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RESUMO

Sdo muitas as tentativas de se obter novas fontes de moléculas capazes de atuarem a
favor da satde humana combatendo problemas de satide puablica, especialmente a partir de
espécies vegetais. Procurou-se estabelecer neste trabalho pardmetros farmacognoésticos
relacionados a caracterizagao inicial da droga vegetal de Equisetum hyemale. O espécime de E.
hyemale foi coletado no Horto de Plantas Medicinais e Téxicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara. Estudos preliminares com a droga vegetal mostraram a
presenca de metabdlitos secundérios de maior polaridade. Os extratos etandlico 70% e
metandlico foram obtidos por percolacdo e submetidos a estudos fitoquimicos realizados
utilizando-se reacdes gerais de identificacdo e métodos Cromatograficos em Camada
Delgada (CCD). Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados pelo método de
difusdo em agar com “templates” e pelo método de determinacdo da Concentragdo Inibit6ria
Minima (CIM) por microdiluicao em caldo, frente a cepas bacterianas e fingicas. O potencial
de atividade antioxidante dos extratos foi determinado baseando-se na atividade
sequestrante da solugdo de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH). Os ensaios para atividade
citotoxica foram realizados frente a linhagens de células eucariéticas in vitro. Os resultados
obtidos no estudo fitoquimico mostraram a presenca de compostos fendlicos e saponinas em
ambos os extratos que apresentaram atividade antifingica e frente a micro-organismos
bucais segundo a técnica de microdilui¢do em caldo. Os ensaios com DPPH demonstraram
que os extratos tem capacidade sequestrante de radicais livres. Os testes de citotoxicidade
revelaram que o extrato etandlico 70% apresentou baixa citotoxicidade na maior
concentracdo testada (2000 pg/mL) frente a fibroblastos enquanto que frente a macréfagos
causou 50% de morte celular nesta mesma concentracdo, o extrato metandlico mostrou
citotoxicidade de 50% na faixa de 1000-2000 pg/mL frente a ambos os tipos celulares.

Palavras chave: Equisetum hyemale, fitoquimica, atividade bioldgica.



ABSTRACT

There are many attempts to obtain new sources of molecules that have the capacity
of acting in favor of human health resolve public health problems, especially from plant
species. This study aimed to establish pharmacognostic parameters to characterize the drug
of Equisetum hyemale. E. hyemale were collected at “Horto de Plantas Medicinais e Toxicas de
Araraquara”. The preliminary characterization reactions showed the presence of secondary
metabolites of higher polarity in the drug and the extracts 70% ethanol and methanol were
obtained by percolation, and submitted to phytochemical studies performed using methods
for identification and Thin Layer Chromatography (TLC). The tests for antimicrobial activity
were performed by agar diffusion with templates and broth microdilution methods, was
used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values against bacterial and
fungal strains. The extracts antioxidant potential was determined based on the activity of 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) activity scavenging. The cytotoxicity assays were
performed against eukaryotic cell lines in vitro. The results showed the presence of phenolic
compounds and saponins in both extracts. The extracts showed antifungal activity and
against oral micro- organisms by microdilution method. The tests with DPPH showed that
both extracts have an antioxidant activity compared with literature. Ethanolic extract showed
low cytotoxicity at the highest evaluated concentration (2000 pg/mL) against fibroblastic
while against macrophages caused 50% cell death at the same concentration, the methanolic
extract caused 50% cell death at the concentration in between 1000-2000 ug/mL against both
cells.

Keywords: Equisetum hyemale, phytochemical, biological activitie.
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1.1- Plantas medicinais e fitoterapicos

Plantas medicinais sdo todas aquelas, silvestres ou cultivadas, que sao
utilizadas como recurso para prevenir, aliviar, curar ou modificar, um processo
fisiol6gico ou patolégico ou ainda como fonte de farmacos e de seus precursores,
enquanto que medicamentos fitoterdpicos sdo produtos medicinais acabados, cujos
ingredientes ativos sdo formados por partes de plantas, plantas inteiras ou outro
material vegetal em forma de preparagdes farmacéuticas. Portanto, sdo
caracterizados pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso, assim como
pela reprodutibilidade e constdncia de sua qualidade (WHO, 1993; BRASIL, 2004;
BRASIL, 2010).

A utilizagdo das plantas no combate as doengas é tdo antigo quanto a prépria
humanidade. Produtos naturais tem sido a maior fonte de sucesso para a descoberta
de novos agentes terapéuticos (OLIVEIRA e AKISUE, 1995).

As crengas populares sdao consideradas o ponto de partida para o
conhecimento cientifico. A partir delas, supde-se que foram desenvolvidos mais de
70% dos medicamentos derivados de plantas. Apesar de haver contrapontos entre o
conhecimento cientifico e o saber popular, a constante integragao entre esses saberes
contribui muito nas descobertas de novos conhecimentos, auxiliando os
pesquisadores na busca da cura para diversas doengas (CAPONI et al., 2003).

Atualmente, observa-se no Brasil um crescimento significativo na utilizagao
de fitoterdpicos, que se explica pelos avancos ocorridos na area cientifica que
permitiram um maior desenvolvimento nessa drea, assim como uma forte tendéncia

de procura, pela populacdo, por terapias mais acessiveis financeiramente (YUNES e

VALDIR FILHO, 2001).
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Inegavelmente, os fitoterapicos tém um papel importante na terapéutica,
contudo, seu emprego nem sempre segue as normas no que diz respeito aos
requisitos de eficicia e seguranca, uma vez que sdo produtos de venda livre e, desta
forma estdo diretamente ligados a automedicacao (BRASIL, 2004).

No Brasil os fitoterapicos sdo empregados basicamente em concordancia com
praticas tradicionais pela populacdo nativa ou trazidas ao pais por imigrantes, tanto
em dreas rurais quanto urbanas. Considerando a riqueza da flora brasileira o
emprego destes recursos terapéuticos requer mais que conhecimento tradicional,
deveria haver o acimulo de conhecimento cientifico que permitisse a transformacao
das plantas medicinais em medicamentos industrializados (RATES, 2001).

Os principais problemas enfrentados para a implementagdo da fitoterapia no
Brasil sdo os socioculturais e econémicos além da falta de estudos organizados e
integrados que ndo permitiram ainda a transposi¢do dos recursos disponiveis na
biodiversidade brasileira ao moderno conceito de fitoterapicos (RATES, 2001).

O uso seguro e eficaz de fitoterapicos envolve algumas etapas importantes
como: estudos de identificacdo botanica, andlises fisico-quimicas, microbioldgicas e
triagem fitoquimica para a padronizagdo de matérias-primas e do produto acabado,
como testes preliminares para alcancar um padrdo de qualidade necessario a um
medicamento. Embora diversos estudos tenham demonstrado a necessidade de
garantir seguranga aos produtos de origem vegetal (BRANDAO et al., 2002; CHOI et
al., 2002; BAST et al., 2002; MELO et al., 2004), a aplicacdo e a validacao de métodos
analiticos para matérias-primas a base de plantas ainda sdo escassos na literatura

(VAN BEEK e WINTERMANS, 2001; WANG e YAO e ZENG, 2003; BARA e CIRILO
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e OLIVEIRA, 2004).

As analises fisico-quimicas ou de pureza identificam a presenca de
impurezas inorganicas nao-volateis que podem estar contaminando a droga vegetal.
O controle microbiolégico deve ser realizado devido ao fato dos materiais vegetais
conterem um grande ndamero de fungos e bactérias, pertencentes a sua microflora
natural ou mesmo introduzidas durante a manipulacdo, contaminacdo esta que pode
ser intensificada com o tempo e ndo somente comprometer o material em si, mas
também o usuério (SONAGLIO et al., 2003).

Segundo Aratjo e Ohara (2000), investigagdes da qualidade microbiol6gicas
de drogas vegetais e produtos delas obtidos realizadas em outros paises, mostraram
indices de contaminagdo microbiana em desacordo com normas internacionalmente
aceitas para medicamentos (LENOBLE et al., 1980; CORTEZ et al., 1986; FAVET,
1992; KEDZIA, 1995; MARTINS et al.,, 2001, KNEIFEL et al.,, 2002). No Brasil,
avaliagdes de fitoterapicos comercializados em farmadcias apresentaram resultados
semelhantes (FISCHER e SAITO, 1988; FISCHER et al., 1993; SANTOS et al., 1995).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos
ou avaliar a presenca destes nas espécies vegetais. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica pode identificar os
grupos de metabdlitos secundarios relevantes. Essa abordagem permite obter
informacdes preliminares a partir de testes fitoquimicos qualitativos ou quantitativos
para classes de substancias como: flavondides, alcaldides, esterdides, terpenos,

taninos, saponinas entre outras (SIMOES, 2001).
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1.2- Ensaios biolégicos
1.2.1- Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode ser avaliada
atualmente por varios métodos, sendo que os mais empregados incluem método de
difusdo em &gar e diluicdo em caldo.

O teste de difusdo em &gar é considerado um método fisico pelo fato de um
micro-organismo ser colocado em contato com a substancia a ser avaliada, em meio
de cultura sélido. O resultado é interpretado pela relacdo entre o tamanho da zona de
inibicdo de crescimento do micro-organismo e a concentracdo da substancia em teste
e é ainda comparado a um padrdo de referéncia, a medida de inibigdo se refere a
zona ou o halo de inibicdo de crescimento partindo-se da circunferéncia do disco ou
poco até a margem onde ha crescimento de micro-organismos (PINTO et al., 2003;
OSTROSKY et al., 2007). Este método apresenta algumas limitacdes como o fato de
poder ser realizado somente com micro-organismos de crescimento rapido, sendo
eles aerdbios ou aerdbios facultativos. Neste método a aplicagdo da substdncia
antimicrobiana pode ser realizada de diferentes maneiras como por meio de disco,
cilindros de ago inoxidavel ou perfuracao em agar (PINTO et al., 2003; OSTROSKY et
al., 2007).

A relacdo encontrada entre o crescimento do micro-organismo observada
pela densidade da turbidez em meio liquido e a concentragao da substancia avaliada
é realizada por meio do método de diluicdo em caldo, utilizando-se também um
padrao de referéncia para comparacao (PINTO et al., 2003; OSTROSKY et al., 2007).
Considerado um método que fornece resultados quantitativos este ndo sofre

influéncia da velocidade de crescimento dos micro-organismos (OSTROSKY et al.,
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2007).

Para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) tem-se utilizado
um método sensivel de microdiluicdo desenvolvido por Eloff em 1998 que utiliza
microplacas com 96 pogos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL. Esta
técnica de diluicdo em microplacas foi utilizada primeiramente para verificar a
atividade antimicrobiana em extratos vegetais, o autor observou, porém que células
de alguns micro-organismos se aderiam a base do poco, enquanto as de outros
permaneciam em suspensdo, que alguns extratos precipitavam e ainda que a clorofila
em concentracoes altas interferia na analise devido sua coloracao verde. No entanto
Eloff (1998), concluiu que o método de microdiluicdo é 30 vezes mais sensivel que
outros métodos usados na literatura, além de ser barato, ter reprodutibilidade e
nessecitar de pequena quantidade de amostra, podendo também ser usado para
avaliar grande ntimero de diferentes substancias (OSTROSKY et al., 2007).

O conhecimento das condicOes experimentais e padronizacdo rigorosa na
execucdo dos métodos de difusdo e de diluicdo evitam que ocorram erros na
interpretacdo dos resultados obtidos, ja que diversos sdo os fatores que interferem.
Dentre estes destaca-se: meios de cultura, pH, disponibilidade de oxigénio, in6culo,
condicdes de incubacdo e espessura e uniformidade do agar (PINTO et al., 2003;

OSTROSKY et al., 2007).

1.2.1.1- Micro-organismos
Inameros sdo os casos de morbidade e mortalidade relacionados a diferentes
grupos microbianos. Dentre os micro-organismos envolvidos nesses eventos destaca-

se a importancia de algumas espécies ligadas a diferentes formas de infeccdo e ainda
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ao surgimento de isolados resistentes que vem causando sérios problemas de satide

publica.

1.2.1.1.1- Micro-organismos Gram-positivos

O aumento das infec¢des por micro-organismos Gram-positivos tem sido
destaque nos tltimos anos. A predomindncia desse grupo nas diversas infeccdes tem
chamado atengdo por um perfil de sensibilidade reduzido para diferentes
antimicrobianos, trazendo frequentemente dilemas terapéuticos durante a préatica
clinica (FRIDKIN, 2001).

Staphylococcus aureus sdo considerados micro-organismos oportunistas e
frequentemente estdo associados a infec¢des adquiridas na comunidade e no
ambiente hospitalar, causando infec¢des como celulite, impetigo e feridas em
diversos sitios sendo agudas ou piogénicas, disseminando-se para diferentes tecidos
e provocando focos metastaticos (CDC, 2001; FRIDKIN, 2001). Portadores nasais e
pacientes colonizados por estas bactérias tém sido descritos como fatores de risco
para o desenvolvimento de infec¢cdes (DEPARDIEU et al., 2003). Atualmente, S.
aureus resistente a meticilina é o patégeno mais encontrado em infeccbes e é
responsavel por inativar a acdo de varios antibiéticos, tornando a multirresisténcia,
um grande problema de satide publica (STRATTON, 2000; GELATTI et al., 2009).

Considerado um micro-organismo relativamente inécuo devido ao fato de
fazer parte da microbiota normal da pele, o Staphylococcus epidermidis ganhou
interesse significativo nos tltimos anos e se tornou um patégeno de importéancia,
especialmente em pacientes imunocomprometidos, por causar infec¢des que levam a

destruicdo das barreiras das mucosas permitindo o acesso a corrente sanguinea,
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sendo a principal causa de infec¢des ligadas a implantes de dispositivos médicos
(LOWY, 1998; DOMINGO e FONTANET, 2001; ZIEBUHR, 2001; VUONG e OTTO,
2002; MASSEY et al., 2006).

