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RESUMO

A espécie foi selecionada para realizacao da pesquisa devido a ampla utilizacdo medicinal
para tratamento de diarreia pela populacdo do nordeste brasileiro. O objetivo desse
trabalho foi estudar os aspectos morfoanatomicos das folhas de Stachytarpheta
jamaicensis, detectar presenca das principais classes de metabdlitos secundérios
presentes no extrato bruto de suas folhas e ainda avaliacdo do potencial antioxidante,
citotéxico e antibacteriano do referido extrato e suas fragdes. Para alcancar os objetivos,
seccOes paradérmicas e transversais foram efetuadas para estudo da epiderme e seus
anexos. Analisou-se também caracteres da morfologia foliar e do peciolo através de
cortes histologicos. Foi realizada triagem fitoquimica do extrato bruto através de testes
colorimétricos e ensaios de precipitacdo. A partir do extrato bruto metandlico, realizou-se
particdes com solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio e acetato de etila).
O fracionamento e purificacdo dos extratos particionados foi realizado por cromatografia
em coluna (CC) e monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD). O Extrato
Bruto (EB) e as fracGes foram submetidos ao teste do sequestro do radical livre 1,1 —
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e ao ensaio de letalidade da Artemia salina, para avaliagdo
das atividades antioxidante e citotdxica, respectivamente. Para avaliagdo da atividade
antibacteriana foram executadas as técnicas de difusdo em disco, em poco e MIC
(concentracdo inibitéria minima) frente as cepas de Samonella e E.coli. A [amina foliar é
anfiestomatica, com estdbmatos do tipo diacitico, a epiderme é uniestratificada, com
presenca de tricomas tectores. Os resultados detectaram presenca de taninos,
flavonoides, alcaloides e saponinas. Na avaliacdo da atividade antioxidante, os valores de
ICs0 (mg/ml) encontrados foram de 6,62 a 446,20 para os extratos testados. Quanto a
citotoxicidade, todos os extratos apresentaram valores de LCso (mg/ml) de 211,16 a
446,20, sendo o extrato hexanico o mais ativo (LCso 211,16) . Quanto a analise
antibacteriana, ndo foi demonstrada atividade dos extratos frente as bactérias testadas. A
toxicidade apresentada pela folha dessa espécie remete cautela quanto a sua seguranca
para uso pela populacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Stachytarpheta jamaicensis, Morfoanatomia, Fitoquimica, Atividade
bioldgica, Citotoxidade.



ABSTRACT

The species was selected to carry out the research because of the wide medicinal use for
diarrhea treatment by the Brazilian northeast population. The objective of this work was to
study the morphological and anatomical aspects of the leaves of Stachytarpheta
jamaicensis, detect the presence of the major classes of secondary metabolites present in
the crude extract of the leaves and still assessing the potential antioxidant, cytotoxic and
antibacterial said extract and its fractions. To achieve the objectives, paradermic sections
and cross were made to study the epidermis and its annexes. Was also analyzed
characters of leaf morphology and petiole through histological sections. Phytochemical
screening of crude extracts was performed by colorimetric tests and tests precipitation.
From the raw methanol extract was held partitions with increasing polarity solvents
(hexane, chloroform and ethyl acetate). The fractionation and purification of the partitioned
extracts was performed by column chromatography (CC) and monitored by thin layer
chromatography (TLC). The crude extract (EB), and fractions were subjected to test the
free radical sequestration 1,1 - diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) test and the mortality of
Artemia salina, to assess antioxidant activities and cytotoxic activities, respectively. To
evaluate the antibacterial activity were performed the disk diffusion techniques in well and
MIC (minimum inhibitory concentration) compared to the strains of Salmonella and E.coli.
The blade is amphistomatic with stomata of diacitic type, the epidermis is uniseriate, with
the presence of trichomes. The results detected the presence of tannins, flavonoids,
alkaloids and saponins. In the evaluation of antioxidant activity, IC 50 values (mg / ml)
were found 6.62 to 446.20 for the tested extracts. For cytotoxicity, all extracts showed
LC50 values (mg / ml) 211.16 to 446.20, and the hexane extract the most active (LC50
211.16). For antibacterial analysis, has not been demonstrated activity of extracts front
bacteria tested. The toxicity of the leaf of this species refers caution about their safety for
use by the population.

KEYWORDS: Stachytarpheta jamaicensis, Morphology, anatomy, phytochemistry,
biological activity, cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

Apesar do progresso da quimica de sintese, é inegavel que as plantas medicinais
conquistaram importancia cada vez maior no mercado de medicamentos tornando-se uma
realidade mundial. A Organizacdo Mundial de Saude estima que 80% da populacao
mundial utilizam a medicina tradicional para suprir suas necessidades meédicas primarias,
0 que leva a compreender que o estudo de plantas medicinais é extremamente importante
para a saude publica. O desenvolvimento de estudos envolvendo as mesmas permite e
facilita a elaboracdo de medicamentos fitoterapicos com qualidade e seguranca,
melhorando as possibilidades de uso de recursos regionais e consequentemente de
comercializagdo no mercado mundial (GILBERT, 2005).

Em paises industrializados, ha um alto indice de prescricdo de medicamentos que
se utilizam da grande biodiversidade vegetal (LEITE, 2009). Entretanto, nos paises em
desenvolvimento, aproximadamente 80% da populacdo recorre a medicina alternativa
e/ou complementar para solucionar seus problemas de saude, devido ao alto custo da
terapéutica convencional (AHMAD et al., 1998). Frequentemente, as pessoas fazem uso
de plantas sem nenhum embasamento cientifico, pratica que pode resultar em
intoxicacdes e em outros disturbios. No Brasil, esta realidade é agravada pela diversidade
e abundancia de espécies vegetais desconhecidas tanto quimica como taxonomicamente
(ARNASON et al., 1994).

A fitoterapia representa uma das praticas milenares, com o emprego de plantas
para diversos propositos terapéuticos, como no tratamento de processos inflamatorios,
infeccOes, lesdes de pele, diarreia, doencas venéreas, picadas de insetos etc. (SAMY et
al., 1998).

A RDC N°26/2014 traz o conceito de planta medicinal como espécie vegetal,
cultivada ou néo, utilizada com propdésitos terapéuticos e define droga vegetal como
planta medicinal ou suas partes, que contenham as substancias responsaveis pela acéo
terapéutica, apd6s processos de coleta/colheita, estabilizacdo, secagem (quando
aplicavel), podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada.

Como as plantas apresentam grande variedade de substancias quimicas,
inclusive com efeitos bioldgicos potentes, a pesquisa com plantas que ainda ndo foram
estudadas, bem como a avaliagdo desse potencial terapéutico torna-se essencial para
descoberta de novos compostos bioativos (MUKHERJEE et al, 2012).

O esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do metabolismo
secundario dos vegetais podem ser obtidos através da pesquisa fitoquimica que assume

desde formatos simples como os testes colorimétricos e de precipitacdo a outros mais



complexos, tais como a identificacdo e isolamento de substancias. (RODRIGUES et al,
20009).

O desenvolvimento de novas técnicas analiticas, assim como, a evolucdo dos
instrumentos de analise espectrométrica, determinam, quais classes de compostos estao
presentes nos extratos, permitindo correlacdo dos mesmos com o0s testes de atividade
biolégica (RODRIGUES et al, 2009). A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma
técnica de adsor¢do liquido-sdlido, € um método simples, rapido, visual e econémico. A
CCD é a técnica predominantemente escolhida para o acompanhamento de reacgfes
organicas, sendo também muito utilizada para a purificacdo de substancias e para a
identificacdo de fracBes coletadas em cromatografia liquida classica (DEGANI et al,
1998).

E importante também salientar que alguns vegetais apresentam um conjunto de
principios ativos e a agéo farmacodindmica dos mesmos € mais conveniente do que um
desses principios isolados (OLIVEIRA et al, 2009).

