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RESUMO

As plantas medicinais sdo, ha séculos, usadas na medicina popular, pratica essa passada entre
geracOes. Sdo ricas em substancias ativas, que podem levar a descoberta de um novo
fitoterapico e até mesmo a descoberta de um novo farmaco. A Equisetum arvense, conhecida
popularmente por cavalinha e presente na RENISUS, é uma planta rica em silicio e
constituida também por taninos e polifendis, sendo utilizada na terapéutica como diurética,
porém também tem acdo cicatrizante, antioxidante, anti-inflamatéria e antimicrobiana.
Considerando o atual panorama da resisténcia microbiana, estudos que se propdem a avaliar
atividade antimicrobiana, como também citotoxica, sdo de grande relevancia. O objetivo deste
trabalho é avaliar o perfil fitoquimico, a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do extrato
e fragdes de E. arvense. O extrato bruto foi obtido através da maceracdo da cavalinha em
etanol, enquanto que as fracGes foram por meio da maceracdo da cavalinha em solventes de
diferentes polaridades (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol), e em seguida
concentrados em evaporador rotatorio. O perfil fendlico foi composto pelo teor de fendis por
Folin-Ciocalteu, flavonoides totais e identificacdo de substancias fendlicas por CLAE com
detector UV-DAD,; a atividade antioxidante foi verificada por DPPH; a avaliacdo da atividade
antimicrobiana foi verificada pelo método de difusdo em disco, usando cepas ATCC de S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa; e, a citotoxicidade foi realizada em cultura de macréfagos de
linhagem J774 e determinada pelo ensaio de Elisa a 530 nm, usando como indicador de morte
celular o MTT. Os resultados obtidos comprovaram a presenca de compostos fenolicos na
cavalinha, como acidos fendlicos e flavonoides, resultando em um bom teor de fendis e
flavondides em seu extrato e fragcdes e também em uma alta atividade antioxidante, sendo esta
maior que 90% para a fracdo acetato de etila. Em relacdo a atividade antimicrobiana, a fracdo
de acetato de etila foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus e P. aeruginosa, enquanto
que a fracdo cloroférmica foi capaz de inibir também o crescimento de E. coli, sendo esta
inibicdo dependente da concentracdo da fracdo. Quanto a citotoxicidade, as fracOes de hexano
e metanol da planta apresentou CLsy de 67,66 e 74,33 pg/mL, respectivamente, sendo estas
fracbes as mais citotdxicas para os macréfagos de linhagem J774, enquanto que o extrato
bruto etandlico e as fragbes cloroférmica e de acetato de etila apresentaram CLso maior que
100 ug/mL. Logo, a fracdo acetato de etila se destacou, por ser a fragdo com maior teor de
fenois e flavonoides, resultando em uma alta atividade antioxidante, além de conseguir inibir
o0 crescimento de S. aureus e P. aeruginosa quando utilizado em concentragdo de 500 mg/mL,
e ndo apresentar citotoxicidade significativa, ndo lesando significantemente as células.
Ressalta-se, entdo, que a cavalinha possui bioatividade com func¢do farmacoldgica a depender
de sua concentracdo, entretanto é uma planta e devido a grande diversidade de seus
constituintes também pode exibir certa toxicidade.

Palavras-chaves: Equisetum arvense. Cavalinha.  Antioxidante.  Antimicrobiana.
Citotoxicidade.



ABSTRACT

Medicinal plants have been used in popular medicine for centuries, a practice that has been
practiced between generations. They are rich in active substances, which can lead to the
discovery of a new herbal remedy and even the discovery of a new drug. The Equisetum
arvense, popularly known as horsetail and present in RENISUS is a plant rich in silicon and
also consisting of polyphenols and tannins, being used in therapy as diuretic, but also has a
healing, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial action. Considering the current
panorama of microbial resistance, studies that are proposed to evaluate antimicrobial activity,
as well as cytotoxic, are of great relevance. The objective of the present work is to evaluate
the phytochemical profile, antimicrobial activity and the cytotoxicity of the extract and
fractions of E. arvense. The gross extract was obtained by maceration of the horsetail in
ethanol, while the fractions were by maceration of the horsetail in solvents of different
polarities (hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol), and then concentrated in a rotary
evaporator. The phenolic profile was composed by the phenol content by Folin-Ciocalteu,
total flavonoids and identification of phenolic substances by HPLC with UV-DAD detector;
the antioxidant activity was verified by DPPH; the evaluation of the antimicrobial activity
was Vverified by the disc diffusion method using ATCC strains of S. aureus, E. coli and P.
aeruginosa; and, cytotoxicity was performed on J774 lineage macrophages and determined by
the Elisa assay at 530 nm using MTT as the cell death indicator. The results obtained showed
the presence of phenolic compounds in the horsetail, such as phenolic acids and flavonoids,
resulting in a good content of phenols and flavonoids in its extract and fractions and also in a
high antioxidant activity, being this greater than 90% for the ethyl acetatel fraction. In relation
to the antimicrobial activity, the ethyl acetate fraction was able to inhibit the growth of S.
aureus and P. aeruginosa, while the chloroform fraction was able to inhibit the growth of E.
coli as well, being this concentration dependent inhibition of the fraction. As for cytotoxicity,
the hexane and methanol fractions of the plant presented LCsy of 67,66 and 74,33 pg/mL,
respectively, these fractions being the most cytotoxic for J774 lineage macrophages, whereas
gross ethanolic extract and fractions chloroform and ethyl acetate showed LCs, greater than
100 pg/mL. Therefore, the ethyl acetate fraction was highlighted, being the fraction with
higher content of phenols and flavonoids, resulting in a high antioxidant activity, besides
being able to inhibit the growth of S. aureus and P. aeruginosa when used in concentration of
500 mg / mL, and did not present significant cytotoxicity, without significantly damaging the
cells. It is emphasized, then, that the horsetail has bioactivity with pharmacological function
depending on its concentration, however it is a plant and due to the great diversity of its
constituents may also exhibit certain toxicity.

Keywords: Equisetum arvense. Horsetail. Antioxidant. Antimicrobial. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo usadas para fins terapéuticos desde muito tempo
devido a sua riqueza em principios ativos, porém seu uso, assim como o de medicamentos,
deve ser realizado com cautela visto que da mesma forma que possui propriedades
farmacoldgicas, também pode ser tdxica a depender da concentragéo.

As diferentes espécies do género Equisetum sdo plantas medicinais de pequeno porte,
que lembra os bambus, conhecidas por cavalinha, possuindo propriedades terapéuticas iguais,
porém ainda pouco estudadas.

A cavalinha é uma planta que cresce e se alastra facilmente quando plantada em
terreno aberto, principalmente, em pastagens, solos Umidos e pantanosos, porém é uma planta
toxica para alguns animais por conter substancias anti-vitamina B; (CARNEIRO, 2012). Sua
principal acdo farmacoldgica é a diurética (FERREIRA, 2001), mas sabe-se que também tem
acdo anti-inflamatoria, antioxidante, hemostatica (CUNHA, 2008) e antimicrobiana
(RADULOVIC, STOJANOVIC & PALIC, 2006; MILOVANOVIC et al., 2007; SINHA,
2012). Entre seus constituintes, estdo presentes silicio, como substancia inorganica, e
flavondides, alcal6ides, saponinas e taninos, como substancias organicas. A espécie mais
estudada é a E. arvense, sendo esta ja relatada no Memento Fitoterapico da Farmacopeia
Brasileira e presente na Relacdo Nacional de Plantas de Interesse ao Sistema Unico de Saude
(RENISUS).

Geralmente séo estudadas em formas de dleo essencial e extratos, sendo ambos ricos
em substancias ativas, que podem ser toxicas a depender da quantidade. A extracdo deve ser
realizada com solventes de baixa toxicidade e pode ser a quente ou a frio, porém uma das
desvantagens da extracdo a quente é a perda ou degradacdo de substancia ativa volatil, por
isso a frio é a mais usada. Entre as técnicas de extracdo a frio, a mais utilizada é a maceracao,
onde o solvente extrator é colocado em contato com a amostra em temperatura ambiente por
um determinado tempo.

Os metabdlitos secundarios presentes na planta ou droga vegetal, constituem o perfil
fitoquimico, sendo este estudado através de andlises por cromatografia e métodos
espectrofotométricos (teor de fenois totais e determinacdo de flavondides totais), e
responsaveis pelas propriedades farmacoldgicas, no caso, da cavalinha. Os antioxidantes sdo
responsaveis pelo sequestro de radicais livres, sendo capazes de prevenir tanto o
envelhecimento como o céncer, e sua atividade é verificada através do método de DPPH,

sendo este também uma técnica espectrofotométrica.
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Para se verificar atividade antimicrobiana, testes de sensibilidade devem ser
realizados. Entre os testes, 0s mais citados séo o teste de difusdo em disco e o de concentracdo
inibitéria minima, sendo o primeiro o recomendado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e padronizado pelo Clinical & Laboratory Stardands Institute (CLSI)
(antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS), onde para
realizacdo necessitam de microrganismo de cepa reconhecida, ou seja, cepa American Type
Culture Collection, ou simplesmente, ATCC.

Assim como as plantas, os microrganismos também tém uma grande variedade de
géneros e espécies, classificados em Gram-positivos, como o S. aureus, ou Gram-negativos,
como E. coli e P. aeruginosa. A Pseudomonas aeruginosa, S0 microrganismos oportunistas,
aparecendo, geralmente, em individuos de baixa imunidade, sendo mais presentes em
infeccbes hospitalares. Os microrganismos que participam da flora humana, como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli também podem causar doengas quando em
quantidade exacerbada no corpo. Todo microrganismo pode sofrer mutacdo ou transferéncia
de genes, e por consequéncia se tornar resistente a medicamentos antimicrobianos,
dificultando o tratamento terapéutico, por isso a importancia da descoberta de novos produtos
farmacoterapéuticos, sejam ele sintéticos ou naturais.

Jé a toxicidade pode ser avaliada, de modo in vitro, por meio do método de MTT, que
é um teste de citotoxicidade, onde se avalia quanto toxico um material é a célula, podendo
este material ser uma substancia isolada, extratos brutos, misturas de compostos etc.

Este trabalho tem por objetivo realizar avaliacdo fitoquimica, microbiol6gica e
citotoxica do extrato e fracbes de Equisetum arvense, obtidos através da extracdo com

solventes de diferentes polaridades pelo método de maceracao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o perfil fitoquimico, a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do extrato e

fracOes de Equisetum arvense.

2.1 Especificos

e Realizar a extracdo dos metabolitos secundarios da planta por meio da maceracao;

e Identificar compostos polifendlicos presentes no extrato e fracdes por meio da CLAE;

e Avaliar a atividade antioxidante, teor de fendis totais e teor de flavondides totais;

e Analisar a bioatividade do extrato e fracGes frente a cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, através do método de difusdo em disco;

e Auvaliar a citotoxicidade pelo método de MTT.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Plantas Medicinais

O Brasil é um pais de grande area territorial de rica flora, onde sdo cultivadas varias
espécies de plantas, estando entre estas muitas plantas utilizadas na medicina popular.
Algumas destas plantas ainda tém sua acdo terapéutica ndo comprovada cientificamente,
podendo até ser desconhecida ou pouco conhecida na sociedade académica, precisando ser
mais estudadas, ja que delas podem surgir novos farmacos e medicamentos fitoterapicos para
cura ou terapia de diversos males.

