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RESUMO

A familia Eriocaulaceae ¢ amplamente distribuida no Brasil, popularmente sao
conhecidas como “sempre-viva” porque, mesmo apos o corte e secagem, conservam a
cor ¢ forma por varios anos. O objetivo deste trabalho foi determinar o potencial
biolégico de P. geniculatus, estudando a atividade antimicrobiana, antioxidante e a
motilidade intestinal dos extratos diclorometanico, metanolico e hexéanico. Para
determinagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as técnicas de difusdo em
agar e microdiluicdo. Para determinacdo do potencial antioxidante foram realizados os
ensaios espectrofotométricos: radical ABTS®™ DPPH, determinacio dos teores de
fenois e flavondides totais, utilizando como padrdes a quercetina e acido galico. Na
técnica de difusio em 4gar, 100pL de suspensdo bacteriana a concentracio de 10°
UFC/mL foram semeadas em agar Muller-Hinton e 4gar Sabouraud. Discos de papel
foram embebidos com 25ul. das amostras vegetais e dispostos na superficie das placas
de Petri. Apds incubagdo a 37°C por 24 horas em aerobiose foram feitas as leituras dos
halos de inibig¢do de crescimento ao redor dos discos (mm). No teste de microdiluigdo os
orificios das microplacas foram preenchidos com 80uL de caldo de Muller-Hinton,
100uL de solugdes da amostra vegetal diluida seriadamente de 1000 a 7,81ug/mL e
20uL da cultura a concentragdo de 107 células/mL para as bactérias e 10° células/mL
para as leveduras. As microplacas foram incubadas a 37°C durante 24 horas sob
condi¢cdes de aerobiose e posteriormente determinou-se a CBM e CFM. Na avaliacao da
motilidade intestinal, foram utilizados os extratos de escapos e capitulos no solvente
diclorometano e metandlicos (250mg/kg), um controle positivo (cloridrato de
loperamida, 5mg/kg), controle negativo (solugdo fisioldgica), controle do solvente
(Tween 80 a 20% de metanol). Apds 45 minutos os animais receberam uma suspensao
de carvao ativo (marcador) e passados 90 minutos os animais foram sacrificados em
camara de CO,. Fez-se a extirpagdo do intestino desde o piloro até o inicio do ceco € os
resultados foram expressos em porcentagem do comprimento total do intestino delgado.
O extrato DCM de escapos apresentou atividade anti- B. subtilis pelo método de difusdo
em agar. Nos ensaios de microdiluicdo as amostras de escapos e capitulos metanolicos
apresentaram atividade frente B. subtilis com CIM= 62,5ug/mL. O extrato metandlico
de escapos apresentou atividade S. aureus com CIM= 125ug/mL. O extrato metandlico
de escapos apresentou atividade para C. parapsilosis com CIM= 1000pug/mL. Como
controles foram utilizados ciprofloxacino a 35ug/mL e fluconazol 1,5ug/mL para
bactérias e leveduras respectivamente. Para o teste de DPPH, o ICsy do extrato DCM de
capitulos foi de 20,45 ug/mL; no teste de ABTS®" o ICs, do extrato MeOH de capitulos
foi 13,31 pg/mL. Na determinacdo do teor de fendis totais a maior porcentagem
encontrada foi de 24,06% para extrato DCM de escapos, € no de flavonoides totais a
maior porcentagem foi de 44,02% para o extrato MeOH de capitulos. No teste em
microplacas o extrato diclorometanico de escapos e extrato metandlico de escapos
apresentaram atividade antibacteriana. As fracdes testadas apresentaram atividade
antioxidante, ressaltando que o extrato MeOH de capitulos apresentou melhores
resultados tanto no teste de ABTS®" quando no teor de flavonoides totais. Na avaliagao
da motilidade intestinal em camundongos os resultados encontrados para os extratos
MeOH de capitulos e escapos ¢ DCM de escapos aumentaram a motilidade intestinal
dos animais na concentracao de 250mg/kg. P. geniculatus apresentou significativa
atividade antibacteriana e interferiu na motilidade intestinal dos camundongos.

Palavras -chave: Paepalanthus geniculatus, extratos vegetais, atividade antimicrobiana,
atividade antioxidante, motilidade intestinal
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ABSTRACT

The family Eriocaulaceae is distributed over several parts of Brazil, are popularly
known as "evergreen" because even after cutting and drying, retain their color and shape
for many years. This work was to determine the biological potential of P. geniculatus,
studying the activity antimicrobial, antioxidant and assess the motility of the
extracts dichloromethanic, methanolic and hexanic. For activity determination as
techniques were used antibacterial dgar diffusion and microdilution against Gram-
positive and  Gram-negative  bacterium and yeasts. To determine the
potential antioxidant ~ spectrophotometric  assays  were  performed: radical
ABTS®", DPPH, determining the levels of phenolics and flavonoids, using standards as
quercetin and gallic acid. In the diffusion technique, 100 mL of bacterial suspension
concentration of 10> CFU/mL were seeded in Muller-Hinton agar and Sabouraud broth
with Drigalski loop. Discs paper with 10 mm in diameter soaked with 25uL of
vegetation samples were arranged on the surface of the plates. After incubation at 37 °
C for 24 hours under aerobic conditions were the readings of the inhibition of growth
around the disks, measured in millimeters. In test microdilution holes of the microplate
were filled with 80uL Muller-Hinton broth , 100 mL of sample solutions of serially
diluted plant 1000 to 7,81 pug/mL and 20puL of bacterial culture concentration of 10’
cells/mL and 10° cells/mL for yeasts. The microplates were incubated at 37 ° C for 24
hours under aerobic conditions and subsequently became the technique of CBM and
CFM. In the evaluation of intestinal motility, were used extracts of scapes and chapters
in dichloromethane solvent and methanol (250mg/kg), a positive control (loperamide
hydrochloride, Smg/kg), negative control (saline solution), control of the solvent
(Tween 80 to 20% methanol). After about 45 minutes the animals received a suspension
activated charcoal (marker). After 90 minutes the animals were sacrificed CO, chamber,
and was held to immediate removal from the gut pylorus to the beginning of the cecum,
the results were expressed as percentage of total length of small intestine. The
dichloromethanic extract of scapes has presented an activity against the bacterium
B. subtilis by the diffusion method. The microdilution assay samples scapes and
chapters methanol showed activity B. subtilis with CIM = 62.5 mg/mL. The
extract scapes of methanol extract showed activity S. aureus with MIC
=125ug/mL. The scapes methanol extract showed activity for C. parapsilosis
with CIM=1000pg/mL. As controls were used to ciprofloxacin at concentration
35ug/mL and fluconazole 1,5 mg / mL. For radical DPPH test, the ICsy of the extract
DCM chapters was 20.45 pL/mL in ABTS®" test the ICso, the MeOH extract chapters
13.31 pL/mL. In the determination of the highest total phenols percentage of 24.06%
was found to extract DCM scapes, and the flavonoids was the highest percentage of
44.02% for MeOH extract chapters. In the test in microplates dichloromethanic extracts
of scapes of methanol extract showed antibacterial activity. The fractions tested had
antioxidant activity, noting that the extract MeOH chapters offered better results in both
the test when ABTS® test for determination of total flavonoids.In assessing
the intestinal motility in mice, the results for the MeOH extracts of chapters and DCM
scapes and altered motility gut of animals at a concentration of 250mg/kg. P.
geniculatus showed important antibacterial activity and interfered on motility gut of
mice.

Keyword: Paepalanthus geniculatus, vegetal extract, antimicrobial activity, antioxidant activity,
intestinal motility.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da histéria da humanidade, o Reino Vegetal apresenta-se como a
mais significativa forma de fornecimento de substancias uteis para tratamento de
doengas que acometem os seres humanos (GOTTLIEB et al. 1996). As plantas sao,
portanto, uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos, sendo
muitos destes constituintes modelos de sintese de um grande numero de farmacos
(SIMOES et al. 1999). Muitas industrias farmacéuticas e grandes grupos de pesquisa
vém demonstrando interesse no desenvolvimento de novos produtos devido a grande
diversidade de espécies vegetais brasileiras (YUNES et al. 2001; CALIXTO, 2003;
DUARTE, 2006). O Brasil utiliza as plantas como fontes naturais desde o seu
descobrimento, sendo um pais abundante nas variedades de vegetais ¢ de compostos
potencialmente bioativos, sendo a flora vegetal fundamental ferramenta para o
descobrimento de substancias passiveis de se tornarem medicamentos (GOTTLIEB &

BORIN, 1994).

Hé4 uma grande relevancia na area farmacéutica, pois as plantas e extratos
vegetais foram e continuam sendo a grande forma de utilizagdo das substancias ativas
como prototipos para o desenvolvimento de farmacos, que sdo substancias ativas
isoladas, como para a obten¢do de adjuvantes que sdo produtos utilizados na formulagdo
de medicamentos, ou, ainda, na elabora¢ao exclusiva de medicamentos a base de
extratos vegetais que constituem os medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL et al.
2001). As plantas medicinais tém grande importancia porque representam a Unica forma
terapéutica de grande parcela da populacdo brasileira e de mais dois tergos da populacao

do planeta (WHO, 1992; DUARTE, 2006).

A maioria das plantas brasileiras nao foi estudada quimica e/ou
biologicamente, constituindo assim, um potencial a ser identificado visando a
exploragdo de novas drogas. Por este motivo hd uma importante busca por novos
agentes antimicrobianos, uma vez que o elevado potencial de recombinacdo genética
das bactérias tem provocado o aumento de cepas multirresistentes e, conseqiientemente,
tornado ineficazes muitos farmacos antimicrobianos disponiveis no mercado (TRIA &

GORDON, 1997; PENNA et al. 2001).
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Um grande aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas
drogas se da pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, leva a estudos preocupacdo
para a descoberta de novas escolhas terapéuticas (NOVALIS et al. 2003; ANTUNES et
al. 2006; OLIVEIRA et al. 2006; OLIVEIRA et al. 2007a). Dentre os produtos naturais
de interesse cientifico estdo as plantas medicinais devido a possibilidade de emprega-las
como fitofarmacos e por possibilitarem a obtencdo de moléculas prototipos devido a
variedade de constituintes (NASCIMENTO et al. 2000; PESSINI et al. 2003; DUARTE
et al. 2004; MICHELLIN et al. 2005; RIOS & RECIO, 2005; LIMA et al. 2006a).

