aaa = Absorbéancia do

acido ascorbico.
4.8.2. Sequestro de radicais livres pelo DPPH

A atividade antioxidante do extrato salino foi medida através do radical estavel
2,2-difenil1-picrilhidrazil (DPPH) (Blois, 1958). Foi misturado 2,5 mL da solugao de
DPPH (1 mM) em 0,2 mL de diferentes concentragdes do extrato (3,9; 7,81; 15,62;
31,25; 62,5; 125; 255; 500 e 1000 pg/mL). Apds 25 minutos no escuro foi medida a
absorbancia em 517 nm. O controle foi o DPPH adicionado a 0,2 mL de agua. O
sequestro de radicais DPPH foi calculado pela formula: SRL [DPPH] (%) = [ (Aa —
Ac)/Ac]x 100. Onde: Aa = Absorbancia da amostra e Ac = Absorbancia do controle.
Uma curva de calibracdo foi preparada através da representacdo grafica da
absorbancia em funcdo da concentragdo de DPPH (0 — 100 pg/mL) e entdo
encontrada a equacao linear (y = 0,0044x + 0,0106. R? = 0,9922).

4.8.3. Reducéo de lons Férricos (FRAP)

A solugao estoque do FRAP foi preparada com 300 mM de tampao acetato (3,1
g CH3COONa e 16 mL CH3COOH) a pH 3,6, 10 mM TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)
solubilizado em HCI 40 mM e 20 mM Solucgao de FeCls conforme descrito por Benzie

et al. (1996). A solugéo de trabalho foi preparada misturando o tampéao acetato, TPTZ
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e FeClsz numa proporgao de 10: 1: 1 (v/ v/ v) e incubou-se durante 5 min a 37 °C.
Extrato salino (25 yL em 1 mg / mL) foi adicionado em 0,180 mL de reagente FRAP
e deixado em repouso por 30 minutos a 37 ° C no escuro. Posteriormente a
absorbancia foi medida a 593 nm. Uma curva padrdo com FeSOa4 (0 - 1000 pyg mL)
foi realizada para obter a equacao Y = 0,0024 x + 0,0019, R? =0,9953. Os resultados

foram expressos em mg EFeSO4 (1) / g de extrato.

4.9. ENSAIOS ANTIMICROBIANOS

4.9.1. Isolados bacterianos e fungicos, condi¢cdes de cultura e preparacdo da amostra

As cepas fungicas foram obtidas na Micoteca do Departamento de Micologia
(URM) e as bacterianas obtidas na colecdo de microrganismos do Departamento de
Antibidticos (UFPEDA), ambos pertencentes ao Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco. As culturas em estoque foram mantidas sob
refrigeracao (-20 °C) em leite desnatado esterilizado contendo 10% (v / v) de glicerol
ou 30% (v / v) de caldo de glicerol Mueller Hinton. As cepas bacterianas e fungicas
utilizadas neste estudo s&o: Candida albicans (URM 5901), Candida krusei (URM
6391), Candida tropicalis (URM 6551), Candida parapsilosis (URM 6951), Candida
glabrata (URM 4246), Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumoniae
(UFPEDA 396), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), Salmonella enteritidis
(UFPEDA 414), Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Staphylococcus
saprophyticcus (UFPEDA 833).

Para ensaios de atividade antimicrobiana, espécies bacterianas e fungicas
foram cultivadas em agar Mueller Hinton e Sabouraud Dextrose, respectivamente,
durante 24 horas a 36 °C e, posteriormente, as colbnias foram ressuspensas em
solugao salina estéril (NaCl 0,15 M) e ajustadas turbidimetricamente a Comprimento
de onda de 600 nm (DO600) para obter a suspenséo equivalente a 108 unidades
formadoras de colénias (UFC) por ml. Para o ensaio, o extrato salino foi filtrado no

filtro de seringa de fluoreto de polivinilideno (PVDF) estéril de 13 mm x 0,22 ym.

4.9.2. Determinagéo das concentragbes minima inibitéria (CMI), minima bactericida
(CMB) e minima fungicida (CMF)
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A concentracdo minima inibitéria (CMI) do extrato salino foi determinada pelo
ensaio de microtitulagdo proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clinicas
(CLSI - Clinical and Laboratory Standards, 2012). Em placas de microtitulagédo de 96
pocos, a amostra foi adicionada (80 ul) no quarto pogo a partir do qual foi diluida
seriadamente em agua Milli-Q estéril até o décimo segundo po¢o da mesma fileira.

Posteriormente, 40 ul do meio caldo Mueller Hinton (bactéria) ou Sabouraud
Dextrose (levedura) foi adicionado em todos os pogos, exceto no primeiro, que foi
preenchido com 200 uyl do meio de cultura, correspondendo ao controle de
esterilidade. Os antibiéticos ampicilina e tetraciclina (8 pg/ml) e o antifungico
Fluconazol (64 ug/ml) foram usados como controles positivos no segundo pocgo.
Finalmente, a suspenséo bacteriana e flingica (80 ul; 108 UFC/mI) foi acrescentada
no segundo pogo até o ultimo pogo da fileira. O terceiro pogo (que contém
microrganismos na auséncia da amostra) correspondeu ao controle de crescimento
de 100%.

