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RESUMO

Euphorbia cotinifolia apresenta muitas atividades biolégicas sendo utilizada na
medicina popular para cauterizar feridas e como um purgante em pequenas doses.
O presente estudo teve como objetivo determinar o teor de compostos fenolicos e
flavonoides, a atividade antimicrobiana, antioxidante e a toxicidade dos extratos
hidroetandlicos de raiz, caule, folha e fruto de E. cotinifolia. Foi realizada triagem
fitoquimica, dosagem de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau,
flavonoides pelo método de cloreto de aluminio e andlise quimica por CLAE. A
atividade antimicrobiana foi determinada pela técnica de difusdo em agar e a
determinag@o da concentracao inibitdria minima (CIM) pela técnica de diluigdo em
caldo utilizando cepas padrées. Foi determinada também a concentracdo
microbicida minima (CMM). A atividade antioxidante foi determinada pelo método do
sequestro do radical livre DPPH. A citotoxicidade foi avaliada pelo método MTT em
cultura celular BHK. Todos os extratos hidroetanolicos de Euphorbia cotinifolia
apresentaram compostos fendlicos, bem como a presenca de metabolitos
secundarios como taninos e flavonoides, atividade antimicrobiana e antioxidante. A
andlise em CLAE sugeriu a presenca de &cido cafeico para os extratos de folha
fresca e seca e demonstrou uma maior concentracdo de compostos fendlicos na
folha seca. Nenhum dos extratos apresentou atividade antimicobacteriana e
citotoxicidade in vitro.

Palavras chaves: Euphorbia cotinifolia. Atividade antimicrobiana. Atividade
antioxidante. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Euphorbia cotinifolia has many biological activities being used in folk medicine to
cauterize wounds and as a purgative in small doses. The present study aimed to
determine the content of phenolic compounds and flavonoids, antimicrobial and
antioxidant activity and toxicity of hydroethanolic extracts of root, stem, leaf and fruit
of E. cotinifolia. Was performed chemical screening, measurement of phenolic
compounds by Folin-Ciocalteau reagent method, flavonoids by aluminum chloride
method, chemical analysis by HPLC. The antimicrobial activity was determined by
agar diffusion and minimum inhibitory concentration (MIC) by broth dilution technique
using standard strains. The minimum microbicidal concentration (CMM) was also
determined. The antioxidant activity was determined by the kidnapping of DPPH free
radical method. Cytotoxicity was assessed by the MTT method in BHK cell culture.
All hydroethanolic extract of Euphorbia cotinifolia presented phenolic compounds, as
well as presence of secondary metabolites such as tannins and flavonoids,
antimicrobial and antioxidant activity. The HPLC analysis suggested the presence of
caffeic acid for extracts of dry leaf and fresh. Dry leaf showed a higher concentration
of phenolic compounds. None of the extracts showed antimicrobial activity and
cytotoxicity in vitro.

Keywords: Euphorbia cotinifolia. Antimicrobial activity. Antioxidant activity. Phenolic
compounds.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Principais vias do metabolismo secundario das plantas e suas

INEEITIGAGOES ...ttt et e e e e e e e e 20
Figura 2- Estrutura geral dos principais flavonoides.............cccccoiiiiiiiiiiiiiinenn, 22
Figura 3- Euphorbia COtNITONA.. ........eeeiiiiiiiiiee e 25
Figura 4- Triagem fitoquimica para taniNOS ...........ccueiiiieii i 38
Figura 5- Triagem fitoquimica para flavonoides .............ccoooiiiiiiiiiiii e, 38
Figura 6- Teor de compostos fendlicos (mg acido galico/g amostra) nos extratos

hidroetandlicos de Euphorbia cotinifolia............cccccoiiiiiiiiiiiiee 39
Figura 7- Teor de flavonoides totais (mg AG/g amostra) dos extratos hidroetandlicos

de Euphorbia COtiNIfOlIa. .........coooiriiii e 41
Figura 8- CromMatOgIaIMAS ...........uuueeeureriieiiieaeaaeaaaseeaaas e et e e e e e ereeeeteaaeaaaeaaaas 43
Figura 9- Teste de difusdo em &gar com M. luteus frente aos extratos de Euphorbia

(o011 011 {0 ] F= VPP PP PPTRPPP 45
Figura 10- TeSte de AifUSA0.........uuuriiiiiiiiiiiie e 45
Figura 11- Microplaca de CIM apds adiGao de reSazuring ............coccveeeeeeeeerivneeeenn 47
Figura 12- Determinag&o da Concentracdo Microbicida Minima (CMM).................... 47

Figura 13- Valores de ECso (Hg/mL) para o sequestro de radical livre DPPH dos
extratos hidroetandlicos de Euphorbia cotinifolia. ............cccooceiieennns 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Triagem fitoquimica dos extratos de Euphorbia cotinifolia. ....................... 37
Tabela 2- Teor de compostos fendlicos totais (mg de acido galico /g) nos extratos de
Euphorbia cotinifolia.............cccuiiii e 39
Tabela 3- Teor de flavonoides totais (mg quercetina/g) nos extratos de Euphorbia
(o011 011 {0 ] F= VPP P PTT T PPTRPPP 41
Tabela 4- Tempo de retengéo, area e altura dos picos obtidos por CLAE do extrato
de folha fresca e seca de Euphorbia cotinifolia............ccccccooeiiiniiiieinnnnnnn. 44
Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos extratos de E. cotinifolia pelo método de
IfUSA0 BIM AQAT ... . i 44
Tabela 6- Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida Minima
(CMM) em mg/mL dos extratos de Euphorbia cotinifolia...............ccccce..... 49

Tabela 7- Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de Euphorbia
(o011 011 {0 ] [F= VPP P PP PPTRPPP 51



LISTA DE ABREVIATURAS

ABTS - 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico).
BAAR - Bacilo alcool acido resistente

BHA - butil-hidroxi-anisol

BHT - butil-hidroxi-tolueno

CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CIM - Concentragéo inibitéria minima

CMM - Concentragdo microbicida minima

DPPH - 2,2-difenil-1- picrilidrazil

EC - eletroforese capilar

ERO’'s -  Espécies reativas do oxigénio

ESI-MS - Espectometria de massa

FCR - Reagente de Folin-Ciocalteu

FRAP - Poder antioxidante de reducéo do ferro

MTT- (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina).
MDRs- proteinas de resisténcia a multiplas drogas

ORAC - Capacidade de absorgéo de radicais oxigénio

TB - Tuberculose

TBHQ - Butil-hidroquinona-terciaria
RMN - Ressonancia maganética nuclear

uv - espectometria no ultravioleta



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt et ettt en e aveeneeeeteans 13
2 REFERENCIAL TEORICO.......uiiiie oottt 14
2.1 PRODUTOS NATURAIS ...ttt a e 14
2.2 ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA.....c.ooviiieeeeeeeeeeee e 15
2.3 TUBERGCULOSE ...ttt ettt e e et e e e e e nee e e e e e e enneee e 16
2.4 ANTIOXIDANTES. ...ttt e e et e e e e e e e e e e e e enneee e 17
2.5 COMPOSIGAO QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS .....coviiieiieeiee e 19
2.5.1 COMPOSLOS FENOIICOS .....eeeiiiiiiiiiiee e e 20
2.6 GENERO Euphorbia sp. E ATIVIDADES BIOLOGICAS ......ccocoveeeeeeeeeeee 22
2.7 Euphorbia cotinifolia E ATIVIDADES BIOLOGICAS...........coeoveeeeeeeeeeeee e 25
S OBUIETIVOS ...ttt e e ettt e e e e e et b e e e e e e e ne e e eeae e e anneee e 27
3.1 OBJIETIVO GERAL.... .ttt e e e e e e nnee e 27
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....ocoiiiiiiiiiiieieie ettt 27
4 MATERIAL E METODO ..ottt e 28
4.1 OBTENCAO E CADASTRAMENTO DA PLANTA ....coooviieeeeeee e, 28
4.2 PREPARO DOS EXTRATOS DA PLANTA ..ottt 28
4.2.1 EXtrato da planta freSCa. .......oeeiiieiiii e 28
4.2.2 Extrato da planta seca e granulometrial. .............uueeieiiieiiiiiiieiiee e 29
4.3 COMPOSICAO QUIMICA ..., 30
4.3.1 Triagem fitoquimiCa dOS EXIFAt0S. ......ccciiiiieiiiie et e e ee e 30
4.3.2 Dosagem de compostos feNOlICOS tOLAIS ........cceueiiiiiiiiieieiiiee e 30
4.3.3 Determinacdo do teor de flavonoides..............uuiuiiiiiiiiiiiiiiiee e 31
4.3.4 Caracterizacdo quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)...31
4.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS ...t 32
4.4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratoS...........ccceeeeereeeiiieeniccneinnnne 32
4.4.2 Avaliacdo da atividade antimicobacteriana.............ccoccccvveiiiiin e 33
4.4.3 Atividade antioxidante (sequestro de radical livie DPPH) ...........ccooooiiiiiiiiinene 34
4.4 .4 Avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular................ 34
4.5 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 35
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ...ttt st 36
5.1 ANALISE GRANULOMETRICA DOS POS .....coooiiuiiiieiiriricieee e 36
5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA, COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES........36
5.3 CARACTERIZACAO QUIMICA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE). ...ttt ettt et ettt n e teee e 42
5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIMICOBACTERIANA ... 44
5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ..ottt e 50
5.6 CITOTOXICIDADE ...ttt e e et e e e e e eea e e e ennee e 52
B CONCLUSAD ...ttt sttt ettt st s et e et e et e ee e 54

REFERENCIAS ... oot et e e e e et e e e et e e e et e e e e e e e aere e e e eeiee s 55



13

1 INTRODUCAO

7

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas € uma estratégia
antiga utilizada por praticamente todas as populagdes do mundo. Entre 25 a 30% de
todos os medicamentos disponiveis na terapéutica sdo derivados de produtos
naturais (plantas, microrganismos e animais) (RAMOS et al., 2008)

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos disponiveis tem atraido a
atencdo da comunidade cientifica para investigar novas drogas eficazes de origem
natural (BITU et al. 2012).