A atividade antioxidante ¢ uma etapa importante na caracterizacao bioldgica de
biomoléculas. Os antioxidantes sdo os compostos que inibem ou atrasam a oxidacdo de
outras moléculas, inibindo a iniciagdo ou a propagacao de reacdes de oxidacao
(VELIOGLU et al. 1998). Compostos fendlicos sdo antioxidantes primarios que agem
como seqiiestradores de radicais livres ou bloqueadores de reagdes em cadeia. Eles
estdo largamente distribuidos na natureza destacando-se os derivados dos acidos
benzodicos e cinamico, bem como os flavonodides (DEGASPARI & WASZCZNSKY]J,
2004). Foi descrito que uma série de doencas, dentre as quais, o cancer, aterosclerose,
diabetes, artrite, doengas do coragdo, podem estar ligadas aos danos causados por
formas de oxigénio extremamente reativas denominadas de “espécies reativas de
oxigénio” (ERO). Estas substancias também estdo ligadas com processos responsaveis
pelo envelhecimento do corpo e a outros processos como a redugdo da vida média de
produtos alimenticios industrializados e das matérias-primas em geral (MELLO &

GUERRA, 2002; DEGASPARI & WASZCZNSKY]J, 2004).

A motilidade intestinal ¢ causada pelos movimentos peristalticos dos musculos
lisos dos intestinos. Este ensaio visa obter informagdes se o material vegetal em estudo
possui efeito em diminuir ou aumentar esses movimentos no intestino de camundongos.
A alteracdo da motilidade pode afetar pessoas que utilizam preparados de plantas
medicinais em associacdo com medicamentos, geralmente de uso continuo. Esta
associacao pode aumentar ou diminuir a biodisponibilidade dos mesmos, o que altera a
farmacocinética da substancia ativa no organismo. Este tipo de interagdo ¢ muito
comum, pois ainda se tem a convic¢do de que preparados oriundos de plantas ndo
causam danos a satde. Em 1957 estudo realizado por Janssen & Jageneau, mostrou a

avaliacdo da inibicdo de propulsdo gastrintestinal com suspensdo de carvao em
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camundongos. Em estudo realizado por Olajide e colaboradores (1999), o extrato
metanolico da raiz de Securidaca longipedunculata da familia Polygalaceae, mostrou
acdes espasmodicas no trato gastrintestinal de animais de laboratorio, levando a um
aumento nos movimentos propulsivos do conteudo intestinal e a uma redugdo no tempo
do esvaziamento géstrico. O nimero de fezes umidas aumentou nos animais depois da
administracao oral, contudo os extratos utilizados produzira ulceracdes na mucosa

gastrica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O uso dos produtos naturais teve inicio ha milhares de anos por populacdes de
varios paises com o intuito de tratar diversas patologias. Esses produtos eram utilizados
pela populacdo como forma alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos.
Apesar dos grandes avangos observados na medicina moderna, nas ultimas décadas, elas
continuam sendo utilizadas e, estima-se que, cerca de 30% de todas as drogas avaliadas
como agentes terapéuticos sdo derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005;
VEIGA-JUNIOR & MELLO, 2008). No Brasil o uso das plantas medicinais foi
difundido principalmente pela cultura indigena. E um pais rico em diversidade cujo
territorio possui cinco principais biomas sendo denominados como floresta amazonica,
cerrado, mata atlantica, pantanal e caatinga. E, portanto, uma rica fonte de produtos
terapéuticos, ainda que este potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas
drogas, seja pobremente explorado ou regulamentado, contrastando com o que ocorre
em paises como Alemanha, Estados Unidos e Canada (CALIXTO, 2000; RATES 2001;
VEIGA-JUNIOR & MELLO, 2008).

Um grande avango cientifico nos ultimos tempos envolvendo estudos quimicos
e farmacologicos de plantas medicinais, vem ocorrendo, visando obter novos compostos
com propriedades terapéuticas. Isto pode ser observado pelo aumento de trabalhos
publicados nesta area, em periddicos nacionais e internacionais, além do surgimento de
novos periddicos especificos sobre produtos naturais ativos. Com o desenvolvimento
tecnologico como a espectroscopia, os quimicos organicos tém conseguido demonstrar
estruturas moleculares complexas de constituintes naturais, até ha pouco tempo dificeis
de serem identificados. A cada momento sdo descritos na literatura novas moléculas,
algumas de relevante acdo farmacoldgica. Neste contexto ¢ importante mencionar que
as plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, tém
contribuido, ao longo dos anos para a obtencao de varios farmacos, até hoje amplamente
utilizados na clinica (COWAN, 1999.; SILVA et al. 2006). Das plantas existentes no
planeta cerca de 5% tém sido estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor
avaliadas sob os aspectos biologicos. A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas
medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como flavondides, alcaldides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros, tem sido objeto de estudos,

onde j& foram comprovadas as acdes farmacoldgicas através de testes pré-clinicos com
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animais. Muitas destas substancias tém grande possibilidades de futuramente virem a

ser aproveitadas como agentes medicinais (AHMAD & BEG, 2001; LIMA et al. 2008).

Os efeitos gerados pelos constituintes de uma planta no organismo vivo sio
verificados baseando-se nos conhecimentos populares de uso repetitivo e tradicional.
Sabe-se que os vegetais possuem classes de agentes fitoquimicos com diversas acdes
terapéuticas, como efeitos antioxidantes, antimutagé€nicos, e até carcinogénico. A
realizagdo de estudos etnobotanicos possibilita o resgate e a preservagao dos
conhecimentos populares, entretanto existe pouca informag¢ao quanto ao seu potencial
de risco a saude (SIMOES et al. 1999). As espécies empregadas para fins terapéuticos
sdo aquelas que apresentam substincias biologicamente ativas origindrias do
metabolismo secundario da planta e que apresentam diversidade de fungdes bioldgicas
e/ou aplicagdes na medicina moderna (DI STASI, 1996; GOBBO-NETO & LOPES,
2007).

Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas
e o ambiente circundante, portanto, sua sintese ¢ freqiientemente afetada por condigdes
ambientais (KUTCHAN, 2001). A época em que uma droga ¢ coletada um dos fatores
de maior importancia, visto que a quantidade e, as vezes, at¢ mesmo a natureza dos
constituintes ativos nao ¢ constante durante todo ano. Sdo relatadas, por exemplo,
variagcoes sazonais no conteudo de praticamente todas as classes de metabdlitos
secundarios, como Oleos essenciais, lactonas sesquiterpénicas, acidos fenolicos,
flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaldides, taninos, graxas epicuticulares, iridoides,

glucosinolatos e glicosideos cianogénicos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

As plantas que sintetizam esses metabolitos secundarios sofrem influencia de
fatores ambientais como a sazonalidade, o ritmo cicardiano, as modifica¢des de
temperatura e a disponibilidade hidrica e também da intera¢do entre processos quimicos,
bioldgicos, fisicos, ecologicos e evolutivos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007). A
intensidade luminosa constitui um desses fatores que alteram as concentracdes e/ou
composi¢des dessas substancias, o que contribui para a crescente preocupagao com a
destruicdo da camada de ozo6nio. Portanto, os estudos de distribuigdo geografica e o
reconhecimento da dispersdo e da diversidade dessas plantas no tempo e no espago

contribuem para a recomendacao da conservagao e protecao de certas areas, tanto para o
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suprimento das necessidades humanas quanto para a garantia da manutencdo da

biodiversidade (ROCHA, 2004; FAVERO, 2007).

As investigacdes cientificas visam determinar o potencial terapéutico das
plantas que contudo ha falta de estudos cientificos experimentais que confirmem as
possiveis propriedades antibidticas de um grande nimero dessas plantas. Espera-se que
compostos que atinjam, nas células alvos, diferentes daqueles utilizados pelos
antibioticos conhecidos, sejam ativos contra patdogenos resistentes. Nos ultimos anos,
uma quantidades de substancias encontradas em plantas tem indicado o papel chave dos
antioxidantes, impedindo que os radicais livres e outros oxidantes sejam os grandes
responsaveis pelo envelhecimento e pelas doengas degenerativas associadas ao

envelhecimento, como cancer, doengas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema

imune e disfungdes cerebrais (ATOUI, 2005; BARREIRAS & DAVID, 2006).

As atividades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de plantas nativas
tém sido estudadas em muitos paises tais como o Brasil, Cuba, India, México e
Jordania, que tém uma flora diversificada e uma rica tradicdo na utilizacdo de plantas
medicinais para uso como antibacteriano ou antifingico (MARTINEZ et al. 1996;
NAVARRO et al. 1996; MAHASNEH et al. 1999; AHMAD & BEG, 2001; DUARTE
et al. 2005; RIOS & RECIO, 2005.; LIMA et al. 2006b; CALVO et al. 2010).

Outros parametros a serem descobertos sobre os constituintes quimicos das
plantas e suas fungdes sdo as propriedades biologicas, por esse motivo sdo realizados
estudos de motilidade intestinal em camundongos. Tais estudos caracterizam as
propriedades constipantes ou laxantes das plantas, podendo vir a serem novos
medicamentos (JANSSEN & JAGENEAU, 1957; CLOSE et al. 1997, BANII et al.
2010).

