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RESUMO

A espécie Garcinia brasiliensis Mart. (sinonimia: Rheedia brasiliensis Planch e Triana)
¢ uma planta também conhecida como “bacuri”. E uma espécie muito utilizada por
suas propriedades farmacoldgicas. O presente estudo tem a finalidade de caracterizar
guimicamente e avaliar a atividade bioldgica dos extratos etandlicos e aquosos das
folhas, cascas e sementes da G. brasiliensis. O teor de compostos fendlicos totais,
flavonoides e atividade antioxidante foram avaliados. O extrato que apresentou maior
teor de compostos fendlicos foi o extrato aquoso da folha, com 343,98 + 4,8 mg AG/g.
O teores de flavonoides mais expressivos encontrados foram no extrato etanélico da
semente e no extrato aquoso da folha, com valores respectivamente de 47,10 £ 0,2 e
45,62 + 0,7 mg quercetina/g de extrato. Quanto a atividade antioxidante, o que
apresentou maior atividade foi o extrato etandlico da semente, com 86,57 % de
sequestro de radical DPPH. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo teste de
microdiluicdo em placa para bactérias e fungos. Considerando a ClMso, 0 extrato que
se mostrou mais ativo foi o extrato aquoso da folha, com uma CIMso de 1 pg/mL,
atividade bem préxima ao do padréo cloranfenicol, que possui CIMso de 0,975 pg/mL
contra a bactéria S. aureus. Quanto a atividade antifingica, constatou-se que nenhum
extrato apresentou atividade contra a C. albicans na faixa de concentragéo testada e
com excecdo do extrato etanodlico da folha, os outros extratos foram considerados
bioativos contra a C. krusei. A caracteriza¢do quimica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi realizada no extrato aquoso da folha e detectou a presenca da
fukugetina-7”-O-B-D-glicosideo (fukugesideo) e da fukugetina. Com este mesmo
extrato realizou-se testes de citotoxicidade em fibroblastos humanos e linhagens
tumorais, ndo apresentando toxicidade para as culturas celulares testadas. Foram
preparadas formulagdes contendo este extrato aquoso de G. brasiliensis e com elas
foram realizados testes de permeacéo e retencdo cutanea em “Célula de Franz”. Por
ser um produto natural oriundo de uma fonte renovavel como as folhas, este extrato é
um potencial candidato ao desenvolvimento de novos farmacos para tratar lesdes da

pele causados pelos microrganismos testados.

Palavras-chave: Garcinia brasiliensis. Compostos fendlicos. Antioxidantes. Acgao

antimicrobiana.



ABSTRACT

The species Garcinia brasiliensis Mart. (synonym: Rheedia brasiliensis Planch and
Triana) is a plant also known as "bacuri’. It is a specie commonly used for its
pharmacological property. The present study aims to chemically characterize and
evaluate the biological activity of ethanol and aqueous extracts of leaves, bark and
seeds of G. brasiliensis. The contents of total phenolics, flavonoids and antioxidant
activity were evalueted. The leaf aqueous extract showed a high content of phenolic
compounds with 343.98 = 4.8 mg GA / g. The most significant amounts of flavonoids
were found in the seed’s ethanolic extract and leaf’s aqueous extract, respectively, with
values of 47.10 + 0.2 and 45.62 + 0.7 mg of quercetin / g of extract. For antioxidant
activity, the most active was the seed’s ethanolic extract, with 86.57 % of scavenging
activity. The antimicrobial activity was evaluated by microdilution plate test for bacteria
and fungi. Considering the MICso, the leaf’'s aqueous extract was the most active, with
a MICso of 1 mg / mL, activity very close to chloramphenicol as standard, which showed
a MICsp of 0.975 mg / mL against the bacteria S. aureus. For antifungal activity, no
extract showed activity against C. albicans in the range of tested concentrations.
Excluding the leaf’'s ethanolic extract, all other extracts were considered bioactive
against C. krusei. The chemical characterization by high performance liquid
chromatography was performed on the leaf’s aqueous extract and it was detected the
presence of fukugetin-7"-O-B-D- glucoside (fukugeside) and fukugetin. With this same
extract it was carried out cytotoxicity tests in human fibroblasts and tumor cell lines,
showing no toxicity of the cell’s cultures tested. Formulations containing G. brasiliensis
aqueous extract were prepared and skin permeation and retention tests on "Franz cell"
were performed. For being a natural product derived from a renewable source like
leaves, this extract is a potential candidate of new drugs development for skin lesions

treatment caused by microorganisms tested.

Keywords: Garcinia brasiliensis. Fenolic compounds. Antioxidant. Antimicrobial

action.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais muitas vezes representa o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Seu uso no tratamento
e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana (AMOROZO;
GELY,1988; PRANCE, 1992).

Os relatos populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais devem ser
considerados, pois contribuem de forma relevante para a divulgacado das virtudes
terapéuticas dos vegetais. Infelizmente, na maioria destas plantas observa- se uma
escassez de conhecimento cientifico de seus constituintes, de suas propriedades
farmacoldgicas e toxicologicas, ou de possiveis interacdes que envolvam as inimeras
moléculas presentes no extrato da planta (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Mesmo
assim, as plantas medicinais tém sido muito Uteis na contribuicdo para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas por meio de seus metabdlitos
secundarios que atuam de forma direta ou indireta no organismo, podendo inibir ou
ativar importantes alvos moleculares e celulares (CALIXTO, 2005).

Muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizacdo das plantas como
recurso medicinal na atualidade, entre eles, o alto custo dos medicamentos
industrializados, o dificil acesso da populacdo a assisténcia médica, bem como a
tendéncia ao uso de produtos de origem natural ISERHARD, 2009).

Devido ao elevado numero de casos de doencas infecciosas, dos relevantes
efeitos colaterais causados pelos antimicrobianos disponiveis e a resisténcia
antimicrobiana, intensifica-se a busca por novos agentes antimicrobianos (BELLA
CRUZ et al., 2010). Por esta razéo, ha necessidade de estimular o estudo e avaliagdo
de produtos naturais com fins terapéuticos e principalmente com atividade antibiotica
no intuito de criar novas drogas ou associar com as ja existentes para que voltem a
ter atividade (COUTINHO et al., 2004).

Desta forma, no presente trabalho foi realizada a caracterizacdo quimica, a
avaliacdo da atividade antioxidante e da atividade anti-fungica e anti-bacteriana de
extratos de partes da planta Garcinia brasiliensis com intuito de selecionar o mais

promissor sob o0 ponto de vista fitoquimico e microbiol6gico para o preparo de uma
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formulacé@o de uso topico com atividade antimicrobiana e com ela realizar testes de

permeacéao cutanea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS) planta medicinal é “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser
utiizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos”. Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em sua Resolucdo
RDC 48 de 16 de marco de 2004, fitoterapico “é o medicamento obtido empregando-
se exclusivamente derivados de drogas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade”. Fitofarmaco € “a substancia ativa, isolada de matérias-primas
vegetais ou mesmo, mistura de substancias ativas de origem vegetal” (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Plantas, insetos, fungos, bactérias e organismos marinhos sdo fontes de
substancias biologicamente ativas, sendo que a maioria dos farmacos em uso clinico
€ de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir de
produtos naturais (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

O conhecimento historico do uso de plantas medicinais mostra ao longo de toda
a humanidade que, pela propria necessidade humana, elas foram os primeiros
recursos terapéuticos utilizados (MARTINS, 1994; RODRIGUES; CARVALHO, 2001).
Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), 65 a 80% da populagéo
mundial busca nas plantas fins terapéuticos, seja por motivo de pobreza,
aceitabilidade ou descredito do Sistema Publico de Saude (CALIXTO, 2000; BATISTA,
2009).

Os escritos mais antigos sobre plantas medicinais sdo provenientes das
civilizagcbes da Mesopotamia e do Egito (LEITE, 2009). Como exemplo, cita-se o
Papiro de Ebers, datado de 1550 a.C., com mais de 20 metros de comprimento, que
relaciona mais de 700 substancias medicinais presentes em mais de 800 formulas
quantitativas (DIAS, 2005).
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De acordo com Simdes, Schenkel e Simon (2001) e Vale (2002) existem
registros fitoterapicos datados de milhares de anos antes de Cristo. Porém, a partir do
século XIX que se iniciou a busca sistematica por principios ativos presentes nas
plantas medicinais (CALIXTO; SIQUEIRA JR., 2008) e no século XX, iniciou-se a
tendéncia de se isolar os principios ativos (BRASIL, 2005). Segundo Cunha, (2010),
além do isolamento, deu-se inicio a determinagdo da estrutura de constituintes ativos
dos produtos de origem natural dotados de propriedades medicinais.

Além da heranca cultural e da riqgueza molecular, outros fatores foram e séo
responsaveis pelo incremento das pesquisas sobre plantas medicinais, tais como:
insatisfacdo com a eficécia, o custo elevado e os efeitos indesejaveis de muitos dos
medicamentos sintéticos (CZEPULA, 2006). O processo de descoberta de um novo
farmaco tem duracédo estimada em 10 anos (BUTLER, 2004) e custo aproximado de
US$ 800 milhdes (DICKSON; GAGNON, 2004). Estima-se que somente um em cada
5.000 prototipos moleculares atinge a fase de estudos clinicos e é aprovado para uso
humano (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Além das estruturas estericamente complexas dos produtos naturais, eles sédo
distintos por uma combinacdo caracteristica de grupos farmacoféricos. Essas
caracteristicas ressaltam a diversidade de compostos que podem ser obtidos destes
produtos, que, por outro lado, seriam perdidos usando técnicas sintéticas (HENKEL et
al., 1999). Portanto, uma das estratégias para reduzir os custos de desenvolvimento
de novos farmacos é a utilizacdo de produtos naturais como prototipos moleculares
(NEWMAN; CRAGG, 2007; BRAGA, 2009).

Os processos usados para obter uma substancia derivada de planta envolvem
trabalho interdisciplinar em botanica, farmacognosia, farmacologia, quimica,
microbiologia e toxicologia (HOSTETTMANN et al., 1997).

Neste contexto, o Brasil apresenta pelo menos trés caracteristicas favoraveis
a consolidacdo da industria farmacéutica nacional baseada em produtos naturais de
plantas. A primeira é a competéncia cientifica instalada no pais, que liderou na
América Latina a producdo cientifica relacionada a plantas medicinais nos ultimos 25
anos, respondendo por 42 % das publicagdes (CALIXTO, 2005). Em segundo lugar,
destaca-se que 0 pais possui a maior biodiversidade do mundo, compreendendo mais
de 50.000 espécies de plantas superiores descritas, ou seja, 20 a 22 % do total
existente no planeta (CALIXTO; SIQUEIRA JR., 2008). Por fim, destaca-se a grande
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diversidade cultural das populacdes tradicionais do pais, com extensa utilizacdo de
plantas medicinais (BRAGA, 2009).

A titulo de exemplo, cabe salientar o desenvolvimento do anti-inflamatoério
topico totalmente pesquisado e desenvolvido no Brasil, o alfa-humuleno (Acheflan®)
do Laboratério Aché, produzido a partir da planta Cordia verbenacea. Foram
despendidos sete anos de estudo e mais de US$ 5 milhdes em investimentos
(CALIXTO, 2005; BRAGA, 2009).

O mercado mundial de medicamentos movimenta aproximadamente US$ 300
bilhBes por ano e os fitoterapicos, cerca de US$ 21,7 bilhées. No Brasil, estima-se que
esse mercado gire em torno de US$ 160 milh&es por ano, com crescimento acima de
15 % nas vendas internas, contra um crescimento de 4 % nas vendas de
medicamentos sintéticos (DORES; REHDER; DUARTE, 2010). Em levantamento
recente, junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) foi encontrado o
total de 512 medicamentos fitoterapicos registrados, sendo 80 fitoterapicos
associados e 432 simples, ou seja, obtidos de derivados de uma espécie vegetal
(CARVALHO, 2008).

