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RESUMO:

Dasyphyllum tomentosum (Spreng) Cabrera é conhecida popularmente por agucara,
agulheira, espinho-de-agulha e goiapa, pertence a familia Asteraceae cujos
representantes destacam-se principalmente pelas propriedades terapéuticas. O
objetivo deste estudo foi uma investigagéo qualitativa do perfil quimico da planta a fim
de se identificar as principais classes de constituintes presentes nas folhas e casca do
caule, além da avaliacdo preliminar da atividade antibacteriana, tendo em vista a
inexisténcia de estudos na espécie. Para a analise fitoquimica o extrato hidro alcodlico
20% e extrato aquoso foram submetidos reagdes classicas de caracterizacédo dos
grupamentos quimicos, e para avaliagdo da atividade antibacteriana, o extrato
etandlico bruto foi submetido ao ensaio de determinacao da Concentrag&o Inibitoria
Minima. A analise fitoquimica apontou a presenca de triterpenos e/ou esteroides,
flavonoides, alcaloides, heterosideos antocianicos e taninos. Os extratos etandélicos
das folhas e casca do caule de Dasyphyllum tomentosum mostraram auséncia de
atividade inibitoria frente aos microorganismos testados.

PALAVRAS CHAVE: Asteraceae, CIM, espinho de agulha

ABSTRACT:

Dasyphyllum tomentosum (Spreng) Cabrera is popularly known by agucara, agulheira,
thorn-in-needle and goiapa, belongs to the Asteraceae family whose representatives
stands mainly by therapeutic properties. This study was a qualitative investigation of the
chemical profile of the plant in order to identify the main classes of constituents present
in the leaves and stem bark, besides the preliminary assessment of the antibacterial
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activity in view the lack of studies in this specie. For phytochemical analysis hydro
alcoholic s20extract and aqueous extract 20% were submitted by classical reactions
characterization of chemical groups, and the ethanol extract was subjected to the test
for determining the antibacterial activity by the Minimum Inhibitory Concentration. The
phytochemical analysis indicated the presence of triterpenes and/or steroids,
flavonoids, alkaloids\pard f1, tannins and anthocyanin glycosides. The ethanol extracts
of the leaves and stem bark of Dasyphyllum tomentosum showed no inhibitory activity
against the tested microorganisms.

KEY WORDS: Asteraceae, MIC, thorn needle

1. INTRODUCAO

Grande parte dos farmacos empregados atualmente sao provenientes direta
ou indiretamente de plantas (YUNES, CECHINEL FILHO, 2001) tradicionalmente
utilizadas pela populagao no controle de doencas e pragas (FRANCA, 2003).

Dasyphyllum tomentosum (Spreng) Cabrera, encontrada no Sudeste e Sul do
Brasil, é conhecida popularmente por agucara, agulheira, espinho-de-agulha e goiapa
(FERNANDES & RITTER, 2009). Ainda néao existem relatos cientificos sobre o
potencial terapéutico desta espécie, no entanto, € de grande importancia a quantidade
de informacgdes existentes sobre as atividades farmacologicas de outras espécies de
Asteraceae, familia a qual pertence, no tratamento de varias doencgas (FABRI ef al.,
2011). Acrescenta-se a isso, o fato de que plantas pertencentes a esta familia s&o
extensivamente estudadas quanto a sua composi¢do quimica, fato ainda néo
observado com esta espécie (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Neste contexto, este estudo teve o objetivo de realizar uma avaliagao
fitoquimica dos extratos obtidos de folhas e casca do caule de Dasyphyllum
tomentosum (Spreng.) Cabrera a fim de se identificar as principais classes de
constituintes quimicos presentes com o objetivo de servirem de guias para o
isolamento de substancias (FALKENBERG et al., 2003), além de avaliar o potencial
antibacteriano da espécie em busca de novos compostos que possam ser utilizados na
terapéutica medicamentosa.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL
Folhas de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera foram coletadas no

municipio de Curitiba (coordenadas 25°26'48.08" S e 49°14' 25.95" W), estado do
Parana, em agosto e setembro de 2010. A identificacdo botanica da espécie foi
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realizada no Museu Botanico Municipal (MBM) por comparagao com exsicata
catalogada no herbario sob o nUmero 54772.

As folhas e casca do caule de D.tomentosum foram secas separadamente em
temperatura ambiente e posteriormente reduzidas a fragmentos de pequenas
dimensdes em moinho de facas.