2.1 Familia Eriocaulaceae

A familia Eriocaulaceae possui cerca de 1200 espécies amplamente
distribuidas por todo o mundo, principalmente nas regides tropicais da América do Sul
(GIULIETTI et al. 2000). Esta familia inclui desde plantas anuais de pequeno porte até

plantas perenes com mais de 2 metros de altura. A caracteristica principal da familia é o
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desenvolvimento de inflorescéncias de pequeninas flores agrupadas em capitulos
(HENSOLD, 1998). As Eriocaulaceae possuem grande interesse econdmico referente a
extragdo de capitulos (GIULIETTI et al. 1996) e escapos florais (SCHMIDT et al.
2007). As caracteristicas etnofarmacologicas das eriocauldceas sdo pouco conhecidas,
embora alguns membros desta familia apresentem significativos efeitos sobre o trato
gastrintestinal, como por exemplo, a atividade antiulcerogénica e laxativa de Leiothrix
flavescens (MORAIS et al. 2010), atividade antiulcerogénica de Syngonanthus
arthrotrichus (BATISTA et al. 2004), e atividade antiinflamatoria intestinal de
Paepalanthus bromelioides (DI STASI et al. 2004).

Virias espécies da familia Eriocaulaceae sdo conhecidas popularmente como
“capim-dourado” ou “sempre-vivas” pois, mesmo apos o corte, conservam a cor ¢ forma
por varios anos. Neste sentido, sdo exploradas para fins artesanais € ornamentais
(GIULIETTI et al. 1996). Embora as “sempre-vivas” sejam exportadas com intuito
ornamental para os Estados Unidos e paises europeus, a literatura descreve a utiliza¢ao
de muitas espécies de Eriocaulaceae no tratamento de ulcera da epiderme, infecgdes
bacterianas e hanseniase (GIULIETTI, et al. 2000). Diversos estudos tém sido
realizados com o objetivo de identificar substancias bioativas nas espécies desta familia,
sendo algumas, fontes promissoras de compostos fendlicos (MAYWORM &
SALATINO, 1993; ANDRADE et al. 1999, SANTOS et al. 2003; NACZK &
SHAHIDI, 2004; SILVA et al. 2007a; SILVA et al. 2007b; FANG et al. 2008).

A presenca de substancias fendlicas nos vegetais pode ser responsavel pela
atividade antimicrobiana dos mesmos (COWAN, 1999; RANSFORD & LAGMAN,
2002). Dos capitulos de Paepalanthus bromelioides (VILEGAS et al. 1990;
DEVIENNE et al. 2002; VARANDA et al. 2004) e Paepalanthus vellozioides
(VARANDA et al.1997) isolou-se uma isocumarina denominada de paepalantina

(Figura 1).

Segundo Di Stasi e colaboradores (2004) a isocumarina denominada de
paepalantina, que foi isolada dos capitulos florais de Paepalanthus bromelioides

apresenta atividade antioxidante e atividade anti-inflamatdria intestinal.
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Figura 1: Estrutura quimica da paepalantina isolada de capitulos florais de P. bromelioides.

Isocumarinas sao polifenois derivados da via do acetato e estruturalmente
semelhantes as cumarinas, possuindo como diferenca um anel lactonico invertido.
Poucos estudos de atividade bioldgica foram realizados com estes compostos, sendo que
algumas isocumarinas foram avaliadas quanto ao potencial citotoxico, mutagénico,
clastogénico e antimicrobiano (VARANDA et al. 1997, TAVARES et al. 1999;
COELHO et al. 2000; VARANDA et al. 2004). Os efeitos citotoxicos e mutagénicos da
paepalantina podem estar relacionados entre si, podendo a citotoxicidade ser

conseqiiéncia da interagdo desta isocumarina com 0 DNA (VARANDA et al. 1997).

Interessantemente, farmacos que interatuam com acidos nucléicos estao entre
0s agentes quimioterapicos mais empregados no tratamento antineoplasico (BURRES et
al. 1992). A presenca de dois grupos de hidroxilas nos C9 e C10 da molécula da
paepalantina ¢ similar ao arranjo catecolico encontrado em muitos flavondides e que
permite a estes compostos atuarem como seqiiestradores de espécies reativas de
oxigénio (KITAGAWA et al. 2003) O potencial antioxidante desta isocumarina foi
avaliado por Leitdo e colaboradores (2002), que demonstraram a capacidade
antioxidante por técnicas espectrofotométricas, empregando DPPH. Através de testes
espectofotométrico, Kitagawa e colaboradores (2003) demonstraram que a paepalantina
captura acido hipocloroso (HOCL) e inibe a mieloperoxidase, enzima que, na presenca
de ions cloreto, participa da producido de HOCL e em ensaios dependentes de

lucigenina, a paepalantina atuou no seqiiestro de radical anion superoxido.
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2.2 O género Paepalanthus

No Brasil ha varias formagdes de vegetais, em decorréncia da vasta diversidade
no clima, extensdao territorial e caracteristicas do solo (MACHADO et al. 2004;
CASTELLANI et al. 2001). A familia Eriocaulaceae inclui os géneros: Eriocaulon
Linn, Syngonanthus Ruhl e Paepalanthus Kunth (ROSA & SCATENA, 2007
SANTOS et al. 2008). As plantas do género Paepalanthus apresentam-se como sub-
arbustos, as inflorescéncias sao secas, redondas e pequenas, de cor branca varidveis
(Figura 2). As espécies deste género sdo muito utilizadas pela populagdo que vive na
Cadeia do Espinhaco (Minas Gerais) em seus trabalhos artesanais. No Brasil sdo
conhecidas 59 espécies que sao distribuidas desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul.
No entanto, a maior concentracao esta no Estado de Sao Paulo, Goiés e principalmente

em Minas Gerais onde 31 espécies foram encontradas (GIULIETTI, 1978).

Figura 2: Espécie de Paepalanthus sp.

http://eptv.globo.com/terradagente/0,0,4,69%3B1 1,sempre-viva.aspx

2.3 Atividade antimicrobiana

Os testes de sensibilidade sdo aconselhados para qualquer organismo

associados a processos infecciosos que determinem uma terapia antimicrobiana
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conhecida ou quando o micro-organismo pode apresentar resisténcia. Varios métodos
laboratoriais podem ser utilizados para medir a sensibilidade in vitro das bactérias aos

agentes antimicrobianos.

Dentre estes o teste de difusdo em &gar, utilizando discos de papel, ¢é
considerado de facil execugdo, reprodutivel e permite a experimenta¢do de diversas
concentragdes das substancias-teste em uma mesma placa (COWAN, 1999; NETO et al.

2002; MORAIS, 2006).

O método de diluicdo em meio liquido também sdo freqiientemente utilizados
na avaliagdo da atividade antimicrobiana de compostos quimicos. A prova de
sensibilidade por este método foi uma das primeiras a serem desenvolvidas, servindo

ainda hoje como método de referéncia (LANGFIELD et al. 2004).

As duas técnicas, difusdo em agar e diluicdo em tubos, requerem grande
quantidade de substancias-teste, o que restringe grandemente a sua utilizacdo em
bioensaios para compostos antimicrobianos uma vez que os produtos naturais na grande
maioria das vezes sdo extraidos em pequenas quantidades. Segundo diversos autores a
técnica alternativa mais amplamente utilizada em ensaios microbiologicos ¢ a
microdilui¢do, ensaios em microplacas que possibilitam a utilizacdo de pequenas
quantidades e/ou volumes de amostras e reagentes. Outro aspecto vantajoso desta
metodologia ¢ a possibilidade de se utilizar mais de uma substancia-teste, bem como
diferentes microrganismos em um mesmo ensaio. Possibilita ainda demonstrar qual a
minima concentracdo da substincia a ser testada necessaria para inibir o crescimento
microbiano (COWAN, 1999; PALOMINO et al. 2002; ELOFF, 2000; LANGFIELD,
2004; ALVES et al. 2008).

2.4 Antioxidante

Radicais livres (RL) e espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenham
papel fundamental no metabolismo celular. No entanto, quando em excesso, podem
gerar estresse oxidativo, levando a alteracdes teciduais responsaveis por diversas

patologias, incluindo o cancer (DROGE, 2002). Antioxidantes sdo substincias que
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reagem com radicais livres impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo e a

conseqiiente destruicao tissular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como radical hidroxila (OH), anion
radical superoxido (O,") e hidroperoxila (ROQ"), acarretam danos ao DNA ou podem
oxidar lipidios e proteinas. As EROs atacam as cadeias de 4cidos graxos poliinsaturados
dos fosfolipidios € do colesterol, abstraindo um hidrogénio do grupo metileno bis-
alilico, comegando assim o processo de peroxidagao lipidica nas membranas celulares.
Os radicais de carbono formados podem reagir com oxigénio originando radicais
peroxila, que por sua vez podem atacar novas cadeias de acidos graxos poliinsaturados,
propagando a reagdo. O resultado deste processo ¢ a oxidagdo de varias moléculas de

acidos graxos (HASLAM, 1996; VALKO et al. 2004).

A vida em aerobiose se caracteriza pela continua producao de radicais livres
que ¢ contrabalangada pelo consumo de defesas antioxidantes ndo enzimaticas e pela
atividade das enzimas antioxidantes. Portanto, em condigdes fisiologicas, o balanco
entre agentes pro-oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém equilibrado. Contudo,
se a producao de radicais livres supera a capacidade antioxidante em um sistema vivo,
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio podem reagir com lipidios, proteinas e
com o DNA, conduzindo a dano estrutural e/ou funcional nas células, enzimas e

material genético (BARREIROS & DAVID, 2006).