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidade vegetal do mundo sendo
uma importante fonte de produtos naturais com potencial terapéutico. O maior
género da familia Euphorbiaceae é o género Euphorbia. Possuem predilecdo por
regibes aridas sendo encontradas na América do Sul e nos continentes africano e
asiatico. Sao encontradas como ervas daninhas, em jardins, ou como elementos
decorativos, em casas. As plantas do género Euphorbia séo tradicionalmente
utilizadas como plantas medicinais, uma vez que possuem varios compostos
bioativos em suas constituicdes, tais como flavonoides, alcaloides, taninos e
terpenos (WANG et al.,, 2006; PUSTZTAI et al., 2007; ZHANG et al.,, 2008;
SHLAMOVITZ; GUPTA; DIAZ, 2009).

Euphorbia cotinifolia € um arbusto perene com ramos lenhosos e delicadas
folhas ovais, seiva leitosa e pequenas flores. E utilizada na medicina popular para
cauterizar feridas e como purgante em pequenas doses (MORTAN, 1962). A
E.cotinifolia apresenta atividade moluscida (PEREIRA; SOUZA; MENDES, 1978),
antiviral (BETANCUR-GALVIS et al., 2002) e antimicrobiana (JAYALAKSHMI,
RAVEESHA; AMRUTHESH, 2011).

O presente estudo teve como objetivo determinar o teor de compostos
fendlicos e flavonoides, a atividade antimicrobiana, antioxidante e a toxicidade dos

extratos hidroetandlicos de raiz, caule, folha e flor de Euphorbia cotinifolia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo considerados como uma das maiores fontes de
diversidade quimica. Um dos mais importantes fatores para 0 sucesso no
descobrimento de um novo farmaco é a diversidade quimica dos compostos a serem
selecionados, cujas fontes podem ser sintéticas, naturais, ou originadas de quimica
combinatéria (TREVISAN et al., 2003).

De acordo com Caierdo (2004) o desenvolvimento de novos farmacos
consiste basicamente em modificacdes estruturais nas moléculas ja existentes. A
descoberta de novos antimicrobianos é dificil, pois é altamente dispendiosa para as
indastrias e demanda anos de pesquisa.

De acordo com Guimardes; Momesso; Pupo (2010) as plantas podem
contribuir na descoberta de novos antibidticos, pois, produtos naturais
antimicrobianos podem ser biossintetizados para prevenir e/ou combater o ataque
de microrganismos patogénicos as plantas. Produtos naturais vegetais tém sido
apontados como inibidores de bombas de efluxo, conhecidas como "bombas de
resisténcia a multiplos farmacos", tornando-se assim um novo alvo na busca de
antibioticos.

Segundo Ramos et al. (2008) os produtos naturais de origem vegetal sempre
foram uma importante fonte de agentes terapéuticos. Atualmente, de 25 a 30% de
todos os medicamentos disponiveis na terapéutica sdo derivados de produtos
naturais (plantas, microrganismos e animais).

A busca por novos agentes farmacologicamente ativos em fontes naturais,
tais como extratos de plantas e microrganismos levou a descoberta de muitos
farmacos clinicamente Uteis e desempenham papel importante no tratamento de
doencas humanas (MAHESH; SATISH, 2008).

Estima-se que o Brasil hospede entre 15 e 20% de toda a biodiversidade
mundial, sendo considerado o maior do planeta em niumero de espécies endémicas
(BARREIRO, 2009). Esta biodiversidade é considerada uma fonte de substancias

biologicamente ativas e sua preservacdo € fundamental tanto pelo valor intrinseco
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dessa imensa riqueza bioloégica como pelo seu enorme potencial como fonte de
novos farmacos.

No Brasil somente 8% das espécies vegetais nativas foram analisadas com
0 proposito de obter novas moléculas bioativas. O desenvolvimento de novos
farmacos a partir de produtos naturais tem apresentado alguns beneficios como
maior eficacia terapéutica, diminuicdo de possiveis efeitos colaterais, variedade de
estruturas quimicas e homologas que possam ser incorporadas aos medicamentos
(NEWMAN; CRAGG, 2012).

Segundo Costa et al. (2008) espécies nativas do Brasil podem ser novas
fontes de substancias de baixa toxicidade, podendo ser uma alternativa viavel, de
baixo custo e de facil acesso pelas comunidades carentes, da regido onde tais

espécies sdo encontradas.

2.2 ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA

Antibiéticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de levar a morte
do microrganismo sendo classificados como bactericidas, ou capazes de inibir o
crescimento, sendo classificados como bacteriostaticos (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO; 2010).

De acordo com Mota et al. (2005) e Silveira (2006), a descoberta e o
desenvolvimento de novos farmacos eficientes no combate a infec¢cdes bacterianas
no decorrer das ultimas décadas revolucionaram o tratamento e foram importantes
na reducdo da morbidade e mortalidade pelas doencas infecciosas. Porém, a
disseminacdo do uso de antibidticos fez com que as bactérias também
desenvolvessem defesas relativas aos agentes antibacterianos, com o consequente
aparecimento de resisténcia.

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928 foi o grande
marco no tratamento das infeccbes bacterianas, porém este composto foi descrito
como antibiotico em 1929 e introduzido como agente terapéutico somente nos anos
de 1940 (NICOLAOU; MONTAGNON, 2008; PROJAN; SHLAES, 2004).
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No inicio da antibioticoterapia a resisténcia as drogas era pouco frequente.
No entanto, tornou-se um importante problema com a introdugédo e a ampla
utilizag@o de inumeros antimicrobianos na década de 1950. Houve expansdo com a
introducdo dos novos antibidticos beta-lactamicos a partir de 1960. E agravou-se,
com o surgimento de novas formas de resisténcia e a disseminagdo de
microrganismos multirresistentes nas décadas de 1980 e 1990 (TAVARES, 2000).

A resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de salde
publica, pois imp8e sérias limitagbes as opcdes para o tratamento de infec¢Bes
bacterianas. E causada pela mutacdo espontanea e recombinagdo de genes, que
criam variabilidade genética sobre a qual atua a sele¢cdo natural dando vantagens
aos mais aptos, atuando como agentes seletivos. Esta resisténcia prolifera-se
rapidamente por meio da transferéncia genética. Atinge algumas das principais
bactérias Gram-positivas, como enterococos, estafilococos e estreptococos (MOTA
et al., 2005; SILVEIRA, 2006; PASTOR-SANCHEZ, 2006).

Apesar da ampla disponibilidade de antibidticos clinicamente Uteis e
analogos semi-sintéticos, a pesquisa continua de novos agentes anti-infecciosos
permanece indispensdvel. A combinacdo da versatilidade genética dos
microrganismos e o uso indiscriminado dos antibidticos tém levado ao aumento da
resisténcia clinica de microrganismos previamente sensiveis e a emergéncia de
infecgdes anteriormente incomuns (AVILA, 2008).

As diferengas nas estruturas de bactérias Gram positivas e Gram negativas
podem causar danos diferenciados quando a bactéria € submetida a compostos
antimicrobianos e estd relacionada principalmente com as propriedades de

permeabilidade e com os componentes de superficie (WU et al., 2008).

2.3 TUBERCULOSE

7

O M. tuberculosis é o principal agente etiolégico da tuberculose (TB) e
também é conhecido como Bacilo de Koch (BK) em homenagem a Robert Koch, que
foi o primeiro cientista a isolar e identificar o mesmo em 1882 (SOUZA,
VASCONCELOQOS, 2005).
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A transmissdo ocorre por meio de goticulas geradas por um individuo com
doenca pulmonar ativa. O maior risco de transmissao ocorre entre os pacientes com
lesdo cavitaria ou com amostras de bacilo alcool 4cido resistente (BAAR) positivas,
no entanto, pacientes com esfregagos negativos, mas com cultura positivas podem
transmitir a doenga. Os fatores dos hospedeiros contribuem para a susceptibilidade
de contrair a doenca primaria ou evoluir para doenga ativa. Pessoas
imunossuprimidas  (HIV  positivos, em uso de corticbides ou agentes
quimiotergpicos), com doencas cronicas (diabetes, doenca renal crbnica, etc.),
desnutridos e usuarios de drogas s@o mais susceptiveis a adquirir a doenca (IRENE
et al., 2010).

Os farmacos disponiveis para o tratamento da TB s&o isoniazida (INH),
rifampicina (RMP) e pirazinamida (PZA). Ocorre a associacdo destes farmacos
durante dois meses, seguida por quatro meses com INH e RMP. No entanto a
monoterapia, prescricdo impropria da associagdo dos farmacos ou falta de
colaboracgéo do paciente para o uso correto do esquema terapéutico podem levar ao
surgimento de linhagens de M. tuberculosis resistentes a um ou mais farmacos
(multirresisténcia, MDR) dificultando ainda mais o tratamento. As estratégias de
programas governamentais para o controle da tuberculose consistem, basicamente,
em diagnosticar e tratar os casos de TB rapidamente, a fim de interromper a
transmisséo e evitar a difusdo da doenga (IRENE et al., 2010).

Varios compostos com atividade antimicobacteriana tém sido encontrados
entre as plantas, bactérias, fungos e organismos marinhos (PAULI et al., 2005) os

guais séo alvos de muitos estudos.

2.4 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes estdo presentes naturalmente na maioria dos alimentos
ndo processados e conferem a eles protecdo contra o ataque oxidativo. Os mais
ativos e frequentemente encontrados nos vegetais, sdo os compostos fendlicos, tais
como os flavonoides (PRADO, 2009).

Os antioxidantes fendlicos podem atuar de vérias formas: combatendo os

radicais livres por meio da doag¢éo de um &tomo de hidrogénio de um grupo hidroxila
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(OH) da sua estrutura aromatica, que possui a capacidade de suportar um elétron
desemparelhado por meio do deslocamento deste ao redor de todo o sistema de
elétrons da molécula; quelando metais de transicdo, como o Fe* e o Cu';
interrompendo a reacdo de propagacdo dos radicais livres na oxidacdo lipidica;
modificando o potencial redox do meio e reparando a lesédo das moléculas atacadas
por radicais livres (SUCUPIRA et al., 2012). Agem tanto na etapa de iniciagdo como
na propagacao do processo oxidativo (DORMAN et al., 2003).