Planta medicinal é a espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos
terapéuticos (BRASIL, 2011), classificada como fresca, quando coletada no momento de uso,
e seca, quando precedida de secagem, sendo esta também conhecida como droga vegetal
(BRASIL, 2016b).

Segundo Brasil (2016b), “nosso pais detém da maior parcela da biodiversidade
mundial, cerca de 15 a 20%, compondo esta biodiversidade estdo as plantas que servem de
matéria-prima para producdo de medicamentos, sejam eles fitoterapicos ou ndo, e também
para remédios caseiros”. Cerca de aproximadamente 25% de todos 0s medicamentos
modernos sdo sintetizados a partir de plantas medicinais, seja diretamente ou indiretamente
(BRASIL, 2012).

A resolucdo n° 3133 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) alerta a importancia do
uso de plantas medicinais nos sistemas de salde dos paises em desenvolvimento (AKERELE,
1985 apud COSENZA, 2010). No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos foi criada para garantir o acesso seguro e a utilizacdo racional destes, atuando
juntamente com o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com o objetivo
de promover instrumentos que fomentem ainda mais as pesquisas sobre os mesmos, de forma
a proporcionar o0 uso sustentavel desta biodiversidade e dessas praticas populares e
tradicionais como de integralizar o uso tanto de plantas medicinais quanto de fitoterapicos no
Sistema Unico de Sadde (SUS) (BRASIL, 2016b). Diante disso, atualmente as industrias
farmacéuticas tém investido cada vez mais em testes com produtos naturais oriundos de
plantas, com a finalidade de tornar menores os custos dos remedios produzidos, de forma que

a populagédo com baixa renda tenha mais acesso aos mesmos (HLEBA et al., 2014).
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3.2 Equisetum sp.

O género Equisetum é o Unico representante existente do subfilo Sphenophytina,
pertence ao grupo das Pteridophytes, tendo 15 espécies vivas, sendo conhecido popularmente
como cavalinha (HUSBY, 2013). Pertencente a familia das Equisetaceae, também pode ser
conhecido por outros nomes populares como rabo-de-cavalo, erva-canudo e lixa vegetal
(GUIMARAES, 2012).

Sé&o plantas caracterizadas por ter rizoma longo com a presenca de talos aéreos de cor
verde acinzentada, subdivididos em n6s (CARNEIRO, 2012) e que apesar de ndo terem
folhas, promovem fotossintese por seus caules e ramos (KISSMANN, 1997 apud
CARNEIRO, 2012).

E considerada uma planta daninha toxica para equinos, bovinos e animais domésticos,
por conter substancias antitiaminicas (GUIMARAES, 2012; CARNEIRO, 2012). Atingem
aproximadamente 130 cm de altura, sendo consideradas plantas de pequeno porte (LORENZI,
2000 apud GUIMARAES, 2012). No territorio brasileiro sdo encontradas as espécies E.
giganteum, E. pyramidale, E. hyemale L., E. palustre e E. arvense, contendo esta ultima uma
maior quantidade de silicio, além de ser a espécie mais descrita e utilizada na medicina
tradicional (JOLY, 2002, LAERCIO et al., 2007, HOLZHUTER, 2003 apud MELLO &
BUDEL, s.d.).

Em relacdo a sua constituicdo fitoquimica, sdo plantas que apresentam um alto teor de
compostos inorganicos, como o silicio, e também compostos organicos, como compostos
fendlicos (SAPEI et al., 2007, D’AGOSTINO et al., 1984 ¢ WICHTL, 1994 apud
CARNEIRO, 2012).

De uma forma mais completa, sdo plantas constituidas por &cido silicico (10-15%),
acido galico, resinas, sais de potassio, tiaminas, isoquercitina, luteolina, canferol,
saponinas, compostos inorganicos, trigliceridios, alcaloides, pequena quantidade de
6leos, substancias amargas, taninos e vitamina C (BERTALOT et al., 2010).

Quanto as acdes farmacologicas, as espécies do género Equisetum vém sendo usada
para o tratamento de doencas reumaticas, calculos renais e demais infec¢fes do trato urinario
(GUIMARAES, 2012), além de ser utilizada na terapéutica de artrite, infeccdes, ulceras
hemorrégicas, tuberculose, como hemostatico e cicatrizante (MILOVANOVIC et al., 2007).
A E. fluviatile, E. hyemale, E. giganteum e E. bogotense apresentam atividade diurética e a E.
myriochaetum tem acdo hipoglicemiante em pessoas diabéticas (GUTIERREZ, 1985,
LEMUS, 1996 & CETTO, 2000 apud FERREIRA, 2001).
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A cavalinha também ja esta sendo utilizada, na agricultura, para o controle de fungos
em planta¢des (BERTALOT et al., 2010; CAMATTI-SARTORI et al., 2011; GUIMARAES
etal., 2015).

3.2.1 Equisetum arvense L.

E uma das 15 espécies vivas do género Equisetum, sendo a mais estudada e a mais
utilizada. Originaria da Europa, esta espécie se apresenta como uma planta perene, com altura
entre 20 e 65 cm, com caules esporiferos sobre o mesmo rizoma, simples, avermelhados e que
apresentam uma espiga oblonga que desaparece no verdo (RODRIGUES et al., 2011) (Figura
1). Apesar de sua origem europeia, esta planta é cultivada no Brasil e em diversos outros
paises.

—

Figura 1 - Equisetum arvense
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Fonte: Ferreira, 2001.

Esta espécie é uma das 71 plantas presentes na RENISUS, tendo potencial para
produzir produtos de interesse a0 SUS (AGENCIA SAUDE, 2009). Ja esta descrita na 32
edicdo da Farmacopeia Homeopatica Brasileira, assim como a E. hyemale, e também na 12
edicdo do Memento Fitoterdpico da Farmacopeia Brasileira.

Na terapéutica, é considerada um agente anti-inflamatdrio, antidiabético, antioxidante,
antimicrobiano, anti-anémico, anti-hemorragico, adstringente, diurético, hepatoprotetor,
vasorelaxante e cicatrizante, além de ser utilizada em cosmeéticos, pelo fato de agir como anti-
envelhecimento, hidratante, anti-rugas, anti-acne e anti-transpirante (SANDHU, KAUR &
CHOPRA, 2010). E também usado para tratar tuberculose e osteoporose (SINHA, 2012).
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Segundo Brasil (2016a), a parte usada de E. arvense sdo as folhas e partes aéreas,
sendo indicada como diurética, podendo a ingestdo crénica diminuir o nivel de tiamina e a
acao de diurese causar hipocalemia, porém estudos nao-clinicos realizados em ratos mostram

que seu extrato hidroalcoodlico possui efeito dose-dependente.
3.3 Extracdo de Compostos Ativos

O processo de extracdo € o primeiro e mais importante passo no isolamento e
purificacdo dos compostos bioativos a partir da droga vegetal (CUJIC et al., 2016).

De acordo com Sonaglio et al. (2007), a extracdo é uma técnica que retira
seletivamente substancias ou metabolitos secundarios, sendo estes principios ativos, da planta
medicinal através do uso de liquidos extratores. A extracdo € uma operacdo que pode ser
influenciada por fatores como: caracteristica e granulometria do material vegetal, esta quanto
menor for mais eficiente sera a extragdo; razdo solido-solvente, devendo o liquido extrator ser
0 mais seletivo e 0 menos toxico possivel, porém eficiente; e a metodologia, onde se leva em
conta a agitacdo, temperatura e tempo necessario para ser realizada, eficiéncia, estabilidade
das substancias extraidas e custo consideravel (SONAGLIO et al., 2007; CUJIC et al.,
2016).

Os métodos de extracdo sdo varios e podem ser realizados a frio, como a turbolizacéo,
a maceracéo e a percolagéo, ou a quente, como infusdo, decoccéo, sob refluxo e em aparelho
de Soxhlet (FALKENBERG, SANTOS & SIMOES, 2007), tendo cada método suas proprias
caracteristicas, apresentando vantagens e desvantagens, com o0 objetivo de extrair
completamente os compostos bioativos de interesse, sem alterar sua estrutura quimica
(CUIJIC et al., 2016).

3.3.1 Extragéo por maceragao

E um método realizado em recipiente fechado, onde o liquido extrator fica em contato
com a planta, em temperatura ambiente, durante determinado tempo, que sofrem agitacédo
ocasionalmente e sem que haja renovacdo do liquido extrator (SONAGLIO et al., 2007;
NAVARRO, 2005).

De acordo com Sonaglio et al. (2007), o processo de maceragédo pode sofrer variacao,
podendo ser uma digestdo, que ocorre através de um sistema de aquecimento entre 40 e 60

°C; uma maceracdo dinamica, realizada com agitacdo mecéanica constante; e, uma
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remaceracdo, que é quando o método é repetido usando 0 mesmo material vegetal com
renovacédo, apenas, do meio extrator; onde estas variagdes ttm como objetivo principal tornar

a extracdo mais eficiente.

3.4 Perfil Fitoquimico

Os ensaios fitoquimicos estudam a presenca dos constituintes ativos das plantas por

meio de varios testes, entre eles cromatografia, teor de fendis e teor de flavonoides.

3.4.1 Cromatografia

A cromatografia € uma técnica de separacdo dos constituintes de uma amostra, onde
esse processo se dar pela migracdo diferencial desses compostos ao interagir com as duas
fases, uma movel e outra estacionaria (CECCHI, 2003). E uma técnica analitica, quando serve
para identificacdo e analise de misturas e de substancias isoladas, ou preparativa, conhecida
também por semi-analitica, quando realiza apenas o isolamento de compostos
(FALKENBERG, SANTOS & SIMOES, 2007).

Entre os tipos de cromatografia tem-se: cromatografia em camada delgada (CCD),
cromatografia liquida em coluna, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e

cromatografia gasosa (CG).

3.4.1.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Em inglés a high perfomance liquid chromatography tem por sigla HPLC, sendo esta
mais comum na comunidade académica. E uma cromatografia em coluna por fase liquida
utilizando alta presséo, sendo assim uma otimizacao da coluna classica, que faz com que o
solvente passe pela coluna a alta pressdo, separando os constituintes de uma amostra de forma
mais rapida e eficiente (CECCHI, 2003). Essa alta pressdo é necessaria para que a fase movel
flua numa velocidade razoavel, ja que a fase estacionaria é formada por particulas muito finas,
sendo as mais conhecidas alumina e silica, densamente compactadas, porém, isso deixa a
técnica com um custo mais elevado (FALKENBERG, SANTOS E SIMOES, 2007). Pode ser
aplicada a uma grande variedade de produtos, porém a depender do material sua fase movel e
estacionaria deve ser modificada. A CLAE pode ser de fase normal, quando sua fase movel é
apolar e a estacionaria é polar, ou de fase reversa, quando fase movel é polar e a estacionaria é
apolar (FALKENBERG, SANTOS & SIMOES, 2007), onde o uso tanto da fase reversa

quanto da normal ira depender do material que esta se querendo separar ou identificar.
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3.4.2 Teor de fendis totais

Os compostos fendlicos possuem estruturas simples e complexas (Figura 2),
apresentando pelo menos um anel aromatico, onde o hidrogénio é substituido pelo
grupamento hidroxila; reativos quimicamente e sollveis em &gua e solventes organicos
polares (CARVALHO, GOSMANN & SCHENKEL, 2007), entre os quais estdo 0s taninos,
flavondides e &cidos fendlicos. Tém sido apontados como 0s responsaveis pelas atividades

antimicrobiana, antioxidante, antiviral e anti-inflamatoria.