Os produtos naturais causam grande fascinio a ciéncia, principalmente por
suas atividades medicinais, que vém recebendo especial atencdo de inUmeros
pesquisadores. Muitos dos compostos naturais, sejam de origem vegetal ou animal,
tém apresentado relevante atividade bioldgica, possibilitando, portanto que estes se
tornem potencias candidatos ao desenvolvimento de novos medicamentos (RASKIN
et al., 2002; NIERO et al., 2003).

2.2 FAMILIA CLUSIACEAE

A familia Clusiaceae, também conhecida como Guttiferae, é composta por
plantas tropicais e abrange cerca de 30 géneros e 1150 espécies (KERRIGAN;
COWIE; DIXON, 2011). Esta familia tem apresentado mais de 100 substancias
isoladas de cerca de 20 espécies diferentes, com diferentes atividades bioldgicas
(FRUTUQOSO et al., 2007). Citam-se géneros como: Vismia (NGUEMEVINGA et al.,
2006), Garcinia (DEACHATHAL et al., 2006), Clusia (DIAS et al., 2006), Cratoxylum



19

(BOONSRIA et al., 2006) Harungana (TIH et al., 2006), Mesua (UAWONGGUL et al.,
2006), Hypericum (MARTONFI; REPCAK; ZANVIT, 2006), Kielmeyera (ZAGOTO et
al., 2006).

Sao plantas caracteristicamente lenhosas, arbéreas ou arbustivas, com folhas
inteiras de disposicao alterna, oposta ou verticiladas e sem estipulas. Possuem flores
geralmente vistosas, isoladas ou reunidas em inflorescéncia, podendo ser ciclicas ou
hemiciclicas, geralmente hermafroditas, ou de sexo separado com simetria radial
(JOLY, 1993).

Com ampla distribuicio no Brasil, ocorrem 21 géneros e 183 espécies
(BARROSO et al., 2002). Englobam arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse
econdbmico pela producdo de frutos comestiveis, madeiras, derivados quimicos de
interesse farmacéutico e tintas (ARQUIMEDES JUNIOR et al., 2005).

As principais classes de compostos encontradas nesta familia séo as xantonas,
cumarinas, biflavonéides e benzofenonas, produzidas principalmente por mecanismos
de defesa das plantas (ACUNA; JANCOVSKI; KENNELLY, 2009). As benzofenonas
poliisopreniladas, especialmente a 2,4,6-triildroxi-benzofenona, apresentaram
consideravel atividade antibacteriana contra importantes patégenos (ALMEIDA et al.,
2008). Gracas a essa variedade de constituintes, outras diversas atividades bioldgicas
tém sido relatadas para as espécies desta familia como antidepressiva (MEDINA et
al., 2006), citotéxica (BOONSRI et al., 2006), antioxidante (RAO et al., 2004),
antimalarica (LEE et al., 2003), antiaflatoxinogénica (JOSEPH et al., 2005),
tripanosomicida (LENTA et al., 2007a; LENTA et al.,, 2007b; ABE et al., 2004),
antiproliferativa (WABO et al., 2010; PAN et al., 2010), inibidor de acetilcolinesterase
(AWANG et al., 2010) e anti-inflamatoria (ACUNA; JANCOVSKI; KENNELLY, 2009).
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2.2.1 O género Garcinia

O género Garcinia, também denominado como Rheedia (ALMEIDA et al.,
2008), é comumente encontrada nas planicies e florestas tropicais do sudeste da
Asia, Africa Ocidental e Oriental, América Central e América do Sul (SORDAT-
DISERENS et al., 1989) e apresentam varias substancias com propriedades
farmacoldgicas (ALMEIDA et al., 2008).

Panthong et al. (2006) isolaram cowaxantonas A-E do fruto da G. cowa e
atribuiram a elas a atividade antibacteriana. Guttiferonas de diferentes géneros e
espécies da familia Clusiaceae, apresentaram efeito citopatico in vitro contra o HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) (GUSTAFSON et al.,, 1992). J4 a atividade
anticancerigena foi demonstrada por Guo et al. (2006) ao analisarem o &cido
gambadgico isolado da resina extraida da arvore de G. hanburyi.

Iwu et al. (2002) constataram em sementes de G. kola uma complexa mistura
de biflavondides, benzofenonas preniladas e xantonas. Ja ao 6leo volatil extraido do
pericarpo de G. brasiliensis atribuiram-se propriedades antiinflamatéria (MARTINS et
al., 2008).

Em estudos quimicos realizados por Santos et al. (1999) de frutos de G.
gardneriana, demonstraram-se a presenca de alguns constituintes com consideravel
poder antioxidante. Efeito analgésico (CECHINEL-FILHO et al., 2000), antibacteriano
(VERDI et al., 2004) e antiinflamatorio (CASTARDO et al., 2008) também podem ser
acrescentados a essa espécie.

Jayaprakasha; Negi; Jena, (2006) atribuiram atividade antioxidante e
antimutagénica aos extratos de G. pedunculata. O extrato de G. cambogia vem sendo
utilizado no tratamento de obesidade (HAYAMIZU et al., 2003).

Segundo Billo et al. (2005), extratos de G. pedicillata apresentaram atividade
contra a forma amastigota de L. amazonenses, assim como atividade contra forma
promastigota de L. donovani pelo extrato bruto de G. lucida (FOTIE et al., 2007). Aos
compostos isolados de G. livingstonei foram atribuidos propriedades leishmanicida
sobre formas amastigotas de L. infantum (MBWANBO et al., 2006).

Vérios estudos tém mostrado que compostos isolados da G. mangostana

apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas,
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citotdxicas, antiproliferativas (OBOLSKIY et al., 2009) e quimiopreventivas do cancer
(JUNG et al., 2006).

Também as outras espécies do género Garcinia foram atribuidas varios efeitos,
como antioxidante e antitumoral as guittiferona H e gambogenona, extraidas da G.
xantochymus, antitumoral as Garcinialliptona FA e Garcinialliptona FB isoladas da G.
subeliptica (DALMOLIN, 2009), antioxidante e antimutagénica a G. cowa (NEGI;
JAYAPRAKASHA,; JENA, 2010), antidiabético a G. indica (KIRANA, H.; SRINIVASAN,
B. P., 2010), hepatoprotetor a G. kola (MADUBUNYI, 2010), apoptético aos compostos
isolados de G. paucinervis e derivados poliprenilados de G. multiflora (GAO et al.,
2010; LIU et al., 2010), inibicdo de células leucémicas HL-60 de xantonas isoladas da
G. bracteata (NIU et al., 2012), acao contra a diarréia induzida pela lactose da G.
buchananii (BOAKYE et al., 2012) e inibicdo da enzima alfa-glicosidase de xantonas
isoladas da G. nobilis (FOUOTSA et al., 2012).

2.2.1.1 A espécie Garcinia brasiliensis

A espécie G. brasiliensis Mart. (sinonimia: Rheedia brasiliensis Planch e
Triana) é cultivada em todo o territorio brasileiro, sendo conhecida como “bacuri”,

“bacupari”, “porocd” e “bacuripari’, e na Bolivia como “guapomo”. E uma espécie
nativa do Brasil, Paraguai e norte da Argentina (MORTON, 1987). Na medicina
popular suas folhas séo utilizadas no tratamento de tumores, inflamacdes do trato
urinario, artrite e para aliviar dores (CORREA, 1926). Porém, o maior problema para
sua utilizagéo terapéutica no tratamento convencional das diversas patologias ¢é a falta
de dados cientificos que comprovem a eficacia e a seguranca dos extratos obtidos a
partir dessa planta.

O bacuparizeiro é uma arvore de porte médio, copa piramidal, folhas opostas,
pecioladas, que floresce nos meses de agosto a setembro (Figura 1) (CORREA;
PENNA, 1984; GUIMARAES et al., 2004). As folhas sdo em formato de lanca e as
flores abundantes e poligamas. Os frutos sdo amarelos, ovais, com polpa
mucilaginosa, branca e comestivel (CORREA; PENNA, 1984; GUIMARAES et al.,

2004), apresentando casca (pericarpo) elastica e amarela, a qual é facilmente
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removida e normalmente possui de 2 a 3 sementes (MORTON, 1987). Como descrito
por Villagbmez Rojas (1990), as sementes apresentam forma elipsoidal, com
coloracdo externa castanha ao passo que, internamente sdo branco-amarelada e
exsudam latex amarelo (Figura 2) (NASCIMENTO; CARVALHO; MULLER, 2002).

Estudos tém comprovado diversas atividades da G. brasiliensis, como
propriedades antimicrobianas (ALMEIDA et al.,, 2008), antinociceptivas e anti-
inflamatdrias (SANTA-CECILIA et al., 2011) e antiproteolitica, leishmanicida e
antioxidante (GONTIJO et al., 2012).

Figura 1 - Folhas e frutos de Garcinia Figura 2 - Semente e polpa de Garcinia
brasiliensis. brasiliensis em fruto cortado

transversalmente.

Fonte: Junior D. (2012) Fonte: Derogis P. (2008).

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que possuem um
anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas. Englobam uma grande variedade
de substancias, entre elas os acidos fendlicos, os quais, por sua composi¢ao quimica,
possuem propriedades antioxidantes (SOARES, 2002).

Os compostos fendlicos existentes na natureza podem ser classificados em:
pouco e largamente distribuidos na natureza. Um numero reduzido deles esta no
grupo dos pouco distribuidos na natureza. Ja no grupo dos que sao largamente
distribuidos na natureza, estéo os fendlicos encontrados geralmente em todo o reino
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vegetal; os chamados flavonoides e derivados e os acidos fendlicos (acidos benzoico,
cindamico e seus derivados e cumarinas) (SOARES, 2002).

Os flavonoides atuam como antioxidantes tanto em compartimentos celulares
lipofilicos como hidrofilicos, inativando os radicais livres. Possuem a capacidade de
doar atomos de hidrogénio inibindo assim as rea¢fes em cadeia provocadas pelos
radicais livres. (HARTMAN; SHANKEL, 1990; ARORA et al., 1998). Estes compostos
possuem uma estrutura basica formada por C6-C3-C6 (Figura 3), sendo os compostos
mais diversificados do reino vegetal. Consistem em dois anéis aromaticos interligados
por trés carbonos que geralmente forma uma estrutura heterociclica oxigenada
(BRAVO, 1998).

Figura 3 - Estrutura geral de um flavonoide com os anéis A, B e C e sistema de numeracao

para diferenciacdo das posi¢cfes dos carbonos.

Fonte: Bravo (1998)

Neste grupo encontram-se as antocianidinas, flavonas, flavonoéis e, com menor
frequéncia, as auronas, chalconas e isoflavonas.

Os acidos fendlicos séo divididos em trés grupos: os acidos benzoicos, que
possuem sete atomos de carbono (C6-C1l) e sdo os mais simples encontrados na
natureza. Os acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3),
sendo os mais encontrados no reino vegetal e as cumarinas que sao derivadas do
acido cindmico por ciclizagcdo da cadeia lateral do acido o-cumarico (Figura 4)
(SOARES, 2002).
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Figura 4 - Estruturas quimicas dos &cidos fendlicos: A — &cidos benzoicos; B — &cidos
cindmicos; C — cumarinas.

R R R1=0H: acido salicilico;
2 1 . L
R1=R4=0H: acido gentistico;

R3=0H: acido p-hidroxibenzoico;
R3 COOH R2=R3=0H: acido protocatequinico;
R2=0CH3 R3=0H: acido vanilico;
R4 R2=R3=R4=0H: acido galico:

R2=R4=0CH3 R3= OH: acido siringico.

B R> R4 R1=R2=R3=R4=H: acido cinamico;
R1=0H: acido o-cumarico;

R3 CH=CH=COOH R2=0H: acido m-cumarico;

R3=0H: acido p-cumarico;

R2=R3=0H: &cido caféico;

R2=0CH3 R3=0H: acido ferulico;
R2=R4=0CH3 R3= OH: &cido sinapico.

Fonte: Soares (2002)

Estudos epidemioldgicos tém mostrado a correlagdo entre o aumento do
consumo de compostos fendlicos com acao antioxidante (JAVANMARDI et al., 2003)
e a reducéo do risco de doencas cardiovasculares e de certos tipos de cancer (RICE-
EVANS et al., 1996; COOK; SAMMAN, 1996).
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2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Uma ampla definicdo para compostos com atividade antioxidante é a seguinte:
“‘qualquer substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a
do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacao desse substrato de maneira eficaz”
(SIES; STAHL, 1995).

