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RESUMO

As plantas tém sido utilizadas para fins terapéatidesde a antiguidade, sendo que
atualmente, através de estudos de seguranca, déciafie de qualidade, séo
alternativas como possiveis fitoterapicos, ou &sawe triagens prospectivas,
promissoras fontes de moléculas-protétipo candsdat@rmacos. Nos ultimos anos, o
surgimento de micro-organismos multi-resistentes agentes antimicrobianos
disponiveis na pratica médica tem sido razdo dstante preocupacao por parte da
comunidade cientifica, direcionando a busca porosoantimicrobianosTalinum
patens(L.) Willd (Talinaceae) uma planta encontrada waaflbrasileira € amplamente
utilizada na culinaria e com finalidades terap@sticma medicina popular. Neste
contexto, o objetivo desta pesquisa foi realizastudo farmacognéstico de patens,
incluindo a avaliacdo das atividades antibacterianéfangica, anti-micobacteriana,
leishmanicida e sequestrante de radicais do exiidtoetandlico seco das folhas, e
suas fragdes: hexanica, acetato-etilica, butanéliaguosa, além da citotoxicidade. A
avaliacéo da atividade antimicrobiana foi realizattavés dos métodos de difusdo em
agar e microdiluicio em caldo, com obtencéo atraste Gltimo da concentracao
inibitéria minima (CIM). O extrato seco apresentoiM de 250 e 500 pug/ml contra
Serratia marcescens Staphylococcus aureusspectivamente; a fragcdo hexanica, por
sua vez, mostrou-se mais eficaz contra bactériaméositivas e leveduras com CIM
de 31,2 pug/ml parMicrococcus luteug Candida albicanse a fracdo acetato-etilica,
contra bactérias Gram-negativas, CIM de 31,2 pgpata Escherichia coli.
Adicionalmente, na triagem fitoquimica, o extraBz®mostrou rea¢do positiva para
saponinas, esteroides e taninos, a fracdo hexanasirou reacdo positiva para
esteroides e a acetato-etilica para saponinasmiests Portanto, as fracdes hexanica
e acetato-etilica das folhas dE patens apresentaram promissora atividade
antimicrobiana, sendo candidatas a estudos fuhadsusca de substancias com acao
antimicrobiana, na busca por novos farmacos cowdatie frente a bactérias Gram
negativas, positivas e fungos patogénicos. Adidineate, o extrato seco demonstrou
boa atividade sequestrante de radicais DPPH e idadatsignificativa de polifendis
(17,4 mg GAE/g de extrato). O extrato seco e agd0&s com melhor acdo
antimicrobiana mostraram baixa citotoxicidade. Rof@aopostos, por espectrometria



de massas, 0s esteroides estigmastgksitosterol e campesterol como metabdlitos

presentes nas folhas @iepatens

Palavras-chaveExtratos vegetais. A¢ao antimicrobiafalinum patensEstudo
farmacognosti€andida albicans.



ABSTRACT

Plants have been used for therapeutic purposeg sincient times, and currently,
through studies of safety, efficacy and qualityytieecome possible alternatives as
herbal medicines, or through prospective trialspnpsing sources of molecules
prototype drug candidates. In recent years, therggmee of multi-resistant micro-
organisms to antimicrobial agents available in ro@ldoractice has been the reason for
continued concern by the scientific community, direg search for new
antimicrobials. Talinum patens(L.) Willd (Talinaceae) is a plant widely used in
cooking and for therapeutic purposes in folk mewicin this context, the objective of
this research was to carry out a pharmacognosidystf T. patens including the
evaluation of antibacterial, antifungal, anti-myaoteria, leishmanicidal and radical
scavenger from dry leaves hydroethanolic extract @s fractions: hexane, ethyl
acetate, butanol and water. Evaluation of the aotohial activity was performed by
the methods of agar diffusion and broth microdilntigetting through the minimum
inhibitory concentration (MIC). Dried extract shaivéMIC of 250 and 50Qug/mi
againstSerratia marcescenand Staphylococcus aureugspectively, and the hexane
fraction was more effective against Gram-positieetbria and yeasts with MIC of
31.2ug /ml for Micrococcus luteusindCandida albicansEthyl acetate fraction was
active against Gram-negative bacteria with MIC df23ug/ml for Escherichia coliIn
addition, at phytochemical screening, dried extrslvbwed a positive reaction for
saponins, steroids and tannins. The hexane frasimnwed a positive reaction for
steroids and ethyl acetate to saponins and stefbidsefore, hexane and ethyl acetate
fractions from T. patensleaves showed promising antimicrobial activity,inge
candidates for future studies in research for suiogls with antimicrobial activity and
new drug candidates against Gram-negative and iymdiiacteria and pathogenic
fungi. Additionally, dried extract showed good seaging activity of DPPH radicals
and significant concentration of polyphenols (17§ GAE/g extract). It was
proposed by mass spectrometry, as secondary mitgbdhe steroids stigmasterol,

kaempsterol ang-sitosterol.



Keywords: Plant extracts, antimicrobial activifglinum patenspharmacognostic
studyzandida albicans
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1 INTRODUCAO

As plantas com propriedades medicinais foram obs@w pelo homem quando da
procura por alimentos de fonte vegetal, e desdiefdram utilizadas empiricamente para o
tratamento de patologias. Num primeiro momentomeslicamentos a base de plantas, em
geral, eram utilizados oralmente na forma de panfisédo (cha) ou de decocto e via topica,
na forma de preparacdes a base de agua ou oOleo NN\RG WISENAUER, 2006).
Atualmente, aproximadamente 25% dos farmacos emgosgnos paises industrializados
advém, direta ou indiretamente, de produtos natueapecialmente de plantas superiores. No
entanto, durante os ultimos 20 anos, os farmacosrigem natural que apareceram no
mercado sdo, em propor¢do majoritaria, oriundoedgysas realizadas na China, na Coréia e
no Japdo, sendo que a contribuicdo dos paisesntaisleneste periodo foi bem menor
(LOSOYA, 1997).

A principal matéria médica utilizada pelas chamadaslicinas tradicionais, ou nao
ocidentais, em suas praticas terapéuticas, advérpldatas, sendo a medicina popular a que
utiliza o maior nimero de espécies (HAMILTON, 2Q08m geral, o conhecimento popular é
desenvolvido por grupamentos culturais que aindevigem intimamente com a natureza,
observando-a de perto no seu dia-a-dia e explorands potencialidades, mantendo vivo e
crescente esse patrimbnio pela experimentacdomgistaa e constante (ELISABETSKY,
1997).

O panorama da fitoquimica é muito mais importanteeisivo para o Brasil, num
futuro proximo, ao considerarmos sua grande riquezgetal ainda sem estudo e as
possibilidades que observamos para o desenvolvim@mtnovos medicamentos (YUNES,
2001).

Adicionalmente, plantas sdo promissoras fontes oléaulas protétipo, na busca por
substancias com atividade bioldgica e de novos cagtintos para tratar as doencas infecto-
parasitarias (DIP) e crénico-degenerativas (DCBBim, a triagem da bioatividade de plantas
representa um importante passo, seja para obtethgdnovos fitoterapicos, ou para o
isolamento de substancias que possam tornar-ses mogdicamentos (POWLES; MEHTA,
1996; BUTLER, 2005; MICHELIN et al., 2005; LEITAOteal., 2006; SAUDE-
GUIMARAES; FARIA, 2007, CHANDRA, 2010). Além diss@ alternativa terapéutica
propiciada pelo estudo de plantas poderia contrjfara o acesso da populagédo mais pobre ao
tratamento de doencas infecto-parasitarias, p@htipnte aquelas que sao frequentemente
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referidas como negligenciadas pela grande indugaremacéutica (CHANDRA, 2010;
NAVARRO et al., 2010).

Neste contexto, o Brasil é sempre um pais privaggi devido a sua vasta
biodiversidade disponivel para ser pesquisada, @muco menos de um quarto ja
efetivamente explorado para tal finalidade, desidose seu racional uso para fins
medicinais (MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al.0@6).
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2 REVISAO LITERARIA

2.1 ASPECTOS FARMACOBOTANICOS DE TALINUM PATENS (LWILLD

Talinaceae € uma pequena familia de plantas didotileas dentro da ordem
cariofilales, compreendendo os géneifi@inella e Talinum sendo ao todo 27 espécies
distribuidas na América e Africa (STEVENS, 2001htdsiormente estes dois géneros eram
dispostos em Portulacaceae, porém a andlise fibtigande dados moleculares indica que se
deve considera-los como uma familia independen®{(&QUIST et al., 2006).

A posicao hierarquica da familia Talinaceae e gfg#eeTalinum patengL.) Willd.

pode ser observada pela tabela taxondmica abaixo:

Tabela 1 -Hierarquia taxondmica de patens (L.) Willd.

Reino Plantae Ordem Caryophyllales
Diviséo Magnoliophyta Subordem Portulacineae
Subdivisao Magnoliophytina Familia Talinaceae
Classe Rosopsida Género Talinum
Subclasse Caryophyllidae Espécie Talinum patens
(L.) wilid.
Super Ordem Caryophyllanae

Fonte: SOARES (2005).

A plantaT. patenspode alcancar até 60 cm de altura, apresentazacaanosa e
suculenta. As folhas sao opostas pecioladas bemsas e suculentas de bordo liso. As flores
sao pequenas, aparecendo nas extremidades ddlb@diele coloracdo amarela ou rosea e,
somente com a luz do sol, podem se abrir. O frutoné@ cépsula globosa e pequena que
contém as sementes. Sua origem € na América Ttpopoza ampla distribuicdo em todos os
estados brasileiros. Reproduz-se através das sesneate preferéncia em solos Uumidos,
sombrios e com matéria organica, crescendo espeartante em todo Brasil, principalmente
em pomares, cafezais, beira de matas e terrendofaEm outros paises, como Estados
Unidos, é conhecida e comercializada como plamarental. E uma planta invasora e a
colheita ocorre a qualquer época do ano (RAMOSI.et2810). Possui como principais
constituintes: agua, mucilagem, taninos, sais raiggracido folico e pigmentos como
caroteno (PANIZZA, 1998).
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Figura 1- Fotografia deTalinum pateng. Willd.

Fonte: http://www.mytho-fleurs.com

A espéci€l. patensno Brasil conhecida popularmente como erva-goidgua-de-
vaca e, em outros paises, como “java ginseng” welg of opar” apresenta propriedades
terapéuticas principalmente como emolientes. Abafle as sementes sdo indicadas no
tratamento topico de feridas e cortes favorecendegeessio e a cicatrizacdo (CARIBE;
CAMPOS, 1991). Tem sido observado o uso populdr. gatensno tratamento de problemas
gastrintestinais, de urinas com mau cheiro, de adene infec¢des intestinais, de fraqueza
em geral como as fadigas, de cansaco fisico e imdetilidade organica e afec¢des da pele
como os pruridos intensos, as coceiras, 0s eczemaserisipela. O decocto das raizes é
indicado no tratamento de escorbuto e as folhaglatda sdo mencionadas como hortalica
para a alimentacdo humana (MARTINS et al., 200@) QMina, leste da Asia e alguns paises
da América do Sul, as raizes desta planta sdo sisad# tonico para os homens e na cura da
pneumonia. Soares (200®pstrou que sua ingest@mnaturapode trazer mais riscos a saude
do que o cha ou decocto, devido as diferencas pasentracbes dos extratos e a
possibilidade de complexos biol6gicos estarem bgados metabdlitos desta erva. A
toxicidade pode ser devido a elevada concentragdoramo nas folhas. E popularmente
utilizada em saladas no norte e no nordeste hirasdeconhecida por algumas propriedades
medicinais, também é conhecida como erva daninhalgomas situacées (KISSMANN;
GROTH, 1995).

