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“O que sabemos ¢ uma gota;, o que

ignoramos é um oceano ”’

Isaac Newton



RESUMO

O emprego de plantas medicinais no tratamento de diversas patologias € uma pratica milenar,
dentre as quais, a espécie Hibiscus sabdariffa L., utilizada popularmente para tratar diferentes
problemas de satde, como hipertensdo, dislipidemias, transtornos gastrointestinais e infecgdes
hepaticas, tem sido tema de numerosos estudos. Contudo algumas agdes como a atividade
anti-inflamatoria e antibacteriana contra Staphylococcus aureus multirresistente, além de sua
citotoxicidade, permanecem pouco esclarecidas. Tendo isso em vista, este trabalho teve como
objetivo avaliar tais acbes em conjunto com o perfil fitoquimico do extrato etandlico e fracdes
(metandlica e acetato de etila) do H. sabdariffa L.. No primeiro momento foi realizado a
analise fitoquimica qualitativa, quantificacdo dos fendis totais pelo método de Folin-
Ciocalteu, quantificacdo de flavonoides pela metodologia descrita por Oppermann et al.
(2017) e avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH e o de
captura do radical ABTS, em seguida a atividade antibacteriana foi verificada pelo ensaio de
difusdo em agar, a atividade anti-inflamatoria por meio da quantificacdo de Oxido nitrico
produzido por macrofagos estimulados e a citotoxicidade pelo método de redugdo do XXT. A
partir destes ensaios, pode-se observar resultados promissores quando comparado aos
apresentados na literatura, encontrou-se uma concentracdo de fendis totais e flavonoides
elevada especialmente na fracdo metandlica (44,7 mg EgAG/g e 4,31 mg EqQ/g
respectivamente), com uma CEsg para a atividade antioxidante de 88,81 pg/mL (DPPH) e
60,04 pg/mL (ABTS). O ensaio realizado para avaliacdo da atividade antibacteriana
demonstrou que o extrato etanolico do H. sabdariffa foi capaz de levar a formagéo de halos de
inibicdo dose-dependente. A avaliagdo da atividade anti-inflamatoria ndo demonstrou
resultados satisfatorios, visto que a coloracdo dos extratos possivelmente interferiu nos
resultados e, na avaliacdo citotoxica o extrato e frages exibiram toxicidade nas
concentracdes utilizadas, levando a morte das células. Tais resultados demonstram que a
utilizacdo do extrato do H. sabdariffa para fins antibacterianos contra S.aureus resistente a
multiplos farmacos pode ser aplicada para elaboracéo de produtos sanitizantes ambientais, por
ter demonstrado citotoxicidade em concentragdes inferiores as testadas no ensaio de atividade

antibacteriana.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Hibiscus. Bioatividade. Polifendis.



ABSTRACT

The use of medicinal plants in the treatment of various pathologies is an ancient practice,
among which, the species Hibiscus sabdariffa L., popularly used to treat different health
problems, such as hypertension, dyslipidemias, gastrointestinal disorders and liver
infections, has been the subject of numerous studies. However some actions such as anti-
inflammatory and antibacterial activity against multidrug-resistant Staphylococcus aureus,
besides its cytotoxicity, remain poorly understood. With this in mind, this work aimed to
evaluate these actions together with the phytochemical profile of the ethanolic extract and
fractions (methanolic and ethyl acetate) of H. sabdariffa L.. At first, qualitative
phytochemical analysis was performed, quantification of total phenols by the Folin-
Ciocalteu method, quantification of flavonoids by the methodology described by
Oppermann et al. (2017) and evaluation of antioxidant activity by the DPPH radical
capture method and the ABTS radical capture method, then the antibacterial activity was
verified by the agar diffusion assay, the anti-inflammatory activity by quantification of
nitric oxide produced by stimulated macrophages and cytotoxicity by the XXT reduction
method. From these assays, promising results can be observed when compared to those
presented in the literature, a high concentration of total phenols and flavonoids was found
especially in the methanolic fraction (44.7 mg EqAG/g and 4.31 mg EqQ/g respectively),
with a CE50 for antioxidant activity of 88.81 pug/mL (DPPH) and 60.04 ug/mL (ABTS).
The assay performed to evaluate the antibacterial activity showed that the ethanolic
extract of H. sabdariffa was able to lead to the formation of dose-dependent inhibition
halos. The evaluation of the anti-inflammatory activity did not show satisfactory results,
since the coloration of the extracts possibly interfered in the results and, in the cytotoxic
evaluation, the extract and fractions exhibited toxicity in the concentrations used, leading
to cell death. These results demonstrate that the use of H. sabdariffa extract for
antibacterial purposes against multidrug-resistant S. aureus can be applied to the
elaboration of environmental sanitizing products, for having demonstrated cytotoxicity at

concentrations lower than those tested in the antibacterial activity assay.

Key words: Medicinal plants. Hibiscus. Bioactivity. Polyphenols.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana a multiplos farmacos é um problema que provoca grande
impacto no tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias, pois torna a antibioticoterapia
convencional ineficiente, limitando as possibilidades de combate ao microrganismo (ABDEL-
SHAFI et al., 2019; LOUREIRO et al., 2016). O uso irracional de antibidticos ¢ um fator
relevante para a existéncia de microrganismos multirresistentes, pois leva a um processo de
selecdo das cepas mais fortes, as quais se proliferam e passam tal caracteristica a diante por
meio de mecanismos de transferéncia de genes especificos (LOUREIRO et al., 2016).

A Staphylococcus aureus € um exemplo de bactéria que conseguiu adquirir resisténcia
a uma gama de antibidticos, dentre as quais, cepas resistentes a meticilina (MRSA) tomaram
importancia clinica significativa, pois estdo associadas a quadros de dificil tratamento, que
levam a progressdo da infecgdo de forma mais grave, quando comparada as provocadas por
cepas sensiveis (GARCIA et al.,, 2019). Durante algum tempo essas espécies eram
evidenciadas apenas em ambito hospitalar, mas logo foram observados casos de infeccoes
comunitarias, levando ao aumento dos indices de morbimortalidade (MARTINEZ MEDINA
etal., 2020; NITHYA etal., 2019).

Novas estratégias de tratamento sdo desenvolvidas na busca por regimes terapéuticos
mais eficientes de combate aos microrganismos multirresistentes, dentre estas, 0s estudos
voltados para a utilizagdo de plantas medicinais com atividade antibacteriana tem-se tornado
promissores, as quais vém sendo testadas de forma isolada ou associada ao antibidtico, esta
altima baseia-se no sinergismo com o extrato da planta, o qual pode levar a um melhor
resultado do que quando empregados de forma separada (FAUZIYAH et al.,, 2017;
MARMITT et al., 2015).

O Hibiscus sabdariffa L. € uma espécie utilizada na medicina popular, principalmente
na forma de cha obtido a partir da infusdo dos calices secos, para o tratamento de diversas
patologias, como hipercolesterolemia, hipertensdo, obesidade e infec¢cbes microbianas
(BORRAS-LINARES et al., 2015; DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). Também é observado
0 emprego desta planta na industria de alimentos e farmacéutica, na producdo de bebidas,
xaropes, corantes naturais, cosméticos e nutracéuticos, por ter uma composi¢do quimica rica
em substancias que podem beneficiar a satide, se empregadas de maneira correta (BORRAS-
LINARES et al., 2015).
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Dentre as diversas propriedades farmacologicas atribuidas ao H. sabdariffa L. a acéo
antibacteriana tem despertado grande interesse a comunidade cientifica, visto que muitos
resultados promissores tém sido mostrados em estudos com diferentes tipos de bactérias,
como por exemplo, Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus (TIMOTHY et al., 2017). De acordo com a literatura, 0 mecanismo
pelo qual esta planta desenvolve tal efeito relaciona-se com a presenca de metabdlitos
secundarios da classe fitoquimica polifendis, os quais possuem grande quantidade de grupos
hidroxila em sua estrutura que formam complexos com proteinas e enzimas da bactéria
promovendo sua inatividade (KHALAPHALLAH; SOLIMAN, 2014; TIMOTHY et al.,
2017).

Em contrapartida, muitos estudos também relatam a potencial atividade anti-
inflamatdria associada ao hibisco, a qual atua reduzindo os niveis de mediadores pro-
inflamatdrios que tendem a levar a efeitos deletérios ao organismo (SHEN et al., 2016; SOGO
etal., 2015). Dentre as causas associadas a inducdo da resposta inflamatoria estdo as infecgbes
causadas por microrganismos, que sdo reconhecidos como estranhos, provocando a ativagao
do sistema imunologico (PATRICIO; PAIVA; BORREGO, 2019). Quando tal resposta torna-
se persistente inicia-se o estado de inflamacdo crénica, com superproducdo dos mediadores
inflamatdrios, os quais podem provocar o surgimento de diversas patologias (GERMOLEC et
al., 2018; SHEN et al., 2016).

Por estar associado a tantos efeitos benéficos a saude, a utilizacdo de chas preparados
a partir dos célices do H. sabdariffa L. é algo relatado a bastante tempo, entretanto os dados
literarios a respeito de sua seguranca biolégica ainda sdo escassos e 0s que existem trazem
resultados variaveis entre as diferentes espécies biologicas utilizadas nos ensaios (DA-
COSTA-ROCHA et al., 2014). Diante destas observacoes, este trabalho teve como finalidade
avaliar a citotoxicidade do H. sabdariffa L, além das atividades anti-inflamatoria e
antibacteriana contra cepas de S.aureus resistente a multiplos fa&rmacos, buscando relacionar

tais dados com a composicéo fitoquimica desta planta.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais com propriedades preventivas e/ou curativas é uma
pratica milenar que nas ultimas décadas vem ressurgindo e ocupando um espaco importante
no cuidado com a saude do paciente, tornando-se um dos principais recursos para a medicina
complementar alternativa e para a medicina tradicional (RIBEIRO, 2019). O emprego de
plantas no cuidado com a saude, inicialmente se deu de forma empirica pelos povos
primitivos, por meio de tentativas com erros e acertos, o que foi relevante para a difusdo do
conhecimento das espécies que se adequavam ao uso medicinal (RODRIGUES et al., 2020).

O desenvolvimento de pesquisas investigativas a respeito das propriedades
terapéuticas de plantas medicinais é um fator significativo para proporcionar o seu uso
racional, dado a sua importancia a populacdo, principalmente em comunidades mais carentes
e pouco desenvolvidas, onde ha grande dificuldade para aquisicio de medicamentos
industrializados (FIGUEREDO et al.,, 2014; GADELHA et al.,, 2013). Entretanto o
investimento brasileiro em estudos fitoquimicos e farmacologicos ainda é baixo, considerando
a extensa biodiversidade que possui, havendo relatos investigativos de apenas 0,4% de sua
flora (BRASIL, 2012).