Para o desenvolvimento de um medicamento, a partir de uma espécie botanica é
necessario demonstracdo da eficacia, dai a importancia de realizar estudos que irdo
comprovar a sua atividade farmacolégica e sua utilizacdo com finalidades
medicamentosas justificadas (FONSECA, 2005).

Para que a validacdo da planta medicinal se torne efetiva € necessario que a
espécie possa ser examinada quanto aos aspectos botanicos, quimicos, biolégicos e
farmacolégicos (GILBERT et al, 2005).

Os testes de toxicidade sdo elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os
efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das
substancias (FORBES e FORBES, 1994). A avaliacdo a toxicidade pode ser feita a partir
do experimento de letalidade da Artemia salina (Figura 1) que é um microcrustaceo de
agua salgada comumente usada como alimento para peixe (NASCIMENTO et al., 2008).
Essa pratica € considerada como bioindicador para atividade antioxidante e teve inicio a
partir de 1982 em testes de toxicidade aguda para monitoramento de extratos de plantas
Oou outros organismos, com vistas a deteccdo da presenca de compostos citotdxicos
(ANDERSON, 1991; SERRANO et al, 1996). Representa um meétodo rapido e barato,
possuindo grande capacidade para formar cistos dormentes, praticidade de manuseio e
cultivo, aléem de ser um bioindicador eficaz em uma avaliacdo toxicologica pré-clinica
(BAROSA et al, 2003).

Visando buscar novos farmacos para o tratamento de diversas doencas e
aproveitando a biodiversidade vegetal do nordeste, pesquisas com plantas medicinais tém
sido realizadas em busca de compostos com elevada atividade antioxidante (POTTERAT,

1998). Atualmente, devido as descobertas dos efeitos dos radicais livres nos organismos,



existe um grande interesse no estudo de antioxidantes que s&o definidos como
compostos que protegem o sistema biologico contra o efeito nocivo de processos ou
reacoes que podem causar oxidacdo excessiva (KRINSKY, 1994). Sabe-se que,
antioxidantes sao utilizados para protecao de cosméticos, farmacos e alimentos, evitando
a decomposicéo oxidativa pela acéo da luz, temperatura e umidade (BARREIROS et al,
2006).

Experimentos demonstram que enzimas e metabdlitos encontrados em plantas
superiores se defendem da acdo oxidante através da inibicdo da formacédo de radicais
livres e pelo sequestro dessas espécies oxigenadas, tais como, os radicais peroxidos.
Diversas técnicas tém sido utilizadas para que a atividade antioxidante in vitro seja
determinada, permitindo assim, uma répida selecdo de substéncias e/ou misturas
potencialmente interessantes na prevencao de doencas crénico-degenerativas (DUARTE,
2010).

O método do DPPH que é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) por antioxidantes produzindo um decréscimo da absorbancia a 515nm
(BRAND-WILLIAMS et al.,1995).Dentre as substancias naturais que tem apresentado
atividades antioxidantes, destacam-se as lignanas e os flavonoides (FAURE, 1990).

Quanto a presenca de substancias antimicrobianas, € fato conhecido desde o
tempo das cavernas em que o homem paleolitico as administrava para tratar as suas
doencas. Embora néo seja possivel precisar com exatiddo a origem da fitoterapia, sabe-
se que é uma das maiores, melhores e mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade. Devido a sua atividade metabdlica secundaria, 0s vegetais superiores sao
capazes de produzir substancias antibioticas que sao utilizadas como mecanismo de
defesa contra microrganismos, insetos e herbivoros (FONSECA, 2005). Porém, sé a partir
da descoberta da penicilina a busca pelos antibiéticos teve importancia (SILVEIRA et al,
2009).

O uso constante de antibioticos segundo Moellering et al (2000) tem provocado
uma série de problemas, destacando-se o desequilibrio da ecologia humana e a
resisténcia bacteriana, necessitando a busca por novos antibidticos eficazes. Essa
vertente abre caminhos para a pesquisa com plantas medicinais.

Com o passar do tempo tornou-se crescente a resisténcia dos microrganismos as
substancias antibacterianas sintéticas. Assim, busca-se através de extratos de plantas,
realizar testes que possam identificar novos compostos com atividade antibacteriana
conhecida (SILVEIRA et al, 2009).

Essa atividade antibacteriana de extratos vegetais € determinada a partir de
pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do
microrganismo-teste (OSTROSKY, 2008).



As bactérias Salmonella entérica e Escherichia coli pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Essas enterobactérias sdo bastante conhecidas por normalmente
estarem envolvidas em infec¢des intestinais

A familia Verbenaceae esta constituida de aproximadamente 100 géneros e 2600
espécies ocorrendo em regifes temperadas, tropicais e subtropicais de ambos o0s
hemisférios. Seus representantes apresentam habito variado, desde arvores de grande
porte (Tectoma grandis L.) até ervas (Verbena officinalis L.). Entre as dicotiledéneas que
contém principios aromaticos, a familia se destaca por ter alguns de seus representantes
utilizados na medicina popular por suas propriedades digestiva, antidiabética,
antimalarica, antitlcerogénica e antiinflamatoria, assim como utilizacdo em odontologia e
cosmética (BRAGA et al, 2009). Lantana camara L., Lippia pseudo-thea Schauer,
Stachytarpheta dichotoma Vahl, sdo citadas na Farmacopeia Brasileira (BRANDAO,
2008).

Considerada como planta daninha, Stachytarpheta jamaicensis (L.) Vahl (Figura 2),
nativa do Brasil, cresce comumente perto de matas e em areas sob distirbio. E um
subarbusto anual ou perene, ereto, muito ramificado, de 70-100 cm de altura, com
inflorescéncias terminais espigadas, com poucas flores de coloragdo azul. E uma espécie
muito utilizada na medicina tradicional brasileira na forma de infusdo de suas folhas e de
toda parte aérea como tonico estomacal, estimulante das funcdes gastrintestinais, contra
febres, como diurético e emoliente, para problemas hepaticos cronicos incluindo a
hepatite e, para promover a transpiracdo. (LORENZI e MATOS, 2002). As folhas também
sdo usadas para tratar a diarreia e vermes intestinais. Na Malasia, a decocg¢éo das folhas
€ usada para tratamento de Ulcera nasal e como terapia alternativa em maléaria
(SASIDHARAN et al, 2007). Segundo Parra et al (2001), outras propriedades

farmacoldgicas dessa planta tém sido estudadas como sedativo e antipirético.



Figura 1: Stachytarpheta jamaicensis A-Habito; B-Detalhe da inflorescéncia; C-Detalhe
da folha (Fotos: L.C.Almeida 2014).

Ocorre no Brasil outra espécie deste género com propriedades semelhantes, como,
Stachytarpheta cayennensis que apresenta propriedades antipiréticas, estomaquicas,
para o tratamento de doencas hepéticas cronicas e com diversas outras finalidades. Suas
raizes sdo usadas como cicatrizantes e como atenuantes de dores
reumaticas.Encontram-se estudos referentes a outras espécies do género na literatura,

que indicam a ocorréncia de substancias com potencial farmacolégico (BLANCO, 2005).



2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar aspectos farmacognésticos, fitoquimicos e bioldgicos de Stachytarpheta

jamaicensis (L.) Vahl.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas morfoanatbmicas macro e microscopicas das
folhas da espécie;

e Determinar o perfil fitoquimico do extrato bruto metanélico;

e Avaliar o potencial citotoxico e antibacteriano do extrato bruto metandlico das
folhas de Stachytarpheta jamaicensis;

e Obter fracdes semi-purificadas;

e Realizar biomonitoramento quanto a atividade antioxidante.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta e identificacdo botanica

A coleta da amostra de S. jamaicensis foi realizada no municipio de Conceicao
do Almeida-BA (12° 46' 46" S; 39° 10' 12" W), em abril de 2013 . Foram coletados 10kg de
folhas. Uma parte do material foi herborizado e a exsicata depositada no Herbéario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS 187054). A outra parte foi submetida
a secagem em estufa para preparo dos extratos e fixacdo em FAA70 (JOHANSEN, 1940)
por 48h e conservada posteriormente em CHz CH,On 70%.