As industrias de alimentos utilizam os antioxidantes para evitar a deterioracao
e manter o valor nutricional dos produtos. Os antioxidantes também sdo de grande
interesse para 0s bioquimicos e profissionais da saude, pois podem ajudar na
protecdo do organismo contra os danos causados pelas espécies reativas do oxigénio
(EROQO’s) e doengas degenerativas (SHAHIDI, 1996). Estas ERO’s podem ocorrer no
corpo humano durante o stress ambiental, sendo assim muito perigoso, pois pode
resultar em danos significativos as estruturas celulares (GULCIN, 2012), levando a
doencas como aterosclerose, doengas coronarias, envelhecimento e cancer (LI et al.,
2008).

Os antioxidantes sdo conhecidos pela acdo em diferentes niveis do processo
de oxidacdo envolvendo moléculas de lipideos. Podem agir diminuindo a
concentracdo de oxigénio, interceptando o oxigénio singlete; evitando a fase de
iniciacao da oxidacao pelo sequestro de radicais hidroxila; quelando ions metélicos ou
decompondo produtos primarios a compostos que nao sao radicais (SHAHIDI, 1996).

A fim de diminuir os efeitos nocivos das ERO’s, os antioxidantes naturais
obtidos a partir de plantas, como também os antioxidantes sintéticos BHA e BHT,
podem ser utilizados. No entanto, a utilizacdo destas moléculas possui certos riscos
(SUN; FUKUHARA,1997). Nos ultimos anos, 0 uso de antioxidantes sintéticos tem
sido restringido em muitos paises, 0 interesse pelos antioxidantes naturais tem
aumentado cada vez mais. A maioria dos consumidores esta preferindo antioxidantes
naturais a sitéticos (GULCIN, 2010; KOKSAL; GULCIN, 2008). Uma das mais
importantes fontes naturais de antioxidantes sdo as plantas medicinais (GULCIN et
al., 2009) e esta propriedade biologica tem sido atribuida aos compostos fendlicos
(GARZON et al., 2010), que sdo metabdlitos secundarios amplamente encontrados
em frutas e vegetais e sao representados principalmente pelos flavonoides e acidos
fendlicos. Estas substancias apresentam um grande potencial antioxidante e estudos
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demonstraram que seu consumo regular tem grande importancia, principalmente para
a prevencao de doencas relacionadas com o stress oxidativo (BALASUNDRAM,;
SUNDRAN; SAMMAN, 2006). Estes compostos s&do capazes de interromper
reacoes em cadeia de oxidacdo por doacdo de um atomo de hidrogénio ou quelantes
de metais, agindo assim, como agentes antioxidantes e redutores.

Muitos estudos tém demonstrado que os compostos fendlicos de plantas
exibem propriedades antioxidantes. Estes compostos antioxidantes doam um elétron
para o radical livre e os converte em uma molécula in6cua (GULCIN et al., 2006;
BURSAL et al., 2013).

As principais fontes de antioxidantes naturais na dieta humana sao os cereais,
plantas e frutas (POKORNY, 2007; VIJAYA KUMAR REDDY; SREEMULU;
RAGHUNATH, 2010). Antioxidantes naturais, que estdo disponiveis nessas fontes,
protegem o corpo humano contra os radicais livres e stress oxidativo, desempenhando
um papel muito importante na satde humana (SERBETCI TOHMA; GULCIN, 2010).

2.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.5.1 Antimicrobianos naturais

Apesar da producdo de novos antibidticos ter aumentado nas Ultimas trés
décadas, a resisténcia microbiana a essas drogas também vem aumentando
(LOGUERCIO et al., 2005), devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos no
tratamento de doencas infecciosas (SILVA et al.,, 2010), além da identificacdo de
varias cepas novas de microrganismos mutantes. Em geral, as bactérias tém a
habilidade genética de adquirir e transmitir resisténcia as drogas utilizadas como
agentes terapéuticos e sofrem mutacdo buscando adaptacdo a ambientes inospitos.

A resisténcia bacteriana € um permanente e crescente desafio, acarretando em
incertezas na perspectiva da producdo e do uso de farmacos antimicrobianos,
exigindo continuo fluxo de esforgos e investimentos na busca por novas alternativas

terapéuticas (LOGUERCIO et al., 2005). Pesquisas com a finalidade de obter novos
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medicamentos a partir de plantas, ou de aprimorar fitoterapicos ja existentes, vém
reassumindo um importante papel nos ultimos anos (SILVEIRA et al., 2009). Assim, 0
uso de extratos e metabdlitos secundarios vegetais que possuem conhecida atividade
antimicrobiana podem adquirir um importante significado em novos tratamentos
terapéuticos (LOGUERCIO et al., 2005), aliados ao desenvolvimento e otimizacéo de
testes antimicrobianos in vitro que permitem a selecédo de extratos brutos de plantas
com propriedades potenciais de uso em estudos quimicos e farmacologicos (PINTO
et al., 2002), representando assim uma ferramenta fundamental a estratégias de
prospeccao de novos candidatos a farmacos.

As plantas medicinais sdo meios naturais frequentemente usados no
tratamento de varias doencas (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004) e
constituem uma importante fonte de novos componentes biologicamente ativos
(PORTILLO et al., 2001). O uso das plantas e preparacgOes feitas a partir delas para
tratar infeccdes € uma prética antiga, utilizada por boa parte da populacdo mundial,
principalmente onde ha uma dependéncia na medicina tradicional para uma variedade
de doencas como ocorre em paises em desenvolvimento (AHMAD; MEHMOOD;
MOHAMMAD, 1998). A cultura popular sobre o uso e eficacia das plantas medicinais
€ relevante para a investigacao in vitro de meios alternativos na terapéutica de muitos
processos infecciosos (MENEZES et al., 2009).

Algumas plantas como Achillea colina L. (Mil-folhas), Baccharis dracunculifolia
Dc. (Vassoura do campo), Casearia sylvestris SW (Guacatonga), Moringa oleifera
Lam. (Moringa), Cyperus articulatus L. (Piprioca) entre muitas outras podem ser
citadas como plantas com propriedades antimicrobianas utilizadas no Brasil
(DUARTE, 2006).

Os componentes antimicrobianos das plantas podem inibir o crescimento
bacteriano e fungico por diferentes mecanismos do que aqueles presentes nos
antimicrobianos sintéticos ou naturais terapeuticamente disponiveis e tém um
significativo valor clinico (ELOFF, 1988).

O estudo de plantas ndo se deve somente por elas se constituirem um recurso
terapéutico alternativo, mas devido a possibilidade de isolamento de substancias que
apresentam eficacia significativa e com menor indice de desvantagens (MENEZES et
al., 2009), podendo proporcionar menor custo, menor toxicidade, efeitos colaterais
mais brandos e maior disponibilidade de matéria-prima.
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2.6 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

O teste de citotoxicidade in vitro € um sistema biolégico que visa analisar o
efeito em que o material a ser analisado exerce nas células quando em contato direto
com culturas celulares. Nesta técnica, € possivel estudar o comportamento celular em
meio controlado, livres das complexas interagdes do organismo (FRESHEY, 2000).
Como o uso de animais em laboratorio estd tendo controle cada vez mais rigoroso,
aumenta, portanto, a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
possam detectar a toxicidade de um material para uso em seres humanos
(ROGEROA, et al., 2003).

A avaliacdo quantitativa da viabilidade celular pode ser realizada por meio de
métodos colorimétricos, utilizando corantes como o MTT, brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil-tetrazdlio) e o MTS, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazalio.

O MTT é um sal amarelo que € reduzido pela atividade da enzima
desidrogenase mitocondrial resultando em um sal de formazano de cor purpura. Esta
reducdo ocorre somente nas células vivas. Desta maneira, a viabilidade celular pode
ser determinada pela intensidade da coloracdo purpura que é proporcional a
guantidade de cristais de formazano formados. A desvantagem da utilizacdo deste
corante € a necessidade do uso de solventes organicos como o DMSO ou o
isopropanol para dissolver os cristais de formazano que s&o insoluveis em agua.

O corante MTS é reduzido da mesma forma que o MTT, pela enzima
desidrogenase mitocondrial, com a formacéo de cristais de formazano. A diferenca é
gue os cristais formados a partir do MTS sao sollveis em agua e, portanto, o uso de
solventes organicos nao é necessario.

Os métodos in vitro apresentam vantagens em relacdo aos in vivo, pois além
de limitar o nUmero de variaveis experimentais por ter o controle ambiental das células,
possui periodo de teste mais curto e podem ser utilizados com sucesso, pois sdo
reprodutiveis, de facil execucédo, rapidos, sensiveis e financeiramente acessiveis
(FRESHEY, 2000; ROGEROA, et al., 2003).

Muitas plantas medicinais tém sido utilizadas de forma indiscriminada, sem

estudos que demonstrem sua eficiéncia e seguranca (FACURY NETTO, et al., 2004).
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Por este motivo novos produtos ou produtos de agcao ainda desconhecida devem ser
analisados por meio de estudos in vitro de cultivo celular, seguidos por experimentos

em animais para posteriormente ter uma aplicacéo clinica em humanos.

2.7 ESTUDO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA

A pele humana constitui uma barreira natural contra agentes exteriores
prevenindo a entrada de micro-organismos, de substancias quimicas, de vérias
formas de radiacdo além de proteger os fluidos e tecidos corporais. A pele também é
capaz de receber estimulo sensorial e ajudar a regular a temperatura do corpo e
excretar substancias ndo desejadas (BARRY, 2002).

Ela é histologicamente estruturada em duas camadas, a epiderme (estrato
corneo e epiderme viavel) e a derme, logo abaixo da derme um tecido de sustentacao
formado por tecido adiposo chamado de hipoderme (FOLDVARI, 2000; RIBEIRO,
2010).

Figura 5 — Estrutura da pele

Epiderme —|

Derme

Hipoderme— % i

Fonte: CASTRO, M. A. |Histologia animal. Queimaduras. Disponivel em
<http://www.mundoeducacao.com/biologia/queimaduras.htm>. Acesso em: 12 fev. 2014.

O estrato corneo tem como fungéo fornecer protecéo fisica e barreira quimica
e é formado por uma camada compacta de células chamadas cornedcitos. Estas

células alongadas, mortas e desidratas sdo formadas a partir do produto final da
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diferenciacéo das células produzidas na epiderme viavel (ZATZ, 1993; BOUWSTRA
et al., 2003).

Trés possiveis mecanismos de permeacdo de um farmaco através do estrato
corneo podem ocorrer. O primeiro € através dos apéndices presentes na pele por meio
dos foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e poros, sem a necessidade de hidratagéo
de estrato cérneo. O segundo por via intercelular, por onde o soluto difunde-se ao
redor dos cornedcitos permanecendo constantemente dentro da matriz lipidica, sendo
considerada a rota predominante em condicbes normais segundo evidéncias
experimentais. E o terceiro mecanismo € por via transcelular, o soluto passa
diretamente através dos cornedcitos e da matriz lipidica intercelular intermediaria
(Figura 5) (ABRAHAM; CHADHA; MITCHELL, 1995; HADGRAFT, 2004).

Figura 6 - Vias de penetracdo dos farmacos através do estrato cérneo.
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Fonte: Gratieri, et al. (2008).

Nos estudos de liberacdo in vitro, a capacidade da substancia ativa em ser
liberada do carreador (veiculo) é avaliada antes que ela entre em contato com a
superficie epidermal e esteja disponivel para penetracdo no estrato corneo e nas
camadas inferiores da pele. Estes estudos podem servir como uma importante
ferramenta para uma avaliacdo inicial de formulacdes experimentais na area de
desenvolvimento de produto e podem servir para avaliar a biodisponibilidade (GETLE
et al., 2002).
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No entanto, obter a permeacdo de principios ativos através das camadas da
pele e fornecer eficicia clinica sdo problemas que devem ser enfrentados ao
administrar farmacos pela pele (MORGANTI et al., 2001).