A morfologia da planta “java ginseng” é a mesmagdwseng coreano apresentando
compostos ativos das classes de esteroides, sapanitaninos. Pelo menos dois compostos
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ativos similares aos do ginseng coreano foram drembws, um terpenoide e outro esteroide
(WIENTARSIH & RAZIEF, 2006).

Segundo Widiyani (2006), a “java ginseng”, usadawmente como erva afrodisiaca,
mostrou efeito anti-fertilidade em ratos machosegdpécieMus musculud.., inibindo a
espermatogénese e diminuindo a qualidade do ligeggp@rmatico, com a diminuicdo da
motilidade dos espermatozéides. Winarni et al. T20thostraram sua propriedade de
recuperar os niveis de testosterona até niveisaiyans quais nao sobrepujou. Neste estudo,
0 extrato metanodlico se mostrou mais efetivo quextato hexanico e o beta-sitosterol
padrdo. Cruz (2009) mostrou que o extrato diclotarme das folhas d&linumtriangulare,
planta pertencente ao mesmo género Gugatens apresentou a inibicdo de 95 % do
crescimento déeishmania amazonensm concentracdo de 1@@/ml com um IG, de 31

png/ml enquanto que o extrato hexanico apresentolCyyue 56 pug/ml.

2.2 PLANTAS E SUAS PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAS

Atualmente, a resisténcia aos agentes antimicrobiad oriunda em parte pela
habilidade dos micro-organismos em adquirir e trams genes relacionados a resisténcia
através de plasmideos, complementados pelo ussciimdinado desta classe terapéutica, o
que impde a necessidade permanente de pesquissemvdlvimento de novas substancias
necessarias ao tratamento de doencas infecciosasdeg por micro-organismos multi-
resistentes. A busca de antimicrobianos tem sigjpatdada na natureza, cuja fonte de novas
substéancias faz desta de um grande potencial daopeospeccao, principalmente no Brasil,
um pais que oferece uma potencial fonte, em suarrparte inexplorada, para tal finalidade
(MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al., 2006; ZHANEt al., 2006; KRISTIANSSON et al.,
2011).

Desde a antiguidade, as plantas sdo usadas comtertapa alternativa ou adjuvante
frente a processos patologicos infecciosos com toiton de desfrutar de seus efeitos
antimicrobianos (BIAVATTI et al.2001). Varios estudos tém sido realizados com posdio
metabolismo vegetal secundario, visando enconttast&ncias com atividade antimicrobiana
que possam servir como alternativas terapéuticativa$ contra as infecgcdes por micro-

organismos resistentes aos antibiéticos (ACOST\ g2003).
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O estudo de novos agentes antimicrobianos tem grabdangéncia, sendo ponto
crucial em varios setores do campo farmacéutiamseético. Além disso, estudos de triagem
na descoberta da atividade farmacologica de plgudsm representar um primeiro passo ha
obtencéo de novos agentes antimicrobianos, sendrtdmama importancia, principalmente no
Brasil onde existe uma enorme biodiversidade, ealpwuco explorada (STOB, 2000;
MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al., 2006; LIMA «dl., 2006). Assim, as pesquisas de
novas substancias com acdo antimicrobiana podentritagn significativamente no
desenvolvimento do campo da saude em nivel mundiapntrando substancias mais
eficazes e menos toxicas na disputa contra aé&asiate o surgimento de micro-organismos
patogénicos (SAUDE-GUIMARAES; FARIA, 2007).

Embora a triagem possa representar uma importantanfenta, alguns problemas
dificultam o seu emprego para o desenvolvimentanddicamentos como a complexidade
molecular de produtos naturais e o longo tempo ss&c® para o descobrimento de
moléculas até o seu uso, sendo consideraveis alstapara emprego em larga escala
(STOB, 2000).

Nos ultimos anos, pesquisas tém mostrado que ditsreclasses de metabolitos
secundérios podem estar relacionadas a acdo amfiisica, incluindo, taninos, saponinas,
esterdides, triterpernos, flavonoides e &cidos liers) e seus ésteres (MARCUCCI et al.,
2001; MULLER, 2006). Apesar dos mecanismos de @gia compostos complexos como
extratos vegetais estarem pobremente caracterizaalgans autores sugerem que o
mecanismo de acdo possa estar associado ao dgdfidico dos compostos, havendo um
acumulo em membranas e perda de energia pelaacéBIKKEMA et al., 1995). Além
disso, o rompimento da membrana celular alterandopgrmeabilidade ou a formacgédo de
complexos com proteinas-enzimas ou ions metalitais a0 microrganismo, inibindo estes e
alterando o metabolismo microbiano, sdo relatadgosstudosn vitro (SCALBERT, 1991;
BRUNETON, 1999; COWAN, 1999; SCHENKEL et al., 200ERDI et al., 2005).

2.3 A LEISHMANIOSE E A ATIVIDADE LEISHMANICIDA

A Leishmaniose é uma doenca causada por pelo nighespécies de protozoario do
géneroLeishmania(CROFT; COOMBS, 2003). As formas da doenca estfarionadas a
espécie do parasito, e diferem em distribuicdo igding, hospedeiros e vetores envolvidos,
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taxas de incidéncia e de mortalidade (ASHFORD.etl8B2). De acordo com a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS), 88 paises sdo afetadospremmdendo 12 milhdes de pessoas
infectadas, colocando em risco de contaminacad@®@50 milhdes de pessoas (OSORIO et
al., 2007).

A quimioterapia utilizada no tratamento da leishine@ € baseada na utilizacdo
medicamentos que possuem metais pesados toxicokseados como antimoniatos, entre
eles os mais usados sdo o antimoniato de meglui@Gilneantime®) e o stibogluconato de
sodio (Pentostan®). Quando este tipo de tratam@udc efetivo, outros medicamentos como
Pentamidina e Anfotericina B também s&o utilizadbedos esses medicamentos sdo de
administracao injetavel e requerem supervisdoaeiou hospitalizagdo devido a severidade
dos efeitos colaterais (CHAN-BACAB; PENARODRIGUEZA)01). Assim, o tratamento da
leishmaniose néo é satisfatério em termos de @latie e toxicidade, a resisténcia a drogas ja
existentes e a sensibilidade de diferentes cepabko@ms existentes também dificultam o
tratamento (OSORIO et al., 2007; NAVARRO et al.1 @D

A utilizacdo de plantas com fins medicinais paitaimento, cura e prevencao de
doencas, é uma das mais antigas formas de praddacimal da humanidade. No inicio da
década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude Y@M$gou que 65-80% da populacao
dos paises em desenvolvimento dependiam das plamdiinais como Unica forma de
acesso aos cuidados basicos de saude (CARVALHOREHRA, 2001). Plantas que séo
usadas tradicionalmente para o tratamento de deeogasadas por protozoarios vém
recebendo consideravel atencdo em pesquisas nargrde novas drogas com atividade
antiparasitaria (TEMPONE et al., 2005), e os eagratriundos de plantas podem prover uma
imensa fonte de agentes medicinais (ROCHA et 8052 Em locais endémicos, devido a
dificuldade de acesso aos medicamentos, varioemasi acabam utilizando tratamentos
populares para aliviar os sintomas, muitas vezessegatamentos também séo utilizados
juntamente como o tratamento tradicional (CHAN-BAZAPENA-RODRIGUEZ, 2001).
Alguns metabdlitos secundarios encontrados emgdarédm sendo estudados no tratamento
de doencas parasitarias, incluindo alcaldides w@gerinas presentes em plantas da familia
das Annonaceaes (TEMPONE et al., 2005; OSORIQ,2G07).
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2.4 POLIFENOIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Polifendis sdo compostos que possuem um ou mais ar@maticos e um ou mais
gurpos hidroxila ligados a estes anéis, e tem cpnmipais rotas de sintese as vias do
chiguimato e do acetato-acido mevalbnico (OBOH; RIAC 2007). Fendis de origem
vegetal incluem, dentre outros, acidos fendlidasoindides e taninos.

Radicais livres incluem os superéxidos, 6xido odtridioxido nitrico, peroxilas e
peroxilas lipidicas. Incluem ainda peréxido de bgénio e peroxidos lipidicos. Radicais
livres biolégicos sdo moléculas altamente instawgi® possuem elétrons livres para reagir
com varios substratos organicos como lipideosgepras, DNA e, eventualmente, dar inicio
ao estresse oxidativo (KAUR; KAPOOR, 2001; AMICadt, 2003). A geracdo de radicais
livres ou espécies reativas de oxigénio duranteetalpolismo de um sistema biol6gico da
origem ao estresse oxidativo, que tem um papelrirap® na geracdo de doencas cardiacas,
neurodegenerativas, cancer e envelhecimento e toxidantes obtidos na dieta vdo em
direcédo oposta a este efeito, diminuindo o riscdabncas.

A ideia de atividade antioxidante de composto®lfeas ndo é nova (BORS et al.,
1990), ompostos fendlicos, dentre eles os flavondidesioediretamente relacionados com a
efichcia na protecdo contra a peroxidagdo lipidicamas membranas bioldgicas, e,

consequentemente, na sua atividade antioxidantR [EEARA et al., 2008).

2.5 OBJETIVOS

2.5.1 Geral

O foco desta pesquisa foi a obtencédo e padronizdgabyoga vegetal obtida a partir
das folhas deTalinum patensparalelamente ao conhecimento do seu perfil fitoéged.
Adicionalmente foram avaliadas as atividades antimicrobiana, ardgitaria do extrato seco

destas folhas e suas fragOes: hexanica, acethtasdiutandlica e aquosa.
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2.5.2 Especificos

- Padronizacao da droga vegetal;

- Prospeccao fitoquimica

- Avaliacdo da atividade antimicrobiana frente astdréas Gram positivas, Gram
negativas, aos fungos e as micobactérias;

- Avaliacdo da atividade leishmanicida.

- Avaliacéo do teor de polifenois e atividade seqaest de radicais DPPH

« Avaliacao da citotoxicidade do extato seco e fragde

- ldentificacdo de metabdlitos secundarios por Espencitria de massas (EM)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

A coleta das folhas d&. patensfoi realizada na Fazenda Ponte Alta, proxima ao
municipio de Fama, cujos dados geograficos sé@dl1°24’ 53.47; O. 45° 52’ 15.8".

3.2 IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

A identificacdo da espéciklinum patengL.) Willd (Talinaceae) foi realizada pelos
meétodos farmacobotanicos preconizados, tendo sefwsitada no Herbario UALF da
Universidade Federal de Alfenas, e depois de ffiesddia, recebeu o niumero de exsicata
2338.

