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1. INTRODUCAO

As espécies vegetais possuem compostos quimicos capazes de provocar algum tipo de
respostas bioldgicas quando introduzidos no organismo (Boscolo & Valle, 2008). As plantas
medicinais tém sido uma fonte de grande variedade de compostos ativos, na qual por muitos
séculos foram e ainda sdo utilizadas para o tratamento de diversas doengas (Tasleem et al.,
2011).

A utilizacdo de plantas medicinais mantem sua popularidade devido a questdes
historicas e culturais, mesmo com a existéncia de medicamentos modernos acessiveis (Agra et
al., 2007). Nos ultimos 25 anos, cerca de dois ter¢os de novos medicamentos sdo obtidos a
partir de determinados metabdlitos secundarios derivados da biodiversidade natural gracas a
complexidade estrutural de moléculas de especies vegetais (De Luca et al., 2012). Dentre
esses metabdlicos secundarios, estdo os flavondides, alcaldides, terpenos, fenois, polifendis,
entre outros (Radulovic et al., 2013; Savoia, 2012) que possuem propriedades antimicrobianas
(Agati et al., 2012; Savoia, 2012; Kovacik, 2014), e que atuam como antioxidantes, reduzindo
o risco do desenvolvimento de doencas (Upadhyay & Ahmad, 2012).

O crescimento de uso de plantas muitas vezes € utilizado por acreditar que a utilizacao
de plantas seja seguro e ndo apresenta toxicidade (Abou-Elella et al., 2016; Neergheen-
Bhujun, 2013), porém elas podem conter compostos capazes de desencadear reacoes adversas
(Turolla & Nascimento, 2006). Desta forma, é necessario que se tenham a pesquisa de plantas
medicinais quanto a sua utilizacdo, pois 0 seu uso improprio pode ocasionar em efeitos
colaterais podendo levar até a morte (Boscolo & Senna-Valle, 2008).

A Aristida pallens Cav. é conhecida popularmente como “capim barda de bode” €
utilizada popularmente como planta medicinal para o tratamento de reumatismo (Amorim,
2009) amenorreia, cancer cervical, depressao, diarreia, flatuléncia e inchaco (Carneiro et al.,
2014). N&o héa estudos quanto a sua atividade biol6gica e a seguranca sobre o seu isso, diante
disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar atividade antimicrobiana, quantificar
flavonoides, compostos fendlicos e taninos, realizar teste antioxidante e citotdxica a partir do

extrato etandlico das folhas de A. pallens, na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas Medicinais

Planta medicinal sdo plantas que contém compostos, em qualquer de suas partes, que
possam ser empregadas como uso terapéutico ou indicativo para a producdo de substéncias
uteis (Sofowora et al., 2013). A utilizacdo de plantas com fins terapéuticos é realizada desde
antiguidade, para melhorar a salde quanto o bem-estar (FAO, 2004; Ministério da Salde,
2012).

As espécies vegetais contribuem no uso fitoterapico como para o desenvolvimento de
novos farmacos, sendo este reino 0 maior contribuinte de matérias-primas para a producéo de
fitoterapicos e de outros medicamentos (Ministério da Saude, 2012). Elas séo capazes de
produzir diversos compostos quimicos durante seu metabolismo, sendo alguns capazes de
promover respostas biologicas no organismo (Boscolo & Senna-Valle, 2008; Tasleem et al.,
2011).

Estima-se que cerca de 25% de todos os medicamentos modernos sdo derivados
diretamente ou indiretamente de plantas medicinais (De Luca et al., 2012; Ministério da
Salde, 2012). Cerca de 65-80% da populacdo de paises em desenvolvimento dependem de
plantas medicinais para os cuidados de saude basicos (Agra et al., 2007; De Luca et al., 2012),
como por exemplo, os paises africanos que utilizam plantas medicinais na Atencdo Primaria a
Salde (Sofowora et al., 2013).

As plantas possuem em sua composicdo uma variedade de metabdlicos secundarios
gue em muitos casos, atuam como mecanismos de defesa da planta contra predadores, como
0S microrganismos, insetos e herbivoros (Cowan, 1999), e sdo estes metabolicos produzidos
que sdo os responsaveis pelas atividades antimicrobianas e antioxidantes (Agati et al., 2012;
Savoia, 2012; Kovacik, 2014). A maioria das moléculas de baixa massa molecular produzidas
pelas plantas continuam sendo testados para a sua possivel atividade biologica e potencial

para desenvolvimento de novos farmacos (De Luca et al., 2012).