3.2. Estudo morfolégico

A descricdo morfolégica foi realizada no TAXON (Laboratério de taxonomia
vegetal). Foram analisados caracteres da morfologia foliar relacionados a composicéo,
tamanho, cor, consisténcia, contorno, apice, base, margem, venacdo e superficie da
lamina foliar. Quanto ao peciolo, observou-se insercdo na lamina e tamanho. As

amostras foram analisadas com auxilio de estereomicroscépio binocular (Taimim).

3.3. Estudo anatémico

A descricdo anatbmica foi realizada no LAMIV (Laboratério de Micromorfologia
Vegetal- UEFS) e em folhas adultas a partir de seccdes transversais nas regides de
bordo, terco mediano e nervura central. Os cortes foram efetuados a mao livre, com
auxilio de lamina cortante, utilizando-se de isopor como suporte. Também foram
realizadas seccdes transversais em peciolo.

Os cortes escolhidos foram transferidos para uma solucdo de hipoclorito de sédio
a 50% e permaneceram até completar a descoloracdo. ApGs a clarificacdo lavou-se os
cortes em &gua destilada, corados com azul de Astra a 1% e safranina 1% (9:1) e
montadas as laminas semi-permanentes com glicerina a 50%, segundo técnica
modificada de  Kraus & Arduin (1997).

Seccbes paradérmicas a mao livre também foram efetuadas para estudo da
epiderme e seus anexos, posteriormente coradas com solucdo de safranina a 1%
hematoxilina e cloreto férrico.

As fotomicrografias e as descricbes foram obtidas com o auxilio do microscopio

optico do LEE (Laboratério de Ecologia Evolutiva), com camera fotografica acoplada.
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3.4. Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico foi realizado no LAEX (Laboratorio de Extracdo Vegetal). O
material vegetal fresco (9,986kg) foi submetido a estufa com circulacéo de ar a 60° C até
secagem completa (1,969kg). Posteriormente submetido & moagem em macro moinho. O
po resultante foi pesado e transferido para erlenmayers. O extrato bruto foi obtido por
maceragao com cinco extracdes em metanol (maceragéo) por 72 horas cada. Apds esse
periodo e a partir desse extrato que foi concentrado em evaporador rotativo, realizaram-se
particdes com solventes de polaridade crescente (hexano, cloroférmio, acetato de etila).
As fragcOes obtidas também foram concentrados em evaporador rotativo e posteriormente

secos em capela. As etapas estao descritas na figura 2 (A-F).

Figura 2- Preparo do extrato: A- material fresco; B- droga pulverizada em macro-moinho;
C- maceragdo em metanol; D- concentracdo do extrato em evaporador rotativo; E- Extrato
bruto metandlico; F- Particdo do extrato.

Para determinar o perfil fitoquimico (screening fitoquimico) do extrato bruto do
material analisado foi realizada a triagem fitoquimica com base na metodologia descrita
por Matos (1997), que consiste nos seguintes testes analiticos qualitativos, para deteccao

dos respectivos metabdlitos secundarios:



Alcaloides: Evaporou-se até secura, em banho-maria aproximadamente 30 ml do
extrato etanodlico da planta, adicionando-se 5 ml de acido cloridrico a 10% e aquecendo
por 10 minutos. Apos resfriamento e filtracdo, dividiu-se igualmente o filtrado em trés
tubos de ensaio. Juntaram-se ao primeiro algumas gotas do reativo de Mayer e aos outros

respectivamente, reativo de Bertrand e reativo de Wagner.

Taninos: Para este teste, foi pesado 0,5g do EB, adicionando-se 25 mL de agua
destilada em um erlenmeyer. A solucdo foi aquecida durante 15 minutos, e apos
arrefecimento a mesma foi filtrada e adicionada em trés tubos de ensaios. No tubo 1,
foram colocados 1 mL do extrato aquoso e mais 5 mL de agua destilada, além de 5 gotas
de FeCl; a 2%. Nos demais tubos, foram adicionados 2 mL do extrato aquoso e 5 gotas
de acetato de chumbo a 10% e 5 gotas de acetato de cobre a 3% no tubos 2 e 3,

respectivamente.

Saponinas: 5ml do extrato etandlico da planta foi evaporado e retomado com agua
fervente. ApoGs resfriamento, agitou-se vigorosamente, deixando em separado por 15 a 20
minutos. Classificou-se a presenca de saponinas pela altura da espuma, 1lcm= +; 2cm=

++; 3cm= +++.

Flavonoides: Em um tubo de ensaio, foi colocado 2 ml de extrato etandlico da
planta, alguns fragmentos de magnésio e vertido, pelas paredes do tubo, gotas de acido
cloridrico diluido. Observou-se a coloragao.

Derivados antracénicos livres: Colocou-se num tubo de ensaio 0,20g de p6 da
planta e apds adicionou-se 5ml de cloroférmio, agitando. Feito isso, deixou-se 15 minutos
em repouso. Recolheu-se a fase cloroférmica, separando-a em dois tubos de ensaio. No

tubo juntou-se 1ml de solucéo de hidréxido de amdnio diluido, agitando-o.

Cumarinas volateis: Em um tubo de ensaio, colocou-se 2 ml de extrato etandlico da
planta, tapando com papel filtro embebido de solucéo diluida de hidréxido de sédio, e
levando ao banho-maria fervente por alguns minutos. O papel de filtro foi removido e

examinado a luz UV, sendo a fluorescéncia amarela indicativa da presenca de cumarinas.

Triterpenos e/ou esterois: O residuo de 10 ml de extrato etandlico da planta, tratado
com 10 ml de cloroférmio anidro foi filtrado, dividindo em duas porgdes, sendo testado

pelas reacdes de Liebermann-Burchard.



3.5. Cromatografia em camada delgada e cromatografia em coluna

As amostras analisadas: extrato bruto da folha (EBF); extrato acetato de etila da
folna (EAEF); extrato hexanico da folha (EHF) e extrato cloroférmico (ECF), foram
aplicadas aproximadamente a 1cm da base inferior da lamina , com auxilio de um capilar.
ApGs aplicacdo, a lamina foi introduzida em uma cuba cromatografica contendo a fase
movel adequada de modo a obter polaridade média em relacdo aos componentes da
amostra. Assim, deixou-se a placa na cuba até que o solvente ascendesse por
capilaridade. Desta maneira, 0 solvente arrastou 0s compostos menos adsorvidos na fase
estacionaria, separando-os dos mais adsorvidos. A fase moével variou conforme a

necessidade e disponibilidade. Foi utilizado processo de revelacao.

De acordo com perfil CCD e a massa optou-se pelo fracionamento da fracéo
cloroférmica por métodos de cromatografia em coluna. Com o objetivo de realizar a
separacdo dos compostos, colunas cromatograficas foram realizadas a partir da fracao
cloroférmica. As colunas foram empacotadas com gel de silica 60H da Merck. O sistema
de eluicdo encontrado foi de polaridade crescente (hexano/acetato) para a primeira coluna

e para a segunda iniciou-se com 100% CHCls, seguindo CHCIz: MeOn (99:1).