Um produto dermatoldgico deve ser diferenciado de um transdérmico, pois
possuem mesma via de administracdo. Um produto dermatologico tem a pele como
orgdo alvo, ou seja, é destinado a liberar o farmaco na pele exercendo agéo
farmacoldgica local. Exige-se, portanto, uma maxima atuacdo na pele e minima
exposicao a toxicidade sistémica (SHAH et al., 1992).

A permeacéo é intensamente dependente das caracteristicas fisico-quimicas
do permeante, sendo que a mais importante € a habilidade de particionar através da
camada intercelular. As diferencas existentes nos fluxos de compostos permeados
através da pele se devem principalmente a concentracdo do permeante aplicado, ao
coeficiente de particdo do permeante entre o estrato cérneo e o veiculo e da
capacidade que o composto possui de difundir dentro do estrato cérneo (MORGANTI
et al., 2001).

O transporte quimico através da pele € importante tanto para otimizacao da
liberacdo tépica quanto transdermal. Sistemas in vitro tém sido desenvolvidos para
facilitar a estimativa da absorcéo percutanea (PLAGLIARA et al., 1999).

Estes estudos de liberacdo sdo normalmente realizados utilizando um
dispositivo conhecido como "célula de Franz" ou célula de difusdo vertical. Um
aparelho utilizado em testes in vitro com finalidade de medir a taxa de liberacdo de
produtos topicos, reproduzindo assim a cinética de permeacéo da pele. E composto
por um compartimento doador, membrana e um meio receptor que é analisado para
determinar a concentragdo do farmaco. As células de difusdo sdo amplamente

utilizados para o teste de taxa de liberacéo de semissoélidos (HANSON, 2010).
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Figura 7 — Célula de Franz.
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Fonte: Adaptado de Hanson (2010).

Um aparelho de teste de célula de difusdo inclui tipicamente um agrupamento
de seis células para o ensaio da taxa de liberacdo simultanea de seis amostras. Uma
unidade celular controla a mistura de cada uma das camaras do receptor de célula ao
longo do teste, e um banho de circulagdo fornece agua aquecida as células
encamisadas para manter uma temperatura constante de 32 ° C para aplicacdes na
pele. As amostras séo retiradas manualmente, e 0 meio receptor € substituido também
manualmente para manter uma constante interface de média-membrana. O teste de
célula de difusdo pode ser automatizado com um amostrador programavel e coletor
(HANSON, 2010).

Apbs estudos de liberacdo € necessério avaliar a penetragdo de substancias
ativas na pele ou através dela. Para a realizacdo destes estudos sao utilizadas
normalmente pele de camundongo, pele humana proveniente de cirurgia ou pele de
orelha de porco, que € considerado o melhor modelo de pele, pois esta possui
propriedades histologicas e fisiolégicas similares a da pele humana além de ter maior
disponibilidade (PAGLIARA et al., 1999).

Portanto, estudos de permeacdo e retencdo cutanea in vitro sdo Uteis para
avaliar a biodisponibilidade de substancias ativas e comparar formulacbes em
desenvolvimento. Em muitos casos, somente resultados comparativos sao
necesséarios (WESTER; MALBACH, 1990).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a composicdo quimica, as atividades
biolégicas e a citotoxicidade dos extratos aquosos e alcodlicos de cascas, folhas e
sementes de Garcinia brasiliensis e realizar estudos de permeabilidade e penetracéo

cutanea do extrato com melhor atividade em formulacdes dermatologicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

Os frutos e folhas da Garcinia brasiliensis foram coletadas em marco de 2012,
de arvores cultivadas sob condi¢cdes controladas no herbario da Universidade Federal
de Vigosa (latitude 20°45°'14” sul e longitude 42°52°55” oeste), Minas Gerais, Brasil. A
identificagdo botanica das amostras foram registradas sob o numero VIC2604 do
herbario da Universidade Federal de Vigosa.

4.1.2 Preparacao do material vegetal

As folhas, cascas e sementes da G. brasiliensis foram dispostas em bandejas
e secas até peso constante em estufa de ar circulante com temperatura controlada
em torno de 40°C.

As sementes foram submetidas a turbolizacdo com agua (para posterior
extragcao por infusao) e com etanol 95% (para posterior extracéo por percolagao).

As cascas e as folhas foram trituradas em moinhos de facas para obtencao dos
pos, sendo estes posteriormente padronizados quanto ao seu tamanho médio de
particula (granulometria). A granulometria foi estabelecida de acordo com a
farmacopeia Brasileira 5° Ed. (2010), utlizando agitador de peneiras -
eletromagnético (BerTel®) contendo um conjunto de tamises com malhas variando de
355 um a 1,7 mm sob uma vibracdo pré-estabelecida anteriormente por um periodo
de 15 minutos. A vibracdo adequada utilizada foi selecionada por meio da passagem
forcada dos pos pelas peneiras utilizando intensidades variadas, sendo estabelecidas

como padrbes para analises granulométricas as que apresentaram maior rendimento.
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A partir dos resultados obtidos para os pos das folhas e cascas da G. brasiliensis

foram calculadas os tamanhos médios de particula.

4.1.3 Obtencéo dos extratos

Para a obtencao dos extratos etandlicos, as folhas e cascas pulverizadas e as
sementes turbolizadas foram submetidos a extracdo exaustiva por percolacao
utilizando etanol 95% (v/v) como solvente extrator. Os percolados foram concentrados
em evaporador rotativo com pressao reduzida e a uma temperatura meédia de 45°C
para eliminacdo do etanol. Posteriormente os materiais obtidos foram armazenados
em frascos ambar, e mantidos sob refrigeracéo até o momento das analises.

Os extratos aquosos foram obtidos por meio da infus@o dos pés e das sementes
turbolizadas. Os extratos foram submetidos ao processo de liofilizacdo. Os extratos
aguosos secos obtidos foram armazenados em frascos ambar e mantidos em
dessecador (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1998).

Sendo assim, foram obtidos para as andlises posteriores os extratos etanélicos
da casca (EEC), folha (EEF), semente (EES) e extratos aquosos da casca (EAC),
folha (EAF), semente (EAS) de Garcinia brasiliensis.

4.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, uma aliquota de
cada um dos extratos (0,5 mL), na concentracao de 0,1 mg/mL, foi misturada com 2,5
mL do reagente Folin-Ciocalteau (diluido em agua destilada 1:10) e 2,0 mL de
carbonato de sodio 4% (m/v) em 4gua destilada. Apds 2 h de incubacéo ao abrigo da
luz e & temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 750
nm. Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos como
equivalentes de &cido galico (mg AG/g), calculados por meio de uma curva construida
com concentracées que variaram de 5 a 100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER,;



36

LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Os limites de detec¢éo e quantificagcdo usados para
este método foram de 3,45 mg/g e 10,45 mg/g respectivamente.

4.3 TEOR DE FLAVONOIDES

Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos, na concentracdo de 1,5 mg/ mL, foi
misturada com 1,5 mL de etanol, 0,1 ml de cloreto de aluminio 10% (m/v), 0,1 mL de
acetato de potassio 1 M e 2,8 mL de agua destilada, totalizando 5 mL de reacdo. Apds
30 minutos, a absorbancia foi medida a 425 nm. A curva padrao para flavonoides totais
foi feita usando como padrdo solucdo de quercetina. O total de flavonoides foi
expresso como equivalentes de quercetina (mg quercetina/g extrato), e os valores
foram apresentados como média das andlises em triplicata (KALIA et al., 2008). Os
limites de deteccéo e quantificacdo usados para este método foram de 3,59 mg/g e

10,89 mg/g respectivamente.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS PELO METODO
DO SEQUESTRO DE RADICAL LIVRE DPPH

A propriedade dos extratos etanodlicos e aquosos de sequestrar radicais livres
DPPH foi avaliada de acordo com o método descrito por Yen et al. (2005). Diferentes
concentracdes dos extratos (entre 400 e 1,56 pg/mL, em diluicdo seriada de razéo 2)
em uma solucdo etandlica (2 mL) foram misturados com 0,5 mL de DPPH (0,5 mM,
diluido em etanol). Depois da incubacao por 30 min, ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente, a absorbancia foi medida em 517 nm. O branco foi composto por todos 0s
reagentes, exceto os extratos. Acido ascérbico, quercetina e BHT foram utilizados
como controle positivo. A propriedade de sequestro foi calculada como porcentagem
de radicais DPPH sequestrados, com os extratos a 100 pug/mL, usando a seguinte

equacgao:
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Sequestro de radical DPPH (%) = [(absorbancia do branco — absorbancia da amostra)/

(absorbancia branco)] x 100.

Os valores foram apresentados como média das analises em triplicata. O valor
ECso € a concentracdo efetiva que pode sequestrar 50% dos radicais DPPH da

solugéo.

4.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Os extratos etandlicos e aquosos foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana por meio do ensaio de microdiluicdo em caldo utilizando placa de 96

POGOS.

4.5.1 Microrganismos testados

As bactérias e leveduras utilizadas na avaliacao da atividade antimicrobiana
das substancias em estudo séo linhagens padrbes da American Type Culture
Collection (ATCC) e pertencem a colecdo de microrganismos do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia da UNIFAL-MG.

As bactérias Gram-positivas utilizadas foram: Staphylococcus aureus (ATCC
6538); Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615) e as bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As leveduras utilizadas foram do género
Candida: Candida albicans (ATCC 10231) e Candida krusei (ATCC 6258).

As amostras de bactérias foram mantidas em meio agar BHI, a amostra de S.
pyogenes, em meio agar sangue e as leveduras, em meio agar Sabouraud, a 8°C, até

o0 momento de realizacdo dos testes.
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4.5.2 Avaliagdo do perfil de sensibilidade

Foram avaliadas as concentracdes inibitorias de 50% do crescimento (CIMso) e
100% (CIM100). As determinacdes do perfil de sensibilidade foram realizadas de
acordo com a metodologia de microdiluicdo para leveduras conforme documento
M27A3 (CLSI, 2008) e para bactérias conforme documento M7A6 (CLSI, 2003) tendo
sido feita algumas modificacdes, como a suplementacéo do meio Caldo Mueller Hinton
com 5% de sangue lisado de carneiro e incubagdo em condi¢cbes de microaerofilia,
para o S. pyogenes.

Para a realizacdo deste ensaio foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo

chato que sdo compostas por colunas numeradas de 1 a 12 e fileiras de A a H.

4. 5.3 Extratos analisados

Os extratos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos 100
vezes no meio de cultura utilizado no ensaio, reduzindo a concentracéo final do
solvente para 1%. O DMSO, nesta concentracéo, e sem os derivados, foi utilizado no
ensaio como controle da diluicdo. Os extratos foram avaliados nas concentracfes de
100; 50; 25; 12,5; 10; 8; 4; 2; 1 e 0,5 ug/mL para as bactérias e leveduras. Para a
bactéria S. pyogenes, os extratos foram testados nas concentracdes de 1000; 250;
125; 100; 80; 40; 20 e 5 pg/mL.

45.4 Controles do ensaio

O meio de cultura caldo Mueller Hinton acrescido de DMSO nas mesmas
concentracOes finais propostas para os derivados foram utilizados como controle
negativo. As drogas padrdes utilizadas como controle positivo no teste foram o

antifangico Fluconazol, nas concentracdes de 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125;
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0,0625 e 0,03125 ug/mL e o antibiotico Cloranfenicol, nas concentracoes de 125; 62,5;
31,2; 15,6; 3,9; 1,95; 0,975; 0,487; 0,122 e 0,06 pg/mL. Os ensaios foram realizados

em duplicata.

4.5.5 Leitura e interpretacdo dos resultados

Os valores de CIMso e CIM1oo foram determinados ap6s 24 horas para as
bactérias e leveduras. As leituras foram feitas a 530 nm em leitora espectrofotométrica

de microplacas. Os testes foram realizados em duplicata.