Deste modo, varias patologias incluindo o cancer, doenga de Alzheimer e de
Parkinson, doencas cardiovasculares seguidas de doencas inflamatdrias e imunoldgicas
como artrite, asma, alergia e outras relacionadas com o processo de envelhecimento
apresentam em sua etiologia, pelo menos em parte, os efeitos danosos da producao de
radicais livres em conseqiiéncia do estresse oxidativo. Mais especificamente,
antioxidantes agem nos organismos vivos por meio de diferentes mecanismos. Dentre
estes, podem ser citados: a complexacao de ions metalicos, a captura de radicais livres,
a decomposicao de perdxidos, a inibicdo de enzimas responsaveis pela geragdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e a modulacao de vias sinalizadoras celulares

(VASCONCELOS et al. 2006).

O crescente interesse pelos antioxidantes naturais de extratos de plantas ¢

devido a sua baixa toxicidade em relacdo aos antioxidantes sintéticos. Extratos de frutas,
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vegetais, cereais e seus subprodutos industriais sdo ricos em antioxidantes, carotenoides,
acido ascorbico, tocoferois, ¢ em compostos fenolicos e tém demonstrado eficaz
atividade antioxidante em sistemas modelos (WOLFE et al. 2003; MANACH et al.
2004). A oxidagdo ¢ importante para a producdo de energia e para apoiar o
metabolismo das células aerdbias. No entanto, em alguns casos, a produgdo excessiva
de oxigénio através de vias metabodlicas pode resultar no descontrole dos radicais livres.
Essas desordens podem acarretar em danos as moléculas, incluindo os lipideos, DNA,

carboidratos e proteinas (DUBOST et al. 2007).

Um dos métodos mais utilizados para avaliar a atividade antioxidante ¢ via a

. + , ~ ;.
captura do radical ABTS®", o qual pode ser gerado através de uma reacdo quimica
eletroquimica ou enzimatica. Com essa metodologia, pode-se medir a atividade de

compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al. 2005).

Outros métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas, avaliando a atividade seqiiestradora do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila - DPPH’, de coloragdo purpura que absorve a 517 nm
(ROGINSKY & LISSI, 2005). Por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie
radicalar (R"), o DPPH" é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo
amarela, com conseqiiente desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (Figura 3). A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou seqliestradora de radicais
livres e/ou a porcentagem de DPPH’ remanescente no meio reacional (BRAND-

WILLIAMS et al. 1995; SANCHES-MORENO e al. 1998).

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria
para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% ¢ denominada concentracdo
eficiente (CEsg), também chamada de concentracdo inibitoria (Clsp). Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua ICsyp € maior a sua atividade
antioxidante. O mecanismo de reacao ¢ baseado em transferéncia de elétrons, enquanto
a abstracdo de 4atomo de hidrogénio ¢ uma reagdo marginal, pois a mesma acontece
lentamente em solventes que estabelecem fortes ligagdes de hidrogénio. O método ¢
influenciado pelo solvente e pelo pH das reacdes. O método ¢ considerado facil e util

para analise de substancias puras e amostras complexas.
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Figura 3: Reacdo de doagdo de hidrogénio para o DPPH.

2.4.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como
fenois simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdico e cindmico), cumarinas,
flavondides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas

(HAVSTEEN, 1983; NACZK & SHAHIDI, 2004)

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural,
os compostos fendlicos tém recebido muita atencao nos ultimos anos, sobretudo por
inibirem a peroxidacado lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; SOARES,
2002).

A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um
papel importante na neutraliza¢do ou seqiiestro de radicais livres e quelagdo de metais
de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagdo do processo
oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sao
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura

destas substancias (HASLAM, 1996; SOARES, 2002; CHUN et al. 2005).
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Embora as evidéncias sejam claras sobre a agdo in vitro dos fendis e polifenodis
com espécies reativas de oxigénio eles podem, em algumas circunstancias, tal como o

ascorbato e os carotenodides, mostrarem caracteristicas pro-oxidantes (HASLAM, 1996).

Os compostos fendlicos sdo formados no metabolismo secundario dos vegetais
e possuem fungdes de defesa contra o ataque de pragas. J4 em animais e humanos tem-
se observado que sdo capazes de reagir com radicais livres, formando radicais estaveis.
Esse poder de neutralizagdo das estruturas radicalares dos compostos fenolicos ¢ devido
a sua estrutura quimica formada por pelo menos um anel aromatico com grupamentos

hidroxilas (GIADA & MANCINI-FILHO, 2006).

Além da sua atividade antioxidante direta, pesquisas recentes tém destacado
multiplas fungdes e mecanismos importantes relacionados a habilidade dos compostos
fenolicos de se ligarem a receptores celulares e transportadores de membranas e
influenciarem a expressdo génica, a sinalizacdo e a adesdo celular (MANACH et al,

2005).
2.4.2 Flavonéides

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural,
cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem uma
série de propriedades farmacoldgicas que os fazem atuar sobre os diversos sistemas
biologicos. Do ponto de vista quimico, os flavondides constituem substancias
aromaticas contendo 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico. Este grupo
de compostos polifendlicos apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois anéis
aromaticos (A e B) e um heterociclo oxigenado (anel C), formando um sistema C6-C3-
C6 (HARBORNE et al. 1975). A Figura 4 ¢ a estrutura quimica basica de um

flavonoide.
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Figura 4: Estrutura quimica de um flavondide

As caracteristicas benéficas desses compostos podem ser atribuidas a sua
capacidade de capturar os radicais livres (DECKER, 1997). Os compostos fenolicos
mais estudados sdo: o acido caféico, o acido galico e o acido elagico. Esses compostos
de consideravel importancia na dieta podem inibir o processo de peroxidagdo lipidica
(HARTMAN & SHANKEL, 1990; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2000). Os
compostos fendlicos podem inibir os processos da oxidagdo em certos sistemas, mas
1sso nao significa que eles possam proteger as células e os tecidos de todos os tipos de
danos oxidativos. Esses compostos podem apresentar atividade pro-oxidante em

determinadas condi¢des (DECKER, 1997).

Existe na literatura muita controvérsia sobre o mecanismo de ac¢dao dos
flavonoides. Os flavonoides atuam como antioxidantes na inativagao dos radicais livres,
em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses compostos
apresentam a capacidade de doar dtomos de hidrogénio e inibir as reacdes em cadeia
provocadas pelos radicais livres (HARTMAN & SHANKEL, 1990; ARORA et al
1998). Os flavonodides mais investigados sdo: a quercetina, a miricetina, a rutina e

anaringenina (HARTMAN & SHANKEL, 1990).

2.5 Motilidade

Linhagens de camundongos tém sido utilizadas como modelos experimentais
de pesquisa biomédica desde o inicio do século 20. O camundongo ¢ o animal

experimental de escolha em varias areas por ser de facil criagdo e manipulagdo, ter uma
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reproducdo rapida e apresentar uma grande diversidade genética (CHORILLI et al.
2007). Estes animais sao utilizados em diversos modelos experimentais para avaliacao
da atividade farmacologica e para a avaliacdo da motilidade intestinal de extratos
vegetais (MARONA et al. 1992; MUJUMDAR et al. 2000; MICHELIN & SALGADO,
2004; FIGUEIREDO et al. 2005; SALGADO et al. 2005; SALGADO et al. 2006).

Dos métodos de eutanasia por inalacdo, o CO, ¢ o mais recomendado para
pequenos roedores de laboratorio, principalmente para grande quantidade de animais,
pois ¢ barato, ndo inflamavel, ndo explosivo e seguro, desde que aplicado com
equipamento apropriado. E recomendado o uso de 70% de CO, a 70% (CO,/O,) ou ar
para a rapida perda de consciéncia, sem hipdxia. Isto resulta em rapida anestesia,
seguida por morte, com efeitos reduzidos quanto a irritagdo das vias aéreas sendo
recomendada a utilizagdo de CO, disponivel comercialmente em cilindros. Este gas tem
rapida acdo letal por provocar depressdo do sistema nervoso central, mas ainda assim,
apos deteccdo de parada respiratdria, recomenda-se manter os animais na cadmara por
mais 10 minutos, para confirmagdo de sua morte (CLOSE et al, 1997, CONSELHO,
2002- IN: Resolugdo N° 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria).

Jaqueline Pessda Perez Ocanha 32






@é&%&m

3 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

3.1 Geral
O objetivo do presente estudo foi determinar a atividade bioldgica e o
potencial antioxidante de extratos metanolico, diclorometanico e hexanico de

capitulos e escapos de Paepalanthus geniculatus (Familia Eriocaulaceae).

3.2 Especificos

1- Determinar a atividade antimicrobiana, utilizando cepas bacterianas e
de leveduras nos teste de difusdo em agar e teste de microplacas.

2-  Verificar a atividade antioxidante utilizando como modelo os radicais
ABTS*®" e DPPH e a determinagio de teores de fenois totais e flavonéides totais.

3- Avaliar o potencial de motilidade intestinal dos extratos de

Paepalanthus geniculatus em camundongos Swiss (Mus musculus).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Extratos vegetais

4.1.1 Obtencio e procedéncia

Foram utilizados extratos de Paepalanthus geniculatus, extraidos e
fornecidos pela Profa. Dra. Lourdes Campaner dos Santos, do Laboratério de

Quimica Organica do Instituto de Quimica de Araraquara- UNESP.

Foram utilizados os extratos obtidos de escapos e capitulos de Paepalanthus

geniculatus em diferentes solventes: hexanico, diclorometanico e metandlico.

A espécie Paepalanthus geniculatus foi coletada no dia 6 de janeiro de 2006,
na regido da Serra do Cipo, no Estado de Minas Gerais. O material foi coletado e
identificado pelo Prof. Dr. Paulo T. Sano do Instituto de Biociéncias da USP/SP. Uma
exsicata de nuimero SPF 139.580 depositada no Herbario no IB- USP — Sao Paulo.