2.1.1. Atividade Antimicrobiana

O uso indiscriminado de antimicrobianos leva a adaptacdo e ao desenvolvimento de

resisténcia dos microrganismos ao farmaco sintéticos e semissintéticos, sendo necessaria a



busca por novos antimicrobianos (Abdallah, 2011). Conforme a World Health Organization
(2014), é necesséario o desenvolvimento de novas opgOes terapéuticas a fim de substituir
aqueles que perderam a sua eficiéncia, na qual os patdgenos se tornaram resistentes.

A incidéncia de patdgenos resistentes tem chamado a atencdo para pesquisas
cientificas e farmacéuticas sobre o potencial da atividade antimicrobiana de plantas (Savoia,
2012), uma importante fonte inexplorada de antimicrobianos naturais com diferentes modos
de acdo utilizados na medicina popular (Savoia, 2012; Abdallah, 2011; Namita et al., 2012).
As principais classes de compostos com efeitos antimicrobianos podem ser divididos em
categorias que incluem alcal6ides, flavonoides (flavonas, flavonois, quinonas), lectinas,
polipéptidos, compostos fendlicos, polifendis, taninos e terpendides (Cowan, 1999; Samy &
Gopalakrishnakone, 2010; Abdallah, 2011; Savoia, 2012).

Estes metabolicos secundarios atuam nos microrganismos afetando a sua estrutura e
estabilidade da bicamada lipidica, acarretando no aumento de permeabilidade de ions na
membrana, alterando o seu potencial eletroquimico e suas atividades metabolicas (Radulovic,
et al., 2013). O uso do sinergismo, ou seja, a combinacdo de antimicrobianos convencionais
com extratos de plantas também estdo sendo pesquisadas, a fim de obter melhores resultados e
potencializar o seu modo de acdo dos antimicrobianos (Silva & Junior, 2010; Abdallah,
2011).

2.1.2. Atividade Antioxidante

O metabolismo celular tem como resultado espécies reativas de oxigénio, na qual sdo
extremamente toxicos para o organismo, podendo causar danos oxidativo aos &cidos
nucleicos, lipidios e proteinas, fatores que estdo correlacionados com o surgimento de
doencas cronicas (Akhtar et al., 2015). Espécies reativas de oxigénio, tais como 0 anion
superdxido (O), peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxila (OH), consistem em
espécies de radicais e ndo-radicais de oxigénio formados pela reducdo parcial do oxigénio
(Ray et al., 2012).

As plantas possuem compostos quimicos que atuam como antioxidantes, reduzem o
risco para doencas cronicas (Upadhyay & Ahmad, 2012) e fornecem uma alternativa para a
prevencdo, bem como para o tratamento de doencas (Sofowora et al., 2013). A busca por
novos antioxidantes naturais a partir de diferentes partes da planta (folha, raiz, caule, frutos,
sementes e cascas) vem sendo estudada devido aos compostos presentes (Djeridane, et al.,
2006).



As classes de compostos mais relevantes sdo os alcaldides, taninos, flavonoides,
terpenoides, saponinas e compostos fendlicos (Akhtar et al., 2015). Os compostos fendlicos
possuem atividade oxidativa, sendo considerados como potenciais agentes para a prevengéo e
tratamento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo (Sofowora et al., 2013) e fontes
alternativas para antioxidantes sintéticos (Shah et al., 2014).

2.1.3. Citotoxicidade

Com o aumento do uso de medicamentos a base de plantas, ha relatos de suspeita de
toxicidade e efeitos adversos, que podem ser justificados por efeitos secundarios, como doses
excessivas, dependéncia, tolerancia, hipersensibilidade, uso de medio a longo prazo (efeitos
toxicos), entre outros (Shaw et al., 2012). As plantas podem apresentar compostos
potencialmente perigosas (Junior et al., 2005; Turolla & Nascimento, 2006) e potencialmente
agressivas, portanto, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos
(Junior et al., 2005).