As placas foram incubadas a 36°C e a densidade 6ptica foi medida no tempo
zero e apos 24 h de incubacido usando um leitor de microplacas. O CMIlg e CMIlso
correspondeu a menor concentragcao da amostra capaz de promover a redugao de
290% ou =50%, respectivamente, na densidade 6ptica, em comparagao ao controle
de crescimento 100%.

Para a determinagdo do CMB e CMF, aliquotas (10 ul) dos pogos contendo
concentragdes da amostra 2CMIso foram inoculados em placas de petri contendo
meio Mueller Hinton ou Sabouraud Dextrose agar, que foram posteriormente
incubados a 36 °C por 24 horas. O CMB e CMF corresponderam a menor
concentracdo da amostra capaz de reduzir o numero de UFC em 99,9% em relacao
ao indculo inicial. Cada ensaio foi realizado em ftriplicata e trés experimentos

independentes foram realizados.

4.9.3. Crescimento microbiano e formacao de biofilme

O crescimento fungico foi obtido pela diferenga entre a densidade 6ptica a 600
nm (DOeoo) determinada no tempo zero e apos o tempo de incubacéo (36 °C por 24
horas) e a formacé&o do biofilme foi avaliada pelo método do cristal violeta de acordo
com Trentin et al. (2011) em placas de microtitulagao de poliestireno de fundo plano.
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Em cada poco foi adicionado 80 pL de agua Milli-Q, 40 uL do meio Sabouraud
Dextrose e 80 uL da suspensao fungica (108 UFC/mL; em solugdo salina estéril),
respectivamente. A DOesoo foi realizada nesse momento (tempo zero) usando um
leitor de microplacas e as placas foram incubadas a 36 °C por 24horas. Apds esse
periodo, as placas foram lidas novamente para se determinar o crescimento
bacteriano e/ou fungico a 600 nm. A etapa sequencial correspondeu a analise da
formacgao do biofilme que ocorre apds a remogao das células plancténicas (células
nao aderidas) de cada pog¢o da placa.

Adicionalmente, os pogos foram lavados com NaCl 0,15 M estéril (trés vezes)
e os biofilmes (células aderidas a placa de poliestireno) foram pré-fixados em
metanol por 20 minutos, seguido de uma fixagdo a 50 °C por 60 minutos e, em
seguida, marcados com cristal violeta 0,4% (p/v) por 25 min a 25°C. Os pog¢os foram
lavados com agua para remogao do cristal violeta ndo aderido e, posteriormente, o
corante aderido ao biofilme foi solubilizado em etanol absoluto (20 minutos) e a
absorbancia foi mensurada a 570 nm. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

4.10. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR E PROLIFERACAO FRENTE A
ESPLENOCITOS DE CAMUNDONGOS BALB/c

4.10.1. Animais

Camundongos fémeas BALB/c (6-8 semanas de idade, 5 animais) foram
criados e mantidos nas instalagdes de animais do Laboratério de Imunologia de
Keizo Asami - LIKA, localizado na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os
camundongos foram mantidos em condi¢des laboratoriais padrao (20-22 ° C e 12
horas ciclo diurno e noturno) com acesso gratuito a uma dieta padrdo (Labina /
Purina, Campinas, Brasil) e agua. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados de acordo com o Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade
Federal de Pernambuco (nimero de protocolo: 0048/2016 — APENDICE A).

4.10.2. Obtencao dos esplendcitos
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Este procedimento foi realizado de acordo com Melo et al. (2011). Os
camundongos foram anestesiados com 10 mg/Kg de xilazina e 115 mg/Kg de
quetamina, seguido de deslocamento cervical e remogéo asséptica dos bagos. O
baco de cada camundongo foi colocado num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com
soro fetal bovino (meio completo). Em uma camara de fluxo laminar, cada bago foi
macerado em um douncer. As suspensodes celulares obtidas a partir de cada bago
foram transferidas para tubos Falcon contendo aproximadamente 10 ml de meio
completo. Os homogenatos de bago foram sobrepostos numa camada de Ficoll-
Paque TM PLUS, com a densidade ajustada para 1,077 g/mL e centrifugadas a 2500
X g a temperatura ambiente durante 25 minutos. A camada celular de interface
contendo células imunes foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas vezes em
solugao salina tamponada com fosfato (PBS 1X) e centrifugada duas vezes a 500 x
g durante 10 min para obtencao do pélite. As células foram contadas numa camara
de Neubauer, e a viabilidade celular foi determinada pelo método de exclusao do

azul de tripan. As células foram usadas apenas quando a viabilidade foi > 98%.