Figura 2 — Exemplos de compostos fendlicos simples, acido galico (a), e complexo, epicatequina-

(4B—6)-catequina (b).
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Fonte: Santos & De Mello, 2007; Carvalho, Gosmann & Schenkel, 2007.

A determinacdo do teor de fendis totais ocorre em meio alcalino, utilizando uma
solucdo de carbonato de sodio a 20% ou saturada e o reagente Folin-Denis ou Folin-Ciocalteu,
onde as hidroxilas fendlicas reduzem o acido fosfomolibdico-fosfotingstico, formando um
complexo molibdénio-tungsténio (Figura 3) de cor azul que absorve a luz entre os
comprimentos de onda de 620 e 740 nm, porém ndo € um ensaio especifico, visto que
quantifica compostos fendlicos como um todo (ANGELO & JORGE, 2007).
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Figura 3 — Reacdo do &cido gélico (composto fendlico) com molibdénio (componente do reagente
Folin-Ciocalteu).
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Fonte: De Oliveira et al., 2009.

3.4.3 Teor de flavondides totais

Os flavondides (Figura 4) sdo considerados um dos grupos de maior importancia dos
compostos fenolicos (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007). Sdo compostos de baixo peso
molecular e largamente encontrados no reino vegetal na forma de glicosidios ou agliconas
(ANGELO & JORGE, 2007). Entre suas atividades farmacoldgicas estdo as agdes anti-
inflamatdria, antiviral, antioxidante, antitumoral, anti-hemorragica, hormonais e
antimicrobianas (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007).

Figura 4 — Nucleo fundamental dos flavonoides.

Fonte: Zuanazzi & Montanha, 2007.

O teor de flavondides totais é determinado pela reacdo colorimetrica com cloreto de
aluminio (QUEIROZ et al., 2015), baseando-se na medida da absorbancia do complexo
formado entre o flavondide e o aluminio que forma compostos de coloracio amarelada (SA et
al., 2012).



25

3.5 Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias que retardam ou inibem, de forma significativa, a
oxidacdo de um substrato oxidavel (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989 apud TRIVEDI
& LAL, 2017), regulando, dessa forma, os radicais livres. Logo, atuam na captura e
neutralizacdo de espécies oxidantes como o anion superdxido, radical hidroxila ou radical
peroxido (ZUANAZZI & MONTANHA, 2007), sendo importantes na reducdo da oxidacdo
lipidica em animais e vegetais (ANGELO & JORGE, 2007). Os principais compostos que tem
por base a capacidade de doar &tomos de hidrogénio para radicais livres, sdo 0s compostos
fenolicos (SINGH et al.,, 2016), sendo estes também responsaveis por atividades
farmacoldgicas, como antimicrobiana e anti-inflamatéria. Pelo fato de sequestrarem o0s
radicais livres, previnem o envelhecimento e diversas doencas, entre elas o cancer, sendo
encontrados, além de alimentos naturais, em varios cosmeticos e suplementos
polivitaminicos.

A determinacdo da atividade antioxidante por 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)
também é um método colorimétrico e espectrofotométrico, onde por acdo de um antioxidante
ou uma espécie radicalar, acontece uma transferéncia de elétrons fazendo com que o DPPH
seja reduzido a difenil-picrilhidrazina (Figura 5), passando da coloracdo purpura para amarela
(NASCIMENTO et al., 2011).

Figura 5 — Mecanismo de reagio entre o radical DPPHe e um antioxidante através da transferéncia de
um tomo de hidrogénio.
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Fonte: Oliveira, 2015.

3.6 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana se faz necessaria para descobertas de novos farmacos,

sejam elas sintéticas ou ndo, que tenham capacidade para inibir o crescimento microbiano,
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funcionando como bacteriostaticas, ou matar os microrganismos, agindo como bactericidas
(TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).

3.6.1 Microrganismos

Os microrganismos sdo formas de vida muito pequenas, também conhecidas como
microbios, que ndo podem ser observados a olho nu, mas sim com o uso de microscopios,
onde estdo inclusos as bactérias, as arquibactérias (Archaea), os fungos, os protozoérios, 0s
virus, as algas e alguns parasitas multicelulares de animais, sendo de grande importancia para
manutencdo do equilibrio dos organismos vivos e dos elementos quimicos no meio ambiente,
além de ter aplicaces comerciais e industriais (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).

A resisténcia aos antibidticos € uma caracteristica natural de diversos ecossistemas
microbianos (CROFTS, GASPARRINI & DANTAS, 2017), sendo adquirida atraves de
mutagdo ou por transferéncia horizontal de genes (LUKACISINOVA & BOLLENBACH,
2017), além de que o uso irracional e a venda indiscriminada de antimicrobianos por muitos
anos contribuiram para resisténcia dos microrganismos a esses medicamentos, gerando o

controle dos mesmos pela ANVISA através da retencdo de receita.

3.6.1.1 Staphylococcus aureus

Sdo bactérias Gram-positivas, em forma de cachos de uva, coagulase positiva, ndo
esporuladas, fermentadoras de manitol e encontradas na pele e nas vias nasais, geralmente, de
individuos saudaveis, podendo causar de simples infeccdes até infeccdes graves, sendo o
microrganismo mais patogénico de seu género (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012;
SANTOS et al., 2007).

Segundo Santos et al. (2007), estas bactérias crescem em agar ou caldo simples, mas
podem crescer também em &gar sangue e, principalmente, em agar manitol-sal, sendo este
ultimo seletivo para tal microrganismo, tendo um pH igual a 7 e uma temperatura de 37 °C,
onde suas colbnias sdo arredondadas, lisas e brilhantes, com coloragcdo que varia desde
acinzentado até amarelo-ouro, aparecendo depois de 24-48 h da incubacéo.

Sd0 causadores de doencas como impetigo, furinculo, foliculite simples e
carbdnculos, suas toxinas podem causar sindrome da pele escaldada e choque tdxico, alem de
causar contaminacbes de alimentos, sendo capazes de produzir infecgdes alimentares
(BALABAN et al., 1998, CARVALHO et al., 2005, CAVALCANTI et al., 2005 & LOWY,
1998 apud SANTOS et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2008).
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3.6.1.2 Escherichia coli

Sdo bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes, anaerdbias facultativas, nao
esporuladas, redutoras de nitrato a nitrito, oxidase-negativa, podem ser mdveis ou imaveis,
fermentadoras de glicose e lactose, produzindo, assim, &cidos e gases, e sdo conhecidas
também como coliformes fecais (denominagdo antiga) e coliformes termotolerantes
(FRANCO, 2002; MARTINEZ & TRABULSI, 2008). Seu reservatério natural é o trato
intestinal humano e ao ser encontrada em agua e alimentos indica que estes estdo com
contaminacéo fecal (TORTORA, FUNKE & CASE, 2012).

Usualmente, os caldos usados enriquecimento seletivo das amostras suspeitas de
contaminacédo por esta bactéria sdo os caldos EC (Escherichia coli) e lauril sulfato, mas ainda
pode-se usar os caldos MacConkey e GN (Gram-Negativo); enquanto que 0s meios seletivos
para o plagueamento sdo o &gar MacConkey, &gar eosina azul de metileno e agar bile
vermelho violeta (MERK, 1994, VARNAM & ERVANS, 1996, HITCHINS et al., 1992 &
HITCHINS et al., 1995 apud FRANCO, 2002), devendo estes serem incubados a uma
temperatura de 45 °C (FRANCO, 2002).

Esta bactéria é causa de infeccdes hospitalares e infeccBes do trato urinario, chamadas
também de ITU, em criancas, idosos e gestantes (KARLOWSKY e TRENDS, 2002, PALAU
et al., 2011 apud KORB et al., 2013), e gastroenterites como a diarreia do viajante, além de
doengas graves causadas por ingestdo de alimentos contaminados (TORTORA, FUNKE &
CASE, 2012).

3.6.1.3 Pseudomonas aeruginosa

Sdo bactérias patogénicas Gram-negativas, aerdbias, porém podem crescer de forma
anaerdbia na presenca de nitrato, ndo fermentadoras e oportunistas, sendo causadoras de
infeccbes graves em individuos imunocomprometidos (MATSUYAMA et al.,, 2015;
OWINGS et al., 2016; LINCOPAN & TRABULSI, 2008); ubiquitarias, encontradas em
solos, agua, alimentos, animais e até hospitais (LINCOPAN & TRABULSI, 2008), ou seja,
pode esta presente em diversos locais.

Cultura de féacil reconhecimento, pois suas col6nias tém odor caracteristico e
morfologia variada, podendo ser de aspecto puntiforme, gelatinosa, rugosa ou mucosa, alem
de formar pigmento caracteristico como piocianina (cor azul) e pioverdina (cor verde
brilhante fluorescente) (FERREIRA & PERES LALA, 2010).

Sao responséveis por infeccOes invasivas, capazes de colonizar os pulmdes de

individuos com fibrose cistica, alem de ser devastador em pacientes queimados (LINCOPAN
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& TRABULSI, 2008). Entre as infeccOes hospitalares mais frequentes causadas por esta
espécie de bactéria estdo: infecgdes do trato urinario, pneumonia, peritonites, bacteremias e
infecgBes de cirurgias (FERREIRA & PERES LALA, 2010; LINCOPAN & TRABULSI,
2008).

Ultimamente, tem se tornado cada vez mais resistente a antibidticos, principalmente as
cefalosporina de terceira e quarta geragdo e aos carbapenémicos (FUENTEFRIA et al., 2008),
0 que mostra que essa bactéria estd adquirindo uma multirresisténcia e ficando ainda mais
forte aos efeitos de antimicrobianos, e isso pode estd acontecendo pela pratica de uso

irracional de medicamentos, principalmente de antibioticos.

3.6.2 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Séo testes de grande importancia para se avaliar novos antimicrobianos, assim como
para estudar epidemiologicamente a resisténcia dos mesmos, sendo indicados, principalmente,
quando ndo se tem certeza da resisténcia aos antibiéticos geralmente usados para o tratamento
de infeccdo causada por determinada espécie (NCCLS, 2003). Entre os principais testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, estdo os méetodos de: difusdo em disco, microdiluicdo em
caldo e E-test (MIMICA, MENDES & MIMICA, 2008).

3.6.2.1 Método de difusdo em disco

E o teste de sensibilidade mais utilizado na rotina de laboratorios clinicos, sendo o
teste estabelecido pelo CLSI (antigo NCCLYS), e o indicado pela ANVISA, também conhecido
por antibiograma.

Descrito primeiramente por Bauer e colaboradores, ¢ um método qualitativo baseado
somente na presenca ou auséncia de um halo de inibicdo, como mostra a Figura 6, porém o
teste ndo € aceitavel quando ndo se leva em consideracdo o tamanho do halo (NCCLS, 2003).

