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Resumo

A Medicina Tradicional Angolana faz uso de diferentes plantas que nunca
foram sujeitas a estudos de actividade bioldgica. Este trabalho consistiu no estudo dos
extractos da planta Eragrostis viscosa. Avaliou-se a sua actividade antimicrobiana e
citotoxica, seguida de um posterior fraccionamento do extracto com maior actividade
bioldgica de modo a isolar os compostos activos da planta. Com os compostos isolados

realizou-se um teste de genotoxicidade.

Para determinar a actividade antimicrobiana foram realizados os ensaios de
difusdo em disco e microdiluicdo de modo a determinar a MIC e a MLC dos extractos.
Para o Staphylococcus aureus e Bacillus cereus efectuaram-se ainda as curvas de morte

para determinar qual o possivel modo de ac¢do desses extractos sobre essas estirpes.

Realizou-se o teste do MTT, em fibroblastos humanos saudaveis, de modo a

verificar se 0s extractos eram citotdxicos ou estimulavam a proliferagcdo celular.

Os primeiros resultados mostraram que o extracto de hexano tem a maior
actividade bioldgica, sendo assim, o extracto foi fraccionado para seleccionar as
fraccdes responsdveis por essa actividade. Quatro compostos foram isolados, nas
frac¢des activas: o 4cido 8,15-epoxilabdan-16-6ico (5); 16-acetoxi-8,15-epoxilabdano
(3); 8,15-epoxi-16-norlabdan-13-ona (4) e 8,15-epoxilabdan-16-ol (6), sendo o
composto 5 0 maioritdrio presente no extracto. Os compostos 3, 4 e 6 foram estudados
quanto a sua genotoxicidade através do teste do micronicleo com a citocinese

bloqueada em células V79. Os resultados mostraram que nenhum dos compostos

apresentaram genotoxicidade para células V79 com e sem activa¢do metabdlica.

No que respeita aos extractos, eles ndo apresentaram actividade antifingica, nem
actividade antibacteriana para as bactérias gram-negativas. No entanto, demonstraram o
seu potencial para inibir as bactérias gram-positivas. Além disso, as curvas de morte
demonstraram que os extractos brutos de hexano e diclorometano apresentaram
actividade bacteriostética para as estirpes de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. A
citotoxicidade dos extractos brutos avaliada pelo teste MTT mostrou alguns resultados
positivos na maior concentracdo utilizada nos ensaios, no entanto, sao necessarios

estudos adicionais para dar mais detalhes sobre este tema.
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Em conclusao, os extractos estudados de Eragrotis viscosa nao tem actividade
antifiingica, inibem as bactérias gram-positivas e apresentam actividade bacteriostatica
para o Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. No entanto, para obter conclusdes mais
relevantes neste trabalho, sfdo necessarios mais estudos antimicrobianos e de

citotoxicidade com os compostos isolados da planta.



Abstract

Angolan traditional medicine makes use of several plants that have never been
tested for its biological activity. The present work intended the study of extracts of the
grass Eragrostis viscosa. Antimicrobial and cytotoxic activity of Eragrostis viscosa was
evaluated, followed by a subsequent fractionation of the extract with the highest
biological activity, in order to isolate the active compounds of the grass. Moreover, the
isolated compounds were tested for genotoxicity.

To determine the antibiotic activity, assays of disk diffusion and microdilution
were performed to resolve the MIC and MLC in the extracts. Additionally, the time-kill
curves for Staphylococcus aureus and Bacillus cereus were carried out to examine the
behaviour of the extract in the present of these strains.

The MTT test was also performed with the grass extracts using healthy human
fibroblasts to ascertain whether the extracts were cytotoxic or encouraged cell
proliferation.

The first results revealed that the hexane extract has the highest biological
activity, thus this extract was fractionated to select the fractions responsible for that
activity. Four compounds were isolated, namely 8,15-epoxy-labdan-16-oic acid (§5), 16-
acetoxy-8,15-epoxylabdane (3), 8,15-epoxy-16-norlabdan-13-one (4) and 8,15-epoxy-
labdan-16-ol (6). Compound 5 was the major compound in the extract. The compounds
3, 4 and 6 were studied for their genotoxicity by micronucleus assay with V79 cells
blocked at cytokinesis. The results showed that none of the compounds had genotoxicity
towards V79 cells with and without metabolic activation.

In concern to the crude extracts, they showed no antibacterial or antifungal
activity with gram-negative strains. However, they demonstrate their potential to inhibit
gram-positive strains, and in less extend to strains of Staphylococcus aureus resistant to
methicillin (MRSA). Furthermore, the time kill curves demonstrated that the crude
extracts of hexane and dichloromethane had a bacteriostatic activity against the strains
of Staphylococcus aureus and Bacillus cereus. The cytotoxicity of the crude extracts
evaluated by the MTT test and showed some positive results in higher concentrations,

however, further analysis are needed to give more details about this topic.
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In conclusion, the extracts studied of Eragrostis viscosa has no antifungic
activity, inhibit gram—positive bacteria and presents bacteriostactic activity against
Staphylococcus aureus and Bacillus cereus. However, to obtain more relevant
conclusion in this work, further investigation is needed, such as more antimicrobial and

cytotoxicity assays with compounds isolated from the grass.
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Glossario de Simbolos e Abreviaturas

° - graus

°C — graus célsius

0 — desvio quimico

A — comprimento de onda

A - aquecimento a temperatura de ebulicdo (esquemas)
AcOET - acetato de etilo

ADN - 4cido desoxiribonurcleico

ATCC — American Type Culture Collection

Amp — Ampicilina

BN — células binucleadas

Carb - Carbenicilina

CBPI - indice de proliferacdo de células com a citocinese bloqueada
CC cromatografia em coluna

c.c.f — cromatografia em camada fina

CFU - unidades formadoras de col6nias

DMSO - dimetilsulféxido

DEPT - Distortionless Enhancement by Polimerization Transfer
FBS - soro fetal bovino

G-6-P — glucose -6-fosfato

GC - cromatografia gasosa

HCI - 4cido cloridrico

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia
HREIMS - espectrometria de massa de alta resolucao
Ham’s F-10 — meio de cultura para células V79
H,0Odd - dgua deslitada destilada e desionizada

Hx - hexano

IV — espectroscopia de infravermelho

M+ - 130 quase molecular

M1- célula com um nucleo

M2- célula com dois nidcleo
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M3- célula com trés nicleo

M4- célula com quatro nicleo

MBC - concentra¢d@o minima bactericida

MHA - Mueller-Hinton Agar

MHB — Mueller-Hinton Broth

MIC - concentragdo minima inibitoria

min - minuto

Mix — mistura

MLC - concentracdo minima letal

MMC — mitomicina C

Mn — micronicleo

Mn1 - célula binucleada com um microntcleo

Mn2 — célula binucleada com dois micronticleos

Mn3 — célula binucleada com trés micronucleos

MnTotal — micronucleos totais

MonoN - célula mononucleada

MRSA - Staphilococcus aureus resistentes a meticilina
MS — espectrometria de massa

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difenil-2H-tetrazodlio
m/z — massa/carga

NADH - Nicotinamida adenina dinucleotideo desidrogenase
NAD-+ - Nicotinamida adenina dinucleotideo

NB - Nutrient Broth

NDI - indice de divisdo nuclear

PCA - Plate Count Agar

PoliN — células polinucleadas

ppm — partes por milhdo

RMN 1H - Ressonancia Magnética Nuclear de protao
RMN 13C - Ressonancia Magnética Nuclear de carbono 13
S9 — frac¢do microssomal de figado de rato

S9-mix —mistura de activacio exdgena contendo a frac¢do microssomal de figado de
rato

SDA - Sabouraud Dextrose Agar
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TN — célula trinucleada
Tetra -Tetraciclina
UV —espectroscopia de ultravioleta

V79 - linha comercial selvagem de fibroblastos de pulmao de hamster chinés

(Cricetulus griseus)
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Capitulo I - Revisao bibliografica



1.1. Medicina Tradicional

Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), a medicina tradicional refere-
se ao conjunto de conhecimentos técnicos e praticos fundamentadas em teorias, crengas
e experiéncias proprias de diferentes culturas, com a finalidade de prevenir, diagnosticar

e tratar doengas fisicas e mentais ou manter o bem estar (WHO, 2003).

A medicina vegetal é a mais lucrativa de entre os vdrios tipos de medicina
tradicional, usando ervas arométicas, preparacdes ou produtos cujos ingredientes activos

sdo parte de plantas ou outras matérias vegetais (WHO, 2003).

Desde os primérdios da civilizacdo que o ser humano distinguiu plantas
comestiveis de outras que apresentam efeitos toxicos ou ainda daquelas com potencial
curativo. Estes conhecimentos foram sendo transmitidos entre geragdes, por via oral até
ao aparecimento da escrita, comecando entdo a ser compilados e difundidos como

tesouros preciosos (Cunha et al, 2007).

As plantas sdo consideradas uma das fontes de inspiracdo de novas drogas,
dando assim o seu contributo para a saide humana e seu bem-estar. Tém um papel
muito importante no desenvolvimento de novos medicamentos, podendo usar-se tanto
como fitoterdpicos no tratamento de doencas, como um modelo natural para o

desenvolvimento de novos medicamentos (Iwu ef al, 1999).

A sequéncia para o desenvolvimento de firmacos geralmente comega com a
identificacdo de moléculas responsdveis pelas propriedades activas da planta, ensaios
biologicos detalhados (tanto ao nivel das suas propriedades biolégicas, como de
toxicidade), e formulacido de formas farmacéuticas, seguindo-se vérias fases de estudos
clinicos para confirmar a sua seguranca, eficicia e o perfil farmacocinético do novo

medicamento (Cunha et al, 2007).

As possiveis interacgdes com alimentos ou com outros medicamentos podem

ser discernidos a partir dos ensaios clinicos (Iwu et al, 1999).

Actualmente a OMS estima que 80% da populacdo de alguns paises asidticos e a

maior parte dos africanos depende da medicina tradicional para cuidados primérios de
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saide. O panorama nos paises desenvolvidos é completamente diferente, a esmagadora
maioria dos cuidados de satde sdo facultados pela medicina convencional, no entanto,
segundo a OMS, cerca de 70 a 80% da populacido destes paises recorreu pelo menos

uma vez a alguma forma de medicina alternativa ou complementar (WHO, 2003).

Com o crescimento da populacdo africana, a procura por plantas medicinais
também tem crescido o que ameaca a sobrevivéncia de algumas espécies. Este facto,
coloca um enfoque no estudo das plantas medicinais utilizadas, que permita garantir a
sua eficdcia e seguranca, bem como desenvolver e aperfeicoar férmulas terapéuticas
estaveis e padronizadas com a finalidade de uma utilizacdo na terapéutica (WHO,

2003).

z

O objectivo do uso de fitoterdpicos na medicina humana ndo € substituir
medicamentos registados e ja comercializados, mas sim aumentar a op¢ao terapéutica
que estd disponivel aos profissionais de satide com medicamentos equivalentes, por
vezes mais baratos e com o espectro de ac¢cdo mais adequado, como indicag¢do
terapéutica ou complementar, as medicacOes ja existentes, ou ainda como fonte de

fornecimento de substratos para a industria farmacé€utica (Marconatto, 2006).



1.2. Constituintes activos das plantas

As plantas, assim como o0s outros organismos vivos, possuem diversos
constituintes quimicos, uns caracteristicos de todas as plantas, outros, sobretudo do
metabolismo secunddrio, que caracterizam determinadas espécies ou géneros. Quando
esses constituintes, normalmente presentes em pequenas quantidades, conferem uma
possibilidade directa ou nao da planta ser usada na terapéutica com beneficios para o
tratamento e a prevencao de uma dada patologia a planta adquire o estatuto de medicinal

(Cunbha et al., 2007).

Para além dos constituintes activos, por vezes algumas plantas possuem ainda
outros compostos que podem influenciar o modo de ac¢do desses principios activos,
tanto ao nivel de conferir protec¢ao contra alteragdes como hidrodlises, oxidacdes;
inibi¢cdes de sistemas enzimdticos ou de melhorar a absor¢do do composto activo, por
exemplo, facilitando a sua passagem através das membranas celulares. Isto explica o
facto de por vezes os extractos brutos apresentarem mais actividade que os compostos

activos isolados (Cunha et al., 2007).

1.2.1. Metabolitos primarios e secundarios

E normal distinguir entre metabolismo primério e secundario. O
metabolismo primério refere-se aos processos chamados de essenciais a vida, tais como
os processos relacionados com a fotossintese, producdo de moléculas simples de baixo
peso molecular do ciclo de Krebs, aminoacidos, hidratos de carbono, lipidos, proteinas e
acidos nucleicos. Estes compostos sdo normalmente precursores dos metabolitos
secunddrios e sdo produzidos em grandes quantidades, e distribuidos uniformemente.
Os metabolitos secunddrios sdo, em principio, ndo essenciais a vida, no entanto
contribuem para a sobrevivéncia das espécies. Normalmente sdo produzidos como

defesas a determinados agentes fisicos ou quimicos, relacionados com a evolugdo das



espécies. Sdo caracteristicos de um grupo biolégico, como a familia ou o género da

espécie (Torssell, 1997; Demetzos e Dimas, 2001).

O estudo quimico anteriormente realizado (Sebastido, 2007) revelou que a planta
Eragrostis viscosa possuia, na sua maioria diterpenos com um esqueleto 8,15-
epoxilabdano. Foram isolados sete diterpenos novos; um diterpeno ja conhecido, a
ambreinolida; um triterpeno pentaciclico (esqueleto lupano) e um esterdide (esqueleto
estigmano). A composicao da planta, mostrou estar de acordo com os poucos estudos

efectuados em plantas do mesmo género (Sebastido, 2007; Sebastido et al, 2010).

1.2.2. Isolamento dos compostos existentes nos extractos brutos de
plantas e determinacdo da sua estrutura quimica.

Quando os quimicos do século XVIII deram o salto do mundo dos mitos para a
ciéncia moderna, as propriedades dos extractos obtidos na natureza despertaram muito o
seu interesse, comecando a separar, purificar e a analisar os compostos produzidos por
células vivas. Foram desenvolvidos métodos de separacdo e, sem divida, a Quimica
dos Produtos Naturais tem trazido grandes estimulos para o desenvolvimento de
técnicas refinadas que temos hoje, como os diversos métodos de cromatografia analitica
e preparativa: cromatografia em coluna (CC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia
de camada fina (c.c.f ou TLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia em papel, electroforese, troca idnica, etc. Através destes métodos ¢é
possivel isolar compostos presentes em quantidades extremamente reduzidas (Torssell,

1997).

A elucidacao estrutural era normalmente realizada por degradacio de fragmentos
menores com estruturas conhecidas, combinada com investigacdes sobre o padrdo de
reactividade e andlise elementar dos compostos. Estes trabalhos levaram a descobertas
muito valiosas de reaccdes e rearranjos, porém sem a espectroscopia, a Quimica dos
Produtos Naturais nunca teria atingido o seu estatuto actual. As espectroscopias de
ultra-violeta (UV), infravermelhos (IV), ressondncia magnética nuclear (RMN), e
espectroscopia de massa (MS), mudaram os métodos de trabalho e os habitos ao longo

dos anos. Recolheu-se uma grande quantidade de propriedades espectrais co-
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relacionadas com a estrutura dos compostos que, nos permite, actualmente, resolver
estruturas de um modo muito mais rdpido e simples. Quando a quantidade de amostra é
muito pequena € a sua estrutura € complicada, o ultimo recurso € a cristalografia de
raios-X. Actualmente estdo disponiveis programas que tornam a elucidag¢do estrutural

quase um trabalho de rotina para o especialista (Torssell, 1997).

A espectroscopia de RMN, € a ferramenta mais eficiente que a Quimica possuli,
para a determinacdo estrutural de moléculas organicas. A técnica determina a

intensidade, deslocamento e multiplicidade de picos He BC (Torssell, 1997).

A fragmentacdo dos extractos efectuada neste trabalho, com vista a isolar os
compostos responsdveis por uma possivel actividade biolégica, foi realizada por
cromatografia em coluna, que consiste na separacdo dos compostos de uma mistura,
consoante a sua solubilizacio em solventes mais ou menos polares, controlando-se

simultaneamente a separacdo das fraccdes por cromatografia em camada fina.

Para ter uma elucidacdo da estrutura quimica dos compostos, efectuaram-se
sucessivos espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H e ®C. Uma vez que ja
tinha sido determinada anteriormente a estrutura quimica dos compostos da Eragrostis
viscosa, foi possivel comparar os dados espetrofotométricos, e determinar quais os

compostos isolados.

O composto maioritirio que se isolou da planta, foi o 4cido 8,15-epoxilabdan-
16-6ico. Durante o isolamento foi possivel sintetizar outros compostos, com 0 mesmo
esqueleto, que tinham sido obtidos anteriormente, a partir de reac¢des de acetilagdo e de

reducdo.

Uma vez os compostos isolados e a sua estrutura quimica determinada,
efectuam-se ensaios bioldgicos, de modo a verificar se estes possuem alguma actividade

bioldgica.



1.3. Caracterizacao da Eragrostis viscosa

A Eragrostis viscosa é uma planta da familia Poaceae, subfamilia
Choloridoideae e género Eragrostis, que se encontra sobretudo em regides quentes
tropicais e subtropicais, tendo preferéncia por locais abertos, terras secas e pobres cheias
de ervas daninhas. As espécies deste género encontram-se normalmente em Africa, com

maior incidéncia na zona leste e sul (Sebastido, 2007).

A Eragrostis viscosa (Retz.) Trin € uma erva anual com cerca de 30cm de altura
(Ilustragdo 1). Existe principalmente na Africa do Sul, tendo sido registada também no
Norte dos Camardes e em Angola. Fora de Africa hd indicacdes da existéncia de

variantes na Malasia (Sebastido, 2007).

Em Angola, esta espécie € conhecida com o nome de verndculo de Eipaa-nhoca,
e desenvolve-se em zonas de clima semi-arido, na regido sudoeste do pais (Sebastido,

2007).

O género Eragostis € muito usado como forragem na alimenta¢do do gado, no
entanto, 0s animais recusam-se a comer esta espécie, talvez por ser aromatica e viscosa
(aderente), ndo ter sabor, ou por outra razdo desconhecida. A populacio local usa a

planta como repelente de cobras (Sebastido, 2007; Sebastido et al, 2010).



Hlustracdo 1 - Eragrostis viscosa a) no seu ambiente natural e b) de hervandria. a)
http://plants.jstor.org/taxon/Eragrostis.viscosa?cookieSet=1(visualizada 25/06/2010) e b)
http://plants.jstor.org/specimen/img/k000643367 (visualizada 25/06/2010)).

O género Eragrostis estd muito pouco estudado quimicamente. A maior parte da
informacdo cientifica actualmente publicada sobre espécies pertencentes ao género
refere-se mais aos aspectos botinico (Eragrostis patens) e ambiental (Eragrostis

cuvula) (Sebastido et al, 2010).

Os poucos estudos quimicos feitos até aqui em plantas do género Eragrostis
estdo principalmente virados para a avaliacdo do seu relativo valor nutritivo; isto €, tem
sido dada maior relevancia a determinacao dos componentes do metabolismo primério —
aminodcidos (proteinas) dcidos gordos, hidratos de carbono — e ao teor em sais minerais,
fibras, entre outros. Isto é obviamente devido ao facto de grande numero desta espécies
ser usado pelos respectivos povos indigenas principalmente na alimentacdo do gado
(Eragrostis nigra, Eragrostis tef, Eragrostis curvula, entre outras) (Sebastido, 2007;

Sebastido et al, 2010).



N

Quanto a composicdo em metabolitos secunddrios, da pesquisa bibliografica
resultou um udnico estudo prévio sobre o género Eragrostis, a Eragrostis ferruginea,
planta cujas raizes sdo usadas em certas regides da Coreia no tratamento da diabetes.
Das raizes desta planta foram isolados trés diterpenos do tipo cassano (Nishiya et al.,

1991)

A avaliagdo quimica dos constituintes da Eragrostis viscosa, foi efectuada em
2007 (Sebastiao, 2007; Sebastido et al, 2010), usando a parte aérea da planta que foi

recolhida nos arredores da cidade de Lubango (Huila/Angola).

A parte aérea da planta foi seca, depois do qual uma parte foi extraida a quente
(soxhlet) com hexano, tolueno, acetato de etilo e a frio com metanol, como mostra o

esquema seguinte: (Sebastido, 2007)

Planta

y\HAX

insoluvel

Soldvel
Extracto bruto (Hx)

A tolueno

Soldvel
insolivel Extracto bruto (tolueno)

A AcOEt

Soluavel

insolivel Extracto de AcOEt

)\Metanol (a frio)

Insolavel Solivel
(desprezado) Extracto de metanol



O extracto bruto de hexano foi ainda tratado da seguinte forma: (Sebastido,

2007)

Extracto bruto de Hx

A metanol
Insoluvel Soluvel
ceras Extracto descerado de Hx

A outra amostra de E. viscosa foi extraida a frio (maceragdo) com

diclorometano, como mostra o esquema seguinte:

Planta
CH,CI, (a frio)
Insoluvel .
(desprezado) Soldvel
Extracto bruto (CH,Cl,)
A metanol

Insoliavel Soluvel

ceras Extracto descerado (CH,Cl,)

(desprezado)

Os extractos de hexano, tolueno e diclorometano foram fraccionados, tendo-se
isolado dez compostos. Sete desses compostos sdo diterpenos com esqueleto labdano

(8,15-epoxilabdanos) (Ilustracdo 2): 8-15-epoxi-16-norlabdano (1); 8,15-epoxilabdan-
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16-oato de metilo (2); 16-acetoxi-8,15-epoxilabdano (3); 8,15-epoxi-16-norlabdan-13-
ona (4); 4acido 8,15-epoxilabdan-16-6ico (S5); 8,15-epoxilabdan-16-ol (6); 8,15-epoxi-
16-norlabdan-16-ol (7) (Sebastidao, 2007).