A contribuicdo do reino vegetal para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos,
semissintéticos ou naturais é de longa data e perdura até os dias atuais, como um exemplo
importante de medicamento natural, tém-se os fitoterapicos, os quais sdo obtidos a partir do
processamento de plantas medicinais e possuem agdo comprovada para prevencdo, cura ou
tratamento de determinada patologia, além dos riscos associados ao seu uso, 0S quais Sao
validados a partir de estudos cientificos ou de ensaios clinicos, como base em legislacdo
especifica (GADELHA et al., 2013). No fitoterapico os constituintes extraidos da planta
atuam em conjunto, em diferentes alvos moleculares e de forma sinérgica para desenvolver o
efeito bioldgico (THOMFORD et al., 2018).

2.2 Género Hibiscus

O género Hibiscus pertencente a familia Malvaceae apresenta cerca de 300 espécies,
as quais encontram-se espalhadas em regides tropicais e subtropicais, tais como, América
Central, Africa e Asia, além de Brasil, Australia, México e Porto Rico (COELHO; AMORIM,

2019). Em geral sdo arbustos a subarbustos que apresentam flores exuberantes de coloragédo
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vermelha, rosa, amarela, entre outras, e podem ser empregados para fins ornamentais,
alimentares e/ou medicinais (ESTEVES et al., 2014).

No Brasil, algumas das espécies de Hibiscus, como H. rosa-sinensis L., H. mutabilis
L., H. radiatus Cav. e H. acetosella Welw. ex Hiern, sdo cultivadas devido a bela aparéncia de
suas flores para fins de ornamentacéo de vias publicas, jardins e canteiros (ESTEVES et al.,
2014). Além do seu emprego ornamental, as espécies H. sabdariffa L. e H. acetosella Welw.
ex Hiern também sdo utilizadas na alimentacdo e na medicina popular (FAGUNDES;
MASSUNAGA, 2016).

2.3  Aespécie Hibiscus sabdariffa L.

H. Sabdariffa L. é uma planta nativa da Africa tropical e Asia, classificada como
arbusto, podendo atingir de um a trés metros de altura. O caule é ramificado, composto por
folhas organizadas de forma alternada e flores axilares, com célice de colora¢do vermelha
(COELHO; AMORIM, 2019). As sementes encontram-se no interior do calice, possuem
coloracdo marrom, tricomas por sua superficie e formato de rim. No Brasil algumas
denominacdes populares que sdo empregadas para se referir a esta espécie sdo: hibisco, rosela,
vinagreira, caruru azedo, azedinha e groselha (SOBRINHO; SANTOS, 2020). Sua

classificacdo taxonémica é apresentada no Quadrol e a imagem dos seus calices na Figura 1.

Quadro 1: Classificacdo taxonémica do H. sabdariffa L.

Reino Plantae

Diviséo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malvales

Familia Malvaceae

Género Hibiscus

Espécie Hibiscus sabdariffa L.

Fonte: Adaptado de Sid-Ortega; Guerrero-Beltran (2012).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta

Figura 1: Calices e flor do H. sabdariffa L.
Fonte: Embrapa (2017).

Os célices e flores do H. sabdariffa L. sdo tradicionalmente utilizados em diversos
paises para o preparo de produtos como bebidas, chas, geléias, saladas de frutas e xaropes
(RIAZ; CHOPRA, 2018). Seu emprego na industria de alimentos também ¢é relatado pelo uso
como pigmento natural e conservante, devido a presenca de substancias coloridas, como
antocianinas, e antioxidantes como os polifenéis (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014).

Para fins medicinais, o cha preparado por infusdo dos calices de H. sabdariffa L. é
utilizado popularmente na india, Africa e México, como diurético, hipotensor, colerético e
estimulador do peristaltismo intestinal (DA-COSTA-ROCHA et al., 2014). No Brasil, além
do seu emprego no tratamento de hipertensdo, € relatado o uso em casos de dislipidemia,
transtornos gastrointestinais e infecgbes hepaticas (ARAUJO et al., 2017). Em outros paises,
ndo apenas os calices e flores, mas também outras partes da planta sdo empregadas no
cuidado a saude, por sua acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, analgésica, antioxidante,
cardioprotetora, ansiolitica, hepatoprotetora, entre outros (SOBRINHO; SANTQOS, 2020).
Muitos estudos a respeito das propriedades farmacologicas do H. sabdariffa L. que foram
realizados, in vitro, in vivo ou por triagens clinicas, apresentaram resultados que atestam a
eficiéncia do seu uso popular (DA-COSTA-ROCHA etal., 2014; RIAZ; CHOPRA, 2018).
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2.4 Atividade antioxidante e metabdlitos secundéarios do H. sabdariffa L.

O desequilibrio fisiolégico e a producdo excessiva de espécies pro-oxidantes
favorecem a ocorréncia de danos teciduais, o que pode induzir doencas degenerativas, como
aterosclerose, sindromes metabolicas, danos hepaticos e em outros 6rgdos, além de estar
associado a processos cancerigenos, neste contexto, a agao antioxidante de alguns metabdlitos
secundarios presentes em plantas pode ser uma alternativa para a profilaxia e reducdo dessas
patologias (SID-ORTEGA; GUERRERO-BELTRAN, 2012; SUBHASWARAJ et al., 2017).
Deste modo, a atividade antioxidante associada aos compostos polifendlicos presentes no H.
sabdariffa L. tem um papel relevante para este fim, pois reduz o processo de oxidacdo
promovido por espécies reativas de oxigénio e formacao de radicais livres (SUBHASWARAJ
etal., 2017).

Metabolitos secundarios sdo substancias produzidas por plantas, que além de
desempenhar papel em seu crescimento, defesa contra predadores, polinizacdo e resisténcia a
adversidades ambientais, possuem alta relevancia para fins farmacoldgicos (FAGUNDES;
MASSUNAGA, 2016; NABAVIA et al., 2020). Em uma avaliacéo fitoquimica dos calices do
H. sabdariffa L. realizada por Das (2014), diferentes metabdlitos secundarios foram
encontrados no extrato etanolico e no extrato éter de petréleo, este trabalho demonstrou a
presenca de compostos polifenolicos, taninos, flavonoides, alcaldides, triterpenos, saponinas,
esterdides e antraquinonas no extrato etandlico e composicao similar no extrato éter de
petrdleo, exceto pela auséncia de triterpenos e taninos.

Considerando a variedade de metabdlitos da classe dos polifendis presentes nesta
planta, em um trabalho de reviséo da literatura realizada por Da-Costa-Rocha et al. (2014), foi
apresentado dados a respeito destes constituintes fitoquimicos ja isolados, a partir do extrato
aquoso dos calices do H. sabdariffa L., os quais sdo listados no Quadro 2.

As atividades farmacologicas associadas aos polifendis estdo relacionadas ao nimero
de hidroxilas presentes em sua estrutura quimica, que possuem capacidade de atuar como um
doador de elétrons e hidrogénios, os quais sdo eficazes na estabilizacdo de radicais livres e
como quelante de ions metalicos (TITTONA et al., 2014). Como exemplos de polifenois
presentes no H. sabdarrifa L. tem-se as antocianinas delfinidina-3-sambubiosideo e cianidina-
3-sambubiosideo, mostradas na Figura 2, presentes em abundancia nos célices e folhas da
planta (SOBRINHO; SANTQOS, 2020).
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Quadro 2: Constituintes fitoquimicos isolados a partir do extrato aquoso dos calices de H. sabdariffa L.

Classe ‘

Acidos organicos

Compostos

Acido hidroxicitrico, Acido Hibiscus, Acido Hibiscus glicosideo, Acido Hibiscus 6-
metil éster

Antocianinas

Delfinidina-3-sambubiosideo, Cianidina-3-sambubiosideo

Flavonoides e acidos polifendlicos

Acido galico, Acido clorogénico, 5-hidroximetilfurfural, Digalato de metila, Acido
2-O-trans-cafeoil-hidroxicitrico, Acido 5-cafeoilquinico, Miricetina-3-
arabinogalactosideo, Acido 3- cafeoilquinico, Acido protocatecuico, Acido
protocatecuico glicosideo, Acido coumaroilquinico, Quercetina-3-sambiosideo,
Quercetina-3-rutinosideo, ~ Acido  5-O-cafeoilchiquimico,  Kaempferol-3-O-
sambubiosideo, Quercetina-3-glucosideo, Kaempferol-3-O-rutinosideo, Deridado do
feruloil, Metil-epigalocatequina, Miricetina, N-feruloiltiramida, Acido 4-
cafeoilquinico, Kaempferol 3-(p-coumarilglicosideo), Quercetina, Acido cafeico,
Ester galoil, Derivado do &cido feruloilquinico, aempferol-3-glicosideo, Derivado da
quercetina, Tilirosideo

Fonte: Da-Costa-Rocha et al. (2014).
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OH

OH OH OH OH
OH OH
Figura 2: Estrutura quimica das antocianinas delfinidina-3-sambubiosideo (& esquerda) e
cianidina-3-sambubiosideo (a direita).
Fonte: Adaptado de Sobrinho; Santos (2020).

25 Atividade antibacteriana

O uso irracional e inadequado de antibidticos entre humanos, animais e até mesmo em
plantas, e a facilidade de disseminacdo de espécies microbianas em ambito nacional e
internacional favorece a crescente resisténcia bacteriana aos farmacos. Diversos exemplos de
bactérias multirresistentes tém sido relatados, tais como, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina; Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Escherichia coli resistentes aos carbapenémicos e Enterococcus faecium resistentes a
vancomicina (LOUREIRO et al., 2016). Neste contexto, extratos de muitas plantas que
demonstram atividade antibacteriana, como a Kaempferia galanga L., Piper crocatum N.E.
Br e o proprio Hibiscus sabdariffa L., tém sido estudados na busca pelo desenvolvimento de
alternativas contra bactérias resistentes a medicamentos (FAUZIYAH et al., 2017).

Dentre os metabdlitos secundarios presentes no H. sabdariffa L., atribui-se a notavel
atividade antibacteriana aos compostos polifendlicos, cujo mecanismo de acdo estd
relacionado a presenga de muitos grupos hidroxilas em sua estrutura, os quais podem se ligar
a proteinas e enzimas bacterianas provocando sua inativagdo (KHALAPHALLAH;
SOLIMAN, 2014; TIMOTHY et al., 2017). Além disso, estas hidroxilas também podem se
complexar com a parede bacteriana, diminuir os niveis de ferro e aumentar os nimeros de
hidrogénio, o que também favorece a inativacdo de enzimas e a inibicdo da capacidade de
formacdo de biofilmes (TIMOTHY et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/klebsiella-pneumoniae
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Muitas bactérias séo descritas na literatura como sensiveis a extratos do H. sabdariffa
L., destas pode-se citar: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Serratia
mascences, Clostridium sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus
cereus, Pseudomonas fluorescence, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis,
Actinomyces naeslundii, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedi (TIMOTHY et al., 2017). Para mais, um
estudo realizado por Das (2014) atestou a atividade antimicrobiana do extrato etandlico e do
extrato éter de petr6leo, obtidos a partir dos calices do H. sabdarrifa L. contra os
microorganismos Salmonella enterica sorovar typhimurium, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae, Proteus

ulgaris, Bacillus cereus, Lactobacillus brevis e Aspergillus neger.
2.6 Aespécie Staphylococcus aureus

A espécie S. aureus pertence ao grupo dos cocos gram-positivos da familia
Micrococcae, € uma bactéria mesofila, com temperatura 6tima de crescimento entre 35 e
37°C, considerada aerobica ou anaerobia facultativa, ndo formadora de esporos, imovel e
normalmente ndo encapsulada (SILVA, 2016). Pode ser comumente encontrada na microbiota
das fossas nasais, pele e mucosas de seres humanos, o que possibilita sua rapida disseminacao
ao ambiente, tornando-se facilmente uma fonte de infeccdo tanto para o proprio individuo,
quanto para aqueles que entram em contato com o mesmo (FREITAS et al., 2014; GARCIA
etal., 2019).