Em geral, existem duas categorias basicas de antioxidantes: os naturais e 0s
sintéticos. Os antioxidantes sintéticos mais comumente usados s@o o butil-hidroxi-
anisol (BHA), o butil-hidroxi-tolueno (BHT) e o butil-hidroquinona-terciaria (TBHQ). E
0s naturais sdo principalmente os tocoferdis e o acido ascérbico (PRADO, 2009).

As industrias de alimentos utilizam os antioxidantes para evitar a
deterioragcdo dos produtos e manter o valor nutricional. Os antioxidantes também séo
de grande interesse para os bioquimicos e profissionais da saude, pois auxiliam na
protecdo do organismo contra os danos causados pelas espécies reativas do
oxigénio (ERO’s) e doengas degenerativas (RIBEIRO et al., 2005).

As ERO'’s séo varias formas de oxigénio ativado, entre as quais se incluem
os denominados radicais livres. Nos organismos vivos as varias formas de ERO’s
podem ser constituidas de diversas maneiras. As fontes exdgenas produtoras de
radicais livres incluem-se a fumaca do tabaco, radiagcdes ionizantes, solventes
organicos e pesticidas (RIBEIRO et al., 2005).

O estresse oxidativo esta associado com um distirbio no balango pro-
oxidante/antioxidante em favor do pré-oxidante. A ocorréncia de espécies reativas
de oxigénio, conhecidas como pro-oxidantes, € um atributo da vida aerébica normal.
A existéncia e desenvolvimento de células em ambiente contendo oxigénio poderia
ndo ser possivel sem a presenca de sistemas de defesa que incluem enzimas e
antioxidantes ndo enzimaticos. A vida aerobica € caracterizada por uma formacéao
constante de pro-oxidantes sendo sua neutralizagdo balanceada por antioxidantes
(GOTTLIEB et al., 2010).

Diversos estudos tém demonstrado que o0 consumo de substancias
antioxidantes na dieta, pode produzir uma acgdo protetora efetiva contra o0s
processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo. Os mecanismos
endogenos de defesa (ou mediadores de redox tais como: superéxido dismutase,

catalase, peroxidase e metaloproteinas) podem ser auxiliadas favoravelmente com a
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introducédo de antioxidantes por meio da dieta (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT,
2009).

Os antioxidantes sintéticos sdo muito efetivos e muito estaveis, entretanto, o
uso deles como aditivos é restrito em muitos paises devido a possibilidade de
causarem efeitos indesejaveis em enzimas dos 6rgdos humanos. Como resultado,
h& um grande interesse de se encontrar novos antioxidantes que sejam seguros e

provenientes de fontes naturais inclusive as plantas (TIVEROM, 2010).

2.5 COMPOSICAO QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS

Os vegetais possuem metabdlitos priméarios e secundarios. Os metabdlitos
primérios estéo relacionados com sobrevivéncia do vegetal e exercem funcéo ativa
nos processos de fotossintese, respiracdo e assimilagdo de nutrientes. Os
metabdlitos secundarios estédo intimamente associados as estratégias de defesa das
plantas e tém despertado o interesse de pesquisadores de varios campos da ciéncia
que veem neles uma fonte particularmente promissora de novas moléculas
potencialmente Uteis ao homem (NASS, 2007).

Podemos destacar os seguintes grupos de substancias envolvidos com os
efeitos biolégicos: compostos fendlicos simples e heterosidicos; flavondides; o6leos
volateis; cumarinas; taninos; alcaloides; saponinas; cromonas e xantonas; quinonas;
polissacarideos; lignanas e neo-lignanas; heterosideos cardiotdnicos; compostos
com enxofre e metilxantinas (VALGAS, 2002).

Os principais metabolitos secundarios de acordo com sua rota biossintética
sdo distribuidos em trés grupos: terpenos, compostos fendlicos e compostos
contendo nitrogénio (SILVA et al., 2010).

Os terpenos séo metabolizados a partir do &cido mevaldnico (no citoplasma)
ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os compostos fendlicos séo
derivados do &cido chiquimico ou acido mevalbnico. Por fim, os alcaldides séo
derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sédo derivados
do é&cido chiquimico, e também de amino&cidos alifaticos (ornitina, lisina) (FIGURA
1) (PERES, 2005).
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Figura 1 - Principais vias do metabolismo secundario das plantas e suas interligagées.
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Fonte: PERES (2005).

2.5.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas
principais: a via do &cido chiquimico e a vida do acido mevaldnico, a qual € menos
significativa (PERES, 2005). Podem ser definidos como substancias que possuem
um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas. Estdo presentes nos vegetais
na forma livre ou ligados a agUcares (glicosidios) e proteinas. Englobam uma gama
enorme de substancias, entre elas os acidos fendlicos, os quais, por sua
composicao quimica, possuem propriedades antioxidantes (OLIVEIRA, 2011).

Sao responsaveis pelo sabor, odor e coloragdo de diversos vegetais, sendo
amplamente utilizados na industria de alimentos. S&o atrativos para animais que
fazem polinizag&o ou dispersdo de sementes. Além disso, esse grupo de compostos
€ importante para proteger as plantas contra os raios UV, insetos, fungos, virus,
bactérias e inibindo o crescimento de outras plantas competidoras (JAKIEMIU,
2008).

Sao classificados em: pouco e largamente distribuidos na natureza. No
grupo dos poucos distribuidos na natureza, esta um nimero reduzido deles. Ja no
grupo dos largamente distribuidos na natureza, estdo os fendlicos encontrados

geralmente em todo o reino vegetal. Esses compreendem os chamados flavonoides
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e derivados e os acidos fendlicos (acido benzéico, cindmico e seus derivados e
cumarinas) (SOARES, 2002).

Varia¢des na estrutura dos flavonoides acabam subdividindo este grupo em
flavonol, flavona, flavanol e isoflavonas. Em comum, esses quatro grupos possuem
hidroxilas ligadas nas posicdes 5 e 7 do anel A. Os flavondis, como a quercetina e o
kaempferol, possuem uma hidroxila na posigéo 3 e grupamento carboxila na posi¢éo
4 (anel C). Flavonas, como luteolina, sdo semelhantes aos flavonéis, porém sem a
hidroxila ligada na posi¢éo 3. Os flavandis, como a catequina, ndo possuem a dupla
ligagdo com oxigénio no anel C, mas possuem uma hidroxila da posi¢céo 3. E
isoflavonas, como genisteina, apresentam o anel B ligado no carbono da posi¢éo 3
do anel C (FIGURA 2) (MEDINA, 2009).

Os acidos fendlicos caracterizam-se por possuir um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na
molécula. Estéo divididos em dois grupos, derivados do &cido hidroxibenzoico, que
tem estrutura comum C6-C1 (como exemplo os &cido galico, vanilico e siringico), e
derivados do acido hidroxicindmico, que s@o compostos arométicos com trés
carbonos que formam uma cadeia lateral com estrutura C6—C3 (0s mais comuns S&o
os 4cidos caféico, ferulico e p-cumarico) (ANGELO; JORGE, 2007).

Alguns estudos (EINBOND et al., 2004; BANERJEE; DASGUPTA, 2005;
CHOI et al, 2006) relatam que muitas atividades biologicas, assim como a
antioxidante e antimicrobiana, sdo devidas ao teor de fendis totais, como taninos e
flavonadides.

A estrutura e a composi¢cdo quimica dos compostos fendlicos afetam seu
modo de acéo e atividade antibacteriana, principalmente no que se refere a posicao
e ao numero de grupamentos hidroxila no anel fendlico. Além disso, interacdes
quimicas entre 0s componentes antimicrobianos também sdo observadas,
evidenciando efeitos sinérgicos, mas também efeitos antagdnicos (BURT, 2004).

O mecanismo de agdo de compostos fenolicos pode ser explicado por sua
acdo na degradacdo da parede celular bacteriana, danos a membrana
citoplasmaética, ao extravasamento de material celular, & coagulagdo do citoplasma,
e a desregulacdo do sistema de transporte de ions e elétrons no sistema
membranério (BURT, 2004).
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Figura 2 - Estrutura geral dos principais flavonoides.
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Fonte: MATEUS (2009).

Os polifendis tém como importante caracteristica sua hidrofobicidade, o que
lhes permite a difus@do em lipideos de membrana celular bacteriana, de mitocondrias
e de outros componentes celulares como proteinas e enzimas, desestabilizando as
estruturas e tornando-as mais permeaveis (BURT, 2004). O rompimento da
membrana citoplasmatica provoca a saida de elementos vitais a célula como
fosfatos, ions, purinas e &cidos nucléicos ou a entrada de substancias nocivas ao
metabolismo bacteriano (TAVARES, 1999).

A eficiéncia de compostos fendlicos como anti-radicais e antioxidantes é
variada e depende de varios fatores, tais como o nimero, a posicéo da ligacéo e a
posicdo do(s) grupo(s) hidroxila no anel aromatico. Quanto menor o numero de
hidroxilas ligadas ao anel aromético, menor a atividade antioxidante e anti-radical
(SROKA; CISOWSKI, 2003).

2.6 GENERO Euphorbia sp. E ATIVIDADES BIOLOGICAS

A familia Euphorbiaceae apresenta um total de 8.000 espécies, distribuidas
em 317 géneros. Possui representantes nas regides tropicais e temperadas de todo
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0 planeta. Estdo agrupados em 49 tribos e cinco subfamilias (WEBSTER, 1994),
possuindo habito heterogéneo, nas quais incluem arvores, arbustos, ervas e
trepadeiras (LEME,1994).

Segundo Santos; Machado; Lopes (2005) e Oliveira; Gimenez; Godoy (2007)
a familia Euphorbiaceae tem como caracteristicas botéanicas a producdo de plantas
lactescentes. Em nimero de espécie é a segunda familia mais representativa da
Caatinga. Os géneros mais representativos em nimero de espécie sdo: Acalypha,
Phyllanthus, Croton, Macaranga, Euphorbia, Mallotus e Jatropha.