Os materiais de estudo foram secos em estufa a 40°C durante 96 horas sendo
esporadicamente reviradas. Apos a secagem foram separadas em capitulos e escapos e
posteriormente trituradas em moinho de facas para realizagao do processo de extragao.
Os extratos foram preparados por maceracao e/ou percolagdao de acordo com a Figura 5

com os rendimentos descritos na Tabela 1.
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Escapos e Capitulos de Paepalanthus
geniculatus (300g)

1) Maceragdo com Hexano
2) Filtragdo

concentragao

Extrato- Hexénico

Torta

Torta
1) Maceragdo com Diclorometano
2) Filtragdo
Concentragao

Extrato- Diclorometanico (DCM)

1) Retiragla do Diclorometano
2)| Intumescimento da Torta com Metanol

Percolagdo com MeOH

concentragao

Extrato- Metandlico (MeOH)

Figura 5: Obtencao dos extratos DCM, MeOH e hexanicos de escapos e capitulos de P. geniculatus.

Tabela 1: Valores de massa de extratos seco obtidos apds os processos de maceragio e
percolagdo das respectivas partes de P. geniculatus.

Droga vegetal

Extrato Hexanico

Extrato Diclorometanico

Extrato Metanolico

Escapos e Capitulos

Rendimento (%)

(2
300,0 100,00
5,51 1,84
9,30 3,1
14,64 4,88
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4.2 Cepas bacterianas e Cepas flingicas

As cepas bacterianas e fungicas de referéncia utilizadas neste estudo foram:
Bacillus subtilis ATCC 19659, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Foram utilizadas as cepas
fungicas de referéncia: Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida albicans ATCC
18804, Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258.

4.3 Preparo dos extratos vegetais

As amostras vegetais foram pesadas e em seguida uma solu¢do de Tween 80 a
20% em metanol foi acrescido ao extrato (100 pL), e dgua (900 pL). Para todos os
testes foi feito o mesmo procedimento, € nos testes de antioxidantes e na determinacdo

dos teores de fenois e flavonoide totais essa solucao foi diluida 1/10.

4.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

4.4.1 Padronizacio da suspensio microbiana

A suspensdo dos microrganismos foi padronizada adicionando-se uma cultura
de 24 horas (bactérias) e 48 horas (leveduras), em tubos contendo tampao fosfato pH 7,2
(PBS) estéril até atingir uma turvagdo igual a suspensdao do tubo 0,5 da escala
McFarland (aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL para bactérias e 1,5 x 10° UFC/mL
para a levedura). A concentragdo final de bactérias foi confirmada com leitura
espectrofotométrica a 620 nm obtendo absorbancia de 0,10 a 0,15 que corresponde a 1,5
x 10® UFC/mL. Para as leveduras a concentra¢io final foi confirmada com leitura
espectrofotométrica a 625 nm obtendo-se absorbancia entre 0,08 a 0,10, que
corresponde a 1,5 x 10° UFC/ mL. A partir dessa suspensdo procedeu-se uma diluigio
de forma que a concentracdo do inéculo bacteriano foi de 1,5 x 10’ UFC/mL, e para o

inoculo de leveduras foi de 2,5 x 10° UFC/mL.

4.4.2 Preparo da solucao utilizada como controle positivo

Utilizou-se como controle positivo para as bactérias o ciprofloxacino na
concentracdo de 35 pg/mL e para as leveduras o fluconazol a concentracao de 1,5

pug/mkL.
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4.4.3 Método de difusdo em agar

Foi utilizada a técnica de difusdo em 4gar com discos de papel. Suspensdo de
amostras bacterianas ¢ das leveduras, a concentragdao de 1,5 x 10 UFC/mL e 2,5 x10°
UFC/mL respectivamente, foram semeadas em dagar Miiller Hinton (M.H) e agar
Sabouraud (A.S), com alga de Drigalski. Os extratos foram testados nas concentragdes
de 1000, 500, 250 e 125 pg/mL. Utilizou-se discos de papel Whatman n°l (com 6 mm
de diametro) embebidos com 20 pL das solugdes de extratos os quais foram colocados
na superficie das placas de Petri, contendo o indculo. As placas foram incubadas por
duas horas em geladeira para a difusdo do extrato e incubadas em aerobiose a 37°C
durante 24 horas para as bactérias e 48 horas para as leveduras.Apos incubagao fez-se as
leituras dos halos de inibicao de crescimento formados ao redor do disco, medidas com

paquimetro (mm) (MURRAY et al. 2003; NCCLS M2-AS8, 2003, CLSI, 2009).

4.44 Método de diluicio em microplaca com determinacio da
Concentracio Inibitéria Minima (CIM)

Foram utilizados os meios de culturas CMH para crescimento bacteriano e para

as leveduras o meio de cultura apropriado foi o RPMI 1640.

Os extratos foram preparados em solu¢do Tween 80: metanol: agua (1: 4: 45)
numa concentragdo inicial de 2000 pug/mL, diluida seriadamente até 7,8 ug/mL. Aos
orificios das microplacas foram adicionados 20 uL das suspensdes bacterianas e

fungicas.

As bactérias foram incubadas em estufa a 37 °C em aerobiose por 24 horas. As
leveduras foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 horas (ELLOF, 1998; NCCLS,
2003- M7-A6; CLSI, 2006).
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Figura 6: Esquema para a realizagdo do teste em microplacas

Apos a incubagdo foram avaliadas a concentragao bactericida minima (CBM) e
a concentragdo fungicida minima (CFM), repicando uma amostra de cada orificio em
placa de MH e AS respectivamente. As placas semeadas com bactérias foram incubadas
em estufa a 37 °C em aerobiose por 24 horas e as placas semeadas com as leveduras

foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 horas.

4.4.5 Revelacio da leitura utilizando resazurina como revelador para as

bactérias.

A resazurina ¢ um corante (fenoxazin-3-ona) indicador de 6xido-reducdo, que
tem sido utilizado na determinagao da atividade antibacteriana. Foram pipetados 50 uL
de solugdo de resazurina a concentragdo de 0,0005 g/ SmL de agua, nos orificios das
microplacas que foram incubadas em temperatura ambiente por duas horas ou até que
ocorresse a mudanca de coloragdo. A manutencdo da cor azul nos orificios foi
interpretada como auséncia de crescimento bacteriano e o desenvolvimento de cor rosa,
como ocorréncia de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor
concentragdo de amostra vegetal sem a mudanga de coloragdo para rosa (COLLINS &

FRANZBLAU, 1997; PALOMINO ef al. 2002; MONTEJANO et al. 2005).
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4.4.6 Revelacao da leitura utilizando TTC cloreto 2,3,5- trifenil tretrazolio

como revelador para as leveduras

O corante TTC foi preparado a 1% em agua estéril. Esse corante ¢ incolor na
forma oxidada e vermelho quando reduzido pelo micro-organismo. Os micro-
organismos vivos reduzirem o TTC por ag¢do enzimatica, originarios de formazano,
que ¢ mantido dentro granulos nas células, que se tornam vermelhas (KENNER et al.

1961).

4.5 Avaliacao da atividade antioxidante e a Determinac¢ao de fendis totais e

flavonoides totais

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados no laboratorio de
Bioquimica Clinica sob a supervisao do Prof. Dr. Iguatemy Lourengo Brunetti segundo

proposto por KOLEVA et al. 2002.

4.5.1 Atividade Scavenger sobre DPPH

Atividade antioxidante foi avaliada pela atividade seqiiestradora do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH’, de coloragdo purpura que absorve a 517 nm
(ROGINSKY & LISSI, 2005). Por a¢do de um agente antioxidante (AH) o DPPH’ é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com conseqiiente
decréscimo da absor¢do a 517 nm. Utilizando solugdes de extrato em variadas
concentragdes, a partir dos resultados obtidos determinou-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH’
remanescente no meio reacional (BRAND-WILLIANS et al 1995; SANCHEZ-
MORENO et al. 1998). A porcentagem de atividade antioxidante (% AA) corresponde a
quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% ¢
denominada concentragdo inibitoria (ICsp). Quanto maior a supressao de DPPH por uma

amostra, menor sera o valor do ICsy e maior a sua atividade antioxidante.
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A porcentagem de supressdo do radical DPPH foi obtida pela seguinte equagao:

A.controle — (A.amostra — A.branco)

%AA = { }xlOO

A.controle

onde:

A.controle = absorbancia inicial da solugdo de DPPH + EtOH;
A.amostra = absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra + EtOH);

A.branco = absorbancia da amostra.

Preparou-se uma solugdo a 0,Img/mL numa solu¢do composta por Tween 80:
metanol : agua (1:4:45) (solucdo A). Esse procedimento foi realizados para todos os

testes, DPPH, ABTS*", fendis totais e flavonoéides totais.

Os extratos MeOH de escapos e capitulos foram testados nas concentragdes de
11,56; 14,44; 17,64; 23,04; 29,16; 43,56; 60,84pg/mL. Os extratos de DCM de escapos
e capitulos foram testados nas concentracdes de 16; 19,36; 23,04; 27,04; 31,36; 36;
47,61; 51,84 ¢ 60,84pg/mL.

4.5.2 Atividade Antioxidante total sobre ABTS""

O radical catidnico do ABTS" [2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)] € utilizado para avaliar as habilidades dos flavonoides e agentes

r1: . . + s . ~
fenolicos como supressor de radicais. O ABTS® ¢ um radical gerado pela reagdo entre

os sais ABTS®" e persulfato de potassio (PELLEGRINI e al. 1998).

Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 0,1mL da solu¢io de ABTS""
radical e volumes variados do extrato; o volume final de 0,3mL foi ajustado com
solugdo tampao fosfato de potassio 50 mM, em pH 7,4. Apds incubagdo por 15 minutos,
determinou-se a absorbancia em 734nm, utilizando-se o espectrofotometro de placa da

marca BIOTEK®.
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A porcentagem de supressio do radical ABTS"" foi obtida pela seguinte equacio:

A.controle — (A.amostra — A.branco)

%AA = [ }xlOO

A.controle
onde:

A.controle = absorbancia inicial da solu¢do de ABTS"";
A.amostra = absorbancia da mistura reacional (ABTS"" + amostra + Tampao);

A.branco = absorbancia da amostra.