3.2.1 Secagem

As partes coletadas da espécie vegetal foram pesaaviamente divididas,
separadas e dispostas em camadas finas foram sudmnét secagem em estufa de ar
circulante a 40 °C durante onze dias, tempo nedespara a completa secagem. A
temperatura da estufa foi controlada por um terato® um termdémetro, os quais garantiram
uma homogeneidade na temperatura utilizada dueaseeagem. Uma quantidade de 100 g
das folhas foi utilizada como controle para peststante. O tempo de secagem das folhas de
T. patendoi de 250 h até a obtencao de peso constantero®ptagem final de massa seca foi
de 5,26 %, indicando que h& 94,74 % de 4gua naasfol
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3.2.2 Granulometria

As metodologias utilizadas para reduzir o tamanloo naaterial vegetal foram
escolhidas conforme suas caracteristicas. A pimcip material passou por uma divisdo
grosseira seguida por uma pulverizacdo obtida enmhmode facas. O po6 obtido foi
armazenado em frascos de vidro ambares devidamettedos. Para a padronizacdo do
tamanho das particulas do p6 da espécie foi Wdizaprocedimento descrito na Farmacopeia
Brasileira (2010). Os pés apés a moagem foram stithosea tamises de malhas diferentes,
providos de tampas e recipiente para a coleta dé\ @@itagcdo, em movimento horizontal
rotativo e movimento vertical foram de no minimo rathutos ou o tempo necessario para
gue a operacao fosse completada. Apos essa etégprmanho das particulas foi mensurado,
tendo como referéncias as descri¢coes feitas pel®1998). As malhas utilizadas e seus
respectivos diametros estao relacionadotahela 2

Tabela 2- Diametros das malhas escolhidas para realizacagmaulometria do pé das folhas de
T. patens (L.) Willd.

Malha (n°) Diametro (um)
20 850
25 710
35 500
45 355
60 250

Fonte : Do autor

3.2.3 Perda por dessecacéo

Transferiu-se cerca de 5,0 g, exatamente pesadogiraba preparada conforme
instrucdes anteriores, para pesa-filtro taradojigpneente dessecado nas mesmas condi¢des a
serem adotadas para a amostra, durante 30 mirDéssecou-se a droga a 100-105 °C
durante 5 horas, até peso constante. Posteriormentieito o calculo da porcentagem de
perda em relacéo ao peso inicial (FARMACOPEIA BRIASRA, 2010).
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3.2.4 Cinzas totais e insolUveis em &cido

Foram pesados exatamente de 5,0 g da amostra ipatleere transferidos para
cadinho de silicigpreviamente pesado. A seguir, a amostra foi digttéo uniformemente no
cadinho e a incineracdo ocorreu aumentando-se tyyaci@nte a temperatura até um
maximo, 600 * 25 °C, quando todo o carvao foi eladib. Apds resfriado em dessecador, as
cinzas foram pesadas e o percentual calculado kEtéceao peso total (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Os residuos obtidos na determinacgéo de cinzas fotaim fervidos durante 5 minutos
com 25 ml de acido cloridrico a 7% (p/v) em cadicbberto com vidro de reldgio. O vidro
de reldgio foi lavado com 5 ml de agua quente,guidd a agua de lavagem ao cadinho. O
residuo insoltvel em acido foi recolhido sobre paesfiltro, isento de cinzas, em seguida o
lavando com &gua quente até que o filtrado tivessaostrado neutro. Apds, o papel de filtro
contendo o residuo foi transferido para o cadinhgir@l, e seco sobre chapa quente e
novamente incinerado a cerca de 500 °C até pesstacd®. A porcentagem de cinzas
insolaveis em acido em relacdo a droga seca am ealtulada em relacdo ao peso inicial, do
método anterior, de 5,0 g (FARMACOPEIA BRASILEIR2Q10).

3.2.6 Substancias extrativas por etanol

Método de extracdo a fri®®ara um erlenmeyer de 250 ml, foram transferidosacge
2,0 g da droga vegetal seca, finamente pulverizddaerou-se com 50 ml de etanol, durante
6 h, sendo agitado frequentemente, e deixado eouseppor 18 h. Em seguida, filtrou-se
rapidamente sem perder qualquer quantidade denseledransferiu-se 25 ml do filtrado para
uma capsula de porcelana tarada sendo em segudateido evaporado até secura em
banho de agua. Secou-se a 105 °C por 6 h, depeisfrido em dessecador por 30 minutos,
foi imediatamente pesado. O célculo da porcentagenmateriais extraidos em mg/g de
material vegetal seco foi realizado de acordo cdrarenacopeia Brasileira (2010), sendo que
uma porcao de 25 ml equivale a 1,0 g da drogaapiart a massa do residuo em gramas

multiplicada por 100 equivale ao percentual de netextraido.
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3.2.7 Obtencéo do extrato seco e suas fragoes

O extrato foi obtido através do método de extrag@mustivo de percolacdo simples
(PRISTA et al., 1995). O processo teve inicio commtamescimento prévio de 200 g do poé
com o liquido extrator durante 2 horas, fora dag@eado. Apds esse periodo, o percolador
(alcool: 4gua 7:3 v/v) foi empacotado com a mist@aempacotamento foi feito de uma
forma mais homogénea possivel, evitando a formagibolhas ou buracos no conteudo
alocado dentro do percolador. A vazéo do percdiaidde 1,0 ml/min/Kg de droga vegetal.

Extratos secos sao preparacgdes sélidas que forada®lpela evaporacdo do solvente
utilizado na sua preparagdo. Apresentaram, no roir@®sPo de residuo seco, calculados como
percentagem de massa. Os extratos secos podemdisemados de materiais inertes
adequados. Os extratos secos padronizados ténr aldegeus constituintes ajustado pela
adicao de materiais inertes.

Apbs a extracdo, o extrato fluido foi rotoevaporastib pressdo reduzida, em
temperatura 45C. Os extratos foram transferidos para vidros @sad posteriormente
liofilizados para completa remocdo da agua e obterp extrato seco (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

Para obtencéo das fracOes, extrato seco foi sutbon&tparticdo liquido-liquido com
hexano, acetato de etila, e butanol, sendo obtida$racbes hexanica, acetato-etilica e
butanodlica e um residuo denominado fracdo aquasa descrito previamente por Silva et al.
(2004).

3.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

A droga, o extrato seco e as fracdes obtidas décespalinum patengL.) Willd.
foram utilizados nos testes analiticos qualitatipag detectar os metabdlitos secundarios. A
extragdo a partir da droga foi feita de acordo esnelasses pesquisadas; o extrato seco e as
fracbes foram solubilizados em agua ou solventérocg para melhor visualizagdo dos
resultados. Os metabdlitos abaixo descritos forasgyisados de acordo com a metodologia
descrita por Costa, (1982).
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Grupo fitoquimico

Reagentes de identificacdo

Alcaloides

Mayer
Dragendorff
Bertrand

Bouchardat

Antraquinonas

Borntraeger direto e indireto

Esteroides

Liebermann-Buchard

Flavonoides

Shinoda

Cloreto de Aluminio

Cloreto de Ferro

Glicosideos cardioténicos Acido acético glacial/H2S0O4

Keller-Killiane

Saponinas Espuma

Espuma acido-resistente

Taninos Cloreto de Ferro
Precipitacéo de gelatina
Precipitacdo alcaloidica

Acetato de Cobre

Fonte: Do autor

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.4.1 Micro-organismos avaliados

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana fouditzados 0os micro-organismos
provenientes da American Type Culture CollectioM@&) e provenientes do Laboratério de
Microbiologia e Imunologia (LMI) da Universidade dezal de Alfenas (UNIFAL-MG),
sendo estes, os fungoSandida albicansATCC 10231 eSaccharomyces cereviséd CC
2601; as bactérias Gram positivBscillus subtiliSATCC 6633 Bacillus cereus ATCC 11778,
Micrococcus luteudTCC 9341 Enterococcus faecal&STCC 51299 eStaphylococcus aureus
ATCC 6538 as bactérias Gram negativa€gEscherichia coli ATCC 25922, Serratia
marcescen&MI-UNIFAL, Pseudomonas aeruginosd CC 27853, Proteus mirabiliaTCC
25922, Salmonella typhimuriusTCC 14028, Enterobacter aerogeneMI-UNIFAL e as
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micobacteriasMycobacterium bovigcepa BCG) ATCC 27289 Mycobacterium tuberculosis
(cepa H37Ra) ATCC 27294.

3.4.2 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

A triagem da atividade antimicrobiana do extratoose das fracfes foi a principio
avaliada pelo método de difusdo em agar seguidtetdgaminacdo da concentracao inibitéria
minima pelo método de microdiluicdo em caldo, derédm com as metodologias constantes
nos documentos M7A6 (CLSI, 2003) para bactériashaas de crescimento rapido, M24A2
(CLSI, 2008) para Micobacterias e M44A2 (CLSI, 2p8M27A3 (CLSI, 2008) para fungos.

3.4.2.1 Difusdo em agar

Na utilizagdo do método de difusdo em agar pardiaava atividade dos estratos e
fracbes contra bactérias e fungos, optou-se ptizantia técnica de perfuracdo em agar,
segundo o documento CLSI (2008; 2009) com modifieacsegundo Silva et al. (2010).
Primeiramente, os meios de cultivo, Agar Muellentdn para bactérias e Mueller Hinton
adicionado de 2% de glicose para os fungos forapgpados e vertidos em placas de Petri,
onde, em seguida, foram confeccionados pocos de 4iendiametro na superficie do agar. A
seguir, suspensdes dos micro-organismos em sokald@ (NaCl a 0,9%) com turvacgao
correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac Faftaath preparadas e inoculadas na
superficie do meio de cultura das placas. Em sagud extratos secos da folha a uma
concentracdo de 40 mg/ml e as fracdes hexanictgtaailica, butandlica e aquosa a uma
concentracdo de 10 mg/ml foram adicionados aosspagm volume de 40 pL. Clorexidina a
0,12% e agua destilada foram utilizados como ctpositivo e negativo respectivamente.
Finalmente, as placas foram incubadas a 37°C pdrogds, sendo que apOs este periodo
ocorreu a leitura dos diametros dos halos de i@ibigo crescimento microbiano. Pavia
bovis e M. tuberculosigH37) a avaliagdo antimicrobiana foi determinadéa gécnica de
difusdo em meio Agar Middlebrook 7H10 em garrafascdltivo celular. Primeiramente,

extrato seco e fragcdes foram impregnados por adscegqn discos de papel de filtro tipo
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xarope de 10 mm de diametro e posteriormente sgunosstufa a 37°C seguindo as mesmas
concentracdes na avaliagcdo pelo método do poc@gAirs suspensdes dé. bovise M.
tuberculosis, com turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da EscalaMdc Farland,
desagregados com auxilio de pérolas de vidro, fomaculados na superficie do agar. Como
controle positivo utilizou-se Rifampicina 30 pggua destilada como controle negativo. As
garrafas foram incubadas por 28 dias a 37°C, quamdeeguida os halos de inibicdo foram