E imprescindivel a pesquisa em plantas medicinais quanto a sua utilizag&o, pois o uso
improprio de determinadas plantas pode ocasionar efeitos colaterais podendo levar até a morte
(Boscolo & Senna-Valle, 2008). Os testes de viabilidade celular envolvem a aplicacdo de uma
amostra biologica em um determinado meio apropriado e entdo € realizado um
monitoramento das células que simulam a atividade do organismo ao longo do tempo de
exposicdo (O'Riordan, et al., 2000), permitindo identificar se ha toxicidade as células diante

um determinado composto (Chunyan & Valiyaveettil, 2013).

2.2. Aristida pallens Cav.

Aristida pallens pertence a familia Poaceae, sendo conhecida como “capim-barba-de-
bode” (AMORIM, 2009). Sua distribui¢do geografica ocorre nas regides do Norte (Acre,
Amazonas, Amap4, Para, Rondonia, Roraima e Tocantis), Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-oeste (Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (Filgueiras et
al., 2015) (Figuras 1a e 1b).
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Figura 1a. Aristida pallens Cav.
Fonte: Préprio autor

Figura 1b. Aristida pallens Cav.

Fonte: Préprio autor

Esta planta possui seu crescimento de forma cespitosa, perfilhada (Imaguire, 1980) em

solos pobres e secos do cerrado (Imaguire, 1980; Nascimento et al., 2013). Sua floragdo é no



periodo de outubro a novembro (Imaguire, 1980). A espécie é popularmente utilizada para o
tratamento de reumatismo (Amorim, 2009) amenorreia, cancer cervical, depresséo, diarreia,
flatuléncia e inchaco (Carneiro et al., 2014). Até o presente momento, ndo ha estudos na

literatura que comprovem suas atividades biol6gicas e sobre a seguranca do seu uso.

2.2.1. Local de coleta

O material vegetal foi coletado em dezembro de 2014, na regido do Cerrado, na
Fazenda Santa Madalena (22°08°23.4”S e 55°08°21.4”W), localizada na cidade de Dourados,
Mato Grosso do Sul, Brasil (Figura 3). A exsicata desta planta foi identificada e depositada no
herbario DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados, sob o numero de registro n°
5276.

Bioma Cerrado mj =t ;
Y

Dourados

Figura 3. Mapa demonstrativo do bioma Cerrado e localizagdo da cidade de Dourados, MS.
Adaptado de: http://planetabiologia.com/bioma-cerrado-caracteristicas/

Adaptado de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:MatoGrossodoSul_Municip_Dourados.svg



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Determinar as atividades antimicrobiana, antioxidante e citotdxica a partir do extrato

etanolico das folhas de Aristida pallens Cav.

3.2. Objetivos Especificos

- Preparar extratos etanolicos a partir das folhas de Aristida pallens Cav.;

- Realizar teste antimicrobiano do extrato etandlico das folhas de A. pallens frente a
bactérias e leveduras;

- Verificar atividade bactericida e fungicida;

- Quantificar flavonoides, compostos fenolicos e taninos condensados;

- Analisar atividade antioxidante por meio da técnica de DPPH,;

- Verificar citotoxicidade por meio das células HeLa;
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RESUMO

O uso de produtos naturais a base de plantas como medicinais esta relacionado com
fatores econémicos, culturais ou por considerarem como ndo toxicos, contudo, a investigacao
de plantas com potencial medicinal como a Aristida pallens, conhecida como “capim-barba-
de-bode” ou “barba de bode”, utilizada na medicina popular ¢ ndo ha relatos sobre as
propriedades biologicas, seguranca e possiveis efeitos adversos. Desta forma, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e citotoxicidade do
extrato etandlico das folhas de A. pallens. A susceptibilidade antimicrobiana foi determinada
frente as bactérias Gram positivas e negativas, e leveduras por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo. A quantificacdo de flavonoides, fendis e taninos foram determinadas
de acordo com o método colorimétrico de cloreto de aluminio, Folin-Ciocalteu, e reacdo de
vanilina, respectivamente. A atividade antioxidante foi determinada pela capacidade de
inibicdo do radical livre 1,1-difenil-2 picril-hidrazila (DPPH) e a citotoxicidade do extrato
foi avaliada utilizando células HelLa. O extrato etandlico das folhas de A. pallens apresentou
atividade frente a Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e S. epidermidis e ndo apresentou
atividade frente as bactérias Gram negativas e leveduras. A atividade antioxidante apresentou
um ICso de 14,940,1 pg/ml e o percentual de viabilidade celular foi maior que 80,23%. Os
resultados demonstram que o extrato de A. pallens apresentou atividade antibacteriana para

bactérias Gram positivas, atividade antioxidante e ndo apresentou citotoxicidade.