A partir da solucdo A foram feitas as dilui¢des nas concentracdes 0,1; 0,25;
0,4; 0,69; 1; 1,36; 1,7; 2,25; 2,7 e 3,36pug/mL de extrato MeOH de escapos e capitulos.
Os extratos de DCM de escapos e capitulos foram testados nas concentragdes de 4; 4,7;

5,4;6,25;7;8;9; 10,02 e 11,1pg/mL.

4.5.3 Analise quantitativa de fendis totais

A concentracao de fendis totais (FT) dos extratos foi determinada como
descrito por Jayaprakasha e colaboradores (2001), onde 0,025 mL de uma solugdo a
0,Img/mL dos extratos, foram adicionados da 0,125 mL de reagente Folin-Ciocalteu
diluido em 4gua (1:10). Depois de 5 min, foi adicionado 0,1 mL de solucdo de
carbonato de sodio a 4% (m/v) e os tubos foram mantidos ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente durante 60 minutos. Decorrido este tempo, a absorbancia foi
determinada a 735 nm. Realizou-se uma curva padrdao com acido galico (Figura 7)
variando de 5 a 100pug/mL final. A concentragdo de Fenois totais foi calculada
utilizando-se a equagdo da reta onde x foi expresso em pg/mL equivalente em acido

galico.

Os extratos MeOH e DCM de escapos e capitulos foram testados na

concentragdo de 10pg/mL.
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Figura 7: Curva padrio com acido galico.

4.5.4 Analise quantitativa de flavonoéides totais

A dosagem de flavonoides totais dos extratos de P. gemiculatus foram
determinadas usando o método colorimétrico do cloreto de aluminio, descrito por

Chang e colaboradores (2002), com modificagdes.

Foram adicionados (0,50 mL) dos extratos, diluido 1:10 em EtOH 99%, foi
adicionado 0,25 mL de solucdo de cloreto de aluminio 10% em EtOH e 0,25 mL de
solugdo de acetato de sédio 1,0 M em EtOH. Apos incubacdo por 40 minutos em
temperatura ambiente, a mistura de rea¢do foi mensurada a 425 nm, contra um branco
constituido de 0,25 mL de acetato de s6dio mais 0,50 mL do solvente e 0,25 mL de
EtOH 99%. Realizou-se uma curva padrdo com quercetina (Figura 8) de concentragdo
variando de 5 a 100 ug/mL final. A concentracdo de FLT foi calculada utilizando-se a

equagao da reta onde x foi expresso em pg/mL equivalente em quercetina.

Os extratos MeOH e DCM de escapos e capitulos foram testados na

concentragdo de 50 pg/mL.
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Figura 8: Curva padrao com quercetina.

4.6 Motilidade Intestinal

4.6.1 Animais

Neste experimento foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus),
machos, com 30 dias de idade, pesando entre 22 e 30g, os quais foram adaptados ao
biotério experimental por 5 dias antes do inicio dos ensaios biologicos. Os animais, com
livre acesso a alimentacdo e a agua, foram mantidos em ambiente com temperatura de
20+ 1 °C, umidade monitorada e fotoperiodo de 12hs claro/escuro. No dia do
experimento, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e receberam agua ad
libitum. O cloridrato de loperamida ¢ um derivado piperidinico, e corresponde ao 4-(4-
clorofenil)4-hidroxi-N,N-dimetil-a,a-difenil-1-piperidinabutiramida.  Este  farmaco
demonstrou ser eficaz contra diarréia induzida por bisacodil, reina, fenolftaleina e

outros, sendo agonista opidceo e anti- secretorio (VERHAEREN ef al. 1996).
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4.6.2 Teste de Motilidade Intestinal

Foram constituidos 7 grupos experimentais com 8 animais em cada. Destes, 4
grupos foram tratados com os extratos vegetais, sendo 2 grupos tratados com escapos e
capitulos de extrato DCM e 2 grupos tratados com escapos e capitulos do extrato MeOH
(250 mg/kg), 1 grupo recebeu solugdo fisiologica (controle negativo), 1 grupo de
controle do solvente (100ul de uma solucdo Tween 80 a 20% em metanol mais 900 pl
de solucao fisioldgica) e outro grupo recebeu o um farmaco antidiarréico o cloridrato de
loperamida (controle positivo, 5 mg/kg), as solugdes foram administradas via oral por

meio de gavagem.

Apds 45 minutos, os animais receberam a suspensdo de carvao ativo 10% em

solugdo de goma arabica 5%, 0,5 mL/ animal, também por gavagem.

Apo6s 90 minutos, os camundongos foram sacrificados em camara de CO, e foi
realizado a extirpacao imediata do intestino desde o piloro até o inicio do ceco. Assim,
foi feita a medida do comprimento total do intestino delgado e da distancia percorrida
pela suspensao de carvao ativo. Os resultados foram expressos em porcentagem do
comprimento total do intestino delgado (JANSSEN & JAGENEAU, 1957; MICHELIN
& SALGADO, 2004). O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas- UNESP, sob o parecer n° 41/2010.

4.6.3 Analise Estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (Anova).
Nos casos em que p<0,05, as médias de tratamentos foram comparadas pelo método de
Tukey, com o célculo da diferenca minima significativa (DMS) para = 0,05. Foi

utilizado o software Prisma 4.1 para a realizacdo das analises estatisticas.
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5 RESULTADOS

5.1. Método de difusdo em agar

A Figura 9 retrata o teste de difusdo em agar, com o extrato DCM de escapos

para o B. subtilis.

Na figura 9 ilustra os resultados do teste de difusdo em agar.

Figura 9: Teste de difusdo em agar com o B. subtilis.

Nas tabelas 2, 3, 4, 5 e 6 estdo apresentados os resultados obtidos no teste de

difusdo em agar.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana do extrato metandlico de escapos de P. geniculatus
pelo método de difusdo em agar.

MICRO- AMOSTRA VEGETAL ANTIMICROBIANOS | MeOH+Tween
ORGANISMOS | (ug/mL) 80 a20% em
metanol
1000 500 250 125 Ciprofloxacino Fluconazol
(35uL/mL) (1,5uL/mL)
S. aureus - - - - 25,4* - -
P. aeruginosa - - - - 25,4% - -
B. subtilis - - - - 25,4* - -
E. coli - - - - 25,4* - -
C. albicans - - - - - 24,6* -
C. tropicalis - - - - - 24,6* -
C. krusei - - - - - 24,6* -
C. parapsilosis - - - - - 24,6* -

(-): ndo houve formacio de halo de inibi¢ao de crescimento.
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Tabela 3: Atividade antimicrobiana do extrato metanolico de capitulos de P.
geniculatus pelo método de difusdo em agar.

MICRO- AMOSTRA VEGETAL ANTIMICROBIANOS |MeOH+Tween
ORGANISMOS | (ug/mL) 80 220% em
metanol
1000 500 250 125 Ciprofloxacino Fluconazol
(35uL/mL) (1,5uL/mL)
S. aureus - - - - 25,4% - -
P. aeruginosa - - - - 25,4% - -
B. subtilis - - - - 25,4% - -
E. coli - - - - 25,4% - -
C. albicans - - - - - 24,6* )
C. tropicalis - - - - - 24,6* -
C. krusei - - - - - 24,6* }
C. parapsilosis - - - - - 24,6* -

(-): ndo houve formacao de halo de inibi¢ao de crescimento

Tabela 4: Atividade antimicrobiana do extrato DCM de escapos de P. geniculatus pelo
método de difusdao em agar.

MICRO- AMOSTRA VEGETAL ANTIMICROBIANOS |MeOH+Tween
ORGANISMOS | (ug/mL) 80 a20% em
metanol
1000 500 250 125 Ciprofloxacino Fluconazol
(35uL/mL) (1,5uL/mL)
S. aureus - - - - 25,4* - -
P. aeruginosa - - - - 25,4* - -
B. subtilis 8,59* 7,28* 6,65* 6,63* 25,4* - -
E. coli - - - - 25,4* - -
C. albicans - - - - - 24,6* -
C. tropicalis - - - - - 24,6* -
C. krusei - - - - - 24,6* .
C. parapsilosis - - - - - 24,6* -
(*) Halos de inibigdo de crescimento medidos em mm.
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Tabela 5: Atividade antimicrobiana do extrato DCM de capitulos de P. geniculatus pelo
método de difusdo em 4agar.

MICRO- AMOSTRA VEGETAL ANTIMICROBIANOS |MeOH+Tween
ORGANISMOS | (ug/mL) 80 a20% em
metanol
1000 500 250 125 Ciprofloxacino Fluconazol
(35uL/mL) (1,5uL/mL)
S. aureus - - - - 25,4* - -
P. aeruginosa - - - - 25,4* - -
B. subtilis - - - - 25,4* - -
E. coli - - - - 25,4* - -
C. albicans - - - - - 24,6* -
C. tropicalis - - - - - 24,6* -
C. krusei - - - - - 24,6%* -
C. parapsilosis - - - - - 24,6* -

(-): nio houve formacio de halo de inibi¢iao de crescimento

Tabela 6: Atividade antimicrobiana do extrato hexanico de

método de difusdo em agar.

escapos de P. geniculatus pelo

MICRO- AMOSTRA VEGETAL ANTIMICROBIANOS |MeOH+Tween
ORGANISMOS | (ug/mL) 80 2 20% em
metanol
1000 500 250 125 Ciprofloxacino Fluconazol
(35uL/mL) (1,5uL/mL)
S. aureus - - - - 25,4% - -
P. aeruginosa - - - - 25,4% - -
B. subtilis - - - - 25,4% - -
E. coli - - - - 25,4% - -
C. albicans - - - - - 24,6* )
C. tropicalis - - - - - 24,6* -
C. krusei - - - - - 24,6* -
C. parapsilosis - - - - - 24,6* -

(-): ndo houve formacio de halo de inibi¢io de crescimento ao redor do disco.

