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RESUMO

Sideroxylon obtusifolium, conhecida como quixaba, é utilizada para diversos fins medicinais, dentre eles em casos de inflamagdes
e infec¢des bacterianas, com isso, o estudo teve por objetivo investigar a atividade anti-inflamatéria tépica e antibacteriana
do extrato metandlico obtido das folhas de S. obtusifolium. A prospec¢do fitoquimica do extrato revelou a presenca de diversas
classes, entre eles: Fendis; Taninos Pirogdlicos, Flavonoides, Catequinas e alcaloides. Os polifendis e flavondides presentes neste
extrato foram quantificados em 150,3 mg equivalentes de acido gélico/g de extrato e 98,5 mg equivalentes de quercetina/g de
extrato, respectivamente. Os resultados obtidos através dos testes de microdilui¢io e modulagdo mostraram potencial atividade
antibacteriana quando associados a gentamicina e amicacina para cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus. Para cepas
de Escherichia coli, houve sinergismo frente ao antibidtico amicacina havendo antagonismo para gentamicina, o mesmo efeito foi
observado para Pseudomonas aeruginosas em ambos antibiéticos. Nos testes para inflamagdo aguda através dos modelos de edema
de orelha induzido por éleo de créton e fenol, o extrato apresentou um potente efeito antiedematogénico significativo (p < 0,05).
Diante dos resultados, podem-se observar atividades biolégicas de S. obtusifolium, o que condiz com seu uso na terapia popular.
Palavras-Chave: anti-inflamatdria, antibacteriana, prospecgio fitoquimica, Sideroxylon obtusifolium.

ABSTRACT

Sideroxylon obtusifolium, known as “quixaba”, is used for various medicinal purposes, including in cases of inflammation and bacterial
infections, therefore, the study aimed to investigate the topical antibacterial and anti-inflammatory activity of the methanol extract
obtained from the leaves of S. obtusifolium. The phytochemical screening of the extract revealed the presence of several classes,
including Phenols; Tannins, Flavonoids, catechins and alkaloids. Polyphenols and flavonoids present in this extract were quantified
in 150.3 mg of gallic acid equivalents / g extract and 98.5 mg of quercetin equivalents / g extract, respectively. The results obtained
by the microdilution tests have shown potential and modulation antibacterial activity when associated gentamicin, and amikacin for
multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus. For Escherichia coli, there was synergism for amikacin, gentamicin having antagonism,
the same effect was observed for Pseudomonas aeruginosa on both antibiotics. In tests for acute models of inflammation by ear edema
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induced by croton oil, and phenol, the extract had a potent antiedematogenic significant effect (p < 0.05). Therefore, the results can
be observed biological activities of S. obtusifolium, which is consistent with its use in popular therapy.
Keywords: anti-inflammatory, antibacterial, chemical elucidation, Sideroxylon obtusifolium.

RESUMEN

Sideroxylon obtusifolium conocida como quixaba, se utiliza para diversos fines medicinales, incluso en los casos de infecciones bacterianas
y la inflamacién, por lo tanto, este estudio tuvo como objetivo investigar la actividad antiinflamatoria tépica y antibacteriana del
extracto de metanol obtenido de las hojas de S. obtusifolium. El tamizaje fitoquimico del extracto revelé la presencia de varias clases,
incluyendo: fenoles; taninos pirogélicos, flavonoides, catequinas y alcaloides. Los polifenoles y flavonoides presentes en este extracto
se cuantificaron en 150,3 mg de equivalentes de 4cido/g de extracto gélico y 98,5 mg de extracto de quercetina equivalentes/g,
respectivamente. Los resultados obtenidos por los ensayos de microdilucién han mostrado actividad potencial y la modulacién
antibacteriana cuando se asocia gentamicina, amikacina y para las cepas resistentes a multiples firmacos de Staphylococcus aureus. Para
Escherichia coli, solo se obtuvo sinergismo con amikacina, y se observo antagonismo para gentamicina, este mismo efecto fue observado
para Pseudomonas aeruginosa en ambos antibidticos. En las pruebas de modelos agudos de inflamacién por edema de la oreja inducido
por aceite de crotdn, y el fenol, el extracto tuvo un efecto significativo antiedematogenic potente (p <0,05). Por lo tanto, los resultados

muestran actividad bioldgica de S. obtusifolium, que es coherente con su uso en terapia popular.