mensurados. Os testes foram realizados em triglicat

3.4.2.2 Determinacdo da concentracao inibitoriaimén(cim) por microdiluicdo

em caldo

Posteriormente a realizagdo do método de difusdagan foi obtida a CIM para o
extrato seco e suas fracOes, através do meétodo id®dituicio em caldo conforme
metodologia proposta nos documentos M7A6, M27AEHSI, (2003; 2008). Por intermédio
deste método, o extrato e as fracbes provenieds pdatensforam avaliados frente aos
micro-organismos supracitados. Os testes foramzeaems em microplacas de 96 pogos
estéreis. Inicialmente, 100 ul de caldo Muellertbliinforam dispensados dentro dos pocos. A
seguir, os extratos foram serialmente diluidosrdesds pocos com concentracdo abrangendo
de 4 até 0,0312 mg/ml. Em seguida, a partir doveufior 16 h dos micro-organismos, foram
preparadas as suspensdes com turbidez ajustadardi® @om a escala de Mac Farland em
solucéo salina, quando em seguida foram adicionanhosada po¢co a um volume de 10 pl.
As colunas 11 e 12 e linha H da microplaca foragemedas aos controles. O controle de
promocao de crescimento (H) foi composto de 108eudaldo Mueller Hinton mais 10 pl de
cada in6culo, o controle de extrato foi compostd @@ ul de caldo Mueller Hinton mais 100
ul de cada extrato ou fracdo (11), e o controledderilidade foi composto apenas por 100 pl
de caldo Mueller Hinton (12). Finalmente as plafmaam incubadas a 37 °C por 24 horas.
Optou-se pela leitura visual, como o preconizado @&.SlI, principalmente sendo cabivel a
este experimento, onde devido a complexidade gainicextrato seco e fragdes e do grande
namero de micro-organismos utilizados e suas awtldides quanto a sensibilidade aos
corantes, torna-se limitado ou até mesmo inviailiza utilizacdo de tais substancias para a
leitura espectrofotométrica. Assim, a mais baixaceatracdo que produziu inibicdo do
crescimento do microrganismo, detectada visualmésitdeterminada como o valor de CIM.
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3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Promastigotas delLeishmania amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269) foram
cultivadas em uma placa de 24 pogos em rsaioneider's Drosophilauplementado com
10% (v/v) de soro bovino inativado e 1% de pemaili(10000uL/ml) e estreptomicina
(10mg/ml). Os parasitas foram coletados, re-susgesdem meio alcalino, contados em
camara de Neubauer e ajustados a uma concentracid @ células/ml. O extrato seco, na
faixa de 0,05 a 10Qg/ml, foi adicionado as culturas de promastigotadx1G células/ml,
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) (a conaagfio utilizada foi de 0,6%, v/iv em
todos 0s pocos) e incubados a 25°C. Apos 72h dibagéo, os parasitas sobreviventes foram
contados em camara de Neubauer e comparados caonwsles, com apenas DMSO na
concentracdo de 0,6% v/v, para a determinacdo daentracdo inibitéria de 50% de
crescimento (I16). Todos os testes foram realizados em triplicatarés diferentes ocasides

e Anfotericina B foi utilizada como controle pogdi

3.6 AVALIACAO DO TEOR DE POLIFENOIS E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DO EXTRATO SECO DE T. PATENS

O método Folin-Ciocalteau foi utilizado para detieramn os polifendis totais de acordo
com os procedimentos adotados por Monteiro e{2005). A absorbancia da solucéo obtida
foi lida em 760 nm. Como padrédo utilizou-se o acgddico para construcdo da curva de
calibragao.

O extrato seco dé&. patensfoi solubilizado com etanol para a pesquisa dadatde
antioxidante, de acordo com Vicente et al. (20@6rapacidade sequestrante de radicais
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) foi determida utilizando-se o método de Brand-
Williams et al. (1995). A leitura foi realizadp6s 30 min. em comprimento de onda de 515
nm. A porcentagem de inibicdo da formacgédo de redib®®PH foi calculada a partir da
férmula: [1- (Aamostra — Abranco)/(Acontrole — Abca) x 100.
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3.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO SECO E RACOES

O ensaio de citotoxicidade foi feito pelo métodonderocultura MTT de acordo com
Dias et al. (2012). Foram utilizadas células BHK-2drnecidas pelo Departamento De
Ciéncias Biomédicas da UNIFAL-MG. A partir destatomwlogia foram determinadas as

concentracdes citotoxicas para 50 e 90% das c@uaiasicrocultura (CC50 e CC90).

3.8 SEPARACAO E IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNERIOS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A analise fitoquimica do extrato seco e fragBesréalizada utilizando a técnica de
EM por injecao direta. Foi utilizado o Espectroroetie massas Shimadzu LCMS8030 e a
energia de fragmentacdo selecionada foi de — 200sVcompostos foram analisados no
extrato seco e nas fracdes hexanica e acetatagtdiendo os de maior intensidade
selecionados para fragmentacdo posterior e ideagdio. As analises foram feitas no
Laboratério de Andlises Toxicologicas (UNIFAL-MGEom a colaboracdo da Professora

Vanessa Bergamin Boralli Marques.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Na andlise da atividade antimicrobiana por difuséo agar, a fim de comparar as
médias dos experimentos, feitos em triplicata, Mfonealizadas analises estatisticas por
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste detS& Knott (1974) como um posterior
teste para comparacdo mdultipla de médias, ondefaaend¢a entre as médias foram
consideradas estatisticamente significativas quamdo 0,05. O software Sisvar Versao
5.3/DEX-UFLA (COPYRIGTH, 1999-2010) foi utilizadas analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 GRANULOMETRIA

A partir das malhas escolhidas realizou-se a goametria do p6 das folhas secas e
moidas ddl. patensSegundo a literatura (LIST; SCHMIDT, 2000), o tarho das particulas
da droga pulverizada representa uma influéncidadg@bre a eficiéncia no processo extrativo,
pois para aqueles que envolvem percolacdo, o péorfindb (abaixo de 0, 125 mm) pode
favorecer o entupimento do percolador, enquanté mpito grosso diminui a quantidade de

compostos extraidos.

Tabela 4- Granulometria do p6 das folhas de T. patens

Malha Diametro médio Massa (g) Porcentagem
(m) (%)

20 850 0,56 0,46

25 710 2,33 1,94

35 500 28,46 23,57

45 355 28,38 23,50

60 250 35,66 29,52

0 - 25,38 21,01

Total 120,77

Fonte: Do autor

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WI998) quando ndo mais que
40 % do conteddo do p6 passam pela malha depgb@e espessura considera-se como
moderadamente grosso, classificacdo em que sexarecgranulometria do pé da drogaTde
patens,visto que apenas 21,01 %abela 4 do p6é passaram pela malha com abertura

nominal de 25@m.
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4.2 PERDA POR DESSECACAO

Este tipo de analise € importante uma vez que pgodecer informacdes com
referéncia ao armazenamento da droga vegetal. & dgidual encontrada na droga vegetal
seca esta diretamente relacionada com o0 seu cametazenamento, que pode acarretar na
perda do material por contaminacao microbiana guadiacdo dos constituintes quimicos por
acao enzimatica.

A perda por dessecacao da droga foi de 9,3%, gistca perda média foi de 0, 465 g,
0 que corresponde a umidade presente na droga,®m pesados em triplicata. Pode-se
afirmar que os valores caracteristicos da perda dessecacdo, aléem de informacao
importante do ponto de vista tecnologico, servembtam como parametro de controle de
qualidade da droga obtida das folhasTdpatensO limite maximo recomendado de umidade
para drogas vegetais é de 14% (SIMOES et al., 260#)r isso constatou-se que o valor

encontrado na analise da droga apresentou ressiidéatorio.

4.3 CINZAS TOTAIS E CINZAS INSOLUVEIS EM ACIDO

Cinzas totais de uma planta € o nome dado aosucssidorganicos que permanecem
apos a queima da matéria organica, entre 550 -€5a0qual é transformada em £®,0 e
NO,, assim sendo, a cinza de um material € 0 pontpadida para a analise de minerais
especificos. Estes minerais sdo analisados tamto fpes nutricionais como também para
seguranca e controle de qualidade (CECCHI, 2001).

Considerando-se que foi utilizado um total de 3,@& gnédia percentual de cinzas
totais em relacdo a droga vegetal foi de 13,00 %.

A partir dos residuos das cinzas totais foram $eit® testes para cinzas insolUveis em
acido.

O percentual médio de cinzas insoluveis em &ciddroga vegetal foi de 4,1 %%.
Neste teste sdo esperados, na maioria das drogetsige valores pequenos, devido ao fato de
que este tipo de cinzas corresponde as cinzasisi@ldgicas, provenientes de material

estranho, especialmente areia e terra. Sabe-smtanto que algumas espécies, apresentam
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valores altos de cinzas sem que isto representaroracdo, sendo uma caracteristica do
género ou da espécie (LUENGAS-CAICEDO, 2005).

Em se tratando de drogas vegetais, o principaltisbjelestes tipos de ensaio é a
verificacdo de impurezas inorganicas nao-volatei® godem estar presentes como
contaminantes, um maior percentual de cinzas pgdédisar um alto indice de impurezas na
droga vegetal, sendo valor de referéncia para sitttais de até 14 % e para cinzas insoluveis
em &cido entre 2,0 e 6,0 % (FARMACOPEIA BRASILEIREQ98). Um alto teor de cinzas
pode indicar a presenca de elementos quimicosnbssana droga vegetal como metais
pesados, areia ou pedra, sendo importante a rg@izdestes ensaios para o controle da
qualidade das drogas vegetais. O conteudo de ciotais e cinzas insollveis em acido
constituem, dentro de certo limite, um indice dentdicacdo e pureza da droga vegetal
(FARIAS, 2004).

Os resultados mostraram, desta forma, que a d¥sigacom percentuais de cinzas
totais e insoluveis em acido dentro dos valoresqgmieados pela Farmacopeia Brasileira
(1998).

4.4 SUBSTANCIAS EXTRATIVAS POR ETANOL

A determinagdo do de substancias extrativas temadidade de conhecer o quanto
pode ser extraido por um determinado solventetir parum material vegetal (SILVERIO et
al., 2006).

Os resultados mostraram que, utilizando-se umac&olextrativa etanol, ha uma
extracdo de 17,0 % do contetdo da droga vegetdl gatenslsto significa que, ao utilizar
como liquido extrator o etanol 70°, para 100 g @a vegetal sdo esperados 17 g de sélidos
soltveis. O resultado do ensaio de substanciasatess depende de fatores como
caracteristicas quimicas da droga vegetal (poldeiddos constituintes), seletividade do
solvente e também da granulometria, sendo os pds fin@s com maior eficiéncia de
extragdo. Considerando que o processo de extraggioegpela difusdo das substancias da
droga para o solvente, o estado de divisdo dascylag (granulometria) tem influéncia
significativa, pois aumentando o grau de tenuidiapo (fino e moderadamente fino) tem-se
aumentada a difusdo e o contato entre o solveatelrdga, devendo ser levado em conta,

porém, que o aumento da tenuidade do p6 tambémfacaiiar o aparecimento aglomerados,
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que serdo prejudiciais ao processo de extracdo HHOM, 2005). Adicionalmente, o
processo extrativo pode influenciar na atividadeldgica (antimicrobiana, por exemplo),
devido a interferéncia deste processo na concé@atrigal dos bioativos (ELOFF, 1998;
ELOFF, 2004; OSTROSKY et al., 2008).

4.5 TRIAGEM FITOQUIMICA

Primeiramente, o processo de triagem fitoquimibasiado no principio de que toda e
qualquer substéancia encontrada na planta, independ& sua concentracdo, pode ser um
principio ativo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Emi# uma planta possa produzir
centenas de metabdlitos secundérios, apenas osostmwpde maior concentracdo Sao
geralmente isolados e estudados pela fitoquimissida. As plantas produzem uma ampla
variedade de compostos como alcaldides, terpean8isf entre outros, no intuito de defesa
contra herbivoros, micro-organismos e raios UV, bssmo atracdo de polinizadores e
animais dispersores de sementes (WINK, 1990). Asendos compostos ativos € muito mais
complexa e longa, ja que, geralmente, estdo pessesth menor propor¢cdo na planta e
apresentam os melhores efeitos biolégicos (CECHIREHO et al., 2001). Com o objetivo
de analisar os compostos presentesTerpatensforam feitas as pesquisas para verificar a

presenca das principais classes de compostosvus&mn vegetaisTabela 5)

Tabela 5 -Resultados dos ensaios fitoquimicos para a dregérato seco de&alinum patens (L.Willd.