Tem suas vantagens e desvantagens, como qualquer método. Entre as vantagens estdo
flexibilidade na escolha dos antibidticos, baixo custo, ja que para a realizacdo do mesmo €
necessario apenas discos comerciais de papel de filtro impregnados com antibi6ticos em
concentracdo conhecida e placas de Petri com meio agar, preferencialmente Muller Hinton;
facil interpretacdo e sua padronizacdo pelo CLSI; e sua desvantagem & que por ser um teste
qualitativo, o microrganismo é avaliado apenas como sensivel, intermediario ou resistente
(MIMICA, MENDES & MIMICA, 2008) conforme definicéo descrita pelo CLSI.
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Figura 6 - Método de difusdo em disco para determinacéo de atividade antimicrobiana.

Fonte: Tortora, Funke & Case, 2012.

3.7 Citotoxicidade

Testes de toxicidade sdo ensaios que podem revelar riscos associados ao uso de
alguma substancia ou composto, sendo de grande importancia na area da salde para
descoberta de novos farmacos e para usos de plantas medicinais e fitoterapicos
(BELLAMAKONDI et al., 2014). Entre os tipos de testes de toxicidade mais importantes esta
0 ensaio de citotoxicidade. Este é de grande importancia para determinacdo de uma possivel
toxicidade potencial do produto em estudo (HAKIM et al., 2014), podendo ser um composto,
substancia isolada, farmaco, extrato etc. Sendo assim, o teste de citotoxicidade avalia quanto
um produto e seus constituintes podem ser toxico para uma determinada célula, podendo para
isso ser usado diversos metodos, como o método do MTT, método de exclusdo do azul de

Trypan e método de quantificacdo de citocinas (OLIVEIRA, 2011).

3.7.1 Método de MTT

O ensaio de MTT é um ensaio colorimétrico de facil reproducao em laboratério, sendo
confidvel, realizado com o auxilio do corante 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo
de tetrazolium, que é um pd de coloracdo amarelo, sollvel em &gua e de fécil veiculacéo
celular por meio de solucdo fisiolégica (MOSSMAN, 1983 apud por OLIVEIRA, 2011). O
MTT se acumula nas mitocdndrias de células viaveis, reduzindo o anel tetrazélico em cristais
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de formazan, que tem coloracdo roxa, podendo a redugdo do MTT ser um indice de dano
celular (OLIVEIRA, 2011; HAKIM et al., 2014).
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4 METODOLOGIA

As andlises foram realizadas nos laboratorios de: Microbiologia e Bioprocessos
localizados na area de Quimica do Instituto Federal de Alagoas (IFAL) — Campus Maceid; e
Anélises Farmacéuticas e Alimenticias (LAFA) da Escola de Enfermagem e Farmécia
(ESENFAR) e Farmacologia e Imunidade (LAFI) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS), situados na Universidade Federal de Alagoas (UFAL) — Campus A.C. Simdes.

4.1 Preparacdo da Droga Vegetal Equisetum arvense

A droga vegetal cavalinha (Figura 7(a)), adquirida em um ponto comercial de
referéncia em ervanarias, localizado no centro de Maceié — Alagoas, foi pesada em balanca
semi-analitica (Knwaagen KN320/3) e fragmentada com o auxilio de liquidificador e uso
posterior de um tamisador (Bertel, tipo magnético, modelo N.1495) (Figura 7(b)), com tamis
de 35 mesh e abertura de 425 mm/pm (40 ASTM). O material tamisado foi pesado, colocando
35 g da amostra em um primeiro frasco de vidro de 500 mL e outras 35 g em um segundo

frasco de vidro de 500 mL.

Figura 7 - Droga vegetal cavalinha (a) e tamisador (b).

(@)

Fonte: Autora, 2017.
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4.2 Preparacéo do Extrato Bruto e Fracdes da Equisetum arvense

Ap0Gs o0 material vegetal ser tamisado, pesado e disposto em frascos, foram adicionados
0s solventes extratores, de modo a se realizar extracdo por maceragdo variada, sendo esta uma
técnica de remaceracdo que permite a renovacdo do solvente extrator apés a filtracdo do
extrato e das fracBes, permitindo, assim, a extracdo quase totalitaria, em suas fragdes, de
compostos distintos a partir de solventes com diferentes gradientes de polaridade.

No frasco 1, foi realizada a extracdo com a utilizacdo de etanol absoluto (10 x 200
mL). Para o frasco 2, a maceragdo se deu por gradiente de polaridade usando os seguintes
solventes: hexano P.A. (11 x 200 mL), cloroférmio P.A. (5 x 200 mL), acetato de etila P.A. (8
X 200 mL) e metanol P.A. (10 x 200 mL). Cada solvente extrator foi adicionado até o
esgotamento total do macerado e depois recuperado com o auxilio do evaporador rotativo. O
extrato bruto e as fracBes da cavalinha, respectivamente extraidos e concentrados, foram
reservados para posterior analise fitoquimica, de bioatividade antimicrobiana e de

citotoxicidade (Figura 8).

Figura 8 - Esquema da maceracdo da Equisetum arvense para obtencdo do extrato bruto e das fragdes.

Frasco 1 Frasco 2
A 4
35 g da droga vegetal
A2 (Equisetum arvense)
35 g da droga vegetal
(Equisetum arvense) Maceracdo 11 x 200 mL de
hexano

\4
Fracdo hexano

Maceracdo 10 x 200 mL
de etanol absoluto Maceracdo 5 x 200 mL de

! cloroférmio

A\ 4

Extrato etanélico bruto Fracdo cloroférmica
Maceracdo 8 x 200 mL de
acetato
v
v Fracdo acetato de etila
Perfll'flto-qwmlco,.ajuwdade Maceracio 10 x 200 mL de
antioxidante, atividade metanol
antimicrobiana e ensaio de P N Y —
MTT Fragdo metanolica

Fonte: Autora, 2017.
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Para calcular o rendimento obtido do extrato e de cada fragdo usa-se a equagéo I:

| R% = mextratolfragéo x 100
( ) mdroga

Onde,
- Ry, = rendimento;
- Mextratoffragio = Massa do extrato ou da fracao;

- Myroga = Massa da droga vegetal.

4.3 Perfil Fitoquimico

4.3.1 Diluicdo do extrato e fracdes

Em seus respectivos eppendorfs, foram pesados 3 mg do extrato e de cada fragédo e
diluidos em 0,3 mL metanol grau HPLC para obter uma concentracdo de 10 mg/mL. Estes
eppendorfs passaram pelo ultrassom (Unique modelo USC700), seguidos de uma
centrifugacdo, até que as amostras solubilizassem e seus sedimentos precipitassem. Apés, 100
uL da parte sobrenadante do extrato e de cada fracdo foi transferida para outros eppendorfs e
acrescidos 900 pL de metanol grau HPLC, obtendo amostras com concentragdo de 1 mg/mL
(ou 1000 pg/mL). Sendo esta diluicdo realizada sempre que preciso para 0s testes

fitoquimicos e atividade antioxidante.

4.3.2 Teor de fenois totais

Os fendis totais foram determinados seguindo a metodologia descrita por De
Mendonca et al. (2015) com adaptagdes. A partir do extrato e fragcbes na concentracdo inicial
de 1 mg/mL, foram transferidos de 25 a 100 uL destes para baldes volumétricos de 10 mL,
acrescidos de 2 mL da solucdo de Folin-Ciocalteu mais 2 mL da solucdo de carbonato de
sodio 20% e completa-se com &gua destilada até o menisco, obtendo diferentes concentracbes
finais do extrato e fragdes, sendo 3,0 e 5,0 ug/mL para extrato etanolico; 2,5 e 10,0 pg/mL
para a fragdo hexano; 2,5; 5,0 e 10,0 ug/mL para a cloroférmica; 2,0; 5,0 e 10,0 pg/mL para a
fragdo acetato de etila, e 5,0; 7,5 e 10,0 pg/mL para metanolica. Como branco foi utilizada
uma solucéo de Folin-Ciocalteu mais carbonato de sodio 20% ajustados para 10 mL com &gua
e como padrdo, o acido galico. Os bal6es foram acondicionados no escuro durante 2 horas, em

seguida as solugdes foram transferidas para cubetas e a absorbancia foi verificada no
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espectrofotdbmetro (Shimadzu modelo UV-1280) a um comprimento de onda de 760 nm
(Figura 9). A mudanca de coloracdo de azul para amarelo indicou a presenca de fenois, sendo
gue guanto mais amarelo, mais fenois presentes na amostra. O teor de fendis totais foi exposto
em miligrama equivalente de acido galico por grama de extrato ou fragdo (mg EAG/g do

extrato ou fragéo).

Figura 9 — Esquema descrevendo a anélise do teor de fenois totais.

Transferéncia 2 mL de 2 mL de Apo6s 2h no

Extrato/fracéo de 25a 100 Folin- carbonato Completa escuro, ler a
a 1 mg/mL uL para baldo Ciocalteu de sédio com agua absorbancia
de 10 mL* 20% a 760 nm**

Fonte: Autora, 2017. *Concentragdes finais: 3,0 e 5,0 ug/mL para extrato bruto etanolico; 2,5 e 10,0 pg/mL para
a fracdo hexano; 2,5; 5,0 e 10,0 pg/mL para a cloroféormica; 2,0; 5,0 e 10,0 pg/mL para a de acetato de etila, e
5,0; 7,5 e 10,0 pg/mL para metandlica. **O resultado foi exposto em miligrama equivalente de &cido galico por
grama de extrato ou fracdo (mg EAG/g do extrato ou fracédo).

4.3.3 Determinacdo de flavondides totais

O teor de flavonoides totais foi quantificado de acordo com LUGO (2015), com
algumas adaptacbes. O extrato bruto e as fragbes utilizados inicialmente se encontravam na
concentragdo de 10 mg/mL, sendo transferidos de 15 a 100 pL destes para baldes
volumétricos de 5 mL, acrescentando 100 pL de cloreto de aluminio 5% e 3500 pL de
metanol. As solucBes foram acondicionadas por 30 minutos no escuro e, logo apds, foram
completadas com metanol até o menisco para obtencdo de diferentes concentragdes finais do
extrato e fracOes, sendo de 30 e 40 pg/mL para o extrato etanolico e fragdo metanolica; 30, 40
e 100 pg/mL para a fragdo acetato de etila; e, 60 e 200 pg/mL para as de hexano e
cloroférmio, em seguida as solugdes foram transferidas para cubetas. Uma solugéo de cloreto
de aluminio a 5% em metanol foi utilizada como branco. A substancia padrdo usada foi a
quercetina e os resultados foram expressos em miligrama equivalente de quercetina por grama
de extrato ou fragdo (mg EQ/g do extrato ou fracdo). A leitura da absorbancia foi realizada no
espectrofotémetro (Shimadzu modelo UV-1280) a 425 nm (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema descrevendo a andlise de teor de flavondides.