4.10.3. Analise da viabilidade celular por Anexina V-FITC e Coloragdo com lodeto de
Propidio (PI)

Os esplendcitos dos camundongos (108 células) foram tratados com extrato
salino de folhas de M. emarginata em concentragdes crescentes de 3 a 50 uyg/mL e
mantidos em placas de 24 pocgos por 24 horas para analise de viabilidade celular. As
células apenas em meio de cultura foram utilizadas como controle negativo. Apds o
tempo de incubacgao, os esplendcitos foram centrifugados em temperatura ambiente,
em 2000 rpm, durante 10 minutos. Apds descartar o sobrenadante, 1 ml de PBS 1X
foi adicionado ao precipitado e centrifugado mais uma vez em temperatura ambiente,
em 2000 rpm, durante 10 minutos. Apds o descarte do sobrenadante, o precipitado
celular foi ressuspenso em uma tampao do kit de viabilidade celular (Becton
Dickinson Biosciences), contendo Anexina V conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) e lodeto de Propidio conjugado ao Pl. Em seguida, foram
adicionados para cada tubo de citometria marcado e lidos em citbmetro de fluxo
FACS Calibur (Becton Dickinson Biosciences) com analise pelo software Cell Quest
Pro (Becton Dickinson). O resultado da analise foi realizado em graficos do tipo Dot

Plot. As células positivas para AnexinaV-FITC e negativas para IP-PE, foram
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consideradas apoptoticas. As células negativas para AnexinaV-FITC e positivas para
IP-PI foram consideradas necroéticas e duplo negativas foram consideradas células

viaveis.

4.10.4. Analise de proliferacdo celular usando coloragdo CFSE

O mesmo protocolo para a obtengao dos esplendcitos foi utilizado para o ensaio
de proliferacdo celular. Apos a obtencdo dos esplendcitos, a solugédo celular foi
centrifugada a 2000 rpm, em temperatura ambiente, durante 5 min com PBS 1X
estéril adicionado ao SFB 5% (pH 7,2). Depois disto, a solu¢ao celular foi ajustada
para 108 células/mL e recebeu 5 mM de éster 5(6) éster de N-succinimidil de
diacetato de carboxifluoresceina (CFSE). As células foram incubadas durante 10 min
em temperatura ambiente no escuro. As células foram centrifugadas duas vezes a
2000 rpm, em temperatura ambiente, durante 5 min com PBS 1X estéril, e logo apés,
foram cultivadas em placas de 24 pogos por 24 e 48 horas com 12,5 uyg/mL de extrato
salino de folhas de M. emarginata em meio RPMI 1640 completo. As células apenas
em meio de cultura foram utilizadas como controle negativo. Apds o término dos
tempos de cultura, as células foram centrifugadas (2000 rpm, em temperatura
ambiente, durante 5 min), transferidas para os tubos de citometria e levadas para a
leitura na plataforma FACSCalibur (Becton Dickinson Biosciences). Todos os

resultados foram analisados utilizando o software Cell Quest Pro (Becton Dickinson).

4.10.5. Medigéo da produgéo de citocinas utilizando o kit Cytometric Bead Array
(CBA)

Os sobrenadantes das culturas tratadas com 12,5 uyg/mL de extrato salino de
folnas de M. emarginata durante 24 horas e 48 horas, assim como as células do
controle negativo, foram coletados para a medicdo da produgdo de citocinas e
ensaios de liberagcdo 6xido nitrico. A avaliagao das citocinas foi realizada utilizando
as citocinas Th1/Th2/Th17 de camundongos (Becton Dickinson Biosciences, EUA)
para a deteccdo simultdnea das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y). A medi¢cao de citocinas
baseou-se no principio da tecnologia Cytometric Bead Array (CBA) e todos os dados

foram adquiridos na plataforma FACSCalibur. Resumidamente, as amostras de teste
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(50 L) e anticorpo de detecgao de ficoeritrina foram incubadas com as beads de
captura e reagente de detecg¢ao durante 2 horas no escuro a temperatura ambiente.
Todos os anticorpos nao ligados foram lavados (1,0 mL de tamp&o de lavagem) e
ressuspensos em 300 uL de tampao de fixagao antes da aquisicdo de dados na
plataforma FACSCalibur. Cada citocina tinha um pico unico e bem separado, e sete
curvas padrao de citocinas individuais (0-5000 pg/mL) foram executadas em cada

ensaio.

4.10.6. Analise in vitro de nitritos presentes nos sobrenadantes de cultura dos
esplendcitos de camundongos BALB/c

Os sobrenadantes de culturas de células incubadas ou ndo com 12,5 pg/mL de
extrato salino de folhas de M. emarginata durante 24 e 48 horas foram utilizados para
analise de nitrito pelo método colorimétrico de Griess (DING et al., 1988). A
concentragao de oxido nitrico foi estimada usando uma curva padréo (3,12-100 pmol
/ mL). A leitura foi realizada num espectrofotémetro (Bio-Rad 3550, Hercules, CA) a
595 nm.