Foi igualmente isolado um diterpendide ja conhecido: (+)-14,15,16-
trinorlabdan-13,8-olida (ambreinolida) (8). Isolaram-se ainda um triterpeno pentaciclico
de esqueleto lupano 3B—(3’’,4’’-di-hidroxi)-(E)—ciamoiloxilup-20(29)-eno (9) e um
esterdide se esqueleto estigmastano 3-(2°,3°,4’,6’-tetracetil-B-D-glucopiranosiloxi)-f3-

sitosterol (10) (Sebastido, 2007).

Iustracao 3 - Estrutura quimica da ambreinolida (8).
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Iustracao 4 - Estrutura quimica dos compostos 9 e 10 isolados da Eragrostis viscosa.

1.4. Estudos bioldgicos anteriores com a Eragrostis viscosa

O extracto de hexano da Eragrostis viscosa apresentou alguma actividade
moluscicida frente a desova da Biomphalaria glabrata , 51,6% de mortalidade a uma

concentracdo de 100 ppm (Sebastido, 2007; Sebastido et al, 2010).

A amostra em andlise, mesmo a alta concentragdo, apresentou menos de 50% de
mortalidade sobre as larvas de Artemia salina, o que leva a concluir que o extracto de

hexano ndo € toxico para esta espécie (Sebastido, 2007; Sebastido et al, 2010).

O composto maioritario do extracto de hexano da Eragrostis viscosa, composto
S, foi o tnico composto testado pelo teste de Ames. Este composto ndo apresentou
genotoxicidade relevante nas condicdes testadas (Sebastido, 2007; Sebastido et al,

2010).

12



O teste das aberracdes cromossOmicas foi realizado a duas concentragdes
diferentes 10ug/uL e 100ug/uL do composto S. A concentragdo mais elevada teve
resultados semelhantes ao branco, no entanto apresentou uma reducdo superior a 50%
em relacdo a outra concentracdo mais baixa, o que revela alguma citotoxicidade. No
entanto recomendam-se mais testes complementares, nomeadamente com adicao de S9

(Sebastiao, 2007; Sebastido et al, 2010).
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1.5. Actividade antimicrobiana

Os compostos com ac¢do antimicrobiana podem ter duas origens, quando sao
produzidas por microrganismos (Penicillium spp. Streptomyces spp, entre outros) siao
designados por antibidticos, quando provém de sintese quimica com propriedades
idénticas sdo quimioterdpicos. Actualmente considera-se que todo o farmaco com ac¢do

antimicrobiana € um antibiético (Ferreira e Sousa, 1998; Overbye, 2005).

A ambioterapia teve inicio com a descoberta da penicilina por Fleming em 1945,
tratando-se de um antibidtico inibidor do peptidoglicano, o que ndo apresenta efeitos
deletérios para o Homem visto tratar-se de uma molécula tipicamente procariota. Mais
tarde descobre-se a estreptimicina que € o primeiro antibidtico que inibe a sintese

proteica (Ferreira e Sousa, 1998).

A introdugdo dos antibidticos sulfonamidas, por volta de 1930, e a penicilina na
década 40 do século passado revolucionou a pratica medicinal ao diminuir
drasticamente as taxas de mortalidade associadas a infeccdes bacterianas. A idade do
ouro dos antibidticos ocorreu com sucesso considerdvel aquando da descoberta e
desenvolvimento das sulfonamidas, penicilina e estreptomicina. Este sucesso foi
seguido pela introdugdo das tetraciclinas, macrolideos, glicopeptideos, cefalosporinas e
acido nalidixico, sendo a maioria destes compostos derivados de produtos naturais ou
produzidos pela modificacdo de produtos naturais através de sintese (Overbye, 2005).
Estas descobertas registaram-se sobretudo nos 30 anos seguintes ao inicio da
ambioterapia e resultaram na descoberta da maioria das classes de medicamentos
antibacterianos conhecidos actualmente, muitos dos quais obtidos a partir de produtos

naturais (Butler, 2006).

No final dos anos 60 do século passado, a necessidade médica para novos
antibidticos comegou a ser questionada e a indudstria farmacéutica alterou a prioridade
da pesquisa de novos antibacterianos, diminuindo o seu apoio industrial, embora as
doencas infecciosas, especialmente as infec¢des bacterianas, constituam uma das

principais causas de mortalidade do mundo (Overbye, 2005).
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1.5.1. Importancia do desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos

Apo6s a descoberta da penicilina, os agentes antibacterianos tiveram um grande
sucesso, a taxa de mortalidade causada por infeccdes bacterianas caiu vertiginosamente.
Tal facto ndo se deveu somente ao desenvolvimento de agentes antibacterianos, mas
também a uma melhor higiene, ao desenvolvimento de vacinas, € a uma consciéncia de
que varias doengas eram causadas por bactérias. Este impacto observou-se
essencialmente nos paises industrializados, onde o acesso aos fadrmacos era mais

facilitado (Overbye, 2005).

Os produtos naturais t€m desempenhado um papel fundamental na descoberta de
novas drogas antibacterianas (Butler, 2006). Estima-se que actualmente, os materiais
vegetais estejam presentes, ou sejam fornecidos como modelo em cerca de metade dos
medicamentos ocidentais. Muitas das drogas usadas actualmente na medicina moderna
foram em tempos utilizadas na forma bruta, em préticas de cura tradicional, ou para
outros fins, que sugeriram possiveis actividades bioldgicas. O principal beneficio do uso
de derivados de plantas é que sdo relativamente mais seguras que as formas sintéticas,

oferecendo acima de tudo, tratamentos mais acessiveis (Iwu et al, 1999).

Nos dltimos 20 anos, registou-se um declinio de 56% no nimero de antibiéticos
aprovados anualmente pela Food and Drug Administration, tendo sido lancadas apenas

22 novas drogas antibacterianas na ultima década (Butler, 2006).

Para além da importancia de encontrar novos antibidticos, para 0 uso como
medicamentos, hd também uma grande pesquisa centrada no desenvolvimento de novos
conservantes para a industria alimentar. Tém sido desenvolvidos alguns produtos
sintéticos para controlar o crescimento bacteriano e reduzir a incidéncia de intoxicagoes
alimentares e deterioracio dos alimentos. Apesar da eficicia dos conservantes
sintéticos, os consumidores preocupam-se cada vez mais com a sua saude, crescendo o
interesse em novas substdncias antimicrobianas a partir de fontes naturais, como
plantas, extractos brutos de especiarias, ervas e plantas ricas em compostos fendlicos

para reduzir os casos de doengas transmitidas por alimentos (Shan et al, 2007).
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A prevaléncia de derivados de produtos naturais em drogas antibacterianas pode
ser devido a evolugdo dos metabolitos secundarios como quimicos biologicamente
activos que conferem vantagens selectivas aos organismos produtores. Os produtos
naturais também sdo susceptiveis de terem sofrido evolugdo, penetrando as membranas
celulares e interagindo com os alvos especificos das proteinas. Além disso muitos

produtos naturais apresentam uma complexidade estrutural que € necessdria para a

inibi¢do de muitas proteinas antibacterianas (Butler, 2006).

1.5.2. Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana foi inicialmente descrita por Abraham e Chain 1940,
com o aparecimento de estirpes de S. aureus produtoras de penicilinases, que sao
enzimas que inactivam por hidrélise as penicilinas. Na década seguinte surgem estirpes
de Shigella resistentes as sulfonamidas e estirpes co-resistentes as sulfonamidas,

estreptomicina e tetraciclina (Ferreira e Sousa, 1998).

A evolucdo da resisténcia antimicrobiana em microrganismos resulta da
interac¢do entre a exposicdo aos antibidticos e a transmissdo de resisténcia dentro e
entre os individuos, dependendo dos hébitos sociais dos individuos. Esta evoluc¢iao deve
ser avaliada como uma perspectiva de risco analisando a sua probabilidade de

ocorréncia na populacao humana (Guillemot, 1999).

O inicio rdpido da resisténcia a medicamentos antibacterianos diminuiu a sua
eficcia, e consequentemente a busca de novos agentes antibacterianos, o que deve ser
alterado, para resolver a necessidade de novas drogas antibacterianas com novos

mecanismos de ac¢do (Butler, 2006).

Na comunidade hd indicios que a exposicdo das populagdes aos antibidticos
promove a resisténcia adquirida aos antimicrobianos patogénicos, tais como o
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae e estafilococos cutaneos. No
ambiente hospitalar, uma maior utiliza¢do de antibidticos € muitas vezes associado a um
aumento na resisténcia aos antibidticos, enquanto que uma reducdo no consumo de
antibidticos pode dar origem a uma redugdo da resisténcia a medicamentos especificos,

em especial nas diversas espécies de enterobactérias (Guillemot, 1999).
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A associagdo entre o uso de cefalosporinas de terceira geragao e a vancomicina

demonstrou ser um factor de risco para Enterococcus resistente a vancomicina em

infecgdes em pacientes cirtrgicos (Guillemot, 1999).

O controlo do Staphylococcus aureus resistente a metilicina (MRSA) ainda nao
se encontra resolvida na maioria das instituicdes de saide. As estratégias para o seu
controlo centram-se sobretudo em medidas de controlo da transmissdo e na prevengao
da colonizag@o, mas raramente mencionam o uso especifico de antimicrobianos. Nao se
encontrou nenhuma relagdo entre a MRSA e o uso de antibidticos pela comunidade

(Guillemot, 1999; MacKenzie, 2007).

Como a resisténcia microbiana a diversos grupos anti-microbianos tem
aumentado ao longo dos anos, sobretudo nos ambientes hospitalares com o acréscimo
de morbilidade e mortalidade nas infec¢des, surge um elevado interesse no
desenvolvimento de novos compostos de origem vegetal ou mineral com propriedades
anti-microbianas, que possam ser usados como alternativa aos antibidticos comuns

(Ferreira e Sousa, 1998).

1.5.3. Microrganismos

Bactérias

As bactérias sdo seres microscopicos dotados de uma estrutura unicelular
(procariotas) que possuem uma organizacao celular muito simples, variando bastante no
seu tamanho (Mycoplasma 100-200 nm, E. coli 1,2-1,5 pm). Classificam-se
morfologicamente, de acordo com a forma da célula e com o grau de agregagdo. Visto
isto, podem ser organizados em cocos (esféricos), bacilos (bastonetes), vibrido (virgula)
e espirilo (forma ondulada). Apenas os bacilos e os cocos t€m tendéncia a agrupar-se,
podendo ser aos pares (diplococos), em cadeia (estreptococos), em cachos
(estafilococos) ou em tétraedas. Podem ainda possuir apéndices como flagelos,

estruturas que lhes permite a locomog¢ao (Maillard, 2002).
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A estrutura da célula bacteriana € a de uma célula précariota, sem organelos no
interior celular, sem nucleo envolvido por uma membrana nuclear e sem ADN
organizado em verdadeiros cromossomas como acontece nas cé€lulas eucaridticas. O
ADN dos procariontes, geralmente composto por um unico cromossoma circular,
encontra-se numa zona chamada nucledide no citoplasma. Estas células nao possuem
nenhum tipo de compartimentagdo interna por membranas. A sua estrutura elementar
consiste apenas numa parede celular, uma membrana citoplasmatica e citoplasma

(Maillard, 2002).

As bactérias (excepto Mycoplasma e haldfilos) possuem parede celular rigida,
que recobre a membrana citoplasmdtica e lhe confere forma. Quimicamente ¢é
constituida por peptidoglicano, que protege a célula de uma possivel lise da membrana
citoplasmdtica, uma vez que as células normalmente se desenvolvem em meios
hipoténicos. A parede celular para além de conferir protec¢do a célula contra a lise
osmoética e ser responsdavel pela morfologia celular, € ainda responsdvel pelo
comportamento das bactérias relativamente a coloragdo de Gram, que permite dividir as
células em dois grupos taxondémicos distintos, gram-positivas e gram-negativas. E
essencialmente da responsabilidade da estrutura e composicao quimica da parede celular
e membranas envolventes, que surgem variagdes da sensibilidade das bactérias para

determinados tipos de agentes antibacterianos, bem como as respostas geradas por elas

(Ferreira e Sousa, 1998; Maillard, 2002; Prescott et al, 2005).

A membrana citoplasmética é considerada como o principal alvo dos agentes
antimicrobianos, pois esta desempenha na célula procatiota muitas das fungdes vitais a
sua sobrevivéncia, que na célula eucaridtica sdo efectuadas pelos organelos celulares
ausentes nas procaridticas. Para além disso, realiza também funcdes ligadas a
biossintese de componentes da parede celular e funcdes bioenergéticas, e funciona como

barreira selectiva de permeabilidade (Maillard, 2002; Prescott et al, 2005).

A coloragdo de Gram € uma técnica usada hd mais de um século pelos
microbiologistas, que permite distinguir os dois principais grupos bacterianos. De
acordo com a coloragdo apresentada face ao método de Gram (método de coloragao
diferencial), as bactérias dividem-se gram-positivas e gram-negativas (Prescott et al,

2005).
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Bactérias Gram positivas

A parede celular das bactérias gram-positivas, quando observadas em
microscopia electrénica, apresenta-se como uma estrutura rigida, homogénea e espessa.
E predominantemente constituida por peptidoglicano, no entanto podem coexistir outros
polimeros, como 4cidos teicocos e teilurénicos, como se pode observar na figura 5

(Maillard, 2002).

As bactérias gram-positivas apresentam uma parede espessa, que retém o
precipitado insolivel formado pelo corante primdrio (violeta de cristal) e pela solucao
fixadora (lugol), deste modo as células ndao sdo descoradas permanecendo com a
coloragdo conferida pelo corante primario (roxo) (Ferreira e Sousa, 1998 e

http://www.prof2000.pt/users/biologia/tcolgram.htm).

PEPTIDOGLICANO

Tlustracio S - Estrutura da parede celular externa das bactérias gram-positivas (adaptado de
Maillard, 2002).

Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus sdo cocos Gram positivos que se dispdem ‘“em cacho”, sdo

imoveis, capsulados, esporulados e anaerébios facultativos.

Os estafilococos sdo bactérias que estabelecem uma relacdo de comensalismo ou
mutualismo com o Homem, muitas espécies fazem parte da flora microbiana da pele e

mucosas, havendo no entanto, espécies patogénicas para o homem como o
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Staphylococcus aureus. A versatilidade de infec¢des causadas por este microrganismo
deve-se ao elevado nimero de toxinas e enzimas que produz. As infec¢des por ele
causadas devem-se as invasdes e lesdoes dos tecidos pelo microrganismo e também a

accdo das suas toxinas (Ferreira e Sousa, 2000).

Enterococcus faecalis

Os Enterococcus s@o cocos gram-positivos que se apresentam isolados, aos pares
ou em cadeias curtas e, ocasionalmente como coco-bacilos. Sdo aerdbios facultativos,
algumas espécies sdo moveis. Estes microrganismos estabelecem relacdes de
comensalismo com o Homem, com presenca constante no tracto gastrointestinal e
urindrio, no entanto quando € agente de infeccdo a sua resisténcia natural aos agentes

infecciosos torna muito dificil o tratamento (Ferreira e Sousa, 2000).

Bacillus cereus

O Bacillus cereus tem uma distribuicdo ubiquitdria na natureza. Estes
microrganismos tem forma de bastonetes, méveis, Gram positivos de largas dimensodes
(1 x 3-5um), anaerdbios facultativos e produtores de esporos quando cultivados em
aerobiose. O Bacillus cerus devido a producdo de exotoxinas é responsavel por toxi-

infecgdes de origem alimentar (Ferreira e Sousa, 2000).

Bactérias Gram negativas

Sob o ponto de vista estrutural, a parede das bactérias gram-negativas exibe uma
maior diferenciacio e complexidade que as bactérias gram-positivas. Apresenta-se
como uma estrutura ndo homogénea, mas estratificada. A camada mais interna é mais
rigida e essencialmente constituida por peptidoglicano. Possui uma camada mais
externa, ausente na parede das bactérias gram-positivas, designada por membrana

z

externa, como apresentado na figura 6. Esta membrana € constituida por
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lipopolisacarideos, fosfolipidos e proteinas. As bactérias gram-negativas sdo,
geralmente menos sensiveis a bactericidas que as bactérias gram-positivas devido a
presenca desta membrana externa que € responsavel pela resisténcia intrinseca destes

microrganismos para compostos anti-microbianos. (Maillard, 2002)

As bactérias gram-negativas coram de vermelho, com a safranina, porque a sua
parede celular apresenta, além de uma pequena camada de peptidoglicano, uma
membrana externa com uma elevada quantidade de lipideos (Ferreira e Sousa, 1998).
Quando as estruturas celulares sao cobertas pelo corante violeta de cristal, toda coram
de roxo. Com a adi¢do de lugol ocorre a formacao de um precipitado insolivel. Como a
camada interna de peptidoglicano das bactérias gram-negativas € mais fina que nas
gram-positivas, o precipitado é removido com a solucdo descolorante, pelo que as
células vao corar de vermelho, devido a adicdo do corante secundério, a safranina

(Ferreira e Sousa, 1998 e http://www.prof2000.pt/users/biologia/tcolgram.htm).

MEMEBRANA EXTERNA

PERIPLASMA

PEPTIDOGLICANO
.' 9. a MEMBRANA INTERNA

Hustracao 6 - Estrutura da parede celular externa das bactérias gram-negativas (adaptado de
Maillard, 2002).

Klebsiella pneumoniae

Sdo bactérias gram-negativas em forma de bastonete, produtora de coldnias
mucdides, imdveis e produtoras de urease. E a espécie mais frequente nas infecgoes

humanas (tracto urindrio e tracto respiratério) (Ferreira e Sousa, 2000).
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Escherichia coli

E um bacilo pertencente a familia das Enterobacteriaceae, aerébias ou
anaerdbias facultativas. O seu habitat é no limen intestinal dos seres humanos ou de
outros seres vivos de sangue quente. E a espécie de maior importincia clinica, causando
frequentemente infec¢des urindrias, gastroenterites, pneumonias, abcessos, etc. (Ferreira

e Sousa, 2000).

Salmonella typhimurium

Sao bactérias gram-negativas em forma de bacilo, méveis. Na sua maioria é
adquirida pela ingestdo de alimentos e de 4gua contaminada por contacto fecal-oral. O
reservatorio de S. tryphi é o Homem, que € também o principal disseminador de febre
tiféide, na fase aguda da doencga ou no estado de portador assintomético (Ferreira e

Sousa, 2000).

Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, aerdbia, com a
forma de bastonetes direitos ou ligeiramente curvos. Produzem pigmentos fluorescentes
sob radiacdo ultravioleta. E uma estirpe praticamente ubiqua, podendo ser isolada de

aguas, solos, plantas, esgotos, amostras clinicas.

A P. aeruginosa é uma espécie oportunista, muito virulenta, devido as toxinas,
proteases e hemolisinas que excreta para o meio exterior, capazes de danificar os tecidos

e destruir as defesas dos hospedeiros (Ferreira e Sousa, 2000).

Leveduras

Os fungos sdo células eucariotas, desprovidas de clorofila e que se reproduzem
por esporos. Em geral os organismos unicelulares sdao pequenos, consomem
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relativamente poucos nutrientes dividem-se rapidamente e possuem capacidade de

adaptacdo aos mais diversos meios ambientes (Ferreira e Sousa, 1998).

Os fungos leveduriformes, ou leveduras sdo fungos unicelulares. As infec¢oes
provocadas por leveduras encontram-se entre as infec¢des flngicas humanas mais
frequentes. As leveduras pertencem a uma categoria de fungos cosmopolitas, muito
difundidos na natureza e considerados como saproéfitas inofensivos. Nas tltimas décadas
tém apresentado uma notdria evolugdo na patologia flngica, sendo cada vez mais
frequentes as leveduroses por qualquer estirpe de Candida, sobretudo em individuos

imunodeprimidos (Ferreira e Sousa, 2000).

Candida albicans

z.

E uma espécie de fungo que, em condi¢des normais pode ser encontrada em
80% da populacdo humana sem causar efeitos prejudiciais a saide, no entanto o seu
excesso resulta em candidoses. Estas infec¢gdes sdo bastante complicadas em pacientes
cuja sadde jd se encontra enfraquecida. E a levedura com maior nimero de infeccdes
humanas, desde mucocutaneas ou de localizagdo profunda, tais como endocardites,

peritonites € meningites.