2.2 EXTRATO ETANOLICO BRUTO

O extrato etandlico bruto foi obtido a partir de 1 kg das folhas e 3,5 Kg de casca
do caule, secas e moidas, em etanol, com a utilizagdo do aparelho de Sohxlet até
esgotamento. Este foi filtrado e concentrado por destilagao e mantido em banho maria
(65°C) até remocao total do solvente.

2.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A identificacdo qualitativa dos grupos quimicos presentes nas folhas da
espécie Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera foi realizada de acordo com a
metodologia desenvolvida por Moreira (1979) e adaptada por Miguel (2003),
utilizando o extrato hidro alcodlico 20% e extrato aquoso. Reacgdes de caracterizagao
de grupamentos quimicos foram utilizadas, com desenvolvimento de coloragao ou
precipitagcéo caracteristicos.

Para o extrato aquoso realizou-se reagdes de caracterizagao para pesquisa de
heterosideos antocianicos (cores diferentes pela variacdo do pH), heterosideos
saponinicos (indice de espuma), heterosideos cianogénicos (reagcdo de acido
sulfurico e papel picrosédico), aminogrupos (nebulizagdo com ninhidrina) e taninos
(reacao com cloreto férrico e reagao com formol-cloridrico).

Para o extrato hidro alcdolico 20% foram realizadas reagbes para pesquisa de
flavonoides (reacdo de Taubock, ensaio de Pacheco, reacdo de Shinoda),
leucoantocianidinas (coloragdo da amostra apds acidificacédo e aquecimento),
esteroides e triterpenoides (reacéo de Liebermann-Burchard), cumarinas (extragéo
com éter e verificagdo em camara de luz ultravioleta), alcaloides (reativos de Mayer,
Dragendorff, Bouchardat e Bertrand), antraquinonas (reagéo de Borntraeger).

2.4 AVALIAGAO DAATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os ensaios da atividade antibacteriana foram realizados com as seguintes
cepas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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2.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MiNIMA (CIM)

Os valores da concentragao inibitoria minima foram determinados pelo método
da microdiluicdo em caldo (CLINICAL AND LABORATORY STANDARD INSTITUTE,
2009). O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em
forma de “U”, contendo 12 colunas e 8 linhas, identificadas de Aa H. Os extratos foram
preparados na concentracao de 100 mg/mL, diluidos em etanola 10% e DMSO a2% e
fitrados em membrana milipore 0,22 ym (TPP, Trasadingen, Suica). Apés a filtragao foi
preparada uma solucdo na concentragédo de 10.000 uyg/mL de cada extrato a ser
testado. Em seguida foram transferidos 100 yL de caldo Mueller-Hinton (MHB — Merck,
Darmstadt, Alemanha) na linha A das colunas 1 a 8. Na coluna 1 foram inoculados 100
ML de extrato e transferido 100 yL apés homogeneizagao para o orificio da coluna 2,
repetindo-se o procedimento até a coluna 8, obtendo-se assim concentragdes em um
intervalo de 5.000 a 39 pg/mL.

As suspensdes bacterianas foram preparadas em solugao salina fisiolégica na
concentragdo de 1,0 x 10° UFC/mL, equivalente ao tubo 0,5 de McFarland e em seguida
inoculados em um volume de 5 pL nos orificios das colunas de 1 a 8, permanecendo
uma concentracéo final de 10° UFC/mL. Os orificios das colunas 9, 10, 11 e 12 foram
destinados para os testes de controle do experimento. A coluna 9 foi reservada para o
controle de esterilidade, adicionando-se 100 pL de caldo Mueller-Hinton e 100 uL de
extrato. A coluna 10 e 11 para o controle negativo da atividade inibitéria do diluente
etanol e DMSO, adicionando-se 100 pL de solugao de etanol 10% e 100 yL de solugéo
de DMSO 2% em 100 uL de caldo Mueller-Hinton e 5 pL dos indculos bacterianos. O
orificio da coluna 12 para controle positivo ou de viabilidade bacteriana, foi preparado
com 100 pL de caldo Mueller-Hinton e 5 pL dos ino6culos bacterianos.