O maior género da familia Euphorbiaceae é o género Euphorbia. Possuem
predilecdo por regides aridas sendo encontradas na América do Sul e nos
continentes africano e asiatico. Sdo encontradas como ervas daninhas, em jardins,
ou como elementos decorativos, em casas. As plantas do género Euphorbia s&o
tradicionalmente utilizadas como plantas medicinais, uma vez que possuem varios
compostos bioativos em suas constituicdes, tais como flavonoides, alcaloides,
taninos e terpenos (SHLAMOVITZ; GUPTA; DIAZ, 2009; PUSTZTAI et al., 2007,
ZHANG et al.,, 2008; WANG et al.,, 2006). Algumas espécies sdo utilizadas na
medicina popular para tratar doengas de pele, gonorreia, enxaguecas, parasitas
intestinais e verrugas (SINGLA; PATHAK, 1990).

O género Euphorbia possui potentes compostos ativos responséaveis pela
atividade antibacteriana, suportando o uso popular destas plantas na medicina
tradicional para o tratamento de vérias doencas como febre, infec¢Bes de feridas, e
intestinais (ROJAS et al., 2008).

A espécie E. tirucalli é utilizada no tratamento de doencas Vvirais
(BENTACUR-GALVIS et al., 2002) e a E. hirta é utilizada em doencgas respiratorias
(SINGH, 2006).

As plantas do género Euphorbia apresentam diversas atividades biologicas,
entre as quais se destacam a antiviral e antitumoral (AVELAR, 2010).

Foi isolado a partir de diferentes espécies de Euphorbia véarios diterpendides
macrociclicos com atividade antibacteriana, anticancer, antiviral, analgésica, PGE2-
inibitério,  anti-tuberculose  multi-resistente, inibitéria  prolil  endopeptidase,
antialimentar e analgésica (HOHMANN et al, 2002; HOHMANN et al, 2003).

Extratos etandlicos e metandlicos das folhas e da planta inteira de E. hirta
mostraram significativa atividade contra bactérias gram-positivas (KUMAR;
MUTYALA; RAJA, 2010). O extrato aquoso de E. hirta mostrou atividade contra
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Escherichia coli, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus (HORE et al., 2006; SUDHAKAR, 2006).

Extratos acetbnicos e metandlicos de E. fusiformis apresentaram atividade
contra algumas bactérias patogénicas humanas (RAMACHANDRAN et al., 2008). Os
extratos metandlicos e de acetona de E. fusiformis mostraram inibicdo do
crescimento de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, P. vulgaris,
Salmonella typhii A e S. typhii B. (NATARAJAN et al., 2005).

Extrato etandlico de E. australis apresentou atividade contra Bacillus cereus,
E. coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa e S. typhimurium (PALAMBO;
SEMPLE, 2001).

O extrato aquoso das partes frescas de E. tirucalli teve agdo antimicrobiana
contra Erwinia carotovora pv carotovoea, Xanthomonas campestris pv campestris, e
P. solanacearum (LIRIO; HERMANO; FONTANILLA, 1998).

Extratos metandlicos de E. macroclada (DARWISH et al., 2002) mostraram
efeitos inibitérios contra S. aureus. Ja a mistura complexa de quatro
glicocerebrosideos extraidos de E. peplis tiveram atividade antifingica contra
Candida spp. e Cryptococcus neoformans (CATENI et al., 2003).

O tratamento com compostos isolados de E. lagascae e E. tuckeyana
reduziu a expresséo dos genes que comandam a sintese de proteinas de resisténcia
a multiplas drogas (MDRs), porém, os mecanismos para essa modulacdo ainda nao
foram descritos (WESOLOWSKA et al., 2007).

De acordo com Hohmann et al. (2002); Lage et al. (2010) produtos de
algumas plantas do género Euphorbia parecem ter a capacidade de modular a
expressdo dos MDRs, proteinas que diminuem a concentracdo intracelular de
farmacos antibidticos e quimiotergpicos, e assim promovem um prejuizo a eficicia
terapéutica. Dessa forma, tais plantas poderiam ser Uteis no campo quimioterépico,
uma vez que proporcionariam a manutencdo dos farmacos no interior das células
(WESOLOWSKA et al., 2007).

Estudos relatam a atividade antioxidante de E. tirucalli (MACHADO, 2007) e
E. hirta (SUBRAMANIAN; BHUVANESHWARI; PRASATH, 2011).

Basma et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante e composi¢céo
quimica de folha, flor, raiz e caule de E. hirta. O extrato de folha apresentou maior
teor de fendlicos totais (206,17 + 1,95 mg AG/g), seguido de flor (117,08 + 3,10 mg
AG/qg), raiz (83,15 = 1,19 mg AG/g) e caule (65,70 £ 1,72 mg AG/g). O extrato de
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folha exibiu sequestro de DPPH méaximo de 72,96% (+ 0,78), seguido pela flor
52,45% (+ 0,66), raiz 48,59% (+ 0,97) e caule 44,42% (£ 0,94). A EC50 para os
extratos de folha, flor, raiz, caule e BHT foram 0,803, 0,972, 0,989, 1,358 e 0,794 mg
/mL, respectivamente. O poder redutor do extrato de folha foi comparavel com a do
acido ascorbico e verificou-se ser dependente da dose. Analise fitoquimica do
extrato de folha de E. hirta revelou a presenca de acUcares redutores, terpendides,

alcaldides, esterdides, taninos, flavonoides e compostos fendlicos.

2.7 Euphorbia cotinifolia E ATIVIDADES BIOLOGICAS

E. cotinifolia € um arbusto perene com ramos lenhosos, delicadas folhas
ovais, com seiva leitosa e pequenas flores (FIGURA 3). As folhas mais velhas
apresentam cor bordd escuro, enquanto a folhagem nova tem um tom vermelho
brilhante (BAILEY, 1949).

Figura 3 - Euphorbia cotinifolia. Folha, Flor e Fruto.

Fonte: http://www.westafricanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=14&species=2324

E utilizada na medicina popular para cauterizar feridas e como um purgante
em pequenas doses (MORTAN, 1962).

A E.cotinifolia apresenta atividade moluscida (PEREIRA; SOUZA; MENDES,
1978). O extrato em diclorometano mostrou atividade antiviral com moderada
propriedades citotéxicas (BETANCUR-GALVIS et al., 2002).

Jayalakshmi; Raveesha; Amruthesh  (2011) relataram atividade

antimicrobiana de E. cotinifolia contra bactérias fitopatogénicas, sendo as fracdes


http://www.westafricanplants.senckenberg.de/root/index.php?page_id=14&species=2324
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metandlica e acetato de etila as que apresentaram maior atividade. O estudo
fitoqguimico das diferentes fragbes demonstrou a presenca de flavonadides,
terpendides, taninos e esteroides.

Rojas et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana do extato de folhas
extraidas com alcool isopropilico e fracionados de E. caracasana e E. cotinifolia. O
extrato de E. caracasana apresentou atividade antibacteriana contra S. aureus
ATCC 25923, em concentracbes de 336 mg/mL e 33,6 mg/ml, porém néo foi
observado atividade antimicrobiana contra nenhuma das bactérias testadas para E.
cotinifolia.

Em estudos realizados por Bentacur-Galvis et al. (2002), E. cotinifolia e E.
tirucalli exibiram a¢&o antiherpética, na qual a eficiéncia desses extratos diluidos em
adgua/metanol foi sete vezes superior ao farmaco Aciclovir tratado no grupo controle,
usualmente utilizado no tratamento de herpes simples.

Marzouk et al. (2012) isolaram polifendis incluindo dois elagitaninos novos e
um glucosilkaempferol trigalloil de E. cotinifolia e estes apresentaram potente
atividade no ensaio de DPPH com valores de EC 50 menores que o do &cido

ascorbico e também atividade anticancer.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar composicdo quimica e atividades biolégicas dos extratos

hidroetandlicos da folha, caule, raiz e flor de Euphorbia cotinifolia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar triagem fitoquimica, dosagem de compostos fendlicos totais e de
flavonodides dos extratos de Euphorbia cotinifolia;

- Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de Euphorbia cotinifolia;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos hidroetandlicos de Euphorbia
cotinifolia, frente a cepas Dbacterianas Gram-positivas, Gram-negativas,
micobacterias e de leveduras;

- Avaliar a citotoxicicidade dos extratos de Euphorbia cotinifolia sobre cultura celular
BHK.

- Avaliar a composigdo quimica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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4 MATERIAL E METODO

Os métodos utilizados foram:

4.1 OBTENCAO E CADASTRAMENTO DA PLANTA

A coleta de amostras da raiz, caule, folha e fruto de E. cotinifolia foi realizada
no municipio de Alfenas-MG (21° 27’ 50.70” S e 45° 55’ 33.48” O ), a uma elevacao
de 908 m, no més de novembro de 2012.

ApoOs a coleta, a planta foi identificada, cadastrada e arquivada pelo Prof. Dr.
Marcelo Polo no Herbario UALF da Universidade Federal de Alfenas, recebendo o
ndmero 2337 do tombo da exsicata (SILVA et al., 2010).

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS DA PLANTA

Foram preparados dois tipos de extrato, utilizando a planta fresca e a planta

Seca.

4.2.1 Extrato da planta fresca

As partes da planta (raiz, caule, folha e fruto) foram lavadas em &agua
corrente e cortadas manualmente com auxilio de uma faca de metal. Foram
preparados extratos hidroetandlicos a 20% (m/v), utilizando alcool etilico a 70% (v/v).
Os extratos preparados foram macerados por sete dias e mantidos ao abrigo da luz,
com agitacdo diaria. Apés maceracéo, os extratos foram filtrados em filtro de “nylon”
e em seguida, em filtro de papel. Posteriormente, o extrato foi submetido a
concentracdo em rota-evaporador a press@o negativa de 500 mmHg e temperatura
de 60 °C. Apés a concentracdo, foram distribuidos 5 mL em frascos de vidro,

congelados e liofilizados. Os frascos foram pesados antes da liofilizagdo para
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determinar a massa do extrato em mg/mL. A concentragdo foi ajustada a 50 mg/mL
(p/v) (SILVA et al., 2010).