Apos 30
Transferéncia i?ooréftla minutos Lera
Extrato/fracdo a de 15a 100 puL de 3500 pL No escuro, absorbancia a
10 mg/mL para baldo de . metanol completa ke
aluminio 425 nm
5mL* 504 com
0 metanol

Fonte: Autora, 2017. *Concentragdes finais: 30 e 40 pg/mL para o extrato bruto etandlico e fracdo metandlica;
30, 40 ¢ 100 pg/mL para a fragdo de acetato de etila; e, 60 ¢ 200 pug/mL para a de hexano e cloroféormio. **O
resultado foi exposto em miligrama equivalente de quercetina por grama de extrato ou fracdo (mg EQ/g do
extrato ou fracéo).

4.3.4 Identificacdo de compostos polifendlicos através de CLAE

Para tal teste, foi transferido 1 mL de cada extrato bruto e fracdo a 1 mg/mL para seus
respectivos vails, filtrando-os em filtro milipore 0,20 um com o auxilio de uma seringa.

O perfil cromatogréfico foi realizado em HPLC com detector de ultravioleta (UV) e
arranjo de diodo (DAD) (bomba de alta pressdo LC-20ADXR, desgaseificador DGU-20A3R,
auto injetor modelo SIL-20AXR, forno para coluna cromatografica modelo KINETEX XB
C18 (150 x 4,60 mm; 5 um/100° A), detector de arranjo de diodo modelo SPD-M20A,
controladora CBM-20A, detector de fluorescéncia modelo RF-20A e software Labsolution da
Shimadzu), onde o extrato e fragdes foram injetados, numa taxa de fluxo de 0,6 mL/min e por
70 minutos, utilizando por fase estacionaria uma coluna de fase reversa Jupiter 5u C18 300A,
e por fase mével uma mistura de metanol, agua e &cido trifluoroacético 0,1%. As substancias
utilizadas como padréo, com alto grau de pureza, foram: acido clorogénico (50 pg/mL), acido
p-coumarico (100 pg/mL), apigenina (80 pg/mL), crisina (100 pg/mL), luteolina (80 pg/mL),
myricitrina (100 pg/mL), quercetina (100 pg/mL), quercitrina (80 pg/mL) e rutina (100
pg/mL). Os cromatogramas foram registrados a 230, 254, 280 a 365 nm por UV-DAD (Figura
11).



36

Figura 11 — Esquema da andlise de identificacdo de polifendis por CLAE.

Filtrou 1 mL em Taxa de
filtro milipore 0,20 fluxo 0,6 Cromatogramas
Extrato/fracéo um, com auxilio de Injecdo do mL/min, registrados em
a1 mg/mL seringa , e extrato/fragao durante 230, 254, 280,
transferiu para o 70 365 nm
vail minutos

Fonte: Autora, 2017.

4.4 Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante foi determinada segundo De Mendonga et al. (2015) com
adaptacGes. As analises foram realizadas com o extrato bruto e fragdes a uma concentracdo
inicial de 1000 pg/mL, a partir de onde foram transferidos de 12 a 100 pL destes para baldes
volumétricos de 5 mL, acrescidos de 2 mL da solucdo etandlica de DPPH e ajustados até o
menisco com etanol, obtendo diferentes concentracfes finais da amostra (2,5; 5,0; 7,5; 10,0;
15,0 e 20 pg/mL). Apds a adigdo dos reagentes, os baldes foram acondicionados por 30
minutos no escuro. O etanol foi utilizado como branco. A absorbéancia foi medida em
espectrofotbmetro (Shimadzu modelo UV-1280) a 518 nm (Figura 12). Como padrdo foi
utilizado o Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) nas mesmas
concentracdes do extrato e fracOes. Os resultados foram expressos em porcentagem de

atividade antioxidante (%Antioxidante), sendo calculada pela equacéo (I1):

(1) %Antioxidante = 100 — ((ABSamostra— ABSpranco) X 100)
ABScontrole

Onde:

- ABS;mostra = absorbancia da solugdo do extrato bruto e fragdes em DPPH;
- ABSconirole = absorbancia da solucéo referéncia em DPPH,;

- ABSpranco = absorbancia da solucdo do extrato e fragbes sem DPPH.
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Figura 12 — Esquema descrevendo a analise de atividade antioxidante.

Transferéncia Ap06s 30 minutos

Extrato/fracéo de 12 2 100 pL 2 mL de A{;‘Zﬁ Saég 0 Nno escuro, a
almg/mL para baldo de 5 DPPH com etanol absorbancia é lida
mL* a 518 nm.**

Fonte: Autora, 2017. *Concentragoes finais: 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 e 20 pug/mL. **O resultado foi exposto em
percentagem.

4.5 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana

4.5.1 Diluigdo do extrato bruto e fragdes
O extrato bruto etandlico e as fracfes foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) 1%

nas concentracdes de 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL e 62,5 mg/mL.

4.5.2 Preparacdo do inoculo

Primeiramente, realizou-se a higienizacdo dos frascos e utensilios. Apos estes foram
esterilizados em autoclave por um tempo de 20 minutos, a uma pressdo de 1 KgF/cm? a
temperatura de 121 °C. Os meios de cultura, apds ser preparados, também foram esterilizados

em autoclave (Autoclave de Mesa Digitale modelo 1.2).

4.5.2.1 Meio caldo triptona de soja (TSB)

Meio altamente nutritivo recomentado para o cultivo de diversos microrganismos,
usado para ativar as bactérias e também para inoculagdo das mesmas, funcionando, assim,
como meio de crescimento.

Preparado com digestdo pancreéatica de caseina (17 g), digestdo papaica de farinha de
soja (3 g), cloreto de sodio (5 g), fosfato potassico dibasico (2,5 g) e dextrose (2,5 g) para
1000 mL de &gua, com pH 7,3 £ 0,2 a 25 °C e posterior esterilizacdo em autoclave.
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4.5.2.2 Meio agar Mueller-Hinton

Meio de cultura recomendado pela ANVISA para testes de difusdo em disco. Utilizado
para inocular as bactérias de modo a verificar, por meio de seus halos, se as mesmas sao
sensiveis aos antibioticos de referéncia (antibidtico padrdo com uso ja comprovado na
literatura e perante 6rgdos de salde para o tratamento de tal microrganismo) e ao extrato e
fracOes de Equisetum arvense.

Preparado com peptona de caseina (17,5 g), peptona de carne (2,0 g), amido (1,5 g),
agar (17,0 g) para 1000 mL de agua, com pH 7,3 £ 0,2 e posteriormente esterilizado em

autoclave.

4.5.2.3 Ativacao das cepas das bactérias

As cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
comercializadas pelo Laborclin, sendo todas ATCC (Tabela 1), foram ativadas com a
utilizacdo de 3 mL do meio TSB e com o auxilio de uma estufa a 35-37 °C, onde permaneceu

por 4h, conforme descricao do fabricante.

Tabela 1 - Etiquetas das embalagens das cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, mostrando a cepa, o lote e a validade.

Microrganismo Cepa Lote Validade

Escherichia coli ATCC 25922 60728045 14/07/2019
Staphylococcus aureus ATCC 25923 60711012 26/06/2019
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 60712036 04/07/2019

Fonte: Autora, 2017.

4.5.2.4 Método do crescimento

Realizado de acordo com NCCLS (2003).

Com o auxilio de uma alca de platina esterilizada ou flambada, € retirada uma algada
do frasco da cepa de E. coli e transferida para tubos de ensaio que contém meio TSB. Os
tubos de TSB ja inoculados foram incubados a 35-37 °C em estufa microbioldgica (Fanem,
modelo 002 Cb) até atingir a turbidez de uma solucdo de McFarland 0,5, podendo ser vista a
olho nu ou por meio da absorbancia através do uso de espectrofotdmetro (modelo Nova 2000)
no comprimento de onda de 625 nm, ou seja, até atingir uma populagdo média bacteriana
estimada de 1 x 10° ou 2 x 10® UFC/mL (Figura 13). Esta mesma operagéo foi realizada para

0 crescimento de S. aureus e de P. aeruginosa a partir de suas respectivas cepas.
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Figura 13 — Esquema da metodologia de crescimento bacteriano.

Retirada de uma alcada da cepa e
transferéncia para o tubo com meio TSB

Incubacdo do tubo com o in6culo a 35-
37°C

Medic¢do do crescimento populacional
em espectrofotdmetro (A = 625 nm)

Populacdo média estimada 1 x 102 ou 2 x
10° UFC/mL

Transferéncia da bactéria para placa com
agar Mueller-Hinton

Fonte: Autora, 2017.

4.5.2.4.1 Solucéo de McFarland 0,5

E usada como controle de turbidez para o inculo, padronizando a densidade deste
para realizacdo do teste de sensibilidade. A solucdo padrdo de McFarland 0,5 de sulfato de
bario (BaSO,) €é preparada adicionando 0,5 mL de BaSO, 0,048 mol/L a 99,5 mL de &cido
sulfarico (H,SO4) 0,18 mol/L. Esta suspensdo deve ser homogeneizada constantemente e o
controle de turbidez realizado através da determinacdo da absorbancia com o auxilio de
espectrofotbmetro, que deve variar de 0,08 a 0,10 em um comprimento de onda de 625 nm.
Esta suspensdo deve ser colocada em um tubo de ensaio com tampa, numa aliquota de 4 a 6
mL, protegida da luz e em temperatura ambiente, devendo ser agitada constantemente a cada

uso.

4.5.3 Método por difusdo em disco de papel
Apds o crescimento das bactérias em meio TSB, estas foram transferidas para as suas

respectivas placas de Petri, contendo meio agar Mueller-Hinton, para que o extrato bruto e
cada fracdo fossem testados, conforme descrito NCCLS (2003) e usando os antibidticos de
primeira escolha também relatados por CLSI (2014). Com o auxilio de um swab estéril, o
indculo foi transferido para as placas, de forma que o swab foi esfregado por toda a superficie
destas, garantindo a distribui¢do uniforme do microrganismo. Esperou-se por alguns minutos
até que o indculo fosse absorvido e em seguida os discos foram aplicados na placa, em um

total de seis discos por placa. Um disco do antibidtico padrdo, escolhido a depender da
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bactéria utilizada, sendo oxacilina 1pg, ampicilina 10 pg e ceftazidima 30 pg usados para S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa, respectivamente, funcionando como controle positivo; um
disco de DMSO 1%, funcionando como controle negativo; e, 0os quatro outros discos da placa
foram do extrato e fracBGes obtidos da Equisetum arvense em diferentes concentracGes, sendo
transferidos 15 pL do extrato e das fracGes para cada disco de papel estéril medindo 6 mm.
As placas foram, entdo, incubadas a 35-37 °C por 16-24 h e apds seus halos de inibigédo
medidos com uso de paquimetro (Figura 14). Toda esta operacéo foi realizada em bancada de

inox devidamente higienizada com alcool iodato e fazendo uso de bico de bunsen.

Figura 14 — Esquema da analise de difusdo em disco de papel.

Aplicacdo dos

Placa de Petri Transferéncia : Incubagéo a Medicéo do
com agar do in6culo d'sc(ol%nﬁ pélglcas 35-37°C/ halo com
Mueller-Hinton (swab) extrato/fracio)* 16-24 h paquimetro

Fonte: Autora, 2017. *Antibiotico padrdo (S. aureus = oxacilina 1ug, E. coli = ampicilina 10 pg e P. aeruginosa
= ceftazidima 30 pg), padrao negativo (disco de DMSO 1%), e discos do extrato bruto e fragdes em diferentes
concentragdes (I - 500, Il - 250, 111 - 125 e IV - 62,5 mg/mL).