Os factores que tornam a C. albicans mais virulenta sdo a formacdo de hifas, a
estrutura da sua superficie celular (durante o contacto com as células do hospedeiro,
adapta-se, tornando a adesdo e a penetragdo muito mais eficaz), as alteragdes fenotipicas
(altera entra a forma tipica de levedura, branca e circular, e uma forma opaca, em forma
de pequenos bastdes) e a producdo de enzimas extracelulares hidroliticas (Ferreira e

Sousa, 2000).

Candida tropicallis

A C. tropicallis € uma espécie pertencente ao género Candida, oportunista,
como as outras estirpes deste género. Causa candidiase, e € por vezes usada como

modelo em pesquisas genéticas e medicinais (Ferreira e Sousa, 2000).
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1.5.4. Determinacdo da actividade antimicrobiana

A determinacdo exacta da susceptibilidade que as bactérias apresentam face aos

antibidticos € essencial para o €xito no combate a infeccdo e na escolha do agente

antimicrobiano mas adequado.

Existem intimeras técnicas, que sdo efectuadas tanto em meio sélido (difusdao em
disco ou diluicdo em agar) como em meio liquido (microdilui¢do, curvas de morte), mas
a sua esséncia € a mesma, baseando-se na determinagcdo da capacidade que um
microrganismo possui em multiplicar-se in vitro, na presenga de diferentes farmacos

(Boneyv et al, 2008).

Difusdo em disco

O teste de difusdo em disco € mais utilizado, para uma anélise qualitativa, ou
seja, funciona como uma pré-seleccdo aos extractos que inibem determinadas estirpes,

sendo o primeiro teste que se efectua.

O principio do teste de susceptibilidade por difusdo em disco baseia-se na
utilizacdo de um gradiente de concentracao de um antibidtico relativamente instavel,

gerado a partir de uma fonte de difusdo pontual central, o disco (Schwalbe et al, 2007).

Sao indculadas placas de agar da estirpe em estudo, em que se colocam discos de
papel impregnados com a solu¢do antimicrobiana em andlise. O agente antimicrobiano
impregnado nos discos entra em contacto com o agar, difundindo-se pela placa. A placa
€ colocada em incubacdo respeitando as normas estipuladas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Durante a incubac¢ido o agente antimicrobiano
difunde no agar e inibe o crescimento das bactérias, produzindo uma zona de inibi¢ao
em redor do disco. Apds a incubagdo regista-se o diametro do halo de inibicdo e
interpretam-se os resultados de acordo com as normas estabelecidas. (por exemplo a

norma CLSI M100. (WHO 2010).
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Ap6s seleccao dos extractos e das estirpes que apresentavam alguma inibi¢cao
pretende-se determinar qual a minima concentracdo de agente antimicrobiano
necessario para impedir o crescimento bacteriano (MIC). Existem dois métodos para a
sua determinagdo: o método de microdilui¢do e diluicio em agar (Bonev et al, 2008;

WHO 2010).

Microdiluicao

A concentragdo minima inibitéria (MIC) foi determinada por microdiluicdo. O
teste é efectuado em microplacas contendo, normalmente 96 pocos. A vantagem deste
método € que utiliza pequenos volumes de reagentes e permite testar um grande ndimero

de bactérias de forma relativamente rdpida. (Schwalbe et al, 2007)

Este método consiste em testar diferentes concentracdes de extracto
incorporadas no meio liquido. Em cada po¢o da microplaca estd uma concentragao
diferente, sendo adicionado uma quantidade de inoculo igual em todos os pogos. A MIC
corresponde a menor concentragdo de agente antimicrobiano que inibe o crescimento
bacteriano, apds incubacdo de acordo com a norma estabelecida (M7 - A7 do “Clinical

Laboratory Standards Institute” (CLSI)). (Schwalbe et al, 2007)

A concentracdo minima letal (MLC), ou para as bactérias, a concentracio
bactericida minima (MBC) € definida como a menor concentracdo de agente
antimicrobiano necessdrio para matar 99,9% do inoculo. Esta concentracdo ¢é
determinada através do ensaio de microdilui¢do. Depois da incubacgdo e de se verificar
0s po¢os em que ndo existe crescimento bacteriano, retira-se uma pequena quantidade
desses pocos (sem crescimento) e faz-se o espalhamento em placas de agar que vao a
incubar. No dia seguinte contam-se as colénias que cresceram, caso se verifique uma
reducdo de 99,9% em relacdo ao inoculo inicial, a concentracdo mais baixa corresponde

ao MBC (Schwalbe et al, 2007).

Comparando as MIC e MLC, pode-se extrapolar acerca do tipo de acc¢dao
antibacteriana dos compostos, se a MLC for menor que 4 vezes a MIC podera pressupor
a existéncia de um efeito bactericida por parte dos extractos sobre as bactérias. No caso

da MLC ser superior a 4 vezes a MIC o extracto deverd apresentar actividade
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bacteriostatica (Pankey e Sabath, 2003). No entanto efectuam-se curvas de morte para

ter a certeza do tipo de accao dos compostos sobre 0s microrganismos.

Curvas de morte

Para as estirpes que se consigiu determinar a MLC, sdo tragadas curvas de
morte, com diferentes concentragcdes de agente antimicrobiano, geralmente multiplas da
MLC. Controla-se o crescimento bacteriano a diferentes tempos de incubacao, retirando
uma pequena quantidade de suspensao (meio liquido com o agente antimicrobiano e a
estirpe), espalhando-se em placas de agar. As placas sdo incubadas, efectuando-se a

contagem das coldnias que cresceram (Lorian, 2005).

Esta técnica permite verificar se o agente antimicrobiano € considerado
bactericida - que mata 99,9% das bactérias, ou bacteriostatico — impede o crescimento

bacteriano mantendo-as em fase estaciondria (Pankey e Sabath, 2003).

Um composto bactericida é aquele que mata os organismos, no entanto, alguns
dados indicam que uma ripida accdo litica por parte dos agentes antibacterianos pode
resultar em potenciais reaccdes clinicas adversas. Na meningite causada por S.
pneumoniae, a morte rapida dos microrganismos resulta na producdo de fragmentos
celulares e na libertacdo de prostaglandina que pode dar origem a um edema cerebral
aumentado, resultando num aumento da taxa de mortalidade por meningite

pneumocdcica (Pankey e Sabath, 2003).

O mecanismo de accdo dos agentes bacteridstaticos envolvem o bloqueio de uma
via metabdlica especifica, inibindo o crescimento bacteriano, sem matar o0s
microrganismos. As culturas bacterianas incubadas na presenca de altas concentragdes
de agentes bacteridstaticos param totalmente de se dividir quando expostas, mas quando
as bactérias sdo semeadas ou transferidas para um meio de crescimento sem

antimicrobianos, elas podem retomar o crescimento (Finberg et al, 2004) .

26



1.6. Citotoxicidade vs Genotoxicidade

O termo citotoxicidade foi definido por Nardone em 1977, como o conjunto de
alteracdes da homeostase celular, que promoveu uma série de modificacdes que
interferem na capacidade adaptativa das células, assim como na sua sobrevivéncia,

multiplicagdo e realizacdo das fungdes metabdlicas (Coura, 2004).

Os testes de citotoxicidade, in vitro, sdo bastante tteis para determinar a
capacidade que diversos compostos, tais como fitoterdpicos, radiacdes, quimicos,
biomateriais, entre outros, t€m para causar dano nas funcdes celulares basicas (Coura,

2004).

Os testes para avaliar a toxicidade, usados mais frequentemente, baseiam-se nas
alteracdes da permeabilidade celular (i.e. uso de corantes vitais, como o azul de Trypan,
preto de Naftaleno, eosina, etc.), nas fungdes mitocOndriais (i.e. ensaio do MTT, etc.) e

nas alteragdes da morfologia e da proliferacdo celular (Coura, 2004).

A alteragdo mais facil de ser observada é a avaliagdo da morfologia celular,
nomeadamente em células com crescimento aderente em monocamada, tais como oS
fibroblastos, que se traduz por uma desorganizacdao do tapete celular, pelo aspecto
granuloso, arredondado e/ou vacuolizado das células. Estas alteracdes podem ser

observadas em microscopia de inversdo, contudo sdo subjectivas (Coura, 2004).

A integridade das membranas celulares é normalmente avaliada através do
método do azul Trypan. Este corante permite avaliar a viabilidade celular uma vez que

apenas penetra nas células mortas cuja membrana estd lesada (Coura, 2004).

Em relacdo as func¢des mitocOndriais destaca-se o teste do MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difenil-2H-tetraz6lio], que se baseia na capacidade que a célula
vidvel possui em reduzir o sal de tetrazélio MTT de cor amarela num cristal de
formazan (azul-purpura), por ac¢do de desidrogenases, que se encontram em toda a
célula, mas tendencialmente na mitocondria, ocorrendo em simultineo a oxidacdo do
NADH a NAD+ (Figura 7). O cristal formado € solivel em DMSO e quantificado

espectrofotometricamente (Oliveira, 2003).
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Iustracao 7 - Estrutura quimica do MTT e do seu produto de reac¢do, formazan.

O teste do MTT permite-nos avaliar a bioactividade dos compostos nas células,
nomeadamente se existe um aumento ou diminuicdo da viabilidade. Quando os
resultados nos indicam que a sua bioactividade diminuiu, pode ndo significar que
ocorreu morte celular, o seu metabolismo pode ter sido reduzido. Neste caso podemos
dizer que o composto em estudo € citotoxico para as células. Quando existe uma
aumento da bioactividade, € necessario ter atencao se o aumento € muito acentuado, o

que pode indicar que o composto provoca uma proliferagao descontrolada das células.

N

A genotoxicidade estd associada a capacidade de alteragdo da replicagdo do
ADN e da transmissdo genética, nomeadamente, devido a lesdes no ADN e mutagdes

estruturais e numéricas (Coura, 2004).

Os ensaios de genotoxicidade, in vitro, sdo ferramentas sensiveis para avaliar o
efeito genotdxico de agentes quimicos e fisicos. Os ensaios mais comuns sdo o teste de

Ames, o teste do microntcleo e o teste do cometa (Coura, 2004).

Cada vez se dispdes de uma maior variedade de testes, uns mais rapidos que
outros, validos em experi€ncias com animais, microrganismos, células humanas ou de
animais em suspensdo (e.g. linfocitos) ou aderentes (fibroblastos) (Tereso, 1995;

Fenech, 2000).

As alteracOes cromossdmicas podem ser divididas em alteragdes numéricas e
estruturais. As alteragdes numéricas ocorrem com perda ou ganho de cromossomas —
aneuploidias e reflectem anomalias presentes no centrémero dos cromossomas, ho

proprio fuso mitdtico, ou noutros componentes-chave da anafase. Existem alguns
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genotoxicos chamados aneugéneos, que actuam sem que haja quebras nos
cromossomas. O poder clastogénico refere-se a faculdade que um composto possui para

quebrar os cromossomas, dando origem a alteracdes estruturais (Oliveira, 2003).

O teste do micronticleo com a citocinese bloqueada é muito usado em estudos de
toxicologia citogenética para avaliar a ocorréncia de fenémenos clastogénicos e de
aneuploidia, causado quer por agentes quimicos como por agentes fisicos, sobretudo por

radiacoes (Tereso, 1995; Oliveira, 2003).

O bloqueio da citocinese deve-se a presenga de citocalasina B, um inibidor da
polimerizacdo da actina, essencial para a formag¢dao do anel de microfilamentos que
contrai o citoplasma entre os nucleos-filhos durante a citocinese (Caria, 1997; Fenech,

2000).

Os microndcleos (MN) sdo pequenos corpusculos intracitoplasmaticos que
podem ser observados em interfase e com uma forma e coloracdo muito semelhante ao
nucleo principal, mas com menores dimensdes. Podem ter varias origens, desde
fragmentos de cromossoma, que por ndo terem cinetocoro, nao foram incorporados nos
nucleos filhos da divisdo celular; cromossomas inteiros que, por terem o cinetocoro
lesado ou por haver lesdo do fuso mitético se perderam durante a anafase ou rearranjos

cromossOmicos complexos que sofreram problemas mecanicos graves durante a anafase

(Oliveira, 2003).

O processo que origina os MN inicia-se na anafase pela perda de fragmentos
cromossémicos céntricos ou acéntricos quando ocorre a ascensdao dos cromossomas aos
polos do fuso mitético. Apds a telofase, cada nucleo origina dois nuicleos-filhos iguais.
Os elementos perdidos também sdo incluidos nas células filhas, mas uma propor¢dao
considerdvel € incluida num ou em varios nicleos secunddrios em regra mais pequenos

do que o ndcleo principal (Tereso, 1995).

A utilizagdo de citocalasina B permite avaliar a genotoxicidade nas células que
se dividiram na presenca do agente deletério (nas células binucleadas), o que € uma das

grandes vantagens deste ensaio (Oliveira, 2003).

Quando um cromossoma se perde pode formar um MN, alternativamente pode

ser reincorporado num dos nucleos das células ilhas de modo a que uma das células
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filhas seja trissémica e outra monossOmicas ou ambas as células filhas sejam normais

tornando-se o fendmeno aneugénico indetectdvel (Tereso, 1995).

Ao contrdrio dos genotdxicos directamente mutagénicos, certos compostos
requerem activacdo metabdlica para se tornarem mutagenicamente activos. Estes
compostos sao convertidos pela actividade de sistemas celulares enzimaticos eucariétas
localizados sobretudo na superficie de membranas citoplasmaticas do reticulo

endoplasmatico e ribossomas, sendo designadas por frac¢ao S9 (Tereso, 1995).

A fraccdo S9-mix, que contém enzimas soliveis e cofactores, adicionam um
atomo de oxigénio a uma molécula do substrato, convertendo 0s compostos mais
apolares e lipossoliveis em compostos mais polares e hidrossoliveis que sdo mais
facilmente excretados. No entanto essa actividade benigna pode converter uma
molécula quimicamente inerte e geneticamente inactiva num metabolito final capaz de

reagir com o ADN (mutagéneo) (Tereso, 1995).
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1.7.  Objectivo do trabalho

O trabalho tem como objectivo a determinacdo da actividade biologica da
Eragrostis viscosa, uma planta angolana, com o objectivo de determinar um possivel

uso desta como recurso a medicina tradicional, sobretudo pela populagao local.

e Avaliacdo da actividade bioldogica dos extractos brutos da planta,

nomeadamente actividade antifingica, antibacteriana e citotdxica.

e Fraccionamento dos extractos que apresentaram actividade bioldgica

com vista ao isolamento de compostos puros.

® Reavaliagdo da actividade biologia dos extractos fraccionados
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Capitulo II - Material e Métodos



2.1. Actividade antimicrobiana

2.1.1 Reagentes

Os meios de cultura Nutrient Broth (NB), Mueller-Hinton Agar (MHA) e
Mueller-Hinton Broth (MHB) foram adquiridos na Liofilchem; o meio Sabourand
Dextrose Agar (SDA) foi comprado na Oxoid, o azul de metileno e a Caseina na
Himedia. A glucose, a ampicilina a tetraciclina, a anfotericina B, a carbenicilina, o
dimetilsulf6xido (DMSO), na Sigma (Germany); o cloreto de sédio foi adquirido na

Panreac, o extracto de levedura na Fulka (Germany) e o agar na Pronadisa (Madrid).

2.1.2. Equipamento

Ao longo do trabalho experimental, para além do material corrente de

laboratdrio, foram utilizados os seguintes equipamentos:

Autoclave Uniclave 88: proporciona o calor himido a temperaturas superiores a 100°C,
geralmente, as autoclaves de laboratério operam normalmente sob uma pressao de 1,02
Bar a uma temperatura de 121°C. A autoclave esteriliza a maioria dos materiais em 15-
30 minutos, sendo a variagdo do tempo de esterilizacio dependente da relacdo

superficie/volume dos materiais a serem esterilizados.

Balanca: efectuaram-se todas as pesagens de reagentes necessdrios numa balanga

Sartorius.

Densitéometro: foi utilizado um Densimat da Biomérieux para acertar a densidade

Optica das suspensdes de microrganismos a 0,5 MacFarland.

Estufa P Selecta: a incubacdo de placas para crescimento bacteriano e fungico foi

efectuada numa estufa a 37° C.
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Espectofotometro: as medi¢des espectofotométricas (em UV e Visivel) foram
realizadas num espectofotémetro Ultrospec, modelo U/V 3000 da Pharmacia Biotech e

também num espectofotometro Shimadzu, modelo UV-1700 da Pharmaspec.

Potenciometro: o pH das solugdes foi medido num potenciometro pH-Meter da

Metrohm.
Vortex: as solugdes foram agitadas num vortex Mixer da Labnet Internacional, Inc.

Leitor de microplacas: as absorvéncias das microplacas foram lidas no leitor de

microplacas da Bio-rad.

2.1.3. Estirpes

O Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA 10/08) é uma bactéria gram-
positiva meticilina-resistente isolada do excusado nasal no Centro Hospitalar Cova da

Beira em 14/10/2008.

O Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA 12/08 é uma bacteria gram-
positiva meticilina-resistente isolada do excusado nasal no Centro Hospitalar Cova da

Beiraem 11/12/2008.

As restantes estirpes sdo estirpes de referéncia obtidas na American Type Culture

Collection (ATCC). Os microrganismos testados sao listados na tabela 2.
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Tabela 1 - Estirpes usadas no estudo.

tipo Estirpe de referéncia
Estirpes de | Bactérias Enterococcus faecalis ATCC 29212
referéncia
gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 25923
Bacillus cereus ATCC 11771
Bactérias Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella typhimuruium ATCC 13311
Klebsiella Pneumoniae ATCC 13833
leveduras Candida albicans ATCC24433
Candida albicans ATCC 90028
Candida tropicallis ATCC 750
Estirpes Bactérias Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
clinicas (MRSA 10/08)

gram-positivas

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA 12/08)

2.1.4. Controlos positivos

A Anfotericina B foi usada como controlo positivo para as leveduras no ensaio

de difusdo em disco. Para as bactérias foram utilizados trés agentes antimicrobianos de

acordo com a estirpe, para as bactérias gram-positivas utilizaram-se a Ampicilina e a

Tetraciclina; para a Pseudomonas aeruginosa foram usadas a Carbenicilina e a

Tetraciclina; para as restantes estirpes gram-negativas usamos os trés agentes como

controlos positivos ( Ampicilina, Tetraciclina e Carbenicilina).
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Tabela 2 - Intervalo dos MIC padrdo (ug/mL) segundo a norna NCCLS M100-S15.

Agente E. coli S.aureus E.faecalis P.aeruginosa

Antimicrobiano
ATCC® 25922 | ATCC® 29213 | ATCC® 29212 | ATCC® 27853

Ampicilina 2-8 0,5-2 0,5-2 ---
Carbenicilina 4-16 2-8 16-64 16-64
Tetraciclina 0,5-2 0,12-1 8-32 8-32

2.1.5. Actividade antimicrobiana

2.1.5.1.  Assepsia

Todo o material de vidro necessdrio para a realizacdo das experiéncias da
actividade bioldgica foi esterilizado numa autoclave, e todas as manipulagdes dos
extractos (inoculacdo ou tiragem de amostras) foram realizadas a chama, de modo a

manter a esterilidade do meio.

2.1.5.2. Difusao em disco

Actividade antifiingica

O protocolo foi realizado segundo a norma CLSI M44A.

Tratamento dos extractos

Todos os extractos em estudo, no teste de difusiao em disco, foram usados com

uma concentragdo de 1g/mL.
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Os extractos, foram diluidos, no momento da utilizagdo, em DMSO filtrado

previamente com uma membrana 0,22 pm.

Preparacido do Inoculo

As leveduras foram repicadas em meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) a pH

5,6 20,2 e cresceram 24 horas a 37 °C (culturas puras).

Foram suspensas em NaCl estéril e acertada a densidade Optica da suspensdo a 0,5

Unidades de MacFarland.

Inoculacdo das Placas de Teste

Mergulhou-se uma zagaratoa estéril na suspensdo previamente ajustada
relativamente a densidade Optica. A zagaratoa foi girada vdrias vezes e apertada
firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido. Isto ajudou a

retirar o excesso de indculo da zagaratoa.

A superficie seca da placa de agar Mueller-Hinton com 2% de glucose e
0,5ug/mL de azul de metileno foi inoculada passando a zagaratoa em toda a superficie
estéril do agar. Repetiu-se o procedimento passando outras duas vezes a zaragatoa e
girando a placa aproximadamente 60° de cada vez, de modo a se assegurar uma
distribuicao uniforme do inéculo. Como passo final, passou-se a zagaratoa na margem

da placa de agar.

Antes da colocacao dos discos esperou-se aproximadamente 5 minutos, para que

nao ocorresse absor¢ao de humidade.

Os discos foram previamente impregnados com os respectivos extractos a
analisar (20pg/disco), o antifingico usado comercialmente, a Anfotericina B

(25ug/disco) e o controlo negativo com DMSO (20uL/disco).

Os discos foram colocados na superficie da placa de agar semeada. Cada disco

foi pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar um contacto completo com

37



a superficie de agar. Os discos foram distribuidos de maneira a que a distancia de centro

para centro ndo exceda 24 mm.