Tanto as espécies S. aureus como S. epidermidis sdo conhecidos pela sua
capacidade de formar biofilmes. Esses biofilmes formados em tecidos ou em
dispositivos médicos dificultam a atuagdo do medicamento e eliminagdo desses
micro-organismos (GOTZ, 2002; FITZPATRIC et al, 2005, O'GARA, 2007;
MACCANN et al., 2008).

Os bacilos Gram-positivos, formadores de esporos, como Bacillus subtilis, sdo
resistentes a condigdes ambientais adversas e sdo considerados patégenos
oportunistas, geralmente isolados em pacientes sob o uso de proéteses,
imunocomprometidos, em infec¢des oculares e do sistema nervoso central por

introducdo traumatica (ZEIGLER, 2008).

1.2.1.1.2- Micro-organismos Gram-negativos

Os micro-organismos Gram-negativos sdo de grande importancia
microbiolégica e médica devido as infec¢cdes que causam e também devido ao
surgimento de isolados resistentes aos antimicrobianos utilizados na terapéutica
(ABOTT, 2003; MURRAY et al., 2004).

A enterobactéria Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo com cepas
encontradas como habitante natural da flora microbiana do trato intestinal de
humanos, normalmente encontrado nas fezes destes. Porém estd relacionada a
inimeras infeccdes tanto da comunidade como hospitalares e em pacientes

imunocomprometidos, é o micro-organismo mais frequente em infec¢des urinarias e
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ocorre em cerca de 80% a 90% das infeccdes bacterianas agudas nao-complicadas
(MURRAY et al., 2004). O surgimento de diferentes grupos de E. coli relacionados
com surtos de infeccdo e disttrbios gastrointestinais vem conduzindo a estudos que
os classificam de acordo com propriedades de viruléncia; sorotipos; interagcdes com a
mucosa intestinal; sindrome clinica e epidemiologia, com prevaléncia principalmente
entre criancas (REED, 1994, STAMM e NORRBY, 2001; KAPER, 2005, WEINTRAUB,
2007).

Pseudomonas aeruginosa é um micro-organismo caracterizado por sua
intrinseca resisténcia a uma variedade de antimicrobianos e é um dos agentes mais
relacionados a infecgdes oportunistas em pacientes hospitalizados, principalmente
em pacientes que frequentam unidades de terapia intensiva (STOVER et al., 2000;
PARKINS et al., 2010), além de ser a causadora de pneumonias, estd associada a
taxas significativas de mortalidade no caso de septssemias (ROY-BURMAN et al,,
2001; UNAL et al., 2004). A emergéncia de isolados multirresistentes traz um risco
potencial a atual terapéutica, sendo considerado um problema global (HANCOCK e

SPEERT, 2000; PARKINS et al., 2010).

1.2.1.1.3- Leveduras

Infeccbes sistémicas causadas por leveduras do género Candida sao
frequentes no hospedeiro imunocomprometido, com aproximadamente 20 espécies
reconhecidamente patogénicas destacando-se Candida albicans (NEVES et al., 2002;
COLOMBO e GUIMARAES, 2003), sendo considerada de dificil diagnéstico com
altas taxas de morbidade e mortalidade, apesar das terapias antifungicas

(RICHARDSON e LASS-FLORL, 2008).
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Essa incidéncia de infec¢Ges oportunistas por leveduras tem se tornado
crescente devido a maior agressividade no tratamento de neoplasias, transplante de
6rgdos, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), lupus eritematoso sistémico
(LES), entre outras doencas (NUCCI e MARR, 2005; MACEDO et al., 2008).

Atualmente, podemos evidenciar uma mudanca marcante no perfil
epidemiolégico das leveduras com o surgimento de isolados resistentes aos
antifangicos disponiveis (RICHARDSON e LASS-FLORL, 2008).

C. albicans tem despertado grande interesse das pesquisas na area de saade
devido a associagdo com infeccdes oportunistas e ao surgimento de isolados
resistentes e formacdo de biofilmes ou ainda por pertencer a microbiota humana
onde sob circunstancias normais, pode ser encontrada em 80% da populacdo sem que
isso implique em quaisquer efeitos prejudiciais a sua satide, embora o excesso resulte

em candidiase (KUNAMOTO et al., 2005).

1.2.1.1.4- Fungos dermatofitos

As micoses cutdneas sdo infec¢des fungicas localizadas nas camadas
superficiais da pele e seus anexos (OLIVEIRA et al., 2006) e podem ser causadas por
dermatofitos ou fungos filamentosos ndo dermatofitos. Estudos epidemiolégicos
indicam que as micoses cutdneas estdo entre as doencas de maior incidéncia no
mundo (PERON et al., 2005), acometendo todas as faixas etdrias e gerando gastos de
milhdes de délares em tratamentos todos os anos (ABDEL-RAHMAN et al., 2005).
Variam quanto as formas clinicas e agentes causais; porém, a maioria dos autores
relata como agentes etiol6gicos mais frequentes os dermatoéfitos (80-90%), grupo de

fungos que afetam tecidos queratinizados de humanos e outros vertebrados
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causando infec¢des (ALMEIDA, et al., 2009). Esse aumento das micoses causadas por
fungos dermatofitos tornou-se um importante problema de satde ptublica. A
disponibilidade de antifngicos na pratica médica é relativamente pequena, algumas
vezes, ineficiente e a maioria deles apresenta certa toxicidade (GIROIS et al., 2006).

Atualmente existem cerca de 40 espécies de dermatofitos, divididos em 3
géneros: Trichophyton (cerca de 22 espécies), Microsporum (cerca de 17 espécies) e
Epidermophyton (com 2 espécies). Destacam-se os géneros Trichophyton e Microsporum
por estarem envolvidos em intimeras formas de micoses superficiais também
conhecidas como tineas.

Trichophyton rubrum ¢é parasita de tecidos queratinizados e causa
principalmente lesGes na pele e unhas como nos casos de tinea corporis, manuum e
em onicomicoses. Possui a capacidade de produzir proteinases, entre outras enzimas,
para se utilizar das proteinas do hospedeiro como fonte de nutrientes (LACAZ et al.,
1991; WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995; LACAZ et al., 2002).

Trichophyton mentagrophytes é o dermatéfito mais envolvido nos casos de
tineas barbae, causando infec¢des na area da barba que podem ser de superficiais
moderadas a foliculares inflamatérias severas. Esta envolvido com maior freqiiéncia
também nos casos de tinea pedis, causando condi¢des inflamatérias aguda nas solas
dos pés e entre os dedos, caracterizadas pela formacdo de vesiculas e pustulas
(WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995).

Estudos realizados com isolados clinicos de T. rubrum e T mentagrophytes
mostraram grande variagdo quanto a susceptibilidade aos antifangicos disponiveis

atualmente no mercado (ALMEIDA et al., 2009).
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Microsporum canis estd presente principalmente nas tineas capitis, causando
infeccdes no couro cabeludo, sendo que essa infeccdo pode ser moderada, quase
subclinica com eritema leve ou ainda uma reacdo altamente inflamatéria com
foliculites, formagao de kerion, e dreas extensas de cicatrizagao e alopecia, as vezes
acompanhada por febre (WEITZMAN e SUMMERBELL, 1995).

A micologia médica tem passado por muitas mudancas. A profilaxia
antifingica e a terapia empirica tém contribuido para alteragdes epidemiolégicas,
com a aparigao de cepas com resisténcia secundéria aos antifngicos e a substituicao
de algumas espécies sensiveis por outras com resisténcia intrinseca (ESTRELLA e

TUDELA, 2002; ROBERTS et al., 2003).

1.2.1.1.5- Micro-organismos bucais

Como a cavidade bucal apresenta ambiente tmido e temperatura constante,
favorece o desenvolvimento de uma variedade de micro-organismos (MARSH, 2003).

A carie dentaria é uma doenca infecciosa transmissivel, considerada um
problema de satde publica (NARVALI, 2000; OLIVEIRA et al., 2008). Dentre os micro-
organismos envolvidos neste processo destacam-se as bactérias fermentadoras como:
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus,
e Lactobacillus casei que atuam sobre os carboidratos introduzidos na dieta alimentar.
Acredita-se que os estreptococos estejam envolvidos com o desenvolvimento inicial
da carie, enquanto os lactobacilos sejam os responsaveis pela consolidacdo da lesao
(VAN HOUTE, 1993; OLIVEIRA et al.,, 2008). A placa bacteriana representa um
biofilme verdadeiro, pois consiste de bactérias em matriz composta principalmente

de polimeros extracelulares e produtos do exsudato do sulco gengival (LANG et al.,
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2005), fornecendo as bactérias protecdo, inclusive contra agentes antimicrobianos
(LANG et al., 2005; MORALIS et al., 2006).

A microbiota bucal sofre influéncia de fatores externos como tabagismo,
alcoolismo, estado nutricional, higiene bucal, antibioticoterapia e permanéncia em
ambientes hospitalares, que levam a possibilidade de selecionar espécies bacterianas
(MISIARA, 2004; MORAIS et al., 2006), com consequente surgimento de isolados
resistentes.

A doenga periodontal causada por espécies como Enterococcus faecalis e
Streptococcus sanguinis é considerada como resultado de um processo interativo entre
o biofilme e os tecidos periodontais por meio de respostas celulares e vasculares
(SALLUM et al., 2004). A periodontopatia em alguns casos pode levar o paciente ao
6bito pelo fato de ter relacdes diretas com doencas sistémicas, como no caso de
infeccdes respiratorias graves (MORALIS et al., 2006).

Diante dos dados encontrados na literatura fica clara a importancia pela
busca de novas opgdes terapéuticas para o combate de infeccdes causadas por

diferentes micro-organismos.

1.2.2- Atividade antioxidante

A forma humana que se apresenta hoje teve origem com as sucessivas
modificagdes fisico-quimicas ocorridas no universo que levaram ao processo de
transformacdo de energia com consequente inicio da incorporacdo do oxigénio sob
forma molecular gasosa. Todos os animais e plantas requerem oxigénio para uma

eficiente producdo de energia, exceto os organismos que estdo adaptados a viver em
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condicdes de anaerobiose, como por exemplo, alguns micro-organismos
(KARLSSON, 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) ou radicais livres sdo formados
durante o processo respiratério e apesar de uma existéncia breve, possuem certo
instante livre, no qual procuram reagir com a matéria circundante, adquirindo assim
estabilidade (BRIGANTI e PICARDO, 2003).

A toxicidade ou danos provocados pelas EROs em nivel molecular, organico
e celular levou a um crescente interesse por parte dos pesquisadores durante as
tltimas décadas devido as evidéncias de que diversas patologias humanas e até
mesmo o processo de envelhecimento possuam relacdo com a formagdo destas
moléculas (JENKINS e GOLDFARB, 1993; LIMA e ABDALLA, 2001; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007).

Substancias antioxidantes sdo aquelas que quando presentes retardam ou
inibem significativamente a oxidacdo de substratos. O equilibrio entre as EROs e
agentes antioxidantes é o mecanismo que melhor previne o estresse oxidativo e os
danos provenientes dele (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007; WU et al., 2008).

O método de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) consiste na capacidade deste
em reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes o
mesmo recebe H sendo entdo reduzido. O radical DPPH é instavel, de coloracao
puarpura, porém quando reduzido passa a ter coloracdo amarela. Pode ser facilmente
detectado por espectrofotometria devido a sua intensa absorcado na regiao visivel. O
ensaio é iniciado pela adi¢cdo do DPPH e a amostra, em solucdo. A capacidade da

2

amostra de reduzir o DPPH, ou seja, evitar sua oxidacdo é verificada pela
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porcentagem de DPPH reduzido restante no sistema. Entdo a porcentagem de DPPH
restante é proporcional a concentracdo de antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995; BONDET et al., 1997; JIMENEZ-ESCRIG et al., 2000; MENICHETTI et al., 2005;

LIU, 2010).

1.2.3- Avaliacao da citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade in vitro para a verificacdo da seguranca do uso de
produtos obtidos a partir de materiais naturais, especialmente os de origem vegetal,
constituem uma etapa importante do processo de obtencdo de moléculas
farmacologicamente ativas, uma vez que esta avaliagdo preliminar permite
diferenciar dentre as diversas espécies vegetais e dentre os compostos delas obtidos
aqueles que realmente trazem beneficios a satide humana.

A andlise comparativa em relagcdo as reagdes das células in vitro e ao extrato
ou composto em teste e os beneficios ou maleficios trazidos por eles podem ser
observados com sucesso em testes de citotoxicidade (SIMONI et al., 2002; BELLINI et
al.,, 2006, COSTA et al, 2008). Além de estes apresentarem como vantagens a
possibilidade de controle das varidveis, o fato da manutencdo das culturas serem
relativamente mais facil quando comparadas aos animais em laboratério, permitir
que a utilizacdo de animais seja evitada por questdes éticas, facil reprodutibilidade,
baixo custo e maior rapidez na obtencdo de resultados (SIMONI et al., 2002;
ROGERO et al., 2003; BARILE, 2008).

A necessidade de testes com animais, e ainda os niveis de seguranca para a

realizacdo desses testes, caso sejam considerados convenientes podem ser defidos a
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partir dos resultados obtidos nessa fase preliminar de avaliagdo da toxicidade
(SEGNER, 1994; BARILE, 2008).

De acordo com Cruz et al. (2004) existe uma forte tendéncia, devido a
questdes éticas relacionadas com o trabalho utilizando animais, de que o ntimero de
protocolos para testes in vitro e o nimero de estudos realizados utilizando este tipo
de metodologia aumente no futuro, o que vem levando a padronizacdo e validagao
de varios destes (CARFI et al., 2007).