As microplacas foram incubadas a 35 °C por 16 a 20 horas e posteriormente
foram adicionados 20 uL de solugdo aquosa de Cloreto de Trifenil Tetrazolium (TTC —
Merck, Darmstadt, Alemanha) a 0,5%. As microplacas foram reincubadas por trés
horas a 35 °C, e ap0s este periodo foi realizada a leitura dos resultados. Aformacgéao de
coloragédo vermelha nos orificios foi interpretada como auséncia de atividade
antibacteriana, enquanto que a ndo formacao da coloragédo vermelha foi considerada
como presenga de atividade antibacteriana. Cada teste foi realizado em duplicata
(AYRES et al., 2008).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO
As tabelas 1 e 2 apresentam os resultados da prospecgao fitoquimica

preliminar para a identificagdo dos principais grupos de metabdlitos secundarios
presentes nas folhas e casca do caule de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) Cabrera.
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TABELA 1 — ENSAIO FITOQUIMICO DAS FRACOES OBTIDAS DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
20% DAS FOLHAS E CASCADO CAULE DE D.tomentosum (Spreng.) Cabrera

METAB()I,ITO FH FCL FAE FR
SECUNDARIO ANALISE
Folha cc Folha cc Folha CC | Folha cC
CUMARINAS | Tubo - - - - - - - -
Papel - - - - - - - -
Leucoantocianidinas - - -- -- - -- - --
i Heterosideos ++ - + - o+ +4 + -
FLAVONOIDES | flavonicos
Oxalico Boérico - - - - - - - -
Pacheco - - - - - - - -
ANTRAQUINONAS . . . . . . . .
Reativo de Mayer - -- -- -- -- -- -- -
i Reativo de - -- -- +++ -- -- +++ -
ALCALOIDES Dragendorff
- - - +++ - - - -
Reativo Bouchardat
Reativo Bertrand
TRITEPENOS/ | Reagdo Liberman - am rosa am am am am rosa am
ESTEROIDES Bouchard

Legenda: -- = Negativo/ Nao detectado; + = Fraco positivo; ++= Moderado positivo; +++ = Forte positivo.
CC (casca do caule), FH (fracdo hexano), FCL (frag&o cloroférmio), FAE (fracéo acetato de etila), FR
(fragéo hidro alcodlica residual), am (amarelo), viol (violacea)

Conforme resultados da andlise preliminar do extrato hidro alcodlico 20%
(TABELA 1), ao pesquisar alcaloides nos caules e folhas de D. tomentosum, foi
observada reacao positiva com a utilizagdo do Reativo de Dragendorff que resultou no
aparecimento de precipitado de coloragao tijolo na FCL da casca do caule e FR das
folnas. Com o Reativo de Bouchardat houve o desenvolvimento de precipitado de
coloragéo alaranjado também na FCL da casca do caule, confirmando o resultado
obtido com o outro reativo. Alcaloides também foram observados em triagem
fitoquimica preliminar realizada com outras plantas da familia Asteraceae (COSTA et
al.,2009; FABRI et al., 2011), com exemplo a Eremanthus erythropappus, Eremanthus
glomerulatus e Eremanthus incanus (RIBEIRO et al., 2010).

O aparecimento de coloragdao amarela na pesquisa por heterosideos
flavénicos, indicou a presenca de Flavona na FAE das folhas e casca do caule, e FH,
FCL e FR das folhas, também encontrados em prospeccodes fitoquimicas de outras
asteraceae (ARANTES et al., 2005; PERES et al., 2009; COSTA et al., 2009; FABRI et
al.,2011).

Na pesquisa por esteroides e/ou triterpenos, as caracteristicas apresentadas
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pela reacédo de Liberman — Bouchard indicaram a presenca de triterpenos, o que foi
observado nitidamente em todas as fragbes analisadas. A coloragdo amarela,
observada para a FH, FCL e FAE das folhas e casca do caule sao indicativas da
presenca de grupamento metila no carbono 14, enquanto que a coloragéo rosea,
observada na FR dafolha e FH da casca do caule indicam presenga de fung&o carbonila
na posicao 3 e duplo enlace nas posi¢des 5 e 6 ou 7 e 8, sendo ambas caracteristicas de
estruturas terpendides. Esteroides foram anteriormente encontrados em prospeccgéao
fitoquimica de Acanthospermum australe, Achillea millefolium, Baccharis trimera,
Bidens segetum, Eupatorium laevigatum, Vernonia condensata, Taraxacum officinale
todos pertencentes a familia Asteraceae (FABRl et al., 2011).