Palavras-chave: Poaceae, antibacteriano, DPPH, compostos fendlicos, células HelLa.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo estudas por apresentarem propriedades bioldgicas que
provocam respostas fisiologicas no organismo (Akthar et al., 2015) e devido a sua utilizagdo
terapéutica (Newman & Cragg, 2012). O conhecimento sobre a utilizagdo de plantas
medicinais € de fato, uma opcdo para a investigacdo de novos compostos de interesse
bioldgico e para o desenvolvimento de novos medicamentos (Dutra et al., 2016; Ribeiro et al.,
2014), sendo que 25% dos medicamentos atuais sdo derivados de espécies vegetais utilizadas
como medicinais (De Luca et al., 2012).

O uso de medicamentos a base de plantas esta relacionado a fatores socioeconémicos
(Carneiro et al., 2014), culturais ou por acreditar que a utilizacdo de plantas medicinais néo
apresenta toxicidade (Abou-Elella et al., 2016; Neergheen-Bhujun, 2013). A atividade
biologica das plantas esta relacionada a presenca de compostos, como metabdlicos
secundarios, sendo eles os flavondides, alcaloides, terpenos, fendis, polifenois, entre outros
(Radulovic et al., 2013; Savoia, 2012), que estéo relacionados a acdo antioxidante (Araujo et
al., 2015; Farias et al., 2013), antimicrobiana (Radulovic et al., 2013; Savoia, 2012) e
antitumorais (Araujo et al., 2015). Entretanto, existem relatos de efeitos adversos, que podem
ser devido ao uso de doses excessivas, uso prolongado de médio a longo prazo, dependéncia,
tolerancia e hipersensibilidade (Shaw et al., 2012) ou podem conter compostos que sdo
toxicos, como o alcaloides pirrolizidinicos (Garg et al., 2012; Ouedraogo et al., 2012), acidos
aristoloquicos, safrol, eugenol, estragol, metileugenol e B-asarona (Ouedraogo et al., 2012).

Aristida pallens pertence a familia Poaceae, sendo conhecida como “capim-barba-de-
bode” ou “barba de bode” (Carneiro et al., 2014; Nascimento et al., 2013; Amorim, 2009;
Rachid-Edwards, 1956). E uma planta invasora de até meio metro de altura, ocupa areas
abertas e ensolaradas (Rachid-Edwards, 1956) e estd presente em solos secos e pobres
(Imaguire, 1980; Nascimento et al., 2013). A. pallens é utilizada popularmente para o
tratamento de reumatismo (Amorim, 2009) amenorreia, cancer cervical, depresséo, diarreia,
flatuléncia e inchaco (Carneiro et al., 2014). Considerando que a planta A. pallens é usada
popularmente e ndo ha estudos sobre sua atividade bioldgica e a seguranca quanto ao seu uso,
0 objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e

citotoxicidade das folhas de A. pallens.
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MATERIAS E METODOS

Coleta de amostra e preparacdo dos extratos

O material vegetal foi coletado em dezembro de 2014, na Fazenda Santa Madalena
(22°08°23.4”S e 55°08°21.4”W), na cidade de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. A
exsicata foi identificada e depositada no herbario DDMS da Universidade Federal da Grande
Dourados, sob o nimero de registro n° 5276.

A amostra constituida de folhas, foi seca em estufa de ar circulante a temperatura de
40 * 2°C, pulverizado e armazenado em local seco sem umidade. 200g de material vegetal
seco e em poO foi misturado a aproximadamente 1000 ml de etanol a 25°C por 72h, com
agitagBes ocasionais. O extrato foi filtrado e evaporado a 35°C em rota-evaporador, sendo

posteriormente liofilizado, formando o extrato seco.