Apesar de se tratar de uma bactéria comum da flora humana, ela também pode atuar
como um agente patogénico, quando ha reducdo da imunidade ou ruptura da barreira cutanea,
0 que geralmente tende a ocorrer em pacientes hospitalizados, principalmente com aqueles
que portam algum aparelho ou dispositivo implantado, estando relacionada a infeccGes
nasocomiais e comunitarias de variavel gravidade, como foliculite, abscessos cutaneos e de
tecidos profundos, osteomielite, endocardite, pneumonia, sindrome do choque téxico e
septicemia (KANE; CAROTHERS; LEE, 2018; O’GARA, 2017).

As enzimas, toxinas esfoliativas, exotoxinas, citotoxinas e toxinas superantigénicas
produzidas por cepas de S. aureus, sdo fatores de viruléncia potencialmente envolvidos com a
sua capacidade de causar infecgdes, dentre as enzimas pode-se citar as nucleases, lipases,
proteases, colagenases, hialuronidases e catalases que atuam na invasdo e sobrevivéncia do

microrganismo no hospedeiro (FREITAS etal., 2014).



27

Entre toxinas produzidas pela S. aureus tem-se destaque para a hemolisina alfa (a-
toxina) e leucocidinas bicomponentes, as quais possuem capacidade de formar poros na
membrana da célula hospedeira e levar a ruptura e morte desta, mesmo em baixas
concentracdes. A a-toxina atua causando a lise de plaquetas, leucdcitos, queratindcitos e de
células endoteliais e epiteliais, através da interacdo com receptores de superficie de membrana
chamados ADAM10 (desintegrina e metaloproteina 10) presentes nas células-alvo, levando a
formacdo poros do tipo barril B (SEILIE; WARDENBURG, 2017). Em contrapartida, as
leucocidinas bicomponentes sdo leucotdxicas para mondcitos, neutréfilos e macréfagos,
algumas também atuam na lise de eritrocitos, por mecanismo de formacdo de poros também
do tipo barril beta (SEILIE; WARDENBURG, 2017; VANDENESCH; LINA; HENRY,
2012).

A capacidade da S. aureus produzir biofilmes é outro fator de viruléncia relevante para
0 surgimento de infeccBes e resisténcia a multiplos farmacos, devido a dificuldade de
penetracdo do agente antibacteriano na matriz polimérica que envolve 0s microrganismos
(BOSCARIOL et al.,, 2018). Outros fatores como a natureza do biofilme, as alteragdes
fisiologicas devido a taxa metabdlica reduzida e existéncia de uma matriz protetora contra
acdo do medicamento e do sistema imunoldgico também aumentam a resisténcia (GRAF et
al., 2019).

Biofilmes sdo formados por conjuntos de células bacterianas envolvidas em uma
matriz extracelular de polimeros secretada pelas mesmas, podendo estad fixado em uma
superficie bidtica ou abidtica (BOSCARIOL et al.,, 2018; OLIVEIRA et al., 2018).
Inicialmente é essencial que ocorra o contato das bactérias planctdnicas com a superficie por
meio de interacdes fisico-quimicas, o qual é um processo reversivel, em um segundo
momento ocorre a adesdo célula-célula e célula-superficie mediada por exopolissacarideos,
dando inicio ao estagio irreversivel; o crescimento e maturagdo do biofilme envolvem a
multiplicacdo das células e a produgdo de compostos extracelulares até o desenvolvimento de
uma estrutura madura, a qual pode se desprender e formar novos biofilmes em outro ambiente
(BASTOS, 2017). Neste cenario o processo de sinalizacdo intercelular denominado quorum
sensing, representa um fator relevante para desenvolvimento do biofilme, pois permite a
modulac¢do da densidade populacional, através de auto indutores secretados por tais bactérias
(PAPENFORT; BASSLER, 2016).

Os mecanismos de obtencdo de resisténcia bacteriana podem ser herdados ou
adquiridos e levam a modificagdes na expressao de enzimas ou producdo de novas moléculas

com capacidade proteger o alvo molecular do antibidtico, modificad-lo ou expulsa-lo por
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bombas de efluxo (CORREIA et al., 2017). A S. aureus resistentes a multiplos farmacos é
comumente relatada em infec¢Ges nasocomiais e comunitaria, em que as cepas resistentes a
meticilina (MRSA) representam uma grande preocupacéo, pois estdo envolvidas em infecgdes
criticas que levam a quadros clinicos piores do que aqueles envolvendo cepas sensiveis
(HENDERSON; NIMMO, 2018; KONG; NEOH; NATHAN, 2016). No Quadro 3 esta
apresentado alguns exemplos de antibiéticos e mecanismos de resisténcia que foram

adquiridos por cepas de S. aureus ao longo dos anos.
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Quadro 3: Exemplos de antibioticos e mecanismos de resisténcia aos quais cepas de S. aureus perderam sensibilidade (continua).

Antibiético

Produtos/ Alteracao

Mecanismo

Beta-lactamicos
(Penicilina e meticilina)

1 — Gene blaZ: beta-lactamases;
2 — Gene MecA (MRSA): Alteragdes na PBP2a

1 — Hidrdlise do anel beta-lactamico;
2 — Redugdo da afinidade de penicilinas por PBP.

Glicopeptideos

(vancomicina)

1 — Alteracdo na espessura da parede celular
(VISA);
2 — Operon Van A (VRSA)

1 — Reduz a penetracao dos glicopeptideos;
2 — Hidrdlise dos precursores D-ala - D-ala e sintese de residuo

D-Ala - D-Lac: Menor afinidade pela vancomicina.

Analogo do Fosfoenolpiruvato

(Fosfomicina)

1 — Mutagdo no transportador GlpT e no UhpT;
2 — Gene fos-B: tiol-S-transferase;
3 — Mutagdes no gene murA.

1 — Reducéo da absor¢do da fosfomicina;
2 — Modificacdo enzimatica da fosfomicina;
3 — Alteracdo no alvo molecular.

Lipopeptideo ciclico

(Daptomicina)

1 — MutagOes em genes que afetam a carga ou

composicéo do envelope celular.

1 — Redugdo da ligagdo da daptomicina & membrana

citoplasmatica.

Oxazolidinona (Linezolida e
Tedizolida)

1 — MutagBes no dominio V do gene 23S rRNA;
2 - Modificagbes ou delecBes das proteinas
ribossomais L3 e L4;

3 — Gene cfr: metiltransferase

1 e 2 — Reducéo da ligacdo do antibidtico no alvo molecular;
3 - Metilagdo da posigdo A2503 no rRNA 23S: modificagéo do

alvo.
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Quadro 3: Exemplos de antibidticos e mecanismos de resisténcia aos quais cepas de S. aureus perderam sensibilidade (continuagéo).

Antibidtico

Produtos/ Alteracéo

Mecanismo

Estreptograminas

Macrolideos, Lincosamidas e

1 — Presenca de rRNA metilases codificadas por

genes ermA, ermB ou ermC;

2 — Gene crf: 23S rRNA metiltransferase;

3 — Genes rplV e rplD;

4 - Genes mph: fosforilases

5 — Acetiltransferases;

6 - Gene msr (A): transportador ABC Msr (A);
7 — Gene vga (A): Transportador ABC;

8 - Bomba de efluxo LmrS;

9 — Superexprecgdo do gene mdeA.

1 — Adicdo de grupos metil a um residuo de adenina do rRNA
23S: modificacdo do alvo (R- MLE);

2 — modificacédo do alvo ( R- LEA);

3 — Mutagdes nas proteinas ribossomais L22 e L4 (R — MLE);

4 — Inativagdo enzimética (R — M);

5 - Inativacdo enzimatica (R — EA);

6 — Efluxo (R — MEB);

7 — Efluxo por transportador especifico para estreptograminas
tipo A;

8 — Efluxo ML;

9 — Resisténcia a estreptogramina virginiamicina.

Clorafenicol

1 — Genes cat: cloranfenicol acetiltransferases;
2 — Bomba FexA ou LmrS;
3 — Gene cfr: rRNA metilase

1 — Inativacdo do cloranfenicol por acetilagdo na posi¢do C3;
2 — Efluxo ativo;
3 - Moadificacédo do alvo rRNA 23S na posi¢do A2503.

Tetraciclinas

1 - Bombas Tet (K) e Tet (L);
2 — Genes TetM ou TetO.

1 — Efluxo de tetraciclinas;

2 — Protegéo do alvo.

Aminoglicosideos

1 — Enzima modificadora de aminoglicosideos.

1 — Modificagdo enzimatica e inativagao.
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Quadro 3: Exemplos de antibidticos e mecanismos de resisténcia aos quais cepas de S. aureus perderam sensibilidade (concluséo).

Antibidtico Produtos/ Alteracéo Mecanismo
Fluoroquinolonas 1 — MutagBes nos genes grlA da topoisomerase IV | 1 — Modificacdo do alvo molecular;
e gyrA da DNA girase; 3 — Efluxo de fluoroquinolonas.
3 — Superexpressdo de bombas de efluxo NorA,
NorB e NorC.
Rifampicina 1 — Mutagdes no gene rpoB da RNA polimerase. 1 - Alteracdo do alvo que reduz a afinidade pela rifampicina.
Sulfonamidas 1 - mutagdes no gene da diidropteroato sintase e da | 1 - Reducéo da afinidade de ligacdo com o alvo molecular.

(Trimetoprima-Sulfametoxazol) | di-hidrofolato redutase

Fonte: Adaptado de Vestergaard; Frees; Ingmer (2019).