As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 37° C, até 15 minutos

apos a aplicagdo dos discos.

Leitura das Placas e Interpretacdo dos Resultados

A leitura das placas foi feita apds 20-24 horas de incubacdo.

Os halos foram medidos em milimetros usando uma régua, esta foi encostada na

parte de trds da placa de petri invertida.

O halo de inibig¢ao foi considerado a drea sem crescimento detectdvel a olho nu.

Actividade antibacteriana

O protocolo utilizado foi seguido segundo a norma NCCLS M2-AS8.

Tratamento dos extractos

Todos os extractos em estudo no teste de difusdo em disco foram usados com

uma concentracdo de 1g/mlL.

Os extractos, foram diluidos, no momento da utilizagdo, em DMSO que foi
previamente filtrado com uma membrana com tamanho de poro de 0,22uM, de modo a

esterilizar o solvente.

Preparacio do Inéculo

As bactérias foram repicadas em meio Nutrient Agar (NA) a pH 7,2 a 7,4, e

cresceram 24 horas a 37 °C (culturas puras e viaveis).
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As bactérias foram suspensas em NaCl estéril e acertada a densidade 6ptica a 0,5

Unidades de MacFarland.

Inoculacdo das Placas de Teste

Mergulhou-se uma zagaratoa estéril na suspensdo previamente ajustada
relativamente a densidade Optica. A zagaratoa foi girada vdrias vezes e apertada
firmemente contra a parede interna do tubo, acima do nivel do liquido, de modo a

retirar o excesso de indculo da zagaratoa.

A superficie seca da placa de agar Mueller-Hinton foi inoculada passando a
zagaratoa em toda a superficie estéril do agar. Repetiu-se o procedimento passando
outras duas vezes a zaragatoa e girando a placa aproximadamente um angulo de 60° de
cada vez, de modo a se assegurar uma distribui¢do uniforme do in6culo. Como passo

final, passou-se a zagaratoa na margem da placa de agar.

Antes da colocacao dos discos esperou-se aproximadamente 5 minutos, para que

nao ocorresse absor¢do de humidade.

Os discos foram previamente impregnados com o0s respectivos extractos a
analisar (20ug/disco), os antibidticos usados comercialmente, Ampicilina (10ug/disco)

e Carbenicilina (100ug/disco) e o controlo negativo com DMSO (20uL/disco).

Colocaram-se os discos na superficie de uma placa de agar semeada. Cada disco
foi pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar um contacto completo com
a superficie de agar. A distribuicdo dos discos foi efectuada, de maneira a que a

distancia de centro para centro nao exceda 24mm.

As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 37° C, até 15 minutos

apos a aplicagdo dos discos.

Leitura das Placas e Interpretacdo dos Resultados

A leitura das placas foi feita apos 16-18 horas de incubacdo.
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Os halos foram medidos em milimetros usando uma régua, esta foi encostada na

parte de trds da placa de petri invertida.

O halo de inibi¢ao foi considerado a drea sem crescimento detectdvel a olho nu.

2.1.5.3. Testes de microdiluicio em meio liquido

No teste de diluicdo em meio liquido os extractos tinham uma concentracao

inicial de 1,25 mg/mL em 2% de DMSO.

Preparacio do indculo

A preparagdo do indculo foi feita do mesmo modo que para o caso dos testes em

disco, ajustando a respectiva densidade 6ptica a 0,5 na escala de MacFarland.

Regista-se também a absorvancia no espectrofotdmetro, de modo a que, nos
ensaios seguintes, a absorvancia seja sempre igual para cada estirpe, para que os

resultados sejam mais concordantes entre si.

O inéculo foi usado até 15 minutos apds a sua preparagdo, e diluiu-se em meio

liquido para que no final cada poco tivesse 5x10°CFU/mL.

Preparacio do teste

No teste de Microdiluicdo em placas de 96 pogos, foram adicionados S0uL de
meio mais 50 pL extracto (com uma concentragdo de 2,5 mg/mL, ou seja, o extracto
tem o dobro da concentracdo inicial, para se poder comecgar a testar com 1,25 mg/mL).
Fazem-se diluicOes sucessivas. Por fim adicionaram-se 50 puL de indéculo bem

homogeneizado. Realizaram-se duplicados por placa.

As leituras efectuam-se contra um branco apenas com as dilui¢des do extracto

em meio, sem a adicao de estirpe. Todas as placas t€m triplicados do controlo negativo
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do meio e do controlo positivo dos indculos. Todos os pocos t€m um volume final de

100 pL.

Retiram-se 10 pL. de um dos controlos do controlo positivo de cada estirpe e
efectua-se um espalhamento em placas de PCA, que cresceram 24 horas. O nimero de

coldnias foi contado, para fazer um controlo das CFU/mL do controlo inicial da estirpe.

As placas foram incubadas a 37°C durante 24 horas. No final deste tempo leram-

se os resultados.

Leitura das Placas

A leitura foi feita opticamente, através da formagdo de turvacdo nos pocos em
que houve crescimento. Dos po¢os em que ndo se verificou crescimento, retiraram-se 20
UL e espalhou-se em placas de PCA. Estas foram incubadas durante 24 horas e apos
este tempo contaram-se as coldnias, de modo a determinar a concentracdo minima letal

(MLO).

A MLC corresponde a uma reducdo das CFU/mL de mil vezes em relagdo ao

indculo inicial da estirpe.

Realizam-se triplicados concordantes para cada estirpe em dias diferentes

2.1.54. Curvas de crescimento

Preparacio do inéculo

A preparacgao do inéculo foi feita do mesmo modo que para o caso dos testes em
micodilui¢do, ajustando a respectiva densidade 6ptica a 0,5 na escala de MacFarland
(1,5x10® CFU/mL), e acertando o inéculo com a absorvancia que foi usada nos ensaios

de susceptibilidade em meio liquido. Deste modo, assegura-se que dentro de cada
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estirpe a sua concentracdo ao longo dos diferentes ensaios efectuados era sempre a

mesma.

O in6culo foi usado até 15 minutos apds a sua preparagdo, e efectuou-se uma
diluicio de 1:100 da suspensio em meio MHB, obtendo-se 1,5x106CFU/mL.

Homogeneiza-se bem a suspensao antes de adicionar aos tubos.

Preparacio do teste

Ap6s a determinacdo da MIC, prepararam-se varias concentragdes multiplas da
MIC, (a MIC, 2x MIC, 3x MIC e 4x MIC) cem vezes mais concentrados que a

concentracdo de trabalho.

Para tubos de Falcon de 50 mL adiciona-se 50 uL das respectivas concentra¢des

de extracto a analisar, 50 uL. de DMSO e 2,4 mL de meio MHB.

Efectua-se um branco, apenas com o meio MHB e a estirpe e outro com meio e

2% de DMSO.

Prepararam-se também concentracdes com o antibidtico usado comercialmente,
nomeadamente a ampicilina e a tetraciclina. Adicionado-se 50 pL das respectivas

concentracdes de antibidtico, para as estirpes em estudo e 2,45 mL de meio MHB.

No ensaio com o S. aureus, a concentracdo de Ampicilina final testada, foi de 2
pg/mL que corresponde a MIC segundo a norma MI100, enquanto que com a

Tetraciclina foram testadas 1 pg/mL e 2 pg/mL ( MIC e 2x MIC, respectivamente).

Com o B.cereus, a MIC com a ampicilina foi de 32 pug/mL, usando-se esta
concentracdo final. A MIC para a Tetracilina € de 0,03 pg/mL, logo as concentracdes

testadas foram 0,03 pg/mL e 0,06 pg/mL (MIC e 2x MIC).

A todos os tubos foram adicionados 2,5 mL da suspensdo de estirpe diluida em
MHB, de modo a perfazer 50 mL por tubo, com uma concentracdio de DMSO de 2%

nos extractos e no controlo do DMSO. Homegeneizam-se muito bem todos os tubos.
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Remove-se 180uL, de cada tubo para o eppendorf 0 e colocam-se os tubos a

incubar a 37°C.

Efectuam-se uma série de dilui¢des sucessivas 10" a 107 a partir da aliquota

anterior segundo o esquema:

e Numerar eppendorfs de 0 a 6;

¢ Adicionar 900 puL de solugdo salina (NaCl 0,85%) de 1 a 6;
e Remover uma aliquota de 100 pL e adicionar ao tubo 1;

e Pipetar 100 puL e adicionar ao tubo 2;

e Repetir os passos c e d;

¢ No final remover 100 uL do tubo 6;

e (Colocar 20 pL de cada uma das solugdes 10-1 a 10-7 em triplicado em placas de

agar;

¢ Incubam-se as placas a 37°C durante 24 horas e repetem-se 0s passos a) a g) as

2,4, 6, 8 e 24 horas.

No ensaio das O horas, retira-se do eppendorf O de cada tubo, que corresponde a
suspensao directa do tubo, retiram-se 20 uL e efectua-se o espalhamento numa placa de
PCA, com a ajuda de uma vareta em L, coloca-se a incubar a 37°C durante 24 horas e

efectua-se a contagem das coldnias.

Leitura das Placas

Ap6s 24 horas de incubagdo retiram-se as placas da estufa e contam-se as
col6nias na diluicdo em que o seu ndmero varia entre 5 e 50. por fim, traca-se um

gréafico com o log (CFU/mL) em funcdo do tempo em horas.
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2.2. Fraccionamento dos extractos

2.2.1. Reagentes

O hexano comercial foi obtido em JMGS Lda (Odivelas); o acetato de Etilo A.
R. na Fisher Scientific (UK); o metanol P.A.R. na Pancreac (Barcelona); o cloroférmio
A.R. da Lab-Scan (Dublin); o cloroférmio deuterado (H,0<0,01%) na SDS (France); o
etanol P.A.R. foi obtido na Riedel-de-Haén (Germany), o &cido fosfomolibdico
A.C.SR., e a silica gel foram obtidos na Sigma (Germany); a piridina, o anidrido
acético e as placas de silica gel foram obtidas na Merck (Germany); o hidréxido de
sédio e o acido cloridrico P.A.R. na Pronalab (Lisboa) e o hidreto de litio e aluminio foi

obtido na Merck, Schuchardt.

O hexano comercial, foi destilado antes de ser usado.

2.2.2. Equipamento

Espectros de RMN

Os espectros de RMN foram realizados em espectromeros Brucker AC 250 P
(250MHz -'H; 62,9MHz "°C) e Bruker ARX400, (400MHz 'H e 100.6 MHz "C). Os
desvios quimicos (d) s@o expressos em ppm, utilizando como referéncia o CHCI3
residual (7,26 ppm para o 'H e 77,0 ppm para o °C); as constantes de acoplamento (J)

sdo expressas em Hz. Como solvente utilizou-se o CDCls.

Espectroscopia de massa de alta resolucao

Os espectros de massa de alta resolucdo (HREIMS) foram realizados num VG

Autospec M a 70eV.
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2.2.3. Técnicas cromatograficas

Cromatografia em camada fina (c.c.f.)

Foi efectuada em placas de silica gel Merck G-60 F254 pré-preparadas em
suporte de aluminio (ref.015554.). As placas foram primeiro visualizadas por irradiacao
com luz ultravioleta de A=366 nm apds o que foram reveladas. A revelacdo consistiu na
pulveriza¢do das placas com uma solucdo de acido fosfomolibdico em etanol a 5%,

seguida de aquecimento na estufa a 120°C durante alguns minutos.

Cromatografia em coluna hiimida

Foi realizada em silica gel Merck G-60, 70-230 mesh (ref. 1.07734.). A razédo
entre a substdncia a cromatografar e o adsorvente foi normalmente de 1:100. As
cromatografias foram realizadas em colunas de vidro enchidas com a papa adsorvente
no eluente inicial (normalmente o hexano). As colunas foram eluidas com misturas de
solventes de polaridade crescente, controlando-se regularmente, por c.c.f., a composi¢cdo

das frac¢oes eluidas.

2.2.4. Reaccdes quimicas utilizadas

Reducao com LiAlH,4

Cerca de 150mg do composto maioritario foi dissolvido em 10 mL de éter seco e
frio. Foi adicionado lentamente a uma suspensao de LiAlH, (51 mg) em éter seco a 0°C.
A mistura foi agitada a temperatura ambiente e refluxada durante 3 horas. A mistura
reaccional foi hidrolisada por adicao de uma solucdo de 15% de NaOH (1,5mL) e dgua
fria (1,5mL). A fase organica foi separada, lavada com dgua até a neutralidade, seca em

sulfato de s6dio anidro durante duas horas e concentrada a vacuo.

45



Acetilacao

Aproximadamente 36 mg do dlcool sintetizado na cromatografia 16, foi
dissolvido em ImL de piridina e a esta solu¢do adicionaram-se 1 mL de anidrido
acético. A reaccdo decorreu a temperatura ambiente, durante duas horas. Uma vez
completa a reac¢do, adicionaram-se a mistura reaccional dgua e gelo moido para parar a
reaccdo e deixou-se repousar cerca de uma hora. Extraiu-se com éter (3x). O extracto
etéreo foi lavado sucessivamente com solugdes de HC1 2M (3x), NaOH a 10% (3x) e
com agua destilada, até pH neutro. Finalmente, foi seco em sulfato de sédio anidro

durante duas horas, filtrado e concentrado em vacuo.
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2.3. Actividade citotoxica

2.3.1. Reagentes

O meio RPMI-1640 foi obtido na Sigma (UK). O Soro fetal bovino (FBS) foi
adquirido na Biochrom A.G., a tripsina, a mistura de antibidticos e antimitético, o MTT,
o DMSO, o piruvato de sédio, a L-glutamina, o tampdo hepes, Na,HPO, e o
NaHPO,.H,0 foram obtidos na Sigma (Germany).

2.3.2. Assepsia

Todos os procedimentos relacionados com a preparacdo de meios de cultura e
outras solugdes utilizadas na manutencdo das culturas celulares foram efectuadas em
assepsia, nomeadamente em camaras de fluxo laminar, de forma a prevenir a
contaminac¢do bacteriana e/ou micoldgica. As camaras utilizadas possuem um fluxo de
ar laminado vertical, que para além de assepsia confere uma maior protec¢ao para o
utilizador. A camara foi sistematicamente desinfectada antes e depois de cada utilizacao
com solucdo de etanol a 70% e com fungicida, para além da luz ultravioleta entre de

cada utilizacao.

O material de laboratério utilizado nas culturas celulares foi adquirido
comercialmente estéril, ou entdo esterilizado no préprio laboratério por calor seco
(estufa) ou calor himido (autoclave). Quanto aos reagentes utilizados, uns foram
autoclavados dentro dos seus préprios frascos (dgua desionizada estéril,) outros foram
adquiridos estéreis, preparando-se na sua maioria aliquotas mais pequenas em material
estéril, de modo a usar s6 a quantidade necessdria de cada vez (tripsina, controlos
positivos). Por fim, usou-se uma mistura de antibidtico e antifingico de largo espectro
(penicilina e antimicina) que conferiram uma importante proteccao contra possiveis

contaminacoes.
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2.3.3. Material bioldgico

Foram utilizadas neste trabalho culturas primdrias de fibroblastos da pele
humana de individuos voluntdrios sauddveis. Os fibroblastos foram recolhidos através
de biopsias efectuadas no Centro Hospitalar Cova da Beira. Efectuaram-se culturas

primadrias e conservaram-se em criopreservacao em azoto liquido, apds a 3* passagem.

Meio de cultura para os fibloblastos

O meio de cultura usado para os fibroblastos foi o RPMI suplementado com soro
fetal bovino, tampao hepes, glutamina, piruvato e antibidtico. O meio foi filtrado e
armazenado a 4°C num frasco devidamente identificado. Este procedimento foi

efectuado na camara de fluxo laminar.

Manuseamento dos fibroblastos e preparaciao para a técnica do MTT

Utilizacao da cultura celular

Para iniciar a cultura celular, procedeu-se ao rdapido descongelamento de um
criotubo que estava armazenado em azoto liquido contendo uma suspensdo de
fibroblastos em meio RPMI e DMSO, foi descongelado rapidamente, transferindo-se o
seu conteudo para frascos de cultura. Os frascos foram incubados a 37°C numa estufa

com 5% CO,.

Controlou-se o seu crescimento através da observacdo num microscopio de
inversdo, trocando-se o meio de 48 em 48 horas, de modo a manter o meio com 0s

nutrientes necessarios ao crescimento celular.

Quando se verificou que as células estavam em confluéncia, foram tripsinizadas.
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Tripsiniza¢io de culturas primarias de fibroblastos

Os fibroblastos crescem em monocamadas aderentes a um suporte sélido
(superficie do frasco de cultura). Deve-se garantir que todas as células tenham um
espaco ideal para aderirem ao suporte sélido, assim como que todas as células tém
acesso ao meio envolvente para que tenham 0 maximo acesso aos nutrientes € co-
factores existentes no meio envolvente, evitando a inibi¢do do crescimento celular e a
formacdo de aglomerados que levam ao estabelecimento de uma situa¢do de andxia para
as células mais internas, e para tal, as células foram tripsinizadas e colocadas num novo

frasco em menor ndmero.

Este procedimento foi efectuado sempre que se verificou em microscopia de
inversdo que as células se encontravam confluentes, retirando-se o meio de cultura com
os frascos invertidos, de modo a evitar o contacto da pipeta com as células. Adicionou-
se tripsina, controlando-se a desagregacdo das células ao suporte sélido no microscopio
de inversdo. Nao se deve deixar actuar a tripsina durante muito tempo, de modo a evitar
o dano a irreversivel das células. A ac¢do da tripsina foi bloqueada adicionando-se meio
de cultura ao frasco e homogeneizou-se. A suspensdo celular foi transferida para um
tubo e centrifugada, desprezando-se o sobrenadante. O pellet foi transferido para novos

frascos de cultura com meio e incubados a 37°C na estufa com 5% CO..

Sempre que necessdrio as células em excesso foram congeladas em azoto liquido
em criotubos com meio RPMI e DMSO. Efectuou-se o congelamento lento e o

descongelamento répido para evitar que ocorra lise celular pelos cristais de gelo.

Protocolo do ensaio do MTT em fibroblastos

Efectuaram-se dois ensaios do MTT, variando alguns aspectos tais como o
nimero de células, os tamanhos dos pocos em quem se efectuaram as experiencias € 0s

tempos de incubacado.

Na primeira experiencia apds tripsinizac¢do, contaram-se as células pelo método do

azul tripan numa cimara de Neubauer, colocando 1x10* células por poco, em placas
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com 48 pocos. As células foram incubadas a 37°C na estufa com 5% CO,, até atingirem

a fase de crescimento exponencial (Takadhima, 1998).

Quando as células estdo no crescimento exponencial, di-se inicio ao seguinte

procedimento que também estd esquematizado na figura 8:

¢ adicionou-se 0 composto na concentragdo a estudar por pogo, efectuando-se
triplicados por placa. Em cada placa efectuou-se um controlo negativo,
apenas com células e meio e um controlo com DMSO (solvente usado nos

quimicos, no volume maximo correspondente aos quimicos adicionados);

e incubaram-se durante 48 horas em estufa com 5% COy;

e apds 48 horas retirou-se 0 meio com o extracto em estudo e adicionou-se

500uL de meio novo por poco;

® incubaram-se as placas 24 horas em estufa com 5% CO»;

e apds 24 horas retiraram-se 200 uLL de meio de cada poco (ficaram 300 pL

de meio/pogo);

e adicionaram-se 50 uL de MTT dissolvido em meio (5 pg/mL) a cada pogo;

® incubaram-se as placas na estufa protegidas da luz com papel de aluminio,

durante 3 horas;

e apds a incubagdo, retirou-se o MTT, e adicionaram-se 200 uL. de DMSO a

cada poco;

® juntou-se 25 puL de glicina por pogo;

e retirou-se 200 uL de suspensdo de cada poco para microplacas de 98 pogos
e efectuaram-se as leituras das absorvancias a 570nm num leitor de

microplacas;

e quando as absorvancias registadas foram superiores a 2, efectuaram-se

diluigdes com DMSO.
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Oh 48h 72h

Adic¢do do extracto Retirar extracto e MTT
Inicio substituir com fim
meio

Iustracao 8 - Esquema representativo do procedimento do 1° ensaio do MTT.

Na segunda experi€éncia aumentou-se o nimero de células apds tripsinizacdo, de
modo a aumentar a sensibilidade. Contaram-se as células pelo método do azul tripan
numa cimara de Neubauer, colocando 5,3x10* células por pogo, em placas com 24
pocos. As células foram incubadas a 37°C na estufa com 5% CO,, até atingirem a fase

de crescimento exponencial (Caria, 1997; Oliveira, 2003).

Quando as células estdo no crescimento exponencial, dd-se inicio ao seguinte

procedimento:

e adicionou-se o extracto na concentragdo a estudar por poco, efectuando-se
triplicados por placa. Em cada placa efectuou-se um controlo negativo,
apenas com células e meio e um controlo com DMSO (solvente usado nos

quimicos, no volume maximo correspondente aos quimicos adicionados);
¢ incubaram-se 72 horas em estufa com 5% COy;

e apds 72 horas retirou-se 0 meio com o extracto em estudo e adicionou-se

500uL de meio novo por poco;
® incubaram-se as placas 48 horas em estufa com 5% CO»;

e de seguida efectuou-se o método do MTT anteriormente descrito.
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Para além do nimero de células, aumentou-se também o tempo de incubacdo,
uma vez que o “turnover” dos fibroblastos € de cerca de 36 horas para ter a certeza que
as células se dividiram na preseng¢a dos compostos, aumentou-se ainda o tempo de

recuperacao das células, tal como indica a figura 9.