4.6 Ensaio Citotoxico por MTT

Realizado como descrito em Silva et al. (2016), foi utilizado cultivo de células de
macréfagos de linhagem J774, esta adquirida no LAFI - UFAL, laboratério onde esse teste foi
realizado. Em cada poco de uma placa de 96 pocos estéril e com tampa, foram adicionados
200 pL do meio (Dulbecco's Modified Eagle Medium - DMEM) nutrido com 10% de soro
fetal bovino (SFB) contendo 5x10* de células viaveis. O extrato bruto e as fracdes da
cavalinha, em concentragdes de 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL, foram
adicionados a estes po¢os com a intengéo de tratar as células e a placa foi levada a estufa a 5%
de diéxido de carbono (CO,), onde ficou incubada por 48 h. Faltando uma hora para se
completar o tempo, adicionou-se para lisar as células, no pogo de lise, 3 pL de Triton para se
comparar a morte celular, reincubou a placa até se completar o determinado tempo. Apds, foi

adicionado 20 pL de MTT (0,5 mg/mL) em cada um dos pogos, cobriu a placa com papel
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aluminio para que a placa ficasse acondicionada no escuro, e reincubou a mesma por mais 2
h. Depois de passado mais esse periodo de reincubagdo, o sobrenadante foi retirado e em cada
poco foi adicionado 120 pLL de DMSO, a placa voltou para estufa, onde ficou incubada por
mais 1 h, envolvida no papel aluminio. Apds todo esse processo, a leitura da absorbancia foi
realizada com o auxilio de um leitor ELISA (Thermo Plate, modelo TP-READER) a 530 nm
de comprimento de onda (Figura 15).

Figura 15 — Esquema do ensaio de citotoxicidade por MTT.

( N/ N\ ( \ 4 NI N ( \ f \
200 L - 20 L
Placa || omem= || Adisiodo ffaude || wmTT Retira Leitura da
de 96 +10% (100, 10 %e triton 0,5 sobrenadante, absorbancia
0C0S SFB** + 01, /rﬁL) no mg/mL) adicdo de 120 em leitor de
Pow 5 x 10* Seckxes. || poso de e uL DMSO e ELISA (A=
células lise*** incubou incuba por 1 h 530 nm)
tampa vidveis CO,/48h por2h
\ \ J \_ J \ J \\ J \_ VAN J

Fonte: Autora, 2017. *Dulbecco’s Modified Eagle Medium. **Soro fetal bovino. ***Faltando 1 h para

completar as 48 h, depois reincuba até completar o tempo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Rendimentos do extrato bruto e das fragdes
Todo o procedimento para obtencdo do extrato e das fragOes foi realizado em
triplicata, obtendo assim trés massas para cada, de onde foi calculada a média estimada dessas
e 0 seu desvio padrdo, ap0Os evaporacdo dos solventes, assim como o rendimento obtido. Na

Tabela 2 estao dispostas as massas, assim como seus respectivos rendimentos.

Tabela 2 - Massa (g) e rendimento (%) do extrato e fragdes.

Extrato/FracGes Massa (g) = DP* Rendimento (%)
Etanol 3,04 + 0,37 8,68
Hexano 1,01+£0,23 2,88
Cloroférmio 0,56 £ 0,23 1,60
Acetato de etila 0,38 +0,23 1,08
Metanol 3,45 £ 0,54 9,85

Fonte: Autora, 2017. *DP = desvio padrao.

Com bases nesses resultados, pode-se dizer que a fracdo metanolica e o extrato
etandlico obtiveram melhor rendimento, respectivamente, fato este que deve ter acontecido
devido tais solventes serem capazes de realizar uma extracdo de heterosideos em geral. O
solvente hexano, por sua vez, por ser apolar, realiza a extracdo de substancias como lipidios,
ceras, pigmentos e furanocumarinas. Enquanto que o solvente cloroférmio extrai bases livres
de alcal6ides, antraquinonas, 6leos volateis e glicosideos cardiotdnicos, e o solvente acetato
de etila, flavonoides e cumarinas simples. Sendo assim, a extracdo depende da polaridade do
solvente extrator, que em contato com a amostra extrai as substancias ativas principais para o

estudo do extrato e de cada fragéo.

5.2 Teor de fendis totais

A cavalinha é responsavel por varias atividades farmacol6gicas, como antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antioxidante e vasodilatadora, estando relacionadas aos compostos
fendlicos. Sendo, assim, o teor de fendis totais da E. arvense foi determinado
quantitativamente em diferentes concentracdes do extrato e das fracGes de cavalinha, como

mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 - Teor de fendis totais em diferentes concentragdes do extrato e fragoes.

Extrato/Fragéo mg EAG/g de extrato ou fragio + DP*
Etanol
3,0 pg/mL 1,69 + 0,002
5,0 pg/mL 1,77 + 0,001
Hexano
2,5 pg/mL 1,80 + 0,002
10,0 pg/mL 1,81 £ 0,006
Cloroférmio
2,5 pg/mL 0,97 + 0,001
10,0 pg/mL 1,99 + 0,001
Acetato de etila
2,0 pg/mL 1,28 + 0,003
5,0 pg/mL 2,17 + 0,001
10,0 pg/mL 2,60 + 0,003
Metanol
5,0 pg/mL 0,96 + 0,004
10,0 pg/mL 2,39+ 0,003

Fonte: Autora, 2017. *DP = desvio padréo.

Como pode-se observar na Tabela 3, no decorrer que a concentragdo do extrato ou da
fracdo de cavalinha aumentou, o teor de fendis totais extraido foi maior. Entretanto, apesar de
0 extrato quanto as fracbes apresentarem substancias fendlicas, as mesmas estiveram mais
presente na fracdo acetato de etila da E. arvense, e isso deve ter ocorrido pelo fato dessas
substancias terem maior afinidade com o solvente utilizado, ja que segundo Tiwari et al.
(2011) as substancias fendlicas tem maior afinidade por solventes polares, como etanol,
acetato de etila e metanol, justificando também, dessa forma, o bom teor de fendis no extrato
etanol e na fragdo metanol da planta.

Comparando os resultados das fracGes acetato de etila e cloroférmio da cavalinha
obtidos com os encontrados por Canadanovié¢-Brunet et al. (2009) para a concentracio de 10
ug/mL, observou-se que o teor de fendis totais também foi mais elevado para a fracdo acetato
do que para a de cloroférmio, visto que revelou resultados de 26,4 + 1,32 e 1,73 £ 0,08 mg
EAG/g, respectivamente. Porém, o método da obtencdo das particdes acetato de etila e
cloroférmio foi através de um tratamento da fragdo metanol a 70%, o que pode ter causado
essa diferenca no teor de fenois totais obtidos.

Ja para o extrato etanodlico, Kukri¢ et al. (2013) em sua pesquisa encontrou para uma
concentracdo de 100 upg/mL, um teor de fenodis de 355,80 = 17,8 mg EAG/g de extrato,
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relatando que o conteudo fenodlico varia a depender da localizacdo geografica e dos fatores

ambientais da regido.

5.3 Determinacéo de flavonoides totais

Os flavondides pertencem aos compostos fendlicos, sendo um dos grandes
responsaveis pela atividade antioxidante, proporcionando a eliminacdo de radicais livres,
atuando, por consequéncia, como agentes anti-inflamatérios, anticarcinogénicos e
fotoprotectores (QUEIROZ et al., 2015).

Comparando os resultados obtidos, se observou que o extrato etanol e a fracdo acetato
de etila se destacaram por possuir teor de flavondides mais elevado do que as outras fracdes
em estudo, e isso deve-se ao fato de serem solventes com uma afinidade maior por essa classe
de metabdlitos secundarios. Assim como o etanol, o metanol também é capaz de extrair
heterosideos em geral, porém como o macerado da cavalinha ja tinha sido esgotado com o
solvente acetato de etila, isso resultou um menor teor de flavondides na fracdo metandlica da
cavalinha quando comparado ao extrato etanol e a fragdo acetato de etila. A Tabela 4 mostra
os resultados encontrados de teor de flavondides para o extrato e as fracdes da Equisetum

arvense.
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Tabela 4 - Teor de flavonoides totais do extrato e fracoes de cavalinha em diferentes concentragoes.

[ 1 Extrato/Frac6es mg EQ/g extrato ou fracdo + DP*
Etanol
30,0 pg/mL 6,87 £ 0,003
40,0 pg/mL 10,01 £ 0,003
Hexano
60,0 pg/mL 1,04 £ 0,001
200,0 pg/mL 1,65 + 0,001
Cloroférmio
60,0 pg/mL 1,12 + 0,001
200,0 pg/mL 4,30 £ 0,001
Acetato de etila
30,0 yg/mL 6,76 + 0,002
40,0 pg/mL 8,80 + 0,001
100,0 pg/mL 19,01 + 0,006
Metanol
30,0 pg/mL 3,06 + 0,003
40,0 pg/mL 4,61+ 0,003

Fonte: Autora, 2017. *DP = desvio padréo.

Os resultados encontrados confirmam a presenca de flavondides, e ainda corroboram
com os resultados obtidos para fendis totais, afirmando assim a presenca desses compostos no

extrato e nas fragdes da cavalinha.

5.4 Atividade antioxidante por DPPH

O extrato bruto etanolico, assim como as fracBes, da cavalinha obtiveram uma
atividade antioxidante maior que 60%. A fracdo acetato de etila se destacou, sendo a melhor
também em se tratando de atividade antioxidante, confirmando dessa forma a maior presenca
de compostos fendlicos e de flavondides na mesma, chegando a atingir aproximadamente
95% de atividade antioxidante em 15 pg/mL da fracdo. Na Tabela 5 estdo dispostas as
percentagens da atividade antioxidante do extrato bruto, de cada fracdo e do Trolox,

substancia padréo, em diferentes concentracdes.
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Tabela 5 - Atividade antioxidante do extrato e fragfes de cavalinha e do Trolox em diferentes
concentragoes.

%Antioxidante

[ ] extrato/fracdes  Etanol Hexano  Cloroférmio  Acetato de etila Metanol  Trolox

2,5 pg/mL 63,91 61,20 61,20 65,54 63,72 82,24
5,0 pg/mL 65,58 61,84 62,39 73,56 62,14 96,92
7,5 pg/mL 67,94 63,15 62,96 78,93 65,02 97,14
10 pg/mL 68,46 62,08 62,69 84,27 62,83 97,32
15 pg/mL 72,86 64,06 62,60 94,35 63,04 97,41

Fonte: Autora, 2017.

De acordo com Canadanovi¢-Brunet et al. (2009), a atividade antioxidante é dose
dependente, ou seja, a medida que a concentracdo do extrato e fragcdes aumentam, a captura de
radicais livres por DPPH também se eleva. Kukri¢ et al. (2013) também relaciona o aumento
da atividade antioxidante com a concentracdo do extrato, visto que a captura de radicais livres
do extrato etanol de E. arvense aumentou de 35,6% para 91,3% em extratos de 10 e 30
pug/mL, respectivamente, sugerindo a boa capacidade que o extrato tem em sequestrar
hidrogénio. Queiroz et al. (2015), por sua vez, verificou que extratos de etanol 70% e metanol
de E. hyemale obtiveram uma atividade antioxidante maior que 30%, podendo ser usados,

segundo a literatura, como antioxidantes naturais por conta de sua constituicao fitoquimica.