Nota: MRSA (S. aureus Resistente a Meticilina), PBP (Proteina de Ligacdo a Penicilinas), VISA (S. aureus de Resisténcia Intermediaria a vancomicina), VRSA (S. aureus
Resistente a Vancomicina), GIpT (Transportador Parcialmente Constitutivo de Glicerol-3-fosfato), UnpT (Transportador de glicose — 6- fosfato), rRNA (Acido Ribonucléico
Ribossémico), R- MLE (Resisténcia a Macrolideos, Lincosamidas e Estreptograminas ), R- LEA (Resisténcia a Lincosamidas e Estreptograminas A), R — M (Resisténcia a
Macrolideos), R — EA (Resisténcia a Estreptograminas A), R — MEB (Resisténcia a Macrolideos e Estreptograminas B), ML (Macrolideos e Lincosamidas) ;DNA (Acido
Desoxirribonucléico).
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Dessa forma, a realizacdo de estudos que avaliem a atividade antibacteriana de plantas
medicinais contra bactérias multirresistentes possui papel relevante no desenvolvimento de
novas alternativas farmacoldgicas para o tratamento de infeccBes provocadas por tais
microrganismos (ABDALLAH, 2016). Resultados promissores ja foram observados em um
estudo realizado por Hayati et al. (2012), no qual um extrato etandlico viscoso, obtido a partir
da maceracdo de 1 Kg das flores secas do H. sabdariffa L. com etanol (96%), demonstrou alta
capacidade de inibir o crescimento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina em
concentracdes de 50% e 75%, os quais produziram zonas de inibicdo com diametros de 22,8

mm e 24,18 mm, respectivamente.
2.7  Atividade anti-Inflamatéria

O processo inflamatorio ocorre como uma resposta de defesa fisioldgica contra
agentes agressores, como patdgenos, agentes fisicos ou quimicos, 0s quais sdo reconhecidos
como estranhos por células do sistema imunoldgico, dando inicio a acbes que objetivam a
eliminacdo destes microrganismos/substancias estranhas e/ou reparo de tecidos que foram
lesionados (CHEN et al., 2018; GUL, 2018). Durante o processo ocorre a producio e
liberacdo de mediadores inflamatdrios, dentre os quais tém-se o fator de necrose tumoral alfa
(TNF — o), interleucinas (IL), quimiocinas, citocinas, ciclo-oxigenases e prostaglandinas
(PG), que provocam alteracdes na permeabilidade vascular e recrutamento de células de
defesa (OSPINA et al., 2013; SOGO et al., 2015).

A persisténcia do estimulo inflamatério estabelece a fase cronica deste processo, em
que efeitos prejudiciais sdo observados devido a superproducdo de mediadores inflamatérios,
estando relacionados ao aparecimento diversas patologias (SHEN et al., 2016). Um exemplo é
a producdo exacerbada da IL-6, uma citocina pro- inflamatéria que induz o aumento da
sintese da proteina C reativa (PCR) pelo figado, a qual atua reduzindo a formacdo de oxido
nitrico (agente vasodilatador) por diminuir a atividade da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS)
endotelial, a PCR também atua estimulando o aumento da sintese de endotelina-1
(vasoconstritora), levando dessa forma a reducdo da vasodilatacdo dependente do endotélio,
aumento da forca de cisalhamento e lesdo dos vasos sanguineos, o que estimula a formacao de
placas de ateroma e 0 aparecimento de trombos, que sdo fatores de risco para o surgimento de
eventos cardiovasculares (TEIXEIRA et al., 2013).

Outra grande preocupacdo relacionada a cronicidade do processo inflamatério é o
aumento da formacao de espécies reativas de oxigénio (OSPINA et al., 2013; TEIXEIRA et

al., 2013), as quais estdo associadas a agOes deletérias em decorréncia do estresse oxidativo
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celular, provocando surgimento de doengas cronicas, como sindromes metabolicas e doencas
degenerativas (SUBHASWARA et al., 2017).

Desta forma, plantas com potencial atividade anti-inflamatérias, como o H. sabdariffa
L. podem contribuir para a reducdo desses eventos danosos ao organismo, estudos recentes
tem demonstrado a acéo in vitro das antocianinas, delfinidina e delfinidina-3-sambubiosideo
presentes nesta planta, na supressdo da expressao de mediadores pro-inflamatérios, como o
TNF-alfa, IL-6 e proteina 1 quimioatrativa de mondécitos (MCP-1) (SOGO et al., 2015).

Em testes in vivo também foi verificado a acdo anti-inflamatéria do H. sabdariffa L.,
em que um extrato etandlico produzido a partir de seus calices demonstrou capacidade de
inibir significantemente o edema provocado por xileno em orelhas de ratos de maneira
proporcional a dose (SHEN et al., 2016). Para além, também é observado que as substancias
polifendlicas extraidas do hibisco sdo capazes de reduzir o processo inflamatério induzido por
lipopolissacarideo (LPS) em ratos (SHEN et al., 2016; SOGO et al., 2015).

2.8 Toxicidade do H. sabdariffa L.

Plantas medicinais sdo comumente utilizadas por diversas pessoas no tratamento de
problemas de salde, as quais sdo vistas na maioria das vezes como seguras em decorréncia de
sua origem natural. No entanto, este pensamento estd associado ao surgimento de
intoxicacg0es, pois estas também podem produzir substancias toxicas ao individuo capazes de
provocar eventos patoldgicos, sendo assim indicado a utilizacdo apenas de plantas conhecidas
e devidamente identificadas (CAMPOS et al., 2016). Dados levantados pelo Sistema Nacional
de Informacdes Toxico-Farmacoldgicas (2018) mostram que em 2016 foram registrados 1.207
casos de intoxicagdes por plantas no Brasil, em que 36,29 % destes ocorreram em criancas
entre 1 a 4 anos de idade.

A acdo toxica da espécie vegetal pode variar de acordo com fatores relacionados tanto
a planta quanto ao individuo, para o primeiro tém-se varia¢cdes em decorréncia da dose
utilizada, forma de estocagem, uso concomitante de outras plantas, contaminacdo por
produtos quimicos, entre outros; como fatores relacionados ao individuo tém-se a idade,
estado nutricional, presenca de doengas que dificultam o metabolismo, gravidez e lactacao
(CAMPOS et al., 2016).

O H. sabdariffa L. é um exemplo de planta utilizada a bastante tempo pela populacao,
os estudos in vivo acerca da sua toxicidade em diferentes espécies de ratos e camundongos
trazem resultados varidveis a respeito de sua dose letal so (DLso), visto que, em um ensaio

realizado com camundongos albinos durante quatorze dias, o extrato aquoso dos célices desta
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planta obteve um DLso > 5000 mg//kg de peso corpdreo/dia, em contrapartida um ensaio
realizado com ratos machos Charles Foster demonstrou letalidade total em todos os grupos
tratados ap6s 28 dias de administracdo de doses de 2000 mg/kg/dia (DA-COSTA-ROCHA et
al., 2014).

A variabilidade quanto a toxicidade do H. sabdariffa L. também foi observada em
bioensaios de citotoxicidade e genotoxicidade sobre células meristematicas de raizes de
Allium cepa, em que no estudo realizado por Lima et al. (2018) pode ser demonstrado a
auséncia de tais acdes do cha obtido a partir da infusdo das flores do H. sabdariffa L. nas
concentracdes de 0,10; 0,20 e 0,40 g/ml. Entretanto em outro estudo realizado por Rocha et al.
(2017), foi observado reducdo no crescimento das raizes do Allium cepa no cha a 5 g/L e
inibicdo total do crescimento nas concentragdes de 10 e 20 g/L, evidenciando dessa forma a
citotoxicidade de tal planta neste ensaio.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Avaliar a composicdo fitoquimica e as acles bioldgicas (antibacteriana, anti-
inflamatdria e citotdxica) do extrato etanolico e fracGes de H. sabdariffa L frente a cepas de S.

aureus multirresistentes.

3.2  Objetivos especificos

Analisar qualitativamente a fitoquimica do extrato etandlico obtido a partir dos calices

secos do H. sabdariffa L. e suas fracfes (acetato de etila e metanolica);

e Quantificar os principais metabolitos secundarios sugeridos na literatura como portadores

de acdo antibacteriana e anti-inflamatoria (compostos polifendlicos e flavonoides);

e Determinar a atividade antioxidante do extrato etandlico e fracGes por duas metodologias
comumente utilizadas na avaliacdo de tal atividade, o ensaio de captura do radical DPPH e
do ABTS;

e Avaliar a atividade antibacteriana do extrato etanolico de H. sabdariffa L. contra cepas de

S. aureus resistente a multiplos farmacos;
e Avaliar a potencial atividade anti-inflamatéria do extrato e fracdes do H. sabdariffa L.;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato e fracOes do H. sabdariffa L..
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4 MATERIAIS E METODOS
41 Materiais

Solventes e reagentes: Calices secos do Hibiscus sabdariffa L., &gua destilada, alcool
etilico absoluto (etanal), silica gel 60 (0,063-0.200mm), hexano, cloroférmio, acetato de etila,
alcool metilico (metanol), &cido cloridrico, reagente de Mayer, reagente de Wagner, acetato de
cobre, acetato de chumbo, cloreto férrico, fita de magnésio, hidréxido de amdnio, sulfato de
sodio anidro, anidrido acético, acido sulfarico, reagente de Folin-Ciocalteau, carbonato de
sodio anidro, sulfato de aluminio, quercetina, 2,2- Diphenyl-1-prylhydrazyl (DPPH), acido
galico, 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), persulfato de potéssio,
cepas de S. aureus, caldo Luria Bertani, glicerol, &gar Brain Heart Infusion (BHI), solucéo
padrdo McFarland 0,5, 4gua estéril, agar Mueller Hinton, cultura de macréfagos RAW 264.7,
meio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibidtico Pen & Strep, lipopolissacarideo bacteriano, reagente de Griess, 2,3-bis-(2-
metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XXT).

Equipamentos: Moinho de facas, balanca analitica, chapa aquecedora, evaporador
rotativo, bomba de vacuo, espectrofotdmetro UV-Vis, espectrofotdmetro de infravermelho,
banho ultrassom, banho Maria, capela de exaustdo, autoclave, estufa incubadora BOD,
refrigerador, forno micro-ondas, capela microbioldgica, paquimetro digital, pHmetro, leitor de
microplaca.