TABELA 2 - ENSAIOS FITOQUIMICOS COM O EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS E
DO CAULE DE D.tomentosum

METABOLITO SECUNDARIO FOLHA CAULE

HETEROSIDEOS ANTOCIANICOS + -

HETEROSIDEOS SAPONINICOS - -

HETEROSIDEOS CIANOGENETICOS - -

TANINOS HIDROLISAVEIS ++ ++
TANINOS CONDENSADOS +H+ ++
AMINOGRUPOS T +
ACIDOS FIX0S . -

ACIDOS VOLATEIS --

Legenda: --= Negativo/N&o detectado; + = Fraco positivo; ++ = Moderado positivo; +++ = Forte positivo

No extrato aquoso obtido das folhas, de acordo com a Tabela 2, foram
encontrados os seguintes grupamentos quimicos, heterosideos antocianicos, taninos
condensados e aminogrupos de acordo com a coloragao caracteristica para cada
reacdo. Na pesquisa por heterosideos antocianicos, pigmentos hidrossoluveis das
plantas, foi observado o aparecimento de coloragédo vermelho com o extrato obtido das
folhas, quando houve acidificacdo do meio, caracteristico da liberacédo de
antocianidinas. O mesmo resultado nao foi observado para o extrato obtido das cascas
do caule. Na pesquisa por taninos, houve desenvolvimento de coloragcédo verde com o
cloreto férrico 1%, indicando a presenca de taninos condensados nas folhas e casca do
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caule, ja relatados na literatura em prospeccdes fitoquimicas de outras asteraceae
(ARANTES et al., 2005; COSTAet al., 2009; PERES et al., 2009.). Apresenca de amino
grupos nas folhas e casca do caule foi confirmada com o aparecimento de coloragao
violacea. Este resultado positivo pode ser um indicativo para um resultado falso
positivo na pesquisa de alcaloides.

Na avaliagéo da atividade antibacteriana, é possivel observar na Tabela 3 os
resultados obtidos com a Técnica de Microdiluicao em caldo para a determinacéo da
concentracéo inibitéria minima.

TABELA 3 — CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO EXTRATO BRUTO DAS
FOLHAS E CASCADO CAULE DE Dasyphyllum tomentosum

CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
AMOSTRA S. aureus E. coli P. aeruginosa E. faecalis
ATCC 25923 ATCC 5922 ATCC 27853 ATCC 29212
EXTRATO BRUTO | 5 500 ygiml~ 5.000 pg/mL. 5.000 pg/mL 5.000 pg/mL
FOLHA
EXTRATO BRUTO
CASCA DO CAULE 2.500 pg/mL 5.000 pg/mL 5.000 pg/mL 5.000 pg/mL

Legenda: ATCC- American Type Culture Collection; CIM - Concentrag&o Inibitdéria minima (pg/mL).
Interpretagéo da atividade: CMI < 100 pg/mL (boa atividade); 100CMI<500 pg/mL (atividade inibitoria
moderada); 500<CMI<1.000 pg/mL (atividade inibitéria fraca); > 1.000 pg/mL (sem atividade).

Extratos de plantas sdo considerados com bom potencial inibitério se
demonstram atividade em concentragdes de até 100 pg/mL, atividade inibitoria
moderada de 100-500 ug/mL, atividade fraca de 500-1.000 pg/mL e inativos maiores
que 1.000 ug/mL (Aires et al., 2008). Portanto, de acordo com este padrao estabelecido
e os resultados obtidos no experimento, € possivel afirmar que o extrato bruto etanélico
obtido das folhas e casca do caule de D. tomentosum mostraram auséncia de atividade
inibitéria frente aos microorganismos testados, tendo em vista que os resultados
obtidos demonstraram CIM superior a 1.000 pg/mL. Uma suposicéo para esta falta de
atividade pode estar relacionada a auséncia de metabdlitos potencialmente ativos
contra os microorganismos testados ou estarem presentes em concentragdes muito
baixas.

4. CONCLUSAO

A analise fitoquimica preliminar apontou a presenca de triterpenos e/ou
esteroides, flavonoides, alcaloides, heterosideos antocianicos e taninos. Os extratos
brutos das folhas e casca do caule de Dasyphyllum tomentosum mostraram auséncia
de atividade inibitoria frente aos microorganismos testados.
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