Técnicas de coloracdo onde ocorrem geralmente reagdes de oxidacdo do
corante em contato com células vivas, complementadas dependendo da metodologia
empregada, com leituras de fluorescéncia ou contagem celular sdo utilizadas para a
observacgao das alteragdes causadas nas células, onde apds exposicdo da cultura de
células de mamiferos a uma determinada substdncia, observam-se modificacoes
como inibicao da formacao de colonias celulares, lise celular, descolamento do tecido,
morte celular e viabilidade celular, que é um dos testes mais frequentes para a
andlise da citotoxicidade in vitro (CIAPETTI et al, 1996; O'BRIEN et al., 2000;

ROGERO et al., 2003).
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2.2- Equisetum hyemale L. (Equisetaceae)

A familia Equisetaceae pertence as pteridofitas e possui registros fosseis do
periodo juréssico (205.7-142 milhdes de anos) (SEHNEM, 1984). O tnico género vivo,
ainda encontrado, Equisetum, é extremamente varidvel em sua morfologia (VEIT et
al., 1994). Esta presente em grande parte do globo apresentando aproximadamente
25 espécies das quais 13 estdo na América.

As plantas que representam esta familia podem ser terrestres, palustres ou
aquaticas. Possuem caule subterraneo, curto a longo prostrado, livremente
ramificado, parte aérea ereta, nés e entrendés bem delimitados e articulados,
longitudinalmente estriado, com 0,1 a 8 m de comprimento, frequentemente
ramificado em toda extensao e folhas pequenas, localizadas nos nés. Esporangios em
esporangioforos condensados em estrobilos terminais e esporos esferoidais,
granulados (SEHNEM, 1984).

As Equisetum sao cosmopolitas, s6 estando ausentes na Australia e Antértica,
sendo nativas da América do Norte, indo do Alasca até sul da Califérnia, podendo
ser encontradas também em toda Europa e nas ilhas Britanicas (MITICH, 1992). No
Brasil podem ser encontradas em toda regido central (Goids, Minas Gerais, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo). Sao plantas perenes que se reproduzem
por meio de esporos, suas folhas sdo grossas e fechadas e os talos sdo ocos,
articulados, e tem cumes. Sao plantas que gostam de locais tmidos e terra rica em
matéria organica, sdo muito rasticas e tolerantes ao frio, uma das poucas pteridéfitas
que se aclimatam ao sol pleno (MITICH, 1992).

Espécies do género mostraram em estudos prévios a existéncia de compostos

como flavondides, esterdis, terpenos, saponinas, acidos fenodlicos e silica com
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atividades biol6gicas relacionadas (SYRCHINA et al, 1980; VEIT et al, 1995;
GURBUZA et al., 2009). No oleoresina foi observado a presenga de fitoesterdides e
hidrocarbonetos (MICHIELIN et al., 2005, DANIELSKI et al., 2007; CHERIGO et al,,
2008).

Estudos realizados com Equisetum arvense mostraram que esta espécie possui
atividade antioxidante, antimicrobiana, genotoxica (MILOVANOVIC et al., 2007),
antinociceptiva e anti-inflamatéria (DO MONTE et al., 2004). Recentemente esta
espécie foi incluida na Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Satude (SUS) que traz uma lista de plantas medicinais com
potencial para gerar produtos de interesse ao SUS (RENISUS, 2009). Devido a este
fato e aos relatos de atividades relacionados a esta espécie, foi proposto que também
a espécie E. hyemale poderia possuir propriedades biologicas tais como:
antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria, sendo portanto escolhida baseando-
se na quimiotaxonomia (PARK e JEON, 2008).

Em estudo realizado por Zaroni et al. (2004) com o intuito de realizar o
controle de qualidade microbiolégico de espécies vegetais da regido central do estado
do Parand, observou-se que uma espécime do género Equisetum, apresentou na
analise microbiolégica 8,0 x 10° UFC/g de aerébios totais e 2,0 x 106 UFC/g de
bolores e leveduras, com presenca de enterobactérias e de Pseudomonas aeruginosa.

A espécie Equisetum hyemale também conhecida popularmente como
cavalinha (Figura 1), apresenta o subgénero Hippochaete hyemalis e pertence a classe
Articulatae, ordem Equisetales. E considerada uma planta medicinal (MAIOLI-

AZEVEDO e FONSECA-KRUEL, 2006), usada geralmente, para combater doengas
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infecciosas renais ou do trato urinario sob a forma de chis (CANALES et al., 2005).
Na medicina oriental vem sendo utilizada em terapias relacionadas a inflamagdes
nos olhos (PARK e JEON, 2008).

Foram identificados em seu 6leo essencial ésteres de acidos graxos dentre
eles o palmitato de etila (SUI et al., 1997), além disso foi descrita a presenca de
canferol no extrato etandlico (SUI et al., 1996) e foi ainda observada a presenca de
glicosideos de flavonéides (GEIGER, REICHERT, MARKHAM, 1982).

Estudos demonstraram algumas atividades bioldgicas relacionadas ao E.
hyemale como: antihiperlipidémica, antimicrobiana, hepatoprotetora, antioxidante e
anti-inflamatoria (XU et al., 1993; NAVARRO et al., 1996, ROY-BURMAN et al., 2007;

Yl et al., 2008; EUN-YUNG e HOON, 2008; PARK e JEON, 2008; PAN et al., 2009).

Figura 1: Equisetum hyemale
Fonte: arquivo proprio.
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O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo realizar o estudo
fitoquimico, avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e citotéxica de extratos
de Equisetum hyemale L. (Equisetaceae).

Para tanto, foram necessarios os seguintes objetivos especificos:
-Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal;

-Investigacdo da qualidade microbiolégica da droga vegetal;

-Caracterizacao das classes dos principais metabdlitos secundérios na droga vegetal;
-Obtencdo de derivados vegetais de E. hyemale: extrato etandlico 70%, extrato
metanolico e 6leo essencial.

-Estudo fitoquimico preliminar dos extratos de E. hyemale utilizando de técnicas de
cromatografia;

-Determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos.

-Determinacao da atividade antifingica dos extratos.

-Determinagao do potencial antioxidante dos extratos.

-Avaliacao da citotoxicidade dos extratos.
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4.1. Material
4.1.1- Solventes, reagentes e meios de cultura
» 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) - Vetec
= acetato de chumbo - Reagen
= acetato de etila - Labsynth
» acetona - Labsynth
» 4cido ascorbico (Vitamina C) - Vetec
» acido 3-[N-morfino] propanosulfoénico (MOPS) - Acros Organics
= acido acético glacial - Labsynth
» acido borico- Labsynth
= acido cloridrico- Labsynth
» 4cido clorogénico- Vetec
= acido difenilborico do éster p- etilamino- Sigma-Aldrich
* 4cido férmico- Labsynth
* 4cido galico - Vetec
* 4cido tanico - Vetec
* 4cido oxalico- Labsynth
* 4cido sulftrico- Labsynth
= dgar bismuto sulfito- Acumedia
* 4gar brain heart infusion - Biobras
» 4gar cetrimida - Acumedia
» 4gar eosina-azul de metileno - Difco
» dgar MacConkey - Acumedia

» dgar Mieller- Hinton - Acumedia
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agar Sabouraud - Acumedia

agar tioglicolato- Difco

agar triplice acucar - ferro - Difco

agar verde brilhante - Difco

agar Vogel Johnson - Oxoid

agar xilose-lisina-desoxicolato - Difco

agua destilada

agua purificada tipo I

ampicilina - Medley genéricos, comprimidos de 500 mg de ampicilina
anfotericina B de Streptomyces - Sigma-Aldrich
anidrido acético - Labsynth

p-anisaldeido - Carlo Erba

azul de metileno - Labsynth

bicarbonato de s6dio - Merck

n-butanol - Labsynth

caldo lactosado- Difco

caldo selenito cistina - Acumedia

caldo soja caseina- Difco

caldo tetrationato - Acumedia

caldo triptona de soja - Difco

canferol- Vetec
carbonato de sddio - Vetec
cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazoélio - Merck

cloreto de aluminio - Reagen
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cloreto de s6dio - Labsynth

cloreto férrico - Reagen

cloroférmio - Labsynth
dimetilsulféxido - Labsynth

dodecil sulfato de sédio - J. T. Baker
etanol - Labsynth

éter de petrdleo - Labsynth

éter etilico - Labsynth
etilmetilcetona - Labsynth

fosfato dibasico de s6dio - Labsynth
fosfato monobasico de sédio - Labsynth
D-glicose anidra - Labsynth

hexano - Labsynth

hidréxido de amonio - Labsynth
hidréxido de potassio - Merck
hidréxido de s6dio - Labsynth
magnésio metalico - Reagen
metanol - Labsynth

meio de Eagle - Sigma-Aldrich
meio Leibovitz - Himedia

meio RPMI-1640 - Sigma-Aldrich
polietilenoglicol - Fluka

n-propanol - Labsynth
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* quercetina - Vetec

reagentes de Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand
* resazurina - Sigma-Aldrich

* rutina - Vetec

* saponina- Serva Electrophoresis

» sangue de coelho- Biotério UNESP

* solucdo de tripsina-EDTA - Sigma Aldrich

= soro bovino fetal - Gibco

» sulfato de s6dio anidro - Labsynth

* vanilina - Synth

* violeta genciana - Reagen

= zinco metalico - Reagen

4.1.2- Equipamentos

agitador de tubos - Vision KMC 1300V

aparelho de Clevenger modificado

autoclave vertical - Fabbe 103

balanca analitica - Micronal AB 204

» balanca com infravermelho - Mettler LP12
» balanca semi-analitica - Owa Labor

* banho-maria- Fanem 1100

* bico de Bunsen

* bomba de vacuo - Prismatec 141

= cAmara de fluxo laminar - Veco
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» camara de Neubauer - Boeco

* camara de ultravioleta 254 nm UV - Prodicil

* contador de colonias- Phoenix

* dessecador de vidro 250 mm- Sp labor

» espectrofotometro UV- Shimadzu 1603

* estufa de ar circulante- Fanem 320 SE

* estufa de incubagao bacteriol6gica- Fanem 315 SE

» estufa de incubacdo de CO; - Thermo Electron Corporation Forma Series II
Hepa Class 100

» evaporador rotatério - Marconi TE 120

» garrafas para cultura celular - TPP

* Jdmina de microscépio

*» leitor de fluorescéncia- Tecan Spectra Fluor Plus acoplado ao programa
Magellin

* liofilizador- Solab

* microfiltro 0,22 pm- Millipore

* micropipetas e multicanais com volume ajustavel de 5 a 50 pL, 40 a 200 pL, 200
a 1000 pL- High tech lab

* microscopio 6ptico- Carl Zeiss Jena

* moinho de bolas - Maneso & Ranieri

* mufla- Forlabo 2764

* paquimetro digital - Dass

» parafilme e filme de PVC- American National
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» peagdmetro- Phtek PHS 3B

*» placa de aluminio de silica gel 60 F2s4 - Merck

* placas de 96-wells - TPP 92096 e Costar

* placa de aquecimento - Fistom

» ponteiras descartaveis para volume de 5 a 200 pL e 200 a 1000 pL

*» sistema de purificagdo de agua Milli Q - Millipore

templates de ago (pega tinica) com 6 orificios de 6 mm de didmetro interno

tubos pléstico conicos tipo Falcon

*» vidrarias em geral

4.2- Métodos
4.2.1- Coleta do material vegetal
O material de E. hyemale foi coletado no més de margo de 2009, no Horto de
Plantas Medicinais e Toxicas de Araraquara (coordenadas S 21°48'51.4”7, W
048°12°05.17, altitude 661m). Em seguida passou pelo processo de prensagem, as
prensas foram colocadas dentro de estufa a temperatura de aproximadamente 60 °C e
ali permaneceram até que o material estivesse completamente seco, cerca de 10 dias.
Para a montagem do material seco utilizou-se a amostra coletada mais
representativa e completa. O material, acompanhado de suas descri¢des essenciais
(procedéncia ou local de coleta, data de coleta, nome do coletor, observacoes sobre a
planta e informagdes gerais), foi enviado ao Herbério Rioclarense do Instituto de
Biociéncias da UNESP - Rio Claro-SP, para identificacdo, que foi realizada pelo Prof.

Dr. Marco Antonio de Assis e esta depositada sob o namero HRCB 51.670.
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4.2.2- Obtencao da droga vegetal
As partes aéreas de E. hyemale foram secas em estufa com circulagao de ar a

40 °C até massa constante e pulverizadas em moinho de bolas.

4.2.3- Analises fisico-quimicas da droga vegetal
4.2.3.1- Determinacao do pH

Foram preparadas trés solucdes aquosas a 1% com a droga de E. hyemale. Em
erlenmeyer, 99,00 g de agua foram colocados sobre uma chapa-elétrica para ebuligao
durante 5 minutos. Em seguida, a dgua foi vertida sobre 1,00 g das drogas, o
recipiente foi fechado e deixado em infusao por 15 minutos.

Ap6s este tempo, as misturas foram filtradas e depois de esfriarem, foi feita a
leitura do pH em peagdmetro calibrado. Determinou-se também o pH da 4gua
destilada utilizada nos testes. Os resultados equivalem a média de trés

determinacdes.

4.2.3.2- Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado segundo Vigo et al. (2004), com
modificagdes, utilizando-se o método de perda por dessecacdo em balanga com
infravermelho. Neste método, 4,00 g da droga foram pesados na balanca com
infravermelho e submetidos a temperatura de 110 °C pelo periodo de
aproximadamente uma hora. Apoés este periodo, foi feita a leitura do peso, a qual foi
repetida a cada hora até que o peso das amostras nao variasse mais do que 0,25%. Os
valores foram expressos em porcentagem (%; p/p) e equivalem a média de trés

determinacdes.