Instrumentos e vidrarias: balGes volumétricos de 250, 100, 50 e 10 ml, béqueres de
250, 100, 50 e 25 ml, baldes de fundo redondo de 250 e 500 ml, frasco de vidro tipo
penicilina, Erlenmeyer de 250 ml, tubos de ensaio, estante para tubos de ensaios, bastbes de
vidro, espatulas, pinca anatdmica, garra para bureta, coluna cromatogréafica, suporte universal,
papel-filtro, funil para filtracdo simples, funil de extracdo liquido-liquido, funil Blchner,
Kitassato, alonga para Kitassato, grau e pistilo, pipeta graduada, pipetador tipo péra, pipeta
Pasteur de vidro, tetina de silicone, micropipetador, ponteiras, placas de Petri, agitador de

tubos tipo Vértex, tubos Eppendorf, placa de cultura de 96 pocos.
4.2  Métodos
4.2.1 Obtengdo do material vegetal

O material vegetal, céalices secos do H. sabdariffa L. foi obtido da empresa Nutri Ervas
Indlstria e Comércio LTDA, CNPJ: 06.050.815/0001-61.
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4.2.2 Preparo do extrato bruto etandlico

A obtencdo do extrato bruto etandlico foi realizada segundo o método descrito por
Lusida et al. (2017), com algumas modificacGes. Para tal, as flores secas do Hibiscus
sabdariffa L. foram pulverizadas em moinho de facas, por conseguinte o p6 obtido foi pesado
em balanca analitica, obtendo-se uma massa de 200 g, da qual utilizou-se 50 g para o preparo
do extrato etanolico na proporcdo 1:4 (material vegetal/alcool etilico absoluto), atraves do
processo de maceragdo por 24 horas, filtracdo simples e troca do solvente apds este tempo,
com repeticdo do processo até finalizacdo da extracdo, observada pela coloracdo mais clara do
meio. Apos isso, 0 solvente foi evaporado em evaporador rotativo a aproximadamente 60°C,

com obtencdo de uma massa final seca do extrato bruto de 12, 638 g.
4.2.3 Fracionamento do extrato

No fracionamento do extrato bruto etandlico utilizou-se uma coluna filtrante, para isso
foi realizada a incorporacdo de 6,5 g deste em silica até a obtencdo de uma mistura
homogénea, a qual foi transferida para um funil de Buchner previamente coberto com papel -
filtro umedecido com o solvente da filtracdo, seguido da aplicacdo de outro papel-filtro na
superficie da mistura. As fracdes foram obtidas por filtracdo a vacuo, utilizando os solventes:
hexano (200 mL), cloroférmio (200 mL), acetato de etila (300 mL) e metanol (300 mL),
adicionando-os de 50 a 50 mL na ordem do menos polar para 0 mais polar. Apds isso, as
fracdes foram levadas para o evaporador rotativo, com término da secagem em capela de
exaustdo e, por fim, pesagem em balanca analitica, com obtencdo das seguintes massas:
fracdo hexano = 0, 0012 g; fracdo cloroférmio = 0, 219 g; fracdo acetato = 4, 08 g; fracdo
metanol = 1, 879 g. Tendo em vista o rendimento insuficiente das fracbes hexano e
cloroférmio para a realizacdo de todos 0s ensaios, apenas as fragdes acetato, metanol e extrato

bruto foram avaliadas.
4.2.4 Testes fitoquimicos

A anélise fitoquimica qualitativa foi realizada segundo a metodologia descrita por
Matos (2009), para determinacdo de alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas,
antraquinonas, triterpenos e esteroides no extrato etanolico e nas fracGes obtidas a partir deste,

para isso seguiu-se 0s passos descritos abaixo:
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1 — Alcaloides: 10 mg de cada amostra foi diluida com 5 mL de acido cloridrico a 5%,
seguido da distribuicdo destas em dois tubos de ensaio e adicdo de 3 gotas do reagente de
Mayer em um tubo e do reagente de Wagner em outro, observando a formacéo de precipitado.

2 — Taninos: 10 mg de cada amostra foi diluida com 5 mL de &gua destilada, seguido
por distribuicdo destas em trés tubos de ensaio e adi¢do de 3 gotas de acetato de cobre no tubo
1, acetato de chumbo no 2 e cloreto férrico no 3, observando a formacao de precipitado ou
surgimento de cor verde ou azul (no tubo que foi adicionado o cloreto férrico).

3 — Flavonoides: 10 mg de cada amostra foi diluida com 5 mL de etanol 70% e
transferidas para tubos de ensaio, nos quais foi adicionado 35 mg de raspas de magnésio e 1
mL de acido cloridrico, observando surgimento de cor rosea ou vermelha.

4 — Saponinas: 10 mg de cada amostra foi diluida com 5 mL de agua destilada,
transferidas para tubos de ensaio e agitadas de forma continua por trés minutos, observando
persisténcia de espuma ap06s 15 minutos.

5 — Antraquinonas: 10 mg de cada amostra foi diluida com 5 mL de hidroxido de
amonio a 10%, observando surgimento de coloracdo rosea ou vermelha.

6 — Triterpenos e esteroides: 10 mg de cada amostra foi diluida com 5 mL cloroférmio,
seguido da filtracdo simples em algoddao com sulfato de sodio anidro. O filtrado foi transferido
para tubos de ensaio, onde foi adicionado 1 mL de anidrido acético e 1 mL de acido sulfurico,

observando surgimento de coloracéo verde e/ou vermelho acastanhado.
4.25 Determinacao de fenois totais

A determinacdo quantitativa dos fendis totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu por espectrofotometria na regido do visivel, com base na metodologia descrita por
Sousa et al. (2007), com algumas modificacdes. Para tal, foi feito o preparo de solucdes
metanolicas das amostras na concentracdo de 1 mg/mL em balGes volumétricos de 10 mL. Por
conseguinte, 1 mL de cada solucdo preparada foi pipetado em outros baldes volumétricos de
10 mL, com adicdo de 6 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente de Folin- Ciocalteu, apos
homogeneizacdo por 3 minutos adicionou-se 1 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio
(Na2.CO3) a 15%, seguido pelo preenchimento do volume até o menisco com agua destilada,
obtendo-se a concentragdo final de 0,1 mg/mL para todas as amostras.

Todas as solucgdes foram preparadas em triplicata e guardadas por 1 hora em local sem
luminosidade, para enfim realizar a leitura no espectrofotometro UV-vis no comprimento de
onda de 750 nm, utilizando como branco uma mistura obtida a partir de todos os reagentes

empregados com exce¢do da amostra e, para zerar 0 equipamento antes das leituras apenas
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metanol, as absorbancias obtidas na leitura do branco foram subtraidas das absorbancias das
amostras.

A quantificacdo dos fendis totais foi realizada com base na média das absorbancias das
amostras, aplicada a uma curva de calibracdo de acido galico, construida a partir das leituras
da absorbancia a 750 nm de solucdes de acido galico nas concentracdes de 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e
10,0 pg/mL, ap0s reagirem com 0S mesmos reagentes que as amostras. Obtendo-se uma
equacdo para a curva de calibragdo de y = 0, 0723x + 0, 0241 e valor de R? = 0, 993, sendo y
a absorbancia de cada amostra e x a concentracdo de fendis totais em mg de EqAG

(equivalente de &cido galico)/g de amostra.
4.2.6 Quantificacéo de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides nos extratos e fragdes seguiu a metodologia descrita
por Oppermann et al. (2017) com algumas modificagdes. Para tal, foram preparadas solucoes
metanolicas das amostras a serem analisadas na concentracdo de 10 mg/mL e uma solucao
metanolica de sulfato de aluminio a 5%, em seguida foi pipetado 500 pL das amostras, 250
ML da solucéo de sulfato de aluminio e 4,25 mL de metanol em tubos de ensaio em triplicata,
obtendo-se a concentragdo final para as amostras nos tubos de 1,0 mg/mL.

Uma curva de calibragdo com o padrdo quercetina foi construida a partir de solucBes
preparadas nas concentracdes de 10; 25; 50; 75, 100 e 150 pug/mL, que apds ser aplicado o
mesmo procedimento feito com as amostras do material vegetal, foi obtido as seguintes
concentracdes finais para a construcdo da curva: 1,0; 2,5; 5,0; 7,5, 10,0 e 15,0 pg/mL.
Utilizou-se como branco todos os reagentes, com exce¢do da amostra ou da quercetina, e sua
absorbancia foi subtraida nos calculos. Para zerar o equipamento empregou-se apenas
metanol.

Apos 30 minutos em ambiente escuro, as amostras foram lidas no espectrofotémetro a
425 nm, obtendo-se uma equacao para a curva de calibracdo de y = 0, 0802x + 0,0216 e valor
de R? =0, 999, em que considerou-se y a absorbancia de cada amostra e x a concentracdo de

flavonoides expressos em mg de EQ (Equivalente de Quercetina) por grama de amostra.
4.2.7 Atividade antioxidante: método de captura do radical DPPH*®

A atividade antioxidante realizada pelo método do DPPH teve como base a
metodologia descrita por Pires et al. (2017), na qual é avaliada a capacidade de captura do

radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) por substancias antioxidantes presentes na
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amostra, as quais provocam a reducdo do DPPH e mudanca de cor do meio de pdrpura para
amarelo, com consequente reducdo nos valores de absorbancia.

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada com o extrato etandlico e
fracOes, para isso foram preparadas solugdes nas concentracoes de 125; 250; 500; 1000 e 2000
Hg/mL em bal6es volumétrico de 10 mL, utilizando metanol como diluente, em seguida foi
pipetado em diferentes tubos de ensaio 0,2 mL de cada uma das amostras e 2,8 mL de uma
solucdo metandlica de DPPH a 80 pumol.L !, obtendo-se concentracgdes finais das amostras de
8,33; 16,67; 33,33; 66,67 e 133,33 pg//ml, respectivamente. Utilizou-se como branco das
amostras 0,2 mL das solugdes preparadas inicialmente, acrescidas de 2,8 mL de metanol. A
solucdo controle foi preparada a partir da mistura de 0,2 mL de metanol com 2,8 mL da

solucdo de DPPH, tomando como branco do controle apenas metanol.

Como padrdo de comparacgéo para os resultados foi utilizado uma solu¢do metanolica
de acido gélico preparada a 0,1 mg/mL, a partir da qual foi feito diluicGes para construcao da

curva padréo, os volumes utilizados séo descritos no Quadro 4.

Quadro 4: Volumes utilizados da solucdo estoque de &cido galico a 0,1 mg/mL para a

construcdo da curva padréo.

Concentragdo  Solugéo Ac. galico 0,1 mg/ml | Metanol (L) Volume final
final (ug/mL)  DPPH (uL) | (uL) (uL)
Branco = = 3000 3000
0,0 2800 - 200 3000
0,5 2800 15 185 3000
1,0 2800 30 170 3000
15 2800 45 155 3000
2,0 2800 60 140 3000

Fonte: Adaptado de Pires et al. (2017).

Todas as misturas foram realizadas em triplicata e mantidas em ambiente sem
luminosidade por 30 minutos, para entdo seguir com as leituras das absorbancias em
espectrofotdmetro UV-vis a 517 nm, seguindo a ordem da menor concentracao para a maior e

iniciando a partir das amostras do controle.
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A média dos valores de absorbancia obtidos para cada amostra foi subtraida pela
média dos valores de absorbancia do branco e entdo aplicados na equacdo abaixo, para
determinac¢do da percentagem de atividade antioxidante (% AA), que é proporcional a reducéao
do radical DPPH.

% AA= (Abs do controle - Abs da amostra) + (Abs do controle) X 100

Onde Abs do controle refere-se a absorbancia da solu¢do contendo apenas metanol e
DPPH e, Abs da amostra corresponde a solu¢do contendo a amostra e o DPPH.

Com base nos resultados de porcentagem de reducdo do DPPH é possivel calcular a
CEso, que é a concentracdo da amostra capaz de reduzir 50% do DPPH no meio, para isso foi
plotado uma curva com a % de redugdo do DPPH no eixo Y e a concentracdo dos extratos
(ng/mL) no eixo X, obtendo uma equacéo da reta do tipo y = ax+ b.