Classe Droga Extrato seco | Classe Fitoquimica Droga Extrato
Fitoquimica seco
Alcaloides - - Flavonoides - -
Antraquinonas - - Taninos + +
Cardioativos - - Saponinas + +
Esteroides + +

Legenda: (+) reacao positiva; (-) reacao negativa

Fonte: Do autor
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Na triagem fitoquimica da droga e do extrato seewdfivou-se a presenca de trés
classes farmacogndsticas principais: taninos,@des, triterpenos e saponindalfela 5).A
confirmacdo dos taninos foi feita através das rea@dm acetato de cobre, cloreto feérrico,
gelatina e solucéo alcaloidica. Pela formacéo deigitado nestas reacdes pode-se confirmar
a presenca de compostos da classe dos taninosnedtoga vegetal quanto no extrato seco.
A reacdo negativa com a vanilina sulfuriCkl{ela 5 confirmou a auséncia de taninos
condensados no extrato seco e na droga vegetah, lomgclui-se que ha apenas taninos
hidrolisaveis em ambos. A presenca de taninos enexinato pode ser responsavel pela
atividade antimicrobiana da planta (DJIPA et 800@), esta atividade pode ser devida a trés
caracteristicas gerais comuns aos dois grupos rdeota (hidrolisdveis e condensados):
complexacdo com ions metalicos; atividade antioxela sequestradora de radicais livres;
habilidade de se complexar com outras moléculascipalmente proteinas e polissacarideos
(MELLO et al., 2001). A inibicdo de enzimas poritens foi demonstrada por Hattori et al.
(1990) frente a gluscosiltransferases produzidas Steeptococcus mutans S. sobrinus
isolados da cavidade oral humana. Andarwelaal. (2010encontrou concentracdo média de
64,5 mg/100g de fendis, nos quais se incluem aedannas folhas d&alinum triangulare,
planta pertencente ao mesmo génerdadmum patengL.) Willd.. Soares (2005) confirmou
a presenca de taninos nas folhas “in naturaT.degatensforma mais comum de consumo,
através da reacao de precipitacdo com cloreta@®érri

As saponinas foram confirmadas pelos testes dem@spuespuma acido resistente, a
persisténcia da espuma por mais de 15 minutosamerite com sua permanéncia apds a
adicdo de HCI diluido, indicaram a presenca dersaps na droga vegetal e no extrato seco
(Tabela 5. As saponinas podem ser encontradas nos extaaossos del. triangulare
(ADEYEMI et al., 2011), bem como na droga vegeiafilizada (OLAJIRE & AZEEZ,
2011). Aja et al. (2010) encontrou concentracdesl d8 mg/100 g na droga seca te
triangulare, apds extracdo com HCI 1N por 4 h sob fervura, seaddém identificados e
quantificados taninos (1,44 mg/100 g), alcaloidésg mg/100 g) e flavonoides (69,8 mg/100
g). As saponinas triterpénicas estdo associadasvidade antibacteriana, antifingica e
espermicida apresentada por uma diversidade detapla(LACAILLE-DUBOIS &
WAGNER, 1996). Além da atividade antimicrobiana,saponinas triterpénicas apresentam
atividade contra virus (CHAKRABORTY et al., 2002)peotozoarios comd.-eishmania
infantum(GERMONPREZ et al., 2005).

A reacédo de Liebermann-Buchard positiva (coloragsierdeada) indicou a presenca
compostos com estrutura esteroidal (esterdidesfighos), como pode ser visto Tabela 5



33

acima. Thanamool et al. (2013) isolou e identifiaico compostos do extrato metandlico
das folhas e raizes de patenspertencentes aos esteroides, dentre esfesitosterol e o
estigmasterol, também isolados e identificadosRemos et al. (2010). Os esterdis podem
estar associados a atividade estrogénica dose-dmmen podendo ser uma fonte natural de
reposi¢cao hormonal em mulheres durante a meno8H#eNAMOOL et al., 2013).

Foram pesquisadas, da mesma forma, as classesng@stos nas fragdes do extrato
seco das folhas de patensos resultados constam Tabela 6

Tabela 6 - Resultados dos ensaios fitoquimicos para aédsagrovenientes do extrato seco das folhas de
Talinum patens (LYVilld.

CLASSE Fracao Fracao Fracao Fracao

FITOQUIMICA Hexanica Acetato-etilica Butandlica Aquosa
Taninos - - + +
Saponinas - + i -
Esteroides + + - -

Antraquinonas - - - -

Alcaloides - - - -

Cardioativos - - - -

Flavonoides - - = -
Legenda: (+) reacdo positiva; (-) reacdo negativa

Fonte: Do autor

A fracdo hexanica apresentou reacao positiva palasse de compostos esterdides
(reacdo de Liebermann-Buchard), a coloracdo eszdad@o final da reagdo indicou a
presenca de compostos esteroidaiabéla 6. Ramos et al. (2010) identificou como
principais compostos, no extrato hexanico das fltl@T. patens hentriacontano (§),
tritriacontano (G3) e pentatriacontrano §€), que sao hidrocarbonetos de cadeia longa e
altamente lipofilicos como se espera para compgstesentes na fragdo hexanica. Cruz,
(2009) isolou e identificou compostos carotenoidesextrato hexanico das folhas de
triangulare,sendo os dois principaisfscaroteno e a luteina.

A fracdo acetato-etilica apresentou reacdo posidgaim como a fracdo hexanica,
para Liebermann-Buchard, indicando, igualmente, rasgmca de esterdides devido a
coloracéo esverdead@apela 6. As reacdes de espuma e espuma acido-resistesite/qs
também indicaram a presenca de saponinas nesé frags compostos 3-@-D-glicosil-3-
sitosterol (saponina) e estigmasterol (esterdidwant identificados como principais
constituintes da fracdo acetato-etilica das fotlees patendRAMOS et al., 2010).
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Como pode ser visto Mabela 6 as fragdes butandlica e aquosa apresentaraneseacd
positivas para a classe dos taninos enquanto qaeapeclasses esteroides as reacdes foram
negativas para ambas as fracbes. A fracdo butantdimbém se mostrou positiva para a
classe das saponinas. Para as classes de alcaftadesoides, cardioativos e antraquinonas
todas as fracOes apresentaram reacdo negativarmenfoi constatado no extrato seco e na
droga vegetal.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As doencas infecciosas permanecem como as priacimisas de morbidade e
mortalidade mundialmente. Adicionalmente, apresenddtas taxas de prevaléncia entre a
populacao mais pobre (WHO, 2012).

Reforcando esta grave questdo, 0 surgimento deoibiganismos resistentes aos
antimicrobianos nos ultimos anos tem se tornadocoigante e conduzido a altas taxas de
morbi-mortalidade associadas as infec¢des por fias i fungos patogénicos em todo mundo
e constitui-se em um dos maiores problemas no aebieospitalar e o uso frequente e
indiscriminado de antimicrobianos tem contribuidogpo aumento da multi-resistencia aos
antimicrobianos quimioterapicos (DALLAGNOL et al2003). Paralelamente, poucos
farmacos antimicrobianos tém sido lancados no rdereaa caréncia de estratégias visando
novas alternativas terapéuticas em contraste cormrescente aumento destes micro-
organismos € um grande problema, repercutindo idesaublica em todo mundo (MORSE,
1995; CHANDRA, 2010).

Em razdo do grande aumento da resisténcia de migestismos patogénicos a
multiplas drogas, e devido ao uso indiscriminadoadgmicrobianos, surge a preocupacao
para a procura de novas alternativas terapéutidagendmeno da multirresisténcia aos
antimicrobianos disponiveis tem limitado ainda maisja escasso arsenal terapéutico
disponivel. Neste contexto, a busca por novos &rimanos é uma tarefa urgente e
altamente necessaria.

Os produtos naturais representam promissoras faeteompostos bioativos, sendo
atrativas quanto a busca por novos antimicrobidR88RY et al. 1998; BUTLER, 2005;
LEITAO et al., 2006). As plantas estdo dentre osdptos naturais de grande interesse
cientifico devido a possibilidade de emprega-lan@ditofarmacos ou por proporcionarem
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grandes chances de obterem-se moléculas prot@gydo a sua diversidade de constituintes
(MORETTO, 2000; KINGHORN, 2001; NOLDIN et al., 2003

O presente estudo objetivou avaliar a atividademaeriobiana do extrato seco das
folnas e fracbes dd. patens onde os resultados dos testes da avaliacdo dialaale
antimicrobiana pard. patens por difusdo em AgarHguras 3) e microdiluicdo em caldo
(Figura 2) sdo mostrados na tabela abaiXabgla 7).

Figura 2 - Microplaca para avaliacdo da Concentracao Inilitétinima (CIM).

Legenda: De Al a A10: controle daatos; De 12A a 12H: controle de esterilidadergio; de 112
a 11H: controke a@tescimento do microrganismo; e de B1-10 a H3et® diferentes
extratos e fragdeT. patensavaliados em diluicdes seriadas de B/C/D/E/F/GdHpartir
de 4 mg/ml at€€BY/E/F/G/H-10 a 0,0312 mg/ml.

FonteDo autor
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Figura 3- Avaliacdo da atividade anti-micobacteriana
por disco difuso

..

Legenda: A esquerda, presenca do halo de inibigawescimento dil. tuberculosis
pelo controle positivo, a Rifampicina 30 pg, ap@soaimadamente 28 dias de
cultivo; A direita, auséncia de inibicdo do cresamo deM. tuberculosigpelo extrato
seco das folhas de patensapds o mesmo tempo de cultivo

Fonte: Do autor
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Tabela 7-Intervalo (1) e média (M)dos diametros dos halos de inibicdo de crescimaitmbiano(em mm) e valores de CIM (gyml) do extrato proveniente das folhas
ddalinum patens. Willd e suas frages contra diferentes micrgaoismos de importancia médica.
Folha Fracdes Controles

EBH Hexanica Acetato étila  Butandlica Aquosa Positivos Negativo

Clorexidina 0,12%  Rifampicina 30 ug Agua destilada

BELTADOS DOS

Microrganismos TESTES' Continu:
/m* 1 cm [ um [cm [iIM €M 'm  dIM M CIM [IIM Cim IIM Cl| M | IIM [CIM
Gram Positivos

B. cereus 25-30 N 00 [ 250 77500 00 N 0-0 N [11-14(12)] NA NA NA 0-0 NA
@7y (OF @ 0y 0y (OF

B. subtilis 20-30 N 58 | 250 | 68 | 500 | 0-0 | N 0-0 N 14-18 NA NA NA 0-0 NA
(247 @ @ 0y 0y (16)’ (OF

M. luteus 14-20 N 3-10 [ 31,2 00| 500] 00| N 310 | N 18-18 NA NA NA 0-0 NA
@7y ()’ (OF 0y @y 18y’ (OF

E. faecalis 0-0 (OF N 0-0 N 0-0 N 0-0 N 0-0 N |[13-16 (14)| NA NA NA 0-0 NA
0y 0y (O 0y 0y

S. aureus 15-23 500 00 | 250 | 7-8 [ 250 | 0-0 | N 0-0 N 14-18 NA NA NA 0-0 NA
@7y (X @) 0y 0y (16)’ (X

Gram Negativos

E. aerogenes 0-0 (Of N 0-0 | 500 0-0] 70 0-0 N 0-0 N 7-11 (9% NA NA NA 0-0 NA
(0* (0* (0" (0 (0*

E. coli 0-0 (Of N 00 | 500 0-0|312] 00| N 0-0 N 10-9 (9 NA NA NA 0-0 NA
(0* (0* (0° (0 (0*

S. marcescens | 0-0 (Of 250 00 | 250 | 00 | 250 | 0-0 | N 0-0 N [11-14(12)| NA NA NA 0-0 NA
(0* (0* (0 (0" (0*

P.aeruginosa | 0-0 (Of N 00 [ 250 | 0-0 | 500 00| N 0-0 N 7-9 (8Y NA NA NA 0-0 NA
(0* (0* (0° (0 (0*

