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RESUMO

As espécies da familia Brassicaceae sdo amplamente utilizadas na medicina popular para
diversos fins terapéuticos. Pesquisas tém demonstrado que o rabanete (Raphanus sativus L.)
contém muitas classes de fitoquimicos biologicamente ativos com propriedades anti-
inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante e antimutagénica. Neste contexto, este estudo teve
por objetivos: fornecer parametros de qualidade para a droga vegetal; realizar as analises
quimicas e avaliar as atividades antimicrobiana, leishmanicida e citotdxica do extrato seco e
das fracdes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. Inicialmente, realizou-se a
triagem fitoquimica preliminar, por meio de testes qualitativos e Cromatografia em Camada
Delgada no extrato seco, que permitiram a deteccdo de compostos como: flavonoides, taninos
e terpenos. Posteriormente, o extrato seco e as fracdes foram analisados em espectrometro de
massas, 0 que possibilitou a identificacdo de alguns constituintes quimicos, baseando-se na
massa molecular e nos mecanismos de fragmentacdo das moléculas. As analises quimicas
quantitativas demonstraram que os teores de fendis nas fragbes foram superiores a
concentracdo obtida no extrato seco, sendo que os fenois ficaram mais concentrados na fragédo
butandlica (121,27 mg EAG/g). Os teores de flavonoides nas fracBes, exceto na fracdo
aquosa, também foram superiores ao obtido no extrato seco, sendo que os flavonoides ficaram
mais concentrados na fragdo acetato de etila (98,02 mg EQ/g). Nas avaliacdes da atividade
antioxidante in vitro, observou-se que a atividade antirradicalar e o poder redutor das fracdes
demonstraram resultados mais significativos em relacdo ao extrato seco, sendo que a fragéo
acetato de etila apresentou os melhores resultados em ambos 0s experimentos, com
porcentagem de sequestro de radicais DPPH de 83,45% e com porcentagem de redugéo de
ions férrico de 11,34%. A andlise da atividade antimicrobiana revelou que o extrato seco teve
maior média de halos de inibicdo frente ao Bacillus subtilis (18,67 mm), sendo considerada
uma média estatisticamente superior as produzidas pelas fracbes (p<0,05). Entretanto, os
menores valores da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram obtidos para Micrococcus
luteus, sendo que a fracdo acetato de etila demonstrou menor concentracdo inibitéria minima
(0,1 mg/mL) para esse micro-organismo, sendo considerada a fracdo mais ativa (80%). A
bactéria Micrococcus luteus foi inibida por 50% das fracGes testadas com concentracdo
inibitéria minima inferior ou igual a 1 mg/mL. O extrato seco e as fragdes ndo demonstraram
atividade contra as bactérias Gram-negativas, as micobactérias e os fungos, e também néo
foram ativos contra os parasitos de Leishmania amazonensis. Os estudos demonstraram uma
moderada correlacdo entre os mais baixos valores da CIM e as maiores quantidades de fenois
e de flavonoides, sugerindo que a atividade antimicrobiana ndo esté relacionada somente com
esses compostos, porém houve uma forte correlacdo entre os melhores valores da atividade
antioxidante in vitro (pelo método do radical DPPH e pelo método do poder redutor) e as
maiores quantidades de fenois e de flavonoides no extrato e fracdes avaliados, sugerindo que
0s compostos fendlicos, especialmente os flavonoides, sejam os principais responsaveis pela
atividade antioxidante in vitro da espécie vegetal em estudo.

Palavras-chave: Brassicaceae. Nabo. Compostos fitoquimicos. Antimicrobianos.
Antioxidantes.



ABSTRACT

The species of the Brassicaceae family are widely used in folk medicine for various
therapeutic purposes. Research has shown that the radish (Raphanus sativus L.) contains
many classes of biologically active phytochemicals with anti-inflammatory, antimicrobial,
antioxidant and antimutagenic properties. In this context, this study aimed: to provide the
quality parameters for plant drug; perform chemical analyzes and evaluate antimicrobial,
antileishmanial and cytotoxic dry extract and fractions from the leaves of Raphanus sativus
var. oleiferus Metzg. Initially, there was the preliminary phytochemical screening using
qualitative tests and Thin Layer Chromatography in dry extract, which allowed the detection
of compounds such as flavonoids, tannins and terpenes. Subsequently, the dry extract and
fractions were analyzed in a mass spectrometer, which allowed the identification of some
chemical constituents, based on the molecular mass and fragmentation mechanisms of
molecules. Quantitative chemical analysis showed that the levels of phenolics in the fractions
obtained were higher than the concentration in dry extract, and phenols were more
concentrated in the butanol fraction (121,27 mg GAE/g). The content of flavonoids in the
fractions, except the aqueous fraction, were also higher than those reported in dry extract, and
flavonoids were more concentrated in the ethyl acetate fraction (98,02 mg EQ/g). The
evaluation of the antioxidant activity in vitro, it was observed that the antiradical activity and
reducing power of the fractions showed most significant results on the dry extract, and the
ethyl acetate fraction showed the best results in both experiments, with percentage of
sequestration DPPH radical of 83,45% and a percentage reduction of ferric ions 11,34%. The
analysis of antimicrobial activity revealed that the dry extract had higher mean inhibition
zones against Bacillus subtilis (18,67 mm) and is considered a statistically higher mean those
produced by the fractions (p<0,05). The lowest values of minimum inhibitory concentration
(MIC) were obtained for Micrococcus luteus, and the ethyl acetate fraction showed lowest
minimum inhibitory concentration (0,1 mg/mL) for this micro-organism, is considered the
most active fraction (80%). The bacterium Micrococcus luteus was inhibited by 50% of the
tested fractions with lower or equal minimum 1 mg/mL inhibitory concentration. The dry
extract and fractions do not show activity against Gram-negative bacteria, mycobacteria and
fungi, and also were not active against the parasite Leishmania amazonensis. The studies
showed a moderate correlation between the lowest MIC values and the highest amounts of
phenolics and flavonoids, suggesting that the antimicrobial activity is not related only to these
compounds, however there was a strong correlation between the best values antioxidant
activity in vitro (by the method DPPH radical and by the method of reducing power) and
higher amounts of phenolics and flavonoids in the extract and fractions evaluated, suggesting
that phenolic compounds, especially flavonoids, are mainly responsible for the antioxidant
activity in vitro plant species under study.