Onde:
y = % reducdo do DPPH
X = CEsg (mg/mL)

4.2.8 Atividade antioxidante: método de captura do radical ABTS™

A determinacdo do potencial antioxidante através do ensaio de sequestro do ABTS'*
[2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)] seguiu a metodologia descrita por
Torres et al. (2017) com algumas modificacbes, a qual se baseia na reducdo do radical
catibnico de cor verde/azulada por substancias antioxidantes do meio, com diminuicdo da
coloracdo e consequente decaimento da absorbancia, a qual é comparada com a absorbancia
do radical que ndo passou pela reacdo, sendo o potencial antioxidante inversamente
proporcional a absorbancia das amostras.

O ensaio foi realizado para o extrato bruto e fracOes, para tal foi preparado
previamente uma solucdo de ABTS a 7 mM e uma solucdo de persulfato de potassio a 140
mM em baldes volumétricos de 10 mL utilizando &dgua destilada, por conseguinte 5 mL da
primeira solucdo foi misturada com 88 pL da segunda, essa mistura foi mantida em
temperatura ambiente e no escuro por 16 horas para obtencdo do radical catibnico ABTS',
apos decorrido o tempo a solugéo resultante foi diluida com metanol até a obtencdo de uma
absorbancia entre 0,8-1,0 a 734 nm (iniciando a dilui¢do na proporgao 1:40).

As amostras a serem analisadas foram preparadas da mesma forma e concentragdes
descritas na metodologia anterior (método de captura do DPPH), tendo sido também
utilizados os mesmos volumes (200 pL para as amostras e 2.800 L para a solucgdo radicalar),

foi feito o branco das amostras para cada uma das concentracdes. Como controle utilizou-se
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2.800 pL do ABTS"* acrescido de 200 pL de metanol e como padréo de referéncia para os
resultados foi utilizado o acido galico nas concentracbes de 0,0; 0,25; 0,5; 1,0 e 1,5 pg/ml,
preparado de forma similar a utilizada na metodologia anterior, alterando apenas o radical da
reacdo. Todas as amostras foram preparadas em triplicata, guardadas em ambiente sem
luminosidade por 20 minutos e entdo lidas no espectrofotémetro UV-vis a 734 nm.

Os célculos para determinar a percentagem de atividade antioxidante e CEso foram

realizados da mesma forma aos aplicados ao método de captura do DPPH.
4.2.9 Avaliacdo da atividade antibacteriana
4.2.9.1 Microorganismos utilizados

Para analise do efeito antimicrobiano foram utilizadas 3 tipos de cepas de
Staphylococcus aureus, isoladas de pacientes internados em servigo de satide do municipio de
Barreiras (BA). As cepas foram mantidas congeladas a — 12 °C em caldo Luria Bertani
acrescido de glicerol. No Quadro 5 pode ser observado as amostras, que se mostraram

resistentes e que sdo cepas MRSA, selecionadas para serem utilizadas no ensaio.

Quadro 5: Classificacdo das amostras de S. aureus utilizadas nos ensaios de atividade

antibacteriana do H. sabdariffa L.

Cepa | Microorganismo Amostra | Resistente MRSA
1 22G Sim Sim

S. aureus
2 S. aureus 1SGB Néo Néao
3 S. aureus 11iB Sim Sim

Fonte: Autoria prépria.

4.2.9.2 Preparacgéo do Inéculo

Antes dos ensaios, as cepas foram reativadas em caldo BHI e incubadas a 35 + 2°C
por 24 horas. A turbidez foi ajustada para solucdo padrdo McFarland 0,5; resultando em uma

suspensdo de aproximadamente 1.108 UFC/mL.
4.2.9.3 Ensaio de Difusio em Agar

A realizacdo do ensaio de difusdo em agar para avaliacdo da atividade antibacteriana

do H. sabdariffa L. frente as cepas selecionadas, foi aplicado ao extrato etandlico de acordo
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com a metodologia descrita por Gonelimali et al. (2018). Para tal foram preparadas diluicGes
seriadas do extrato em agua estéril nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,35; 15,63;
7,81; 3,9 mg/ml. Em seguida 100 uL de cada inéculo foi transferido para tubos de ensaio
contendo &gar Mueller-Hinton fundido (com temperatura aproximada de 50°C),
homogeneizado em agitador tipo vortex e transferido para placas de petri estéreis. Apds
solidificacdo do agar, quatro pocos foram feitos em cada uma das placas, os quais foram
preenchidos com 100 pl dos extratos nas diferentes concentragbes preparadas inicialmente.
Por conseguinte as placas foram resfriadas por 30 minutos e em seguida, incubadas 35 + 2°C
por 18 horas, para entdo mensuracdo dos halos de inibicdo utilizando paquimetro digital. O

ensaio foi realizado em duplicata e repetido uma segunda vez em dia diferente.
4.2.10 Atividade anti-inflamatdria
4.2.10.1 Cultura Celular

Macrofagos RAW 264.7 foram cultivados em meio Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiotico Pen & Strep, em

uma atmosfera contendo 5% de CO, a 37°C.
4.2.10.2 Atividade Anti-inflamatéria

A atividade anti-inflamatoria foi avaliada através do ensaio com macrofagos RAW
264.7 induzidos com o lipopolissacarideo bacteriano (LPS), essa inducgdo provoca a producédo
de Oxido Nitrico (NO) por tais células, que na presenca de substancias com atividade anti-
inflamatorias tende a ter sua sintese reduzida. Para tal, as células RAW foram semeadas, na
concentracéo de 1.10° células/pocgo, em placa de cultura de 96 pocos e tratadas por 1 hora com
100 pl dos extratos nas concentracdes 12,5; 25; 50 e 100 mg/ml (preparados utilizando o
mesmo meio de cultura do cultivo celular). Apos decorrido o tempo, estas foram incubadas
com LPS a 200 ng/mL por 24 horas em atmosfera contendo 5% de CO; a 37°C. A
concentracdo de NO no meio, foi medida indiretamente por seu principal metabolito formado
apos reagir com o reagente de Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato de N- (1-
naftil) -etilenodiamina e 5% de acido fosforico), o nitrito. Para isso, 50 pl de cada
sobrenadante foi misturado com mesmo volume do reagente de Griess e apos decorrido 10
minutos em temperatura ambiente e sem luminosidade, as amostras foram lidas em leitor de

microplaca a 540nm.
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O ensaio foi realizado em triplicata, teve como controle positivo as células tratadas
apenas com o LPS e como controle negativo as células apenas com o meio de cultura. Em
vista de observar a interferéncia que a coloracdo dos extratos poderia causar estes também
foram lidos nas mesmas concentracfes descritas para 0 ensaio, mas sem ter participado das

reacoes.
4.2.11 Avaliacéo da Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade dos extratos foi realizado através do método XTT, o qual
avalia a viabilidade celular por uma reacdo colorimétrica, desenvolvida através da
biorreducdo do sal tetrazolico XTT por desidrogenases mitocondriais formando o formazan,
um produto de coloracgdo de coloracédo violeta, essa reagdo ocorre somente em células viaveis.
Para tal, 100 ul das células RAW (aproximadamente 1.10° células/poco), utilizadas no ensaio
de atividade anti-inflamatdria e apds ser retirado o sobrenadante, foram e incubadas com 50 ul
da mistura de marcacdo XTT (5 ml de reagente de marcacdo XTT com 0,1 ml de reagente de
acoplamento de elétrons) por 4 horas, em atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37°C.
Apos decorrido o tempo o sobrenadante foi retirado e lido em leitor de microplacaa 590 nm.

O ensaio foi realizado em triplicata, teve como controle positivo as células tratadas

apenas com o XTT e como controle negativo as células apenas com o meio de cultura.

4.2.12 Analise dos dados

O software Microsoft Office Exel foi utilizado na realizacdo da analise estatistica dos
dados e construcdo dos graficos de fendis totais e flavondides e, para avaliacdo da linearidade
e significancia dos resultados atraves Analise de Variancia (ANOVA), bem como, para a
avaliacdo da diferenca estatistica entre as metodologias aplicadas no ensaio de atividade
antioxidante empregando o teste F e o teste T student, utilizando um nivel de confianca de
95%. A andlise estatistica dos dados de atividade antibacteriana foi realizada pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade e, os graficos da atividade anti-inflamatéria e citotoxicidade

foram construidos utilizando o software GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise fitoquimica qualitativa do extrato bruto etandlico (EBE), obtido a partir dos
calices secos do H. sabdariffa L., e de suas fracbes acetato (FrAc) e metandlica (FrM) esta
apresentada na Tabela 1, em que é possivel verificar a presenca de metabdlitos secundarios da

classe polifenois, em especial flavonoides.

Tabela 1: Andlise fitoquimica qualitativa do extrato etandlico e fragdes metandlica e acetato

de etila.
Teste EBE FrM FrAc
Alcaloides - - -

Antraguinonas - - -

Flavonoides &5 i+ -
Fendis + i i
Taninos - - -
Saponinas - - -
Triterpenos 7 i i
Esteroides i i i

Fonte: Autoria propria.

Nota: + (presente), - (ausente), EBE (Extrato Bruto Etandlico; FrM (Fracdo Metandlica), FrAc (Fragdo Acetato).

Flavondides podem ser encontrados nas plantas em sua forma livre (aglicona) ou
ligados a glicosideos, o que eleva sua polaridade em decorréncia ao aumento do nimero de
hidroxilas, fazendo com que sejam sollveis em solventes mais polares (NABAVIA et al.,
2020). A capacidade dos solventes empregados em reter tais metabolitos relaciona-se a
eficiéncia destes em solubiliza-los, ao se tratar de substancias polares é observado um melhor
desempenho com a utilizagdo de solventes polares, visto que isso favorece a existéncia de
interacGes mais fortes entre o soluto e o solvente, capaz de vencer as for¢as de atracdo entre
solvente-solvente e soluto-soluto. A presenca de grupos polares, estrutura quimica e massa
molecular (M) dos solventes sdo fatores que influenciam no momento dipolo (i) da molécula
e consequentemente em sua polaridade (MARTINS et al., 2013). Assim, solventes como

acetato de etila que possui o 1 1,78 e M 88,1 g/mol, ao ser comparado com o etanol que tem
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1,69, mas M de 46,1 g/mol (GOUAL; FIROOZABADI, 2002) ou metanol com p 1,70 e M de
32,04g/mol, tende a ter uma menor eficiéncia em solubilizar um soluto de elevada polaridade
por ter uma cadeia carbdnica e estrutura quimica maior (MARTINS et al., 2013).