Determinacéo de atividade antimicrobiana

Micro-organismos

A atividade antimicrobiana dos extratos foi determinada para bactérias Gram positivas
e Gram negativas e leveduras. Os micro-organismos da American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA) utilizados foram como Bacillus cereus (ATCC 11778),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Proteus mirabilis (ATCC 35659), Salmonella Enteritidis (ATCC
13076) e Salmonella Typhimurium (ATCC 14028); e leveduras, Candida albicans (ATCC
90028), Candida dubliniensis (ATCC MYA 646), Candida glabrata (ATCC 2001), Candida
krusei (ATCC 6558), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Candida tropicalis (ATCC 750).

Foram preparadas suspensdes bacterianas na concentracéo final de 1,5 x 10 UFC/m,
a absorbancia foi mensura em 650 nm (CLSI, 2008). As suspensfes de leveduras foram
preparadas na concentracéo final de 1 x 10° a 10° UFC/ml e a transmitancia foi determinada a
530 nm (CLSI, 2012).

Microdiluicdo em caldo
Os ensaios de susceptibilidade foram realizados por meio da técnica de microdiluicdo
em caldo (CLSI, 2008; CLSI, 2012) com algumas adaptacdes para utilizacdo de produtos

naturais. O extrato foi dissolvido em Dimetilsulfoxido, em seguida, dilui¢des sucessivas (1:2)
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do extrato foram feitas em microplaca de 96 pocos. A concentracdo inicial para as bactérias
foi de 2000 pg/ml e final de 3,9 pg/ml e para leveduras de 1000 pg/ml e final de 1,95 pg/ml.

Como controle negativo para bactérias, foi utilizado caldo Mdeller-Hinton e para
leveduras, caldo RPMI-1640. Para o controle positivo, foi utilizado caldo com in6culo
bacteriano ou de leveduras. As placas foram incubadas a 37°C por 24h para bactérias e 35°C a
48h para leveduras.

A identificacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para bactérias foi através da
adicdo de 50 ul de solucdo Cloridrato Trifenil Tretrazélio (CTT) a 0,1% e apés duas horas, a
leitura da placa foi realizada por interpretacdo visual da cor em cada pogo, sendo a cor rosa
indicativo de crescimento bacteriano. Para leveduras, foi através da observacdo visual da
turbidez provocada pelo crescimento de leveduras. A CIM foi determinada como a menor
concentracdo da amostra testada na qual nenhum crescimento de micro-organismos foi

observado.

Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM)

O teste consiste em remover de cada poco da placa de microdiluicdo do meio
inoculado com hastes de madeira esterilizado e perfurar uma placa de Petri contendo agar
Mieller-Hinton, para bactérias e agar Sabouraud Dextrose para leveduras. As bactérias foram
incubadas a 37°C por 24h, e para as leveduras foram incubadas durante 48 horas a 37°C. A
concentracdo fungicida e bactericida minima foi determinada pela menor concentracdo que

ndo apresentou crescimento (Bagiu et al., 2012).

Analise quantitativa de flavonoides

A quantificacdo de flavonoides foi pelo método descrito por Lin & Tang (2007). 0,1g
de extrato foi dissolvida em 100 ml de dgua deionizada e uma aliquota (500 uL) desta solugédo
foi acrescentada com 1,5 ml de &lcool a 95%, 0,1 ml de hexa-hidrato de cloreto de aluminio
10% (AICI3), 0,1 ml de acetato de potassio 1 M (CH3COOK), e 2,8 ml de agua deionizada,
incubados a temperatura ambiente por 40 minutos. A leitura foi realizada no
espectrofotbmetro, com comprimento de onda de 415 nm. Os resultados foram expressos
como miligramas equivalentes de quercetina (mg QE) por grama de extrato etandlico. O teste

foi realizado em triplicata.
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Analise quantitativa de compostos fenolicos

Fenois foram ensaiados com as mesmas amostras utilizadas na quantificagdo dos
flavonoides, conforme Djeridane et al., 2006. A cada 100 pl de amostra foi adicionado 500 pl
de reagente de Folin-Ciocalteu e 1 ml de &gua destilada, incubadas a temperatura ambiente
durante 1 min. Ap6s 1 min, foi adicionado a esta solucéo, 1,5 ml de carbonato de sédio a 20%
(Na,COg3) e incubadas por 30 minutos no escuro, a temperatura ambiente. A leitura da
absorbancia foi realizada com comprimento de 760 nm. Os resultados s&o expressos como
miligramas equivalentes de acido galico (mg EAG) por grama de extrato etandlico. O teste foi
realizado em triplicata.