Material e Métodos 47

4.2.3.3- Determinacao da perda por secagem

Foram pesadas 50,00 g das droga vegetal fresca em triplicata e colocou-se em
temperatura ambiente com auséncia de luminosidade. Colocou-se também a mesma
quantidade da droga em triplicata em estufa com circulacdo de ar a 40 °C. De ambas
as drogas, aliquotas foram pesadas diariamente até massa constante. Os resultados

foram expressos pela média de trés determinacdes.

4.2.3.4- Determinacao do teor de extrativos

Pesou-se 1,00 g da droga de E. hyemale que foi submetido a decoc¢do com
100,00 g de 4gua destilada durante 10 minutos. Ap6s resfriamento, o volume foi
completado para 100 mL, a mistura foi filtrada e os primeiros 20 mL foram
desprezados. Do restante, foram pesados 20 g, sendo evaporados em banho de
aquecimento até secura, colocados em estufa a 110 °C por 1 h, resfriados em
dessecador até peso constante.

O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela média de trés

determinac0es, relativa a massa inicial de amostra.

4.2.3.5- Determinacao do teor de cinzas totais

Este teste foi realizado segundo a Farmacopéia (1988) com modificagdes.
Cadinhos de porcelana foram calcinados em mufla a 450 °C por 30 minutos,
resfriados e as respectivas massas foram determinadas em balanca analitica. Aos
cadinhos foi adicionada uma amostra de 3,00 g da droga que foi entdo incinerada
primeiramente e submetida na sequencia a calcinacdo em mufla a 450 °C por 4 h.

Apos arrefecimento em dessecador, determinaram-se os valores de massa constante.
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Os valores foram expressos em porcentagem de peso de cinzas na droga (%; p/p) e

equivalem a média de trés determinacdes.

4.2.4- Analises microbioldgicas
4.2.4.1- Contagem do ntmero total de micro-organismos

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de
solucdo tampao fosfato pH 7,2, para a contagem dos micro-organismos totais. A
amostra 1:10 foi submetida a agitacdo durante 10 min. Ap6s a homogeneizagao, foi
pipetado 1,0 mL da amostra 1:10 e adicionados 20,0 mL de agar tioglicolato para
bactérias e 4gar Sabouraud para fungos, a 47 °C em placa de Petri. Apo6s solidificagao
do meio foram colocadas em estufa a 35 °C por 24 h e 25 °C por 7 dias, para a
pesquisa de bactérias e fungos, respectivamente. Ap0ds este periodo, foi realizada a
contagem do ntimero de colonias com o auxilio de contador de colénias, calculando o
numero de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) (USP, 2003; PINTO et al.,

2003).

4.2.4.2- Pesquisa de Salmonella sp. e Escherichia coli

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de
caldo lactosado, para pesquisa de Salmonella sp e E. coli, incubados a 35 °C durante 24
a 48 h. Apo6s este periodo, 1 mL do caldo lactosado foi transferido para 2 tubos
contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina, que foram incubados a 35 °C por
24 h. Apo6s este periodo, a amostra foi semeada do caldo tetrationato para 1 tubo
contendo agar verde brilhante e duas placas de Petri contendo agar xilose-lisina-

desoxicolato (XLD) e agar bismuto sulfito. Foi realizado da mesma forma com a
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amostra inoculada no caldo selenito cistina, transferindo para os trés meios, os quais
foram incubados a 35 °C por 24 h. O crescimento e as caracteristicas das colonias
foram observados. As colonias suspeitas foram semeadas em tubo contendo agar
triplice agtcar-ferro (TSI) e incubado a 35 °C por 24 h. A confirmacdo da Salmonella
foi feita pelo método de Gram. Na pesquisa de E. coli, 1,0 mL do caldo lactosado foi
transferido para placa contendo dgar Mac Conkey e incubado a 35 °C por 24 h. As
colonias suspeitas foram semeadas em &gar eosina-azul de metileno (EMB) e
incubadas a 35 °C por 24 h. A confirmagao da E. coli foi realizada através de método

de Gram (USP, 2003; PINTO et al., 2003).

4.2.4.3- Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 10,0 g da droga vegetal para 90,0 mL de
caldo soja-caseina, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa e incubados a 35 °C por
24 a 48 h. Apos este periodo, uma alcada foi semeada em placas de dgar Vogel
Johnson e &4gar cetrimida, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa,
respectivamente as placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. As caracteristicas das
coldnias foram observadas e a confirmagao foi realizada pelo método de coloracdo de

Gram (USP, 2003; PINTO et al., 2003).

4.25- Triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabélitos
secundarios

A triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabdlitos
secundérios da droga vegetal de E. hyemale foi realizada segundo as metodologias

estabelecidas por Costa (1994), Souza et al. (2003) e Simdes et al. (2004).
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4.2.5.1- Pesquisa de Alcaléides

Foram colocados 5,00 g da droga de E. hyemale em gral de porcelana,
alcalinizando-se com solucdo de carbonato de s6dio a 10% e, posteriormente,
adicionaram-se 25 mL de cloroférmio. A mistura foi transferida para funil de
separacdo com auxilio de papel de filtro previamente embebido em cloroférmio,
agitando-se com 7 mL de acido cloridrico 2%. A camada acida foi separada e
utilizada para as reagdes de caracterizagdo com os reagentes de Dragendorff,
Bouchardat, Mayer e Bertrand. Como resultado positivo consideraram-se as

precipitacdes visualizadas sobre fundo escuro.

4.2.5.2- Pesquisa de Antraquinonas
4.2.5.2.1- Antraquinonas livres

Foi agitado 1,00 g da droga de E. hyemale com 10 mL de éter etilico, filtrando-
se posteriormente. A solucdo etérea, foi adicionado 1 mL de amonia diluida, sob

agitacdo. Como resultado positivo considerou-se uma coloracdo résea na fase aquosa.

4.2.5.2.2- Antraquinonas heterosidicas

A 1,00 g de droga foram adicionados 20 mL de agua, fervendo-se por 5
minutos. A mistura foi resfriada e filtrada, juntando-se 10 mL de 4cido cloridrico e 3
mL de dgua oxigenada 30% ao filtrado; apdés a fervura em chapa por 5 minutos,
procedeu-se a esfriamento e filtragem, sendo feitas duas extragdes com 5 mL de éter
etilico. Foram unidas as fases etéreas agitando-se com 3 mL de amonia diluida. Para

resultado positivo, a camada aquosa deve tornar-se résea.
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4.2.5.3- Pesquisa de Flavonoéides

Trataram-se 3,00 g da droga de E. hyemale com 20 mL de éter de petréleo sob
aquecimento em banho a 60 °C. Depois de filtrado e seco, foram adicionados 20 mL
de metanol a droga, aquecendo-se novamente em banho de aquecimento, com
posterior filtracdo e evaporacdo até secura. Ao final, o residuo foi recuperado com 10

mL de etanol.

4.2.5.3.1- Reagao de Shinoda

Foram colocados 1 mL do extrato obtido em 4.2.5.3 em tubo de ensaio e foi
adicionado um fragmento de magnésio metdlico e gotas de &cido cloridrico
concentrado. Apds o desprendimento de H> nascente, hd o aparecimento da
coloragdo résea ou vermelha. Esta reacdo identifica a presenca de flavonodides das

classes flavonas, flavonoéis ou flavononas.

4.2.5.3.2- Reagao de Taubock

Foram evaporados, em banho de aquecimento, 3 mL do extrato até secura,
ap6s esfriar, umedeceu-se o residuo com algumas gotas de acetona. Foram
adicionados alguns cristais de acido bérico e &cido oxalico. Foram evaporados, em
banho de aquecimento, novamente, até a secura evitando aquecimento prolongado.
O residuo foi dissolvido em 5 mL de éter etilico e a mistura foi observada sob luz
ultravioleta (254 nm). Em caso positivo, ocorre aparecimento de fluorescéncia
amarelo esverdeada, verificando-se a presenca de flavondides da classe dos

flavondis.
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4.2.5.3.3- Reagao de Pew

Foram evaporados, em banho de aquecimento, 3 mL do extrato em tubo de
ensaio até a secura; ao residuo foram adicionados 3 mL de metanol e uma pequena
porcao de zinco metélico. Foram colocadas algumas gotas de &cido cloridrico
concentrado. Deve aparecer coloracdo vermelha, verificando-se a presenca de

flavondides da classe das flavonas, flavonoéis e flavononas.

4.2.5.3.4- Reacao do cloreto férrico
Foram adicionadas, a 1 mL do extrato, algumas gotas de cloreto férrico a 2%.
Deve aparecer coloracdo verde (flavonas) ou amarelo (chalconas) ou ainda violaceo

(flavondis, flavononas), dependendo do flavonéide presente.

4.2.5.3.5- Reagao do cloreto de aluminio

Foram umedecidas areas diferentes de papel de filtro com o extrato. Foi
colocada sobre uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio a 5% em etanol.
Deve-se observar sob luz wultravioleta a intensificacdo da fluorescéncia ou
fluorescéncia verde-amarelada (flavonas) ou amarela (flavonéis, flavononas,) ou
azul-esverdeado (chalconas) ou amarelo-acastanhado (isoflavonas), dependendo do

flavonoide presente.

4.2.5.4- Pesquisa de Glicosideos Cardiotonicos
Foram adicionados a 5,00 g da droga de E hyemale 50 mL da solugao
etanol:agua 70% e esta foi submetida a aquecimento em banho de aquecimento por

10 minutos, completando o volume para 30 mL apds resfriamento. Ao filtrado, foram
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adicionados 30 mL de 4gua e 15 mL de acetato de chumbo a 10%. Apods agitacdo e
repouso, a mistura foi filtrada e foi adicionado 10 mL de fosfato 4cido de s6dio a
10%, agitando bem para filtrar. O filtrado foi colocado em um funil de separagao para
fazer duas extracdes com 15 mL de cloroférmio. As fases organicas foram unidas,

tratando com sulfato de s6dio anidrido e evaporando até a metade do volume.

4.2.5.4.1- Reagao de Legal

Esta reacdo permite verificar a presenca de glicosideos com o anel lactonico
insaturado. Evaporou-se 2 mL do extrato cloroférmio e dissolveu-se o residuo em 1
mL de piridina onde foi adicionado 0,5 mL de NaOH 10% e 0,5 mL de nitroprussiato

de s6dio 10%. Em caso positivo, observa-se uma coloracdo vermelha intensa vinhosa.

4.2.5.4.2- Reacao de Kedde

Esta reagdo permite verificar a presenca de glicosideos com o anel lactonico
insaturado. Apds evaporacao de 2 mL do extrato cloroférmio, dissolveu-se o residuo
com 0,5 mL do reagente de Kedde (acido 3-5 dinitrobenzéico 1% em MeOH),
adicionou-se 1 mL de uma mistura de NaOH 10% em MeOH 1:1 preparada pouco

antes do uso. Deve aparecer uma coloracdo vermelha violacea até castanho.

4.2.5.4.3- Reagao de Pesez

Esta reacdo permite verificar a presenca de glicosideos com os
desoxiagticares. Foram evaporados 2 mL do extrato cloroférmio e adicionou-se ao
residuo 1 mL do reagente de Pesez A (xantidrol 0,5% em MeOH) e aqueceu-se a 100

°C por 3 minutos. Apés esfriar, colocou-se o reagente de Pesez B (acido cloridrico a
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2% em acido acético). Ferveu-se novamente. Deve se observar, em caso positivo, o

aparecimento de coloracdo vermelha.

4.2.5.4.4- Reacao de Keller- Killiani

Esta reacdo permite verificar a presenca de glicosideos com os
desoxiagtcares. Evaporou-se 2 mL do extrato cloroférmio, tratou-se o residuo com 1
mL de &cido acético, adicionou-se gotas de cloreto férrico a 2% e transferiu-se o
contetido para outro tubo contendo 2 mL de acido sulfarico concentrado. Em caso
positivo, deve aparecer na zona de contato um anel castanho avermelhado e a

camada acética deve tomar coloracao verde- azulada.

4.2.5.4.5- Reagao de Liebermann-Burchard

Esta reacdo permite verificar a presenca de glicosideos com o nicleo
esteroidal. Foram evaporados 2 mL do extrato em um tubo de ensaio. Ao residuo foi
adicionado 1 mL de anidrido acético e 10 gotas de acido sulftrico concentrado. Deve

aparecer coloragao castanha.

4.2.5.5- Pesquisa de Saponinas

Foram fervidos 2 g da droga de E hyemale com 10 mL de agua destilada
durante 3 minutos, filtrando através de algoddo para um tubo de ensaio, o qual foi
agitado vertical e vigorosamente durante 20 segundos. Apés repouso de 20 minutos,
ainda deve existir espuma no tubo e esta ndo deve desaparecer com a adi¢do de 1 mL

de HCI 2 N.
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4.2.5.6- Pesquisa de Taninos
Foram preparados decoctos com 5 g da droga de E. hyemale em 100 mL de

agua destilada.

4.2.5.6.1- Reacao da gelatina
A 2 mL da solugdo extrativa foram adicionadas 2 gotas de acido cloridrico
(HCl) diluido e solucdo de gelatina 2,5% gota a gota. A formacdo de precipitado

demonstra reagdo positiva para taninos.

4.2.5.6.2-Reacdo com sais de ferro

A 2 mL da solugdo extrativa foram adicionados 10 mL de dgua destilada e 2-4
gotas de solucdo de cloreto férrico (FeCls) a 1% em metanol. O desenvolvimento de
coloragao azul indica a presenca de taninos hidrolisdveis, enquanto a coloragdo verde

indica a presenca de taninos condensados.

4.2.5.6.3- Reacdao com acetato de chumbo
A 5 mL da solucdo extrativa foram adicionados 10 mL de solucdo de acido
acético 10% e 5 mL de solucdo de acetato de chumbo 10%. A formagao de precipitado

esbranquigado indica reacgdo positiva para taninos hidrolisaveis.