4.2.2 Extrato da planta seca e granulometria

As partes da planta (raiz, caule, folha e fruto) foram lavadas em &agua
corrente, cortadas manualmente com auxilio de uma faca de metal e desidratadas a
temperatura de 37°C até manter peso constante. As amostras foram trituradas até a
obtencdo de um pd e submetidas a granulometria. A granulometria dos pos foi
estabelecida de acordo com a Farmacopeia Brasileira 5°ed. (2010), utilizando
Agitador de Peneiras — Eletromagnético (ErTel®) com conjunto de tamises com
malhas variando de 250 a 850 ym sob a vibrag&o pré-estabelecida anteriormente por
um periodo de 15 minutos. Primeiramente foi determinada a vibragdo adequada a se
empregar para a analise granulométrica, ou seja, a vibracdo na qual se obteve maior
rendimento do p6. Foram pesados 30 gramas de cada droga vegetal na forma de p6
e submetidos a passagem for¢cada nas intensidades 3, 5, 7 e 9. Verificou-se que a
vibracdo de 9 para o p6 da folha, caule e raiz e 3 para o fruto de E. cotinifolia
apresentaram maior rendimento sendo estabelecidas como padrbes para as
andlises granulométricas. Foram elaboradas planilhas no software Excel®, onde
foram calculadas as frequéncias percentuais e também as frequéncias percentuais
cumulativas. O pé obtido foi submetido & remaceragdo (maceracdo por quatro
vezes) na concentracdo de 20% (m/v), utilizando alcool etilico a 70% (v/v). ApGs
cada remaceracao, os extratos foram filtrados em filtro de “nylon” e em seguida, em
filtro de papel. Posteriormente, os extratos foram submetidos & concentragdo em
rota-evaporador a presséo negativa de 500 mmHg e a temperatura de 60 °C. Apds a
concentracdo, os mesmos foram distribuidos em frascos de vidro com 5 mL,
congelados e liofilizados. Os frascos foram pesados antes da liofilizagdo para
determinar a massa do extrato em mg/mL. No momento das analises a

concentragao foi ajustada a 50 mg/mL (m/v) (SILVA et al., 2010).
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4.3 COMPOSICAO QUIMICA

A composi¢do quimica foi avaliada pelos seguintes métodos:

4.3.1 Triagem fitoquimica dos extratos

O extrato hidroetandlico de E. cotinifolia (raiz, caule, folha e fruto) foi
submetido aos testes fitoquimicos baseados em técnicas colorimétricas e de
precipitacdo para deteccdo dos principais constituintes bioativos: antraquinonas,
flavonoides, taninos, esterbides, saponinas e alcaloides. Para antraquinonas foi
usada a reagcdo Borntrdger direta. Para taninos foram utilizados os métodos de
precipitacdo com sais de ferro, acetato de chumbo, alcaloides, gelatina e acetato de
cobre. Para flavondides, foram usadas as reacdes de cloreto de aluminio e Shinoda
que apresentam cor especifica quando hd a presenca destes compostos. Os
esterdides foram identificados pela reagdo de Liebermann-Burchard e as saponinas
pela agitacdo do extrato aquoso com formagdo de espuma persistente. Os
alcal6ides foram detectados pelo método de precipitacdo, usando os reativos de
Bertrand, Bouchardat, Dragendorf e Mayer (COSTA, 1994).

4.3.2 Dosagem de compostos fendlicos totais

Para a determinacéo do teor de compostos fendlicos totais, uma aliquota de
cada um dos extratos (0,5 mL) a 0,1 mg/mL foi misturada com 2,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau (diluido em &gua destilada 1:10) e 2,0 mL de Na,CO3 4% (m/v) em
agua destilada. Apos 2 h de incubacéo ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, a
absorbancia foi medida em espectrofotometro a 750 nm. Os resultados do teor de
compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de acido galico
(mg AG/g), calculados por meio de uma curva construida com concentra¢des que
variaram de 5 a 100 pg/mL (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS,
1999).
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4.3.3 Determinagéo do teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado de acordo com Kalia et al. (2008).
Uma aliquota de 0,5 mL dos extratos (na concentracdo de 1,5 mg/ mL) foi misturada
com 1,5 mL de etanol, 0,1 ml de cloreto de aluminio (AICI3.6H,0) 10% (m/v), 0.1 ml
de acetato de potassio 1 M e 2,8 mL de 4gua destilada, totalizando 5 mL de reacéo.
Apos de 30 minutos, a absorbancia da mistura foi medida a 425 nm. A curva padréo
para flavonoides totais foi feita utilizando solu¢cées em diferentes concentragdes de
quercetina. O total de flavonoides foi expresso como equivalentes de quercetina
(mg quercetina/g extrato), e os valores foram apresentados como media das

andlises em triplicata.

4.3.4 Caracterizacdo quimica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A andlise foi realizada em cromatdgrafo Shimadzu acoplado ao detector de
arranjo diodos (DAD) e coluna Shimadzu C18 ODS (250 x 4,5 mm; 5 ym de
tamanho de particula). Os eluentes utilizados foram solug&o de &cido acético 5 % v/iv
(eluente A) e metanol (eluente B) o volume de injecdo foi de 25 pL e fluxo de 1,0
mL/min.

A analise iniciou a 10% de metanol e seguiu gradiente linear até 100% de
metanol em 35 min. A concentragdo de metanol foi mantida até 50 min. Depois a
concentracdo de metanol foi retomada & inicial para preparar a coluna para a
proxima analise. Os extratos analisados foram dissolvidos na fase movel. Os
padrdes utilizados foram acido ascérbico, &cido cafeico, quercetina, acido benzoico

e &cido gélico.
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4.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

As atividades bioldgicas foram avaliadas pelos seguintes métodos:

4.4.1 Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos

Foram utilizadas treze amostras de bactérias e duas de leveduras:

Candida albicans ATCC 10231, Sacharomyces cerevisae ATCC 2601, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC 11778, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Enterococcus faecalis ATCC51299, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia
coli ATCC 25922, Serratia marcescens LMI-UNIFAL, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Proteus mirabilis ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL, Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177
(H37Ra) e M. bovis ATCC 27289 (BCG).

Os testes microbioldgicos foram realizados no Laboratério de Microbiologia,
da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). A agdo antimicrobiana foi
avaliada por difusdo em &gar segundo metodologia M7A6 (CLSI, 2003); M44-A2
(CLSI, 2009) com pequenas alteragdes realizadas por Silva et al. (2010). Foi
preparada uma suspensdo bacteriana em soro fisiologico (solugdo de NaCl a 0,9%)
com turvagao correspondente ao tubo 0,5 da Escala de Mac Farland e inoculada na
superficie do meio de cultura 4gar Mueller Hinton para bactérias e &gar Mueller
Hinton, suplementado com 2% de glicose, para as leveduras, com auxilio de swab.
Quarenta microlitros dos extratos foram colocados nos pogos de 4 mm de diametro
feitos com tubo de metal superficie da placa de meio de cultura. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Ap6s a incubacgédo, foi realizada a leitura dos
didmetros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano, utilizando como controle
positivo, solugdo de clorexidina a 0,12% (v/v) e como controle negativo, agua
destilada.

Os extratos foram submetidos ao teste de determinagdo da concentragéo
inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo em caldo conforme metodologia
proposta nos documentos M27A3 (CLSI, 2008) e M7A6 (CLSI, 2003). Foram

utilizadas placas de 96 pogos. Os extratos foram diluidos no caldo Mueller Hinton em
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microplaca, a partir da concentracdo de 25 mg/mL até 0,05 mg/mL. As placas foram
incubadas por 24 horas, a 37°C. Foi realizada a leitura visual, observando a inibigcao
ou crescimento bacteriano pela turvacdo do meio de cultura. ApoOs a leitura visual,
foram adicionados 15 pL do corante resazurina (0,01% m/v) para identificar os pogos
com crescimento bacteriano. Nos pogos onde ndo houve mudancga de cor do corante
foi considerado auséncia de bactérias viaveis. A concentragdo microbicida minima
(CMM) foi realizada com base nos resultados da CIM, utilizando-se as suspensdes

provenientes dos pogos das placas apés leitura visual, antes da adicdo de

resazurina. Aliquotas de 10 yL de cada poco foram inoculadas em placas contendo

agar nutriente. Apds a incubagdo por 24 horas a 37°C, a CMM foi considerada a
menor concentracdo na qual ndo houve crescimento visivel no 4gar. Os testes

difusdo em Agar, CIM e CMM foram realizados em triplicata.

4.4.2 Avaliacéo da atividade antimicobacteriana

A atividade antimicobacteriana sobre M. tuberculosis ATCC 25177 (H37Ra)
e M. bovis ATCC 27289 (BCG) foi determinada pela técnica de difusdo em meio
Middlebrook 7H10 Agar adicionado de Middlebrook OADC Enrichment. Os extratos
foram solubilizados em DMSO com concentragdo de 50 mg/mL e adicionados em
discos de papel de filtro de 10 mm de didmetro e secos na estufa a 37°C. O &gar
Middlebrook 7H10 foi inoculado com uma suspenséo de M. tuberculosis e M. bovis
em soro fisiolégico com turvacdo correspondente ao tubo 2,0 da Escala de Mac
Farland com auxilio de pérolas de vidro para desagregacdo das col6nias. Foram
utilizadas como controle as solugdes de Rifamicina 50 pg e &gua destilada. As
culturas foram incubadas a 37°C por 28 dias. Apds a incubacdo, foi realizada leitura
dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento microbiano. Os ensaios foram
realizados em triplicata (CLSI- M24-A2, 2011).
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4.4.3 Atividade antioxidante (sequestro de radical livre DPPH)

A propriedade dos extratos hidroetandlicos de E. cotinifolia de sequestrar
radicais livres DPPH foi avaliada de acordo com o método descrito por Yen; Chang;
Duh (2005). Diferentes concentragdes dos extratos (entre 400 e 1,56 pg/mL, em
diluicdo seriada de razdo 2) em uma solucao etandlica (2 mL) foram misturados com
0,5 mL de DPPH (0,5 mM, diluido em etanol). Depois da incubac¢do por 30 min, ao
abrigo da luz, em temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em 517 nm. O
branco do teste foi composto por todos os reagentes, exceto os extratos. Acido
ascorbico, quercetina e BHT foram utilizados como controles positivos. A
propriedade de sequestro foi calculada em porcentagem de radicais DPPH
sequestrados, usando a seguinte equacao:

Sequestro de radical DPPH (%) = [(absorbancia do branco — absorbéncia da
amostra)/ (absorbancia branco)] x 100.