5.5 Identificacdo de compostos polifenolicos através de CLAE

Como observado, anteriormente, a fracdo acetato de etila da E. arvense mostrou uma
boa atividade antioxidante assim como os melhores teores de fendis e flavondides totais,
entdo a partir dele foi realizada a identificacdo de compostos polifendlicos.

Os picos cromatograficos existentes na fracdo, quando comparados pelo tempo de
retencdo, foram semelhantes aos dos oito padrdes testados, corroborando a existéncia de
compostos fenolicos, como ja descrita na literatura para a cavalinha. Na Figura 16 podemos
visualizar os compostos fendlicos encontrados e seus picos correspondentes. Os
cromatogramas dos padrdes acido clorogénico, acido p-coumarico, apigenina, myricitrina,
rutina, quercitrina, quercetina, luteolina, assim como seus respectivos espectros, podem ser
observados nos apéndices A, B, C, D, E, F, G e H, respectivamente, juntamente com 0s
cromatogramas e espectros da fragdo, demonstrando, assim, a existéncia dessas substancias na
cavalinha. Canadanovi¢-Brunet et al. (2009) também identificou acido p-coumérico e rutina

na fragdo de acetato de etila da cavalinha, enquanto que Queiroz et al. (2015) identificou,
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além da rutina, a presenca de cido clorogénico em extrato de etanol 70% e fragdo metanol,
corroborando, dessa forma, com o presente estudo.

Figura 16 - Cromatogramas em 254 nm (A) e 365 nm (B) identificando os compostos polifendlicos.
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Fonte: Autora, 2017. Compostos fendlicos: 1 — &cido clorogénico, 2 — acido p-coumarico, 3 — apigenina, 4 —
myricitrina, 5 — rutina, 6 — quercitrina, 7 — quercetina, 8 — luteolina.

5.6 Teste de Sensibilidade por Difusdo em Disco de Papel

Os ensaios antimicrobianos foram realizados com trés bactérias e os resultados obtidos
através da formacéo do halo de inibicdo e a medicdo do mesmo.
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Os testes realizados com E. coli ndo proporcionaram resultados satisfatérios, como
visto na Figura 17 e Tabela 6, mas isto j& era esperado porque mesmo o NCCLS
recomendando este teste de difusdo em disco para tal microrganismo, segundo Mimica,
Mendes & Mimica (2008) esse tipo de ensaio ndo é recomendado para bactérias anaerdbias, e
por E. coli ser uma bactéria anaerdbia facultativa, isso pode ter afetado o desenvolvimento do
teste. Porém, houve formacéo de halo de inibi¢do, medindo 23,13 + 0,95 mm (Tabela 6), ao
redor do disco da fragdo cloroférmica de cavalinha na concentracdo de 500 mg/mL, indicando
que a bactéria foi sensivel a esta fracdo, e como o cloroformio extraem alcaldides e 6leos
volateis, essas substancias podem ser as responsaveis pela atividade antimicrobiana da
presente fragdo. Também houve formagdo de halo de inibicdo nos outros discos de
concentracdes menores de dessa mesma fracdo, mas apesar do aparecimento do halo ainda

ficou visivel a presenca de bactérias.

Figura 17 - Placas de E. coli com discos do antibidtico, do extrato bruto e das fragdes mostrando a
formacéo dos halos de inibicdo.

—
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Fonte: Autora, 2017. (A) antimicrobiano ampicilina 10 ug, (D) DMSO 1%, 1=500 mg/mL, 1l =250 mg/mL, I11
=125 mg/mL, IV = 62,5 mg/mL.
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Tabela 6 - Tamanho dos halos de inibi¢do do antibiotico, extrato bruto e fracoes frente a E. coli.
Tamanho do Halo (mm) + DP*

Extrato/Fracédo A | I 1l v
Etanol 20,48 £ 2,08 - - B _
Hexano 21,08 £ 0,98 - - - -
Cloroférmio 23,90+ 1,15 23,13 £ 0,95 - - -
Acetato 20,67 +0,32 - - - R
Metanol 19,19 + 1,25 - = - -

Fonte: Autora, 2017. *DP = desvio padrdo. (A) antimicrobiano ampicilina 10 pg, I = 500 mg/mL, II = 250
mg/mL, 111 =125 mg/mL, IV = 62,5 mg/mL.

Com base nos resultados, o tamanho do halo do antimicrobiano ficou dentro do ja
relatado na literatura, que é igual ou maior que 17 mm para E. coli cepa ATCC 25922 (CLSI,
2014).

Estudos realizados por Sinha (2012) encontrou um halo de inibicdo para E. coli de 32
mm para extrato etandlico de E. arvense, mostrando que a bactéria € sensivel ao extrato. Ja
Radulovi¢, Stojanovi¢ & Pali¢ (2006) encontrou um de 25 mm, s6 que sua pesquisa foi
realizada com 0leo essencial de Equisetum sp., onde a forma de extracdo é diferente, pois o
Oleo essencial é obtido por meio de extracdo a quente seja por percolacdo com extrator de
Soxhlet ou por arraste a vapor, enquanto 0 extrato obtido nesta pesquisa foi por maceragéo,
que é um tipo de extracdo a frio. Hleba et al. (2014) também encontrou uma maior resisténcia
frente a E. coli do extrato metandlico de Equisetum arvense. Radulovi¢ et al. (2006) explica
gue essa maior resisténcia a E. coli pode acontecer devido presenca de certos
lipopolissacarideos na parede celular de bactérias Gram-negativas, promovendo uma
impermeabilidade da célula microbiana, porém no mesmo estudo outras bactérias Gram-
negativas conseguiram foram bem suscetiveis ao 6leo essencial.

Em relacdo aos testes do extrato e fracdes frente a S. aureus, os resultados obtidos

podem ser visualizados na Figura 18 e Tabela 7.
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Figura 18 - Placas de S. aureus com discos do antibidtico, do extrato bruto e das fragdes mostrando a
formacéo dos halos de inibicdo.

. ;

Frac&o acetato de etila

Fonte: Autora, 2017. (A) antimicrobiano oxacilina 1 pg, (D) DMSO 1%, I = 500 mg/mL, II = 250 mg/mL, III =
125 mg/mL, IV = 62,5 mg/mL.

Tabela 7 - Tamanho dos halos de inibi¢do do antibidtico, extrato bruto e fracGes frente a S. aureus.
Tamanho do Halo (mm) £ DP*

Extrato/Fracéo A I 1 11 v
Etanol 19,55+ 1,43 - - - -
Hexano 22,70+ 1,40 - - - -
Cloroférmio 22,13 +1,71 16,73 + 1,03 - - -
Acetato 24,00+ 0,17 8,45+ 0,07 - - -
Metanol 22,43+0,81 - o - Z

Fonte: Autora, 2017. *DP = desvio padrdo. (A) antimicrobiano oxacilina 1 pg, I = 500 mg/mL, II = 250 mg/mL,
11 =125 mg/mL, IV = 62,5 mg/mL.

Observando os resultados obtidos, pode-se perceber que a maioria dos halos formados
ao redor do antibiotico ficou dentro da faixa recomendada pelo CLSI (2014), que é igual ou
maior que 22 mm, exceto na placa do extrato etanol. Também se verificou que a bactéria S.
aureus so foi sensivel as fraces cloroférmio e acetato na concentracdo de 500 mg/mL. Dados
esses que ndo corroboram com estudos ja realizados e que obtiveram resultados positivos para
a sensibilidade do extrato etanol frente este microrganismo, pois em 2014, observou que S.
aureus foi sensivel a extrato etanol e fracbes hexano e cloroférmio de cavalinha na
concentracdo de 500 mg/mL, porém os meios de cultura utilizados foram infusdo de cérebro e
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coragdo (Brain Heart Infusion — BHI), caseina e caseina-levedura, o que pode ter influenciado
nos resultados encontrados, ja que estes meios ndo sao os recomendados pela NCCLS para
testes de difusdo em disco. O Oleo essencial de E. arvense também demonstrou atividade
contra S. aureus, como mostrado no estudo realizado por Radulovié, Stojanovi¢ & Pali¢
(2006), tendo atividade tanto bactericida como bacteriostatica, porém como j& colocado
anteriormente as formas de obtencdo de Gleo essencial e extrato é diferente, o que pode
influenciar nos constituintes que levam a atividade antimicrobiana.

Kukri¢ et al. (2013), em sua pesquisa com extrato etandlico de cavalinha, verificou
que o mesmo tem uma forte atividade antimicrobiana frente a E. coli em comparagdo com S.
aureus e Bacillus cereus, porém o teste de sensibilidade usado foi o de concentracéo inibitéria
minima (CIM), o que ndo exclui o bom resultado encontrado por ele, ja que este € um teste
que correlaciona-se com o de difusdo em disco.

Para o ensaio realizado frente P. aeruginosa, os resultados observados foram
satisfatorios, podendo verificar que as bactérias acusaram sensibilidade a quatro fragdes,

como se pode ver na Figura 19 e Tabela 8.

Figura 19 - Placas de P. aeruginosa com discos do antibiotico, do extrato bruto e das fracdes
mostrando a forma(;ao dos halos de |n|b|(;ao

Fracdo acetato de etila Fracdo metanol

Fonte: Autora, 2017. (A) antimicrobiano ceftazidima 30 pg, (D) DMSO 1%, =500 mg/mL, II = 250 mg/mL,
Il =125 mg/mL, IV = 62,5 mg/mL.
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Tabela 8 - Tamanho dos halos de inibicdo do antibiotico, extrato bruto e fragbes frente a P.
aeruginosa.

Tamanho do Halo (mm) £ DP*

Extrato/Fracédo A | 1 1l v

Etanol 24,83+ 0,84 - - - -

Hexano 22,35+1,26 7,47 £ 1,07 - - -
Cloroférmio 23,37 £ 4,27 12,43 £1,25 10,17 £ 0,43 9,15+1,48 -

Acetato 30,00+ 0,80 12,63 + 3,00 7,75+0,35 - 6,98 + 0,04
Metanol 25,50 + 1,57 7,05+0,14 - - -

Fonte: Autora, 2017. *DP = desvio padrdo. (A) antimicrobiano ceftazidima 30 pg, I = 500 mg/mL, II = 250
mg/mL, 111 = 125 mg/mL, IV = 62,5 mg/mL.

Como pode perceber a P. aeruginosa foi sensivel a quatro fracdes de cavalinha
testadas, exceto ao extrato bruto etanol. Apesar da formacgdo dos halos em torno dos discos
das fracdes, estes ainda foram menores quando comparavel ao descrito na CLSI (2014) para
ceftazidima 30 pg frente a P. aeruginosa que é igual ou maior que 18 mm, se encontrando
nesse parametro todos os halos do antimicrobiano.

Radulovi¢, Stojanovi¢ & Pali¢ (2006) também verificou a atividade antimicrobiana do
6leo essencial de cavalinha frente a P. aeruginosa, obtendo um resultado positivo e um halo
de 28 mm, sendo comparavel ao halo de inibicdo relatado no CLSI do antibiotico utilizado
aqui neste trabalho.