4.2.6- Obtencao de derivados vegetais de E. hyemale
A droga vegetal obtida por pulverizacdo foi submetida ao processo de
extracdo com etanol 70% (EtOH 70%) e com metanol (MeOH) por percolagdao

exaustiva segundo List e Schmidt (1989). Cada percolacao foi realizada com cerca de
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80 g da droga vegetal e o ponto de parada se deu quando o percolato apresentou-se
sem cor e odor observados no inicio do processo.

Todos os extratos assim obtidos foram evaporados em evaporador rotatério.
Em seguida o fim da secagem do extrato metanolico foi realizado a temperatura
ambiente sob fluxo de ar em vidro de rel6gio, enquanto que o extrato etanélico foi
liofilizado. Os extratos obtidos foram pesados e armazenados em dessecador para
evitar que incorporassem umidade.

Para obtengdo de 6leo essencial bruto, cerca de 2 L de 4gua destilada foi
acrescentada a 100,00 g de E. hyemale fresca e picotada, realizando-se o processo de

hidrodestilacao com o aparelho de Clevenger modificado (WASICKY, 1963).

4.2.7- Analises fitoquimicas dos extratos
4.2.7.1- Perfil cromatografico dos extratos de E. hyemale em CCD

A partir dos resultados obtidos nas reagdes preliminares de caracterizagao
dos metabdlitos secundarios fez-se uma otimizagdo da Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) comparativa com uma série de sistemas eluentes e reveladores,
preparados segundo Wagner et al. (1984), utilizando-se padrdes de acordo com os
metabdlitos observados nas reacdes preliminares. Utilizou-se como padrao a
quercetina, canferol, rutina, acido clorogénico e um padrdo para saponinas,
adquirido da empresa Serva Electrophoresis (n° cat. 34655.02). As amostras dos

extratos foram preparadas a 0,5%.

- Sistemas eluentes e respectivos reveladores testados:

1°) Acetato de etila:acido férmico:acido acético glacial:dgua (100:11:11:27, v/v/v/v)
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Revelador: Natural Products/Polyethylene Glicol (NP/PEG) e anisaldeido.
2°) Acetato de etila:dcido foérmico:dcido acético glacial:etilmetil cetona:agua
(50:7:3:30:10, v/v/v/v/V)

Revelador: NP/PEG

3°) n-butanol:acido acético glacial:agua (40:10:50, v/v/v)

Revelador: NP/PEG

4°) Cloroférmio:acetona:acido férmico (75:16,5:8,5, v/v/v)

Revelador: NP/PEG

5°) Cloroférmio:acetato de etila (60:40, v/v)

Revelador: NP/PEG

6°) Cloroférmio:metanol:agua (65:50:10, v/v/v)

Revelador: vanilina sulfarica

4.2.7.2- Espectrofotometria na regido de ultravioleta

Foram pesados, exatamente, 10,00 mg de acido gélico, de acido tanico e de
cada extrato, em seguida foram dissolvidos em 1 mL de dgua:metanol (1:1; v/v) e
diluidos 1:1000 em metanol. A concentracdo final das solucdes de leitura das
substancias padrao e dos extratos foi de 0,01 mg/mL. A leitura de absorvancia foi
realizada em faixa de 190 a 400 nm de comprimento de onda em espectrofotometro
Shimadzu-1603 com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. As amostras

foram lidas frente a branco de metanol (CHOI et al., 2006).
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4.2.8- Teste de hemolise

Com a finalidade de se verificar a presenca de saponinas nos extratos de E.
hyemale realizou-se o teste de hemolise segundo Yoon e Wrolstad (1984), com
modificages.

Os extratos foram pesados com o auxilio de uma balanca analitica digital e
diluidos em dimetilsuféxido (DMSO) nas concentracdes de 250, 500 e 1000 ng/mL. O
DMSO foi utilizado para as dilui¢des por ser considerado o melhor solvente, pois
além de solubilizar adequadamente os extratos é pouco volatil, o0 que ndo permite a
precipitacdo da amostra.

Preparou-se o agar Miieller Hinton (MH) acrescido com 5% de sangue de
coelho desfibrinado. Apés solidificacdo, foram realizados sete orificios de 5 mm de
didmetro. Em trés orificio foram acrescentados 50 puL. do extrato etandlico 70% e em
outros trés orificios foram acrescentados 50 uLL do extrato metandlico, ambos nas trés
concentracdes definidas. No orificio central realizou-se o controle positivo com
dodecil sulfato de sé6dio (SDS) a 10%, esse padrao foi utilizado devido a sua
reconhecida capacidade de lise celular. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente por 24 h e a atividade hemolitica foi determinada pela medida dos halos

formados. Os testes foram realizados em triplicata.

4.2.9- Determinacao da atividade antimicrobiana
4.2.9.1- Método de difusao em agar
4.2.9.1.1- Linhagens de micro-organismos
Foram utilizados para o método de difusdo em &gar micro-organismos

fornecidos pelo “American Type Culture Collection”: Staphylococcus aureus (ATCC
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25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis (ATCC 9392) e Candida albicans
(ATCC 64548). Estas amostras estdo mantidas em colecdo no Laboratério de

Biotecnologia Farmacéutica- BIOTECFAR, em freezer a -20°C.

4.2.9.1.2- Diluicao dos extratos de E. hyemale

Apo6s serem pesados 5 mg com o auxilio de uma balanca analitica digital, os
extratos foram diluidos em 500 pL de DMSO. Em seguida, foi realizada uma diluicao
1:1 em solugdo salina previamente esterilizada (0,9%), portanto a concentragao final

dos extratos foi de 5 mg/mL.

4.2.9.1.3- Preparo do indculo

Inicialmente preparou-se a escala de 0,5 de McFarland. Para isso foram
adicionados 0,5 mL de cloreto de bario a 1% em 99,5 ml de acido sulfarico a 1%. Em
seguida transferiu-se 2 mL dessa suspensdo para uma cubeta espectrofotométrica.

Para calibrar a absorvancia a 100% em espectrofotdometro a um comprimento
de onda de 530 ou 625 nm (leveduras ou bactérias), foi utilizada d4gua destilada. Em
seguida colocou-se a suspensdo do tubo 0,5 de McFarland, esperando-se obter uma
absorvancia de 0,08 a 0,1. Estas suspensdes foram utilizadas para padronizacdo da
suspensdo de Candida e bactérias em ntimero de células por mL.

Para Candida albicans cinco colonias com didmetro de cerca de 1 mm, de
cultura de 24 h a 35 °C, foram suspensas em 5,0 mL de solucao solugdo salina 0,9%
esterilizada. A suspensdo foi agitada em voértex por 15 segundos e ajustada para
obtencado de suspensao de turvagao na escala 0,5 de McFarland, relativa a 1.106 a 5.106

leveduras/mL em solucdo salina, com auxilio de contagem do ntmero de células em
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camara de Neubauer.

4.2.9.1.4- Preparo dos controles

O antibiético ampicilina foi utilizado como substancia controle, uma vez que
as cepas bacterianas utilizadas sdo sensiveis a sua agdo. Procedeu-se a dissolucao de
500 mg de ampicilina em 1000 mL de 4gua destilada diluindo 1:10 em solucao salina
estéril, de forma que a concentragdo desta solucdo de estoque fosse de 50 pg/mL.

Anfotericina B foi o antifingico usado como controle para a cepa de Candida
albicans. Dissolveu-se 16 mg de anfotericina B em 10 mL de DMSO para o teste foram
feitas duas dilui¢des 1:5 (v/v) em meio de cultura de forma que a concentragao final

foi de 64 ng/mL.

4.2.9.1.5.- Técnica com “templates”

O método de difusdo em agar com “templates” foi realizado baseado nas
Normas M2-A9 e M44-A2 do National Committee For Clinical Laboratory Standards,
atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com
modificagdes descritas a seguir (CLSI, 2006; CLSI, 2009).

As suspensdes bacterianas preparadas anteriormente foram diluidas 1:100
com base na quantidade de dgar Miieller Hinton colocado nas placas, sendo que a
concentragao final foi de 106 células/mL.

Para o método de difusdo em agar com a Candida albicans, foram aplicados
100 pL da suspensao preparada anteriormente sobre o meio de cultura sélido na
placa, dispersando com alca de Drigalsky. Sobre estes meios, foram adicionados 100

pL das amostras dos extratos de Equisetum hyemale utilizando “templates” com 6
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orificios de 6 mm de didmetro interno.

Antes da incubacdo a 37°C por 24 h para as bactérias e 35°C por 48 h para a
Candida albicans, as placas foram deixadas duas horas a temperatura de 4 °C para
permitir a difusao das amostras (SOUZA-MOREIRA et al., 2010).

Foram realizados também controle do DMSO (1:1) e da solugdo salina. Apoés
a incubacdo, o didmetro do halo de inibicdo, medido com auxilio de paquimetro, foi
considerado como a capacidade de inibicdo da amostra contra o micro-organismo

testado. Os testes foram feitos em triplicata.

4.2.9.2- Método de derterminagao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

4.2.9.2.1- Linhagens de micro-organismos

Foram utilizados para este teste micro-organismos fornecidos pelo
“American Type Culture Collection”: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis
(ATCC 9392), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 23212), Candida albicans (ATCC 64548).
Estas amostras estdo mantidas em colecdo no Laboratério de Biotecnologia
Farmacéutica- BIOTECFAR, em freezer a -20°C.

Foram utilizados também micro-organismos bucais: Enterococcus faecalis
(ATCC 4082), Streptococcus salivarius (ATCC 25975), Streptococcus sanguinis (ATCC
10556), Streptococcus mitis (ATCC 49452), Streptococcus mutans (ATCC 25175),
Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Lactobacillus casei (ATCC 11578) mantidos no
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada (LaPeMA) da Universidade de

Franca, em freezer a -20 °C.
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Além destes micro-organismos foram utilizados os seguintes fungos
dermatoéfitos, isolados clinicos: Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum canis, cedidos pela Prof®. Dr®. Ana Marisa Fusco Almeida do laboratério

de Micologia da UNESP Araraquara.

4.2.9.2.2- Diluicao dos extratos de E. hyemale

Apb6s serem pesados com o auxilio de uma balanca analitica digital, os
extratos foram diluidos em DMSO em uma concentragdo de 50 mg/mL. Em seguida,
foram acrescidos a 100 pL dessa solugao, 900 pL de caldo BHI (Brain Heart Infusion)
no caso das bactérias ou caldo RPMI-1640 no caso dos fungos. Os extratos foram
avaliados nas concentracdes entre 1250-1,20 ng/mL.

Para o0s micro-organismos bucais os extratos foram avaliados nas

concentracoes entre 2000-0,976 pg/mL

4.2.9.2.3- Preparo do indculo

Para os testes com bactérias e micro-organismos bucais preparou-se a escala
de 0,5 de McFarland como descrito no teste anterior e desta realizou-se uma diluicao
1:300 em caldo BHI e TSB (Triptona de Soja) respectivamente, sendo que a
concentracao final foi de 2,5.10° células/ mL.

Os experimentos usando leveduras foram realizados ajustando a suspensao
do tubo que corresponde a escala 0,5 de McFarland, assim como no teste anterior
porém a suspensao foi novamente diluida para ser utilizada no ensaio a concentracdo
de 5.102 a 2,5.103 leveduras/mL.

Nos experimentos para fungo dermatoéfitos utilizou-se a concentracao de
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510° células/mL em meio RPMI- 1640 com contagem realizada em cadmara de

Neubauer.

4.2.9.2.4- Preparo dos controles

Para os testes com bactérias e fungos utilizou-se os mesmos antibiéticos do
teste anterior. A ampicilina foi diluida a partir da solucao-mae de 500 mg/L, na
proporcdo 1:10 (m/v) em BHI, sendo que sua faixa de concentracdo variou de 12,5
pug/mL a 0,01 pg/mL. A solucdo estoque de anfotericina B foi diluida duas vezes na
proporcao 1:5 (v/v) em RPMI-1640 para a C. albicans e para os fungos dermatoéfitos,
sendo que sua faixa de concentragao variou de 16 pg/mL a 0,01 pg/mL.

Para os testes com micro-organismos bucais utilizou-se como controle o
dicloridrato de clorexidina, primeiro pesou-se 1 mg da droga que foi dissolvida na
proporcdao 1:10 (m/v) em 4gua destilada esterilizada e em seguida foi diluido 1:5
(v/v) em caldo TSB, chegando a uma concentracdo de 20 ng/mL, sendo que sua faixa
de concentragdo variou de 5,9 a 0,0115 ng/mL.

Também foram realizados os controles de esterilidade dos meios de cultura
utilizados, dos inéculos (que deve apresentar crescimento devido a auséncia de

agentes antimicrobianos), controle de esterilidade dos extratos de E. hyemale e

controle do solvente (DMSO) a partir da dilui¢do 1:5 (v/v) em meio de cultura.

4.2.9.2.5- Técnica de microdiluicao em caldo
O ensaio de determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente a
bactérias, micro-organismos bucais, levedura do género Candida e fungos

dermatoéfitos foram realizados utilizando-se a técnica de diluicdo em microplaca,
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respectivamente segundo as Normas M7-A7; M7-A6; M27-A3/S3 e M38-A do
National Committee For Clinical Laboratory Standards, atualmente denominado Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Porém com modificagdes descritas neste
item (NCCLS, 2002, 2003; CLSI, 2006; CLSI, 2008).

Realizou-se 0 método de determinacdo da CIM por diluicdo em microplacas
de 96 orificios onde foram depositados um total de 100 pL. da mistura do caldo BHI
para bactérias ou TSB para micro-organismos bucais ou RPMI-1640 (tamponado em
MOPS pH 7,0) para Candida albicans e RPMI-1640 (com 2% de glicose tamponado em
MOPS pH 7,0) para os fungos dermatofitos.