3.6. Testes de bioatividade
3.6.1. Ensaio de letalidade - Artemia salina

Para esta analise adotou-se o0 método proposto por Meyer e colaboradores (1982).
Os ovos de Artemia salina foram eclodidos em cuba retangular com um plastico dividindo-
a em dois compartimentos. Os compartimentos encontravam-se conectados através de
orificios de 2 mm. A cuba foi preenchida com agua do mar artificial preparada com agua
destilada. Posteriormente depositaram-se 0s ovos no compartimento escuro, enquanto
gue o outro compartimento foi iluminado. Apds 48 horas coletou-se as larvas na parte

iluminada com auxilio de pipeta Pasteur. As amostras testadas foram preparadas

dissolvendo-se 50 mg do extrato em 5 ml de metanol. Dando continuidade, transferiu-se
10 camardes para cada ampola e entdo adicionado 5 ml de agua do mar artificial. As
ampolas ficaram mantidas sob iluminacdo e os camardes sobreviventes contados depois
de 6 e 24 horas(Figura 3). Foram feitas 3 replicatas e um controle (metanol sem extrato).
O indice de letalidade é dado pela férmula: % morte = [(teste-controle)/controle] x 100. A

realizacédo do teste de letalidade da A. salina foi acompanhada por um teste em branco
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com DMSO. Foi considerado ativo o extrato que apresentou CLsp em concentracdes

menores que 1000 pg de extrato.

Figura 3- Incubagéo dos camardes nos frascos contendo as diferentes concentra¢des do
EB da S. jamaicensis

3.6.2. Atividade antioxidante (aa)- avaliacdo quantitativa da atividade sequestrante
do radical DPPH

Para esta andlise, adotou-se o0 método descrito por MALTERUD,
(1993), que consiste em: numa cubeta contendo 3,0 ml de solucdo metandlica de DPPH
(conc. 45 ug/ml) misturou-se rapidamente 50 ul da substancia teste em solugédo de DMSO
(Figura 4). O declinio da concentracdo foi registrado como reducdo na absorbancia em
517 nm por um periodo de 15 minutos. A absorbancia correspondente a 100% de
sequestro de radical foi determinada com uma solugéo de pirogalol em DMSO, que causa
0 sequestro completo dentro de segundos. A absorbancia da substancia teste em 517 nm
€ determinada pela adicdo de 50 ul da solugédo desta substancia em 3,0 ml de MeOn. A
porcentagem de sequestro € calculada como: % Seq = 100 x (Ao-At)/(Ao-Ap). Aonde, Ao
= absorbancia inicial (absorbancia com DPPH mais absorbancia da substancia teste); At =
absorbancias apos 15 minutos com solugdes teste; Ap = absorbancias apds 15 minutos
com solucdes de pirogalol (correlata a absorbancia da substancia teste). Os graficos
foram gerados no Microsoft Excel 2007correlacionando os valores das médias de % de
DPPH sequestrado versus as concentracdes testadas do extrato de S. jamaicencis, foi
empregado intervalo de confianca de 95%. Através da regressao linear dos pontos do
gréfico, originou-se a equacdo da reta que foi utilizada para calcular o ICsy, que

corresponde a concentracdo que atinge o sequestro de 50% do radical DPPH.
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Figura 4 : Amostras submetidas ao teste DPPH.

3.6.3. Atividade antibacteriana: Difusdao em disco

As culturas bacterianas foram obtidas de cepas padroes (ATCC) depositadas no
banco de cultura da Fundagcédo André Toselo. Os micro-organismos utilizados nos testes
foram: E. coli (ATCC 29214) e Salmonella enterica (ATCC 9120). Os testes de
susceptibilidade foram realizados usando um método padrdo denominado Kirby-Bauer
(Bauer e colaboradores, 1966). Os micro-organismos foram viabilizados 24 h antes da
realizacdo dos testes. As suspensdes bacterianas foram feitas em solugdo de salina
estéril (0,85%) usando escala nefelométrica de Mc Farland 0,5, correspondendo as
concentracdes finais de células bacterianas em torno de 1,5 x 10®° UFC/mL. As
suspensdes bacterianas foram semeadas em placas de Petri contendo Agar Mueller
Hinton, usando swab de algodao estéril. Os testes foram preparados a partir do extrato
bruto, cloroférmico e hexanico das folhas do gervao dissolvidos em tween 80 de forma a
serem obtidas concentracdes decrescentes iguais a 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25
pMg/mL e distribuidos em discos de papel esterilizados com diametro de 6 mm. Os discos
embebidos com 15uL. de cada extrato foram secos em estufa e colocados sob o Agar
Mueller Hinton previamente semeados com suspensdes bacterianas. As placas foram
incubadas a 36°C/24 h. A leitura foi realizada verificando a presenca de area de inibigédo
ao redor do disco (mm). Os resultados foram comparados com discos de antibiético
padrao cloranfenicol — 30ug/ml (controle positivo). Como controle negativo utilizou-se o
Tween 80 previamente testado quanto a sua interferéncia na viabilidade das células
bacterianas. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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3.6.4. Atividade antibacteriana: difusdo em poc¢o

As culturas foram preparadas com metodologia equivalente ao teste de difusdo em disco.
Os testes foram preparados a partir do extrato bruto, cloroférmico e hexanico das folhas
do gervao dissolvidos em tween 80 (0,03%) obtendo concentracdes iguais a 1000 pg/mL.
30mLde cada extrato dissolvidos em tween 80 foram depositados em pogos de 6 mm de
diametro perfurados no Agar Mueller Hinton solidificados em Placas de Petri (Kirby e
Bauer) . As placas foram incubadas em estufa a +35°C por 24 h. A leitura foi realizada,
verificando a formacao de halo de inibigdo ao redor dos po¢os. Como controle negativo foi
utilizado o Tween 80 e como controle positivo solu¢cdo de cloranfenicol — 0,6pug/ml. Os

testes foram realizados em triplicata e em repeticao (3x).

3.6.5. Atividade antibacteriana: Concentragéo inibitéria minima (MIC)

Os extratos testados foram submetidos ao teste da determinacdo da concentragao
inibitéria minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo em caldo (Lima et al., 2006; Santos
et al.; Santos et al., 2007). Foi separado e autoclavado todo o material necessario para a
realizacdo do teste no LAMASP, sendo também preparado o meio Mueller Hinton (MH)
caldo. Em seguida foram preparados os extratos (0,08g dos extratos diluidos em 4 mL de
tween 80.) com concentracao final de 1000 pg/mL, sendo realizada diluicdo seriada até a
concentracdo de 250 ug/mL.Foram preparadas as suspensdes bacterianas com as
respectivas cepas: Salmonella enterica , E.coli , de modo a obter uma concentracao
bacteriana em torno de 1-2 x 108 ufc/mL (0,5 da escala McFarland). O teste de CIM foi
realizado em uma microplaca com 96 pocos, onde em cada poco, exceto nos pocos do
controle negativo, foi colocado 90uL de meio Muller Hinton, 100 uL de extrato, seguido de
10 pyL da suspensao bacteriana. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa a
37°C por 48 horas. Durante os testes foram utilizados como controle positivo o meio de
cultura+bactéria e o tween 80 (0,03%)+bactéria. Como controle negativo o meio de cultura
estéril e o tween 80 (0,03%) estéril. E como padrao utilizou-se a gentamicina para E.coli
(ATCC 29214) e cloranfenicol para Salmonella (ATCC 9120). Apés 48h na estufa foi
adicionada a rezasurina (10uL) e ap0s mais 3 horas de incubacéo os resultados foram
analisados visualmente e classificados de acordo com a seguinte legenda: Sl = sem
inibicdo do crescimento bacteriano, 1= inibicdo do crescimento bacteriano, R= resistente,

NT= nao testado.
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4. RESULTADOS

4.1. Descricdo morfoldgica

Subarbusto ereto, muito ramificado, de 70-100 cm de altura. Folhas opostas;
simples; membranacea; 6,0-2,8 x 8,0-3,7cm; limbo eliptico; apice agudo; base cuneada,;
serrilhada; discolor; face adaxial verde escuro; face abaxial verde claro; nervacao
peninérvia, tricomas asperos; peciolo 0,8 a 1,3 cm. Inflorescéncias terminais, espigas 10-
45 cm de compr., 3- 4,5 mm larg.; bracteas lanceoladas, 5mm comprimento x 0,1mm
larg.; Flores pentameras; gamopétalas; calice tubular, gamossépalo, 6 mm compr.; Corola
gamopétala, bilabiada, 8mm comprimento , azul-arroxeada; estames amarelos 4, 0,1 mm
comprimento, antera 0,5 mm larg.; ovario supero, bicarpelar, 6vulos 2, I6culos 2;. Fruto 5

mm de comprimento, seco, esquizocarpico, preto (Figura 5 A-G).
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Figura 5: Aspecto morfoldgico de Stachytarpheta jamaicensis. A- Habito; B-
Inflorescéncia; C- Flor; D- Detalhe da flor; E-Fruto; F- Detalhe do fruto; G - Aspecto da
superficie foliar.