Palabras clave: antiinflamatorio, antibacterial, prospeccién fitoquimica, Sideroxylon obtusifolium.

INTRODUCAO

O uso de plantas para fins medicinais é uma prética antiga,
com registro desde épocas milenares (Veiga-Junior, 2008).
No Brasil, mesmo com o avanc¢o da inddstria farmacéutica,
muitos habitantes (principalmente da drea rural), ainda se
utiliza das plantas, empregando-as para o alivio ou cura de
algumas enfermidades (Badke et al., 2011).

As plantas produzem substancias conhecidas como
principios ativos, que sdo compostos quimicos originados
durante o seu metabolismo, e sdo capazes de provocar
algum tipo de atividade bioldgica quando introduzidos por
qualquer via no organismo animal, inclusive no homem
(Boscolo e Valle, 2008).

Sideroxylon obtusifolium (Roem. & Schult.) conhecida como
quixabeira, é uma espécie da flora da caatinga (Pedrosa et
al., 2012). As folhas e principalmente as cascas sdo usadas
geralmente na forma de chds, na terapia popular para
varios fins terapéuticos como adstringente toénica, anti-
inflamatdria, tratamento de ulcera duodenal, gastrite,
azia, lesdo genital, célicas, problemas renais e problemas
cardiacos. Estudos farmacolégicos comprovam a agdo
hipoglicemiante e acdo contra micro-organismos, fazendo
com que S. obtusifolium seja considerada uma espécie
importante no uso da terapia tradicional (Agra et al., 2007,
Beltrdo et al., 2008; Araljo-Neto et al., 2010; Pedrosa et al.,
2012; Leandro etal., 2013).

As pesquisas sobre esta planta ainda sdo escassas,
principalmente em relagdo ao estudo das folhas, porisso had
um interesse de buscar os compostos presentes nesta parte
da planta e comprovar por meio de modelos experimentais,
o uso desta para diversos fins na medicina popular. Com
isso, o presente trabalho teve por objetivo investigar a
atividade anti-inflamatéria tépica e antibacteriana do
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extrato metandlico obtido das folhas de S. obtusifolium,
bem como fazer uma triagem dos componentes quimicos
presentes nesta parte da planta.

MATERIAL E METODOS

Local de realizagdo do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia
da Universidade Regional do Cariri, Crato-CE, Brasil e no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade Ledo Sampaio,
Juazeiro do Norte-CE, Brasil.

Material vegetal

As folhas de S. obtusifolium foram coletadas no municipio
de Jardim-CE, no més de outubro de 2013. Uma amostra
representativa da espécie foi depositada no Herbdrio Caririense
Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) do Departamento de
Ciéncias Biolégicas (URCA) sobre registro: 10.648.

Preparacao do extrato metandlico

Para preparacdo dos extratos foram coletadas e pesadas 300
g das folhas de S. obtusifolium que permaneceram submersas
em metanol separadamente por 72 h. Apéds esse periodo,
o eluente foi filtrado e concentrado em condensador
rotativo a vacuo e banho-maria (Brasileiro et al., 2006). O
rendimento do extrato bruto foi de 17 %.

Ensaios Quimicos

Prospeccgao fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram realizados seguindo o método
descrito por Matos (1997). Os ensaios se baseiam na
observacdo visual da alteracio de cor ou formagio de
precipitado apds a adigdo de reagentes especificos.
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Determinacao de fendis totais

As concentragbes para a determinag¢do de fendis totais
foram determinadas a partir da adigdo de 125 pL de cada
uma das solugdes do extrato metandlico das folhas de S.
obtusifolium (EMSQO) em que foram inicialmente preparadas,
obedecendo a uma ordem decrescente de concentragdes (5,
3,1, 05,0, 25 mg/mL), sendo posteriormente adicionado
125 pL do reagente Folin-Ciocalteau a 10 % mais 1,25 mL
de carbonato de sédio completando as 2 mL com agua
destilada. Posteriormente as solu¢des permaneceram em
temperatura ambiente por aproximadamente 45 minutos
sem a presenca de luminosidade, em seguida foi realizada
a leitura dos testes, as absorbancias mensuradas foram
através do espectofotdmetro com filtro em 765 nm. Como
padrdo para o teste foi utilizado o 4cido gélico afim de que
seus valores sirvam de compara¢do para a determinagio
dos compostos fendlicos presentes nas solu¢des, expressas
a partir da quantidade de 4cido galico presentes em cada
miligrama do extrato em estudo (Singleton et al., 1999).
A média das leituras dos testes foi utilizada através dos
resultados expressos em miligramas de acido galico por
grama de extrato. A curva de calibragdo de acido gélico
foi determinada utilizando diferentes concentra¢des desta
substancia (400, 300, 200, 100 e 50 pg/mL).