Em seguida acrescentou-se 100 pL das solugdes dos compostos e realizou-se
diluicdes seriadas de 100 pL. Apds diluicdo foram acrescentados 100 pL das
suspensdes dos micro-organismos relacionados.

Para a CIM frente aos fungos dermatofitos testados foram depositados em
uma das colunas 100 pL. do meio e 100 pL do extrato a ser testado, servindo de
controle negativo do extrato e também para controle de turbidez. Na coluna 12
realizou-se controle do meio, para comparagao visual da turbidez.

Para as bactérias e micro-organismos bucais as microplacas foram incubadas
a 37°C por 24 h e para as leveduras foram incubadas a 35°C por 48 h sob agitacao
constante a 150 rpm.

Seguido o periodo de incubacdo para analise dos resultados do crescimento
bacteriano e de micro-organismos bucais, foram adicionados em cada orificio, 15 pL
de solucdo de resazurina a 0,01% em solucdo aquosa estéril. Com este sistema

revelador observa-se apos algumas horas (aproximadamente 2 horas), a presenca da
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cor azul representando auséncia de crescimento e de cor rosa como presenca de
crescimento (GABRIELSON et al., 2002).

Para a observacao das leveduras foram adicionados em cada orificio, 20 uL
de solugao aquosa a 2% de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) apds incubagao a
35°C por cerca de 3 h, a coloragdo vermelha representa presenga de crescimento
(ELOFF, 1998).

No caso dos fungos filamentosos, a placa foi incubada em estufa a 28°C sob
agitacdo constante de 100 rpm por sete dias. Apds este periodo foi observado o
desenvolvimento do micro-organismo em relacdo aos controles negativos, isto &,
auséncia de crescimento.

Foi determinada como CIM a menor concentracdo do extrato onde nao
ocorreu o desenvolvimento dos micro-organismos. Os testes foram realizados em

triplicata e estdo representados na Figura 2.



Material e Métodos 66

PREPARO DA AMOSTRA I

PREPARO D O INOCULO
Diluente
- ) Amostra
1000 pL 50 mg N / Culturas dos
micro-organismos
Solubiliza¢ao
Densidade do
m Solucao inéculo de
s acordo com cada
B micro-organismo
900 uL R
100 uL Caldo BHI ou
TSB ou RPMI
Solugao Mae Dilui¢ao em meio
adequado a cada
Diluicdes seriadas das amostras micro-organismo
100 uL ))
1250 pg/mL.............. 1,2 pg/mL 100 uL
ou

2000 pg/mL......... 0,976 ng/mL

U

Incubacdo adequada a cada
micro-organismo

ou

= Observagdo e comparagdo
DETERMINACAO DA CIM I com controles

Figura 2- Esquematizacdo do preparo dos extratos e dos indculos para a determinagdo da
Concentragao Inibitéria Minima - CIM.
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4.2.9.2.6- Método de determinacao da Concentracao Bactericida Minima (CBM) e
da Concentra¢ao Fungicida Minima (CFM)

Para a determinacdo destas concentracdes empregaram-se as séries utilizadas
para a determinacdo da CIM. Apds o periodo de incubagdo e antes de realizar a
revelagdo com os respectivos reveladores ja citados, com o auxilio de uma pipeta
multicanal plaqueou-se cada pogo da microplaca. Foram utilizados o meio BHI agar
para as bactérias e Sabouraud agar para a Candida albicans e para os fungos
dermatodfitos em placa de Petri de 12 mm de didmetro, determinando assim
respectivamente o valor da concentracdo bactericida e fungicida minima. As placas
de Petri foram incubadas nas condigdes apropriadas para cada micro-organismo. As
concentragdes foram entdo observadas pela auséncia ou presenga de crescimento dos

micro-organismos (HAWSER e ISLAM, 1999; HORNER et al., 2008).

4.2.10- Determinacao da capacidade de sequestro de radicais livres

O potencial de atividade antioxidante dos extratos foi determinado
baseando-se na atividade sequestrante do radical de 2,2-difenil-1-picrilidrazila
(DPPH) de acordo com Liu (2010) com modificagdes.

Os testes foram feitos com o extrato etandlico 70% e metandlico obtidos de E.
hyemale nas concentracdes de 25 ng/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL, em metanol. Como
controle positivo utilizou-se o acido ascérbico (vitamina C) por sua reconhecida
atividade antioxidante, nas concentragdes de 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100 ng/mL, em
metanol.

A 1 mL das solucdes de amostra foram adicionados 2,5 mL da solucdao de

DPPH 0,004% em metanol. As solugdes foram agitadas em vortex e mantidas no
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escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi feita posteriormente a
este periodo, a 517 nm, em espectrofotdmetro, com cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho 6ptico. A solugdo utilizada como branco consistiu em 1 mL da solugao de
metanol. Foi utilizada solucdo de 1 mL de metanol e 2,5 mL de solugdao de DPPH
como controle negativo.

A atividade anti-radicalar foi calculada como a porcentagem de descoloragao
do radical DPPH, segundo a equacao:
% =100. Aa - Ad

Ad

onde:
Aa = absorvancia da amostra;
Ad = absorvancia da solucao de DPPH (controle negativo).

Os testes foram realizados em triplicatas e realizou-se ainda analise

estatistica por ANOVA (Analise de Variancia) com p<0,05, aplicando-se o teste de

Tukey.

4.2.11- Avaliacao da citotoxicidade

Para os testes de citotoxicidade foram utilizados dois tipos células:
fibroblatos da cérnea de coelho (linhagem SIRC ATCC CCL-60) e macréfagos
(linhagem J774).

As células de fibroblastos, foram mantidas em garrafas de cultura em meio
Eagle (pH 7,0) suplementado com 50% de meio Leibovitz L-15, preparado com 10%
de soro bovino fetal e 0,2% de bicarbonato de sédio.

As células de macréfagos, foram mantidas em garrafas de cultura em meio

RPMI-1640 (pH 7,0), preparado com 10% de soro bovino fetal, 0,2% de bicarbonato
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de s6dio e 10 mM de Hepes, ao acondicionamento das garrafas foram adicionados
0,1% de solugao de estreptomicina e 0,1% de solucdo de anfotericina B.
Os dois tipos celulares foram incubados sob as mesmas condigdes, em estufa

a 37°C sob atmosfera de 5% de COs.

4.2.11.1- Preparo das amostras

Foram pesados 20 mg dos extratos etandlico 70% e metandlico de E. hyemale e
dissolvidos em 200 pL de DMSO, em seguida, foram diluidos 1:5 com meio de
cultura e 20 uL foram aplicados em 180 pL de meio e diluidos de forma seriada na
proporcdo 1:1. A faixa de concentracdo do teste variou de 2000 ng/mL a 15,65 pg/mL

para ambos os extratos e os testes foram realizados em triplicata.

4.2.11.2- Procedimento

A técnica consistiu em coletar as células, por tripsinizagdo (solugdo tripsina
0,25%-EDTA 0,53 mM) ou com o auxilio de “scraper”, para fibroblastos e
macroéfagos, respectivamente e centrifugé-las a 1500 rpm por 10 minutos e conta-las
com auxilio do corante Turk, em cdmara de Neubauer, ajustando para a concentracdo
de 105 células/ mL em meio de cultura.

As células foram incubadas em microplacas de 96 pocos, a 37 °C e 5% de CO;
por 24 h para os macréfagos e 72 h para os fibroblastos. Apés este periodo, foi
observada a formacdo de tapete celular e foi retirado o meio existente, ja inadequado
para a manutencgao.

Em outra microplaca de 96 pogos foram colocados 100 pL de meio em todos

0s pogos, exceto nos pogos da coluna 1, onde foram acrescentados 180 pL de meio de
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cultura e 20 pL das amostras previamente diluidas 1:5 dos extratos, foi entdo
realizada uma diluicdo seriada 1:1 (v/v) a partir destes pocos com 200 pL para os
demais pocgos da respectiva microplaca. As amostras assim diluidas foram
transferidas para a microplaca contendo o tapete celular (OHNO et al., 1998;
TAKAHASHI et al., 2008).

Posteriormente ao periodo de incubagao de 24 h a 37 °C e 5% de COg, foram
adicionados 15 pL de solugdo aquosa de resazurina a 0,1 mg/mL, incubando a
microplaca por 3 h na mesma estufa. Quatro pogos da coluna 12 foram utilizados
para controle positivo do crescimento celular e quatro como controle negativo de
auséncia de crescimento.

A leitura dos resultados foi feita visualmente pela diferenciacdo entre a cor
azul (auséncia de células vivas) e cor-de-rosa (presenca de células vivas) (O’'BRIEN et
al., 2000) e por meio do leitor de fluorescéncia Spectra Fluor Plus - Tecan, com filtros

de luz de 530 e 590 nm e programa de anélise Magellin®.
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5.1- Obtencdo da droga vegetal
Apobs ser pulverizada em moinho de bolas obteve-se uma massa total de

droga vegetal de 416,76 g.

5.2- Analises fisico-quimicas da droga vegetal

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas aplicadas a droga vegetal
de E. hyemale, calculados a partir da média de trés determinacdes e o desvio padrao
encontrado para cada teste, estdo demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1- Analises fisico-quimicas para a droga vegetal de E. hyemale.

Teste Droga vegetal
pH* 5,38 £0,07
Teor de umidade
(% p/p) 6,75 £ 0,02
53,16 £1,66%
Perda por secagem**
Perda por secagem™ 59,24 +1,54%
Teor d(l)e extrativos 2166 + 0,47
(% p/P)
Teor de cinzas 16,06 + 0,35%
(% p/P)

*Agua destilada pH 6,35 + 0,14; *Temperatura ambiente; ***Estufa de secagem a 40 °C

5.3- Analises microbiolégicas
Observou-se nos resultados obtidos no controle de qualidade microbiol6gico
que ndo houve crescimento de micro-organismos patogénicos especificos, ou seja,

Salmonella sp, E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, além disso a contagem do namero total
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de bactérias foi de 2 x 102 UFC/g e de fungos foi de 7 x 102 UFC/g. Na Tabela 2 estdo

apresentados os resultados obtidos para a droga vegetal de E. hyemale.

Tabela 2- Controle de qualidade microbiol6gico da droga vegetal de E. hyemale

Micro-organismos Droga vegetal de E. hyemale
Contagem do namero total de bactérias 2x102UFC/g
Contagem do namero total de fungos 7x102UFC/¢g
Presenca de Salmonella sp. e E.coli Ausentes
Presenca de S. aureus e P. aeruginosa Ausentes

5.4- Triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabdlitos
secundarios

Os resultados obtidos com a droga vegetal em analise para cada classe dos
principais metabolitos secundarios estdo demonstrados na Tabela 3, na qual
podemos observar a presenga de saponinas e de flavondides, confirmada apenas pela

reacdo de saponinas e Taubock.
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Tabela 3- Metabolitos secundarios encontrados em E. hyemale
Classes Reacdes Droga vegetal
Bertrand -
Bouchardat -
Dragendorff -
Mayer -
Livres -
Heterosidicas -
Shinoda -
Taubock +
Flavonoides Pew -
Cloreto férrico -
Cloreto de alumineo -
Legal -
Kedde -
Glicosideos Cardiotonicos Pesez -
Keller-Killiani -
Lierberman- Burchard -
Formacao e permanéncia

Alcaléides

Antraquinonas

Saponinas +
de espumas

Gelatina -

Taninos Sais de ferro -

Acetato de Chumbo -
-: presenca do metabdlito ndo caracterizada; +: presenca do metabdlito caracterizada.

5.5- Obtencdo de derivados vegetais de E. hyemale

Utilizando a percolacdo como metodologia de obtencdo dos extratos visando
obter um maior rendimento, a partir de cerca de 80 g da droga vegetal de E. hyemale,
obteve-se diferentes rendimentos, segundo o liquido extrator utilizado. A obtengao
de 6leo essencial bruto a partir do espécime E. hyemale fresca, por hidrodestilagao,
ap06s 5 horas ininterruptas demonstrou ter rendimento zero, dados que podem ser

observados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Massas dos derivados vegetais obtidos de E. hyemale

Material Liquido Derivados

obtido extrator Droga (g) vegetais (g) Rendimento (%)

Extrato Etanol 70% 80,21 12,16 15,16
Extrato Metanol 80,17 7,40 9,23
Oleo 4 gua destilada 100,00 0 0

essencial

5.6- Analises fitoquimicas
5.6.1- Perfil cromatografico dos extratos de E. hyemale para fendis

O sistema eluente n-butanol:acido acético glacial:dgua (40:10:50, v/v/v)
testado na otimizacdo da CCD mostrou maior capacidade de separacdo na
cromatoplaca. Na Figura 4 pode-se visualizar a cromatoplaca obtida dos extratos de

E. hyemale em comparacdo com os padrdes de compostos fendlicos.
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Figura 4- Cromatoplaca dos extratos etandlico
70% e metanodlico obtidos das partes aéreas de E.
hyemale revelado com NP/PEG. Sistema eluente:
n-butanol:dcido acético glacial:dgua (40:10:50,
v/v/v). Em A- quercetina R 0,91; B- canferol R¢
0,93; C- rutina R¢ 0,73; D- 4cido clorogénico Rt
0,72; E- extrato etandlico 70% R¢ 0,84 para a 1°
mancha e 0,55 para a 2% F- extrato metanélico R¢
0,84 para a 1* mancha e 0,55 para a 2°.

5.6.2- Perfil cromatografico dos extratos de E. hyemale para saponinas

O sistema eluente cloroférmio:metanol:dgua (65:50:10, v/v/v) testado na
otimizagdo da CCD mostrou maior capacidade de separacdo das saponinas na
cromatoplaca. Na Figura 5 pode-se visualizar a cromatoplaca obtida dos extratos de

E. hyemale em comparacao com o padrdo de saponina.
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Figura 5- Cromatoplaca dos extratos etandlico
70% e metanolico obtidos das partes aéreas de
E. hyemale revelado com vanilina sulftrica.
Sistema eluente: cloroférmio:metanol:dgua
(65:50:10, v/v/v). Em A- padrao de saponina
R¢ 0,67; B- extrato etandlico 70% R¢ 0,67; C-
extrato metanolico R; 0,67.