Os valores foram apresentados como média das andlises em triplicata. O
valor EC50 é a concentracdo efetiva que pode sequestrar 50% dos radicais DPPH
da solucdo. O valor DPPH remanescente refere-se a porcentagem de DPPH
restante na solucdo, apés a acdo da amostra (igual a 100 - porcentagem de

sequestro).

4.4.4 Avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular

A citotoxicidade foi avaliada por meio do método que se baseia na medida
da atividade das enzimas desidrogenases mitocondriais, a qual quando ativa, é
capaz de metabolizar o reagente MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) em um composto colorido denominado formazan. Neste teste foram
semeadas 1x10° da linhagem celular de rim de camundongos neonatos (BHK-21)
por pogo, em placas de 96 pogos contendo meio de cultura MEM, acrescido de 10%
de soro fetal bovino e antibiéticos. Apdés 24 h de incubacdo a 37°C em atmosfera

Umida contendo 5% de CO; foi observado a formagcdo de monocamada e o meio de
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cultivo foi removido e adicionado a cultura 0,1 mL de meio MEM contendo 1% de
soro fetal bovino com diluicGes decrescentes dos extratos (5mg/mL a 0,039 mg/mL).
As microplacas foram incubadas a 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de CO;
por 48h. Apos esse periodo foi acrescentado 10 pL de MTT a uma concentracdo de
5mg/mL e incubou-se por 4 h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO; para
a incorporacdo do MTT e formagdo dos cristais de formazan. Posteriormente foi
removido cuidadosamente o meio de cultura e solubilizado os cristais de formazan
pela adi¢cdo de 100 pL de dimetil sulfoxido (DMSO). A analise espectrofotométrica foi
realizada em um leitor de microplacas com comprimento de onda de 600 nm. A
porcentagem de citotoxicidade foi calculada utilizando a formula [(A-B) / Ax100],
onde A e B sédo valores das densidades épticas das células controle e tratadas,
respectivamente. A concentracdo citotdxica para 50% das células (CCsp) foi
estimada a partir de curvas de concentracdo-efeito apds analise de regressao linear
(ARAUJO et. al., 2008). Os testes foram realizados em duplicata juntamente com o

controle da viabilidade celular.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A avaliacao estatistica dos resultados de fendlicos e flavonoides foi realizada
por meio do software SISVAR 5,3, pela analise de variancia (ANAVA) e aplicado o
Teste de Scott-Knott para observar as diferencas significativas entre os valores
médios (p< 0,05) (SCOTT,; KNOTT, 1974).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estao descritos abaixo.

5.1 ANALISE GRANULOMETRICA DOS POS

O grau de divisdo ou a granulometria de pds é expresso pela referéncia a
abertura nominal da malha do tamis utilizado (FARMACOPEIA, 2010).

A avaliac@o granulométrica do material moido é um parédmetro importante a
ser estabelecido, pois representa influéncia direta sobre a eficiéncia no processo
extrativo. Interfere na superficie de contato da droga vegetal e o liquido extrator,
propiciando a interagdo dos mesmos e interferindo tanto no rendimento final do
extrato quanto no teor de compostos ativos (MIGLIATO et al., 2007).

O tamanho médio para folha, caule, raiz e fruto foram 204,43, 218,04,
216,39 e 200,20 mm respectivamente. Foram classificados como moderadamente
grosso, no qual particulas passam em sua totalidade pelo tamis de 710 ym e, no
maximo 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 pm
(FARMACOPEIA, 2010).

5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA, COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES

A triagem fitoquimica revelou a presenca de flavonoides e taninos para os
extratos de folha fresca e seca, caule fresco e seco, e raiz seca. O extrato de raiz
fresco ndo apresentou flavonoides, porém houve a presenca de taninos (TABELA 1,
FIGURA 4 e FIGURA 5).

Em estudos realizados por Jayalakshmi; Raveesha; Amruthesh (2011) e
Jayalakshmi; Raveesha; Amruthesh (2012), o extrato da folha de E. cotinifolia

apresentou flavonoides, terpendides, taninos e esteroides.



Tabela 1- Triagem fitoquimica dos extratos de Euphorbia cotinifolia.
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Extratos/ Compostos  Antraquinonas Flavondides Taninos Saponinas | Alcaldides
Shinoda AICl; FeCl; Proteinas Acetato Alcal6ides
Folha fresca - + + + - + - - -
Folha seca - + + + - + + - .
Caule fresco - - + + + + + - -
Caule seco - + + + - + - - -
Raiz fresca - - - + - + - - -
Raiz seca - + + + + + + - -
Fruto fresco - + + + - + + - .
Fruto seco - + + + - + + - -
- auséncia + presenca
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Figura 4 — Triagem fitoquimica para taninos: A) Reacdo com cloreto de férrico do extrato de folha
seca; B) Reacdo de acetato de cobre do extrato de caule fresco; C) Reagdo de precipitagdo de
alcaldides do extrato de caule fresco. P+: Padréo positivo PB: branco do padrdo A+: amostra positiva
AB: branco da amostra.

Fonte: Do autor.

Figura 5 — Triagem fitoquimica para flavondides: A) Reacédo de Shinoda; B) Reacdo com cloreto de
aluminio. P+: Padréo positivo PB: branco do padrdo A+: amostra positiva AB: branco da amostra.

Fonte: Do autor.

O teor de compostos fendlicos dos extratos hidroetandélicos variaram de
71,66 a 335,64 mg acido galico/g. O caule seco apresentou o maior teor (TABELA 2
e FIGURA 6). A extragcdo com a planta seca foi estatisticamente maior quando
comparado com a extragdo com a planta fresca, exceto para o fruto, no qual as
concentracdes de fendlicos foram maiores no extrato fresco.

Isso pode ser explicado pelo fato que no fruto h4 uma maior concentracéao
de acucares que apOs 0 aquecimento pode ocorrer Reacdo de Maillard que é
caracterizada pela juncdo do grupo carbonila dos acuUcares redutores com o grupo
aminico das proteinas, de peptidios ou de aminoacidos (SHIBAO; BASTOS, 2011).
Misnawi; Jamilah; Nazamid (2005) verificaram diminuicdo de 3% no teor de

polifendis totais durante a torracdo de licor de cacau a 120°C por 45 minutos,
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sugerindo que os polifendis possam se ligar as pirazinas (compostos formados pela

Reacéo de Maillard).

Tabela 2- Teor de compostos fendlicos totais (mg de acido galico /g) nos extratos de
Euphorbia cotinifolia.

Amostra / Extratos hidroetandlicos Teor de fendlicos totais (mg AG/g)*
Extrato fresco Extrato seco

Folha 73,81+ 5,0° 190,23+ 7,9

Caule 224,30 £ 7,7° 335,64 + 8,1¢

Raiz 204,45 £ 6,5° 316,86 + 12

Fruto 237,45 + 6,8° 71,66 £1,72

* Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes (Scott-Knott p<0,05).

Figura 6- Teor de compostos fendlicos (mg acido gélico/g
amostra) nos extratos hidroetandlicos de Euphorbia

cotinifolia.
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Fonte: Do autor.
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Com relagcéo ao teor de flavonoides o extrato de folha seca apresentou o
maior teor (18,52 + 0,5 mg quercetina/g) e raiz fresca o menor (1,01 + 0,2 mg
quercetina/g). Os extratos secos apresentaram valores estatisticamente maiores que
0s extratos frescos, corroborando com os resultados de compostos fendlicos
(TABELA 3 e FIGURA 7).

Basma et al. (2011) avaliaram a composi¢cdo quimica da folha, flor, raiz e
caule de E. hirta. O extrato de folha apresentou maior teor de fendlicos totais 206,17
mg AG/ g (£ 1,95), seguido da flor 117,08 mg AG/g (= 3,10), raiz 83,15 mg AG/g (+
1,19) e caule 65,70 mg AG/g (= 1,72). Analise fitoquimica do extrato de folha de E.
hirta revelou a presenca de aguUcares redutores, terpendides, alcaldides, esterdéides,
taninos, flavonoides e compostos fendlicos.

O teor de compostos fendlicos foi maior para os extratos testados neste
estudo. O extrato de caule seco de E. cotinifolia foi o que apresentou maior teor de
fendlicos, enquanto que no estudo de Basma et al. (2011) foi o extrato da folha. Isso
pode ser explicado pela diferenca de espécie. Sabe-se que cada espécie apresenta
uma composi¢ado quimica diferente, podendo haver ainda diferencas decorrentes do
solo, clima e sazonalidade.

Diversas atividades bioldgicas, como a antioxidante e antimicrobiana, podem
ser relacionadas ao teor de fendis, como taninos e flavonoides (EINBOND et al.,
2004; BANERJEE; DASGUPTA, 2005; CHOI et al., 2006).

Compostos fendlicos e flavonoides de plantas exibem atividade
antimicrobiana ao inibir o crescimento bacteriano, reagem com o DNA e interferem
na replicagéo do DNA (MALEKI et al., 2008; SEYYEDNEJAD et al., 2008).

Os taninos, presentes em células vegetais, sdo potentes inibidores de muitas
enzimas hidroliticas usadas por fitopatdgenos (KAMBA; HASSAN, 2010).
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Tabela 3 - Teor de flavonoides totais (mg quercetina/g) nos extratos de Euphorbia

cotinifolia.
Amostra /Extratos Teor de flavonoides totais
hidroetandlicos (mg quercetina/g)*
Extrato fresco Extrato seco

Folha 9,75+0,7° 18,52+ 0,5°
Caule 2,06 +0,1' 3,60 £0,1°
Raiz 1,01 +0,2° 4,90 +0,5°
Fruto 6,69 +0,7° 7,09 +0,9°

* Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes (Scott-Knott p<0,05).