Determinacdo de flavondides

Adeterminagdo deflavondides seguiu a metodologia proposta
por Woisky e Salatino (1998), onde foram pipetados 2mL do
EMSO nas diferentes concentragdes (1000, 500, 250, 100,
50 pg/mL) em tubos de ensaios individualmente. Apds a
adicdo do extrato, adicionou-se aos tubos 1 mL de cloreto
de aluminio 5 % m/v em etanol a 80 % e 2 mL de metanol.
Preparou-se o branco utilizando 4 mL de metanol e T mL de
cloreto de aluminio. Aguardou-se 30 minutos em ambiente
escuro e procedeu-se a leitura, sendo que foram utilizadas
as concentra¢des de, 100, 50, 25, 15 e 10 pg/mL para a
construgdo da curva de calibragdo de quercetina. A partir
da equacgdo da reta obtida, realizou-se o calculo do teor de
flavondides, expresso em quercetina/g do extrato.

Atividade anti-inflamatdria tépica através de modelos de
edema de orelha induzidos por agentes irritantes
Animais

Os animais utilizados foram camundongos albinos (Mus
musculus) variedade Swiss, machos, pesando entre 20-30 g,
provenientes do Biotério da Faculdade Ledo Sampaio e da
Faculdade Esticio de Medicina de Juazeiro do Norte, Cear4,
Brasil, foram mantidos em caixas de propileno, a temperatura
média de 26 + 2 °C, com ciclos claro/escuro de 12/12 h,
recebendo racdo (Labina, Purina®) e dgua a vontade. Nio
foram observados em nenhuma concentracdo do extrato
testada (25 mg/mL e 50 mg/mL), efeitos colaterais ou
morte dos animais, na via de aplicacdo utilizada. O projeto
com protocolos referentes a este estudo foi submetido

4 Comissio de Etica no uso de animais da Universidade
Regional do Cariri, com parecer: 00099/2014.1.

Substancias, reagentes e solugdes

As substidncias e reagentes utilizados durante os
procedimentos experimentais farmacolégicos foram:
acetona P.A (Dinidmica, Brasil), fenol 99 % (Sigma- EUA),
Indometacina (Merck Sharp e Dohme, Brasil), Oleo de
Créton (Sigma, EUA) e Solugdo Fisiolégica de NaCl 0,9 %
(Farmace, Brasil).

Edema de orelha induzido pela aplicacao unica de éleo de
créton

Este modelo é muito utilizado para avaliar a atividade
anti-inflamatéria tépica por tratamento agudo. O
EMSO foi avaliado neste modelo, sendo que grupos de
camundongos Swiss (n = 6) tiveram suas orelhas direitas
tratadas topicamente, com 20 pL de acetona (controle),
indometacina 100 mg/mL (2 mg/orelha), EMSO na
concentragdo (25/50) mg/mL (0,5 mg/1 mg por orelha),
esperando 15 minutos para absor¢do. Em seguida, 20 plL
de Sleo de croton 5 % (v/v) em acetona, foram aplicados
topicamente na orelha direita e 20 pL do veiculo acetona
na orelha esquerda. Apés quatro horas, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e discos de 6 mm
de diametro foram obtidos das orelhas através de um punch
(perfurador de couro metdlico) para avaliagdo do edema
(Tubaro etal., 1985).

Edema de orelha induzido por fenol

Neste modelo, que se assemelha a uma dermatite de contato,
as orelhas direitas dos camundongos (n = 6/grupo) foram
tratadas, topicamente, com 20 pL do agente irritante fenol
10 % (v/v), em acetona. Previamente, em torno de quinze
minutos antes da aplicacdo do agente irritante, as orelhas
direitas foram tratadas topicamente com 20 pL do EMSO
nas concentra¢des de 25/50 mg/mL (0,5 mg/1 mg por
orelha), acetona (controle) e indometacina 100 mg/mL (2
mg/orelha). Apés uma hora, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e discos de 6 mm de didmetro
foram obtidos das orelhas para avaliagdo do edema (Young
etal., 1984; Crummey etal., 1987).