5.6.3- Espectrofotometria na regiao de ultravioleta
O perfil espectrofotométrico dos compostos fenélicos padrao, 4cido galico e
acido tanico, bem como o perfil dos extratos de E. hyemale estdo representados na

Figura 6.
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Figura 6: Perfil espectrofotométrico, na regido do ultravioleta. Espectro
em vermelho: 4cido gélico; espectro em violeta: 4cido tanico; espectro
em preto e azul: extratos EtOH 70% e MeOH, respectivamente.

Observando o espectro apresentado na Figura 6, verifica-se que o perfil dos
extratos de E. hyemale apresentam compostos que absorvem entre 200 a 250 nm e 250

a 300 nm assim como os compostos fenodlicos padrao.

5.7- Teste de hemolise

O resultado do teste de hemolise pode ser observado na Figura 7, nota-se
que, apesar de os extratos etanodlico 70% e metandlico de E. hyemale apresentarem
presenca de saponinas nas reagdes fitoquimicas preliminares e no perfil
cromatografico, a quantidade presente deste composto em ambos os extratos nao foi
capaz de causar lise celular na placa de agar sangue para todas as concentracdes
testadas. Observa-se ainda ao centro da placa a formacdo de um halo de hemoélise de

15 mm do controle positivo realizado com SDS.
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Figura 7: Capacidade de hemodlise dos extratos de E.
hyemale. A, B e C: extrato etandlico 70% (250, 500 e 1000
ng/mL) respectivamente. D, E e F: extrato metandlico (250,
500 e 1000 pg/mL) respectivamente. G: halo de hemolise
formado pelo controle positivo.

5.8- Determinacdo da atividade antimicrobiana
5.8.1- Método de difusao em agar

A identificacdo dos halos de inibicdo pode ser visualizada na Figura 8.
Observa-se que ndo houve formacdo de halos para os extratos etandlico 70% e
metanodlico na concentracdo de 5 mg/mL e que os controles de DMSO e solucao
salina nao apresentaram formacao de halo de inibicdo contra as bactérias e C. albicans
em estudo. O halo de inibicdo dos controles de ampicilina e anfotericina B variou

entre 10 e 25 mm. Estes resultados podem ser visualizados na Tabela 5.
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Figura 8: Halos de inibi¢do mostrados no método de difusdo em
agar com “templates”. Placa com crescimento de C. albicans. A:
anfotericina B (halo de 20 mm); B: extrato etandlico 70%; C:
extrato metanolico de E. hyemale; D e E: controles com DMSO e
solugdo salina, respectivamente.

Tabela 5- Medida dos halos de inibicdo do teste de difusdo em agar, a partir da
média de triplicatas, para os extratos etanélico 70% e metandlico de E. hyemale

Halo (mm)
Amostras

E. coli S. aureus B. subtilis C. albicans

EtOH 70% - - - -
MeOH - - - -
DMSO - - - -

Solucao salina - - - -

Ampicilina/

Anfotericina B 14,5 10 25 20

- :nao houve formacido de halo
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5.8.2- Método da Concentra¢io Inibitéria Minima (CIM), da Concentracio
Bactericida Minima (CBM) e da Concentracao Fungicida Minima (CFM).

Os resultados de CIM, CBM e CFM encontrados para o extrato etandlico 70%
e para o extrato metanélico foram > 1250 pg/mL frente a todas as cepas bacterianas
exceto micro-organismos bucais e Candida albicans.

Os resultados de CIM e CFM encontrados para os fungos dermatofitos
variaram entre 625 e 1250 pg/mL. Os controles com ampicilina variaram de 0,02
ng/mL a 0,78 pg/mL frente as cepas bacterianas, o controle com anfotericina B frente
Candida albicans foi igual a 0,5 pg/mL e frente aos fungos dermatoéfitos, variou entre
0,25 e 1 pg/mL. Estes resultados podem ser observados na Tabela 6.

Os resultados de CIM encontrados para os micro-organismos bucais
variaram entre 500 e 2000 ng/mL, o controle com clorexidina variou entre 1,83 a
14,75 pg/mL. Estes resultados podem ser observados na Tabela 7.

Nas Figuras 9, 10 e 11 estdo representadas microplacas com alguns

resultados obtidos frente aos diferentes micro-organismos.
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Tabela 7- Resultados obtidos na determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) frente a micro-organismos bucais. Os valores expressos representam a média
de triplicatas.

i Extrato Controle
) . Extrato etanélico 70% . .
Micro-organismo (1g/mL) metanodlico Clorexidina
(ng/mL) (ng/mL)
E. faecalis 2000 2000 14,75
S. salivarius 1000 1000 7,38
S. sanguinis 1000 1000 7,38
S. mitis 1000 500 14,75
S. mutans 2000 1000 1,83
S. sobrinus 1000 1000 1,83

L. casei 2000 2000 3,67
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Figura 9- Determinacdo da CIM frente a
uma cepa bacteriana, revelado com
resazurina. As concentragbes dos extratos
variaram de 1250 pg/mL a 1,2 pug/mL.
Estdo representados de Al a All o extrato
etandlico 70% e de Bl a Bll o extrato
metandlico. Na linha C esta a representagao
da ampicilina, na linha D do DMSO. Nos
orificios de A12 a H12 estdo representados
os controles. A/B12 de esterilidade do
extrato metandlico, C/D12 do extrato
etandlico 70%, E12 do DMSO, F/G12 do

caldo e H12 do crescimento da cultura.

Figura 10- Determinagdo da CIM frente C.
albicans, revelado com TTC. As
concentracdes dos extratos variaram de
1250 upg/mL a 1,2 pg/mL. Estdao
representados de Al a All o extrato
etandlico 70% e de Bl a Bll o extrato
metandlico. Na linha C estd a
representacao da anfotericina B, na linha D
do DMSO. Nos orificios de A12 a H12 estdo
representados os controles. A/B12 do
crescimento da cultura, C12 do DMSO, D12
do caldo, E/F12 do extrato etandlico 70%,
G/H12 do extrato metandlico.

Figura 11- Determinacdo da CIM frente a
fungos filamentosos, observacdo visual e
comparacao com controles. As
concentracdes dos extratos variaram de
1250 upg/mL a 1,2 pg/mL. Estdo
representados de C2 a Cll1 o extrato
metandlico e de D2 a D11 o extrato
etandlico 70%. Na linha H estd a
representacdo da anfotericina B, na linha G
do DMSO. Nos orificios de Al a H12 estao
o controle do meio (negativo), nas linhas de
A12 a H12 estdo representados os controles
de crescimento ftingico (positivo) (para
comparacao visual).
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5.9- Determinacao da capacidade de sequestro de radicais livres.

O potencial da atividade antioxidante dos extratos foi determinado baseado
na atividade sequestrante do radical de 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH), utilizando
trés concentracoes definidas de uma substdncia com reconhecida atividade
antioxidante e avaliando o potencial dos extratos obtidos neste trabalho. A atividade
antioxidante, em porcentagem e o desvio padrdo, da vitamina C e dos extratos, em
suas definidas concentragdes, estd apresentada na Figura 12.

A andlise estatistica mostrou que a capacidade antioxidante foi
significativamente diferente entre o controle positivo e os extratos, porém a
capacidade antioxidante ndo se mostrou significativamente diferente entre os

extratos avaliados.

100 -

B Vitamina C
B Extrato EtOH 70%
B Extrato MeOH

06 Atividade antioxidante

25 50 100

Concentracao pg/mL

Figura 12- Atividade antioxidante da substdncia padrdao e dos extratos
etandlico 70% e metanolico de E. hyemale nas concentragdes de 25, 50 e 100

ng/mL.
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5.10- Avaliacao da citotoxicidade

A partir da avaliacio de citotoxicidade determinou-se o Indice de
Citotoxicidade (IC) ou de Viabilidade, para os extratos etanélico 70% e metandlico de
E. hyemale.

Observou-se um Indice de Citotoxicidade para 50% das células (ICso) frente
as linhagens de fibroblastos e de macréfagos para o extrato metanélico na faixa de
concentracdo de 1000-2000 pg/mL. Para o extrato etandlico 70% ndo houve ICsp na
viabilidade celular frente a fibroblasto para a maior concentracdo testada (2000
ng/mL), enquanto que no caso da linhagem de macréfagos houve ICsp na faixa de
concentracdo de 1000-2000 ng/mL.

Na Figura 13 pode ser observado o desempenho de citotoxicidade dos

extratos de E. hyemale frente as linhagens de fibroblastos e macréfagos.

Figura 13- Desempenho da atividade citotoxica dos extratos etandlico 70% e
metanolico de E. hyemale em diferentes concentragdes, frente a fibroblastos e
macroéfagos



6. DISCUSSAO
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O Brasil possui uma das maiores e mais variadas floras do mundo, a
constituicdo das plantas indica suas possiveis propriedades bioldgicas, podendo
abranger tanto propriedades terapéuticas como toxicas (FALKENBERG et al., 2004).

Observou-se a partir dos estudos de caracterizagao fisico-quimica da droga
vegetal de E. hyemale que o pH do infuso é acido, sugerindo a presenca de
substancias acidas neste espécime.

O teor de umidade foi igual a 6,75%, a presenca de quantidade excessiva de
agua em drogas vegetais propicia o desenvolvimento de micro-organismos, com
consequente deterioracdo dos constituintes da droga. Portanto, faz-se necessario o
estabelecimento de limites de umidade para drogas vegetais que, em geral, devem
estar abaixo de 14% (SIMOES, 2004). Nota-se que o valor encontrado se apresenta
dentro do limite pré-estabelecido.

A perda por secagem realizada em temperatura ambiente e em estufa de
secagem a 40 °C mostrou que neste taltimo caso, houve maior perda de agua da droga
vegetal além do fato de ter ocorrido rapida estabilizacdo da droga, por isso essa foi a
metodologia de escolha para a secagem das partes aéreas de E. hyemale. Além disso,
sabe-se que a secagem em temperatura ambiente em alguns casos pode favorecer o
desenvolvimento de contaminantes (MIGLIATO et al., 2007).

O teor de extrativos emprega a d4agua como liquido extrator no
estabelecimento do teor de constituintes extraiveis da droga vegetal. A analise foi
determinada utilizando-se a decoccdo como processo extrativo. O resultado obtido
foi de 21,66%, este parametro avalia apenas a quantidade de substancias que podem

ser extraidas aplicando-se o método de decocgdo e tendo como liquido extrator a
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agua e nao tem relagdo com a quantidade de principios ativos contidos na planta
uma vez que se deve levar em consideracdo a substancia que se deseja extrair, sendo
necessario em alguns casos o emprego de misturas de diferentes solventes
(MIGLIATO et al., 2007).

A determinacdo do teor de cinzas totais permite a verificagdo de impurezas
inorganicas nao-volateis que podem estar presentes na droga como contaminantes
(SIMOES et al., 2004; VIGO et al., 2004). Como nao existe valor de teor de cinzas
totais, na literatura, para a droga vegetal de E. hyemale, o resultado obtido neste
trabalho torna-se importante contribuindo para o processo de sua padronizagdo,
além disso, o valor encontrado pode ter relacdo com a presenga de silica relatada na
literatura como constituinte desta espécie (GIERLINGER et al., 2008; SAPEI et al.,
2008).

Os resultados obtidos no controle de qualidade microbiolégico mostraram
que ndo houve crescimento de micro-organismos patogénicos especificos, ou seja,
Salmonella sp, E. coli, S. aureus e P. aeruginosa e que na contagem do namero total de
micro-organismos o crescimento esteve de acordo com as recomendacdes oficiais
para plantas medicinais (BRASIL, 2010), mostrando as boas praticas de coleta e
manuseio dessa droga vegetal.

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos
presentes em espécies vegetais. Quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a
espécie de interesse, a triagem fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de
metabodlitos secundarios relevantes na mesma (FALKENBERG et al., 2004). Os

resultados encontrados na triagem fitoquimica da droga de E. hyemale mostraram a
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presenca de saponinas e flavondides, sendo estes metabodlitos secundérios de maior
polaridade, os solventes de escolha para a extracdo foram etanol 70% e metanol. A
escolha dos solventes deve basear-se, principalmente, na seletividade que o mesmo
apresenta pelos compostos a serem extraidos. No entanto, outras caracteristicas nao
podem ser ignoradas, como a facilidade de manuseio, custo, protecao ao ambiente e
toxicidade (LIST e SCHMIDT, 2000).

A percolacdo consiste em submeter uma droga vegetal pulverizada ou uma
mistura de substdncias em um aparelho especial, o percolador, a acdo dissolvente de
um liquido extrator de maneira que este, ao atravessar o p6 em sua descida, arraste
as substancias soltiveis e saia do percolador livre de substancias insoltveis. Quando
a operagdo é executada convenientemente, a primeira por¢do do liquido obtido, ou
percolato, deve estar quase saturada dos constituintes solaveis da droga tratada e, se
a quantidade do liquido extrator for suficiente para seu esgotamento, a altima porgao
do percolato deve ser quase incolor, inodoro e sem sabor da droga esgotada
(PHARMACORPEIA, 1926).

Por meio do estudo do perfil cromatografico é possivel determinar e
visualizar as classes de metabdlitos secundérios presentes nos extratos vegetais. Apos
a obtencao dos extratos etanolico 70% e metanoélico de E. hyemale realizou-se o estudo
do perfil cromatografico, de modo que a cromatoplaca apresentou manchas na
mesma condicdo utilizada para observacdo de compostos fenélicos, contudo ndo foi
observada a presenca de quercetina, rutina, canferol ou &acido clorogénico, padrdes

utilizados para comparagdo com os extratos. A espectrofotometia na regido de
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ultravioleta também mostrou picos semelhantes aos observados nos padrdes
fendlicos utilizados.