Os extratos metandlico e hexanico ndo apresentaram atividade antimicrobiana

nas concentragdes testadas. Entretanto o extrato diclorometanico de escapos apresentou

halos de inibicdo de 8,59mm para B. subtilis na concentracao de 1000pug/mL, 7,28mm

na concentracdo de 500ug/mL, 6,65mm na concentracao de 250pg/mL, 6,63mm na

concentragdo de 125pg/mL. As leveduras ndo apresentaram valores relevantes no teste

de difusdo.
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5.2 Teste de diluicio em microplacas

A Figura 10 ¢ a foto do teste de microplaca, com o extrato DCM de escapos e
capitulos, onde observa-se a coloragdo azul, interpretada pela inibi¢do do extrato frente

a bactéria B. subtilis.

Figura 10: Representacdo dos resultados em microplacas. Extrato DCM de escapos frente B. subtilis

A concentracdo inicial testada foi de 1000 pg/mL indicando que se ndo houve
atividade nesta concentracdo ndo significa que a substancia ndo tenha atividade
antimicrobiana. Pois existem extratos que apresentam atividade antimicrobiana em
concentragdes maiores.

Os extratos metanolicos de escapos e capitulos apresentaram atividade B.
subtilis com MIC= 1000 pg/mL. O extrato metandlico de escapos apresentou atividade
S. aureus com MIC= 125 pg/mL e para o extrato metanolico de capitulos o S. aureus
apresentou MIC=1000 pg/mL. Porém as bactérias E. coli e P. aeruginosa nao
apresentaram MIC nas concentracdes testadas.

No extrato DCM de escapos apresentou atividade para B. subtilis com MIC=
62,5 ng/mL no extrato DCM de capitulos nao apresentou MIC nas concentragdes
testadas. Os extratos DCM de escapos e capitulos ndo apresentaram MIC nas
concentragdes testadas para as bactérias E. coli e P. aeruginosa.

O extrato metandlico de escapos apresentou atividade para C. parapsilosis com

MIC= 1000 pg/mL, entretanto o extrato metandlico de capitulos nao apresentou MIC
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nas concentracdes testadas. Os extratos metanolico de escapos e capitulos nao
apresentaram MIC nas concentragdes testadas para C. albicans e C. krusei. O extrato
metanolico de escapos apresentou atividade para C. tropicalis com MIC= 500 pg/mL, ja
para o extrato metandlico de capitulos ndo apresentou MIC nas concentracdes testadas.

O extrato DCM de escapos apresentou atividade para C. tropicalis com MIC =
1000 pg/mL, e os extratos DCM de capitulos nao apresentaram MIC nas concentragdes
testadas. Os extratos DCM de escapos e capitulos ndo apresentaram MIC nas
concentragdes testadas para as leveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis.

O extrato hexanico de escapos nio apresentaram MIC nas concentragdes

testadas para nenhumas das bactérias e leveduras.

Tabela 7: Atividade antimicrobiana no teste de diluicdo em microplacas.

Extratos
(ng/ mL)
Micro-organismos escapos capitulos
DCM MeOH hexano DCM MeOH
B.subtilis 62,5 1000 N N 1000
P. aeruginosa N N N N N
S. aureus 1000 125 N N 1000
E. coli N N N N N
C. parapsilosis N 1000 N N N
C. krusei N N N N N
C. albicans N N N N N
C. tropicalis 1000 500 N N N

(N) ndo houve atividade
5.3 Determinacido da Atividade Antioxidante
5.3.1 Atividade Scavenger sobre DPPH

Para este ensaio foram utilizados, quatro extratos (extrato MeOH de escapos e

capitulos e extrato DCM de capitulos e escapos).

A Figura 11 apresenta os resultados encontrados de ICsy para o teste radical
DPPH, onde o ICsy apresentado pela quercetina foi de 4,71, o acido galico 2,37, o
extrato DCM de capitulos 20,45; DCM de escapos 25,86; o extrato MeOH de capitulos
22,24 e MeOH de escapos 25,5 pl/mL.
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Os extratos DCM e MeOH de capitulos apresentaram um ICsy menor no teste
antioxidante do radical DPPH comparado aos outros extratos testados, provavelmente
i1sso ocorreu pela composi¢dao quimica dos capitulos, que apresentou também uma maior

porcentagem de fendis totais.

Q: quercetina
AG: 4cido galico
DCM cap: diclorometano capitulos
DCM esc: diclorometano escapos
MeOH cap: metanolico capitulos
MeOH esc: metandlico escapos

-

30+

251

20

IC,, para a supressé&o de radical DPPH (ug/mL)
¢

T T T T T T T N
DCM cap DCMesc  MetOH cap MetOH esc

Extrato de Paepalanthus geniculatus

Figura 11: ICs, para o radical DPPH com os extratos MeOH e DCM de escapos e capitulos de

P. geniculatus.

5.3.2 Atividade Antioxidante Total sobre ABTS""

Para este ensaio foram utilizados, quatro extratos (extrato MeOH de escapos e

capitulos e o extrato de DCM escapos e capitulos).

A Figura 12 apresenta os resultados encontrados de ICs, para o teste do cation
ABTS®", onde a quercetina apresentou um ICsy de 0,4, o acidos galico 0,3, o extrato

DCM de capitulos 29,03, DCM de escapos 29,08, o extrato MeOH de capitulos 13,31 e
MeOH de escapos 15,93 pL/mL.
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Figura 12: ICs, para o cition ABTS®" com os extratos MeOH ¢ DCM de escapos e

capitulos de P. geniculatus.

5.4 Determinacao do teor de fenois totais e flavonoide totais
5.4.1 Quantificacdo de fenois totais nos extratos

A curva analitica para o acido galico (Figura 7) apresentou um coeficiente de
correlacdo linear (R?) de 0,99919 que foi usada como referéncia na determinagdo do
teor de fendis totais. A partir da equacdo da reta (y = 0,01915x+0,00613) e do valor
médio das absorbancias obtidas para as solugdes dos extratos, obteve-se concentragao

de fenois apresentados na Figura 13.

A Figura 13 apresenta os resultados encontrados em porcentagem para o teste
de fenois totais, onde os teores encontrados foram de 24,06% para o extrato DCM de
escapos; 15,79% para o extrato DCM de capitulos; 15,30% para o extrato MeOH de
escapos e 18,08% para o extrato MeOH de capitulos.
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Figura 13: Determinagdo de fenois fotais com os extratos MeOH e DCM de escapos e capitulos.

5.4.2 Quantificacdo de flavondides totais nos extratos

A curva analitica para a quercetina (Figura 8) apresentou um coeficiente de
correlagdo linear (R?) de 0,99999 que foi usada como referéncia na determinacio do
teor de flavonoides totais. A partir da equacdo da reta (y = 0,00203x+0,00611) e do
valor médio das absorbancias obtidas para as solugdes dos extratos, obteve-se

concentracdo de flavonoides apresentados na Figura 14.

A figura 14 apresenta os resultados encontrados em porcentagem para o teste
de flavonoides totais, onde os teores encontrados foram de 21,16% para o extrato DCM
de escapos; 14,45% para o extrato DCM de capitulos; 27,87% para o extrato MeOH de
escapos e 44,02% para o extrato MeOH de capitulos.
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Figura 14: Determinagdo de flavonoides totais com os extratos MeOH ¢ DCM  de escapos e capitulos.

5.5 Determinacio da motilidade intestinal em camundongos

Os resultados no teste de motilidade intestinal estdo resumido na Tabela 7.
Foram utilizados os extratos DCM de escapos e capitulos, e o extrato MeOH de escapos
e capitulos na concentracdo de 250mg/kg. Como controle positivo o cloridrato de
loperamida a 5 mg/kg, o controle negativo foi a solugdo fisioldgica 0,3 mL, o controle

do solvente foi a 4gua e o Tween 80 a 20% (0,3 mL)
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Tabela 8: Distancias percorridas pelo carvao ativo no intestino de camundongos, sob influéncia
de diferentes tratamentos.

Média da distancia Média da distancia
Tratamentos percorrida (cm) = DP percorrida (%) + DP
Capitulos/MeOH 47,1 £4,3* 80,73 + 7,29*
Escapos/MeOH 48,4+ 11,8* 79,14+ 19,38*
Capitulos/DCM 41,0+ 3,2 69,79 £ 5,90
Escapos/DCM 45,3 £2,3* 76,25 + 3,94*
Controle solvente 33,0+ 3,8 56,05 £ 6,51
(Tween 80+metanol+agua)
Controle negativo 33,7+ 5,0 56,78 + 8,35
(sol. fisioldgica)
Controle positivo 12,5+3,7 23,04+ 7,31
(cloridrato de loperamida)
Comprimento do 54,3+5.8 100,0 + 10,64
Intestino

*(diferenca quando comparado ao controle positivo (estatistica p< 0,05); DP: desvio padrdo
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*extratos que apresentaram diferenca estatistica quando comparados ao controle positivo.