Quantificacao do edema

Os discos de 6 mm de didmetro obtidos das orelhas direitas
e esquerdas dos animais, tratadas respectivamente com o
agente irritante e o veiculo do mesmo, tiveram suas massas
mensuradas com a utilizacdo de uma balanca analitica.
O edema de orelha foi expresso em percentual, utilizando
como célculo a subtragdo da massa (em gramas) do disco
obtido da orelha direita com a massa (em gramas) do disco
obtido da orelha esquerda, dividindo em seguida com a
massa (em gramas) do disco obtido da orelha esquerda,
multiplicando o resultado por 100.
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O célculo do efeito inibitério médio da inflamagdo de
cada tratamento procedeu-se com a subtra¢do da média
do percentual de edema do grupo submetido a tratamento:
EMSO e Indometacina com a média do percentual de
edema do grupo controle negativo (acetona), dividindo o
resultado obtido com a média do grupo controle negativo e
multiplicando o resultado por 100.

Andlise estatistica dos dados

Os dados apresentados foram expressos em média + erro
padrio da média (EPM). Para os ensaios que possuiram
trés ou mais grupos e uma Unica avaliagdo das amostras,
as diferencas obtidas entre os grupos foram submetidas
a andlise de varidancia (ANOVA) de uma via, seguindo-se
do teste de Student-Newman-Keuls utilizando o software
GraphPad Prism 6.0. Foram consideradas diferengas
significativas valores de p < 0,05.

Atividade antibacteriana e determinacao da concentracao
inibitéria minima
Os micro-organismos (Tabela 1) utilizados nos testes foram
obtidos através do Laboratério de Microbiologia e Biologia
Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri
(URCA). Foram utilizadas linhagens padrdo de bactérias
Escherichia coli ATCC 10536; Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e multirresistentes
da espécie Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus 358 e
Pseudomonas aeruginosa 03. Antes dos ensaios, as linhagens
foram cultivadas a 37 °C por 24 horas em Brain Heart
Infusionbroth - BHI (concentra¢do indicada pelo fabricante).
A atividade antibacteriana foi avaliada pela metodologia
de microdilui¢do em caldo, com base no documento M7-
A6 (NCCLS 2002) para bactérias. Previamente, as cepas
bacterianas foram ativadas em meios Brain Heart Infusion Broth
(BHI), durante 24 h a 37 °C. Apds este pré-cultivo ocorreu
a padronizagdo do inoculo, que consistiu na preparagio
de uma suspensio bacteriana em BHI com turvagdo
correspondente a 0,5 da Escala McFarland (1 x 108 Unidades
Formadoras de Colonias/mL). Em seguida essa suspensdo

Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibiéticos.

foi diluida até 1 x 10° Unidades Formadoras de Colénias/
mL em caldo BHIl a 10 %, e volumes de 100 pL foram entdo
homogeneizados em placa de microdiluigdo com 96 pogos,
acrescido de diferentes concentra¢des dos extratos (512 - 8
pg/mL), resultando num inéculo final de 5 x 10° Unidades
Formadoras de Col6nias/mL (NCCLS, 2002).

Os extratos foram solubilizados inicialmente em &4gua
destilada estéril e dimetil sulféxido (DMSO) de forma que
foi obtido a solugdo estoque de 1024 pg/mL. Os testes
foram efetuados em triplicata. As placas foram incubadas
a 37 °C durante 24 h. Para revela¢do dos resultados, foi
preparada uma solugdo indicadora de resazurina sédica
em &4gua destilada na concentragdo de 0,01 %. Apés a
incubagdo, 25 pL da solugdo indicadora foram adicionados
em cada cavidade e as placas foram incubadas por 1 h em
temperatura ambiente. O controle negativo do teste foi
realizado com o caldo BHI (Javadpour etal., 1998).

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida
como a menor concentra¢do capaz de inibir completamente
o crescimento microbiano, nos pogos de microdiluicdo
conforme detectado a olho nu. A leitura dos resultados
para determina¢do da CIM foi considerada como positiva
para os pogos que permaneceram com a colora¢do azul e
negativa os que obtiveram coloragdo vermelha.

Atividade moduladora

A modulagio foi realizada de acordo com a metodologia
descrita no teste de microdiluicio com BHI a 10 %. Foram
acrescidos juntamente com as bactérias, antibidticos da classe
dos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina). O teste foi
acompanhado de um controle positivo que consistiu na solu¢do
do micro-organismos com os antibidticos. Foi realizado um
teste somente com os meios sem as bactérias e fungos, para
verificagdo de contaminagdo (Coutinho et dl., 2008).