4.10.7. Analise Estatistica

Para testar a normalidade da hipotese das variaveis envolvidas no estudo, o
teste de Shapiro-Wilke foi aplicado. As médias das amostras foram avaliadas através
de testes ndo paramétricos. A diferenga estatistica entre os grupos foi analisada pelo
teste de Wilcoxon entre trés ou mais grupos pela analise de variancia da plataforma
ANOVA. Todos os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrao e com
um nivel de significancia de 5%. Para a analise estatistica foi usado o software
GraphPad Prim 5.01
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5. RESULTADOS
5.1. DADOS TAXONOMICOS E FILOGENETICA DA Malpighia emarginata DC

A arvore filogenética montada confirma a posi¢do da Malpighia emarginata
DC como uma planta pertencente a familia Malpighiaceae, e apresenta a sua

descendéncia e demais dados taxonémicos (Figura 1).
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Viridplantae Rosids
Streptophyta Pentapetalae
Streotophytina Gunneridae
Embryophyta Eudicotyledons
Tracheophyta Mesongiospermae
Euphyllophyta Magnoliophyta

Spermatophyta

Figura 1 - Dados taxondmicos e filogenia da familia Malpighiaceae.

5.2. INVESTIGACAO DA ESTRUTURA ORGANICA DO MATERIAL VEGETAL A
PARTIR DAS FOLHAS DE Malpighia emarginata DC

A analise fisico-quimica das folhas de M. emarginata, pelos métodos de
extracdo quimica dos metabdlitos, demonstrou e quantificou em percentuais a
estrutura organica basal do material vegetal estudado. Os resultados demonstraram
uma umidade consideravelmente alta retida pela planta (65% do peso fresco), com
presenca significativa de lignina total (25%) e de pectina (21%) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Determinagao dos componentes estruturais encontrados nas folhas de M. emarginata

Componente (%) M DP

Lignina total 25,77 + 4,86
Lignina soluvel 8,45+ 0,03
Lignina insoluvel 17,32 £ 9,69
Celulose 26,18 £ 0,16
Hemicelulose 18,84 £ 0,18
Pectinas 21,37 £ 3,63
Extrativos 10,43 £ 0,01
Cinzas Totais 3,98 +0,03
Umidade 65,18 £ 0,34

Além disso, a obtencido das cinzas das folhas da planta revelou a presenca

predominante dos ions Fe (103.10 ug/100g) e Mn (10.33 ug/100g) (Tabela 4).

Tabela 4 — Determinagao da presenca de ions nas folhas de M. emarginata

ions Unidades de medida concentragoes

K 0.14 £ 0.04
mg/100 g

Na nd

Zn 254 +0.13

Mn 10.33 £ 3.96

Fe 103.10 + 14.54

Cu 3.92+269
Mg/100 g

Cr 0.00 £ 0.00

Cd 0.00 £ 0.00

Pb 0.00 £ 0.00

Ni 0.00 £ 0.00

A investigacdo quanto aos acgucares estruturais pertencentes a planta

demonstrou que as folhas de M. emarginata possuem Glicose em grande quantidade

(0,4 g/L) e tragos de Furfural (0,002 g/L). Além disso, pode ser observada uma baixa

presenga de acido galacturénico (0,15 g/L), um composto reconhecido na literatura

por desencadear efeitos imunossupressores (Tabela 5).



Tabela 5 — Determinacao de Agucares e produtos de degradacgéo das folhas de M. emarginata

Componente Média (g/L)
Glicose 0,4
Celobiose Nd
Acido Férmico Nd
HMF 0,006
Xilose 0,3
Arabinose Nd
Acido Acético Nd
Furfural 0,002
Acido Galacturénico 0,15

49

5.3. COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NO EXTRATO SALINO DE FOLHAS

DE M. emarginata

Os resultados sobre a presenca de compostos fendlicos no extrato salino de M.

emarginata demonstraram alta prevaléncia de fendis totais (51,14 £ 0,21 mg GAE/q),

sendo os flavonoides alguns destes compostos (9,67 + 0,08 mg QE/g). Os resultados

da analise em UPLC-MS sobre a caracterizagao fitoquimica do extrato salino das

folnas de M. emarginata (Figura 3) também demostram a prevaléncia destes

compostos fenolicos e terpendides conforme lista dos 18 compostos representados

na Tabela 6.
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Figura 3 - Cromatograma obtido através de analise em UPLC-MS do extrato salino de folhas de M.

emarginata.
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Tabela 6 - Analise espectral de UPLC-MS dos compostos encontrados no extrato salino de folhas

da M. emarginata.