Figura 15: Distancias percorridas pelo carvao ativo no intestino de camundongos (cm)
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Figura 16: Distancias percorridas pelo carvao ativo no intestino de camundongos (%)

O ensaio do transito intestinal em camundongos frente aos extratos de P.
geniculatus demonstrou que houve uma diferenca significativa na distdncia percorrida
pelo carvao ativo nos animais apos administracao dos extratos, quando comparados com
os controles. Portanto, segundo a andlise estatistica realizado, os valores de distancia
percorrida pelo carvao ativo encontrado nos tratamentos foram estatisticamente
diferentes do valor encontrado para o controle positivo (cloridrato de loperamida).
Assim sendo, pode-se inferir que os extratos MeOH de capitulos e escapos e DCM de
escapos tenham alterado a motilidade intestinal dos animais na concentracdo de
250mg/kg, enquanto o extrato DCM de capitulos ndo apresentou alteragdo significativa

na motilidade intestinal dos animais.
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6 DISCUSSAO

E crescente o interesse em terapias alternativas e o uso terapéutico de produtos
naturais, especificamente aqueles provenientes de plantas (RATES, 2001;
ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006; OLIVEIRA et al. 2007b). No Brasil, plantas
medicinais sdo popularmente utilizadas sob diversas formas, como cha, xarope e
tinturas (MATOS, 1997). No entanto, o uso oficial dessas fontes terapéuticas nos
servigos de saude requer conhecimento cientifico para a transformacdo dessas plantas
em fonte terapéutica para uso seguro, racional e benéfico (RATES, 2001; MICHILIS,
2004; TORRES et al. 2005; VENDRUSCOLO et al. 2005; SILVA et al. 2006).

As plantas com atributos terapéuticos utilizadas no cuidado a satde tradicional
compdem importante fonte de novos compostos biologicamente ativos. Aparecem como
parte do cuidado tradicional a saide em muitas partes do mundo ao longo de décadas e,
por isso tém despertado o interesse de varios pesquisadores (CEBALLOS et al. 1993;
CUNHA, 1995; LIMA, 1996; COWAN, 1999; FARIAS & LIMA, 2000; BELEM,
2002; MICHELIN et al. 2005).

Destaca-se, no entanto, a importancia de se definir a CIM das plantas para
determinagdo da atividade farmacologica de novos agentes especialmente no Brasil que
apresenta uma grande diversidade. Desta forma, diversos estudos baseam-se no
desenvolvimento e pesquisa de substiancias mais eficazes, menos toxicas € no controle
da resisténcia e o surgimento de microrganismos patogénicos (MENG et al. 2000; HO
et al. 2001; MICHELIN et al. 2005; LEITAO et al. 2006; LIMA et al. 2006a;LIMA et
al. 2006b; BARBOSA-FILHO et al. 2007; SAUDE-GUIMARAES & FARIA, 2007).

Diferentes métodos sao utilizados na avaliacdo da atividade antibacteriana e
antifingica dos extratos vegetais e outros produtos naturais. Dentre eles podemos citar o
método de difusdo em agar e o método de diluicdo em meio liquido (macrodiluicao e
microdilui¢do). E importante determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) de extratos bioativos (ELOFF, 1998;
COWAN, 1999).

A interpretacdo do nivel de inibi¢do aceitavel ¢ controversio entre os autores,

quando comparados com antibidticos padroes, sendo que alguns autores consideram
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somente resultados similares aos de antibioticos, enquanto outros consideram com bom

potencial mesmo aqueles com niveis de inibi¢des superiores.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que ambos os métodos de

determinagdo de atividade antimicrobiana apresentaram resultados significativos.

Dos cinco extratos (extratos MeOH de escapos e capitulos, extratos DCM de
escapos e capitulos e extrato hexanico de escapos) analisados, dois apresentaram
atividade antibacteriana, porém esta atividade foi diferente para cada metodologia,
sendo verificada maior atividade antibacteriana nos testes de dilui¢do em microplacas

quando comparadas a atividade dos testes em difusdo em agar.

O estudo realizado por Murray e colaboradores (2003), mostra a grande
resisténcia dos microrganismos frente a substiancias antimicrobianas, o que foi
observado no presente estudo onde as bactérias Pseudomonas aeruginosa ¢ Escherichia

coli apresentaram-se resistentes a todos os extratos vegetais estudados.

Paepalanthus geniculatus apresentou boa atividade contra as bactérias Gram
positivas B. subtilis (MIC= 62,5 ng/mL no extrato MeOH de escapos) e Staphylococcus
aureus (MIC= 125 pg/mL no extrato DCM de escapos). Para Candida, somente uma
pequena inibigdo observada para C. tropicalis 500 pg/mL, com o extrato MeOH de
escapos. O extrato hexanico ndo apresentou atividade para todos os microrganismos
testados. Estes resultados se devem possivelmente pela presenca de flavondides como
constituinte(s) quimico(s) dessa planta, proposi¢ao esta condizente com a literatura que
mostra a importancia desses constituintes como moléculas bioativas (CUSHNIE &

LAMB, 2005; SALATINO et al. 1990)

Aligianis e colaboradores (2001) propuseram uma classificagdo para materiais
vegetais com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibi¢ao - CIM até
500 pg/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibigdo -
CIM acima de 1600 pg/mL.

Segundo Ostrosky e colaboradores (2008) a atividade antimicrobiana realizada
em microplacas ¢ até 30 vezes mais sensivel que o teste realizado em difusdo em agar,

fato esse verificado neste trabalho (Figura 6) onde pode-se notar que os extratos que
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apresentaram atividade antibacteriana, mostraram uma atividade mais potente quando

testadas em microplacas.

Antioxidantes sd0 compostos naturais ou sintéticos € que apresentam elevada
estabilidade oxidativa, possuindo a propriedade de prevenir a oxidagdo de outras
substancias, como proteinas, acidos nucléicos e lipideos. Participam, de alguma forma,
na inibi¢ao do processo oxidativo deteriorativo, quer nos alimentos, no organismo
animal ou humano. Em substancias nao nutrientes, sdo enquadrados principalmente os
compostos fendlicos, que podem atuar de forma efetiva como antioxidantes, estando
presentes nos vegetais num numero bastante elevado de compostos (MANCINI &

MANCINI-FILHO, 2005).

Em geral os compostos fendlicos sao multifuncionais como antioxidantes, pois
atuam de varias formas: combatendo os radicais livres, pela doagdo de um atomo de
hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromadtica, que possui a
capacidade de suportar um elétron desemparelhado através do deslocamento deste ao
redor de todo o sistema de elétrons da molécula, quelando metais de transi¢ao, como o
Fe*" e o Cu’, interrompendo a rea¢io de propagacdo dos radicais livres na oxidacdo
lipidica, modificando o potencial redox do meio, reparando a lesdo a moléculas atacadas

por radicais livres (PODSEDEK, 2007, KYNGMI & EBELER, 2008).

Os testes ABTS®', DPPH foram realizados como triagem da atividade
antioxidante destes compostos vegetais (extratos de escapos e capitulos DCM e extratos
de escapos e capitulos MeOH), os quais ndo apresentaram uma atividade antioxidante
significativa, em comparacdo ao padrdo de quercetina e acido galico, ainda que os
extratos utilizados nesse trabalho sdo extratos brutos, enquanto os padrdes sao
substancias isoladas. O resultado encontrado de ICsg no teste do radical DPPH foi
20,45ul/mL para o extrato de capitulos DCM, e 22,24ul/mL para o extrato de capitulos
MeOH. No teste do cation ABTS®* o ICs, encontrado foi 13,31ul/mL para o extrato de
capitulos MeOH e 15,93ul/mL para o extrato de escapos MeOH. O teor de FT no
extrato de escapos DCM, apresentou maior porcentagem (24,06%), isso podendo estar
relacionado ao padrdo acido géalico que apresenta maior teor de compostos fenolicos. E
na determinagdo do teor de FLT o extrato de capitulos MeOH apresentou 44,02% e
escapos MeOH apresentou 27,87% de FLT isso ¢ devido a polaridade dos extratos e

dos flavondides que sao encontrados em maiores quantidades em composigdes polares.
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Salatino e colaboradores (1990) realizaram o estudo do teor de fendis dos
capitulos de 86 espécies de 8 géneros de Eriocaulaceae. Os maiores teores € a maior
variabilidade foram obtidos com Paepalanthus, com valores entre 0,7-8,9 %. As
espécies de Paepalanthus, as espécies pertencentes a Paepalanthus subg. Platycaulon
foram as que apresentaram os maiores teores (3,6-8,4 %), enquanto que as de
Paepalanthus subg. Xeractis apresentaram os menores teores (0,7-3,6 %). Do ponto de
vista evolutivo, segundo os autores, esses resultados apontam para uma posi¢ao basal de
Paepalanthus, devido aos maiores teores de fenois, e uma posi¢do mais avangada de
Leiothrix. Silva e colaboradores (2009) isolaram e identificaram flavonoéides, derivados
de rutina e apigenina, em extratos de espécies Leiothrix spiralis, Syngonanthus
suberosus, Syngonanthus dealbatus e Eriocaulon ligulatum, e demonstraram importante

atividade antimicrobiana destas espécies.

Os extratos MeOH de capitulos e escapos apresentaram um ICsy menor no teste
antioxidante do céation radical ABTS®" quando comparado aos outros extratos,
provavelmente isso ocorreu pela composi¢do dos extratos MeOH que sdo polares, e por
esse motivo pode ser que os flavonoides estejam em maiores concentracdes nesse
solvente, j& que o mesmo também apresenta uma composi¢do quimica mais polares,
isso pode ser comprovado também no teste de FLT, que demonstrou um maior

porcentagem de FLT para os extratos metandlico.

Em muitas espécies o escapo ¢ uma parte abundante e muito utilizada na
confeccdo de pegas artesanais, iniciou-se uma investigacdo dos escapos de P.
bromelioides e P. latipes. Deles, Nehme (1997) obteve derivados 7-metoxilados da
quercetina, enquanto que Santos (1997) encontrou naftopiranonas nos capitulos e
flavonodis 6-metoxilados derivados do kaempferol e da quercetina nos escapos de P.

hilairei.

Os resultados obtidos no teor de FT apresentaram uma porcentagem maior para
o extrato DCM de escapos isso quando comparado aos demais extratos testado,
provavelmente porque o padrdo utilizado nesse teste foi o acido gélico, que ¢ usado

como padrdo para quantificacdo de fenol.

O teor de FLT obtido nesse trabalho apresentou uma porcentagem maior nos

extratos MeOH de escapos e capitulos, isso quando comparado aos demais extratos
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