Oh 72h 120h

Retirar MTT
quimico fim

Adicdo do quimico
Inicio

Iustracio 9 - Esquema representativo do procedimento do 2° ensaio do MTT.
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2.4. Actividade genotoxica

2.4.1. Reagentes

O meio Ham’s F10 e o meio RPMI-1640 foram obtidos na Sigma (UK). O Soro
fetal bovino, o soro “new born”, a tripsina, a ciclofosfamida (CP), a citocalasina B, a
Glucose-6-Fosfato, a mitomicina C (MMC), o cloreto de potassio (KCI) e a mistura de
antibidticos (estreptomicina e ampicilina) foram obtidos na Sigma (Germany). As
ampolas de bicarbonato de sédio na Braun (Queluz de Baixo). O Entellan, o Giemsa, o
Na,HPO,.2H,0, o NaHPO,4.H;0, o cloreto de magnésio (MgCl,), o vermelho de fenol e

o Metanol foram obtidos na Merck (Germany). O S9 em www.moltox.com; o NADP+

na Sigma (Seinheim).

2.4.2. Assepsia

As condi¢Oes de assepsia foram as iguais as que estdo indicadas no ponto 2.3.2.

2.4.3. Material biolégico

Foram utilizadas neste trabalho uma linha comercial selvagem de (“wild type”)
de hamster chinés (Cricetulus griseus) correspondente a fibroblastos de pulmao,

designada por linha celular V79.

Estas células possuem algumas caracteristicas importantes, tais como o facto de
possuirem um cariétipo com um pequeno nimero de cromossomas (0 mais frequente
sdo 22, podendo variar) e um ciclo celular relativamente curto com cerca de 12-16
horas. Nao necessitam de estimulagdo mit6génica o que também € vantajoso para

estudos citogenéticos.
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2.4.4. Meio de cultura para as células V79

O meio de cultura usado para células V79 foi o Ham’s F-10 (Sigma)
suplementado com 10% se soro new born e 1% de mistura de antibi6ticos
(estreptomicina e penicilina), foi divido em frascos de vidro previamente autoclavados.
Este procedimento foi efectuado na cimara de fluxo laminar e os frascos foram

identificados e armazenados a -18°C.

2.4.5. Manuseamento de células V79 para preparagdo do teste do
micronucleo

Soluc¢oes usadas na manutencio celular

Solucdo de verseno

Utilizou-se para manuten¢do das culturas celulares, sendo utilizada para lavagem
das células e dilui¢@o da tripsina.

A solucdo foi preparada em H,Odd e a sua constituicdo por litro € a seguinte:

NaCl (8g), KCl (0,4g), EDTA (verseno, 0,2g) e vermelho de fenol (0,02g). a
solucdo foi autoclavada, distribuida em tubos de 9 mL e armazenada a -18°C.

Antes da sua utilizacd@o nas culturas celulares, o verseno foi alcalinizado, com
solucdo de hidrogenocarbonato de sédio 8,4% (v/v), até viragem do indicador vermelho

de fenol, a qual ocorre a valores de pH da ordem dos 8,2.

Inicio da manutencio da cultura

Para iniciar a cultura celular, procedeu-se ao rapido descongelamento de um
criotubo que estava armazenado a -80°C contendo uma suspensdo de células V79 em
meio Ham’s F-10 suplementado com 20% soro fetal bovino e 10% DMSO do seguinte

modo:

¢ (Colocou-se o criotubo num gobelé com dgua em banho-maria a 37°C;
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e Adicionou-se o conteido do criotubo a um tubo de cultura contendo 8mL de

meio de cultura Ham’s F-10;

e (Centrifugou-se a 1500rpm durante 5 minutos;

e Desprezou-se o sobrenadante, mantendo o suficiente para resuspender o pellet;

¢ Distribuiu-se o pellet por frascos de cultura contendo meio Ham’s F-10;

e Borbulhou-se com CO,, os frascos para manter o pH constante;

e Incubaram-se os frascos na estufa a 37°C;

e Para evitar o efeito nocivo do DMSO (solvente organico utilizado no
congelamento das células) mudou-se o meio dos frascos passadas 24 horas da

incubacao;

e Manteve-se a cultura na estufa durante o tempo necessdrio para as células
atingirem a confluéncia numa monocamada aderentes a superficie do frasco de

cultura, sendo entdo tripsinizadas.

Tripsinizaciao das células V79

Assim como os fibroblastos ou outras linhas celulares epiteliais em cultura, as
células V79 crescem numa monocamada aderentes a um suporte sélido (superficie do
frasco de cultura). Deve-se garantir que todas as células tenham um espaco ideal para
aderirem ao suporte sélido, assim como que todas as células t&ém acesso ao meio
envolvente para que tenham o maximo acesso aos nutrientes e co-factores existentes no
meio envolvente, evitando a inibicdo do crescimento celular e a formacgdo de
aglomerados que levam ao estabelecimento de uma situacdo de andxia para as células
mais internas, tripsinizando-se e colocando-se as células em frascos novos, mas em

menor nimero.

Este procedimento foi efectuado sempre que se verificou em microscopia de
inversdo que as células se encontravam confluentes. A tripsiniza¢do foi realizada do

seguinte modo:
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e Retirou-se 0 meio de cultura com o frasco invertido, para evitar o contacto da

pipeta com as células;

® Procedeu-se a lavagem das células com verseno (2mL para frascos pequenos,
4mL para frascos médios e 8 mL para frascos grandes) previamente alcalinizado

com bicarbonato de sédio (1 ou 2 gotas);

e Agitou-se o frasco e retirou-se a solucdo de verseno, novamente com o frasco

invertido para evitar o contacto da pipeta com as células;

¢ Adicionou-se uma solugdo de tripsina diluida 1:10 em verseno com umas gotas
de bicarbonato de sédio (2mL para frascos pequenos, 2,5 mL para frascos

médios e 4 mL para frascos grandes);

e Deixou-se actuar a tripsina até se observar a desagregacdo das células (no
microscopio de inversdo ou a olho nu). Evitar o contacto excessivo da tripsina

com as células, de modo a que ndo danifique irremediavelmente as células;

¢ Adicionou-se o triplo do volume de meio de cultura e homogeneizou-se para

parar a reac¢do;

e Transferiu-se a suspensdo para tubos estéreis e centrifugou-se durante Sminutos

a 1500 rpm;

e Retirou-se o sobrenadante e adicionou-se ao pellet meio de cultura fresco;

e Resuspendeu-se o pellet e distribuiu-se a suspensao por frascos de cultura com

meio fresco;

e Borbulhou-se com CO; e incubou-se na estufa a 37°C.

Sempre que necessdrio as células em excesso, foram congeladas a -80°C em
criotubos com meio Ham’s F-10 suplementado com 10%DMSO e 20% de soro fetal
bovino, perfazendo um volume total de 1mL. O criotubo foi colocado cerca de uma hora
a -20°C e s6 depois a -80°C. Efectua-se o congelamento lento e o descongelamento

rapido para evitar que ocorra lise celular pelos cristais de gelo.
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Protocolo do ensaio do microniicleo em células V79 sem activacio metabolica

Ap6s a tripsinizagdo, seguiu-se o seguinte protocolo, que estd esquematizado na figura

10:

1. colocaram-se 60 uL de suspensdo celular (aproximadamente 7,65x10° células) em

frascos pequenos com 5 mL de meio de cultura completo;
2. borbulhou-se com CO, e incubou-se 24 horas numa estufa a 37°C;

3. apds 24 horas adicionou-se o quimico na concentracao a estudar ao frasco. Por cada
experiéncia efectuou-se um controlo negativo com DMSO (solvente usado nos
quimicos, no volume méximo correspondente aos quimicos adicionados) e um

controlo positivo Mitomicina C a uma concentragdo 12,5uL/frasco;
4. homogeneizaram-se com cuidado os frascos;
5. borbulharam-se com CO; e incubaram-se 24 horas;
6. apds 24 horas retirou-se o meio dos frascos;

7. adicionaram-se SmL de Meio Ham’s F-10 suplementado com 1% de mistura de
antibidticos (estreptomicina e penicilina) e homogeneizou-se muito bem o frasco,

de modo a lavar as células;
8. retirou-se 0 meio;

9. colocaram-se 5 mL de meio completo em cada frasco e adicionou-se citocalasina B

numa concentragdo de 4,5 uL/mL;
10. Borbulhou-se CO; nos frascos e incubou-se 16 horas numa estufa a 37°C;

11. Ap6s as 16 horas de incubagdo, lavaram-se as células com verseno, tripsinizaram-

se e centrifugaram-se as suspensoes celulares durante 5 min a 1500 rpm;

12. Rejeitou-se o sobrenadante, homogeneizou-se o pellet com a ajuda do vortex;
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Adicionar 5 mL de meio RPMI diluido 4:1 em H,Odd e suplementado com 2%

soro fetal bovino e centrifugar os tubos novamente a 1500 rpm 5 minutos;

Rejeitou-se o sobrenadante e adicionaram-se novamente 5 mL do meio usado no

passo anterior com vortex, aguardaram-se 7 minutos e centrifugou-se (5 min a 1500

rpm);

Rejeitou-se o sobrenadante e adicionou-se 5 mL de meio RPMI diluido 1:4 em
H,0dd e suplementado com 2% soro fetal bovino com vértex para provocar o

choque osmdtico, aguardar 5 minutos e centrifugar 5 minutos a 1500rpm:;
Retirar o sobrenadante deixando o suficiente para resuspender o pellet;

Aplicar a suspensdo celular em laminas secas e fazer o esfregaco com a ajuda de

outra lamina;
Deixar secar as ldminas;

Quando as laminas estiverem secas colocam-se em tinas com metanol frio

(colocado previamente a -20°C) durante 30 minutos;

Retirar as laminas do frio e deixa-las a secar para o dia seguinte. Proteger para nao

apanhar po;
Corar as laminas com giemsa 4% em tampao fosfato pH6,8 durante 8 min;

Deixar as laminas durante 8 min em dgua e deixar secar para o dia seguinte

(proteger do po);
Colar as lamelas nas laminas identificadas, com cola entellan.

Efectuou-se a contagem de MN em microscopio 6ptico de fundo claro (Nikon).

Oh 24h 48h 64 h
Inicio Adicdodo Adicdo de STOP
genotoxico cito-B

Iustracao 10 - Esquema da cultura de células V79 sem activagdo metabdlica.
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Protocolo do ensaio do micronicleo em células V79 com activacio metabolica

Ap6s a tripsinizacdo, seguiu-se o seguinte protocolo esquematizado na figural 1:

1. colocaram-se 60 pL de suspensdo celular (aproximadamente 7,65x10° células)

em frascos pequenos com 5 mL de meio de cultura completo;
2. borbulhou-se o0 CO, nos frascos e incubou-se 24 horas numa estufa a 37°C;
3. apds 24 horas retirou-se o meio e colocou-se 4,5 mL de meio fresco;
4. adicionou-se 500 pL de S9 mix em cada frasco;

5. adicionou-se 0 composto na concentracdo a estudar ao frasco. Por cada
experiéncia efectuou-se um controlo negativo com DMSO (solvente usado nos
quimicos, no volume maximo correspondente aos quimicos adicionados) e um

controlo positivo ciclofosfamida a uma concentracdo 10 uL/frasco;
6. homogeneizaram-se com cuidado os frascos e incubaram-se 3 horas;
7. apOs 3 horas retirou-se o meio dos frascos;
8. lavaram-se os frascos com 2 mL de meio e retirou-se;

9. adicionaram-se 5 mL de Meio Ham’s F-10 suplementado com 1% de mistura de

antibidticos (estreptomicina e penicilina)

10. borbulhou-se o CO; nos frascos e incubou-se até fazer 24 horas apds a adi¢ao do

quimico;
11. ap6s 24 horas adicionou-se citocalasina B numa concentragdo de 4,5 pL/mL;
12. borbulhou-se com CO; e incubou-se 16 horas numa estufa a 37°C;

13. procedeu-se a técnica como descrito anteriormente dos passos 11 ao 24.
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Oh 24h 27h 48h
Inicio Adicdodo Lavagem Adicdode
genotdoxico  doS9 cito-B

5TOP

Iustracao 11 - Esquema da cultura de células V79 com activagdo metabdlica.

Preparacao do S9 mix:

A preparacio da mistura S9 foi efectuada sempre em gelo para evitar a

inactivacdo das enzimas microssomais. A sua composicao encontra-se na tabela 3, para

um volume total de 10 mL:

Tabela 3 - Preparacdo da S9-mix.

S9 mix [stock] M [final] (mM) Vaa (uL)/10mL solugdo
MgCl, 0,4 8 200 (2%(v/v))

KCl 1,65 33 200 (2%(v/v))

G-6-P 1 5 50

NADP+ 0,1 4 400
Na,HPO4/NaHPO4 | 0,2 100 5000 (50%(v/v))

(pH 7,4)

S9 (extracto) - 10%(v/v) 1000(10%(v/v))
H,0Odd - - 3150(aferir)
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2.4.6. Identificacao e contagem dos micronucleos em células
binucleadas

Para cada protocolo experimental contaram-se 1000 células em microscopio

optico, registando simultaneamente o nimero de células mononucleadas (MonoN),

binucleadas (BN), trinucleadas (TN) e polinucleadas (PoliN). Sao analisadas ainda 1000

células binucleadas, registando as células que possuem um micronicleo (Mnl), dois

microntdcleos (Mn2), e trés ou mais microntcleos (Mn3).

Os requisitos para a selec¢do de células binucleadas foram estabelecidos de

acordo com os critérios descritos por Fenech (Fenech, 2000):

Quanto a definicdo das caracteristicas das células binucleadas:

As células deverdo ter dois nucleos de dimensdes, tipo e coloragdo

aproximadamente iguais;

Os nicleos apresentam membranas nucleares intactas, e devem estar presentes

dentro da mesma membrana citoplasmatica, encontrando-se esta também intacta;

Os dois nucleos podem estar ligados por uma estreita ponte citoplasmatica;

Os dois nucleos podem sobrepor-se ligeiramente ou tocarem-se nos extremos.

Quanto a definicdo das caracteristicas dos micronucleos:

Deverdo apresentar diametro entre 1/16 e 1/3 do didametro do nicleo principal e

possuir uma morfologia semelhante ao nicleo principal;

Nao deverdo ser refricteis, distinguindo-se perfeitamente de quaisquer

artefactos, como por exemplos provenientes do processo de coloracao;
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e Naio devem estar ligados ao nucleo principal por pontes nucleoplasmaéticas;
® Por vezes podem encontrar-se a sobrepor os limites do nucleo principal;

e Podem existir varios micronucleos e de diferentes tamanhos na mesma célula

BN.

2.4.7. Indices MN/BN e %MNBN

Apo6s a identificacdo e contagem dos MN, os resultados foram expressos de
acordo com os indices MN/BN e %MNBN. O indice MN/BN representa o nimero
médio de microntcleos por célula binucleada e resulta do quociente entre o nimero
total de microntcleos contados com o nimero total de células binucleadas contadas, que

para todos os ensaios foi de 1000.
MN/BN=(Mn1+2Mn2+3Mn3)/BN

Indice %MNBN representa a frequéncia em percentagem de células binucleadas
contendo micronucleo, independentemente do nimero de micronidcleos que a célula

possua.
%0 MN/BN=(MnTotal/BN)*100

Mn1-Mn3 representa as células binucleadas com 1-3 ou mais microntcleos,
MnTotal € o total de células com micronicleos independentemente da quantidade destes

e BN representa o niimero total de células binucleadas vidveis contadas, ou seja 1000.
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2.4.8. Avaliagdo da proliferacao celular

Foram calculados trés indices diferentes para avaliar a proliferacdo celular

decorrente da exposicao das células V79 aos compostos isolados:

%BN - indice correspondente a % de células que se dividiram apenas uma vez -
binucleadas. Indice de proliferacdo cldssico associado ao ensaio do microntcleo

(Fenech, 2000):

% BN=M2/N*100

NDI - indice de divisdo nuclear (“Nuclear Dividion Index”). Proposto por Eastmond e

Tucker em 1989:

NDI=(M1+2M2+3M3+4M4)/N

CBPI - indice de proliferacao de células com a citocinese bloqueada (‘“Cytokinesis-

Blocked Proliferating Index”). Proposto por Surralés et al. 1995:

CBPI=[M1+2M2+3(M3+M4)]/N

M1-M4 representam as células com 1-4 niucleos respectivamente ¢ N € o nimero total

de células viaveis contadas, 1000.
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Capitulo III - Resultados e Discussao



3.1. Actividade antifiingica

A actividade antifiingica foi avaliada qualitativamente por difusdo em disco,

para trés estirpes de referéncia de leveduras, usando discos impregnados com 20

mg/disco dos extractos de hexano 1 (Hx1), hexano 2 (Hx 2), diclorometano (CH,Cl,) e

acetato de etilo (AcOEt). Como controlo negativo usou-se o solvente utilizado para

resuspender os extractos, o dimetilsulféxido (DMSO) sendo o disco impregnado com 20

puL. O controlo positivo foi efectuado com o antifingico comercial, Anfotericina B, com

uma concentragcdo de 25 pg/disco. Os halos de inibi¢do foram medidos e registados na

tabela 4. Os resultados correspondem a média dos 3 ensaios.

Tabela 4 - Valores obtidos para os testes de difusdo em disco para as estirpes de leveduras em

estudo.
Diametro da zona de inibi¢do de crescimento (mm) a)
Estirpes .
20 mg/disco (solucdo 1 g/mL) Anfotericina B
Hx 1 Hx 2 CH,Cl, AcOEt (25 pg/disco)
Leveduras
Candida albicans
NI NI NI NI 24,5+0,71
ATCC 90028
Candida albicans
NI NI NI NI 24,5+0,71
ATCC 24433
Candida tropicalis
NI NI NI NI 24+0
ATCC 750

NI — Nao se registou inibi¢ao

Dos extractos estudados, nenhum apresentou inibicdo perante as diferentes

estirpes de leveduras testadas, sendo assim ndo se prosseguiu o estudo antifingico

para estes extractos.
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3.2. Actividade antibacteriana

Para avaliar qualitativamente a actividade antibacteriana dos extractos de
Eragrostis viscosa, efectuou-se os testes de difusdo em disco. Para as estirpes que se
verificou inibi¢cdo, efectuaram-se os ensaios de microdiluicdo para determinagdo da
concentracdo minima inibitéria (MIC) e a concentracdo minima letal (MLC). Para as
estirpes em que foi possivel determinar a MIC, foram realizadas curvas de crescimento,
com o objectivo de se determinar o mecanismo de accdo provdvel dos extractos, se
possuem actividade bactericida (matam as bactérias) ou bacteriostatica (inibem o

crescimento bacteriano, voltando a haver crescimento, apds remo¢ao do composto).

3.2.1. Ensaio de susceptibilidade por difusao em disco

O ensaio de difusdo em disco € um método para quantificar a capacidade dos
antibidticos para inibir o crescimento bacteriano, cuja interpretacdo dos resultados €
baseada na hipdtese que os antibidticos apresentam uma difusao livre em meio nutritivo
sOlido. A reprodutibilidade e a precisdo deste método € influenciada por muitos factores,
como a espessura do gel, a uniformidade do agar, o espalhamento do in6culo. Quando
estes factores sdo controlados ao longo do ensaio, a andlise dos resultados depende de
modelos tedricos, como o pressuposto que o agente antimicrobiano se difunde

livremente e o factor limitante € o seu arrastamento viscoso (Bonev et al., 2008).

Em muitos casos, esta suposicdo estd incorrecta, o que leva a desvios
significativos do comportamento previsivel a partir da experiéncia e da avaliacdo da
susceptibilidade bacteriana aos antibiéticos. A difusdo do antibidtico nos discos de agar
leva a inibicdo do crescimento bacteriano na proximidade do disco e a formacdo de
halos sem crescimento bacteriano, sendo ao diametro dos halos proporcional a
concentracdo e ao tempo de difusdo do antibidtico. Outro factor que pode ainda
influenciar a difusdo do antibidtico € a sua natureza mais hidrofébica ou alifética, o que

deveria acontecer com o0s extractos testados, principalmente os de hexano e de
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diclorometano, que nos ensaios de difusdo em disco apresentavam formacao de duas

fases (Bonev et al., 2008).