Nesta pesquisa também pdde ser observado resultados positivos para os metabolitos
triterpenos e esteroides em todas as amostras analisadas. Triterpenos sdo moléculas derivadas
de unidades de isopreno que se unem formando um esqueleto base de trinta carbonos, tais
metabolitos servem como precursores para a formacdo de outros derivados a partir da
variacdo dos grupos funcionais (como exemplo: carbonila, glicosil, hidroxila, carboxila e
metila) que podem estar ligados ao esqueleto carbdnico (GHOSH, 2016). Além de
desempenharem papel no desenvolvimento e defesa da planta contra patégenos, seu emprego
na indastria farmacéutica, cosmética e alimenticia torna um alvo relevante de pesquisas
cientificas (GHOSH, 2017). Os esteroides sdo moléculas de baixo peso molecular derivadas
de triterpenos, mais especificamente do S-esqualeno-2,3-epdxido, esses metabdlitos
desenvolvem acdes essenciais na fisiologia e bioquimica da espécie em que se apresentam e,
assim como os triterpenos, possuem importante papel comercial, visto que sdo utilizados na
producdo de medicamentos, como anticoncepcionais, agentes de agdo cardiovascular e
farmacos para o tratamento da osteoporose (GARG et al., 2020).

Os resultados vistos aqui podem ser comparados com dados existentes na literatura,
como os apresentados por Abdallah (2016b), em que ao avaliar o extrato metanolico (80%)
dos célices de H. sabdariffa L. obteve resultados positivos para compostos fendlicos e
flavonoides, outros metabdlitos que também se mostraram presentes foram saponinas e
alcaldides. Para além, foi verificado a presenca dos metabdlitos, taninos, antraquinonas,
carotenoéides, saponinas, flavondides, glicosideos, triterpenos e esterdides, com auséncia de
alcaldides, em uma analise fitoquimica do extrato aquoso e hidro-etanélico dos calices do H.
sabdariffa realizada por Mensah e Golomeke (2015).

Ao avaliar as informacOes da literatura e os resultados obtidos neste estudo pode-se
inferir a existéncia de variabilidade dos dados encontrados para andlise fitoquimica
qualitativa, algo que ndo é incomum, visto que fatores como, solvente de extracdo, estado do
material-vegetal (seco ou in natura) e condicdes de crescimento da planta podem influenciar
no teor de seus constituintes (SILVA et al., 2019).

Os resultados da analise quantitativa para determinacdo de fenois totais e flavonoides
sdo descritos nas Figuras 3 e 4 respectivamente, comparando os achados das amostras

analisadas, tem-se maiores valores destes metabdlitos secundarios para o extrato etanolico
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(34,0 mg EqAG/g e 3,43 mg EqQ/g) e fragdo metanolica (44,7 mg EqAG/g e 4,31 mg

EqQ/g).
44.7
34
I 241

Ex. Etandlico F. Metanolica F. Ac. etila
Amostra avaliada
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o

Figura 3: Concentracgdo de fenois totais em mg EQAG/g de amostra para o extrato etanolico e
fragdes.

Fonte: Autoria prdpria.
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Figura 4: Concentracdo de flavonoides em mg EqQ/g de amostra para o extrato etandlico e
fracdes.

Fonte: Autoria prépria.

Os dados encontrados nesta pesquisa mostram-se promissores, pois encontram-se
dentro da média dos ja descritos na literatura, visto que, em uma analise feita por (Abdel-
Shafi et al. (2019) do extrato etandlico dos célices do H. sabdariffa L. foi observado uma
concentracao de fenois totais de 20,0 mg EqAG/g e flavonoides de 4,3 mg EqQ/g, ja em um
estudo fitoquimico realizado por Das (2014) os valores para este mesmo tipo de extrato foram
de 34,0+5 mg EqAG/g e 27,56 + 1,52 mg EqQ/g.

As curvas analiticas obtidas, utilizando o padrdo acido galico (fenodis totais) e

quercetina (flavonoides), pelo método dos minimos quadrados, apresentaram equacgdo de y =
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0,0723x + 0, 0241 com coeficiente de correlagdo de 0,9965 e y = 0,0802x + 0,0216 com
coeficiente de correlacdo de 0,9995, respectivamente, indicando a linearidade do método
dentro da faixa de concentracdo estudada. Estas também se mostram de acordo com o valor
minimo aceitavel para o coeficiente de correlacdo (r = 0, 990), que é indicado na Resolucédo
para Validagdo de Métodos Analiticos da ANVISA (JUNIOR et al., 2019).

A linearidade do método e a significancia estatistica da curva ainda foi testada pela
analise da variancia (ANOVA), em que para o teste do ajuste obteve-se um Feaiculado 2,15 <
Ftabelado 3,708 para a primeira curva e Feaiculado 2,96 < Frabelado 3,259 para a segunda, indicando
que ndo ha evidéncia de falta de ajuste, assim como para teste da significancia da regressao,
em que 0 Fcaiculado (1843, 32 e 17059,22, respectivamente) foi bem maior que 0 Frapelado (4,667
e 4,494, respectivamente), demonstrando que o método é linear a um nivel de significancia de
95%.

A atividade antioxidante realizada pelos métodos de captura do radical DPPH e ABTS
pode ser observada na Tabela 2, os resultados foram expressos em CEso, desta forma quanto
menor o valor do CEsp, maior a atividade antioxidante do extrato. Dentre as amostras
analisadas, a fragdo metanolica demonstrou ter a maior atividade antioxidante para as duas
metodologias aplicadas, com um valor de CEso de 88,811 pg/mL (DPPH) e 60,04 pg/mL
(ABTS), o que pode ser correlacionado com os resultados obtidos para fendis totais e
flavonoides, que estdo em maior concentracdo nesta mesma fracdo e que sdo diretamente
associados a atividade antioxidante da planta. Os coeficientes de correlagdo descritos na
tabela 2, obtidos pelo modelo de regressao linear simples teve seus valores proximos a 1 em
todas as amostras e em ambos 0s métodos, o que indica a relacdo linear entre a concentracao

do extrato ou fracéo e a atividade antioxidante.

Tabela 2: CEs para atividade antioxidante pelos métodos de captura do DPPH e ABTS, com

seus respectivos coeficientes de correlagéo (r).

AMOSTRAS  DPPH — CEso (ug/mL) ABTS — CEso (g /mL)

Acido galico 0,853 +0,017 0961 0,660+ 0,011 0,986
Ex. Etandlico 122,726 + 1,887 0995 101,140 + 6,225 0,989
F.Metandlica 88,811 +1,096 0990  60,041+1,168 0,996
F. Acetato 158,825 + 5,513 0993 151,941 +4,708 0,998

Fonte: Autoria propria.
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Ao comparar os valores de CEso para atividade antioxidante encontrados nesta
pesquisa com os dados presentes na literatura, constata-se que estes encontram-se dentro da
média do que € esperado para esta espécie, visto que em uma analise realizada por Widowati
et al. (2017) do extrato hidroetanolico (etanol 70%) obtido a partir dos calices do H.
sabdariffa L., foi observado que a concentracdo média que inibia 50% do radical no meio foi
de 195.73 £ 18.63 pg/mL (DPPH) e de 74.58 + 2.97 ug/mL (ABTS). Em relacdo ao extrato
metanolico, uma pesquisa realizada recentemente por Silva et al. (2019) verificou um valor de
CEso= 20,38 ug /mL, pelo método de captura do radical DPPH.

A diferenca estatistica entre as duas metodologias empregadas (DPPH e ABTS) foi
verificada pela aplicacdo do teste F para comparagdo da precisdo entre os métodos, seguido
pelo teste T de Student aplicado para verificar a diferenca entre as médias de dois conjuntos
de dados, os resultados para esta analise podem ser observados na Tabela 3, em que os valores
de Feaiculado foram menores que os de Franelado para todas as amostras, evidenciando a auséncia
de diferenca significativa entre as precisdes das duas metodologias a um nivel de confianca de
95%. Em relagdo ao teste T, foi possivel observar 0 Tcaiculado MeNOr que 0 Trapelado APENAS NO
extrato etanolico e fracdo acetato, o que indica que ndo ha diferenga estatistica entre as médias
desses dois conjuntos de dados a um nivel de confianca de 95%. Em contrapartida as médias
se mostraram significativamente divergentes para as amostras de acido galico e fracdo
metanolica ao mesmo nivel de confianca, indicando que para estas, as metodologias utilizadas

trazem resultados estatisticamente diferentes.

Tabela 3: Analise da diferenca estatistica das metodologias empregadas para avaliar a

atividade antioxidante.

AMOSTRAS Teste F — Fealculado Teste T — Tcalculado Valores tabelados (n-
1=2; P = 5%)

Acido galico 2,684 10,971 Frabetado = 19,00

Ex. Etandlico 10,878 3,832

F. Metandlica 1,137 20,754 Ttabetado = 4,30

F. Acetato 1,371 1,097

Fonte: Autoria propria.

Os resultados discordantes citados acima podem estar relacionados a maior atividade e

estrutura quimica dos agentes antioxidantes presentes nestas amostras, visto que, quando estes
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sdo parcialmente oxidados reacfes secundarias podem ocorrer, influenciando na quantidade
de elétrons trocados durante a reagcdo com o radical utilizado (ABRAMOVIC, et al., 2018).
Tal diferenca também pode ser explicada pela capacidade que os radicais possuem em reagir
com as diversas substancias antioxidantes presentes na amostra, em que o DPPH reage apenas
com aquelas mais reativas, fazendo com que as moléculas de menor reatividade ndo sejam
detectadas por este método, enquanto que no ensaio utilizando o radical ABTS € possivel
verificar a presenca de substancia tanto de maior reatividade, quanto as intermediarias
(OLIVEIRA etal., 2014).

Os métodos DPPH e ABTS sdo amplamente utilizados na avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos de plantas, os dois tém como base a redugdo do radical por
substancias antioxidantes da amostra, mecanismo que pode ser observado nas Figuras 3
(DPPH) e 4 (ABTYS), tal reacdo leva a alteracdo na coloragdo do meio que pode ser medida
espectrofotometricamente. Contudo algumas diferencas entre essas duas metodologias séo
relatadas na literatura, como a vantagem da aplicacio do método ABTS na andlise de
substancia coloridas, visto que a medicdo de sua absorbancia ¢ feita fora da faixa espectral do
visivel (OLIVEIRA et al., 2014; SHALABY; SHANAB, 2013). Outros fatores também
favoraveis a utilizacdo deste método € que o mesmo pode ser aplicado em meios constituidos
por solventes organicos ou aquosos, tornando-o adequado a analise de substancia lipofilicas e
hidrofilicas, além de também poder ser utilizado em amostras com diferentes niveis de pH,
enquanto que o método do radical DPPH ¢é sensivel apenas em meio acido (SHALABY;
SHANAB, 2013).

N—N Oz + AOH — N—NN—<\:\>—N02 + AO
O - ol

DPPH" DPPH-H

Figura 5: Representacdo da reacdo do radical DPPH® com uma espécie antioxidante (AOH),
na qual este sofre reducéo apos receber elétrons/hidrogénio.
Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2014)
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Figura 6: Representacdo do mecanismo de geracdo do radical ABTS** a partir do seu
precursor, acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS), ao reagir com
persulfato de potassio e, subsequente reacdo do radical formado com a espécie antioxidante
(AOH), com reducdo e estabilizagdo do mesmo apds transferéncia de elétrons/hidrogénio.
Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2014).