Anadlise estatistica dos resultados de microbiologia

Os testes foram feitos em triplicata, e os resultados
expressos como a média geométrica. A andlise estatistica
foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias

Bacteria Origem

Resisténcia a antibiéticos

Staphylococcus aureus (SA 358) Ferida cirdrgica

Oxa, Gen, Tob, Ami, Ca, Neo, Para, But, Sis, Net

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensivel

Escherichia coli (EC 27) Ferida cirdrgica Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob, Gen
Escherichia coli ATCC 10536 Sensivel

Pseudomonas aeruginosa (PA 03) Catéter Im, Cip, Ptz, Lev, Mer, Ami,Gen

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 Sensivel

Ast-Azitromicina; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefalexina; Cfc- cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz-Ceftazini-
dima; Cip-Ciprofloxacino; Clo -Clorafenicol; Im-Imipenem; Can-Canamicina; Szt-Sulfametoxazol, Tet-Tetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxa-
cilina; Gen-Gentamicina; Neo- Neomicina; Para- Paramomicina; But- Butirosina; Sis-Sisomicina; Net- Netilmicina.
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seguido pelo teste de Bonferroni utilizando o software
GraphPad Prism 6.0.

RESULTADOS

Ensaios Quimicos
Na prospec¢ido fitoquimica do EMSO foi possivel identificar
a presenca de diversas classes de substancias (Tabela 2).

Na determina¢do dos fendis totais pelo método Folin—
Ciocalteu foram encontrados no EMSO a quantidade de
150,3 mg/g expressos como equivalentes de 4cido galico
por grama de extrato bruto. Com a determina¢do da curva
de calibragdo, realizada com a leitura da absorbéncia
das diversas concentra¢bes de acido gélico, foi obtida a
seguinte equacgdo: y = 1,953x+0,0899, R = 0, 9951, a qual
pode ser aplicada para a determinag¢io dos fendis totais em
equivalentes microlitros de dcido gélico/g de extrato.

A curva de calibrag¢do para determinagio dos flavondides
foi obtida apés a leitura das diversas solu¢des de quercetina
com concentragdo determinada, gerando a seguinte
equagdo:y=15,348x+0,2073 e R2=0,9851, aplicadas para

Tabela 2. Prospeccio fitoquimica do EMSO.

determinagdo dos flavondides como miligrama equivalente
de quercetina/g de extrato. Encontrou-se no EMSO uma
quantidade de 98,5 mg/g de flavondides.

Atividade antibacteriana

Foi realizado o procedimento para a determinag¢do do
CIM (Concentragdo Inibitéria Minima), com as bactérias
de linhagem padrdo e multirresistentes (Escherichia coli;
Staphylococcus aureus, e Pseudomonas aeruginosa) e foram
obtidosresultados =2 1024pg/mL, concentragdo considerada
clinicamente irrelevante. Um ensaio piloto utilizando
apenas o DMSO foi realizado, mas nenhuma atividade
antibacteriana ou moduladora foi verificada, indicando nao
apresentar toxicidade.

Em relagdo a avaliagdo da atividade moduladora do
extrato, associadas aos aminoglicosideos, os resultados
demonstraram que o EMSO apresentou sinergismo quando
combinado com a gentamicina eamicacina frente a linhagem
multirresistente de Staphylococcus aureus 358, p < 0,001. Na
linhagem de Escherichia coli 27 houve efeito sinérgico apenas
na associagdo do extrato com a amicacina (p < 0,001)

METABOLITOS
EXTRATO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
EMSO + + - - - + + + - + + + + + +

1 - Fendis; 2 - Taninos Pirogélicos; 3 - Taninos Flobabénicos; 4 - Antocianinas; 5 - Antocianidinas; 6 - Flavonas; 7 - Flavonéis; 8 - Xantonas;
9 - Chalconas; 10 - Auronas; 11 - Flavononéis; 12 - Leucoantocianidinas; 13 - Catequinas; 14 - Flavononas; 15 - Alcaldides; (+) presenca; (-)

auséncia. EMSO - Extrato Metandlico Sideroxylon obtusifolium

550
450
350
250 A
150 1

50-

40 A

30 A

20 1

Média Geométrica MIC

amicacina
amicacina + EM SO

gentamicina + EM SO

DEB A

gentamicina

Figura 1. Concentragdo inibitéria minima (pg/mL) de aminoglicosideos na auséncia e presenca do EMSO, Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus
03, Pseudomonas aeruginosa 31. Two Way ANOVA, seguida do teste Bonferroni *** = p < 0,001 vs antibidtico.
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enquanto que com a gentamicina houve antagonismo,
efeito similar com a linhagem da Pseudomonas aeruginosa 03
para ambos antibidticos (Fig. 1).