15



4.2. Descrigcao anatomica da folha de S. jamaicensis

Em vista frontal, os materiais analisados revelam epiderme com células
apresentando paredes anticlinais sinuosas nas faces abaxial e adaxial (Figura 6 A e B).

As folhas sao anfiestomaticas, com estdmatos do tipo diaciticos nas duas faces. Os
estbmatos sdo levemente projetados em relagdo as demais células epidérmicas. (Figura 6
A e B).

O bordo da lamina foliar exibe a epiderme composta por células de tamanho e
formas irregulares, revestida por cuticula espessa (Figura 6C).

Adjacente a epiderme encontra-se varias camadas de colénquima angular (Figura
6D). Na porcao basal ocorre tricoma conoidal (Figura 6E).

Em seccédo transversal, mesofilo € do tipo heterogéneo assimétrico constituido de
parénquima palicadico e lacunoso. O parénquima lacunoso € constituido por cinco
estratos de células (Figura 6F). Parénquima palicadico ocorre até as proximidades do
sistema vascular. Colénquima com até cinco camadas de células é registrado na face
abaxial (Figura 7A).

A lamina foliar possui tricomas tectores mais frequentes no limbo e na face adaxial
(Figura 7 A e B), epiderme uniestratificada, revestida por cuticula espessada, com células
de formato cilindrico nas faces adaxial e abaxial (Figura 7 C). A regido vascular
apresenta floema na regiao interna e xilema externamente (Figura 7 D, E e F).

A nervura principal, em secc¢do transversal, apresenta formato convexo, com a
epiderme adaxial e abaxial unisseriada, formada por células um pouco maiores em
relagdo as da lamina foliar e revestida por cuticula espessada (Figura 8B).

Na regido central ha um unico feixe vascular do tipo bicolateral em arco aberto,
envolto por faixa colenquimatica (8 F e 8 A).

O peciolo, em seccdo transversal, apresenta superficie adaxial ligeiramente
cbncava e a abaxial convexa, o contorno é regular. O feixe vascular do peciolo mostra-se

semelhante ao da nervura principal. (Figura 8 A).
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Parénquima |/
Paligado

Figura 6: Microscopia 6ptica de folhas de S. jamaicensis. A e B. Estdmatos diaciticos.; C.
Bordo. Fv: feixe vascular; Pp: parénquima palicadico; D. Colénquima angular. ; E. Tricoma

conoidal; F.. Mesdfilo.Tt: Tricoma tector.



Figura 7: Microscopia Optica de nervura central, peciolo de S. jamaicensis. A. Epiderme
abaxial ;B Mesobfilo.Tt: Tricoma tector ; C. Cuticula espessa, Ep:Epiderme;
Col:colénquima; D, E e F. Sistema vascular. XI: xilema; Fl: floema.
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Figura 8: Microscopia Optica de peciolo de S. jamaicensis. A: Peciolo. Fxa:Feixe vascular
em arco; B. Nervura central. Tt: Tricoma tector; Ead: epiderme adaxial; Eab: epiderme
abaxial. C. Porcédo basal. Tt: Tricoma tector; Xl:xilema; Fl: floema; Pl parénquima
lacunoso. D. Mesdfilo; Pp: parénquima palicadico. E: Peciolo; XlI: xilema; Ba: bainha
amilifera; F: Mesofilo; Tt: Tricoma tector.
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4.3. Testes fitoguimicos

O resultado dos testes fitoquimicos qualitativos do extrato bruto da folha (EBF)
(tabela 1) apresentaram presenca da maioria dos grupos de metabdlitos secundarios
analisados. Para cumarinas e derivados antracénicos o resultado foi negativo, o que nao
exclui definitivamente a presenga destes. O resultado demonstrou indicativo de taninos,
observando-se mudanca de coloracdo e aparecimento de precipitado nas duas reacdes
realizadas com a amostra (Figura 9 A). Foi possivel indicar presenca de flavonoides no
EBF da S. jamaicensis pelo aparecimento da coloracdo avermelhada (Figura 9 B). N&ao
foi observada presenca de derivados antracénicos livres. Houve indicativo de esterois,
através da mudanca de coloracdo da amostra analisada (Figura 9 C). O resultado indicou
possivel presenca de saponinas, sendo visualizada pequena formacdo de espuma
persistente por mais de 30 minutos, ap0s agitacdo da amostra (Figura 9 D). A presenca
de cumarinas nao foi indicada, apenas uma mancha nao fluorescente foi observada na
amostra analisada (Figura 9 E). O teste para alcaloides indicou a possivel presenca desse

grupo de substancias, pelo aparecimento de precipitado na amostra testada (Figura 9 F).

Tabela 1: Expresséo dos resultados do Screening Fitoquimico:

Teste S. jamaicensis

Taninos condensados +++

Flavonoides +++
Derivados Antracénicos -

Esterois +++
Saponinas +
Cumarinas -
Alcaloides +

N&o detectado (-); Fortemente (+++); Moderadamente (++); Fracamente (+).
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Figura 9:Teste fitoquimico: A- Flavonoides; B-. Saponinas; C- Tanino condensado;
D.esterois; E e F-derivados antracénicos ;G - Alcaloides; H-cumarinas.
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4.4. Coluna cromatografica

Obteve-se 41 sub-fracdes na primeira coluna e apos eluicdo e revelagcéo das placas as
qgue obtiveram perfis cromatogréficos semelhantes foram reunidas, totalizando 29 sub-
fragcbes que foram monitoradas por cromatografia em camada delgada para evidenciar a
presenca dos compostos de interesse. ApOs analise dessas fracdes obtidas escolheu-se a
sub-fracdo 15 para realizar nova coluna cromatografica, obtendo-se 13 novas sub-fracdes
(tabela 2).

Tabela 2: — Subfracbes obtidas da CC principal

Cédigo das FracOes Massa (g) Substancias
fracoes reunidas isoladas
FSJ4 1-4 0,297 -
FSJ9 6-8 0,508 -
FSJ13 10-12 0,682 -
FSJ15 - 0,852 -
FSJ17 13-16 0,484 -
FSJ22 17-21 0,692 -
FSJ23 22-25 0,616 -
FSJ24 26-27 0,342 -
FSJ25 - 0,218 -
FSJ26 29 0,092 -
FSJ27 30-32 0,117 -
FSJ28 33-36 0,179 -
FSJ29 37-41 0,239 -

A sub-fracdo SFSJ15 devido a massa obtida (0,852 g) e perfil cromatogréafico foi
submetida a novo fracionamento em CC. Recolheu-se 13 subfracdes. Apos andlise em
cromatografia em camada delgada com fase movel cloroférmio/metanol, foram reunidas 6

subfragdes.