Analise quantitativa de taninos condensados

Os taninos foram quantificados utilizando a reacdo de vanilina, de acordo com
Broadhurst e Jones (1978) e adaptada por Agostini-Costa et al. (1999). 5 ml de reagente
recém- preparado de vanilina (vanilina-HCI-metanol 4:10:86) (v:v:v) foi adicionado em cada
tubo de ensaio e foi acrescentado 1 ml de extrato em cada tubo, agitando em vortex por 30
segundos. A reacdo foi mantida em repouso por 15 minutos e fez-se a leitura da absorbancia a
490 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de catequina equivalente (mg CAE)

por grama de extrato. O teste foi realizado em triplicata.

Ensaio antioxidante com o radical livre 1,1-difenil-2 picril-hidrazila (DPPH)

O teste antioxidante com o radical livre DPPH (1,1 — difenil — 2 picril — hidrazila) foi
utilizado para determinar a atividade antioxidante realizado nas amostras empregando uma
solucdo de 40 pg/ml de DPPH preparado em metanol. As amostras foram analisadas
empregando diferentes concentracfes de extrato, sendo 10 a 200 pg/ml (10, 25, 50, 75, 100,
125, 150, 175, 200 pg/ml).

Para cada 0,5 ml da amostra, foram adicionados 1 ml da solucdo de DPPH. A mistura
foi agitada imediatamente ap0s a adicdo de DPPH e deixada em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente e no escuro. A leitura da absorbancia de 517 nm em espectrofotdémetro
Através das absorbancias foi calculada o percentual de inibicdo (PI) conforme Kumaran &
Karunakaran (2006), resultando na concentracdo de ICso, capaz de reduzir em 50% da

concentracdo inicial de DPPH.
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Ensaio de atividade citotdxica com linhagem de células HeLa

Os ensaios com células HeLa (Henrietta Lacks, linha celular de adenocarcinoma de
colo do utero) foram realizadas como descrito por Malich et al. (1997) e Capoci et al. (2015).
As células foram cultivadas em meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo
10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina (P/E), incubados a 37 °C sob 5%
de CO,. Depois de atingir 80% de confluéncia, as células foram separadas utilizando-se 25%
de solugdo de &cido etileno-diamino tetra-acético (EDTA). A concentracdo de células foi
ajustada a 2x10° células/ml com DMEM fresco sem P/E, e a suspensdo foi adicionada as
cavidades de uma placa de 96 pocos.

Os pocos foram lavados duas vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
pH 7,0, 0,1 M e foram adicionados as células em diferentes concentracGes do extrato (250,
500 e 1000 pg/ml) incubadas overnight a 37 °C sob 5% de CO,. Como controle positivo, as
células foram tratadas com etanol. Para o controle negativo, foi realizado medindo a atividade
celular de células humanas cultivadas sob as mesmas condic¢des, na auséncia do extrato.

A partir disso, a citotoxicidade com o extrato foi avaliada utilizando microplaca de 96
pocos, com base na reducdo de MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenyl)-2-
(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio) em DMEM sem vermelho de fenol. Apos 3h de incubagdo a
37°C no escuro, a absorbéncia de formazano foi medida a 490 nm utilizando leitora de
microplaca. A citotoxicidade é apresentada como a média de trés experiéncias independentes
com trés repeticdes. A percentagem de viabilidade celular (%VC) foi calculada pela seguinte
equacdo: % VC = (amostra A / Branco A) x 100, onde o branco é a média das células e o
MTS.