Na realizacdo dos testes de difusdo em disco foram usados discos com 6mm de
diametro impregnados com 20mg/disco dos extractos em estudo. O controlo negativo é
o solvente usado, DMSO sendo o disco impregnado com 20 puL. Como controlos
positivos usaram-se os antibidticos comerciais, a Ampicilina e a Carbenicilina, com
concentracdes de 10 pg/disco e 100 pg/disco respectivamente. De seguida, mediu-se o
didmetro de inibicdo, considerando-se inibicdo halos superiores a 6mm (que
corresponde ao didmetro do disco). Verificou-se que o DMSO (controlo negativo) nao
inibiu nenhuma estirpe. Os resultados relativos ao ensaio de susceptibilidade por
difusdo em disco para as estirpes bacterianas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e Klebsiella pneumoniae) estdo

apresentados na tabela 5. Os resultados correspondem a média dos 3 ensaios.
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Tabela S - Valores obtidos para os testes de difusdo em disco para as estirpes bacterianas em

estudo.
Diametro da zona de inibi¢ao de crescimento (mm) a)
) 20 mg/disco ( solucao 1 g/mL) Ampicilina | Carbenicilina
Estirpes
(10 (100
Hx 1 Hx 2 CH,Cl, AcOEt ue/disco) ug/disco)
Bactérias gram-positivas
Bacillus cereus
ATCC 11771 13,33£2,516 | 11,33+0,33 | 10,33+0,33 9+0 131 14+0
Staphylococcus
aureus 18,5£2,23 | 11,67%1,155 10£1 8+1 31,50, 577 36,3+1,15
ATCC 25923
Enterococcus
faecalis 18+0 14,67%1,15 10£1 9+0 25,75+2,08 25,330
ATCC 29212
Staphylococcus
aureus 10,67£3,79 | 8,67x1,15 | 7,67£0,58 | 7,67+0,58 NI 10,67+0,58
MRSA 10/08
Staphylococcus
aureus 11,67+£2,08 | 8,33+0,58 | 8,67£2,08 | 9,33+2,08 NI 10,67£1,15
MRSA 12/08
Bactérias gram-negativas
Escherichia
coli NI NI NI NI 13,67+0,577 230
ATCC 25922
Pseudomonas
aeruginosa NI NI NI 7,67+0,58 NI 14+0
ATCC 27853
Salmonella
typhimurium NI NI NI NI 22,67+0,577 26+0
ATCC 13311
Klebsiella
pneumoniae 70 70 70 70 70 NI
ATCC 13833

NI — Nio se registou inibigao.

Apés a andlise dos resultados verificou-se que os extractos inibem as bactérias

gram-positivas

(Bacillus cereus,

Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina,), ndo apresentando actividade para as

gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium e

Klebsiella pneumoniae).
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Como se verifica inibi¢do apenas na bactérias gram-positivas, que apresentam uma
elevada percentagem de peptidoglicano na constituicdo da sua parede, pode-se colocar a
hipdtese do extracto ndo conseguir penetrar dentro das bactérias gram-negativas, ja que
estas possuem uma membrana externa e uma parede celular com uma maior

complexidade que as bactérias gram-positivas. Outra hipétese é o facto do extracto

poder actuar ao nivel da parede celular, interferindo na sintese de peptidoglicano.

Tabela 6 - Concentragdes padrao e respectivos halos de inibi¢ao padrio para o teste de difusdo

em disco (mm).

Agente Contetido do | E. coli S.aureus P.aeruginosa
Antimicrobiano

Disco ATCC® 25922a | ATCC® 25923 | ATCC® 27853
Ampicilina 10 pg 16-22 27-35 -
Carbenicilina 100 ng 23-29 - 18-24
Tetraciclina 30 ug 18-25 24-30 -

O valor do halo de inibicdo no controlo positivo obtido para a Pseudomonas
aeruginosa estd um pouco abaixo do intervalo de referéncia indicado na norma NCCLS
M2-A8 (Tabela 6). Para as restantes estirpes, pelo menos um dos controlos estd dentro

do intervalo de referéncia.

Comparando o didmetro dos halos de inibi¢do dos vérios extractos com os
antibidticos comerciais, pode-se observar que para o Bacillus cereus e para as estirpes
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA 12/08 e MRSA 10/08) o
extracto de hexano 1 apresenta um halo de inibi¢do superior aos controlos positivos,
verificando-se o contrdario para as restantes estirpes. O extracto de hexano 1 € o que
apresenta uma maior inibi¢do para todas as estirpes em andlise excepto a Pseudomonas
aeruginosa que apenas € inibida com o extracto de acetato de etilo, como se pode

observar através da ilustragdo 12.
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Hustracao 12 - Comparacio dos diametros dos halos de inibi¢do dos extractos e dos
antibidticos comerciais para todas as estripes bacterianas estudadas.

3.2.2. Microdiluicdo

Solubilidade dos extractos

Um dos principais problemas nos ensaios de susceptibilidade aos antibidticos em

meio liquido foi a solubilizag¢do dos extractos em estudo.

Para tentar encontrar o intervalo de concentracdes a testar no ensaio de
microdiluicdo, efectuaram-se diferentes tentativas de solubilizacdo dos extractos em
dgua, variando, desde a percentagem de DMSO e concentragdes de extracto, as

temperaturas e modos de agitacao.

Como a solu¢do que apresentou melhor solubilizacdo foi a de 2,5 mg/mL de
extracto com 4%DMSO, esta foi a seleccionada, no entanto, quando preparada com
meio MHB, e passado 24 horas, tanto a temperatura ambiente como na estufa a 37°C, as

solugdes dos diferentes extractos precipitaram.
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Controlou-se o pH, a temperatura, a agitacdo, e varios meios e tampdes com
diferentes pH, de modo a seleccionar o que apresenta melhor solubilidade. O extracto de
Acetato de Etilo foi o que apresentou menor solubilidade. Com &4gua, nenhum dos
extractos precipitou, o que pode indicar que algum componente presente nos extractos
deve reagir com os sais dos meios ou dos tampdes, sendo assim, usou-se 0 meio que

menos precipita, o MHB.

O intervalo de concentracdes de extracto estudado foi de 1,25 mg/mL a 9,76 pg/mL,
com 2% de DMSO na concentragao mais elevada. Esta foi a concentragdo escolhida,
uma vez que é a concentracdo mais elevada que se consegue dissolver com uma
percentagem maxima de 2% de DMSO. Esta percentagem foi testada, ndo apresentando
inibi¢do, em relagdo ao controlo positivo, para confirmar efectuaram-se as leituras das
absorvéncias das microplacas e compararam-se os resultados obtidos no controlo

positivo e no controlo do DMSO, para cada estirpe.

Para as estirpes gram-positivas que apresentaram susceptibilidade para os extractos
estudados, efectuou-se o teste de microdiluicdo em caldo, para se tentar determinar a
concentracdo minima inibitéria (MIC). As concentra¢cdes minimas inibitérias obtidas

para os extractos em estudo sdo apresentadas na tabela 7.

Tabela 7 - Concentracdes minimas inibitdrias dos extractos para as estirpes gram-positivas
obtidas no teste de microdiluicao.

Concentragdo minima inibitéria (MIC)

Estirpes Hx 1 Hx 2 CH,Cl, AcOEt Amp Tetra
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)
B:;’él?]‘}e;;;‘s 0,079+0 | 0,105£0,04 | 0,079+0 a) 1,8404 | 80
Staphylococcus
aureus 0,03125+0 | 0,469+0,167 | 0,391%0,145 a) 0,4+0,1 | 0,6+0,3
ATCC 25923
Enterococcus
faecalis a) a) a) a) 1,5+0,5 8+0
ATCC 29212

a) ndo se conseguiu fazer uma identificagdo visual do MIC, devido ao precipitado,

de qualquer modo repicou-se o 1° pogo com a concentracdo de 1,25mg/mL.
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O extracto de hexano 1 (Hx 1) foi o que apresentou uma MIC mais baixa para todas
as estirpes analisadas. O extracto de AcOEt, precipitou o que impossibilitou a
determina¢cdo da MIC, no entanto repicou-se para placas de PCA, para determinar se
ocorreu ou ndo inibi¢do de crescimento. O mesmo se efectuou para todos os extractos
testados na estirpe Enterococcus faecalis, pois esta estirpe quando cresce apresenta uma
turvacdo muito ténue e com o precipitado dos extractos era impossivel verificar se

ocorreu inibi¢do ou crescimento na presenga de extracto.

As MIC registadas para o S. aureus com os controlos positivos estdo dentro dos
intervalos de referéncia indicados na norma NCCLS M100-S15, 0,5-2 pg/mL para a
Ampicilina (Amp) e 0,2-1 ug/mL para a Tetraciclina (Tetra).

Apos as leituras das microplacas, os pogos onde nao se verificou crescimento
foram repicados para placas de PCA, de modo a verificar se existiam concentragdes

minimas letais (MLC).

N

Ap6s incubacdo de 24 horas, procedeu-se a contagem das colonias,
considerando-se uma concentracdo minima letal quando o ndmero de coldnias
corresponde a uma reducao de mil vezes comparando a contagem do indculo inicial. Na

tabela 8 estdo apresentados os resultados.

Tabela 8 - Concentragdes minimas letais dos extractos obtidas para as estirpes gram-positivas
no ensaio de microdiluicao.

Concentragdo minima letal (MLC) (mg/mL)

Estirpes Hx 1 Hx 2 CH,(Cl, AcOEt
Bacillus cereus
0,105£0,04 | 0,208+0,081 | 0,156+0,085 NI
ATCC 11771
Staphylococcus aureus
b) b) b) NI
ATCC 25923
Enterococcus faecalis
NI NI NI NI
ATCC 29212

NI- ndo se observou inibi¢ao.
b) nos pocos com a concentragdo de 1,25 mg/mL nédo h4 inibicdo total, observando-
se uma pequena quantidade de colénias de tamanho muito reduzido, que
impediu a sua contagem.
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Com os resultados obtidos em microdiluicdo, observou-se que no extracto de
Acetato de Etilo, as concentragdes testadas ndo inibiam o crescimento bacteriano em
nenhuma estirpe, assim como a estirpe Enterococcus faecalis ndo foi inibida por

nenhum extracto analisado, como se pode observar na tabela 8.

No mesmo ensaio, o S. aureus desenvolveu um pequeno nimero de coldnias de
tamanho muito reduzido, que impossibilitou a sua contagem, de modo a contabilizar se
ocorreu uma redugdo de pelo menos 99,9% em relacio ao indculo inicial. Como nao se
conseguiu ter a certeza se a concentragao mais elevada testada nesta estirpe era ou nao a
MLC, efectuaram-se também as curvas de crescimento/morte para esta estirpe, assumiu-
se que a concentracdo méixima testada em microdiluicao (1,25 mg/mL) correspondia a

MLC.

As MIC e MLC mais baixas foram registadas para o B. cereus, apesar de no
ensaio da difusdo em disco os halos obtidos serem inferiores aos halos do E. faecalis e

do S .aureus.

Para o Bacillus cereus, a MIC e a MLC sdo muito préximas, apresentando os
valores mais baixos determinados para todas as estirpes, apesar de no ensaio de difusao
em disco, ser a estirpe de bactérias gram-positivas em que se verificou menor inibicao,

por parte dos extractos.

O S. aureus registou uma pequena quantidade de colénias de tamanho muito
reduzido, que nos impossibilitou de efectuar a sua contagem, de modo a contabilizar se
ocorreu uma reducio de pelo menos 99,9% em relacdo ao inoculo inicial. Como ndo
conseguimos ter a certeza se a concentracdo mais elevada testada nesta estirpe era ou
nao a MLC, efectuaram-se também as curvas de crescimento/morte para esta estirpe,
estipulando-se que a concentragdo méxima testada em microdiluicdo (1,25 mg/mL)

correspondia a MLC.

Segundo Pankey comparando as MIC e MLC, pode-se extrapolar os possiveis
mecanismos de ac¢do dos extractos, ou seja se possuem actividade bactericida, caso a
MLC seja inferior 4xMIC ou bacteridstatica, quando a MLC € superior a 4xMIC
(Pankey e Sabath, 2003).
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Analisando os resultados obtidos para o B. cereus leva a crer que o extracto tem
actividade bactericida, uma vez que os valores da MIC e MLC s3o muito proximos e
cumprem a relacdo MLC < 4x MIC. J4 para o S. aureus o extracto parece apresentar
actividade bacteriostitica, uma vez que apesar de ndo se ter determinado a MLC, a
concentracao mais alta testada (1,25mg/mL) inibia parcialmente o crescimento, pois as
colénias eram muito pequenas, mas ndo se conseguiu confirmar se a sua reducio era de

99,9% em relacdo ao indculo inicial.

Nas curvas de morte foram testadas concentragdes multiplas da MIC (MIC; 2MIC;
3MIC e 4MIC), para confirmar se com concentracdes superiores, estes extractos

poderiam ter actividade bactericida.

Nao foram realizados ensaios de curvas de morte, para o E. faecalis, uma vez que
nao se conseguiu determinar nem a MIC nem a MLC, ja que esta estirpe apresenta um
crescimento muito ténue, tanto em meio liquido como em meio sélido, o que dificulta

muito a leitura de resultados.

3.2.3. Curvas de morte

O tragado das curvas de morte, foi usado com o objectivo de determinar se os
extractos tinham actividade bactericida ou bacteriostatica sobre as estripes de B. cereus
e de S. aureus. Esta técnica consiste na contagem das colénias de bactérias que
sobrevivem ao longo do tempo, fazendo o espalhamento em meio sélido, de uma
quantidade constante de suspensdo bacteriana, diluida em meio liquido a tempos
exactos, com vista a tracar uma curva de crescimento/inibi¢do da estirpe face as

diferentes situacdes em estudo.

Os extractos testados foram os de hexano e o de diclorometano, excluindo o extracto
de acetato de etilo desta técnica, uma vez que ndo foi possivel determinar a MIC com
este extracto para nenhuma estirpe em estudo. A seleccdo das estirpes a estudar
obedeceu ao mesmo critério, visto apenas ser possivel determinar a MIC e a MLC para

0 B. cereus, j4 com o S. aureus, apesar de nao se ter determinado o valor da MLC,
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efectuou-se a técnica, pois ao testar concentragdes superiores as conseguidas em

microplaca, talvez alguma delas pudesse apresentar efeito bactericida.

Os resultados das curvas de morte para o B. cereus estdo representados nos graficos
das Figuras 13, 14 e 15 no qual se observa a curva de inibi¢do do B. cereus face aos
extractos de hexano 1 (Hx1), hexano 2 (Hx 2) e diclorometano (CH,Cl,), obtida pelo

nimero de coldnias contadas, log (CFU/mL) em fun¢do do tempo em horas.

B. cereus x Hx 1
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Tlustracgio 13 - Representacdo da curva de crescimento/inibi¢do para o B. cereus com o extracto
de Hx 1.
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Tlustraciao 14 - Representacdo da curva de crescimento/inibi¢do para o B. cereus com o extracto

de Hx 2.
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Tlustracao 15 - Representacdo da curva de crescimento/inibi¢do para o B. cereus com o extracto

de CH2C12
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Para o extracto de Hx 1, a redu¢do méxima, observou-se com a concentracdao de
4MIC, ao fim de 24 horas de contacto entre o extracto e a estirpe bacteriana. A estirpe
sem inibi¢do ao fim de 24 horas tem um crescimento de 7,686 log CFU/mL, enquanto
que com a concentragao de 4MIC o crescimento € de 1,881 log CFU/mL. O in6culo
inicial as O horas € de 4,199 log CFU/mL, a reducdo da concentracdo 4x MIC em
relagcdo ao indculo inicial é de 2,318 log CFU/mL, como esta reducdo ndo € de 4 log,

ndo se pode considerar um efeito bactericida.

O indculo inicial as 0 horas para o branco do extracto de Hx 2, é de 4,323 log
CFU/mL, e as 24 horas o seu crescimento atinge 7,722 log CFU/mL. Ao fim de 24
horas de incubacido, a concentracio que apresenta maior inibicdo foi 4MIC, cujo valor é

2,462 log CFU/mL, que apresenta uma reducdo de 1,861 log.

O extracto de diclorometano (CH,Cl,) apresentou uma inibi¢ao de 1,540 log
CFU/mL com a concentracdo de 4MIC as 24 horas de incuba¢do, enquanto que o seu
branco as 0 horas tinha 4,173 log CFU/mL e apds 24 horas de incubacio apresentaram
um crescimento de 7,695 log CFU/mL, verificando-se uma inibi¢do do extracto de

2,633 log.

Nenhum dos extractos apresentou uma inibi¢ao superior a 4 log para o B. cereus,
apesar de todos eles estarem na ordem dos 2 log, o que indica que os trés extractos
estudados (hexano 1, hexano 2 e diclorometano) tém uma ac¢do bacteridstatica sobre o
B. cereus, ou seja ndo matam as células, apenas inibem o seu crescimento, quando estao
em contacto com as bactérias, uma vez removido o extracto, as bactérias voltam a

crescer.

Para os estudos efectuados nos ensaios em microplacas para o S. aureus, nao se
conseguiu determinar uma concentragao letal, de qualquer modo, como nesta técnica, as
concentracdes testadas sdo mais elevadas, sem haver problema quanto a turbidez do
meio, esta estirpe foi também usada para estudar o efeito dos extractos. Os resultados

obtidos estdo apresentados nos graficos das figuras 16,17 e 18.
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Tlustracio 16 - Representacdo da curva de crescimento/inibi¢do para o S. aureus com o extracto
de Hx 1.
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Tlustracao 17 - Representacdo da curva de crescimento/inibi¢do para o S. aureus com o extracto
de Hx 2.
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S. aureus x CH2ClI2
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Ilustracio 18 - Representacdo da curva de crescimento/inibi¢do para o S. aureus com o extracto
de CH2C12

Através da andlise dos gréficos para o S. aureus, verifica-se que os extractos
apresentam sempre actividade bacteriostatica, pois para todos os extractos a inibi¢do

observada encontra-se no intervalo entre O e 4 log.

Os in6culos iniciais apresentam cerca de 5,3 log CFU/mL, permanecendo
sempre com uma concentracdo muito constante ao longo das 24 horas de incubag¢do, ndao
se verificando inibicdo na observacdo dos graficos, mas sim, uma estabilizacdo das
CFU/mL em relacdo ao indculo inicial, enquanto que os brancos apresentaram um

crescimento normal atingido a ordem dos 8,5- 9 log CFU/mL.

Estes resultados sdo tipicos de uma actividade bacteriostatica dos extractos sobre

a estirpe em estudo.
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3.3. Citotoxicidade dos extractos brutos

A citotoxicidade foi avaliada em culturas de fibroblastos usando o método do
MTT. Foram estudadas trés dilui¢cdes diferentes (1:1000; 1:3000 e 1:30000) da
concentracdo-mae (500mg/mL) de cada extracto (Hx 1; Hx 2; CH,Cl, e AcOEt). Os
resultados apresentados referem-se a variagao das absorvéncias registadas em relagao ao

controlo negativo (efectuado apenas com células em meio) em percentagem.

No primeiro ensaio efectuado as células foram incubadas com o extracto durante
48 horas, depois retirou-se o meio e deixaram-se as células em recuperagao durante 24

horas, antes da adicaio do MTT.

Os resultados do primeiro ensaio estdo apresentados nas figuras 19 e referem-se
a diferenca da capacidade que as células incubadas com o extracto possuem para reduzir

o MTT a formazan em relagdo as células sem adi¢ao de extracto.

bioactividade dos extractos brutos
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Iustracao 19 - Bioactividade dos extractos brutos no primeiro ensaio do MTT.

Nos extractos brutos, as alteracOes significativas ocorreram para as
concentracdoes mais altas, em que verificamos uma diminui¢do da viabilidade das
células para os extractos de hexano 1, hexano 2 e diclorometano. As excepcoes
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observadas a este facto verificaram-se com o extracto de AcOEt, em que se verificou,
para concentracOes mais elevadas um aumento da viabilidade e para o extracto de

CH,Cl, que apresentaram sempre toxicidade independente da concentragdo.

Tendo em conta que os resultados obtidos apresentaram uma dispersdao de
resultados muito elevada, aumentou-se o nimero de células para confirmar os resultados

obtidos anteriormente.

Uma vez que o extracto de AcOEt ndo demonstrou ac¢do antibacteriana nio se

efectuaram mais testes de citotoxicidade com este extracto.

Tal como se pode observar na ilustracdo 20, os resultados obtidos confirmamos
anteriormente descritos pelo CH,Cl,, contudo a fraccao de Hx 2 diminuiu a viabilidade

celular.

bioactividade dos extractos

m Meio

M Hexano 1

Hexano 2

W CH2CI2

% actividade extractos - controlo

-30
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Tlustracgao 20 - Bioactividade dos extractos brutos no segundo ensaio do MTT.

O extracto de Hexano 1 foi o que apresentou melhor actividade antibacteriana,
nomeadamente os maiores halos de inibi¢do, como também as MIC e MLC mais baixas,
como também apresentou um aumento da bioactividade frente aos fibroblastos,
seleccionou-se este extracto para efectuar o fraccionamento, de modo a tentar isolar o(s)

composto(s) quimico(s) responsavel pela actividade bioldgica.
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3.4. Fraccionamento do extracto de hexano 1

Cromatografia 1

Aproximadamente 10 g de extracto bruto de hexano 1 de Eragrostis viscosa
foram cromatografados em coluna sobre silica gel, sendo sucessivamente eluidos com
os seguintes solventes: hexano, hexano/acetato de etilo (95:5, 8:2 e 1:1), acetato de

etilo, acetato de etilo/metanol (95:5, 8:2) e metanol. Na tabela 9 apresentam-se as oito

fraccdes obtidas.