Os fendis obtidos de vegetais sdao numerosos e variados, estando
representados em quase todas as classes de metabdlitos secundarios. Os flavondides
sdo compostos fendlicos que tém sua estrutura baseada em 2-fenil-benzopirano
(C6C3C6), sendo representados por vdrias classes, de acordo com o grau de oxidacao
do anel central (SANTOS e BLATT, 1998). Diante dos resultados encontrados neste
trabalho de pesquisa nota-se a necessidade de estudos futuros mais apurados no
intuito de se detectar dentre essas varias classes quais seriam os fenéis apresentados.

De modo geral, os polifendis e em particular os flavondides possuem
estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as
vitaminas C e E (BARREIROS et al., 2000). Os antioxidantes sdo substancias que
retardam a velocidade da oxidagdo, inibindo os radicais livres e prevenindo a
formacao de doengas, contribuindo, dessa maneira, para uma maior longevidade. A
origem de varias doencas degenerativas, como cardiopatias, aterosclerose, problemas
pulmonares, entre outras, estd relacionada aos danos promovidos pelos radicais
livres. Sugere-se que utilizacdo de vegetais ricos em substancias antioxidantes pode
diminuir a incidéncia de algumas dessas doencas (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

As pesquisas vém tentando explicar os beneficios de compostos
antioxidantes em enfermidades cardiovasculares, em numerosos tipos de cancer,
além de outras doencas diretamente associados ao processo de envelhecimento,
como cataratas, Sindrome de Alzheimer e outras que atingem o sistema nervoso

(SOUSA et al., 2007).
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Segundo Milovanovi¢ et al. (2007) extratos hidroalcoélicos (20:80, v/v) de
cinco espécies de Equisetum (E. arvense L.; E. sylvaticum L.; E. fluviatile L.; E. palustre L.;
E. telmateia Ehrh) apresentaram grande variagdo em sua capacidade antioxidativa, no
entanto, esses autores concluem que a atividade antioxidante ndo tem relacdo direta
com a presenga de flavonéides como estabeleceu Katalinic et al. (2006), justificando
que esta variacdo depende ndo somente da presenca e quantidade total de fendis mas
sim da composigao especifica destes fenodis, uma vez que foram observadas também
variagdes com relacdo aos tipos de flavonéides identificados em cada espécime. Apds
a andlise destes resultados os autores qualificam as espécies E. telmateia, E. arvense e
E. sylvaticum como ricas fontes naturais antioxidantes.

De acordo com Park e Jeon (2008), o extrato metandlico de E. hyemale
apresentou boa capacidade antioxidante, apresentando na concentracdo de 100
nug/mL pelo método de DPPH inibicdo de 24,29%, enquanto que os resultados
obtidos neste estudo mostram valores de inibicdo de radicais livres acima de 30%, de
maneira semelhante aos resultados encontrados por Pan et al. (2009).

Os extratos de E. hyemale apresentaram também perfil para a presenca de
saponinas. Segundo Estrada et al. (2000) as saponinas sdo muito utilizadas na
indtstria farmacéutica servindo como o ponto de partida para a semi-sintese de
drogas esteroidais. Além disso, estes autores afirmam que as saponinas possuem
propriedades importantes como, por exemplo, no tratamento de desordens
associadas a inflamacdo, sendo utilizadas em fitoterapia e ainda na industria

cosmética.
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Acredita-se que este grupo de metabolitos secundérios seja o principal
componente de muitas plantas utilizadas empiricamente na medicina tradicional
chinesa como, por exemplo, Panax ginseng, que passou a ser utilizado mundialmente
(FUKUDA et al., 2000), sendo que as saponinas sao consideradas responsaveis por
suas propriedades farmacolégicas (LIU e HENKEL, 2002).

As saponinas tém habilidade de romper eritrécitos, devido a uma interagao
que ocorre com o0s esterdides presentes na membrana destes, esta propriedade vem
conduzindo a testes de hemolises com a finalidade de se descobrir a presenga deste
metabodlito em drogas ou extratos de plantas (BAUMANN et al., 2000). O teste de
hemolise realizado neste estudo mostrou que apesar de os extratos de E. hyemale
apresentarem um perfil cromatografico com presenca de saponinas, nao existe
provavelmente, concentragdo suficiente destes compostos capaz de causar lise celular
ou ainda sugerem que as saponinas presentes em ambos os extratos de E. hyemale ndo
possuam essa capacidade (SIMOES, 2004).

Apo6s a andlise dos resultados obtidos na determinacdo da atividade
antimicrobiana observa-se que os extratos de E. hyemale nao mostraram formacao de
halo de inibicdo pela técnica de “templates” na concentracdo de 5 mg/mL frente a
todas as cepas testadas. Os resultados obtidos pelo método de determinagao da CIM
mostraram melhor atividade de ambos os extratos frente a fungos dermatoéfitos com
CIM e CFM variando de 625 a 1250 pg/mL e frente aos micro-organismos bucais com
CIM variando de 500 a 2000 pg/mL, porém a CIM, CBM e CFM foram superiores a

1250 pg/mL frente a todas as bactérias nao bucais testadas e C. albicans.
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Espécies do género Equisetum apresentaram em estudos prévios, relativa
atividade antimicrobiana (ALONSO PAZ et al., 1995; UZUN et al., 2004, KLOUCEK
et al., 2005; CANALES et al., 2005; MILOVANOVIC et al., 2007).

Em estudo realizado com decocto de E. giganteum pelo método de difusao em
agar com cilindros observou-se a formagado de halos na concentragdo de 10 mg/mL
frente a E coli, P. aeruginosa, B. subtilis, M. luteus, nao apresentando atividades frente a
C. albicans e S. cerevisae (ALONSO PAZ et al., 1995).

Em um levantamento sobre varias plantas medicinais peruanas, avaliou-se o
extrato etandlico de E. giganteum por microdiluicdio em caldo na maxima
concentracdo de 16 mg/mL, os resultados observados foram CIM > 16 mg/mL para
E, coli e P. aeruginosa e CIM entre 4 e 16 mg/mL para B. cereus, B. subtilis, B. fragilis, E.
faecalis, S. aureus, S. epidermidis e S. pyogenes (KLOUCEK et al., 2005).

Um estudo realizado com plantas da Turquia demonstrou atividade com o
extrato de éter de petrdleo de E. telmateia com CIM variando nas concentragdes entre
39,1 e 312, 5 pg/mL frente a S. aureus, S. epidermidis e C. albicans, sendo que o extrato
etandlico desta mesma espécie vegetal ndo apresentou resultados frente a estes
mesmos micro-organismos (UZUN et al., 2004).

De acordo com Milovanovi¢ et al. (2007) o extrato hidroalcoélico (20:80, v/v)
de cinco espécies de Equisetum (E. arvense L.; E. sylvaticum L.; E. fluviatile L.; E. palustre
L.; E. telmatein Ehrh) na concentracdo de 5 pg de extrato por disco frente a P.
aeruginosa, E. coli, S. enteritidis, K. pneumoniae, S. aureus, C. albicans e A. niger

mostraram formacdo de halos de 7,8 a 17,9 mm, sendo que ndo houve atividade
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somente do espécime vegetal E. telmateia frente ao S. aureus, além do fato de os
melhores resultados serem observados para E. arvense.

Estudos relacionados a atividade antimicrobiana da espécie E. hyemale
mostram uma variagdo nos resultados obtidos devido as diferentes metodologias
empregadas, concentragdes e micro-organismos testados (NAVARRO et al., 1996;
LEE et al., 2001; CANALES et al., 2005).

Canales et al. (2005) observaram em um levantamento com plantas de uso
popular no México que o extrato hexanico de E. hyemale frente a S. aureus mostrou
um valor de CIM >2 mg/mL. Lee et al. (2001) observou que o extrato metanolico de
E. hyemale na concentracdo 10 mg/disco ndo apresentou atividade antibacteriana
frente a micro-organismos da flora intestinal inclusive E. coli. O estudo realizado por
Navarro et al. (1996) com o extrato metanélico de E. hyemale na concentracdo de 20
mg/mL mostrou atividade frente a S. aureus e na concentragao de 40 mg/mL frente a
C. albicans.

Analisando-se os vérios estudos de atividade antimicrobiana realizados com
o género Equisetum presentes na literatura, observa-se em primeiro lugar o quanto as
espécies deste género sdo utilizadas popularmente pelas mais variadas etnias e ainda
a variagdo nas metodologias utilizadas e nos resultados obtidos. Nota-se a
semelhanca em alguns casos com os resultados obtidos neste estudo com atividade
antimicrobiana se apresentando em altas concentragdes dos extratos. Contudo em
nenhum dos estudos prévios foram testados extratos de E. hyemale frente a fungos

dermatoéfitos e micro-organismos bucais.
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Apesar de alguns autores afirmarem que a Concentracao Inibitéria Minima
ideal para extratos obtidos de plantas devem estar abaixo de 100 pg/mL (RIOS e
RECIO, 2005; GIBBONS, 2008) observa-se que apesar de os extratos de E. hyemale
terem apresentado altas concentragdes que estas se mostram promissoras quando
comparadas com os dados encontrados na literatura para extratos de E. hyemale
obtidos em outras regides. O fato de os primeiros resultados encontrados no inico
deste estudo ndo terem sido considerados bons, ndo impediu a realizacdo de testes
frente a outras linhagens de micro-organismos o que permitiu a interessante
descoberta de um potencial antimicrobiano frente a fungos dermatofitos. Tais micro-
organismos apresentam altos indices de resisténcia, sendo, portanto necessarios
estudos futuros a fim de gerar fracdes ou até mesmo substancias isoladas a partir
destes extratos que possuam acdo mais significativa frente a estes micro-organismos.

Além de avaliar a eficiéncia dos extratos de E. hyemale como possiveis
inibidores de micro-organismos e antioxidantes procurou-se verificar a seguranca
destes. Para tanto, utilizou-se a metodologia de determinacdo de morte celular
referente a uma avaliacdo preliminar da toxicidade dos extratos, segundo Ahmed et
al. (1994) e Vistica et al. (1991). Foram utilizados dois tipos celulares, as células
tibroblasticas da linhagem SIRC que sao preconizadas pela ANVISA (ANVISA, 2003)
e células de macroéfagos J774, uma vez que os testes in vitro com células animais ou

humanas sdo uma das potenciais alternativas aos testes de toxicidade com animais

(HAMMER et al., 2006).
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Em estudo de citotoxicidade realizado por Park e Jeon (2008) pelo método de
MTT observa-se que o extrato metandlico de E. hyemale ndo apresentou ICsp na
maéxima concentracdo testada (1000 pg/mL).

Os resultados de testes de citotoxicidade realizados neste estudo
demonstram que o extrato etanélico 70% apresenta baixo Indice de Citoxicidade,
quando em contato com fibroblastos, ndo apresentando ICsp na maxima concentracdo
testada (2000 pg/mL), enquanto que quando em contato com macroéfagos apresentou
ICs0 na faixa entre 1000-2000 pg/mL. O extrato metanodlico apresentou ICso frente a
ambos os tipos celulares entre a faixa de 1000-2000 pg/mL, ou seja, apresentando
maior citotoxicidade quando comparado ao extrato etandlico 70%. A alta
concentragdo necessdaria para produzir citotoxicidade em 50% da populacdo de
células é um indicativo da seguranca do uso destes extratos.

Variagdes temporais e espaciais no contetido total, bem como as proporcdes
relativas de metabodlitos secundarios em plantas ocorrem em diferentes niveis
(sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da existéncia de um
controle genético, a expressao pode sofrer modificagdes resultantes da interacao de
processos bioquimicos, fisiologicos, ecolégicos e evolutivos (GOBBO NETO e LOPES,
2007). De fato, os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre
as plantas e o ambiente circundante, portanto sua sintese é frequentemente afetada
por condicdes ambientais, além disso, hd que se considerar também o pressuposto
que os solos apresentam diferencas na sua fertilidade e que este fator pode levar a

diferengas na produgao de metabolitos de interesse (KUTICHAN, 2001).
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Os resultados apresentados sugerem devido a variedade de estudos
relacionados ao género Equisetum e com a espécie E. hyemale distribuidos por
diferentes paises, que essas variacdes influenciam na capacidade de uma espécie
apresentar atividades biolégicas significativas uma vez que estas estdo diretamente
relacionadas a presenca de metabdlitos secundérios produzidos naturalmente pelas
plantas.

A importancia do presente estudo estd nas informacdes obtidas nos testes de
caracterizacdo farmacognostica e fitoquimicas preliminares e ainda na relacdo entre
os metabolitos secundérios encontrados e as atividades biolégicas apresentadas pelo

espécime E. hyemale cultivado em Araraquara.



7. CONCLUSAO
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A partir da andlise dos resultados obtidos, conclui-se que:
A caracterizagdo da droga vegetal de E. hyemale foi importante devido a
auséncia destes dados na literatura;
As andlises fitoquimicas preliminares sugerem a presenca de compostos
fendlicos e ainda saponinas nos extratos etanolico 70% e metanélico obtidos
por percolagao;
Os extratos etanodlico 70% e metandlico de E. hyemale ndo apresentaram
atividade antibacteriana exceto para micro-organismos bucais e antifingica
frente a C. albicans;
Estes extratos demonstraram melhor atividade frente a fungos dermatéfitos e
micro-organismos bucais;
Os extratos de E. hyemale possuem boa atividade antioxidante;
Do ponto de vista toxicolégico os extratos apresentam baixo Indice de

Citotoxicidade até mesmo em concentracdes elevadas.
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