RESULTADOS

Determinacdo de atividade antimicrobiana
O extrato etanolico das folhas de A. pallens apresentou atividade antibacteriana
para cepas Gram positivas na concentracao de 1000 pg/ml para B. cereus e 2000 pg/ml para
S. aureus e S. epidermidis, e ndo apresentou atividade bactericida. O extrato testado nao
apresentou atividade frente as cepas Gram-negativas e também ndo mostrou acdo antifingica

frente as leveduras testadas (Tabela 1).
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Tabela 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) (ug/mL) do extrato de folhas de A. pallens.
Micro-organismos CIM CBM/CFM  AMP CLO FLU

Gram +

B. cereus 1000 - 32 4 NA

S. aureus 2000 - 32 4 NA

S. epidermidis 2000 - 64 4 NA

Gram -

E. aerogenes - - - 2 NA

E. coli - - 32 2 NA

K. pneumoniae - - 64 2 NA

P. mirabilis - - 32 8 NA

S. Enteritidis - - 32 2 NA

S. Typhimurium - - 32 2 NA

Leveduras

C. albicans - - NA NA 2

C. dubliniensis - - NA NA 0,25

C. glabrata - - NA NA 8

C. krusei - - NA NA 32

C. parapsilosis - - NA NA 2

C. tropicalis - - NA NA 1

CIM: Concentragdo Minima Inibitéria; CBM: Concentragdo Bactericida Minima; CFM:

Concentragdo Fungicida Minima; AMP: Ampicilina; CLO: Cloranfenicol; FLU: Fluconazol; -: Néao

apresentou atividade; NA: Nao se aplica;

Teores de flavonoides, compostos fendlicos e taninos e atividade antioxidante

O extrato etanolico da folha apresentou teor de 67,5 + 2,1 mg de flavonoides, 112,8 +
2,8 mg de compostos fendlicos e 10,4 £ 0,1 mg de taninos condensados (Tabela 2).

A atividade antioxidante do extrato pelo ensaio de reducdo de radicais DPPH e

apresentou valor de IC50 de 14,9 pg/ml (Tabela 2).

Tabela 2. Quantificacdo de flavonoides, fendis, taninos e atividade antioxidante do extrato etandlico

das folhas de A. pallens.

Quantificacdo Atividade
Antioxidante
Espécie Flavonoides Compostos Taninos 1Csq
(mg/g) fendlicos condensados (ng/mL)
(mg/g) (mg/g)
Aristida pallens 67,521 112,8+2,8 10,4+0,1 149+0,1

ICso: Concentracdo inibitoria de 50% do DPPH
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Andlise de citotoxicidade
A adicdo do extrato de A. pallens ndo interferiu na viabilidade das células HelLa de
80,23% na maior concentragéo testada (Figura 1).

84,03

H250 ug/ml
500 pg/ml

W 1000 pg/ml

% de Viabilidade Celular
2

Figura 1. Viabilidade celular ap6s 24h de exposicdo das células HeLa em diferentes concentracoes do

extrato etandlico de folhas de A. pallens.

DISCUSSAO

O extrato etandlico das folhas de A. pallens apresentou acéo contra as bactérias Gram
positivas testadas, B. cereus e S. aureus as quais estdo relacionadas com intoxicacdes de
origem alimentar (Schuch et al., 2014; Crago et al., 2012), e S. aureus também esta associado
com artrite séptica, uma doenca relacionada a inflamac6es nas articulagcdes (Colavite et al.,
2016). S. epidermidis estd presente na pele e membranas mucosas do corpo humano e
associada com infeccGes hospitalares, principalmente devido sua capacidade de formar
biofilmes (Vuong & Otto, 2002). Informacgdes como estas fundamenta a utilizacdo popular de
A. pallens para o tratamento de reumatismo amenorreia, diarreia, flatuléncia e inchaco,
considerando ja que estdo relacionadas a infeccGes bacterianas. As plantas possuem
metabolitos secundarios que sdo responsaveis por atividade antimicrobiana, como 0s
flavonoides, compostos fendlicos e taninos (Cowan et al., 1999; Savoia, 2012), compostos
presentes no extrato de A. pallens. Estes metabdlitos atuam na parede celular de micro-
organismo, alterando a estrutura e permeabilidade da bicamada fosfolipidica e
consequentemente a mudanca eletroquimica, atividades enzimaticas, interrupcdo de DNA e

RNA, induz a coagulacdo de constituintes citoplasmaticos e na interrupcdo de quérum sensing
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(Radulovic et al., 2013). As bactérias Gram positivas possuem apenas uma membrana
citoplasmética (Nguyen & Go6tz, 2016).