4.6 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A andlise foi realizada em cromatografo Shimadzu UPLC 20 A com coluna
Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 ym de tamanho de particula). A fase movel foi
constituida de uma mistura de solugdo de acido acético 5 mmol/L (eluente A) e
metanol/ &cido acético 0,1% v/v (eluente B). Os extratos analisados foram dissolvidos
em metanol/ agua (1:1) e injetados no volume de 20 pL. O fluxo foi de 1,0 mL/min. A
analise foi realizada em gradiente de 50% até 100% de B nos 10 min iniciais. Em
seguida, a concentracédo de B foi mantida por 15 min e reduzida a 50% em 26 min.
Para preparar a coluna para a proxima analise seguiu-se com 50% de B até 40 min.
ApoOs as analises de varredura espectral na regido do UV/ Vis dos compostos e das
formulaces, foram selecionados os comprimentos de ondas de 254 nm e de 350 nm,

utilizando software LC solution, com finalidade de evitar sobreposi¢ao dos picos.



40

4.7 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

4.7.1 Condicbes de cultura celular

Linhagens derivadas de canceres humanos (A549, carcinoma de pulméo; MCF-
7, cancer de mama) e cultura primaria de pele humana foram utilizadas no presente
estudo. As culturas foram mantidas em meio essencial minimo modificado por
Dulbeco (DMEM, Sigma, CA, USA) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB, Vitrocell, Campinas, Brasil), e antibiéticos (estreptomicina 100 pg/mL, penicilina
100Ul/mL, Sigma). As culturas foram mantidas em incubadora (37°C) contendo 5%
CO:s.. As culturas primarias de fibroblastos foram obtidas a partir de amostras de pele
humana derivadas de descartes cirargicos (blefaroplastia). Os pacientes assinaram

um termo de consentimento informado, conforme determinado pelo comité de ética.

4.7.2. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada por ensaio colorimétrico como descrito
previamente por Cory et al. (1991). As células foram semeadas em placas de 96 pocos
a densidade de 5x10° (A549) ou 1x10* (MCF7 e cultura primaria de pele humana) por
pPOGo.

ApoOs a aderéncia (24h), as células foram tratadas durante 48 h com extrato
aguoso da folha (EAF) da G. brasiliensis em diferentes concentragbes (0,5 - 1000
pg/mL). Neste ensaio, o sal MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio € convertido a sua forma reduzida (formazano) por
atividade enzimatica (desidrogenases). Considerando que o formazano absorve luz a
490 nm, a quantidade produzida do referido composto em cada amostra foi
determinada em leitor de Elisa. Os valores de absorbancia entre culturas controles e
tratadas, foram comparados para a determinacao da viabilidade relativa, sendo que a
guantidade de formazano produzida é diretamente proporcional ao nimero de células

metabolicamente ativas. Curvas de regressédo foram obtidas através do programa
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GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), as quais
permitiram determinar os valores de ICso (concentragcdo capaz de inibir 50% do
crescimento). Os experimentos foram realizados em triplicadas e réplicas foram
obtidas para confirmacédo dos dados. Os valores apresentados correspondem a média
+ desvio padrao, considerando as triplicatas. A cisplatina, uma droga altamente toxica

utilizada em tratamento quimioterapico, foi usada como controle positivo.

4.8 ESTUDOS DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA

4.8.1 Preparo das formulacdes contendo extrato de Garcinia brasiliensis

utilizadas nos estudos de permeacéo e retencao cutanea.

Foram preparadas duas formulacdes de uso topico no laboratério de
farmacoténica da Universidade Federal de Alfenas. Sendo uma formulagdo um creme
com bases auto-emulsionantes idnica (Lanette), (Tabela 1) e outra um gel ndo-iénico
(Natrosol), (Tabela 2) contendo extrato aquoso da folha de Garcinia brasiliensis (EAF),

para tratamento de lesdo da pele devido suas atividades antimicrobianas.
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Tabela 1 - Composicao da formulacdo de creme lanette (emulséo O/A).

Matérias primas %

A) Base auto emulsionante idnica — Lanette 15,00

(alcool ceto estearilico sulfatado (emulsificante)

Miritrato de isopropila (emoliente) 3,00
Vaselina liquida (emoliente) 15,00
BHT (antioxidante) 0,05
Propilparabeno (conservante) 0,05
B) Glicerina (umectante) 4,00
EDTA (antioxidante) 0,10
Metilparabeno (conservante) 0,15
Agua destilada gsp 100,00
C) Propilenoglicol (umectante e solubilizante) 6,00
Extrato aquoso da folha de G. brasiliensis (principio ativo) 5,00

Fonte: Do autor

As fases A e B foram aquecidas a 70°C e misturadas a esta temperatura sob
constante agitacdo até resfriamento a temperatura ambiente. Apés 24 horas, em um
gral foi solubilizado o extrato aquoso da folha de G. brasiliensis em propilenoglicol e
adicionou-se esta fase C a formulacdo aos poucos até completa homogeneizacéao.

Sendo o pH final ajustado para 5,6.

Tabela 2 - Composi¢ao da formulacao de gel de natrosol

Matéria prima %

A) Natrosol - Hidroxietilcelulose (agente de consisténcia) 2,00
EDTA (antioxidante) 0,14
Metilparabeno (conservante) 0,15
Propilparabeno (conservante) 0,05
Propilenoglicol (umectante e solubilizante) 4,00
Agua destilada gsp 100,00

B) Propilenoglicol (umectante e solubilizante) 1,00
Extrato aquoso da folha de G. brasiliensis (principio ativo) 5,00

Fonte: Do autor
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A fase A foi aquecida a 70°C sob constante agitacdo até resfriamento a
temperatura ambiente. Apds 24 horas, em um gral foi solubilizado o extrato aquoso
da folha de G. brasiliensis em propilenoglicol e adicionou-se esta fase B a formulacéo

aos poucos até completa homogeneizagédo. Sendo o pH final ajustado para 5,74.

4.8.2 Preparacao da pele de orelha de porco

As orelhas de porco foram obtidas dentro de 2 horas apés o sacrificio dos
animais. A pele total foi cuidadosamente retirada da cartilagem com auxilio de um
bisturi. O tecido cutaneo foi removido e a pele foi estocada a —4°C por até 30 dias
antes do uso (LOPEZ et al., 2003).

4.8.3 Estudo de permeacéo e retencdao in vitro de formulagcdes

As formulacbes preparadas foram avaliadas quanto a capacidade de
proporcionar a penetracao e retencao dos componentes do extrato na pele de orelha
de porco.

Os estudos de penetracdo foram conduzidos segundo Vicentini, (2003)
adaptado, utilizando-se células de Franz com compartimento de solucdo receptora
com capacidade para 12 mL e area de difusdo de 1,77 cm?. O meio receptor consistiu
de um tampao fosfato 20 mM (pH 7,4) e mantido a 32°C sob constante agitacéo de
300 rpm em barra magnética.

A pele de orelha de porco cortada 2,5 x 2,5 cm, foi colocada na parte superior
da célula receptora, com o estrato corneo voltado para o compartimento doador e a
derme voltada para o compartimento receptor da célula de difusdo. Todo o cuidado foi
tomado para se evitar a formacao de bolhas de ar entre a pele e a solugéo receptora.
Foi colocada sobre a pele 200 mg de cada formulacdo (creme) e ou (gel) contendo

5% do extrato.
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Amostras de 1,0mL das solugfes receptoras foram coletadas apos 2, 4, 6 e 12
horas, filtradas e a quantidade de fukugesideo, usado como marcador do extrato
aquoso da G. brasiliensis presente na formulagao foi analisada por CLAE.

Ao final de 12 horas, as peles de orelha de porco foram retiradas, limpas com
papel absorvente e lavadas cuidadosamente com agua. A camada mais externa da
epiderme, correspondente ao estrato corneo foi retirada pressionando-se
uniformemente 15 fitas adesivas tipo “durex” (tape stripping). A primeira fita foi
descartada e as demais foram picotadas, colocadas em um tubo de fundo cbénico
contendo 4 mL de metanol:dgua (50:50) e submetidas a banho de ultra-som por 15
minutos. Apés a sonicacdo, as amostras foram agitadas em agitador tipo vértex
durante 2 minutos e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
filtrado e transferido para novo tubo de fundo cénico e analisado por CLAE.

A pele remanescente (epiderme viavel + derme) foi submetida também ao
processo de extracdo. Adicionou-se 4 mL de solvente extrator no tubo contendo as
peles picotadas, triturou-se utilizando “Ultraturrax” e deixou-se em banho de ultra-som
por 15 minutos. Apds a sonicacao, as amostras foram agitadas em agitador tipo vortex
durante 2 minutos e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, o
sobrenadante foi filtrado e transferido para o tubo de fundo cénico para que os
compostos sejam analisados por CLAE.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

A avaliacdo estatistica dos resultados do teor de compostos fendlicos totais,
teor de flavonoides e atividade antioxidante foi realizada por meio do software SISVAR
5,3, pela andlise de variancia (ANOVA) e aplicado o Teste de Scott-Knott para
observar as diferencas significativas entre os valores médios (p< 0,05) (FERREIRA,
2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE GRANULOMETRICA DOS POS

A avaliacdo granulométrica do material moido € um parametro importante a ser
estabelecido, pois influenciara o processo extrativo (MIGLIATO et al., 2007). A planta
moida gera um aumento da superficie de contato, disponibilizando, portanto uma area
muito maior para a interacé@o entre o liquido extrator e as células vegetais danificadas,
no qual os constituintes extraiveis sdo expostos e difundem-se para o liquido extrator
(SOARES, 2001).

O grau de divisdo ou a granulometria de pds é expresso pela referéncia a
abertura nominal da malha do tamis utilizado (FARMACOPEIA, 2010). Ap6s a
tamisacao os valores do tamanho médio das particulas das folhas e cascas de G.
brasiliensis encontrados foram de 508,84 + 202,62 ym e de 451,00 = 222,44 pm
respectivamente.

Os processos extrativos sofrem grande influéncia da fragmentacdo e
classificacdo de drogas. Podem ocorrer problemas devido a execucao inadequada
dessas etapas de processamento, como periodos excessivamente longos de
extracdo, entupimento de um percolador (LIST; SCHIMIDT, 1989) além da influéncia
de pés que estejam excessivamente finos, na diminuicédo da eficiéncia de extracao por
percolacdo pela compactacdo da droga no percolador. Por estes motivos, a
preocupacdo com a determinacéo dos parametros de distribuicdo granulométrica fica
centrada nos aspectos técnicos dos procedimentos de extracdo (LIST; SCHIMIDT,
1989; SONAGLIO, 2000).

Sendo assim, segundo Alves et al. (2010), a pulverizagdo da matéria-prima
vegetal constitui uma etapa critica na producdo de medicamentos fitoterapicos, pois
este produto pulverizado, serd um insumo indispensavel para a obtencdo de
preparacdes intermediarias, portanto, o controle da tenuidade de pdés é uma etapa
Obvia no processo de producao.
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5.2 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo dos compostos fendlicos totais presentes nos extratos
etandlicos e aquosos das folhas, cascas e sementes da G. brasiliensis foi realizada
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau, que € uma solugdo complexa de ions
poliméricos formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungsticos
(SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). Esse reagente oxida 0s
fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul Mo-W.

Os resultados foram apresentados como equivalentes de &cido gélico (mg

AG/qg) e estao representados na Tabela 3.

Tabela 3 - Teor de compostos fendlicos (mg AG/g amostra) dos extratos etandlicos e aquosos
de G. brasiliensis.

Extrato Teor de fendlicos totais (mg AG/g)*
EEC 118,96 + 5,1°¢
EAC 82,82 + 6,5¢
EEF 159,85 + 7,9°
EAF 343,98 + 4,82
EES 115,70 + 7,6°
EAS 127,24 + 6,1°

Fonte: Do autor

Notas: EEC = Extrato etandlico 95% da casca de G. brasiliensis; EAC = Extrato aquoso da
casca de G. brasiliensis; EEF = Extrato etandlico 95% da folha de G. brasiliensis; EAF
= Extrato aquoso da folha de G. brasiliensis; EES = Extrato etandlico 95% da semente
de G. brasiliensis; EAS = Extrato aquoso da semente de G. brasiliensis.
*Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras
diferentes sado estatisticamente diferentes (Scott-Knott p<0,05).