TEMPO DE FORMULA 3
COMPOSTOS . AREA MASSA [M-H]-
RETENCAO (min.) MOLECULAR

Acido Rinocerotindico 0.63 C20H3003 5.756.062 318.457 317.211
Acido Quinico 1.06 C7H1206 105.468.063 192.063 192.063
Dimetoxicurcumina 2.72 C23H2406 5.840.279 396.439 395.149
Acido Protocatecuico 3.36 C7HeO4 16.625.830 154.026 153.018
Tolipodiol 3.60 C28H4005 6.356.449 456.623 455.279
Pauciflorol A 3.90 C20H3402 73.426.766 306.255 305.248
Acido gentisico 4.25 C7Hs04 5.425.569 154.026 153.018
Matricin 4.38 C17H2205 73.426.766 306.358 305.138
Galocatequina 4.38 C15H1407 7.342.677 306.27 305.066
Acido 11a-hidroxi-3,7-
dioxo-5a-lanosta-8,24 4.49 C30H4405 7.038.835 484,318 483,311
(E) -dien-26-oico
Acido Protocatecuico 4.65 C7HeO4 5.425.569 154.121 153.018
Cicutoxina 5.19 C17H2202 6.584.033 258.355 225.164
Acido salicilico 5.71 C7Hs03 31.334.580 138.031 137.023
2,5 Di-

5.71 C7Hs03 31.334.580 138.031 137.023
hidroxibenzaldeido
Apigenina-7-O-

8.86 C21H20010 6.690.703 432.105 431.097
glucosideo
Magnossalicina 8.87 C24H3207 6.690.703 432.513  431.207
Apigenina-8-O-

8.87 C21H20010 6.690.703 432.381 431.097
glucosideo
Isotriptopenolide 9.85 C20H2403 50.121.777  312.409 311.164

5.4. EXTRATO SALINO DE FOLHAS DE M. emarginata APRESENTOU
POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O extrato salino das folhas de M. emarginata apresentou significativo poder
antioxidante, sendo cinco vezes superior a molécula padrao hidroxitolueno butilado
(BHT). O extrato salino também foi capaz de aumentar o sequestro de radicais livres

e promoveu maior reducdo de ions férricos (Tabela 7).
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Tabela 7 - Resultados das atividades antioxidantes promovidas pelo extrato salino de folhas de M.

emarginata.
M. .
BHT Acido Ascoérbico
emarginata
Sequestro de radicais livres pelo DPPH (% mg/mL) 38,59 £1,20 93,13 £ 0,58 90,04 £ 0,16
Capacidade antioxidante total (mg AAE/q) 20,32 £ 0,89 4,12 +0,10 100
Reducao de fons Férricos (EFeS04(11)/g) 416,11+ 0,46 679,17 + 25,98 1215,00 + 48,55

Os resultados, envolvendo a deteccao da presenca de proteinas e se existia a
possivel atividade lectinica no extrato salino, demonstraram que o extrato
apresentou 20,9 mg/mL de proteinas totais, com 16 UHP x 100uL"' de atividade
hemaglutinante total, sendo 0,8 UH/mg de proteina, de atividade hemaglutinante

especifica.

5.5. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO SALINO DE FOLHAS DE M.

emarginata

As seis espécies bacterianas testadas nao foram sensiveis ao extrato. No
entanto, o extrato salino inibiu 90% da capacidade de crescimento de Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida tropicalis em baixas
concentragdes (Tabela 8). Além disso, também € possivel observar que o extrato
salino apresentou resultados mais significativos como antifungico contra C. albicans
e C. parapsilosis, comparativamente as demais espécies. A espécie C. glabrata foi

completamente resistente ao extrato salino.

Tabela 8 - Atividade antifungica promovida pelo extrato salino de folhas de Malpighia emarginata
frente a Candida spp.

Cepas Fluconazol Extrato salino de folhas de M. emarginata
(Mg/mL) (Mg/mL)
MICso MICso MICq MFC
C. albicans 0.25 0.51 0.52 ND
C. parapsilosis ND 0.51 0.51 0.51
C. krusei 32 8.36 8.36 ND

C. tropicalis 4 0.13 0.26 1.05
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C. glabrata 64 ND ND ND

O extrato salino de M. emarginata foi testado quanto a atividade antibiofilme em
concentracdes de MICs determinadas em: 64 MIC, 16 MIC, 4 MIC, MIC, 1/4 MIC,
1/16 MIC e 1/64 MIC e os resultados estdo ilustrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Resultados da atividade antibiofilme do extrato salino de Malpighia emarginata, em

porcentagem, frente a espécies de Candida spp.

Valor % do crescimento (DO600) de Candida spp.

Controle 64 MIC 16 MIC 4MIC 1 MIC 1/4MIC 1/16 MIC 1/64 MIC

C. albicans 100 104,3 1055 1051 109,11 105,3 120,5 122,6
C. krusei 100 99 12,4 1104 111,3  116,1 121,4 109,3
C. tropicalis 100 94 95,6 102,5 110,2 99,7 98,4 83,1

C. parapsilosis 100 118,7 1164 1122 109 104,3 96,6 116,8

Valor % da biomassa de biofilme de Candida spp.

Controle 64MIC 16 MIC 4MIC 1MIC '.MIC 1/16 MIC 1/64 MIC

C. albicans 100 93,4 85,5 87,7 88,7 89,2 87,2 85,8
C. krusei 100 85 92,7 92 95,4 104,9 107 111,9
C. tropicalis 100 107,9 109,7 117,3 118 115 119,6 118,6
C. parapsilosis 100 90,5 85,3 74,3 77,2 70,4 77,5 73,3

Os resultados da atividade antibiofilme confirmam os testes antimicrobianos
realizados. O extrato salino de Malpighia emarginata apresentou consideravel
reducdo na formacado de biofilme das espécies C. albicans, C. krusei e C.

parapsilosis, conforme descrito na tabela 9.