P. mirabilis 0-0 (Of N 00 | 500 00 500] 00| N 0-0 N 9-9 (97 NA NA NA 0-0 NA
(0" (0" (0 (0 (0"

S. typhimurium | 0-0 (O} N 0-0 N 0-0 N 0-0 N 0-0 N 7-9 (8Y NA NA NA 0-0 NA
0y 0y 0y 0y 0y

Micobactérias

M. bovis 0-000f | NA [ 00 [NA][ 0O [ NA| 00 [ NA [ 00 [ NA NA NA [26-26(265 NA | 00 | NA
(o) () (O (O ()
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Conclusao
M. tuberculosis | 0-0 (O} NA 0-0 NA 0-0 NA 0-0 NA 0-0 NA NA NA 26-26 (26§ NA 0-0 NA
0y 0y oy oy oy
Leveduras
C. albicans 0-0 (0y N 0-0 | 31,2 0-0 | 130 0-0 N 0-0 N 10-12 (11) NA NA NA 0-0 NA
oy oy oy oy oy
S. cerevisiae 0-0 (0y N 0-0 N 0-0 N 0-0 N 0-0 N 18-20 (19) NA NA NA 0-0 NA
oy oy oy oy oy

'Entre paréntesesTestes por difusdo emgar com o extrato seco e fraces a concentracdes de #D mg/ml respectivamenté&ylédias seguidas com diferentes letras s&o
significativamente diferentes uma das outras dedacoom o teste de Scott & Knott=0.05);* Experimentos feitos em triplicataprovenientes do extrato seco da folha; CIM:
Concentracéo inibitéria minima; N = auséncia dei@dio do crescimento microbiano & maxima concefitratilizada no experimento; NA: ndo aplicavel @ esalise; EBH: Extrato
bruto hidroetandlico.

Fonte: Do autor
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Quanto a triagem da atividade antimicrobiana pfusdo em agarTabela 7), o extrato seco
foi ativo contra todas as bactérias Gram positivasy excecdo dé&. faecalis comum
intervalo médio dos diametros dos halos de inibefi@ngendo de 14 a 30 mm. As médias
dos diametros dos halos de inibicdo encontrad@sgsie extrato contB subtilis(24 mm) e

B. cereug27 mm) foram estatisticamente iguais no expertméito em triplicata; portanto,

0 extrato seco foi igualmente ativo em ambos osscdntretanto, o extrato seco nao foi ativo
para os demais micro-organismos avaliados no testdifusdo em agar (Gram negativos,
fungos e micobactérias). No que tange a atividadefidh¢cdes por difusdo em agar, apenas a
fracdo butandlica ndo apresentou atividade inilaitoontra os micro-organismos testados. A
fracdo hexanica apresentou média dos diametroalde He inibicdo que variaram de 3 a 10
mm, tendo sido ativa frentd. luteuse B. subtilis A fracdo acetato-etilica foi ativa con8a
subtilise S. aureuscom diametro médio dos halos variando de 6 a 8 Ron.outro lado, a
fracdo aquosa mostrou atividade em &gar apenasaddntuteuscom média do didametro de
halos do experimento em triplicata de 7 mm. Nenhinagdo foi ativa frente &s bactérias
Gram negativas, fungos e micobactérias, avaliadadifusédo em agar.

Com relacdo a atividade antimicrobiana para memblasamilia Talinaceae ou
familias correlatas, pelo método de difusdo em, &garestudos recentes de Londonkar &
Nayaka (2011); e Savithramma et al., (2012) foramdesciados atividade antimicrobiana
para membros da familia Portulacaceae frente &t@etGram positivas, Gram negativas e
fungos de importancia meédica, entretanto, fatorelmcionados a diferenca entre os
constituintes quimicos das plantas, falta de repiodade deste método e aos micro-
organismos torna as comparacgoes inviaveis.

Na determinacdo da CIMTdbela 7), por microdiluicdo em caldo, o extrato seco
(EBH) foi ativo contraS. marcescen§Gram negativa) &. aureus(Gram positivo), e as
fracOes hexanica e acetato-etilica apresentarasidasavel atividade inibitoria, com valores
de CIM abrangendo de 31,2 a 500 pg/ml contra algubzatérias Gram positivas, Gram
negativas e contr@. albicans

Embora tenha sido observado em alguns casos guaboeseco e suas fracdes nao
apresentaram atividade por difusdo em agar (sadiolm) posterior inibicdo do crescimento do
respectivo microrganismo por microdiluicdo em catdbfato se justifica pelas caracteristicas
peculiares dos dois métodos utilizados. A difuséo &ar (meio soélido, altamente polar)
apresenta barreiras fisico-quimicas mais signifiaatna atividade biologica final, como a
polaridade dos compostos envolvidos, causandoatifdderenciada dos bioativos presentes

no extrato ou fragdes, afetando a inibicdo ou mAmiErorganismo em questao.
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Por outrolado, o método de microdiluicio em caldargte o contato direto entre o
extrato ou fracbes e o microrganismo desafiadaesdd minimas interferéncias do meio
(caldo) (HADACEK: GREGER, 2000). No caso da inilmicfor difusdo em agar com
posterior auséncia de inibicdo por microdiluicdoaaiuo, isto pode ser explicado, ao menos
em parte, pelas diferencas nas concentracfes eagiaegois no método por difusdo em agar
utilizou-se concentragdes de 40 e 25 mg/ml e nkagéa da CIM as diluicdes partiram-se de
4 mg/ml.

Segundo Fabry et al. (1998); Dall’Angol et al. 2Q0e Tanaka et al. (2005) os
extratos de plantas na avaliagdo por microdilugi@ocaldo sdo considerados com potencial
inibitério promissor se demonstrarem atividade raiiiobiana em concentragfes de até 0,1
mg/ml, atividade inibitéria moderada de 0,1-0,5mgatividade fraca de 0,5 a 1 mg/ml, e
inativos acima de 1 mg/ml. Portanto, segundo tanmssa, o0 extrato seco apresentou
atividade moderada (250 e 500 ug) e as fracoeslomsde acetato-etilica foram consideradas
altamente promissoras na busca por novas subst&miaacao antimicrobiana. Aligiannis et
al. (2001), também tentou estabelecer um critévi@@siderar atividade de CIM menores
que 1 mg/ml como aceitaveis quanto ao potencibltario. Entretanto, segundo Ostrosky et
al. (2008), devido a complexidade de extratosaam praticamente impossivel a comparacao
ou julgamentos concretos quanto ao desempenhosdeasts quais a padronizacdo é
praticamente inexistente.

Neste campo, tomando como base os resultados prates neste estudo, as fracbes
hexanica e acetato-etilica mostraram maior potermé@a posteriores estudos de sub-
fracionamentos, e adicional avaliagdo da atividaaigmicrobiana guiada contra os micro-
organismos inibidos anteriormente, visando o iselsm de molécula(s) lider(es) candidata
(s) a estudos posteriores na busca de um farmatmi@obiano (FABRICANT &
FARNSWORTH, 2001; BUTLER, 2005; LOPES et al., 2003@¢ndo que, segundo Eloff
(1998; 2004), tais estudos sdo mais bem direciangdando tomados como base na luz da
racionalidade, sendo uma das formas mais pragrmatieaconsiderar os resultados obtidos
frente as possibilidades que permeiam.

Outro indice, atil como classificatorio, foi caladb de acordo com Bonjar (2004),
assim, calculou-se o percentual de atividade conaa&@o entre nimero de micro-organismos
susceptiveis aos extratos vegetais e o total deoroiganismos testados e o indice de
susceptibilidade microbiano (ISM), como a razagesntnumero de extratos efetivos contra

cada microrganismo e o total de extratos vegetaisados. Os resultados foram multiplicado
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por cem e expressos em porcentageigufas 4 e 9. Estes indices foram obtidos para os

extratos e/ou fracdes com CIM inferiores a 100 (Lg/m

Figura 4- Percentual de atividade das fracGes provenientéslftzade Talinum patens (L.)
Willd. com CIM inferiores a 100 pg/ml
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Figura5 - Indice de susceptibilidade microbiano (ISM, %) feeas fracdes provenientes da folha
de Talinum patens (L.) Willd. co®@IM inferiores a 100 pg/ml
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O percentual de atividade mostrou que a fracdatacetilica foi a mais ativa, onde
30% dos micro-organismos avaliados tiveram seucitnemto inibidos por esta fracdo
vitro, com CIM inferior a 100 pg/ml. O indice de suscdptihde microbiano (ISM)

demonstrou queC. albicansfoi inibido pela maioria das fracdes, sendo qudade das
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fracOes avaliadas (2 em 4) inibiu seu crescimeaito €IM inferior a 100 pg/ml. Entretanto,
as fragbes butanodlica e aquosa foram inativas efrants micro-organismos avaliados em
nosso estudo por microdiluicio em caldo, provavetmedevido ao fator concentracao de
bioativos, onde tais fracdes podem ter concentradoos os bioativos com a efetiva acao
antimicrobiana, isto sendo oriundas da capacidatiateva de cada solvente empregado, por
afinidade dos bioativos as diferentes fracdes, ecasn da aquosa (residuo das demais)
dependendo da capacidade de extracdo dos solesmpesegados previamente. Em estudos de
Luseba et al. (2007); Abdullah et al. (2012) téaosilemonstrado que extratos ou fracbes
aquosas frequentemente sao inativas quanto aad&idntimicrobiana, e por outro lado, a
utilizagdo de outros solventes, como o alcool meetilpor apresentarem melhor capacidade
extrativa, evidenciam boa atividade antimicrobiama testesn vitro (MATTANA et al.,
2010).

Uma vez que as plantas medicinais produzem uma&dade de substancias com
propriedades antimicrobianas, é esperado que estigltriagem permitam o descobrimento
de compostos candidatos para o desenvolvimentmdesrantibidticos (AHMAD & BEG,
2001).As propriedades microbiostaticas e microbicidaardipde produtos vegetais tém sido
comprovadas através de intensivas pesquisas enotodmdo. Geralmente, sdo avaliadas e
confirmadas através de ensaios biologioogtro, como foi realizado no presente trabalho, e
a relagcéo entre a atividade e as condi¢gbes do ialategetal € determinante no sucesso da
obtencdo de produtos com possivel aplicabilidadeirdu (ELOFF, 1998).Quanto a
metodologia aplicada para a avaliacdo da atividademicrobiana, os métodos para
microdiluicdo em caldo empregados, segundo Elo#98); Ostrosky et al. (2008), sdo
adaptacdes dos aplicados as analises clinicasd®gwecumentos da CLSI para a avaliacao
do perfil de resisténcia de bactérias e fungosnggoitancia clinica aos antimicrobianos,
geralmente antibiéticos jA em uso, ou moléculakdss em etapas de aprovacdo (CLSI,
2003; 2008). Portanto, uma das formas de intergietdos resultados durante a leitura pode
ser obtida por uso de corantes ou via espectrofttan Entretanto, estes antibioticos usados
sdo conhecidos ha décadas, assim como 0s microEmyzs empregados, portanto a
interacdo durante o0s testes entre antibiotico-tenamcrorganismo € exaustivamente
estudada, em extensas literaturas a respeito, hdgo havendo, ou ocorrendo minimas
interferéncias ou viés quando da interpretacdoedaltado (CIM). Para avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato seco e suas fracdes. gmtensem nosso estudo, optou-se pela
técnica visual na interpretacdo dos resultados, marodiluicio em caldo, para o

estabelecimento da CIM, segundo a CLSI (CLSI, 2@088), uma vez que, a complexidade
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do extrato e suas fragbes avaliadas, bem comceasdiade de micro-organismos utilizados e
seus diferentes graus de sensibilidade aos coyatasam por inviabilizar o uso de corantes
para a leitura.