Os resultados referentes a atividade antibacteriana do extrato etandlico do Hibiscus
sabdariffa L. contra cepas de S. aureus podem ser observados na Tabela 4, em que letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa relacionada a concentracdo do
extrato utilizado e o halo formado a um nivel de confianca de 95%. As menores
concentracdes de extrato empregadas, capazes de promover a formacdo de halo de inibigao,
foram de 62,5 mg/ml para as cepas 1 e 2, com a formagdo de halo de 14,9+0,11 mm e
17,9+1,45 mm, respectivamente. Para a cepa 3, a menor concentracdo em que ainda foi
possivel observar a formacédo de halo (11,9+1,80 mm) foi de 31,25 mg/ml.

Ao avaliar a influéncia da concentragdo do extrato na formacdo do halo de inibicéo,
ndo foi observado diferenca significativa entre as concentracfes de 500 e 250 mg/ml e de 250
e 125 mg/ml para cepa 2, nem entre as concentracoes de 125 e 62,5 mg/ml para as trés cepas,
e entre as de 62,5 e 31,25 mg/ml para a cepa 3, assim a utilizagdo de uma ou outra
concentracao leva a formacdo de halos estatisticamente similares, a um nivel de confianga de
95%.
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Os dados relacionados a sensibilidade de cada cepa de S. aureus utilizadas no ensaio
frente as diferentes concentracdes do extrato etandlico do H. sabdariffa L. também podem ser
observados na Tabela 4, em que na concentragdo de 125 mg/ml as cepas 1 e 2 mostraram
possuir sensibilidade diferente. Para além, a cepa 3 também demonstrou ter sensibilidade
significativamente divergente das demais, na concentracdo de 31,25 mg/ml, a um nivel de
confianca de 95%. Nas Figuras 7, 8 e 9, é possivel observar os halos de inibicdo que foram

formados pelas diferentes concentracdes do extrato utilizadas no ensaio.

Tabela 4: Atividade antibacteriana do H. sabdariffa L. contra S. aureus.

Extrato Etanodlico

Doses Média (mm) £ DP dos halos de inibi¢do
mg/ml

Cepal Cepa 2 Cepa 3
500 29,840,882 31,542,862 30,313,292
250 22,541,664 26,3+1,20a° 24,742,514
125 17,241,80¢* 21,940,285 18,8+2,72:®
62,50 14,9+0,11:* 17,9+1,45:* 15,2+3,82¢4°
31,25 0,0+0,04 0,0+0,04* 11,9+1,804°
15,63 0,0£0,04 0,040,04* 0,040,0¢
7,81 0,0+0,04* 0,0+0,04 0,0+0,0¢*
3,91 0,040,04% 0,040,04% 0,040,0¢*

Fonte: Autoria Propria.

Nota: Letras distintas subscrita na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as doses utilizadas e a
formacdo de halo de inibicdo para cada cepa de acordo com o teste de Tukey (o : 0,05). Letras distintas
sobrescritas na mesma linha indicam diferenga significativa na sensibilidade entre as cepas frente a concentracéo

do extrato empregada de acordo com o teste de Tukey (a : 0,05).
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Figura 7: Halos de inibicdo formados ap0s incubagdo da cepa 1 (22G), 2 (1SGB) e 3 (11iB)
de S. aureus com o extrato etanolico de H. sabdaridda L.

Fonte: Autoria Propria.

Em um estudo realizado por Gonelimali et al. (2018), em que as propriedades
antimicrobianas do extrato aquoso e etanolico de algumas plantas foram analisadas, dentre
elas a do H. sabdariffa L., resultados comparaveis com os presentes nesta pesquisa foram
observados. No primeiro momento foi observada a acdo antibacteriana destes extratos na
concentracao de 20% (p/v), os quais levaram a formacao de halos de inibicdo de 15,7 £1 mm
(aquoso) e 21,5+2,1mm (etanolico) na cultura de S. aureus. Para além, foi visto uma relacdo

direta entre essa atividade e a concentracdo do extrato utilizada, onde foi obtida uma
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concentracdo minima inibitoria (MIC) de 2,5% (p/v) tanto para o extrato aquoso, quanto para
0 etandlico. Este estudo também relata que a presenca de metabdlitos, como 0s compostos
fendlicos e seus derivados, atuam em varios alvos do microorganismo, afetando a integridade
de sua célula.

Existem poucas referéncias na literatura em que extratos do Hibiscus sabdariffa L. séo
testados contra cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) e, as que existem sdo de
longa data, como o estudo realizado por Liu; Tsao; Yin (2005), no qual o extrato aquoso dos
calices do hibiscus apresentou efeito antibacteriano significativo, inibindo o crescimento de
cepas MRSA e tendo uma MIC de 32+8 mg/l, sendo considerado um resultado promissor para
0 uso desta planta como alimento funcional capaz de prevenir infeccdes.

Os resultados referentes ao ensaio de atividade anti-inflamatéria realizada para o
extrato etanolico e fragdes metanolica e acetato de etila podem ser observados na Figura 8, os
quais mostraram-se divergentes do que se esperava, visto que, a0 comparar a resposta das
células ndo estimuladas com a daquelas que foram estimuladas pelo LPS, tem-se um resultado
similar frente a incubagdo com as diferentes concentracGes do extrato etandlico e fracoes,
nesta situacdo é possivel inferir que as concentragdes dos extratos utilizadas ao invés de
promover uma atividade anti-inflamatéria promoveram a morte das células, levando a reducéo
aparente da producdo de éxido nitrico. Para além, tal fato pode ser associado a mudanca do
pH observado quando a cultura de células foi incubada com os extratos, em que o indicador
de pH do meio tornou-se amarelo, indicando um pH &cido, incompativel com a sobrevivéncia
de tais células.

Estes resultados que indicam a ocorréncia de morte celular também foram notados no
ensaio de viabilidade pelo método XTT, mesmo sendo aplicado as amostras apenas nas

menores concentragdes, como pode ser observado nas Figuras 9.
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Figura 8: Niveis de nitrito formado a partir do 6xido nitrico produzido por células RAW
264.7 induzidas por LPS, apds serem incubadas com concentracdes seriadas do extrato
etandlico e fragcdes. Os dados sdo representados por média + DP (n=3).

Notal: NE (ndo estimulada), LPS (lipopolissacarideo bacteriano), Ac etila (fracdo acetato de etila).

Fonte: Autoria prépria.
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Figura 9: Porcentagem de viabilidade celular pela reducdo do XTT, ap6s incubacdo com o

extrato etanolico e fragdes. Os dados sdo representados por média + DP (n=3).
Nota': NE (ndo estimulada), LPS (lipopolissacarideo bacteriano), Ac. Etila (fragdo acetato de etila).

Fonte: Autoria propria.

Ademais, ndo foi possivel avaliar com confiabilidade a viabilidade celular nem a
atividade anti-inflamatéria, pois houve deposic¢do do extrato sobre as células. Por se tratar de
um ensaio colorimétrico, tal fato pode ser explicado pela interferéncia da matriz colorida das
amostras na quantificacdo do analito de interesse, este efeito pode se correlacionar com a
concentracdo, que quanto mais alta, maior tende a ser a interferéncia (PINHO et al., 2014).
Em um ensaio realizado por Zhen et al. (2016), o extrato das folhas do H. sabdariffa foi
testado nas concentracdes de 20 pg/ml, 40 pug/ml e 80 pg/ml, pelo mesmo método aqui
empregado, entretanto ao utilizar estas concentragbes menores os resultados obtidos foram

dose-dependentes para inibicdo da producdo de Oxido nitrico, indicando o potencial anti-

inflamatério do extrato.
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Outro fator que também pode reduzir essas interferéncias da matriz no ensaio
colorimetrico € a analise de substancias ja isoladas, como visto no ensaio realizado por Sogo
et al. (2015), em que ao avaliar concentracdes de 50 a 200 mM da delfinidina-3-sambubioside
isolada dos calices do H.sabdariffa, pdde verificar a reducdo na producéo de 6xido nitrico em
células RAW 264.7 induzidas por LPS, para alem, também foi visto que esta antocianina
inibiu a expressdo de iINOS e suprimiu a producao dos mediadores inflamatorios TNF- a, IL-6
e MCP-1.

Em relacdo a avaliacdo da citotoxicidade empregando amostras mais diluidas,
resultados favoraveis foram observados por Garbi et al. (2016), que ao avaliar o extrato
metanolico dos calices do hibiscus pelo ensaio MTT (similar ao XTT) utilizando

concentragdes de 500, 250 e 125 pg/ml, verificou uma 1C50 >100 pg/ml.

6 PRINCIPAIS RESULTADOS

e Fitoguimica qualitativa positiva para fendis totais, flavondides, triterpenos e
esteroides;

e Fitoguimica quantitativa: Maior teor de fendis totais e flavonoides para a fragdo
metanolica, seguido do extrato bruto etandlico e fracdo acetato de etila;

e Atividade antioxidante: A fracdo metandlica demonstrou possuir menor CEso dentre as
demais amostras e consequentemente maior atividade antioxidante;

e O extrato bruto etandlico apresentou acdo antibacteriana frente a cepas de S. aureus
resistente a meticilina de maneira proporcional a dose;

e As concentracbes do extrato que demonstram possuir atividade antibacteriana
mostraram-se citotoxicas;

e O dados obtidos pelo ensaio de atividade anti-inflamatéria ndo puderam ser avaliados

com confiabilidade, em vista da interferéncia da matriz.
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7 CONCLUSAO

O extrato etandlico e fragdes (metandlica e acetato de etila) obtidos a partir dos calices
do H. sabdariffa L. demonstraram possuir riqueza em metabdlitos secundarios que sdo
associados a atividade antibacteriana e anti-inflamatéria. Conquanto, apesar do extrato
etanolico ter demonstrado uma promissora agdo antibacteriana contra cepas de S. aureus
multirresistente, seu emprego para este fim deve ser cuidadoso, limitando-se ao uso como
antibacteriano ambiental (sanitizante), visto que as concentracdes que demonstraram possuir

tal atividade mostraram-se citotoxicas.

Uma analise mais detalhada a respeito da atividade anti-inflamatoria deve ser
considerada, visto que muitos estudos demonstraram que o hibiscus porta tais a¢des, quando
avaliado em amostras menos concentradas ou com seus metabolitos isolados, evitando desta
forma a interferéncia da coloragdo do extrato. Para além, mais ensaios também devem ser
realizados referentes a investigacdo mais detalhada da citotoxicidade do H. sabdariffa,
empregando também amostras mais diluidas, associando-as com as concentragfes em que se
observa atividade anti-inflamatoria, para entdo se avaliar o uso do hibiscus de forma

medicinal para este fim.
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