5.6. EXTRATO SALINO DE FOLHAS DA M. emarginata NAO INDUZIU DANOS
CITOTOXICOS AS CELULAS E PROMOVEU A PROLIFERAGAO CELULAR EM
CELULAS DE BAGCO DE CAMUNDONGOS
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As células do bago de camundongos BALC/c tratadas com o extrato salino em
diferentes concentragbes (50, 25, 2,5, 6 e 3 ug/mL), ndo sofreram morte celular
significativa, tanto para apoptose quanto para necrose, em nenhuma das
concentragdes avaliadas (Figura 4). De fato, o extrato salino de folhas de M.
emarginata promoveu maior viabilidade celular, com uma taxa de sobrevivéncia

superior a 90%.

100+ [ Apoptosis
50 ! Necrosis

Tl e

Control 50 25 12.5 6 3
—— Aqueous extract of M. emarginata —
(ug/mL)

-

o
14
1t

Cell death (Gate %)

Figura 4 - Viabilidade de esplendcitos de camundongos avaliada pela marcagdo com Anexina V e
lodeto de Propidio. O extrato salino de folhas de M. emarginata nao promoveu morte celular
significativa em nenhuma concentragao avaliada. Barras horizontais representam a média de dois

experimentos independentes realizados em triplicata.

Para aferir se o extrato salino foi capaz de ativar, in vitro, as células imunes dos
bagos dos animais, outro ensaio foi realizado para investigar o indice de proliferagao
dessas células desafiadas com apenas uma concentragao do extrato (12,5 pg/mL),
durante dois dias de cultura celular. Os resultados mostraram que o extrato salino
das folhas de M. emarginata teve uma acéo reconhecidamente mitogénica nos dois

tempos avaliados (Figura 5).
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Figura 5 - indice de proliferacdo de esplendcitos de camundongos avaliado por coloragdo com
CFSE. Extrato salino de folhas de M. emarginata promoveu a proliferagdo em esplendcitos de
camundongos em ambos os tempos avaliados (24 e 48 horas de ensaio). Barras brancas verticais
representam células de controle negativo (células + meio de cultura) e barras verticais escuras
representam o extrato salino na concentragéo de 12,5 uyg/mL. Este ensaio foi realizado utilizando

dois experimentos independentes realizados em ftriplicata. # p = 0,003.

5.7. EXTRATO SALINO DAS FOLHAS DE M. emarginata INDUZ RESPOSTA ANTI-
INFLAMATORIA EM CELULAS ESPLENICAS DE CAMUNDONGOS BALB/c

Foram investigadas sete citocinas que compreenderam os perfis Th1, Th2 e
Th17 (Figura 6A-D). O extrato salino induziu a produgao, de forma significativa, da
maioria das citocinas anti-inflamatérias, ou seja, do perfil Th2, como as citocinas IL-
4, 1L-10 e IL-6, sendo esta ultima de carater pleiotrépico. A citocina IL-2 também foi
produzida de forma significativa, especialmente em 48 horas de cultura celular, mas
pela condugao dos resultados obtidos com a proliferagao celular, é sugestivo sua

participagédo na indugao de mitogenicidade dos linfécitos analisados.
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Figura 6 - Perfil de produgao de citocinas nos sobrenadantes de cultura de esplendcitos de
camundongos Balb/c em 24 e 48 horas de incubagéo tratadas com extrato salino de folhas de M.
emarginata. Resultados significativos foram encontrados para as citocinas em diferentes tempos
amostrais. Barras brancas verticais representam células de controle negativo (células + meio de

cultura) e barras verticais pretas representam o extrato salino na concentragédo de 12,5 pyg/mL. Este

ensaio foi realizado utilizando dois experimentos independentes realizados em ftriplicata.

As outras citocinas pertencentes ao perfil Th1 também foram produzidas pelo
extrato salino, porém em valores similares ao controle em 24 horas de cultura (IL-17
=7,28+0,45/7,89 £0,23; TNF-o. = 8,41 + 0,45/ 9,36 + 0,85; IFN-y = 7,38 £ 0,68 /
6,96 + 0,30 para células controle e tratadas com o extrato salino, respectivamente),
e em 48 horas de cultura (IL-17 = 7,76 + 0,32 / 8,04 + 0,75; TNF-o = 6,60 + 0,81/
6,70 £ 0,47; IFN-y = 6,83 + 0,35/ 6,55 *+ 0,45 para células controle e tratadas com o
extrato salino, respectivamente).