Na triagem fitoquimica preliminar, o0 extrato secwmi f positivo para
esteroides/triterpenos, saponinas e taninos, adragetato-etilica para esteroides e saponinas
e a fracdo hexanica para esterdides. As fracoesatiaas quanto a atividade antimicrobiana,
hexéanica e acetato-etilica, teoricamente, sdo asjugle apresentam a maior concentracao de
substancias mais apolares, tais como esteroid@enmpdnos, cujo efeito antimicrobiano tem
sido exaustivamente citado em literatura, ao lodgs anos (DALLEAU et al.,, 2008;
GALLUCCI et al., 2010). Provavelmente tais acbgamdruto de mecanismos envolvendo a
alteracdo da membrana celular fungica ou bacter@maluzindo a perda de permeabilidade e
acumulo de substancias téxicas disruptoras do mwietaio que ativam vias citoliticas
(SHENKELet al.,2001), j& os taninos presente noagxtseco tém sido associado a disrupgao
de membrana, além da quelacdo ou precipitacdolddsicias essenciais ao microrganismo,
como por exemplo as proteinas. (SCALBERT, 1991).
Além disso, destaca-se neste contexto que, segum@utores Barbosa-Filho et al. (2007,
2008); Saude-Guimardes et al. (2007), plantas pmdudiferentes substancias quimicas,
sendo estas produzidas em diferentes proporcoggndendo do habitat, do regime de
chuvas, da insolacdo, do solo, enfim, das caratitert$ edafoclimaticas (SANTOS et al.,
2006; ANDRADE et al., 2007; BLANK et al., 2007). iktbnalmente, o controle de qualidade
durante a obtencdo dos extratos e fracdes deve Bwaconta as caracteristicas que
influenciam no produto final do processo extratidessa forma exercendo preponderante
efeito sobre a bioatividade do material vegetal BHNUIGER et al., 2009). Entretanto, algumas
substancias quimicas sdo bastantes caracteristadasndantes para um determinado vegetal,
e desta forma podem servir até mesmo como paranpgra sua caracterizacdo e
identificacdo (CESAR et al., 2007; MIGLIATO et a2007; NASCIMENTO et al., 2008).
Estudos tém demonstrado que varios membros daidafalinaceae apresentam saponinas,
taninos, esteroides e triterpenos, assim como deimaoio nos dados da andlise fitoquimica
preliminar realizada neste estudo, que confirmpueaenca de terpenos nas fracdes hexanica
e acetato-etilica, de acordo com estudos préviestgmbém apontam para a predominante
concentracdo desta classe de metabdlitos em d&iSefs (SILVA et al, 2004; HURTS et al,
2005).

As fracbes deTl. patensmostraram consideravel atividade inibitonmvitro contra

micro-organismos de grande importancia médica. eEestes,C. albicansé um fungo
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causador de infec¢Bes oportunistas, sendo um @vasi& agente de infeccbes nosocomial
(PERFECT & SCHELL, 1996; PFALLER et al., 2008; HO¥E013). No estudo de Dalleau
et al. (2008), cujo objetivo foi avaliar o efeit@ derpenos na formacao de biofilme por
espécies d€andida,foram observados atividade antibiofilamevitro de diferentes terpenos.
O autor explana sobre a possibilidade de estes asiog estarem relacionados a uma
disrupcdo na membrana fungica com consequentagiieide permeabilidade. Neste estudo,
contraC. albicans,foi observada consideravel atividade inibitériafdegdo hexanica (31,2
png/ml), sendo que para esta fracdo foi demonsteadatriagem fitoquimica preliminar
presenca de terpenos.

S. aureusum microrganismo Gram positivo pertencente a ohicta humana, é um
dos maiores e mais importante agente de infecgd@sumistas e nosocomial e atualmente é
considerado um expressivo microrganismo causadorfelecdes na comunidade, cuja multi-
resisténcia aos atuais antimicrobianos em uso téndialmente repercutido em altas taxas de
morbi-mortalidade nas doencas infecciosas causpdaseste microrganismo (BELL &
TURNIDGE, 2002; POWELL & WENZEL, 2008). Nos ultim@os, tem sido explorada a
triagem de plantas como possiveis fontes de noitasnativas terapéuticas para tratar
doencgas po$. aureusnultirresistente (VELASCO et al., 2005; VILAR, ZJ0MATTANA et
al., 2010). Adicionalmente, Gallucci et al. (2018)idenciou a atividade inibitoria vitro de
terpenos contr&taphylococcus aureussistentes a meticilna (MRSA) e contra a formaiso
biofilmes. Da mesma forma, os resultados de atil@daibitoria contréS. aureusncontrados
neste estudo, foram evidenciados para a fracdmivaxé acetato-etilica, fracdes que foram
positivas para terpenos e que, sabidamente, caadarg metabdlitos secundarios.

Apresentando a mesma importancia clinica-epidemicé)E. coli, S. marcescens, P.
aeruginosa e P. mirabilisdo micro-organismos Gram negativos, pertenceni@scrobiota
intestinal humana, causadores de uma variada ganmetcoes. Atualmente, diversas cepas
destas bactérias, multi-resistentes aos quimidteragem uso, tém preocupado e recebido
notdria atencdo das atuais pesquisas, principainpetid capacidade destes micro-organismos
de disseminacéo, por intermédio de plasmideos,edesgde resisténcia a antibioticos, até
mesmo disseminados pelo ambiente (DAVIES & ROWNDBD72t HIGUCHI et al., 2006;
FORSBERG et al., 2012). No presente estudo, taisorarganismos tiveram seu crescimento
inibido na avaliagaan vitro frente a baixas concentracdes das fragces hexanacaetato-
etilica (31,2 a 500 pg/ml).

Cabe ressaltar que na busca por superar o prolllencaescente niamero de micro-

organismos resistentes aos antimicrobianos em asopntrando efetivas alternativas
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terapéuticas para o tratamento de doencas produpida estes micro-organismos, as
associagfes entre extratos vegetais com antimé&robi tém providenciado uma viavel
alternativa (HEMAISWARYA et al.,, 2008). Estudos posteriores, incluindo esude
seguranca, eficacia e qualidade, podem levar eit@ @oassociacao de antibidticos utilizados
na clinica comT. patens inclusive pelo fato que esta planta é popularmeniiizada na
culinaria e na medicina popular, onde o conhecimetd uso pratico ndo deve ser
negligenciado (MARTINS et al., 2000; SOARES, 20@5)tretanto, € preciso considerar que
os estudos de associacao antibidtico-fitoterapipara obtencdo de uma molécula lider estado
sob o0s encargos de percurso, e que 0s possivaissval erros produzidos em estudos
preliminares i vitro) tém conduzido a baixa correlacdo com o sucessdoobm estudos
posteriores para futuras aplicacdes clinicas datibidade desejada (BUTLER, 2005;
EICHLER et al., 2006; TRIAL-WATCH, 2011; SAVONENKE& al., 2012).

Além disso, a complexidade quimica de extratosssecdas fragcbes ndo devem ser
negligenciadas, sendo os resultados passiveis &einierpretativos. Assim, mecanismos
como a complexacdo dos constituintes do extrato wotrientes esséncias ao crescimento
microbiano ndo podem ser descartados, sendo qteegses® a acdo antimicrobiana néo seria
fruto direto dos componentes do extrato ou fragdaionalmente, com relagéo as diferencas
na relagdo de atividade ou inatividade entre oaextiseco e fragbes, seus bioativos
concentrados podem atuar de diferentes modos mestesfinal, podendo ser fruto de
sinergismo dos constituintes quimicos ou o oposto,seja, inativacdo por algum modo
(diferentes mecanismos de interacdo) das substarm@ogicamente ativas na acao
antimicrobiana (VILAR et al., 2008).

4.6.1 Avaliacéo da atividade antimicobacteriana

A tuberculose, novamente esta entra as doencaiogas com maior taxa de morbi-
mortalidade em todo mundo, e as estratégias teiapg€lsdo escassas. O longo periodo de
tratamento, toxicidade do mesmo e falta de efettléddos quimioterapicos em uso sdo
fatores que intensificam a atual busca por anestddosicos (ZHANG et al., 2006).
Entretanto, no presente estudo, ndo houve acagrtaddceseco dd. patendrenteM. bovise

M. tuberculosis
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4.6.2 Atividade leishmanicida

A Leishmaniose continua a ser uma das principaengks parasitarias, carente de
efetivas estratégias terapéuticas, com grave desfdioal quanto as taxas de morbi-
mortalidade mundialmente. Infortunadamente, o &xtseco da folha d&alinum patens
avaliado neste estud@o apresentou atividade leishmanicida cob#éiaghmanisamazonensis

na maxima concentracdo do extrato utilizada noraxeato (100ug/ml).

4.7 AVALIACAO DO TEOR DE POLIFENOIS E DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DO EXTRATO SECO DE T. PATENS

A partir da curva de calibraca&igura 6), cujo f de 0,996 mostrou linearidade
satisfatéria para a quantificacéo, foi determinadior de fendis em equivalente de acido
gélico do extrato seco das folhasTdgatensegundo o calculo da equacéo da reta:

Teor de polifendis = 0,200.E&a:d - 0,002

Figura 6- Curva de calibracdo de acido galico para calcaltedr de polifendis
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Folin-Ciocalteu reage com os compostos fenslieouma variedade de outros
compostos como aminas, purinas e elementos ino@@aN{IKAWA et al., 2003). A
absorbancia do extrato seco foi de 0,088. Estdtaglsuindica que h4 uma concentracdo de

17,4 mg de equivalentes em acido galico por gramaexirato. Nos extratos aquoso e
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etandlico das folhas dE portulacifolium,Ramesh et al. (2009) encontrou concentracfes de
114 e 100 mg/g respectivamente, sendo a propriesfattexidante dos extratos comprovadas
por cromatografia em camada delgada, utilizandoocoavelador solucdo de DPPH. Na
espécieT. fruticosum foi encontrado uma concentracdo de 13,1 mg/g deatexem
equivalentes de acido galico, também associadosaaatividade antioxidante, medida pela
capacidade de reducédo do Fe Ill ao Fe Il (OGUNLA®RI., 2009). Anyasor et al. (2010)
encontrou concentracdes de 45,6 e 28,8 mg de géidm equivalente por grama de extrato
nos extratos aquoso e metanolicoTddriangulare respectivamente, demonstrando como a
diferenca nos métodos de obtencdo do extrato paafarr na concentracdo dos metabdlitos
secundérios. Segundo o estudo de Anyasor et dl0Y28 maior concentracdo de compostos
fendlicos na fragdo aquosa ndo correspondeu a umerda na atividade inibidora de
peroxidacao lipidica, indicando uma possivel ac@&oodtros tipos de compostos como
saponinas e alcaloides, ambos presentes nestaieespéatudo, para o ensaio de DPPH,
houve correlacdo entre compostos fendlicos e atiMdintioxidante.