Em uma pesquisa realizada por Canadanovié-Brunet et al. (2009), observou-se que as
bactérias P. aeruginosa e S. aureus foram sensiveis a concentracdo de 100 mg/mL da fracéo
acetato de etila formando uma zona de inibicdo de 10,5 e 13,3 mm, respectivamente, porém
para E. coli ndo houve a formacdo do halo, comprovando tal resultado com o teste de
microdiluicdo encontrando uma concentracao inibitéria minima de, respectivos, 50,0 e 25,0

mg/mL.

5.7 Ensaio citotoxico por MTT

Muito se tem falado em produtos fitoterapicos e plantas medicinais, mas pouco se tem
pesquisado com relagdo a citotoxidade de todo esse material, até porque em cada regido que a
espécie é plantada o solo pode mudar os constituintes da planta e torna-la téxica.

Pouco se tem sobre a toxicidade da Equisetum sp., mas segundo Brasil (2016a), o

extrato etanolico de E. arvense provoca uma toxicidade dose-dependente.
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Ao realizar o teste citotoxico, pode-se observar que apenas as fracbes hexano e
cloroférmio na concentragdao 100 pg/mL se apresentaram toxicas (Figura 20), podendo essa
toxicidade ter sido causada por uma maior quantidade de constituintes toxicos presentes
nessas fragdes quando comparado ao grupo de DMSO 1%, mostrando que o solvente utilizado
para diluicdo dos extratos ndo é tdxico aos macrdfagos, lembrando que solvente hexano extrai
substancias como lipidios, ceras, pigmentos e furanocumarinas, e o cloroférmio € responsavel
pela extracdo de bases livres de alcaldides, antraquinonas, Oleos volateis e glicosideos
cardiotbnicos. Em relacdo ao extrato etandlico, houve resultados significativos de
citotoxicidade para dose de 0,1 ug/mL, ndo havendo para as doses mais concentradas, o que
pode ter sido um erro ocasionado durante a analise. Porém, um estudo realizado por Badole &
Kotwa (2015) verificou que o extrato etandlico de E. arvense funcionou de forma dose-
dependente em testes toxicologicos ndo-clinicos, quando testados em ratas Wistar pelo
periodo de 30 dias. Sugerindo, assim, que este extrato pode ser toxico a depender da dose
usada, o que néo foi o caso do resultado in vitro realizado nesta pesquisa. As demais fracoes
ndo apresentaram resultados significativos para citotoxicidade, resultando em fracbes de baixo

teor toxico.
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Figura 20 - Teste citotdxico de MTT para o extrato bruto e fragdes da Equisetum arvense.
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Fonte: Autora, 2017. Os valores foram considerados significativos quando **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Em relacdo a dose letal (Tabela 9) para eliminar 50% da popula¢do de macrofagos
(CLso), pode-se verificar que com 67,66 e 74,33 pg/mL das fragcbes hexano e metanol,

respectivamente, conseguiu a morte de 50% dos macrdfagos. O efeito citotoxico maximo
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causado pelo extrato bruto de etanol e fragcbes hexano, cloroférmio e metanol, todos na
concentragdo de 100 ug/mL, foi de 15,78%, 78,78%, 9,85% e 65,35%, respectivamente, de
morte da populacdo de macrofagos. JA na fragdo acetato de etila da cavalinha até a
concentragdo testada de 100 pg/mL, a CLsy ndo pode ser observada, ndo apresentando

atividade citotdxica até esta concentracdo, porém podendo ser em concentragdes mais altas.

Tabela 9 - Dose letal para 50% da populacdo (CLsp) e efeito citotoxico maximo do extrato bruto e
fragOes da cavalinha.

Extrato/Fracao CLs® (ug/mL £ E.P.M.) Citotoxicidade Maximo (% E.P.M.)b
Etanol >100 15,78 + 1,01

Hexano 67,66 + 2,08 78,78+ 1,14
Cloroférmio >100 9,85+1,.81

Acetato de etila >100 NT

Metanol 74,33 £5,03 65,35 * 3,82

Fonte: Autora, 2017. A = concentracéo letal 50% (CLs), calculada pela curva concentragdo-resposta toxicos.
®Média + erro padrdo da média maxima de citotoxicidade em triplicata de um experimento representativo. Os
valores do efeito maximo foram considerados significativos quando p*<0,05, ** p<0,01 comparado com 0 grupo
de DMSO de 0,1; NT: substdncia apresenta nenhuma atividade significativa letal para a célula, até a
concentragdo de 100 pg/mL em comparagdo com o grupo de DMSO.
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6 CONCLUSOES

Como as plantas sdo cultivadas em varias partes do mundo, o solo e o clima da regido
podem afetar o teor de constituintes ativos presentes nas mesmas, 0 que leva a uma alteracéo
também nos constituintes da droga vegetal, podendo esta também ser alterada a depender da
forma que é seca e a que temperatura.

A cavalinha é uma planta originaria da Europa, mas cultivada em todo o mundo. Entre
as atividades farmacoldgicas esta a antioxidante, o que foi comprovado no presente trabalho,
onde os extratos obtiveram uma atividade antioxidante maior que 60%, chegando a mais de
90% para o extrato acetato de etila, corroborando com o maior teor de fendis e de flavonoides
totais também encontrados neste, assim como a presenca dos compostos fendlicos
identificados por CLAE.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, a P. aeruginosa foi sensivel as fraces de E.
arvense, exceto ao extrato etanolico, enquanto que a S. aureus foi sensivel as fracGes
cloroférmio e acetato de etila, e a E. coli apenas a fracdo cloroférmica, ndo corroborando de
forma totalitaria com o que j& foi descrito na literatura. Porém, relacionando a atividade
antimicrobiana com o perfil polifendlico verificou que a fracdo acetato de etila se destacou, ja
que a atividade antimicrobiana tem relagdo com compostos fendlicos.

O ensaio citotdxico também revelou que a fracdo acetato de etila da cavalinha ndo
apresentou atividade letal significativa para células na concentracdo mais alta a ser testada,
colaborando com resultados obtidos.

Logo, a fragdo acetato de etila da E. arvense, de um modo geral, se destacou entre o
extrato bruto e as fracBes pelo fato de apresentar uma boa atividade antioxidante e também
funcionar como antibiotico, além de ndo apresentar citotoxicidade significante. Porém, todas
as fracdes, assim como o extrato bruto, apresentaram bioatividade, algumas com maiores
percentuais para sequestrar radicais livres e outras com maior poder antimicrobiano, sendo
que as fracdes hexano e cloroférmica apresentaram uma dose letal para célula maior que 50%,
devendo, entdo, se atentar 0 quanto as plantas medicinais também pode ser toxica aos animais

e ao ser humano.
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7 PERSPECTIVAS

Entre as perspectivas estdo realizagdo do perfil fitoquimico, atividade antioxidante,
analise microbioldgica e ensaio citotoxico numa extracdo por meio de infusdo da cavalinha,
para assim verificar se 0 cha também tem as mesmas caracteristicas do extrato bruto etanolico
e fracBes. Realizar também os testes com Zebrafischer, ensaios para verificacdo de poder
cicatrizante, testes microbiol6gicos com outros microrganismos, como a Candida albicans, e
a identificacdo de mais compostos da planta, para, entdo, no futuro, caso surja oportunidade,
formular um fitoterapico, ou um cosmético ja que a cavalinha tem alto potencial antioxidante,
de Equisetum arvense, e assim ajudar cada vez mais a divulgar a planta tanto no meio

académico quanto na sociedade como um todo.
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APENDICES

Apéndice A - Cromatograma e espectro UV-DAD do acido clorogénico
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Apéndice A - Cromatograma e espectro UV-DAD do &cido clorogénico (continua)
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cavalinha, IV = espectro UV-DAD &cido clorogénico da fragdo acetato de etila da cavalinha.



Apéndice B - Cromatograma e espectro UV-DAD do acido p-coumarico

FDA Multi 3 300nm, 4nm

1
1004
1 [=]
] 1 =
] =
o ] 2
< 1]
E ]:
g 11
o S50
.‘E i
) o’ m o
] ‘
@O \
- |
£ 25 , , ,
| g ;.__,_._h.—--—-\l--_._h_‘_‘_.
0 Tu. j —
-2 1 1 — 1 — 1 L — 1 1 .
0 10 20 a0 40 50 &0 70 min



68

Apéndice B - Cromatograma e espectro UV-DAD do acido p-coumarico (continua)
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Apéndice C - Cromatograma e espectro UV-DAD da apigenina
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Apéndice C - Cromatograma e espectro UV-DAD da apigenina (continua)
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UV-DAD apigenina da fracdo acetato de etila da cavalinha.



Apéndice D - Cromatograma e espectro UV-DAD da myricitrina
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Apéndice D - Cromatograma e espectro UV-DAD da myricitrina (continua)
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espectro UV-DAD myricitrina da fragdo acetato de etila da cavalinha.



Apéndice E - Cromatograma e espectro UV-DAD da rutina

PDA Multi 2 365nm, 4nm|

=
T,
100,000

190 256

L
Intensidade mAU
8

Intensidade mAU

50— » 450 485 658

] 10 737755

i . L
. 10 ] I T T
B -20

T T T T T T
200 300 400 500 600 700 nm

o 1w 20 3% 4 s & 70 min



74

Apéndice E - Cromatograma e espectro UV-DAD da rutina (continua)

10,0+ PDA Multi 3 365nm,4nm)
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Fonte: Autora, 2017. | = cromatograma do padrdo rutina, 1l = espectro UV-DAD do padréo rutina, 111 = cromatograma fracdo acetato de etila cavalinha, IV = espectro UV-

DAD rutina da fracdo acetato de etila da cavalinha.



Apéndice F - Cromatograma e espectro UV-DAD da quercitrina
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Apéndice F - Cromatograma e espectro UV-DAD da quercitrina (continua)
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Fonte: Autora, 2017. | = cromatograma do padrdo quercitrina, 1l = espectro UV-DAD do padrdo quercitrina, 11l = cromatograma fracdo acetato de etila cavalinha, 1V =

espectro UV-DAD quercitrina da fracdo acetato de etila da cavalinha.



Apéndice G - Cromatograma e espectro UV-DAD da quercetina
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Apéndice G - Cromatograma e espectro UV-DAD da quercetina (continua)

10,0+ PDA Multi 3 365nm,4nm)
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Fonte: Autora, 2017. | = cromatograma do padrdo quercetina, 11 = espectro UV-DAD do padrdo quercetina, 111 = cromatograma fracdo acetato de etila cavalinha, IV =
espectro UV-DAD quercetina da frag8o acetato de etila da cavalinha.



Apéndice H - Cromatograma e espectro UV-DAD da luteolina
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Apéndice H - Cromatograma e espectro UV-DAD da luteolina (continua)

10,0+ PDA Multi 3 365nm 4nm)
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Fonte: Autora, 2017. | = cromatograma do padréo luteolina, Il = espectro UV-DAD do padrdo luteolina, 11l = cromatograma fracéo acetato de etila cavalinha, 1V = espectro

UV-DAD luteolina da fracdo acetato de etila da cavalinha.