A confirmacgao do perfil anti-inflamatério promovido pelo extrato salino esta
nos resultados de inibicdo da produg¢ao de éxido nitrico pelas células tratadas com o
extrato salino na concentragao de 12,5 uyg/mL (Figura 7). Nos dois tempos amostrais

houve redugao significativa na detecgao de nitrito nos sobrenadantes de cultura.
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Figura 7 - Liberagcéo de 6xido nitrico promovido pelo extrato salino de folhas de M. emarginata em
culturas de esplendcitos de Balb/c em 24 e 48 horas de incubagéo. Nos dois tempos experimentais,
a concentragao de 12,5 ug/mL do extrato foi capaz de reduzir a liberacdo deste mediador nos
sobrenadantes de cultura. Barras brancas verticais representam células de controle negativo
(células + meio de cultura) e barras verticais pretas representam o extrato salino na concentragao
de 12,5 yg/mL. Este ensaio foi realizado utilizando dois experimentos independentes realizados em

triplicata.
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6. DISCUSSAO

O uso de plantas medicinais para o tratamento, cura e prevencgédo de certas
doencgas é uma das formas mais antigas de pratica medicinal da humanidade e &
apoiado por um conhecimento consolidado por séculos de observagao em diferentes
partes do mundo. No entanto, a cultura popular colabora com o uso indiscriminado
de plantas medicinais no contexto da automedicagéo, exigindo o estudo de seus
constituintes, o mecanismo de acao terapéutica e a identificagao de principios ativos
responsaveis pelas diversas atividades bioldgicas relatadas pela populagéo (Ford et
al., 2014).

A acerola apresenta uma gama de estudos publicados até o momento, sendo
a maioria desses estudos de especulagao antioxidante e nutricional (Martins et al.,
2013; Rosso et al. 2008; Alvarez-Suarez et al. 2017). Aqui, usamos um extrato salino
obtido a partir de folhas de M. emarginata DC. A proposta foi investigar se um extrato
da planta, feito com solugédo fisiologica (NaCl 0,15M), é citotoxico para células e
microrganismos, e se esse extrato também é capaz de ser antioxidante e
imunomodulador. Um outro viés foi a investigagdo da presenca de moléculas
bioativas em sua composigao como ligninas, pectinas e lectinas para planejamentos
futuros de isolamento dessas moléculas e investigagado de suas fungdes bioldgicas.

Os resultados sobre os componentes estruturais da planta demonstram uma
alta capacidade de retengcdo de agua, presencga significativa de ligninas, pectinas,
glicose, proteinas e ions diversos como Fe, Mn e Cu. Esses achados sdo de suma
importancia para nortear novos estudos utilizando a folha da planta e n&o apenas o
fruto, uma vez que as folhas estdo presentes de forma abundante na planta e tém
ampla disponibilidade ao longo do ano para possivel aplicabilidade farmacolégica
(Carpentieri-Pipolo et al. 2008; Medeiros de Siqueira et al. 2011).

Ligninas sdo compostos de carater fendlico e que auxiliam na manutengéo na
manutengado da parede de celulose das plantas, ou seja, auxiliam na integridade da
matriz de celulose/hemicelulose/pectina (Calvo-Flores e Dobado, 2010). Entretanto,
menos de 2% de aproximadamente 70 milhdes de toneladas de lignina produzida
durante a extragao de celulose € aproveitado na elaboragao de produtos (Sen et al.,
2013). Pectinas sao heteropolissacarideos comumente utilizados como gelificantes
em compotas e geleias e estabilizantes em sucos de frutas e bebidas lacteas
(Wikiera et al., 2018).
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Alguns estudos recentes trazem o perfilimunomodulador de ligninas e pectinas.
Tsuji et al. (2017) avaliando uma lignina rica em enzima denominada LREL,
demonstraram uma potente acdo imunoestimulatoria frente a células dendriticas.
Morganti et al. (2017), indicaram em seus estudos com uma bio lignina que a mesma
foi capaz de promover reparo cicatrizante in vitro e comportamento anti-inflamatério.
Além disso, alguns estudos trazem o uso de pectinas como criopreservantes de
leucdceitos humanos (Zaitseva et al., 2018) e como moléculas de perfil anti-
inflamatorio e analgésico por reduzirem edema de pata em camundongos albinos
Swiss (Mzhoughi et al., 2018).

Em semelhanga aos resultados encontrados por Wong et al. (2008) e
Nowotarska et al. (2017), foram identificados 18 compostos fitoquimicos no extrato
salino das folhas de M. emarginata. Destes compostos, a grande maioria pertence a
classe de compostos fendlicos e terpendides. Entre os compostos descritos estao os
flavondides apigenina-7-O-glicosideo e Apigenina-8-C-glucdsido extensivamente
estudados e descritos na literatura por sua potencial aplicabilidade como agentes
anti-inflamatérios (Kowalski et al., 2005) e antitumorais (Bankeu et al., 2017,
Smiljkovic et al., 2017; Zhao et al., 2017). Além disso, a Apigenina-8-C-glicosideo é
uma molécula biologicamente ativa com potencial efeito anti-hipertensivo,
antidepressivo, antiespasmaédico e antioxidante (Ele et al., 2016).