Tabela 3: Subfracées coletadas da CC da FSJ15 23

Caddigo das Fracbes Massa (mg) Substancias
fracoes reunidas isoladas
FSJ15-1 1-4 0,009 -
FSJ15-2 6-8 0,002 -
FSJ15-3 9-11 0,030 -
FSJ15-4 - 0,008 -
FSJ15-5 14-16 0,015 -
FSJ15-6 17-21 0,020 -

4.5 Teste do DPPH

A partir dos resultados das absorbancias foi possivel determinar os respectivos
percentuais de atividade sequestradora de radicais livres DPPH para cada concentragao.
As diferentes concentracfes testadas apresentaram atividade confirmando sua acéo

antioxidante pela técnica quantitativa que utilizou o radical DPPH.

Nesse ensaio quantitativo, o extrato bruto foi testado em diferentes concentracdes
variando entre 1 a 8mg/mL, sendo submetido a leitura em espectrofotdmetro a 517nm. Foi
possivel determinar a partir dos resultados das absorbancias, os respectivos percentuais
de atividade sequestradora de radicais livres DPPH para cada concentracdo. Para obter o
valor do ICsp, OuU seja, a concentragdo que atinja o sequestro de 50% do radical DPPH
utilizou-se dados de cinco diferentes concentragcdes, as quais apresentaram linearidade
adequada (Tabela 4). O célculo do ICs, foi realizado por regressao linear a partir dos
pontos plotados no grafico da atividade antioxidante (Figura 10), com intervalo de

confianga de 95%. O valor de IC50 encontrado para o EBF foi de 4,1 mg/mL.
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Tabela 4: Percentuais de atividade antioxidante do EBF de S. jamaicensis.

Concentracdo (mg/mL) Atividade Antioxidante (%) ICs0
8 93,9+0,80
6 76,7+4,1
4 50,2+2,8 4,1 mg/mL
2 24,2 +0,30
1 11 +0,10
AA:Extratobruto
120
£ 100
: y = 12,085+ 0,4415
® 80 - R*=0,994
I i
=
2 6p -
H ¢ Sériel
] i
e 40 —Linear (Sériel)
=
220 1
el
D T T T T 1

Concentracdo (mg/mlL)

Figura 10: Gréfico da atividade antioxidante do EBF da S. jamaicensis.

O extrato hexanico da folha (EHF) foi testado em diferentes concentracées

variando entre 7 a 50mg/mL (tabela 5). A atividade sequestradora de radicais livres DPPH

foi determinada na tabela 3. O valor de IC50 encontrado para o EHF foi de 29,35 mg/mL.

Tabela 5: Percentuais de atividade antioxidante de amostras do EHF de S. jamaicensis.

Concentragcao (mg/mL) Atividade Antioxidante (%) ICs0
50 86,55+ 0,7
45 75,97 + 3,16
30 52,07 £7,85 29,35 mg/mL
20 34+541

7

10,55 + 13,07




AA:Hexano
100 4

30 7 y=17429x-1,1572
20 - R? = 0,9992
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Figura 11: Grafico de Atividade antioxidante de concentracfes do EHF

da S. jamaicensis

O extrato de acetato de etila da folha (EAEF) foi testado em diferentes
concentracfes variando entre 0,125 a 5mg/MI. A atividade sequestradora de radicais
livres DPPH foi determinada na tabela 4. O valor de IC50 encontrado para o EAEF foi de
2,46 mg/mL.

Tabela 6: Percentuais de atividade antioxidante do EAEF de S. jamaicensis.

Concentracdo (mg/mL) Atividade Antioxidante (%) ICs0
5 94,4 + 3,8
3,5 68,55 + 0,18
1,8 37,38 + 0,56 2,46 mg/mL
0,5 17,5+2,49

0,125 7,97 £ 0,87




100
90 -
80 -
70 A
60 -
30 A
40 -
30 A
20 A
10 +

Atividade antioxidante

AA: Acetato de etila

2 4
Concentragdo (mg/ml)
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y = 17,506x + 6,9091
R?=0,9989

+ Sériel

—Linear (Sériel)

Figura 12: Grafico de Atividade antioxidante de concentragcdes do EAEF da S.

jamaicensis

O extrato cloroférmico da folha (ECF) foi testado em diferentes

concentracfes variando entre 0,5 a 9mg/mL, A atividade sequestradora de radicais livres

DPPH foi determinada (tabela 7). A partir do grafico da atividade antioxidante (Figura 13),

calculou-se o valor de IC50 encontrado para o ECF foi de 6,62 mg/mL.

Tabela 7: Percentuais de atividade antioxidante do ECF de S. jamaicensis.

Concentracdao (mg/mL) Atividade Antioxidante (%) ICs0
9 65,91 £ 0,76
7,5 56,11 +1,2
2,5 21,73+ 0,36 6,62 mg/mL
1 13,94 £ 1,96

0,5

6,76 £ 0,18
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Figura 13: Atividade antioxidante de concentracdes do ECF da S. jamaicensis
O método do DPPH é baseado na transferéncia de elétrons de um composto

antioxidante, nesse caso, presente no extrato, para esse radical livre, que ao ser reduzido

perde sua coloracao puarpura (Figura 18).

Figura 14: Mudanca de coloracao de diferentes concentracfes dos Extratos da S.
jamaicensis apoés rea¢do com o DPPH

O valor do IC5p de 2,46 mg/mL para a espécie S. jamaicensis, demonstra que o
EAEF foi o mais ativo.



4.6.Artemia salina

A citotoxicidade da folha de S.jamaicensis foi investigada através do ensaio de
letalidade frente a Artemia salina que € um bioindicador de toxicidade. O EBF foi testado,
inicialmente, nas concentra¢des entre 100 e 400ug/mL, sendo necessério a realizacao do
teste em concentracdes mais baixas e mais altas (50, 100, 250, 400, 700 e 1000g/mL) de

forma que as mesmas apresentassem faixa linear de 10 a 90% (Tabela 8).

Tabela 8: Percentuais de atividade citotoxica do EBF de S.jamaicensis

Concentracédo (ug/mL)  Atividade Citotoxica (%) CI50 (ug/mL)

1000 100 + 0
700 73,33
400 46,66 446 2ug/ml
250 33,33
100 16,66
50 6,66

O coeficiente de correlagéo obtido foi R? = 0,999, Desvio padréo +

A concentracdo letal média (CLsp) para o EBF encontrada foi de 446,2ug/ml. Por
regressao linear a partir do gréfico, calculou-se esse valor, baseado as concentracdes

testadas e seus respectivos percentuais de atividade citotoxica, utilizando-se intervalo de
confianca de 95% (Figura 15).

Ativ.Citot. (%)- Extrato bruto

120 -
% 100 -
< y=0,0914x+9,217
= R* =0,9987
@ 80
=
S _—
.'E 60 - # Ativ. Citot. (%)
g ——Linear [Ativ.Citot. (%))
- 40 -
1]
=
-
'g 20 4

0

0 200 400 50O 800 1000 1200

Concentragdo mg/mL
Figura 15: Gréafico da Atividade citotoxica de concentracdes do EBF da S. jamaicensis.

O EHF foi testado, inicialmente, nas concentracdes entre 100 e 400ug/mL, sendo

necessario a realizacdo do teste em concentracbes mais baixas (300, 200, 80 g/mL),



(Tabela 9). A concentracao letal média (CLsp) para o EHF encontrada foi de 211,11ug/ml.

(Figura 16).

Tabela 9: Percentuais de atividade citotoxica do EHF de S.jamaicensis.

Concentracao (ug/mL) Atividade Citotoxica (%)  CI50 (ug/mL)

500
400
300
200
80

100+ 0
86,66+3,45
66,66 + 3,28 211, 11pg/ml
46,66 + 4,99
26,66 + 2,55

O coeficiente de correlag&o obtido foi R? = 0,999, Desvio padréo *
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Figura 16: Grafico da Atividade citotoxica de concentracdes do EHF da S. jamaicensis

O EAEF foi testado, inicialmente, nas concentracfes entre 100 e 400ug/mL, sendo
necessario a realizagdo do teste em concentracdes mais altas (500ug/Ml), (Tabela 10). A

concentracgéo letal média (CLsp) para o EAEF encontrada foi de 288,49ug/ml. (Figura 17).