Figura 7- porcentagem de atividade antioxidante do extrato slas folhas

de T. patens
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1% 0,50% 0,30% 0,20% 0,10%
1 2 3 4 5

FonteDo autor

O ensaio de DPPH avalia a habilidade de sequiestradicais livres. A capacidade de
doar atomos de hidrogénio € uma caracteristicagpiane antioxidantes. Os antioxidantes
doam hidrogénio para os radicais livres, converderglem espécies néo reativas, evitando a
propagacéo das reacdes de oxidacdo (ORDONEZ; GOMEITUONE & ISLA, 2006). A
atividade antioxidante do extrato foi maior na @ntcacédo de 0,3% (m/v), com 77,507% de

atividade sequestrant&igura 7), em relacdo as outras 4 concentracdes testadasnAar
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concentracdo testada apresentou 31,932% de capacdquestrante, enquanto que na maior
concentracdo obteve-se o menor valor, de 28,0%1gar@ 7).

A concentracao de compostos fendlicos se coiogla com a atividade antioxidante.
Aquino et al. (2001) demonstraram a existénciaaleskcdo em fracdes extraidas de plantas,
frutas e sementes. Polifenois possuem atividadexadtdnte devido a sua propriedade redox, que
0s permite agir como agentes redutores e doaderdsddogénio. Nos compostos fendlicos, a
presenca de substituintes nos anéis diferenciespsstas de grupos de compostos e determinam a
capacidade doadora de elétrons, que se relacimtardente a atividade antioxidante (AKOND et
al., 2011)

4.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO EXTRATO SECO E RACOES

Ensaios de viabilidade celular sdo utilizados rengjlamento de farmacos e testes
preliminares de substancias quimicas, sdo baseagosarias funcdes celulares como
atividade enzimatica, permeabilidade de membraderéacia celular, producdo de ATP e
coenzimas. Testes baseados em atividade enzimaita, o MTT dependem da reacéo entre
uma substancia redutora e uma desidrogenase mresantélulas viaveis, para determinar a
viabilidade celular de maneira colorimétrica. Nasttodo, o MTT é reduzido pela NADH a
uma substancia roxa (formazan), sendo a medicaoodaoxa proporcional a viabilidade
celular (DIAS et al., 2012).

Figura 8- CC50 e CC90 do extrato seco e fracdes hexanicatata-etilica das folhas de T. patens (L.) Willd.

Amostra CC50 (mg/ml) CC90 (mg/ml)
Extrato seco 0,45 1,38
Fracdo Hexéanica 0,23 0,55
Fracéo Acetato-etilica 0,16 0,30

Fonte: Do autor

O CC50 para o extrato seco de T. patens foi de @g/inl, ja as fracbes hexanica e
acetato-etilica apresentaram CC50 mais baixos, galores de 0,23 e 0,16 mg/ml,
respectivamentel@bela 8. Os valores de CC90 foram de 1,38 mg/ml parat@® seco e

de 0,55 e 0,31 mg/ml para as fracbes hexanica wtaedilica. Como 0s compostos
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terpénicos podem estar relacionados com a atividiwi®xica de extratos vegetais (SINI et
al., 2012), sua maior concentracdo nas fracOesniex@ acetato-etilica pode explicar, em
parte, o porque dos mais baixos CC50 e CC90 erméaelao extrato seco, visto que nos testes
fitoquimicos realizados neste estudo foram canaeidos terpenos tanto no extrato seco
guanto nas fragcbes hexanica e acetato-etiliehglas 5 e B De acordo com Balantyne
(1999), um composto é potencialmente toxico quarslpCC50 esta entre 0,01 e 0,1 mg/ml,
visto que extratos e fragcdes sdo misturas de cdogqeode-se inferir que ndo ha compostos
potencialmente toxicos tanto no extrato seco quaasdracoes das folhas Gepatens

4.9 SEPARACAO E IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas (EM) € uma técnicaumsntal de muita abrangéncia
dentro da ciéncia moderna, com diversas aplicagéedrea da quimica, biologia e ciéncias
farmacéuticas. Dentro deste contexto, torna-sedsgmmdivel a analise de compostos naturais
por meio desta técnica, de modo a se obterem iafgies mais completas sobre a espécie
estudada e seus metabdlitos secundarios, que psdemesponsaveis por seus efeitos
biolégicos (PEREIRA & CARDOSO, 2012).

Primeiramente foram realizadas, no extrato seca fragcbes hexanica e acetato-

etilica, varreduras dos compostos presentes, cammestrados nddguras 12, 13e 14.

Figura 9- Espectro de masséd| scando extrato seco de patens
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Figura 10-Espectro de masshsdl scanda fracdo acetato etilica dephtens
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Fonte:Do autor

Figura 11-Espectro de massédl scanda fracdo hexanica de Jatens
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Fonte:Do autor

Os principais picos, tanto no extrato seco quaasfracdes foram os ae/z400, 413
e 415, que podem corresponder aos compostos eeemmiesentes em dlepatensRamos et
al. (2010) relatou que os esteroides campestetditosterol e estigmasterol podem ser
encontrados nas folhas @iepatens.

Desta forma, para melhor estudo destes compodimsm realizadas as

fragmentacdes de segunda ordem dos picosnttade 400, 413, 415.
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Figura 12 -Espectro de segunda ordem obtido a partir de ntiz 40
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Fonte:Do autor

Como pode ser visto riagura 15, 0 pico com m/z de 400, que foi observado tanto no
extrato seco quanto nas fragfes hexanica e aadthta; tem como principaifragmentos os
picos com m/z de 207, 147 e 121. O composto edieroampesterol apresenta massa
molecular de 400 Da e esta presente nas folhab gatens(RAMOS et al., 2010) e os
fragmentos conm/zde 207, 147 e 121 podem ser propostos a partuaestruturaHjgura
16).

Figura 13- Fragmentacé&o a partir do composto de m/z 400
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Fonte:Do autor
A partir do campesteroh/zde 400) pode ser observado que o fragmenix207 &
originado pela quebra da ligacdo C-C do anel asi@rccomo proposto por Djerassi (1978)

para a fragmentacdo de compostos esteroides. @mdraosm/z 147 e 121 também séo



52

originados pela quebra das ligagbes C-C dentronéb esteroidal, entre os anéis B e C, de
acordo com o mecanismo descrito por Galli & Mar{®67). AsFiguras 17, 18 e 19
mostram oS mecanismos de fragmentacdo para corspesteroides segundo o0s autores

citado acima.

Figura 14- Fragmentacéo de esteroides segundo Djerassi (1978)
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Fonte:Do autor

Figura 15+Fragmentacao de esteroides segundo Djerassi (1978)

FonteDo autor
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Figura 16- Fragmentacdo de esteroides segundo Galli & Maf®&87)
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Fonte: Do autor

Na Figura 17 podem ser vistos dois padrées de fragmentacdogsaervolvendo a
perda da ramificacdo do esteroide. No mecanism@septado por 1 pode ser visto a perda
de —R, e no mecanismo representado por 2 ocoreda pe ChHR. NaFigura 18 séo vistos,
da mesma forma, dois padrées de fragmentacao posposr Djerassi (1969). O mecanismo
3 representa uma quebra de ligacdo C-C dentro dbesteroidal, o que esta associado a
formagao do pican/z 207 do campesterol. O mecanismo 4 representa aajueboutra
ligacdo C-C com a perda do primeiro anel do ester¢ganel A). Na Figura 19 podem ser
observadas as fragmentacdes a partir de um estegerdndo os picaw/z121 e 147 atraves
da quebra das ligac6es C-C entre os anéis B e C.

O composto com m/z de 413 foi proposto como sendeteroide estigmasterol (na
sua forma M+1), que possui massa molecular de 4 2dnbém presente nas folhasTde
patens(RAMOS et al., 2010; THANAMOOL et al., 2013). Osafmentos correspondentes

sao mostrados rfagura 20.
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Figura 17-Eespectro de segunda ordem obtido a partir de b¥z 4
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Fonte:Do autor

O pico comm/zde 413, assim como o de 400, foi encontrado taotextrato seco
como nas fracdes e apresentou, além do fragnmefztde 207, o fragmentm/zde 269. Estes

fragmentos foram propostos a partir do estigmalstesmo € mostrado réigura 21.

Figura 18- Fragmentacéo a partir do composto de m/z 413

Fonte:Do autor
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Os fragmentos acimaigura 21) podem ser explicados pelo mesmo mecanismo de
fragmentacdo do campesterol, de acordo coffigagas 17 e 180 mecanismo de quebra 3
(Figura 18) corresponde a quebra da ligagdo C-C entre os &éi D, com a formacéo do
picom/z 207, enquanto que o mecanismd-iygra 17) corresponde a quebra da ligacdo C-C
entre a metila do anel D e a ramificagapi{g com a formagéo do pian/z269, considerando
a perda de D (M — 18). Segundo Benfenati et al. (1994) o estigsterol pode produzir o
pico m/z255 no lugar den/z 269, diferindo na posicdo da quebra da ligacag 6-Gue nao
foi observado neste experimento.

As Figuras 22 e 23mostram 0 espectro e a fragmentacdo do compostarda de
415, que é proposto como sendo o estergiddosterol, que foi possivel ser detectado no

extrato seco e nas fracdes hexanica e acetatcaetili

Figura 19- Espectro de segunda ordem obtido a partir de n¥z 41
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Fonte:Do autor

A fragmentacao do composto conizde 415, com a formacao dos pico&k 355, 223
e 267, pode ser proposta a partir @eitosterol Figura 23). Benfenati et al. (1994)
evidenciaram que, para @sitosterol, as quebras podem ocorrer no anel Ali@ndo a
formacdo de um picm/z 355 no espectro acim&igura 22). Também foi possivel associar
ao Ssitosterol a formacdo do pian/z 267, que corresponde a quebra da ligacdo C-C na
ramificacdo do anel D, e a formacao do pico m/z g8 corresponde a quebra da ligacédo C-

C entre os anéis C e D (Djerassi, 1978).
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Figura 20-Fragmentacéo a partir do composto de m/z 415
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Fonte:Do autor
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5 CONCLUSAO

Os ensaios mostraram que a droga obtida das fdh&spatensse encontra dentro
dos parametros preconizados pela Farmacopeia @rasi(2010). Os parametros de
granulometria sdo caracteristicos de um pé moderadi® grosso. A partir dos testes de
perda por dessecacdo, cinzas totais e cinzas wes®lém acido constatou-se que o po da
droga obtido das folhas de patensse encontra de acordo com os parametros de qimlida
exigidos pela OMS.

Os estudos fitoquimicos preliminares mostraramesegrca de classes de compostos
interessantes do ponto de vista medicinal commadanisaponinas e esterdides tanto no
extrato seco e suas fracbes quanto na droga ve@etakirato seco e a droga vegetal
evidenciaram a presenca das trés classes: tasi@ogninas e esteroides. A fracdo hexanica
mostrou-se positiva para esterdides, enquanto mpudracdo acetato-etilica, as classes de
esteroides e saponinas estdo presentes. Na fratdiodlica foi constatado a presenca de
saponinas e taninos, e na fracdo aquosa, apefrasstan

O extrato seco da folha dalinumpatensapresentou boa atividade inibitéria fre&e
marcescense S. aureus.As fracdes hexanica e acetato-etilica apresentaacelente
atividade inibitoria contraM. luteus, E. colie C. albicans.De acordo com estes resultados,
tornam-se viaveis estudos posteriores com objelvisolamento e identificacdo de possiveis
compostos com atividade antimicrobiana, visto cquéicionalmente o extrato e as fragbes
com melhor atividade apresentaram baixa citoto&as] de acordo com o ensaio MTT.

A partir da técnica de Espectrometria de massagpdssivel propor a presenca de
metabolitos secundarios como o campesterol, essigmoh e F-sitosterol no extrato seco e
nas fracdes hexanica e acetato etilica.dqemtensque podem estar associados a sua atividade

bioldgica.
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