Tabela 9 - Cromatografia 1.

N° frac¢do | Eluente Peso (mg)
1 Hx 23

2 Hx: AcOEt (95:5) 155

3 Hx: AcOEt (8:2) 7033

4 Hx: AcOEt (1:1) 986

5 AcOEt 201

6 AcOEt: MeOH (95:5) | 364

7 AcOEt: MeOH (8:2) | 660

8 MeOH 547

Como nas fraccoes 1 e 2 ndo se obteve uma quantidade suficiente para ser
estudada, prosseguiu-se o estudo apenas com as frac¢des 3 a 8. Estas fraccdes foram
testadas quanto a sua actividade antibacteriana pelo ensaio de difusdo em disco (para

confirmar se o/os compostos responsdveis pela actividade ainda se encontravam

presentes nas fraccoes).
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Diametro do halo de inibicao

B fracgdo 3 10mg/disco

B fracgdo 4 10mg/disco

B fracgdo 5 2,5mg/disco

B fracgdo 6 10mg/disco

M fracgdo 7 10mg/disco

m fracgdo 8 10mg/disco

didametro do halo de inibigdo mm

estirpes

Tlustracao 21 - Difusdo em disco das frac¢des do extracto hexano 1 obtidas na cromatografia 1.

Verifica-se através da figura 21 que as fraccdes 3 e 4 foram as que apresentaram

maior actividade antibacteriana para as estirpes estudadas.

Apenas a fraccdo 4 apresentou actividade contra as estirpes gram-negativas. E de
salientar ainda, que a fraccdo 5 foi testada com uma concentra¢do quatro vezes inferior
as restantes fracgdes devido a pequena quantidade de composto obtida no
fraccionamento (Tabela 9).

Realizaram-se também ensaios de citotoxicidade com as mesmas frac¢des 3 a 7.

A fraccgdo 8 ndo foi estudada, pois nao tinha quantidade suficiente.
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Tlustracgio 22 - Bioactividade das frac¢des do extracto de hexano obtidas na cromatografia 1 no
ensaio do MTT.

No ensaio do MTT efectuado com as frac¢des obtidas na cromatografia 1 pode-
se observar que a frac¢do 4 parece ser a responsdvel pelo comportamento do extracto
bruto de hexano 1, sendo a responsdvel pela bioactividade celular, no entanto parece
promover um descontrolo do ciclo celular. A fraccio 6 também promove a viabilidade
celular nas concentragdes mais elevadas. As restantes frac¢des ndo apresentam
alteracdes significativas, em relagdo ao comportamento dos fibroblastos em meio, como
demonstra a ilustragdo 22.

De seguida prosseguiu-se ao fraccionamento das fracg¢des, de modo a isolar os

compostos presentes nas fraccdes estudas.

Cromatografia 2

A fraccdo 3 (6,774g) da cromatografia 1 foi recromatografada (tabela 10),

usando silica gel e eluida com hexano, misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.
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Tabela 10 - Cromatografia 2.

N° frac¢do | Eluente Peso (mg)
1-5 Hx 17

6-10 Hx: AcOEt (95:5) 12

11-16 Hx: AcOEt (9:1) 790
17-26 Hx: AcOEt (8:2) 4307
27-35 Hxx: AcOEt (7:3) 803

36-41 AcOEt 288

Cromatografia 3
A fraccdo 4 (740mg) da cromatografia 1 foi recromatografada (tabela 11),
usando silica gel e eluida com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 11 - Cromatografia 3.

N° frac¢do | Eluente Peso (mg)
1-5 Hx: AcOEt (95:5) 0

6-10 Hx: AcOEt (8:2) 0

11-19 Hx: AcOEt (6:4) 235

20-28 Hx: AcOEt (1:1) 236
29-32 AcOEt 18

Foram seleccionadas as frac¢des 11-16; 17-26; 27-35 e 36-41 da cromatografia 2
e as fraccoes 11-19 e 20-28 da cromatografia 3 para prosseguir o estudo ja que eram as
que apresentavam uma quantidade suficiente para serem testadas. Com estas fraccoes
apenas se efectuaram testes de difusdo em disco de modo a seleccionar as fracgdes onde
ainda se apresentava actividade antibacteriana. Os discos fora impregnados com 2,5 mg

de composto.
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Tlustracao 23 - Difusdo em disco das fraccdes de hexano 1 obtidas nas cromatografias 2 e 3.

A fraccdo 11-16 da cromatografia 2 ndo apresentou qualquer actividade
antibacteriana (figura 23). Todas as outras frac¢des registaram actividade antibacteriana
salientando-se principalmente a frac¢do 27-35 da cromatografia 2. Prosseguiu-se o
fraccionamento de modo a identificar e purificar os compostos que constituiam as
fracgdes com actividade. Todas a fraccdes foram testadas também para as estirpes gram-
negativas ndo se registando qualquer inibig3o.

Apesar da fraccio 11-16 da cromatografia 2 ndo ter registado actividade
antibacteriana, a fraccdo foi recromatografada pois poderia conter algum dos compostos

em quantidades razodveis para efectuar os estudos biolégicos.

Cromatografia 4
A fraccao 27-35 (613mg) da cromatografia 2 foi recromatografada (tabela 12),

usando silica gel e eluida com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.
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Tabela 12 - Cromatografia 4.

N° frac¢do | Eluente Peso (mg) | Composicao
1-17 Hx: AcOEt (9:1) 104 -

18-24 Hx: AcOEt (8:2) 17 -

25-26 Hx: AcOEt (8:2) 98 5

27-31 Hx: AcOEt (8:2) 86 5

32-42 Hx: AcOEt (8:2; 7:3) 119 5+6+ mix
43-44 Hx: AcOEt (7:3) 34 5+ mix
45-48 Hx: AcOEt (1:1) 73 -

Cromatografia 5
A fracgdo 11-16 (630mg) da cromatografia 2 foi recromatografada (tabela 13),

usando silica gel e eluida com hexano, misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 13 - Cromatografia 5.

N° frac¢do | Eluente Peso Composicao
(mg)
1-5 Hx; Hx: AcOEt (95:5) 17 -
6-8 Hx: AcOEt (95:5) 9 -
9-11 « 0 -
12-15 Hx: AcOEt (95:5) ;(8:2) 0 -
19 Hx: AcOEt (9:1) 37 -
20 « 16 -
21-23 « 162 -
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Cromatografia 6
A fraccao 17-26 (4,100g) da cromatografia 2 foi recromatografada (tabela 14),

usando silica gel e eluida com hexano, misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 14 - Cromatografia 6.

N° fracc@o | Eluente Peso (mg) Composicao
1-10 Hx 1 -
11-17 Hx: AcOEt (95:5) 13 -
18-21 Hx: AcOEt (9:1) 15 -

22 “ 123,6 3
23-24 “ 220,2 4
25 “ 308,8 mix
26-30 “ 362 mix
31-33 “ 2754 mix
34-35 Hx: AcOEt (8:2) 53,5 mix
36-37 “ 400,5 5
38-41 “ 96,3 5
42-45 Hx: AcOEt (7:3) 46 5
42-63 Hx: AcOEt (1:1); AcOEt 59 -

Cromatografia 7

A fraccao 36-41 (79mg) da cromatografia 2 foi recromatografada (tabela 15),
usando silica gel e eluindo com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade
crescente, acetato de etilo, misturas de acetato de etilo/metanol de polaridade crescente

e metanol.
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Tabela 15 - Cromatografia 7.

N° frac¢dao | Eluente Peso (mg) Composicao
1-2 Hx: AcOEt (9:1) 69 -
3-5 “ 64 5
6-22 Hx: AcOEt (9:1; 3:7; 1:9) 6 -
23-25 Hx: AcOEt (1:9) 21 -
26-48 AcOEt; AcOEt:MeOH(95:5; | 14 -
9:1; 1:1); MeOH

Cromatografia 8

A fraccdo 11-19 (114mg) da cromatografia 3 foi recromatografada (tabela 16),
usando silica gel e eluida com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade
crescente, acetato de etilo, misturas de acetato de etilo/metanol de polaridade crescente

e metanol.

Tabela 16 - Cromatografia 8.

N° fraccdao | Eluente Peso (mg) Composi¢do
1-2 Hx: AcOEt (8:2) 8.9 -

3-4 “ 14,9 -

5-6 “ 14,1 -

7-11 Hx: AcOEt (8:2; 7:3) 29,5 mix

12-14 Hx: AcOEt (7:3) 15,2 mix

15-22 Hx: AcOEt (6:4) 5,8 -

23-51 Hx: AcOEt (1:1); AcOEt; AcOEt: | 9,6 -

MeOH (95:5; 9:1); MeOH

Cromatografia 9

A fraccao 20-28 (109mg) da cromatografia 3 foi recromatografada (tabela 17),

usando silica gel e eluindo com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade
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crescente, acetato de etilo e misturas de acetato de etilo/metanol de polaridade

crescente.

Tabela 17 - Cromatografia 9.

N° frac¢do | Eluente Peso Composi¢do
(mg)
1 Hx: AcOEt (7:3) 15 -
2-3 “ 77 5+ mix
4-6 “ 27 mix
6-45 Hx: AcOEt (7:3; 6:4; 1:1); AcOEt; | 29 -
AcOEt: MeOH (95:5; 9:1)

Cromatografia 10

A fracg¢ao 23-24 da cromatografia 6 (62mg) foi recromatografada (tabela 18),
usando silica gel e eluida com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 18 - Cromatografia 10.

N° fracc@o | Eluente Peso (mg) | Composi¢ao
1-9 Hx: AcOEt (98:2) 11 -
10 Hx: AcOEt (95:5) 17,4 4
11 « 22,1 4
12-13 « 5.9 4
14-38 Hx: AcOEt (95:5;51,6 -
9:1; 8:2) AcOEt
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Cromatografia 11

A fraccdo 22 da cromatografia 6 (123,6mg) foi recromatografada (tabela 19),

usando silica gel e eluida com misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 19 - Cromatografia 11.

N° fraccdo | Eluente Peso (mg) Composi¢do
1-2 Hx: AcOEt (95:5) 1 -
3 « 68,9 mix
4-7 « 36,0 -
8-36 Hx: AcOEt (95:5;9:1; 8:2);|8,1 -
AcOEt

Cromatografia 12

A frac¢ao 23 da cromatografia 6 (220,3mg) foi recromatografada (tabela 20),

usando silica gel e eluida com hexano, misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 20 - Cromatografia 12.

N° frac¢ao | Eluente Peso (mg) | Composicao
1-16 Hx; Hx: AcOEt (98:2) 5,7 -

17-18 Hx: AcOEt (95:5) 9,0 -

19-20 “ 76,6 mix

21 “ 28,2 mix

22 “ 19,2 -

23-42 “ 13,1 -

43-44 Hx: AcOEt (7:3); AcOEt 16,6 -

45-50 AcOEt 21,2 -
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Cromatografia 13
A frac¢do 34-35 da cromatografia 6 (1,1473g) foi recromatografada (tabela 21),
usando silica gel e eluindo com hexano, misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridade crescente e acetato de etilo.

Tabela 21 - Cromatografia 13.

N° fracc@o | Eluente Peso (mg) | Composi¢ao
1-16 Hx; Hx: AcOEt (95:5); (9:1) | 44 -
17-18 Hx: AcOEt (9:1) 15 -
18-24 « 27 -
25-26 « 83 -

27 « 93 mix
28-29 « 201 mix
30-32 “ 136 mix
33-35 « 78 -
36-39 « 73 -
40-41 « 28 -
42-46 Hx: AcOEt (8:2) 124 mix
47-48 « 71 -
49-51 « 51 -
52-54 Hx: AcOEt (7:3) 67 -
55-58 Hx: AcOEt (7:3; 1:1) 59 -
59-65 Hx: AcOEt (1:1); AcOEt 99 -

Cromatografia 14
Com a fraccdo 22 da cromatografia 6 (101,7 mg) foi recromatografado (tabela

22), usando silica gel e eluida com hexano e misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridade crescente.
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Tabela 22 - Cromatografia 14.

N° frac¢dao | Eluente Peso (mg) | Composi¢dao
1-3 Hx 4,1 -
4-16 Hx; Hx: AcOEt (98:2) 2,6 -
17-24 Hx: AcOEt (98:2) 1,3 -
25-26 « 1,1 -
27-28 « 4,5 -
29-30 « 34 -
31-32 Hx: AcOEt (97:3) 3.9 -
33-38 “ 29,1 mix
39-64 Hx: AcOEt (97:3; 95:5;|85 mix
1:1)

Devido a pequena quantidade de compostos puros que se obteve, fraccionou-se
ainda, uma frac¢do de uma extrac¢do anterior (Sebastido, 2007) que continha uma
elevada quantidade de composto maioritdrio (5), para se sintetizarem outros compostos
jé detectados, de modo a aumentar a sua quantidade para se poderem efectuar ensaios

biolégicos com eles.

Cromatografia 15

Uma fraccdo de uma extrac¢do anterior (Sebastido, 2007; Sebastido, 2010)
contendo uma elevada quantidade do composto maioritario do extracto de Eragrostis
viscosa (3270 mg), foi cromatografada (tabela 23), usando silica gel e eluida com

misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade crescente e acetato de etilo.
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Tabela 23 - Cromatografia 15.

N° frac¢do | Eluente Peso (mg) | Composicao
1-10 Hx: AcOEt (95:5) 60 3+mix
11-12 Hx: AcOEt (9:1) 17 -
13-14 “ 29,9 -

15-16 “ 36,9 -

17 “ 20,3 -

18 “ 27,6 -

19-20 “ 55,3 -
21-22 Hx: AcOEt (8:2) 8,6 5

23 “ 86,7 5
24-33 “ 895 5
34-35 “ 22 5
36-41 “ 175,1 5
42-45 “ 249 S5+ mix
46-49 Hx: AcOEt (7:3) 69,7 -
50-52 “ 45,9 -

53-73 Hx:  AcOEt  (1:1); | 1294 -

AcOEt

Reducao do composto maioritario (acido) com LiAlH,

Efectuou-se a redu¢do de 180 mg do composto maioritario (dcido) com LiAlH, a
um 4dlcool de acordo com o procedimento descrito anteriormente, ponto 2.4.1. Obteve-se
99 mg de produto.

Cromatografia 16
O produto da reac¢do de reducdo com LiAlH4 (130mg) foi cromatografado

(tabela 24), usando silica gel e eluido com misturas de hexano/acetato de etilo de

polaridade crescente.
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Tabela 24 - Cromatografia 16.

N° frac¢do | Eluente Peso (mg) | Composicao
1 HEX: AcOEt (9:1) 0,7 -
2 HEX: AcOEt (9:1) 1,1 -
34 HEX: AcOEt (9:1) 3,9 -
5-12 HEX: AcOEt (9:1; 8:2) |24 -
13-14 HEX: AcOEt (8:2) 46,4 6
15-16 HEX: AcOEt (8:2) 52,6 6
17 HEX: AcOEt (8:2) 4,5 -
18-31 HEX: AcOEt (8:2) 3 -
Acetilacao

Realizou-se a acetilagio de uma fraccdo de 50 mg 4lcool sintetizado
anteriormente, de acordo com o procedimento descrito no ponto 2.4.2. Obteve-se 39,5

mg de produto.

Cromatografia 17

O produto da reacc¢do de acetilacdo (39,5mg) foi cromatografado (tabela 25),
usando silica gel e eluido com hexano, misturas de hexano/acetato de etilo de polaridade

crescente e acetato de etilo.

Tabela 25 - Cromatografia 17.

N° frac¢do | Eluente Peso Composi¢ao
(mg)

1-13 Hx; Hx: AcOEt (95:5) | 12,2 -

14 Hx: AcOEt (95:5) 9,7 3

15-16 « 9,3 3

17-40 HEX: AcOEt (95:5) 3,2 -

41-70 HEX: AcOEt (95:5) 4,5 -
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3.5. Caracterizacao dos compostos isolados

3- 16-acetoxi-8,15-epoxilabdano

Este composto foi obtido na fraccdo 22 da cromatografia 6 e nas fraccdes 14-16

da cromatografia 17, sob a forma de um 6leo incolor, com uma actividade 6ptica de [0

lg = +15,0° (¢ 0,225, CHCls) e que apresenta a seguinte féormula molecular C,;,H3303

obtida a partir do espectro de massa de alta resolucdo (Figura 29) HR-micOTOF-MS
pelo ido quase molecular m/z 373.27132 [M+Na]" (calculado para C,H3gNaO3 373,27).

No seu espectro de IV (Figura 28) destacam-se as seguintes absorcoes
caracteristicas: ligagdes C=0 em ésteres (1741 cm™), ligagdo C-H no grupo CHj (1463,
1383 cm™), sistema C-(CO)-O em acetatos (1241 cm™), sistema C-O-C (1078 cm™).

O espectro de RMN 'H (Figura 30) apresenta sinais de quatro metilos singuleto a
o 1,14, 0,86, 0,80 e 0,78 ppm e um metilo singuleto a 2,03 ppm caracteristico de um
metilo de um grupo acetato. Verifica-se ainda a presenga na molécula de dois metilenos
bastante desblindados, um a 6 3,61, dt (13,2 e 3,6) e 3,69, dt (13,2 e 2,0) € outro a o
3,77, dt (10,8 e 7,6) e 3,88, dt (10,8 e 5,6) caracteristicos de metilenos ligados a

oxigénio.

O seu espectro de carbono (Figura 31) apresenta sinais de 22 4tomos de carbono
que pela técnica DEPT se pode atribuir a cinco metilos (um de um acetato), dez
metilenos (dois ligados a oxigénio), trés metinos e quatro carbonos quaternarios (um de
um acetato). Os desvios quimicos dos quatro metilos (6 33,5, 23,9, 21,6 e 15,5 ppm),
dos dois metilenos (6 70,1 e 60,4 ppm) e os tré€s metinos (& 56,4, 52,8 e 36,7 ppm) sdo
caracteristicos de um esqueleto 8,15-epoxilabdano (Tabela 26) (Sebastido et al, 2010).
Assim podemos afirmar, tendo em conta a presenga de um grupo acetato na molécula
que o composto isolado é o 16-acetoxi-8,15-epoxilabdano obtido por acetilagdo do

composto 6. (Ilustracao 24).
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Tabela 26 — Dados espectroscépicos de RMN de 'H, "°C e DEPT do composto 3 em CDCls.

N° §C DEPT §H

1 40,7 CH,

2 18,8 CH,

3 41,9 CH,

4 333 qC

5 56,4 CH

6 20,2 CH,

7 38,1 CH,

8 78,5 qC

9 52,8 CH

10 38,5 qC

11 22,8 CH,

12 29,9 CH,

13 36,7 CH

14 33,5 CH,

15 60,4 CH, 3,61;dt (13,2;3,6) e
3,69;td (13,2; 2,0)

16 70,1 CH, 3,77;dd (10,8; 7,6)
3,69;dd (10,8; 5,6)

17 23,9 CH; 1,14; s

18 33,5 CH; 0,86; s

19 21,6 CH; 0,78; s

20 15,5 CH, 0,80; s

21 1712 qC ]

22 21,0 CH; 2,03; s

Iustracao 24 - Estrutura quimica do 16-acetoxi-8,15-epoxilabdano.
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4- 8,15-epoxi-16-norlabdan-13-ona

Este composto foi isolado nas fraccdes 10-13 da cromatografia 10, como um

s6lido amorfo branco.

O espectro de RMN 'H (Figura 32) apresenta sinais de quatro metilos singuleto a
61,17, 0,84, 0,82 ¢ 0,77 ppm e um metileno a ¢ 3,74 ppm caracteristico de um metileno
ligado a um atomo de oxigénio. Verifica-se ainda a presenga na molécula de dois
metilenos bastante desblindados, um a 6 2,28 e 2,81 ppm e outro a § 2,23 e 2,88 ppm
que indicam a presen¢a na molécula de um grupo funcional desblindante ao qual estes

metilenos sao adjacentes.

O seu espectro de carbono (Figura 33) apresenta sinais de 19 4tomos de carbono
que pela técnica DEPT podemos atribuir a quatro metilos (um sendo geminal a uma
funcdo oxigenada), nove metilenos (um deles ligado a um oxigénio), dois metinos e
quatro carbonos quaterndarios (um de um carbonilo de uma cetona). Os desvios quimicos
dos quatro metilos (& 33,4, 23,4, 21,5 e 15,5 ppm), e os dois metinos (3 55,8 e 52,7
ppm) sdo caracteristicos de um esqueleto 8,15-epoxilabdano (Tabela 27) (Sebastido et
al, 2010). A presenca de um carbono quaternario a 215,5 ppm leva a concluir que o

composto isolado ¢ a 8,15-epoxi-16-norlabdan-13-ona (Ilustragdo 25).
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Tabela 27 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H, "*C e DEPT do composto 4 em CDCl.