O extrato de A. pallens ndo apresentou atividade para bactérias Gram negativas e
leveduras, pois estes micro-organismos possuem a membrana mais complexas, as Gram
negativas apresentam a membrana citoplasmatica e uma membrana externa, (Nguyen & Gotz,
2016) e bomba de efluxo (Radulovicc et al., 2013; Savoia, 2012), e as leveduras possuem na
sua parede celular ergosterol, um dos principais determinantes da resisténcia e uma matriz de
B-glucano e quitina (Lopes et al., 2013). Assim, a permeabilidade de compostos do extrato
para no interior destas células é dificultado. Além disso, o baixo teor de flavonoides no
extrato das folhas pode estar relacionado com a auséncia de atividade antiflngica, uma vez
que os flavonoides possuem capacidade de interagir com a parede celular de leveduras (Arif
et al., 2009).

Dentre os compostos quantificados do extrato etanolico das folhas A. pallens estdo os
fendis em maior quantidade, na qual, conforme Pinho et al. (2016) e Akhtar et al. (2015), o
potencial antioxidante das plantas esta correlacionada com compostos fendlicos, considerados
como potenciais agentes para a prevencdo e tratamento de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo (Sofowora et al., 2013). O metabolismo celular tem como resultado as espécies
reativas de oxigénio tais como o anion superoxido (O2), peréxido de hidrogénio (H,O;) e o
radical hidroxila (OH), consistem em espécies de radicais e ndo-radicais de oxigénio
formados pela reducdo parcial do oxigénio (Ray et al., 2012), que sdo extremamente toxicos
para 0 organismo, podendo causar danos oxidativo aos acidos nucleicos, lipidios e proteinas
que estdo correlacionados com o surgimento de doencas cronicas (Akhtar et al., 2015). O teor
de flavonoides quantificado foi intermediario em relacdo aos demais, mas a presenca deste
composto contribui na atividade antioxidante das plantas, uma vez que os flavonoides tém
capacidade de doar elétrons, reduzindo os radicais envolvidos nos processos de oxidacdo
(Ferreira et al, 2015). A quantidade determinada de taninos condensados ndo foi elevada
diante dos demais compostos, iSso ocorre pois este composto se encontra em maior
concentracdo nas cascas de arvores (Ashok & Upadhyaya, 2012). A presenca de taninos
condensados nas plantas esta correlacionada com a protecdo contra infeccdes, insetos ou
animais herbivoros (Khanbabaee & van Ree, 2001) e estd associada com atividade
antioxidante (Aradjo et al., 2015; Pereira et al., 2009). Desta forma, a atividade antioxidante
das folhas de A. pallens pode ser determinada devido a presenca destes compostos em sua

composicao.
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A viabilidade celular do extrato etanolico das folhas de A. pallens com células HelLa
foi determinada utilizando o ensaio com base na reducdo do MTS para determinar a
viabilidade celular através da mensuracdo da absorbancia de formazano, na qual o extrato do
presente estudo ndo apresentou citotoxicidade nas diferentes concentragdes testadas. O uso de
produtos naturais a base de plantas tem aumentado e com isso tem levantado questdes sobre a
seguranga sobre a sua utilizacdo, uma vez que ha relatos sobre problemas toxicoldgicos
associados com o uso de plantas medicinais (Neergheen-Bhujun, 2013). A espécie A. pallens
é utilizada como popularmente como medicinal, portanto, é necessario o conhecimento sobre
a seguranca quanto ao seu uso e suas implicagdes no organismo humano. A andlise de
viabilidade celular permite identificar se ha toxicidade as células diante de uma determinada
substancia ou composto (Chunyan & Valiyaveettil, 2013). Desta forma, estudos in vitro e in
vivo sdo realizados para fornecer informagbes sobre efeitos adversos em seres humanos
(Whitebread et al., 2005). Apesar das folhas de A. pallens néo ter apresentado citotoxicidade
as celulas HelLa, outros testes complementares devem ser realizados a fim de verificar se o

extrato desta planta possui efeitos toxicos e/ou mutagénicos.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, o extrato etandlico das folhas
de A. pallens apresentou atividade frente a bactérias Gram positivas, possui potencial

antioxidante e ndo apresentou atividade citotdxica dentro do parametro avaliado.
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