Entre os extratos analisados, o extrato aquoso da folha (EAF) foi o que
apresentou o maior teor de compostos fendlicos, com 343,98 + 4,8 mg AG/g, seguido
pelo extrato etandlico da folha (EEF), com 159,85 £ 7,9 (Tabela 3). Verificou-se entéo,
que com relagéo as partes analisadas de G. brasiliensis, os compostos fendlicos se
concentraram na folha.

Acufia et al. (2012), na busca de identificar novas fontes de antioxidantes a

partir de plantas comestiveis menos utilizadas, investigaram a composicdo e as
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propriedades antioxidantes de extratos de sete espécies de Garcinia, em comparacao
com a bem conhecida espécie denominada G. mangostana. Neste estudo, a G.
intermedia se destacou apresentando teor de compostos fendlicos de 476,9 + 40,8 mg
AG/g do extrato da fruta seca enquanto a G. mangostana apresentou um teor de 263,3
* 6,4 mg AG/g do extrato da fruta seca. No presente estudo, o extrato aquoso da folha
de G. brasiliensis apresentou um teor de compostos fendlicos totais superior ao do
extrato da fruta seca da G. mangostana.

Os efeitos bioldgicos atribuidos aos compostos fendlicos relacionados a
expressao da atividade antioxidante tornam sua quantificagdo importante por ser uma
forma de avaliar as propriedades antioxidantes de uma espécie vegetal (KRSHNAIAH;
SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011).

5.3 TEOR DE FLAVONOIDES

Os resultados do teor de flavonoides totais presentes nos extratos aquosos e

etandlicos da G. brasiliensis estédo representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teor de flavonoides dos extratos etandlicos e aguosos (mg quercetina/g amostra) de
G. brasiliensis.

Extrato Teor de flavondides totais (mg quercetina/g)*
EEC 10,86 + 0,34
EAC 6,51 £0,2°
EEF 32,22 £0,9¢
EAF 45,62 +0,7°
EES 47,10 £ 0,22
EAS 11,17 + 0,24

Fonte: Do autor

Notas: EEC = Extrato etandlico 95% da casca de G. brasiliensis; EAC = Extrato aquoso da
casca de G. brasiliensis; EEF = Extrato etandlico 95% da folha de G. brasiliensis; EAF
= Extrato aquoso da folha de G. brasiliensis; EES = Extrato etandlico 95% da semente
de G. brasiliensis; EAS = Extrato aquoso da semente de G. brasiliensis.
*Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras
diferentes sao estatisticamente diferentes (Scott-Knott p<0,05).
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Os flavonoides sdo o grupo mais comum de compostos fendlicos da dieta
humana e sé@o encontrados nas plantas em geral. A quercetina € um conhecido
flavonoide derivado de plantas e alguns estudos demonstraram que eles podem ter
propriedade antioxidante (DAVIS et al., 2009).

Nesta quantificagdo, os maiores teores de flavonoides encontrados foram no
extrato etandlico da semente (EES) e no extrato aquoso da folha (EAF), com valores
respectivamente de 47,10 £ 0,2 e 45,62 + 0,7 mg quercetina/g de extrato (Tabela 4).
Este resultado sugere que no grupo de compostos fendélicos desses extratos, 40,71%
e 13,26% respectivamente, correspondem a compostos classificados como
flavonoides.

Pereira, et al. (2009), realizaram um trabalho para determinar concentracées
de flavonoides de sete amostras comerciais dos chas preto e verde de Camellia
sinensis, muito conhecida pela sua riqueza em compostos fendlicos antioxidantes e
constataram que os teores de flavonoides presentes na amostras variam de 0,46 a
1,10 mg de quercetina/g de amostra. J& os teores de flavonoides da G. brasiliensis
variaram entre 6,51 e 47,10 mg de quercetina/g de amostra, sendo o maior valor
aproximadamente 43 vezes maior que o maior valor dos chés.

A presencga dos flavonoides nos compostos presentes naturalmente no reino
vegetal € justificada pela capacidade de protecdo das plantas contra a radiacdo
ultravioleta, preservando assim seu material genético contra os danos fisiol6égicos em
nivel de DNA provocados por esta radiacdo (HARBONE; WILLIAMS, 2000).

Dentre os efeitos bioquimicos e farmacoldgicos dos flavonoides, destacam-se
as acdes antioxidante, anti-inflamatéria, antiplaquetaria e antialergénicas. Eles podem
tanto inibir enzimas como a prostaglandina sintetase, lipoxigenase e ciclooxigenase,
todas relacionadas diretamente com a tumorogénise, como induzir enzimas do
sistema desentoxicante como a glutationa S-transferase. Quando em alimentos, os
flavonoides agem de forma a poupar o consumo de vitamina C, evitando a formacéo
de radicais livres (KOO; SUHAILA, 2001).
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5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS PELO METODO
DE SEQUESTRO DE RADICAL LIVRE DPPH

Diferentes métodos tém sido utilizados para se estudar a atividade antioxidante.
Alguns passos para a padronizagdo, com a finalidade de avaliar os efeitos
antioxidantes de extratos e compostos isolados foram sugeridos. Estes seriam a
guantificacdo e a identificacdo dos compostos fendlicos presentes, seguidos pela
determinacdo da atividade sequestrante de radical (BECKER et al., 2004). Os
resultados estéao representados na Tabela 5.

Tabela 5 - Atividade antioxidante pelo método do sequestro de radical livre DPPH dos extratos
etandlicos e aquosos de Garcinia brasiliensis.

Extratos % Sequestro de radical DPPH ECso (ug/mL)
(a 100 pg/mL)*
EEF 82,06 £ 0,7¢ 23,81
EAF 77,68 + 2,24 40,45
EEC 82,35 +0,1¢ 47,94
EAC 60,88 + 1,0° 79,84
EES 86,57 + 0,3f 23,10
EAS 37,09 +1,22 135,64
Quercetina 81,44 £0,2¢ 4,57
Acido Ascérbico 90,43 + 0,39 6,49
BHT 63,70 £ 0,1¢ 70,11

Fonte: Do autor

Notas: EEF = Extrato etandlico 95% da folha de G. brasiliensis; EAF = Extrato aquoso da folha
de G. brasiliensis; EEC = Extrato etandlico 95% da casca de G. brasiliensis; EAC =
Extrato aquoso da casca de G. brasiliensis; EES = Extrato etandlico 95% da semente
de G. brasiliensis; EAS = Extrato aquoso da semente de G. brasiliensis.
*Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras
diferentes sado estatisticamente diferentes (Scott-Knott p<0,05).

Foi possivel observar na Tabela 5, pela porcentagem de sequestro de radical
DPPH, que a maior atividade foi do extrato etandlico da semente (EES), com 86,57 %

de sequestro, sendo mais bioativo que os padrdes quercetina e BHT. Os extratos
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etandlicos da casca (EEC) e da folha (EEF) também apresentaram elevados valores,
com atividade de 82,35 e 82,06% respectivamente, sendo estatisticamente iguais a
quercetina e superior ao BHT.

Com relacéo a analise do ECso dos extratos, observou-se que o extrato mais
bioativo foi o etandlico da semente (EES), com 23,10 pug/mL, seguido pelo etandlico
da folha (EEF), com 23,81 pg/mL. Tais resultados foram melhores que o ECso
apresentado pelo BHT.

Acufa et al (2012) analisaram a atividade antioxidante pelo ECso de outras 8
espécies do género Garcinia e foram encontrados valores entre 60,1 e 205,1 pg/mL.
Ao avaliar os resultados na Tabela 5, foi possivel verificar que G. brasiliensis é mais
bioativa que as outras espécies avaliadas neste estudo.

A atividade de sequestro radicalar € de grande importancia, pois a producao
excessiva de radicais livres acelera a oxidacdo dos lipideos nos alimentos reduzindo
assim sua qualidade. Radicais de DPPH (DPPH") tém sido amplamente utilizados para
medir a capacidade de eliminacdo de radicais de varias substancias antioxidantes
(GULCIN, 2009). Este ensaio foi realizado por ser suficientemente sensivel para
detectar compostos naturais em baixas concentracdes e por um método simples e
rapido (GULCIN, et al., 2009). Baseia-se na reducdo do radical DPPH" de cor roxa
para um composto de hidrazina de coloragdo amarela. Quando o DPPH" reage com
doadores de hidrogénio ou outros radicais (GULCIN; ALICI; CESUR, 2005), um
decréscimo de absorvancia pode ser detectado espectrofotometricamente a A 515 -
528 nm (GONTIJO, et al., 2012).

Quando diversas amostras sdo avaliadas (screening), a porcentagem de
inibicdo € mais indicada por ser de execu¢do mais simples e rapida. Ja o método de
ECso se torna o mais indicado quando se pretende avaliar de forma mais detalhada a
acao do antioxidante, determinando qual a massa necessaria desse para reduzir em
50% a concentracdo inicial de DPPH' no meio (BRAND-WILLIANS; CUVELIER;
BERSET, 1995).

Neste estudo, foram medidas as atividades antioxidantes dos extratos e
padrées. DPPH" fornece uma forte absor¢cdo em 517 nm por causa de seu elétron
impar. Como esse elétron torna-se emparelhado na existéncia de um sequestrante de

radicais livres, a absorcao desaparece (TALAZ et al., 2009).
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De acordo com Gontijo et al, (2012), a atividade de eliminacdo de radicais
observados é devido a capacidade destes compostos para doar radicais hidrogénio,
0 que é favorecido pela estabilizacdo do radical fenoxil oxidante em DPPH.

A correlacdo entre os parametros de compostos fendlicos, flavonoides e
atividade antioxidante foi determinada por meio da andlise de Pearson.

Entre o teor de compostos fendlicos e flavonoides, a correlacdo apresentou-se
positiva, de moderada a forte (r=0,6). Isto significa que o teor de flavonoides dos
extratos de Garcinia brasiliensis aumenta com o aumento do teor de compostos
fendlicos totais.

Para a atividade antioxidante e o teor de fendlicos totais, a correlacéo (r=0,17),
apesar de mostrar-se positiva, foi de fraca a moderada.

Ja para a atividade antioxidante e o teor de flavonoides, a correlacao (r=0,61)
foi positiva, de moderada a forte. Isto sugere que, dentro do grupo dos compostos
fendlicos, especificamente os flavonoides possuem importante funcdo na atividade

antioxidante dos extratos.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS

A determinacédo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais foi realizada
por meio da avaliacdo da menor quantidade da amostra necessaria para inibir o
crescimento dos microrganismos; esse valor é conhecido como concentragéo inibitoria
minima (CIM) ou ICi00. Aspectos toxicoldgicos, microbiolégicos e legais pertinentes
aos compostos naturais ou suas combinacdes devem ser levados em consideracao
para determinar a CIM de extratos vegetais (OSTROSKY et al., 2008).

Os resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana e antifingica dos
extratos etanolicos e aquosos das folhas, cascas e sementes da Garcinia brasiliensis

estdo descritos na Tabela 6.
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Substancias indice S.aureus  S.epidermidis  S.pyogenes E.coli P.aeruginosa C. albicans C. krusei
testadas
Fluconazol ClIMso - - - - - 1 32
Cloranfenicol ClIMso 0,975 62,5 1,95 0,975 31,2 - -
EAC CIM 50 * 12,5 5 * 100 12,5 0,5
CIM 100 * * 1000 * * * 50
EEC CIM 50 10 50 5 50 50 50 0,5
CIM 100 100 100 1000 * 100 * 50
EAF CIM 50 1 25 5 100 100 100 0,5
CIM 100 100 100 250 100 100 * 100
EEF CIM 50 8 50 5 50 50 50 0,5
CIM 100 * * 1000 * * * *
EAS CIM 50 25 50 5 50 50 50 50
CIM 100 100 * 1000 * * * 100
EES CIM s0 25 50 1000 50 50 * 1
CIM 100 * * * 100 * * *

Fonte: Do autor

Notas: EAC = Extrato aquoso da casca de G. brasiliensis; EEC = Extrato etandlico 95% da casca de G. brasiliensis; EAF = Extrato aquoso da
folha de G. brasiliensis; EEF = Extrato etandlico 95% da folha de G. brasiliensis; EAS = Extrato aquoso da semente de G. brasiliensis;

EES = Extrato etanodlico 95% da semente de G. brasiliensis.