Figura 7 - Teor de flavonoides totais (mg AG/g amostra) dos extratos
hidroetandlicos de Euphorbia cotinifolia.
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Fonte: Do autor.
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5.3 CARACTERIZACAO QUIMICA POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA (CLAE).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacéo, identificagéo,
quantificacdo e utilizagdo dos compostos fendlicos em plantas, enfrentando muitos
problemas metodoldgicos, pois além de englobarem muitas substancias, como
fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas, estes
compostos apresentam, na maioria, polaridade elevada, sdo muito reativos e
suscetiveis a acdo de enzimas (SOARES, 2002).

Levando em considera¢gdo a maior atividade bioldgica, os extratos de planta
fresca e seca foram selecionados para analise da composicao quimica em CLAE.

Pode-se observar nos cromatogramas (FIGURA 8) que os compostos
eluidos primeiramente apresentam caracteristicas de maior polaridade e os
posteriores apresentam menor polaridade, sendo necessaria uma maior
concentracdo de metanol para o arraste dessas substancias. Ao se considerar os
compostos fenodlicos, substancias caracterizadas nos extratos, sugere-se que 0S
picos eluidos inicialmente correspondem a estes, por apresentarem espectros com
absorcéo na regido ultravioleta.

Ao se comparar 0s picos proximos de 18 min. de tempo de retencdo da folha
fresca (pico 2; FIGURA 8A, TABELA 4) e da folha seca (pico 6; FIGURA 8B,
TABELA 4), a area deste pico na folha seca é em torno de 10 vezes maior que da
folha fresca. Isso evidencia uma maior quantidade de compostos fendlicos na folha
seca. De acordo com Mabry; Markham; Thomas (1970), os compostos fendlicos, de
modo geral, apresentam pico de absorgdo da luz ultravioleta na faixa de 250 e 350
nm, e a analise dos extratos foi realizada em 270 nm.

De acordo com padrdes utilizados, foi possivel identificar a presenca do
acido cafeico para a folha fresca (pico 2; FIGURA 8A) e para a folha seca (pico 6;
FIGURA 8B).

O resultado obtido pela cromatografia liquida confirma os resultados

expressos na andlise de compostos fendlicos totais pelo método Folin-Ciocalteau.
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Figura 8- Cromatogramas; A) Extrato de folha fresca; Pico 2- acido cafeico B) Extrato de folha seca;
Pico 6 — &cido cafeico.
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Fonte: Do autor.

Foram isolados a partir do extrato de folha de E. cotinifolia 17 polifendis
incluindo dois novos elegantininos e uma trigaloil-glucosilcampferol por
espectometria no ultravioleta (UV), espectometria de massa (ESI-MS), ressonancia
magnética nuclear (RMN 1H) e 1D/2D RMN. As estruturas destes compostos foram
caracterizados como 1-O-galoil-3,6-hexahidroxidifenol-DB1, 4 - glicopiranose, 1-O-
galoil-3, 4-Bl1-D-glicopiranose e campferol 3-O-(2", 3", 6 "-tri-O-galoil)-B-D-
glicopiranosideo (MARZOUK et al., 2012).

A estrutura de um novo glicosideo galotanino, acido gélico 4-O-(2 ', 3', 6'-tri-
O-galoil)-B-D-glicopiranosideo e um novo glicosideo trigaloil-flavonol e isoquercitrina
2", 3", 6 "-tri-O 8-galato foi isolado a partir da porcdo solivel em metanol do extrato
acetbnico da folha de E. cotinifolia. Além disso, doze taninos e flavonoides
glicosilados também foram isolados e as suas estruturas foram estabelecidas por
processos quimicos e espectrais por meio de (UV, ESI/MS, RMN 1D e 2D)
(MARZOUK, 2008).

A andlise quimica do 6leo essencial da folha de E. cotinifolia apresentou
beta-cariofileno (39.3 %), germacrene-D (21.5 %) e alpha-copaene (9.3%) (ROJAS
et al., 2009).

Estes estudos evidenciaram que ha um grande nUmero de compostos
bioativos nos extratos de E. cotinifolia.
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Tabela 4 - Tempo de retencéo, area e altura dos picos obtidos por CLAE do extrato de folha

fresca e seca de Euphorbia cotinifolia.

Pico
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=
o

Extrato de folha fresca Extrato de folha seca
Tempo de Area Altura Tempo de Area Altura
Retencéo Retencéo

3.313 220242 31978 2.410 4986 1046
18.466 50763 2310 2.963 30075 5519
22.613 340208 9760 3.241 333656 32367
25.720 85041 4804 4.348 21618 1306
28.387 234536 12446 7.788 38297 1625
31.417 982442 61119 18.481 520472 14211
32.649 174460 11609 22.646 248823 7944
33.024 86802 4840 28.716 35426 2414
34.020 70213 5207 33.379 24868 1860
38.805 71418 4818 36.555 8437 891

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIMICOBACTERIANA

Os resultados do teste de difusdo em agar demonstraram que as bactérias
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Proteus mirabilis foram sensiveis aos diferentes extratos testados, apresentando
halos varidveis para cada extrato. Ndo houve inibicao das leveduras.

Os extratos secos apresentaram maiores halos de inibicdo e maior espectro
de acdo quando comparados com os extratos frescos.

Os extratos da folha fresca e da folha seca tiveram 0 mesmo espectro de
acdo, porem o da folha seca apresentou halos maiores para Bacillus cereus,
Micrococcus luteus e Proteus mirabilis (TABELA 5; FIGURA 9).

Nenhum dos extratos apresentou atividade antimicobacteriana nas
concentragdes testadas (TABELA 5 e FIGURA 10).



Figura 9 — Teste de difusdo em agar com M. luteus frente
aos extratos de Euphorbia cotinifolia. A) Extratos; B)
Clorexidina (controle positivo); C) Agua destilada
(controle negativo).

Fonte: Do autor.

Figura 10 - Teste de difusdo. Controle positivo
(rifampicina) e negativo (Agua destilada) do cultivo de M.
bovis.

il

I

Fonte: Do autor.
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Tabela 5- Atividade antimicrobiana dos extratos de E. cotinifolia pelo método de difuséo em agar (halos de inibicdo em milimetros).

Microrganismos Folha Caule Raiz Fruto Clo* 0,12% Rifamicina

Fresco Seco Fresco Seco Fresco Seco Fresco Seco

Gram-positivos

B. subtilis ATCC 6633 9,5 9,0 10,0 8,0 0 5,0 9,0 0 15 NT
B. cereus ATCC 11778 7,0 7,5 7,0 0 0 7,0 0 0 12 NT
M. luteus ATCC 9341 17,5 20,0 20,0 0 10,0 20,0 17,5 15,0 19 NT
E. faecalis ATCC 51299 0 0 0 0 0 0 0 0 19 NT
S. aureus ATCC 6538 10,0 10,0 9,0 0 0 10,0 0 0 18 NT
Gram-negativos
E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0 0 0 9 NT
E. aerogenes  LMI-UNIFAL 0 0 0 0 0 0 0 0 6 NT
S. marcescens LMI-UNIFAL 0 0 0 0 0 0 0 0 12 NT
P. aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0 0 0 10 NT
P. mirabilis ATCC 25922 12,0 13,0 10,0 12,5 10,0 13,0 12,5 12,0 - NT
S. typhimurium ATCC 14028 0 0 0 0 0 0 0 0 9 NT
Leveduras
C. albicans ATCC 10231 0 0 0 0 0 0 0 0 14 NT
S. cerevisae  ATCC 2601 0 0 0 0 0 0 0 0 18 NT
Micobactérias

. 0 NT 20
M. tuberculosis ATCC 25177 (H37Ra) 0 0 0 0 0 0 0
M. bovis ATCC 27289 (BCG) 0 0 0 0 0 0 0 0 NT 20

*Clo: clorexidina. NT: ndo testado.
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Os valores de CIM estiveram abaixo de 6,25 mg/mL e a CMM entre 25 e
3,12 mg/mL. M. luteus apresentou CIM entre 0,05 a 0,78 mg/mL (TEBELA 6;
FIGURA 11; FIGURA 12).

Todos os microrganismos foram sensiveis aos extratos testados, porém
dependente da concentracéo.

Os extratos secos apresentaram menores valores de CIM e CMM quando
comparados aos extratos frescos (TABELA 6).

A maior concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides para os extratos

secos sugere uma possivel acdo antimicrobiana mediada por esses compostos.

Figura 11 — Microplaca de CIM apés adicdo de resazurina. A)
Controle de esterilidade do extrato; B) C) D) E) F) G)
Microrganismos com diferentes concentragfes do extrato;
CC) Controle de crescimento; CM) Controle de esterilidade do

Fonte: Do autor.

Figura 12 — Determinacdo da Concentracdo
Microbicida Minima (CMM); 2) CMM a 12,5
mg/mL para o extrato de caule fresco de
Euphorbia cotinifolia.

Fonte: Do autor.
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Tabela 6- Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM) em mg/mL dos extratos de Euphorbia cotinifolia.