200 400 o00
Concentragdo mg/mL
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Tabela 10: Percentuais de atividade citotoxica do EAEF de S.jamaicensis.

Concentracado (ug/mL) Atividade Citotoxica (%) CI50 (ug/mL)

500
400
250
150
100

100 + 0

76,66 + 3,00

43,33+ 7,48 288,49ug/ml
16,66 + 8,41

3,33+ 11,70

O coeficiente de correlagéo obtido foi R? = 0,999, Desvio padréo *

120

Atividade antioxidante (%)
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80
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40 A

20 A

Ativ.Citot. (%)-Acetato de etila

v=0,2401x- 19,239
R =0,9886

+ Ativ.Citot. (%)

—Linear (Ativ.Citot. (%)
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Concentracdo mg/mL

Figura 17: Grafico da Atividade citotoxica de concentracdes do EAEF da S. jamaicensis

O EC foi testado, inicialmente, nas concentracées entre 100 e 400ug/mL, sendo

necessario a realizacdo do teste em concentra¢cdes mais baixas e mais altas, (Tabela 11).
A concentracéo letal média (CLsp) para o ECF encontrada foi de 285,43ug/ml. (Figura 18).

Tabela 11: Percentuais de atividade citotdxica do ECF de S.jamaicensis.

Concentragao (ug/mL) Atividade Citotoxica (%) CI50 (ug/mL)

500
400
300
250
150

100 + 0

76,66 + 2,98

53,33 + 3,22 285,43ug/ml
40 + 3,36
20 +1,19

O coeficiente de correlagao obtido foi R? = 0,999, Desvio padrao +
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Figura 18: Gréfico da Atividade citotoxica de concentracdes do ECF da S. jamaicensis.

4.7. Atividade antibacteriana

A partir da analise dos resultados pode-se afirmar que o extrato das folhas de S.
jamaicensis ndo apresentou atividade contra as cepas Salmonella entérica (ATCC 9120) e

Escherichia coli (ATCC 29214) em nenhuma das metodologias testadas (tabela 12, figura
19).

Tabela 12: Atividade antibacteriana de extrato das folhas de S.jamaicensis.

Halos de inib icédo - Difusdo em poco
Amostras

Salmonella E.coli

Extrato Bruto

Extrato Hexanico

Extrato Acetato

Extrato Cloroférmico

Gentamicina NT |

| R
- = ndo formacéao de halo de inibicdo, NT= nao testado; I- inibicdo do crescimento
bacteriano; R=resistente.

Cloranfenicol




Figura 19: Difusdo em disco. A-G: 1-controle positivo, 2-controle negativo. E.coli: A- Ext. Cloroférmico; B-
Ext. bruto; C- Ext. hexanico; D- Ext. acetato de etila, Salmonella: E-Ext. cloroférmico; F- Ext. bruto; G-Ext.
acetato; H- Ext. hexanico.

Figura 20: Difusdo em pogo: E. coli: A: Acetato; B:Cloroférmio; C:Ext.bruto; D:Hexano. Salmonela: E- Ext.
acetato F-Ext. Cloroférmico; G- Ext.bruto; H-Ext. Hexano.

Os resultados do MIC podem ser vistos na tabela 12 e ilustrados na figura 21. Os
Extratos testados ndo demonstraram atividade antibacteriana frente as bactérias testadas.
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Tabela 13: Resultados do MIC.

33

Escherichia coli Salmonella
Extrato Bruto Metanalico Sl SI
Hexano SI Sl
Acetato SI Sl
Cloroformio SI Sl
Cloranfenicol R I
Gentamicina I NT

Sl = sem inibicdo do crescimento bacteriano, I= inibicdo do crescimento bacteriano,

R=resistente, NT= ndo testado.

Figura 21 — Teste para concentracao inibitéria minima: A- Salmonella; B- E. coli.



5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrado, através de estudos morfoanatomicos, as
caracteristicas macro e microscopicas para a folha da espécie, perfil fitoquimico, potencial
antioxidante, citotoxico e antibacteriano da espécie Stachytarpheta jamaicensis.

Baseado nas observacdes anatdmicas realizadas em Stachytarpheta jamaicensis
foi verificado que muitas das estruturas sdo comuns aquelas descritas para a familia
(Metcalfe & Chalk,1988). Dentre estes caracteres destacam-se aqueles observados nas
folhas, como os tipos de tricomas, glandular e ndo-glandular e o mesofilo dorsiventral.

Além de todas as descricbes acerca da morfologia foliar ndo se referem as
expansdes existentes no peciolo, que se constituem em um importante caractere que
pode ser acrescentado a diagnose da espécie (GUTIERRE, 2003).

Em Lippia alba, observou-se tricomas tectores. As folhas de Bouchea fluminensis
sdo simples, opostas, cruzadas, de apice agudo e ligeiramente pilosas em ambas as
faces, epiderme unisseriada e recoberta por cuticula espessa e paredes com expressivas
sinuosidades. A folha € anfiestomatica, com estdbmatos na maioria das vezes anomocitico,
ocorrendo também com relativa frequéncia, do tipo diacitico (FERREIRA et al. ,2003 )

Segundo Metcalfe e Chalk (1972), a presenca de estdmatos em ambas as faces
caracteriza alguns géneros de Verbenaceae, como Bailonia, Amasonia, Casselia e
diversas espécies de Bouchea.

Os estbmatos identificados nesse estudo sdo coerentes com a afirmacéo de
Inamdar (1969) que na maioria das espécies de Verbenaceae os estdbmatos sdo do tipo
diacitico, podendo também ocorrer em paralelo a outros tipos.

As caracteristicas morfolégicas externas estdo de acordo com as informacdes
referentes a familia. As folhas das Verbenaceae sédo geralmente folhas opostas
verticiladas, simples,inteiras, serradas ou partidas e sem estipulas (SOUSA, 2005).

A Stachytarpheta cayenensis (Rich), que é outra espécie do mesmo género, muito
parecida visualmente com a jamaicensis, tem presenca de flavonoides na parte aérea e a
Lantana camara L., outra espécie da mesma familia apresenta esse metabdlito
secundario em suas folhas (BOUZADA et al, 2006).

O estudo realizado por BOUZADA et al (2006), também demonstrou a ocorréncia
de alcaloides para Lantana camara L. e S. cayenensis.

O teste para alcaloides indicou a possivel presenca desse grupo de substancias no
EBF da S. jamaicensis, pelo aparecimento de precipitado na amostra testada.

Em estudos de triagem fitoquimica da Lippia alba foi detectada a presenca de
esteroides (AGRA e BARBOSA FILHO, 1990; CORREA, 1992a; MING et al., 1992;
GOMES et al., 1993), flavondides (AGRA e BARBOSA FILHO, 1990; GUPTA, 1995),



taninos (AGRA e BARBOSA FILHO, 1990; GUPTA, 1995), saponinas (GOMES, MIGUEL
e MOREIRA, 1990; GOMES et al., 1993), Aléem destes, foi descrita a presenca de
alcaldides, iridoides (GUPTA, 1995).

De acordo com a literatura, alguns flavonoides apresentam, atividade antidiarreica.
Tem-se como exemplo, a quercetina e ternatina. Observou-se essa atividade dos
flavonoides através de experimentos em ratos com diarreia crénica e motilidade intestinal
de camundongos (Galvez et al., 1993; Galvez et al., 1996; Rao et al.; 1997). Assim, a
possivel presenca de flavonoides no extrato bruto de S. jamaicensis pode vir ainda, a
justificar o efeito do cha das folhas dessa espécie como antidiarreico, uma vez que 0S
relatos comprovam que essa classe de metabolitos secundarios esta relacionada com
essa atividade.