*Sem acao na faixa de concentracéo testada.
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Segundo Holets et al. (2002), os extratos que apresentarem CIM menores que
100 pg/mL, podem ser considerados com boa atividade antimicrobiana, CIM entre 100
— 500 pg/mL, moderadamente ativos, entre 500 — 1000 pg/mL sdo pouco ativos e
maior de 1000 pg/mL, sdo considerados como substancias inativas. Portanto, ao
analisar a Tabela 6, verificou-se que todos 0s extratos que apresentaram atividade
antibacteriana na faixa de concentracdo testada, foram considerados com boa
atividade, pois apresentam CIM menores que 100 pg/mL. Com excecdo do S.
pyogenes, em que somente o extrato aquoso da folha (EAF) apresentou moderada
atividade e todos outros extratos mostraram-se pouco ativos.

Entretanto, considerando o CIMso, 0 extrato que se mostrou mais ativo, foi o
extrato aquoso da folha (EAF), com uma CiMso de 1 pg/mL, atividade bem proxima ao
do padréo cloranfenicol que possui CIMso de 0,975 pg/mL contra o S.aureus.

Quanto a atividade antifungica, pode-se observar na Tabela 6, que todos os
extratos ndo apresentaram atividade contra a C. albicans na faixa de concentracao
testada. Porém, com excecdo do o extrato etandlico da folha (EEF) e o extrato
etandlico da semente (EES), os outros extratos foram considerados com boa atividade
contra a C. krusei, pois apresentam CIM menores que 100 pg/mL. Estes resultados
se destacaram principalmente quando comparados ao padrdo fluconazol, pois
algumas das espécies que apresentam mais resisténcia a este medicamento séo C.
krusei e C. glabrata que também sdo citados por sua baixa sensibilidade (REX;
RINALDI; PFLLER, 1995).

A avaliacdo da atividade biolégica de plantas da familia Clusiaceae vem
possibilitando a identificacdo de moléculas com potente capacidade de interferir na
atividade celular de diferentes organismos, entre eles fungos e bactérias
(MARQUEES; EL-BACHA; CRUZ, 20009).

Estudos quimicos do género Garcinia tém demonstrado uma grande
diversidade de classes estruturais, podendo citar dentre elas as benzofenonas
polisopreniladas, flavondides, xantonas e cumarinas (TAHER et al., 2005). Outro
estudo realizado com a G. mangostana segundo Pedraza - Chaverri et al. (2008),
demonstraram que o pericarpo é uma fonte de xantonas e outras substancias
bioativas e que seus extratos possuem ac¢ao antioxidante, antitumoral, antialérgica,
anti-inflamatoria, antibacteriana, antifungica e antiviral.

O mecanismo de acgéo farmacoldgico de um extrato de planta ndo € de facil
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determinacao, principalmente devido ao alto grau de interagéo da diversidade de seus
milhares de componentes. Um mecanismo predominante muitas vezes pode ser
potencializado por mecanismos inferiores. Esta combinac&o pode gerar resposta mais
favoravel do que apenas um componente isolado (BIAVATTI, 2009)

Vanden Berghe e Vlietinck (1991) alertam que extratos com atividade inibitéria
contra uma ou Varias bactérias ndo prediz necessariamente um efeito seletivo ou de
amplo espectro. A poténcia das substancias ativas somente pode ser determinada
guando testadas isoladamente e usando uma metodologia padronizada.

Segundo Yoo; Murata e Duarte, (2011), os efeitos antimicrobianos de
compostos polifenois presentes em plantas causam danos estruturais ou funcionais
na membrana celular da bactéria. A presenca de hidroxilas e ligacdes duplas
conjugadas desta estrutura podem estar envolvidos na ligacdo a componentes da
parede celular. Substancias derivadas de plantas afetam negativamente células
microbianas através de varios mecanismos de a¢do que atacam a bicamada de
fosfolipidios da membrana celular pertubando assim os sistemas enzimaticos
(PROESTOS, et al., 2008).

Devido a este fator autores sugerem que 0s extratos podem ser usados
juntamente com os antimicrobianos comerciais para aumentar a sua eficacia clinica
ou reduzir as suas doses com finalidade de evitar efeitos adversos (BIAVATTI, 2009).

Os extratos hexanicos e cloroférmicos de cascas e frutos da G. cowa e G.
penduculata apresentaram atividade antibacteriana contra diversas bactérias
patogénicas como B. cereus, B. coagulans, B. subtilis, S. aureus e E. coli. A CIM variou
de 15 a 500 pg/mL para a G. cowa e de 30 — 1250 ug/mL para a G. pedunculata.
(NEGI; JAYAPRAKASHA; JENA, 2008). J&a estudos envolvendo compostos isolados
da G. gardneriana como o fukugesideo, apresentou CIM de 1000 pug/mL contra B.

cereus, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus (VERDI, et al., 2004).
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5.6 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS EXTRATOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os cromatogramas das Figuras 8 e 9 demonstram 0s principais picos e tempo
de retencdo nos espectros UV/Vis do extrato aquoso das folhas da Garcinia
brasiliensis (EAF).

Figura 8 - Perfil cromatografico do extrato aquoso da folha da G. brasilensis, realizado em
cromatografo Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5
pm de tamanho de particula), com fase médvel constituida de uma mistura de
solucdo de acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ &cido acético 0,1% v/v
(eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 254 nm.
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Figura 9 - Perfil cromatografico do extrato aquoso da folha da G. brasilensis, realizado em

cromatografo Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5
Mm de tamanho de particula), com fase médvel constituida de uma mistura de
solucdo de acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ 4cido acético 0,1% viv
(eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Os cromatogramas das Figuras 10 e 11 apresentam 0s picos e tempo de
retencdo nos espectros UV/Vis dos padrdes: fukugetina-7”-O-B-D-glicosideo

(fukugesideo), fukugetina, gutiferona A e 7- epiclusianona.

Figura 10 — Perfil cromatografico dos padrdes: fukugesideo, fukugetina, gutiferona A e 7-
epiclusianona, realizado em cromatégrafo Shimadzu UPLC 20 A, coluna
Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 um de tamanho de particula), com fase
mével constituida de uma mistura de solucao de &cido acético 5 mmol/L (eluente
A) e metanol/ 4cido acético 0,1% v/v (eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min,
monitorado em 254 nm, demonstrando os espectros UV/ Vis da fukugetina-7’-
O-B-D-glicosideo (fukugesideo) e fukugetina.
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Figura 11 - Perfil cromatogréfico dos padrdes: fukugesideo, fukugetina, gutiferona A e 7-
epiclusianona, realizado em cromatégrafo Shimadzu UPLC 20 A, coluna
Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 um de tamanho de particula), com fase
mével constituida de uma mistura de solucao de &cido acético 5 mmol/L (eluente
A) e metanol/ &cido acético 0,1% v/v (eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min,
monitorado em 350 nm, demonstrando os espectros UV/ Vis da fukugetina-7-
O-B-D-glicosideo (fukugesideo) e fukugetina.
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Foram caracterizados no cromatograma, os compostos do extrato das folhas
de G. brasiliensis absorvidos na regidao UV/Vis naqueles especificos comprimentos de
onda.

Ao observar os cromatogramas, verifica-se nas Figuras 8 e 9 um pico em
15.684 min em 254 nm e de 15.670 min em 350 nm do extrato aquoso da folha (EAF),
identificados como fukugetina (Figura 12) quando comparados com os tempos de

retencdo e a absorbancia no UV/Vis dos padrdes, indicados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 12 - Representagao estrutural da fukugetina

Fonte: Gontijo, et al. (2012).

A fukugetina (morelloflavona) € um biflavonoide (composto polifendlico)
frequentemente encontrado com grande abundéncia no género Garcinia. Essa
substancia tem sido investigada quanto as suas propriedades medicinais, obtendo
resultados promissores na maioria dos casos. Os biflavonoides possuem uma grande
diversidade estrutural devido, principalmente, aos diferentes padrdes de glicosilagéo,
hidroxilacdo, metoxilacao e sulfatacdo. A ocorréncia destes metabdlitos foi registrada
em 32 espécies do género Garcinia (FERREIRA; CARVALHO; SILVA, 2012).

Ao analisar os cromatogramas nas Figuras 8 e 9, observamos que o pico que
apresentou maior absor¢cdo em 254 nm e 350 nm, foi o0 de 13.866 min e de 13.867 min
respectivamente, confirmando ser a fukugetina-7”-O--D-glicosideo, uma fukugetina
glicosilada (Fukugesideo) (Figura 13), quando comparado com o tempo de retencéo
do padrédo fukugesideo nos cromatogramas das Figuras 10 e 11. Seus espectros
UV/Vis coincidem com os da fukugetina, porém possuem maior polaridade, pois sua
eluicdo antecedeu ao da fukugetina, possivelmente devido a presenca de uma
molécula glicose. Esta molécula foi anteriormente isolada no LFQM por Gontijo, et al.
(2012).
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Figura 13 - Representacao estrutural da fukugetina-7”-O--D-glicosideo (fukugesideo).

OH

Fonte: Gontijo, et al. (2012).

5.7 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

As culturas primarias sdo muito Uteis como modelos experimentais, porque
reproduzem melhor os eventos fisiolégicos observados em tecido (in vivo) a partir do
qual foram derivadas. Este aspecto € muito importante, considerando que EAF pode
ser ainda utilizado em formulacdes para o tratamento de lesdo da pele devido as suas

atividades antibacterianas e antifingicas.

Figura 14 - Viabilidade celular relativa obtida com o ensaio de MTS. Os fibroblastos
foram tratados durante 48 h com EAF em diferentes concentracdes. A
viabilidade celular foi significativamente reduzida quando foram usadas
concentragdes elevadas. O valor de ICso foi de 664,5 + 124,5 pg/mL.
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Os resultados mostraram que o EAF apresentou baixa citotoxicidade em
fibroblastos humanos (Figura 14). O valor de ICso foi de 664,5 + 124,5 ug/mL em
comparacao com a cisplatina que apresentaram ICso = 25,5 + 2,8 pg/mL.

Apesar de EAF apresentar baixa atividade citotoxica contra fibroblastos
humanos normais, foram avaliados seu efeito sobre linhagens de células de cancer.

Duas linhagens celular de cancer humano (A549 e MCF7, derivadas de céancer
de pulmédo e de mama, respectivamente) foram utilizados no presente estudo para

avaliar o potencial citotoxico do EAF.

Figura 15 - Viabilidade celular relativa obtida com o ensaio de MTS. As linhagens de
células tumorais foram tratadas durante 48 h com EAF em diferentes
concentracdes. A viabilidade celular sé foi reduzida quando foram utilizadas
concentracoes superiores a 100 pg/mL. Os valores de ICso foram 312,0 £ 15,45
pg/mL, e 366,9 + 25,6 ug/mL respectivamente, para as linhagens de células
MCF7 e A549.

MCF7 - carcinoma de mama

_ 100
M
3 -

@ gr_ﬁ_ 50 - I

a
T =
8% o i =
5 2 0,5 100 250 500 1000
(1
= Cancentra;ﬁa (g/mL)

A549 - carcinoma de pulmao

_ 100

M

==

@ R 50 -

by i

=8 0 .
= o 0,5 IDD 250 500 1000
o

= Cuncentra;ﬁu (g/mL)

Fonte: Do autor



62

Tabela 7 - Valores de ICso pg/mL, calculados a partir de dados obtidos do ensaio de MTS
para células tumorais.

Cultura celular EAF pg/mL Cisplatina pg/mL
MCF7 312,0 £ 16,45 23,05+ 1.43
Ab549 366,9 £ 25,5 6,52 + 0.57

Fonte: Do autor

Os resultados mostraram que a viabilidade celular foi afetada apenas quando
o0 extrato foi usado em concentra¢des acima de 100 pg/mL (Figura 15). O valor de ICso
encontrados eram 312,0 + 16,45 pug/mL e 366,9 = 25,5 pg/mL, respectivamente, para
as linhagens de células MCF7 e A549. A cisplatina foi utilizada como controle positivo
no ensaio citotoxico (Tabela 7). Considerando os resultados obtidos no presente
estudo, o EAF apresentou baixa atividade citotoxica contra a linhagens de células de
cancer estudadas. De acordo com o National Cancer Institute americana (NCI), o limite
de ICso para considerar um extrato promissor para futuras investigacées € um valor
inferior a 30 pg/mL (Suffness e Pezzutto, 1990).