Folha Caule Raiz Fruto
Fresco Seco Fresco Seco Fresco Seco Fresco Seco

Microrganismos CM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM
Gram-positivos
Bacillus subtilis ATCC 6633 6,25 25,0 3,12 3,12 3,12 3,12 6,25 ND 6,25 125 6,25 250 6,25 125 3,12 6,25
Bacillus cereus ATCC 11778 3,12 ND 0,78 0,78 156 12,5 3,12 ND 3,12 ND 3,12 ND 3,12 250 156 ND
Micrococcus luteus ATCC 9341 0,097 12,5 0,05 0,78 0,05 6,25 0,19 0,78 156 125 3,12 ND 0,097 125 3,12 125
Enterococcus faecalis ATCC 6,25 125 6,25 125 6,25 125 125 125 125 ND 6,25 ND 6,25 6,25 6,25 6,25
51299
Staphylococcus aureus ATCC 3,12 125 3,12 125 6,25 125 6,25 6,25 3,12 125 3,12 ND 6,25 12,5 6,25 6,25
6538
Gram-negativos
Escherichia coli ATCC 25922 3,12 250 6,25 125 6,25 125 6,25 25,0 6,25 6,25 3,12 ND 6,25 12,5 3,12 6,25
Enterobacter aerogenes LMI- 3,12 6,25 6,25 125 6,25 6,25 6,25 125 6,25 12,5 6,25 ND 6,25 12,5 6,25 6,25
UNIFAL
Serratia marcesnces LMI- 3,12 6,25 3,12 125 3,12 ND 3,12 ND 6,25 ND 6,25 ND 6,25 12,5 6,25 125
UNIFAL
Pseudomonas aeruginosa 6,25 250 6,25 250 6,25 250 6,25 250 6,25 ND 6,25 ND 6,25 25,0 6,25 125
ATCC 27853
Proteus mirabilis ATCC 25922 6,25 25,0 3,12 156 6,25 250 6,25 125 3,12 ND 6,25 ND 6,25 12,5 6,25 12,5
Salmonella typhimurium ATCC 312 250 6,25 25 6,25 250 6,25 6,25 6,25 ND 6,25 ND 6,25 25,0 6,25 25,0
14028
Leveduras
Candida albicans ATCC 10231 3,12 6,25 3,12 6,25 3,12 125 3,12 6,25 3,12 3,12 3,12 ND 3,12 6,25 3,12 6,25
S. cerevisae ATCC 2601 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 250 6,25 6,25 12,5 125 6,25 ND 3,12 125 6,25 125

ND: ndo detectado nas concentragdes testadas.
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Os polifendis tém como importante caracteristica sua hidrofobicidade, o que
lhes permite a difusdo em lipideos de membrana celular bacteriana, de mitocondrias
e de outros componentes celulares como proteinas e enzimas, desestabilizando as
estruturas e tornando-as mais permeaveis (BURT, 2004). O rompimento da
membrana citoplasmatica provoca a saida de elementos vitais a célula como
fosfatos, ions, purinas e acidos nucleicos ou a entrada de substancias nocivas ao
metabolismo bacteriano (TAVARES, 1999).

As bactérias E. coli, E. aerogenes, S. marcescens, P. aeruginosa, S.
typhimurium e as leveduras C. albicans e S. cerevisae ndo apresentaram halos de
inibicdo no teste de difusdo em agar, porém foram sensiveis no teste de
microdiluicdo em caldo. No entanto, estas apresentaram altas CIM se comparadas
com as bactérias que foram sensiveis no teste de difuséo.

E interessante salientar que o teste de difusdo em agar € um teste
qualitativo, no qual as substancias de carater apolar podem néo se difundirem bem
no meio, ja o teste de microdiluicdo em caldo € um teste quantitativo, portanto mais
sensivel.

H& poucos relatos na literatura sobre a atividade antimicrobiana de E.
cotinifolia. No entanto, varios estudos comprovam a atividade antimicrobiana de
diferentes espécies do género Euphorbia (GONCALVES et al., 2006; SUDHAKAR et
al., 2006). Ramachandran et al. (2008) observaram atividade dos extratos
acetodnicos e metandlicos de E. fusiformis contra bactérias patogénicas humanas. A
atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foi relatada para extrato
metandlico de E. thymifolia (JAYAVEERA et al., 2010). Extratos metandlicos e
etandlicos de E. hirta apresentaram significativa atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas (KUMAR; MUTYALA; RAJA, 2010).

Em estudos realizados por Jayalakshmi; Raveesha; Amruthesh (2011), o
extrato metandlico da folha de E. cotinifolia apresentou atividade contra bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas sp., Agrobacterium sp., Erwinia sp. e
Pseudomonas sp., com halos que variaram entre 16 a 19 mm. O extrato metandlico
apresentou o maior espectro de acdo. No teste de microdiluicho em caldo os
extratos metandlicos e de acetato de etila apresentaram as menores concentracdes
inibitérias minimas.

Os extratos metandlicos e de acetato de etila da folha de E. cotinifolia

apresentaram atividade antimicrobiana para E. coli (MTCC 7410), K. pneumoniae
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(MTCC 7407), B. subtilis (MTCC 121), B. cereus (MTCC 1272), S. typhi (MTCC 733),
E. aerogenes (MTCC 7325) e S. aureus (MTCC 7443). As CIM variaram entre 0,312
a 1,25 mg/mL. Embora tenham utilizado as mesmas bactérias apresentaram CIM
menores, no entanto sdo linhagens diferentes o que pode levar a essas variagdes de
concentracdo e também utilizaram metanol e acetato de etila para a extracao.
(JAYALAKSHMI; RAVEESHA; AMRUTHESH, 2012).

5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados demonstraram que os extratos hidroetandlicos de folha fresca
e folha seca foram os que apresentaram atividade antioxidante estatisticamente
significativa, com as maiores porcentagens de sequestro de radical DPPH e
menores valores de EC 50, sendo o extrato da folha seca mais efetivo que o da folha
fresca, apresentando EC50 menores que o acido ascoérbico e quercetina (TABELA 7
e FIGURA 13).

Os extratos secos apresentaram maiores porcentagens de sequestro de
radical DPPH e menores valores de EC 50 se comparados com extratos frescos,
exceto para o caule (TABELA 7 e FIGURA 13). Os extratos secos apresentaram
maior concentracdo de compostos fendlicos totais e flavonoides. Isso explica o fato
de haver maior atividade antioxidante para 0s mesmos, ja que 0S COmMpOStos
fendlicos estdo intimamente ligados a atividade antioxidante.

Embora a folha seca n&o apresentasse a maior concentracdo de compostos
fendlicos, possui a maior concentragdo de flavonoides entre os extratos testados
sugerindo uma justifica de sua alta atividade antioxidante.

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e
algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA,
1992; SOARES, 2002), sendo provavelmente estes os responsaveis pela atividade
antioxidante dos extratos de E. cotinifolia.

Estudos relatam a atividade antioxidante de E. tirucalli (MACHADO, 2007) e
E. hirta (SUBRAMANIAN; BHUVANESHWARI; PRASATH, 2011).

Basma et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante e composi¢céo

quimica de folha, flor, raiz e caule de E. hirta. A EC 50 para os extratos de folha, flor,
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raiz, caule e BHT foram 0,803, 0,972, 0,989, 1,358 e 0,794 mg/mL,
respectivamente. O poder redutor do extrato da folha foi comparavel com a do &cido
ascorbico e verificou-se ser dependente da dose.

Marzouk et al. (2012) isolaram polifendis, incluindo dois elagitaninos novos e
um glucosilcampferol trigaloil de E. cotinifolia e estes apresentaram alta atividade no
ensaio de DPPH, com valores de EC 50 menores que o do acido ascorbico.

Em estudo realizado por Jayalakshmi; Raveesha; Amruthesh (2012) o
extrato de cloroférmio E.cotinifolia foi o mais ativo com um valor de IC50 de 15 ug/
mL seguido por éter de petréleo, acetato de etila e metanol, com valores de IC50 de
17, 18 e 19 pg/mL, respectivamente. Estes extratos mostraram atividade de
eliminacdo de radicais mais elevado em comparagdo com o 4cido ascorbico com
valor de IC50 de 25 pg/mL.

Tabela 7- Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos de Euphorbia

cotinifolia.
Extratos Etandlicos % Sequestro de ECso DPPH
radical DPPH (a 100 (ug/mL) remanescente

Hg/mL)* (%)
Folha fresca (FF) 86,57 +0,2' 11,59 13,43
Folha seca (FS) 85,59+ 0,1' 7,32 14,41
Caule fresco (CF) 74,51 + 0,9¢ 66,69 25,49
Caule seco (CS) 54,35+ 21° 103,54 45,65
Raiz fresca (RF) 62,84 + 1,9° 82,27 37,16
Raiz seca (RS) 85,93+ 0,1' 25,03 14,07
Fruto fresco (FrF) 59,17 + 0,8° 78,26 40,83
Fruto seco (FrS) 80,31+1,1° 39,25 19,69
Quercetina 81,44 + 0,2° 4,57 18,56
Acido Ascérbico 90,43 + 0,3¢ 6,49 9,57
BHT 63,7 £ 0,10° 70,11 36,30

* Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras
diferentes sao estatisticamente diferentes (Scott-Knott p<0,05).
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Figura 13- Valores de ECsp (ug/mL) para o sequestro de radical
livre DPPH dos extratos hidroetandlicos de Euphorbia cotinifolia.

Fonte: Do autor.

5.6 CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade é uma etapa essencial no processo de
desenvolvimento de novas drogas, pois, permite determinar a concentracdo a ser
utiizada e fornece dados importantes quanto aos possiveis danos celulares
(ARAUJO et al., 2008).

Os resultados demonstraram que nenhum dos extratos apresentou
toxicidade contra as células BHK nas concentracdes testadas, quando comparado
com o controle.

Poucos estudos foram encontrados na literatura sobre a avaliagdo da
citotoxicidade de E. cotinifolia.

Betancur-Galvis et al. (2002) avaliaram a atividade citotoxica utilizando o
método MTT de varias espécies do género Euhorbia, dentre elas a E. cotinifolia. O
extrato de diclorometano da folha e etandlico do caule apresentou CC50 (50% da
concentracdo citotoxica) de 150.3 e 120.5 mg/mL respecticamente. Os extratos
hidrometanodlicos da folha e caule ndo apresentaram citotoxicidade. Este estudo

corrobora com nossos resultados, pois também apresentaram auséncia
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citotoxicidade. Pode-se observar também que no trabalho de Betancur-Galvis et al.
(2002), as concentragdes foram maiores que neste trabalho e mesmo assim néo

houve toxicidade.
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6 CONCLUSAO

- Extratos hidroetandlicos de Euphorbia cotinifolia apresentaram atividade
antimicrobiana, antioxidante, compostos fenélicos e metabdlitos secundarios.

- A andlise em CLAE sugere a presenca de acido cafeico para os extratos de
folha fresca e seca e demonstrou uma maior concentragdo de compostos fendlicos
na folha seca.

- A extragdo com a planta seca favoreceu altas concentragdes de compostos
fendlicos e flavonoides com potenciais atividades bioldgicas.

- O extrato da folha seca apresentou menores valores de CIM e CMM para a
atividade antimicrobiana e menores valores de EC50 para a atividade antioxidante.

- Extratos hiroetandlicos de E. cotinifolia mostraram auséncia de atividades
antimicobacterianas (M. bovis e M. tuberculosis) e auséncia de potencial

citotoxicidade in vitro.
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