N° 6C DEPT oH

1 40,3 CH,

2 18,5 CH,

3 41,6 CH,

4 33,2 qC

5 55,8 CH

6 20,1 CH,

7 37,3 CH,

8 79,0 qC

9 52,7 CH

10 38,8 qC

11 19,8 CH,

12 43,8 CH, 2,28;2,81; mcd
13 215,5 qC

14 46,9 CH, 2,23;2,88; mcd
15 57,6 CH, 3,74; m
16 - - -

17 23,4 CH; 1,17; s
18 33,4 CH; 0,84; s
19 21,5 CH; 0,77; s
20 15,5 CH; 0,82;s

19 18

Iustracao 25 - Estrutura quimica da 8,15-epoxi-16-norlabdan-13-ona.
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5- acido 8,15- epoxilabdan-16-éico

Este composto foi eluido nas frac¢des 25-31 da cromatografia 4; 36-45 da
cromatografia 6; 3-5 da cromatografia 7 e 21-41 da cromatografia 15, e apresenta-se

como um Oleo incolor.

O espectro de RMN 'H (Figura 34) apresenta sinais de quatro metilos singuletos
ad 1,15; 0,86; 0,82 e 0,78 ppm e um metileno 6 a 3,68 ppm caracteristico de um CH,

geminal a um dtomo de oxigénio.

O seu espectro de carbono (Figura 35) apresenta sinais de 20 d&tomos de carbono
que, pela técnica de DEPT, podemos atribuir a quatro metilos (um sendo geminal a uma
funcdo oxigenada), nove metilenos (um deles ligado a um oxigénio), trés metinos e
quatro carbonos quaterndrios (um de um grupo carboxilo). Os desvios quimicos dos
quatro metilos (& 33,4; 23,4; 21,5 e 15,5 ppm), o metileno a 6 59,9 ppm e os trés
metinos (8 56,3; 50,0 e 43,0 ppm) sdo caracteristicos de um esqueleto 8,15-
epoxylabdano (Sebastido e tal, 2010) (Tabela 28). A presenca na molécula de um
carbono quarternédrio de um grupo carboxilo confirma que o composto isolado € o dcido

8,15- epoxilabdan-16-6ico (Ilustragao 26).
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Tabela 28 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H, "°C e DEPT do composto 5 em CDCls.

N° 5C DEPT SH

1 40,5 CH,

2 18,6 CH,

3 41,7 CH,

4 33,2 qC

5 56,3 CH

6 20,1 CH,

7 38,0 CH,

8 78,7 qC

9 50,0 CH

10 384 qC

11 22,7 CH,

12 28,9 CH,

13 43,0 CH

14 33,0 CH,

15 59,9 CH, 3,68; m
16 1827 qC

17 234 CH; 1,15; s
18 334 CH; 0,86; s
19 21,5 CH, 0,78; s
20 15,5 CH; 0,82; s

Iustracao 26 - Estrutura quimica do 4cido 8,15- epoxilabdan-16-6ico.
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6- 8,15-epoxilabdan-16-ol

Este composto foi obtido nas frac¢des 13-16 da cromatografia 16, é um dleo

incolor com uma actividade 6ptica de [Oc]gg = +17,8° (¢ 0,391, CHCl;3) de férmula

molecular C;;H3303 obtida a partir do espectro de massa de alta resolucdo (Figura 37)
HR-micOTOF-MS pelo ido quase molecular m/z 331.26075 [M+Na]" (calculado para
C20H36N2102 331,26)

No seu espectro de IV (Figura 36) destacam-se as absorc¢Oes caracteristicas da
ligacdao O-H em élcoois a (3422 cm™), da ligacao C-H no grupo CHj a (1461, 1388 cm’
1), do sistema C-O-C a (1078 cm'l), da ligacao C-O nos dlcoois a ( 1026cm'1) e do grupo
CH, a (757cm™).

O espectro de RMN 'H (Figura 38) apresenta sinais de quatro metilos singuletos
ad 1,15; 0,87; 0,83 e 0,79 ppm e dois metilenos a & 3,68 e 3,38 ppm a presenca de uma

funcdo oxigenada na molécula.

O seu espectro de carbono (Figura 39) apresenta sinais de 20 dtomos de carbono
que, pela técnica de DEPT, podemos atribuir a quatro metilos (um sendo geminal a
oxigénio), dez metilenos (um ligado a um grupo hidroxilo e outro ligado a outra fun¢do
oxigenada), trés metinos e trés dtomos carbono quaternérios (um ligado a oxigénio). Os
desvios quimicos dos quatro metilos (6 33,5; 23,7; 21,5 e 15,5 ppm), dos dois metilenos
(0 69,2 e 60,7 ppm) e os trés metinos (0 56,4; 49,6 e 40,2 ppm) sdo caracteristicos que
um esqueleto 8,15-epoxylabdano (Tabela 29). A presen¢a de um segundo metileno
geminal a oxigénio e de um novo metino a ¢ 40,2 ppm apontam para a presenca de um
novo hidroxilo na molécula o qual se encontra ligado ao metileno. A presenca deste
novo metoxilo leva a concluir que o composto isolado é o 8,15-epoxilabdan-16-ol,

obtido por reducao do composto 5 (Ilustragao 27).
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Tabela 29 - Dados espectroscépicos de RMN de 'H, "°C e DEPT do composto 5 em CDCl,

§C DEPT SH
NO
1 40,6 CH,
2 18,7 CH,
3 41,9 CH,
4 333 qC
5 56,4 CH
6 20,1 CH,
7 38,1 CH,
8 78,5 qC
9 49,6 CH
10 38,4 qC
11 22,8 CH,
12 28,9 CH,
13 40,2 CH
14 33,9 CH,
15 60,7 CH, 3,68; m
16 69,2 CH, 3,38;m
17 23,7 CH; 1,15; s
18 33,5 CH, 0,87; s
19 21,5 CH; 0,79; s
20 15,5 CH, 0,83; s

Iustracao 27 - Estrutura quimica do 8,15-epoxilabdan-16-ol.
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3.6. Genotoxicidade dos compostos puros

Os compostos estudados quanto a sua genotoxicidade foram o 3, 4 e 6 cada um

com duas concentracoes diferentes.

A indug¢do de microntcleos foi realizada na linha celular V79 de forma a testar

as doses de compostos puros nas indugdes de MN na auséncia e presenga de S9 mix.

O controlo positivo das experiéncias na auséncia de activag¢do realizou-se com
2,5 ug/mL de MMC. Na presen¢ca de S9 mix utilizou-se 2 pg/mL de CP. Ambos os
genotoxicos induziram frequéncias significativas de MN. O controlo negativo na
auséncia de S9 mix realizou-se com DMSO com um volume méximo de 10 pL/frasco,
ou com DMSO + S9 mix. Como este solvente orginico é téxico para as cé€lulas, a sua

concentracao nas nossas culturas nao ultrapassou 0,2%.
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Tabela 30 - Indicadores de proliferagéo celular em células V79 apds incubagdo com o quimico sem activacdo metabdlica.

composto | [ ] MonoN % %BN TriN % PoliN % CBPI NDI
(ng/mL)
10 65,050+£2,051 | 34,600+1,980 | 0,100+0,000 | 0,250+0,071 | 1,353+0,021 | 1,356+0,022
3 25 62,150£2,616 | 37,700+2,687 | 0,000+0,000 | 0,150+0,071 | 1,380+0,025 | 1,382+0,025
10 60,650+16,617 | 39,250+£16,617 | 0,100+0,000 | 0,000+£0,000 | 1,395+0,166 | 1,395+0,166
4 50 53,950+£9,405 | 45,900+9,617 | 0,050+0,071 | 0,100+0,141 | 1,462+0,092 | 1,463+0,091
10 64,450+£1,485 | 35,400+1,414 | 0,100+0,000 | 0,050+0,071 | 1,357+0,016 | 1,358+0,016
6 25 62,200+£7,637 | 37,600+£7,495 | 0,100+0,141 | 0,100+0,000 | 1,380+0,078 | 1,381+0,078
Branco - 58,650+14,496 | 40,95+14,213 | 0,100+0,141 | 0,300+0,141 | 1,418+0,148 | 1,421+0,149
MMC 2,5 74,85044,172 | 25,000+4,243 | 0,150+0,071 | 0,000+0,000 | 1,253+0,041 | 1,253+£0,041

MonoN, célula mononucleada; BN, célula binucleada; TriN, célula trinucleada; PoliN, célula polinucleada; CBPI, indice de proliferacdo de

células com a citocinese bloqueada; NDI, indice de divis@o nuclear.
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Tabela 31 - Indicadores de proliferagdo celular em células V79 ap6s incubagdo com o quimico com activagdo metabdlica.

composto ] MonoN % 9%BN TriN % PoliN % CBPI NDI
(ug/mL)

10 | 49,950+5,586 | 49,950+5,586 | 0,100+0,000 | 0,000+0,000 | 1,502+0,056 | 1,502+0,056

3 25 | 50,700+15,415 | 48,950£15,344 1 0 250+0,071 | 0,100+0,141 | 1.497%0,155 1641958;
10 | 64,00044.384 | 35,000£4,243 | 0,05020,071 | 0,050£0,071 | 1,36120,045 | 1,36240,046
) 50 | 59,500+7,778 | 40,350+7,707 | 0,100+0,000 | 0,050+0,071 | 1,406+0,078 | 1,407+0,079
10 | 62,4002,546 | 37.600£2,546 | 0000+0,000 | 0.000£0,000 | 1,37620,025 | 1,3760,025
6 25 | 66,200£1,556 | 33,750£1,626 | ) 000+0,000 | 0:050+0,071 | 1,338+0,015 | 1,339+0,014
Branco - 62,400+2,263 | 37,400+2,263 | 0,150+0,071 | 0,050£0,071 | 1,378+0,023 | 1,379+0,022
CP 2 61,200+0,283 | 38,600+0,141 | 0,200+0,141 | 0,000£0,000 | 1,390+0,004 | 1,390:0,004

MonoN, célula mononucleada; BN, célula binucleada; TriN, célula trinucleada; PoliN, célula polinucleada; CBPI, indice de proliferacdo de

células com a citocinese bloqueada; NDI, indice de divisdo nuclear.
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Tabela 32 - Ensaio do microntcleo em células V79. Distribui¢@o das células binucleadas de acordo com o niimero de microntcleos (MN) presentes, nimero

de micronucleos por célula binucleada (MN/BN) e frequéncia de células microntcleadas (%MNBN) sem activagdo metabdlica.

[] BN Distribui¢do de acordo com o n° de MN
COmPpOsto (ug/mL) | analisadas 0 1 2 3+ MIVBN PeMNBN
10 1000 995,500+0,707 | 4,500+0,707 | 0,000+£0,000 | 0,000£0,000 | 0,005+0,001 | 0,450+0,071
3 25 1000 996,000+0,000 | 4,000+£0,000 | 0,000+£0,000 | 0,000£0,000 | 0,004+0,000 | 0,400+0,000
10 1000 995,333+1,155 | 4,33320,577 | 0,000+0,000 | 0,333£0,577 | 0,005+0,002 | 0,467+0,115
4 50 1000 997,500+0,707 | 4,000+0,000 | 0.000+0,000 | 0,500£0,707 | 0,006+0,002 | 0,450+0,071
10 1000 997,500+0,707 | 2,500+0,707 | 0,000£0,000 | 0,000£0,000 | 0,003+£0,001 | 0,250+0,071
6 25 1000 997,000+0,000 | 3,000+£0,000 | 0,000£0,000 | 0,000+0,000 | 0,003+£0,000 | 0,300+0,000
Branco - 1000 997,000+0,707 | 3,000+0,707 | 0,000£0,000 | 0,000£0,000 | 0,003+£0,001 | 0,300+0,071
MMC 2,5 1000 895,250+17,896 | 70,250+15,945 | 19,750+1,708 | 14,750£2,630 | 0,154+0,022 | 10,475+1,790
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Tabela 33 - Ensaio do microntcleo em células V79. Distribui¢@o das células binucleadas de acordo com o niimero de microntcleos (MN) presentes, nimero

de microndcleos por célula binucleada (MN/BN) e frequéncia de células micronucleadas (%MNBN) com activacdo metabolica.

composto | [ ] BN Distribui¢do de acordo com o n° de MN
(ug/mL) | analisadas | 0 1 2 3+ MN/BN eMNBN
10 1000 100,00+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000£0,000
3 25 1000 997,000+0,000 | 3,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,000+0,000 | 0,003+0,000 | 0,003+0,000
10 1000 999,000+1,414 | 1,000+1,414 | 0,000£0,000 | 0,000+0,000 | 0,001+0,001 | 0,100+0,141
4 50 1000 998,667+1,155 | 1,667+0,577 | 0,000+£0,000 | 0,000+£0,000 | 0,002+0,001 | 0,133+0,115
10 1000 998,333+1,528 | 1,667+1,528 | 0,000+£0,000 | 0,000+£0,000 | 0,002+0,002 | 0,167+0,153
¢ 25 1000 999,000+0,000 | 1,000+1,000 | 0,000£0,000 | 0,000£0,000 | 0,001+0,001 | 0,100+0,100
Branco - 1000 998,333+0,577 | 1,677+0,577 | 0,000+£0,000 | 0,000£0,000 | 0,002+0,001 | 0,167+0,058
CP 2 1000 979,000+2,646 | 18,333+£3,055 | 2,333+0,577 | 4,333+6,658 | 0,036+0,022 | 2,100+0,265

108




Os indices de proliferacao celular indicados nas tabelas 30 e 31, na auséncia e
presenca de activagdo metabdlica, respectivamente mostraram que a adi¢do do quimico
nao afectou a proliferacio das células com a citocinese bloqueada. Apenas no controlo
positivo na auséncia de activagdo metabdlica (MMC) se registou uma pequena
diminui¢do no indice, o que realca o seu poder citotéxico. A CP, tal como os quimicos

ndo registou variacdes do indice CBPI.

No indice NDI (e divisdo nuclear), tal como no CBPI, o tinico composto que

apresentou uma diminui¢do da proliferacdo celular foi o controlo positivo MMC.

A percentagem de células que apenas de dividiram uma vez (%BN), muito
associado ao ensaio do micronucleo, ndo registou alteragdo em relagdo ao controlo
negativo (DMSO). Tal como os indices anteriormente mencionados o Unico quimico
que registou uma diminuicdo acentuada foi a MMC (redugdo de 37,5% em relagdo ao

DMSO).

A frequéncia de células binucleadas contendo micronudcleos espontaneos em
células V79 foi de 0,167+0,058 e 0,300+0,071 sem e com activagdo metabdlica
respectivamente. Segundo Kalweit et al, a formagao de MN espontanea em células V79,
segundo o método da citocinese bloqueada, é de 1,50+0,55, muito superiores aqueles
registados neste trabalho. A frequéncia de micronucleos, nos controlos positivos teve
um aumento muito elevado, sobretudo com a MMC, na auséncia de activacio

metabdlica (Kalweit et al., 1998).

As células que foram incubadas com os quimicos, apresentaram uma frequéncia
de micronucleos sem alteragdes significativas em relacdo ao branco, tanto na presenca

de S9 mix como na sua auséncia.

Quanto ao indice do nimero de micronucleos por célula binucleada também nao
se observaram grande alteracdo entre as células tratadas com o quimico e o branco,
tanto nos ensaios com S9 mix (tabela 33) como na sua auséncia (tabela 32). A MMC ¢ a
CP registaram uma média de microntcleos por célula binucleada bastante elevada,

sobretudo no ensaio sem activacao metabdlica (MMC).
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Capitulo IV - Conclusdes e perspectivas futuras



4.1. Conclusoes gerais

Existe actualmente um elevado interesse na descoberta de novos compostos com
actividade antimicrobiana que podem ser extremamente necessdrios no tratamento de
infecgdes por microrganismos resistentes aos antibidticos convencionais, ou por outro
lado na industria alimentar na protec¢ao dos alimentos contra a deterioracdo provocada
por diversos microrganismos, a fim de evitar o nimero crescente de intoxicagdes

alimentares.

Os novos compostos bioactivos podem ser obtidos a partir de um grande ndmero de
produtos naturais, nomeadamente plantas e minerais. As plantas foram usadas ao longo
dos tempos pelas populagdes sob a forma de infusdes, decocgdo, cataplasmas e outras
preparacdes para o tratamento de vérias patologias. Tém surgido vérios estudos
cientificos que pretendem determinar quais oS compostos presentes nas plantas
responsaveis pela actividade antimicrobiana. Além disso, diversas formas de extraccdo,
assim como os diferentes solventes, sdo estudados no sentido de determinar quais as

condicdes ideais de extrac¢do dos compostos biologicamente activos.

A investigacdo da actividade antimicrobiana dos extractos da parte aérea da
Eragrostis viscosa demonstrou que nenhum dos extractos apresenta actividade
antifiingica frente as estirpes estudadas. Quanto a actividade antibacteriana, os extractos
brutos apresentaram melhor actividade contra as estirpes gram-positivas de referéncia.
O estudo revelou ainda que os compostos responsdveis pela actividade se concentravam

principalmente nas frac¢cdes menos polares da planta, ou seja, nas frac¢des de hexano.

Foi possivel determinar a MIC e a MLC dos extractos brutos de hexano e
diclorometano para o B. cereus. Para a estirpe S. aureus foi possivel determinar a MIC,
j4 a MLC, ndo foi determinada, na concentracdo mais alta estudada, ndo se observou
uma inibicdo total do crescimento, no entanto as coldnias eram poucas € muito

pequenas, o que impossibilitou a sua contagem.

Para estas estirpes realizaram-se curvas de morte com concentragdes multiplas da
MIC. Ambos os extractos apresentaram uma actividade bacteriostatica frente as duas

estirpes.
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O extracto de hexano 1 foi fraccionado, j4 que para além de registar
bioactividade, também foi o que apresentou maior actividade antibacteriana frente as
estirpes estudadas. O fraccionamento do extracto de hexano teve a finalidade de isolar e
identificar compostos nas frac¢des responsaveis pela actividade, utilizando diferentes
técnicas cromatograficas e comparado com os compostos isolados anteriormente por

Sebastido (2007).

O fraccionamento foi acompanhado de estudos de bioactividade e ensaios de
determinacdo da actividade antibacteriana, com vista a isolar sempre as fraccoes
responsaveis por actividade, acompanhando com diferentes técnicas cromatograficas e

comparado com os valores obtidos anteriormente por Sebastido (2007).

Foram isolados 4 compostos: o 4cido 8,15-epoxilabdan-16-6ico (§); 16-acetoxi-
8,15-epoxilabdano (3); 8,15-epoxi-16-norlabdan-13-ona (4) e 8,15-epoxilabdan-16-ol

(6). O composto 5 € o composto maioritario do extracto.

O 4cido 8,15-epoxilabdan-16-6ico, composto maioritirio do extracto de hexano 1,
isolado em grandes quantidades da frac¢do 4 parece promover um descontrolo do ciclo
celular, o que estd de acordo com as experiéncias realizadas anteriormente, que

demonstraram alguma toxicidade referente a este composto. (Sebastidao, 2007)

No teste do MTT, o extracto de hexano 1, que foi fraccionado parece conter alguns
compostos que promovem a viabilidade celular para as concentragdes mais elevadas. Ja
a frac¢do 4 parece responder ao comportamento do composto maioritario (§), que €

responsavel pela toxicidade metabdlica e genotdxica determinada.

Os compostos isolados 3, 4 e 6 foram testados quanto a sua genotoxicidade, em
células V79, através do teste do microndcleo com a citocinese bloqueada na presenca e
auséncia de activagcdo metabdlica. Em ambas as situagdes nenhum dos compostos

registou qualquer actividade genotdxica nas concentragdes estudadas.
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4.2. Perspectivas Futuras

Para completar o estudo da actividade bioldgica da Eragrostis viscosa é necessario
efectuar os testes de citotoxicidade e antimicrobianos para cada um dos compostos
isolados dos extractos, para conhecer as propriedades de cada composto, ji que as
actividades registadas podem ser apenas um composto, ou pode ocorrer sinergismo ou

antagonismo entre os diferentes compostos da mesma fraccao.

Preparar extractos com outros solventes, ou efectuar outros modos de extrac¢do, de
modo a facilitar a solubilizacdo dos extractos/ compostos e aumentar a actividade dos

mesmos.

Para evitar perdas de rendimento e o longo processo de extrac¢ado, tentar sintetizar

os compostos a partir do dcido isolado (composto maioritario).
Estudar o modo como os compostos puros inibem o crescimento bacteriano.

Efectuar mais estudos para perceber qual o comportamento das diferentes linhas
celulares (animais, humanas sauddveis e ndo sauddveis) perante a sua exposi¢cao aos

compostos isolados da planta.
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Capitulo VI - Anexos



Tlustracao 28 - Espectro de IV do composto 3.
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Tustracio 29 - Espectros de massa do composto 3.
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Tlustraciio 31 - Espectro de RMN "°C do composto 3.
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Tlustracio 33 - Espectro de RMN "*C do composto 4.
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Tlustraciio 34 - Espectro de RMN 'H do composto 5.
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Tlustracdo 35 - Espectro de RMN "*C do composto 5.
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Tlustracao 36 - Espectro de IV do composto 6.
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Tlustracao 37 - Espectros de massa do composto 6.
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Tlustraciio 38 - Espectro de RMN 'H do composto 6.
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Tlustraciio 39 - Espectro de RMN "C do composto 6.
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