Atividade anti-inflamatéria topica

Foram realizados dois modelos de inflamagdo tépica, o
edema de orelha induzido pela aplicagdo unica de dleo
de créton e o edema de orelha induzido por fenol. A
figura 2 mostra o edema induzido pela aplicagdo dnica
do 6leo de créton; de acordo com a anélise estatistica o
EMSO, em ambas as concentracdes, e a indometacina
reduziram significativamente o edema, p < 0,001, p < 0,01
respectivamente.

O EMSO 25 e 50 mg/mL aplicado por via tépica
demonstrou redugido significativa no percentual de edema
de orelha apés 1 hora da aplicagdo tépica de fenol 10 % em
acetona, comparada com o grupo tratado com o veiculo
(p < 0,01, p <0,001). O grupo tratado com indometacina
também demonstrou redugdo significativa (p < 0,001)
comparada com o veiculo (Fig. 3).

DISCUSSAO

Os resultados mostraram elevada quantidade de fendis
totais presentes nas folhas S. obtusifolium. Os fendis totais
constituem grupos bastante heterogéneos, e proteger
plantas contra fatores externos é uma das suas principais
atividades. Estes compostos podem reduzir o risco de
varias doencas (Pereira et al., 2009), devido a seu poder
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Figura 2. Edema de orelha induzido pelo 6leo de créton A
indometacina foi utilizado como controle positivo. Andlise estatistica:
One-Way ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. ** p <
0,01, *** p <0,001 em comparagdo o grupo controle negativo.
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antioxidante principalmente por inibirem a peroxidacdo
lipidica e a lipooxigenase (Soares, 2002). Essas informagdes
sdo Uteis para correlacionar esta atividade a atividade anti-
inflamatdria, visto que ja é comprovado na literatura que
extratos vegetais ricos em metabdlitos secundarios reduzem
inflamag¢des por eliminar superéxidos que participam da
cascata da inflamag¢do (Desmarchelier et al., 1999; Vatten
e Shett, 2005).

Os flavondides formam um grupo muito diversificado
entre os produtos de origem natural, sio metabdlitos
polifendlicos secundarios com atividades biolégicas muito
diversas, sendo cada vez mais explorados na industria
farmacéutica (Simdes et al., 2004; Werz, 2007). Semelhante
a este estudo, Silva (2008) evidenciou compostos
flavondides na casca e folha de S. obtusifolium, e um estudo
realizado por Aratjo-Neto (2010) revelou quantidades altas
de flavondides em fracSes derivados do extrato etandlico da
casca de S. obtusifolium.

Nos testes da atividade moduladora foram evidenciados
efeitos sinérgicos e antagdnicos, diferindo dos resultados
de um trabalho anterior do nosso grupo, no qual
analisou-se o extrato metandlico e hexdnico da casca de S.
obtusifolium para atividade antibacteriana. Neste trabalho
o extrato metandlico ndo apresentou grau de modulagdo
clinicamente relevante para Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, mostrando efeito somente para cepas de Pseudomonas
aeruginosa, quando combinado com amicacina. (Leandro et
al., 2013). Os diferentes metabdlitos presentes em ambas
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Figura 3. Edema de orelha induzido pelo fenol. A indometacina foi
utilizado como controle positivo. Andlise estatistica: One-Way ANOVA
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. ** p < 0,01, *** p <
0,001 em comparagdo o grupo controle negativo.
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as partes podem ter influenciado nestes resultados (Silva,
2008; Aratjo-Neto etal., 2010).