Recentemente foram avaliadas propriedades antinociceptiva e leishmanicida do
extrato etandlico da S. cayennensis. Os resultados obtidos confirmaram o efeito
antioxidante significativo de verbascosideo e do A&cido betulinico a partir
de S.cayennensis usando um ensaio in vivo, sugerindo que as raizes da planta séo fonte
potencial de antioxidantes (Moreira et al, 2007;. Penido et al, 2006;.. Schapoval et al,
1998).

Nesse estudo foi observado no extrado bruto da folha de S. jamaicensis a possivel
presenca de taninos, flavonoides, esterois, saponinas e alcaloides. J& em sua composicao
guimica, S. cayennensis apresenta, alcaléides, glicosidios, taninos, saponinas,
flavondides, esterdides, quinonas, compostos fendlicos e acido glicogénico, sendo que
alguns destes constituintes quimicos também estdo contidos em varias espécies vegetais
com efeitos leishmanicidas (Mathias; Emily, 1993). Saponinas também demonstraram
possivel presenca na analise do extrato bruto da S. jamaicensis, sendo que existem
relatos na literatura de que a espécie € utilizada como expectorante das vias aéreas
superiores. A presenca dessas substancias em plantas funciona também na defesa contra
insetos e patdégenos, assim como na manutencao do crescimento (SOUZA, 2011).

O poder redutor do antioxidante € avaliado através da capacidade dos
antioxidantes presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPHe+. Ao doar um
elétron o mesmo passa por um processo de oxidagdo, modificando assim, a coloragdo
violeta para amarelada (NEVES et al, 2009). A atividade antioxidante de uma amostra é
inversamente proporcional ao consumo de DPPH, ou seja, quanto maior o consumo de
DPPH por uma amostra, menor sera o seu ICsp € maior a sua atividade antioxidante.
(SOUSA e colaboradores, 2007).

A espécie S. jamaicensis apresentou significativa presenca de compostos

antioxidantes na folha capazes de doar hidrogénio radicalar ou transferir elétron para o
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radical DPPH, revelando efeito de protecdo contra 0s riscos de muitos processos
patolégicos desencadeados por agentes oxidantes como os radicais livres. O melhor valor
de IC50 encontrado foi de 6,6242 mg/ml.

N&o ha estudos na literatura avaliando tal atividade bioldgica da S. jamaicensis.
Mas existem relatos de atividade para espécies da familia, tais como os resultados
encontrados por SOUSA (2012), que para S. cayennensis relatou atividade antioxidante,
com valores de IC50 referentes a 764 mg/ml.

Face aos resultados obtidos, é de extrema importancia aperfeicoar o estudo sobre
0 potencial antioxidante da S. jamaicensis identificando assim, substancias isoladas
responsaveis por esta atividade.

Quanto a atividade antibacteriana, faz-se necessario testar novas cepas, inclusive
gram negativas e antifingicas, uma vez que existem relatos de atividade antibacteriana
de espécies da familia na literatura.

Um estudo com outra espécie do género, a Stachytarpheta cayennensis mostrou
que o extrato possui atividade frente as cepas de Staphylococcus aureus e que essa
planta pode ser usada como auxilio no combate de bactérias comuns em infeccdes
secundarias (SILVEIRA et al, 2008). Do mesmo modo, a Lantana camara, outra espécie
da mesma familia, demonstra atividade frente a P. vulgaris, E. coli , P. aeruginosa e S.
aureus (COSTA, 2009).

SOUZA et al. (2010), verificou a atividade do Extrato de Acetato da Folha de S.
cayennensis onde, S. pyogenes foi mais sensivel usando o método de difusdo em agar e
concentracdes inibitérias minimas (MIC) a 25 mm (80; ug / mL). Todas as outras fracdes
nao foram ativas mesmo na maior concentracao usada no MIC (1000 ug / mL).

Plantas que acumulam flavonoides e alcaloides inibem significantemente ou
retardam o crescimento de todas as bactérias testadas (DIXON et al., 1983, p.1-69). O
resultado obtido traz grande contribuicdo uma vez que a populacdo faz uso do cha das

folhas para combater diarreia.
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6. CONCLUSOES

Os caracteres morfoanatdbmicos da folha de S. jamaicensis seguem as
caracteristicas gerais da familia Verbenaceae e séo Uteis para sua descri¢édo, fornecendo
subsidios a sua caracterizacao e taxonomia.

Quimicamente, a espécie apresentou um perfil diversificado em seus metabolitos
secundarios, porém compativel com a maioria dos taxa de Verbenaceae (SOUZA, 2005).

Os testes fitoquimicos apontam que S. jamaicensis € uma espécie com alta
diversidade quimica, sendo demonstrado possivel presenca de alcaloides, saponinas,
flavonoides, esterdis e taninos.

Foi possivel notar pelo método de sequestro de radicais livres (DPPH) que é um
indicativo de atividade antioxidante, que a fracdo cloroférmica apresentou melhor
atividade (6,62 mg/mL), seguido pelas fracdes, hexanica, acetato de etila e extrato bruto.
Os resultados sdo de extrema importancia, uma vez que, na literatura ndo foram
encontradas referéncias dessa atividade para a espécie. A reacao foi visivel e positiva em
todas as amostras testadas.

A atividade antioxidante apresentada pode esta sendo expressa a partir da acao
dos flavonoides. Essa classe de metabodlitos secundarios apresenta desde acéo
hemolitica e antiviral a antioxidante e antineoplasica (SIMOES, 1999), sendo essas
ultimas consideradas como as suas propriedades mais importantes (TREVISAN, 2003).

Com relacdo as abordagens efetuadas, a possivel existéncia de alcaloides é
relevante e certamente coloca-os dentre as mais promissoras fontes de estudos
fitoquimicos e farmacoldgicos tendo em vista a descoberta de novas substancias ativas.

O teste de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina foi realizado como
biondicador de citotoxicidade. Todos os extratos testados foram considerados ativos
(LC<1000), sendo que, o extrato hexanico apresentou maior atividade citotéxica (LC50=
211,16). Mediante a expressao dos resultados faz-se necessario cautela quanto a
seguranca de seu uso.

Popularmente a Stachytarpheta cayennensis, é utilizada como antidiarréica,
analgésica, antiinflamatoria, antipirética, hepatoprotetora, laxante, disturbios
gastrintestinais e para o tratamento de lesfes cutadneas. Algumas dessas atividades ja
foram comprovadas por estudos cientificos, entre elas a agdo preventiva e curativa de
Ulceras gastricas (Vela, 1998), atividade antissecretora gastrica (Mesia, 2004), efeito
hipoglicemiante (Adebajo, 2007), antidiarréico (Almeida, 1995), antiinflamatério (Penido,
2006) e analgésico (Schapoval, 1998).

No teste de susceptibilidade para avaliacdo da atividade antibacteriana, o extrato

bruto e as fracGes testadas nao apresentaram sensibilidade frente as cepas de E. coli



ATTC 29214 e Salmonella entérica ATTCC 9120 sendo possivel afirmar que o cha das
folhas de S.jamaicensis comumente utilizado pela populacdo é ineficaz para tratamento
de diarreia infecciosa causada pelas cepas testadas.

Os relatos desse trabalho s&o novos. Levando-se em consideracdo a falta de
conhecimento sobre a diversidade da imensa flora brasileira, inclusive sobre essa espécie
e a partir dos resultados encontrados, tais como, a positividade das reacdes dos testes
fitoquimicos e os resultados de atividade bioldgica, sugere-se a continuidade dos estudos
no sentido de isolar e quantificar compostos responsaveis pelos efeitos encontrados
podendo trazer grande beneficio, tanto para a economia como para a farmacologia de
medicamentos, possibilitando ainda o uso e o manejo sustentavel desse recurso natural.
Sugere-se também a realizacdo de testes de atividade antibacteriana para outras cepas

de E. coli e Salmonella.
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