O extrato salino de folhas de M. emarginata apresentou significante potencial
antioxidante, principalmente quando comparado ao hidroxitolueno butilado (BHT),
conhecido como composto antioxidante padrao (Pasa et al., 2016; Nascimento et al.,
2017). Sugerimos que este potencial antioxidante, & devido a maiores quantidades
de compostos fendlicos previamente descritos em varios estudos com moléculas
antioxidantes (Zengin et al., 2018). Semelhante aos nossos resultados, outros
estudos também demostraram que plantas ricas em compostos fendélicos possuem
potencial antioxidante, como os extratos de Ficus beecheyana (Yen et al., 2018),
Punica granatum (Russo et al., 2018) e Saccharum officinarum (Abbas et al., 2014).
Além disso, em 2017, Nascimento et al. analisaram a atividade antioxidante de frutos
de Malpighia glabra em varios estagios de maturagao, encontrando altos niveis de
atividade antioxidante e, consequentemente, a presenca de compostos fendlicos.

Extratos orgénicos de varios 6rgaos de M. emarginata possuem atividade
antimicrobiana contra diferentes espécies de bactérias patogénicas, conforme

descrito por Motohashi et al. (2004) e Silva et al. (2014). Embora tais solventes
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(organicos) promovam a extragao de substancias que promovem alta toxicidade para
microrganismos (Yung et al., 2016), o uso indiscriminado desses solventes também
esta associado a intoxicagéo, seja por ingestao ou inalagdo, causando sérios danos
ao individuo, como lesao pulmonar grave e hepatotoxicidade (Ford et al., 2014;
Tormohelen et al., 2014; Connellan, 2017).

Os resultados obtidos neste estudo n&o indicaram ag¢ao contra as espécies de
bactérias testadas. No entanto, o extrato salino de folhas de M. emarginata
apresentou potencial agao fungicida, fungistatica e antibiofilme, sugerindo essa
capacidade, mais uma vez, a presenca de compostos fendlicos (Haghdoost et al.,
2016; Barral et al., 2017; Jara et al. 2017; Wang et al., 2018).

Como descrito por Khan et al. (2014) e Glorybai et al. (2015) as plantas sao
comumente usadas pela medicina tradicional como fonte de cura para varias
doencas. Entretanto, o uso irracional ou a concepc¢ao de que um produto natural nao
causa danos a saude pode ser prejudicial ao individuo, estando associado a diversos
problemas como envenenamento e choques anafilaticos (Lin et al., 2018), sendo a
toxicologia nos estudos de plantas medicinais, de grande relevancia para a
segurancga do individuo (Saleh-e-In & Staden, 2018).

Aqui também investigamos o perfil de citotoxicidade promovido pelo extrato
salino de folhas de M. emarginata em esplenécitos de camundongos e os resultados
mostraram que, mesmo em maiores concentracdes, este extrato ndo é citotoxico.
Além disso, o extrato de M. emarginata também promoveu a proliferacdo em
linfocitos em 24 e 48 horas de incubagdo, sugerindo propriedades
imunoestimuladoras. Estudos recentes demonstraram que extratos de varias
espécies de Byrsonima spp. (Malpighiaceae) em diferentes concentragdes (12,5 e
50 pyg/mL) n&o foram citotdxicas contra células RAW 264-7 (Fraige et al., 2018) e
que o extrato aquoso de frutos de Malpighia glabra Linnaeus ndo promoveram
citotoxicidade, in vitro e in vivo, em células derivadas da medula 6ssea de ratos
Wistar (Disman et al. 2016).

Estudos recentes com diferentes espécies pertencentes ao género Byrsonima
spp. (familia Malpighiaceae) n&o apresentaram acao citotdxica contra diferentes
linhagens celulares humanas (mondcitos e células do epitélio gastrico primario), mas
demonstraram uma potencial capacidade citotéxica contra linhagens celulares de
cancer de cdélon (HT29) e carcinoma hepatocelular (HepG2) (Specian et al., 2016,
Verdam et al., 2014).
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Outros extratos de plantas, também pertencentes a familia Malpighiaceae,
apresentam outras propriedades farmacoldgicas potenciais, como antimicrobianos,
cicatrizagao de feridas e antitumorais (Disman et al., 2016; Specian et al., 2016).
Nossos resultados associados a esses achados sugerem a possibilidade de futuras
investigagcdes sobre respostas antitumorais, cicatriciais e imunoldgicas promovidas

pelo extrato salino de folhas de M. emarginata.
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7. CONCLUSAO

Extrato salino de folhas de M. emarginata mostrou a presencga de consideravel
concentragdo de compostos fendlicos totais, dentre eles alguns flavonoides e acidos
fendlicos. Além disso, apresentou propriedades antioxidantes e antifungicas,
estimulou esplendcitos de camundongos através da indugdo da proliferagdo e
promoveu resposta anti-inflamatéria em células esplénicas de camundongos
BALB/c. Esses resultados sao promissores e reforcam a busca por novos compostos

naturais contra diferentes doencas e condi¢des, a exemplo da imunossupressao.
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Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.2 Cristiane Moutinho Lagos de Melo
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Centro de Biociéncias
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