As bactérias Gram-negativas apresentam multiplos
mecanismos de resisténcia a vdrias classes de antibidticos.
Linhagens multirresistentes expressam enzimas capazes de
provocar altera¢des na estrutura do antibidtico fazendo-o
perder a sua funcionalidade através de reagdes como a
acetilagdo, poliadenilagio e fosforilagdo. Mecanismos
como bomba de efluxo expulsa o antibiético do o espago
periplasmdtico, impedindo-o que atinja o seu local de
acgdo. As porinas, presentes na membrana plasmadtica das
bactérias, sdo proteinas que formam canais com agua;
rege a entrada de alguns elementos, incluindo antibidticos,
mudang¢as na conformag¢io pode levar a membrana externa
ndo permite a passagem de esses agentes para O espago
periplasmico (Tafur et al., 2008).

Os antagonismos observados entre os antibidticos e os
compostos do EMSO podem ser associados a fatores como
a quelagdo do antibiético ou de ligagdo dos compostos a
locais especificos dos antibidticos, desse modo reduzindo o
seu espectro de atividade. Isto indica que o antagonismo é
devido a um efeito sinérgico multi-alvo, pois os constituintes
de um extrato podem afetar a atividade destes antibiéticos
interferindo com vdrios alvos, cooperando em um efeito
antagdnico ou sinérgico (Wagner e Ulrich- Merzenich, 2009).

E conhecida a agdo sinérgica de produtos naturais junto
a antimicrobianos normalmente utilizados no tratamento
terapéutico, determinando uma diminui¢do na sua CIM.
Os metabdlitos presentes no EMSO bem como em outros
extratos dos produtos naturais podem aumentar a absor¢io
de antibidticos devido ao aumento da permeabilidade
da membrana celular, bem como causar interferéncia no
funcionamento das enzimas bacterianas. Este método
estd associado ao uso de drogas e plantas, utilizando uma
abordagem com uma ou vérias combina¢des de extratos,
que podem atingir ndo apenas um unico alvo, mas varios
ao mesmo tempo, os diferentes componentes terapéuticos
cooperam de uma forma sinérgica (Wagner e Ulrich-
Merzenich, 2009; Coutinho et al., 2010; Matias et al., 2010;
Figueredo etal., 2013).

Flavondides sdo eficazes contra micro-organismos,
podem tanto formar complexos de proteinas soldveis que
se aderem a parede celular bacteriana como também causar
ruptura da membrana plasmatica de micro-organismos.
Além disso, alguns estudos tém demonstrado sinergismo
entre antibiéticos convencionais e flavondides contra cepas
bacterianas resistentes (Tsuchiya et al., 1996; Cushnie e
Lamb, 2005).

Os antibiéticos da classe dos aminoglicosideos sdo
parte importante da terapia antibacteriana desde seu
descobrimento, na década de 40. Ao se ligarem ao
ribossomo bacteriano todos os aminoglicosideos atuam
exercendo seu efeito bactericida pelo mesmo mecanismo da
ac¢do, impedindo a sintese de proteinas. Portanto, torna-se

necessdrio a penetragdo no interior da célula bacteriana para
que possam exercer seu mecanismo de acdo. Para que isto
ocorra é necessario que o aminoglicosideo interaja com a
superficie celular, seja transportado por meio da membrana
e por fim realize o acoplamento com o ribossomo (Oliveira
etal., 2006).

A toxicidade celular é comum para todos muitos
antibidticos da classe dos aminoglicosideos. A
nefrotoxicidade e a ototoxicidade sdo efeitos téxicos
frequentes dos aminoglicosideos (Oliveira et al., 2006;
Rang et al., 2007). A combinac¢do dos extratos com os
aminoglicosideos pode ser uma alternativa para minimizar
os efeitos colaterais dessa classe uma vez que associagdo
acarreta em um efeito sinérgico reduzindo significativamente
a CIM destas drogas, diminuindo a dose necessdria para
que haja sucesso terapéutico (Figueredo etal., 2013).

Modelos de indugdo de inflamagdo pelos agentes
quimicos presentes neste trabalho sdo muito dteis para
verificar o potencial de muitos produtos aplicados por via
tépica, além de elucidar propriedades terapéuticas das
mesmas nos processos inflamatérios cutdneos devido a
aplicagdo das substancias diretamente no foco inflamatério
(Vane e Warner, 2000).

O agente irritante 6leo de créton, extraido das sementes
de Croton tiglium, possui como seu maior constituinte
o 13-acetato de 12-o-tetracanoilforbol (TPA) sendo
utilizado em modelos empregados para avaliar a resposta
inflamatdéria, uma vez que este agente induz inflamagio
cutdnea e hiperproliferacio celular, assemelhando-se a
doencgas de pele, como a psoriase. Estudos confirmaram
que a inflamag¢do aguda induzida por a administragdo
tépica a partir de 6leo de créton aumenta a permeabilidade
vascular, causa vasodilata¢do pela liberagdo de histamina,
estimulando a migracdo de neutréfilos e macréfagos
(Tubaro et al., 1985; De Young et al., 1989).