A andlise por HPLC mostrou que o EAF apresentou o Fukugesideo como
componente principal. Assim, os resultados obtidos no presente estudo sao
compativeis com os descritos por Bagget et al. (2005) que relataram fraca atividade
citotéxica do Fukugesideo em linhagem de células de cancer de célon (SW- 480) apos
72h (ICso superior a 143,72 pg/mL).

Mesmo que os resultados dos testes que avaliam a citotoxicidade in vitro n&o
tenham uma correlagéo direta com os testes in vivo, pode-se afirmar que, se um
material induz uma reacao citotoxica em testes envolvendo cultura de células, é muito
provavel que desenvolva toxicidade quando aplicado em tecido vivo (TORABINEJAD,
1995).

Os resultados demonstraram que o extrato estudado ndo apresentou atividade
citotoxica relevante em células normais nem de cancer, pois ndo ocasionaram grande
diminuicao da populacgéo celular. Podendo, posteriormente em uma segunda etapa de

avaliacdo pré-clinica, ser testados em animais.
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5.8 ESTUDO DE PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA

Nas analises das amostras realizadas por CLAE nao foram detectados os picos
referentes ao marcador fucogesideo do EAF de G. brasiliensis presente nas
formulacdes utilizadas nos testes de permeacéo e retencdo como pode ser observado
ao compararmos a Figura 16 com as Figuras 17, 18 e 19 e a Figura 20 com as Figuras
21, 22 e 23. Isto se deve ao fato de que o fucogesideo (biflavonoide glicosilado) € uma
molécula de alto peso molecular, o que dificultou sua penetracdo cutanea. Outro
motivo seria devido ao uso de formulacdes ineficientes como carreador para este
ativo, sendo necessario portanto, realizar novos testes utilizando promotores de

permeacao.

Figura 16 — Perfil cromatogréafico do gel contendo 5% do extrato aquoso da folha da G.
brasilensis, demonstrando o0 pico da fukugetina-7’-O-B-D-glicosideo
(fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado cromatégrafo Shimadzu
UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 ym de tamanho de
particula), com fase mével constituida de uma mistura de solugdo de acido
acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ &cido acético 0,1% v/v (eluente B) e
fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Figura 17 — Perfil cromatografico do meio receptor coletado apds 12 h, em teste de permeacao

mAU

e retencdo cutanea realizado com o gel contendo 5% do extrato aquoso da folha
da G. brasilensis, demonstrando a auséncia pico da fukugetina-7”-O-8-D-
glicosideo (fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado cromatégrafo
Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 uym de
tamanho de particula), com fase mdvel constituida de uma mistura de solucéo de
acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ acido acético 0,1% v/v (eluente B)
e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Figura 18 — Perfil cromatografico da formulacgéo retida nas fitas adesivas extraidas ap6s 12 h,

mAU

em teste de retencdo cutanea realizado com o gel contendo 5% do extrato aquoso
da folha da G. brasilensis, demonstrando a auséncia pico da fukugetina-7"’-O-8-
D-glicosideo (fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado cromatégrafo
Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 uym de
tamanho de particula), com fase moével constituida de uma mistura de solucéo de
acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ 4cido acético 0,1% v/v (eluente B)
e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Figura 19 — Perfil cromatogréfico do extrato da pele de orelha de porco apés 12 h, em teste

de permeacéo cutanea realizado com o gel contendo 5% do extrato aquoso da
folha da G. brasilensis, demonstrando a auséncia pico da fukugetina-7"’-O--D-
glicosideo (fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado cromatégrafo
Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 uym de
tamanho de particula), com fase moével constituida de uma mistura de solucéo de
acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ acido acético 0,1% v/v (eluente B)
e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Figura 20 — Perfil cromatogréfico do creme lanette contendo 5% do extrato aquoso da folha

mAU

da G. brasilensis, demonstrando o pico da fukugetina-7’-O-8-D-glicosideo
(fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado cromatografo Shimadzu UPLC
20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 ym de tamanho de particula),
com fase movel constituida de uma mistura de solucéo de acido acético 5 mmol/L
(eluente A) e metanol/ acido acético 0,1% v/v (eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min,
monitorado em 350 nm.
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Figura 21 — Perfil cromatografico do meio receptor coletado apds 12 h, em teste de permeacao

mAl

e retencdo cutanea realizado com o creme lanette contendo 5% do extrato aquoso
da folha da G. brasilensis, demonstrando a auséncia pico da fukugetina-7”’-O-G-
D-glicosideo (fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado cromatégrafo
Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 uym de
tamanho de particula), com fase movel constituida de uma mistura de solugéo de
acido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ 4cido acético 0,1% v/v (eluente B)
e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Figura 22 — Perfil cromatografico da formulacgéo retida nas fitas adesivas extraidas apos 12 h,

mAU

em teste de retencdo cutanea realizado com o creme lanette contendo 5% do
extrato aquoso da folha da G. brasilensis, demonstrando a auséncia pico da
fukugetina-7”-O-8-D-glicosideo (fukugesideo), usado como marcador. Foi
utilizado cromatdgrafo Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x
4,6 mm; 5 ym de tamanho de particula), com fase mével constituida de uma
mistura de solucao de &cido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ &cido acético
0,1% v/v (eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Figura 23 — Perfil cromatogréfico do extrato da pele de orelha de porco apés 12 h, em teste
de permeacdo cuténea realizado com o creme lanette contendo 5% do extrato
aguoso da folha da G. brasilensis, demonstrando a auséncia pico da fukugetina-
7”-0O-B-D-glicosideo  (fukugesideo), usado como marcador. Foi utilizado
cromatografo Shimadzu UPLC 20 A, coluna Shimadzu VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5
pm de tamanho de particula), com fase mével constituida de uma mistura de
solucéo de &cido acético 5 mmol/L (eluente A) e metanol/ &cido acético 0,1% v/v
(eluente B) e fluxo de 1,0 mL/min, monitorado em 350 nm.
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Estudo de permeacao realizado por Park, et. al. (2012) com compostos isolados
da Suaeda asparagoides mostra que o kaempferol teve uma permecéo mais eficiente
que a astragalina (Kaempferol-3-O-glicosideo) e isto se deve principalmente devido
sua estrutura celular, pois a astragalina, um flavonoide glicosilado, possui maior peso
molecular e polaridade que o kaempferol aglicosilado.

Os desafios implicados no desenvolvimento de formas farmacéuticas
transdérmicas sdo direcionados, sobretudo, a favorecer a eficiente liberacdo e
permeacdo dos principios ativos através das camadas da pele, que se apresentam
como barreira a penetracdo de farmacos. Assim, diversas estratégias tém sido
pesquisadas e 0s modernos estudos farmacéuticos apontam para o uso de
promotores de permeacao.

Os promotores quimicos de penetracdo sdo adjuvantes farmacologicamente
inertes capazes de reduzir a habilidade do farmaco em interagir com os constituintes
estruturais da pele aumentando o transporte através das camada epiteliais
(LOFTSSON; MASSON, 2001; WALTERS, 1989; BARRY, 1987).

Varios promotores de penetracdo sdo comumente associados a formulagdes,

com finalidade de aumentar a permeabilidade das moléculas bioativas. Por exemplo,
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etanol, alcoois graxos, acidos insaturados, aminas e amidas (LOFTSSON; MASSON,
2001), terpenos, tensoativos, e recentemente ciclodextrinas (CHATTARAJ; WALKER,
1995; LOFTSSON, et al., 1998; MASSON, et al., 1999) bem como o emprego da
nanotecnologia no desenvolvimento e producéo de sistemas de liberacdo de farmacos
com capacidade de promover sua permeacdo através da pele. Como exemplo
podemos citar os lipossomos (VERMA, et al, 3003), as microemulsoes,
nanoemulsdes e nanoparticulas, que apresentam propriedades fisico-quimicas e
parametros farmacotécnicos adequados para o uso transdérmico (SILVA, et al., 2010).

Estas substancias e estruturas auxiliam na penetracdo de moléculas através
da pele por aumentarem a fluidez da membranas biologicas ao alterar sua estrutura
lamelar (BARRY, 2001; LOFTSSON; MASSON, 2001).

Estudo realizado por Vicentini et al., (2008), descreve uma potencial aplicacdo
de microemul¢cdo como sistema carriador tOpico para liberacdo de quercetina
aumentando sua penetragao cutanea.

Ja Xavier, (2006), associou a isoflavona genisteina com a B - ciclodextrina e
observou que esta prévia complexacdo promoveu um incremento de até 6,74 vezes
em sua hidrossolubilidade e em meio liquido exerceu influéncia positiva e significativa
no aumento da permeabilidade cutdnea da genisteina.

E importante ressaltar que a n&o deteccdo de picos no meio receptor € um
resultado positivo, pois quando se deseja um efeito topico, a permeacdo cutanea
extensiva ndo € conveniente, é preferivel um efeito local sustentado (KOHEN, 1999;
MORGANTI et al., 2001).
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6 CONCLUSOES

Entre os extratos analisados de G. brasiliensis, o extrato aquoso da folha foi o
que apresentou o maior teor de compostos fendlicos, seguido pelo extrato etandlico
da folha. Verificou-se entdo, que com relacdo as partes analisadas, os compostos
fendlicos se concentraram na folha. Ja os teores de flavonoides mais expressivos
encontrados foram no extrato etandélico da semente e no extrato aquoso da folha.

O extrato que apresentou maior atividade antioxidante foi o extrato etandlico da
semente, sendo mais bioativo que os padrdoes quercetina e BHT. Os extratos
etandlicos da casca e da folha também apresentaram elevados valores, com
atividades estatisticamente iguais a quercetina e superior ao BHT. Com relacédo a
andlise do ECso dos extratos, observou-se que o extrato mais bioativo foi o etandlico
da semente seguido pelo etandlico da folha e tais resultados foram melhores que o
ECso apresentado pelo BHT.

Todos os extratos que apresentaram atividade antibacteriana na faixa de
concentracdo testada foram considerados com boa atividade. Com excecdo do S.
pyogenes, em que somente o0 extrato aquoso da folha apresentou moderada atividade
e todos outros extratos mostraram-se pouco ativos. Considerando o CIMso, 0 extrato
gue se mostrou mais ativo, foi o extrato aguoso da folha, atividade bem préxima ao do
padrdo cloranfenicol contra a bactéria S. aureus. Quanto a atividade antifiingica,
constatou-se que nenhum extrato apresentou atividade contra a C. albicans na faixa
de concentracdo testada. Porém, com excecdo do extrato etandlico da folha e o
extrato etandlico da semente, os outros extratos foram considerados bioativos contra
a C. krusei.

O extrato aquoso da folha de G. brasiliensis foi considerado como o0 mais
promissor. Com ele foram preparadas formulagcdes topicas com atividade
antimicrobiana. Em estudos de permeacao e retencdo cutanea realizados com estas
formulacbes, ndo foram detectados picos no meio receptor, sendo um resultado
positivo quando se deseja um efeito topico.

Em sua caracterizacdo quimica realizada por CLAE, detectou--se a presenca
da molécula fukugetina-7”-O-B-D-glicosideo (fukugesideo) e da fukugetina.

Nos testes de citotoxicidade em fibroblastos humanos e linhagens tumorais,
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este extrato, ndo apresentou toxicidade para as culturas celulares testadas.

Perante os resultados obtidos, conclui-se que o extrato aquoso da folha da G.
brasiliensis, por ser um produto natural oriundo das folhas, uma fonte renovavel da
planta, torna-se um potencial candidato ao desenvolvimento de novos farmacos para
tratar lesdes da pele causados pelos microrganismos testados e que apresentaram
suscetibilidade a baixas concentragdes.

Tendo portanto como perspectivas para a continuidade do trabalho, o
desenvolvimento de novas formulagcdes contendo este extrato, bem como o estudo do

mecanismo de ac¢do das moléculas identificadas e do extrato.
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