Os ésteres de forbol como o TPA ativam a cascata
de inflamagio do 4&cido araquidénico, por meio da
cicloxigenase e lipoxigenase (COX-2 / LOX). A ativagdo da
via da MAPK pela proteina quinase C, promove a ativa¢do
de alguns fatores de transcri¢do nuclear, como o NF-kB e a
AP-1, os quais tém um papel central na regulagcdo de diversas
proteinas pré-inflamatdrias, tais como algumas citocinas
(IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-0), enzimas pré-inflamatdrias,
como COX-2 e iNOS, e moléculas de adesdo (Pungeré et al.,
1998; Chi et al., 2003; Murakawa et al., 2006; Badilla et al.,
2007; Ferreira etal., 2010).

Um modelo animal de inflamag¢do tépica é o edema
de orelha induzido pela aplicagdo tépica do fenol que
tem semelhanca a dermatite de contato que acontece em
humanos, sendo um bom modelo para ser usado com o
intuito de simula¢do da mesma (Lim et al., 2004).

Este modelo induz formag¢do de um intenso edema apds
Thora de aplicagdo do agente flogistico. Os mecanismos
que explicam a irritagdo da pele causada pelo fenol seriam

Acta biol. Colomb., 21(1):131-140, enero-abril 2016 - 137



Aquino P, Gomes Figueredo F, Pereira N, Nascimento E, Martin A, Veras H, et al.

o rompimento por efeito direto da membrana plasmatica
dos queratindcitos, liberando a IL-1a pré-formada, IL-8,
TNF-0, mediadores inflamatérios como os metabdlitos do
acido araquiddnico e de radicais livres. O fenol difere do
6leo de créton, pois este induz as citocinas inflamatérias
envolvendo fatores de transcricio nuclear através de vias
que dependem da proteina quinase C. Porém, apesar da
inflamacdo ser desencadeada por vias diferentes, ambos os
modelos, compartilham do envolvimento dos metabdlitos
do Acido araquidénico e espécies reativas de oxigénio, na
resposta inflamatdria instalada (Wilmer et al., 1994).

Aratjo-Neto et al. (2010) demonstraram a atividade
anti-inflamatéria da entrecasca do extrato etandlico de S.
obtusifolium utilizando o modelo de edema de pata induzido
pela carragenina, muito usado para triagem de compostos
com poténcial atividade anti-inflamatéria. Foi verificada
poténcial efeito anti-inflamatdrio desta planta, condizendo
com os resultados mostrados neste trabalho.

A triagem quimica do EMSO mostrou-se rica em
flavonoides; vérios estudos demonstraram que essa classe
age na diminui¢do da permeabilidade capilar, inibindo a
infiltracdo de leucdcitos e nos estagios iniciais do processo
inflamatério. Podem atuar inibindo a proliferacio de
linfécitos e a produgdo de citocinas como a TNF- a e IL-1
(Biesalski, 2007).

Flavonoides como a santina e ermanina inibiram o
desenvolvimento de edema de orelha induzido por PMA em
camundongos. Em uma hora de exposi¢do, santina inibiu
a inflamacgdo em 80,5 %, ermanina em 95,1 %. (Abad et al.,
1995).

Diversos Flavonoides podem interagir na COX, LOX e
fosfolipase A, além de modularem a enzima formadora de
6xido nitrico (NO) (Cazarollietal., 2008; Lopezetal., 2008),
o que pode justificar o efeito redutor de edema observado
nos resultados deste trabalho.

CONCLUSAO

O estudo revelou o potencial terapéutico do extrato
metandlico das folhas de  Sideroxylon obtusifolium,
demonstrando ter a¢do moduladora da atividade
antibacteriana, possivel atividade antioxidante e anti-
inflamatdria. Fato este, devido aos metabdlitos presentes
com reconhecida atividade biolégica. No entanto pesquisas
adicionais precisam ser realizadas com intuito de verificar as
substancias isoladas presentes no extrato que apresentam
estas atividades, servindo esta pesquisa como pardmetro
para futuros estudos relacionado a espécie supracitada.
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