Keywords: Brassicaceae. Turnip. Phytochemical compounds. Antimicrobials. Antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas com finalidade medicinal, para o tratamento, a cura e a
prevencdo de doengas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(VEIGA JUNIOR et al., 2005). E considerada medicinal aquela planta administrada sob
qualquer forma e por alguma via ao homem, que exerce algum tipo de acdo farmacoldgica. As
plantas podem ser classificadas de acordo com sua ordem de importancia, iniciando-se pelas
plantas empregadas diretamente na terapéutica, seguidas daquelas que constituem a matéria-
prima para manipulacdo e, por Gltimo, as empregadas na inddstria para a obtencdo de
principios ativos ou como precursores em semi-sintese. Sua aplicacdo € ampla e abrange
desde o combate ao cancer até a micro-organismos patogénicos (CALIXTO, 2000).

As formas de uso e de preparo dos produtos a base de plantas sdo muito variados, assim
como também as suas utilidades e as formas de aplicacdo. Em consequéncia do baixo custo
(por serem naturais e de facil acesso) quando comparados aos medicamentos industrializados,
0s produtos a base de plantas medicinais representam o Unico recurso terapéutico para a
maioria das comunidades tradicionais (MACIEL et al., 2002).

A constituicdo quimica das plantas indica suas possiveis propriedades bioldgicas,
podendo abranger tanto as propriedades terapéuticas como as toxicas. A analise quimica pode
ser baseada apenas na caracterizacdo de grupos de metabdlitos secundarios que estejam
presentes proporcionando o conhecimento do perfil quimico da droga e indicando o grupo de
compostos que seja relevante nesta ou a analise pode ser expandida até o isolamento e a
elucidacdo estrutural de moléculas (FALKENBERG et al., 2004).

Grupos de compostos de estruturas complexas como alcaloides, terpenoides e
compostos fendlicos, bem como seus derivados tem sido alvo de investigacdes a respeito de
suas propriedades medicinais e aromaéticas. As variacdes em termos de estruturas e de
propriedades quimicas, na qual essas substancias ocorrem na natureza, podem servir para o
desenvolvimento de um grande numero de produtos naturais de interesse comercial (ALVES,
2001).

Muitas plantas da familia Brassicaceae tém sido relatadas como fonte de substancias
antimicrobianas e medicamentosas para organismos especificos. Existem evidéncias
crescentes de que o consumo de brassicas, por exemplo, brécolis, repolho, couve, mostarda,

couve de bruxelas e couve-flor reduz o risco de varios tipos de doencas, devido as potentes
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propriedades antioxidantes dos fitoquimicos encontrados na familia Brassicaceae
(MANCHALI et al., 2012).

O rabanete comum (Raphanus sativus L.) € um vegetal de raiz comestivel da familia
Brassicaceae que foi cultivado na Europa nos tempos pré-romanos, tém inimeras variedades,
diferem em tamanho, cor e duracdo do tempo necessario de cultivo. H& quatro variedades
boténicas reconhecidas dentro da espécie: radicula, niger, mougri e oleifera, as duas
primeiras sdo cultivadas por suas raizes tuberosas, enquanto a oleifera é cultivada
principalmente devido ao teor de 6leo em suas sementes. O género Raphanus € um nome
grego que significa “rapidamente aparecendo” e refere-se a rapida germinagdo desta planta
(ARUNA; YERRAGUNI; RAJU , 2012).

O nabo forrageiro (Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.) é originario da Asia Oriental
e Europa (CULTURA, 2003), tradicionalmente é utilizado como adubo verde, ao
fornecimento de massa (palha) para o plantio direto, como cobertura do solo e reciclagem de
nutrientes. Com menor frequéncia, destina-se a alimentagdo animal e ao pasto apicola.
Recentemente, 0 seu uso vem sendo ampliado, pois suas sementes estdo sendo consideradas
como excelente fonte de matéria-prima para a producdo de biocombustivel (BRASSI;
DENUCCI; PORTAS, 2008).

Internacionalmente, o rabanete é conhecido como “radish”, suas diferentes partes
(folhas, sementes e raizes) sdo citadas na medicina popular do sul da Asia em uma variedade
de desordens de origem gastrointesinal, biliar, hepética, urinaria, respiratoria e cardiovascular.
Pesquisas tém demonstrado que o rabanete contém muitas classes de fitoquimicos
biologicamente ativos com propriedades anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante e
antimutagénica (ALQASOUMI, et al., 2008)

O Raphanus sativus var. oleiferus Metzg é uma variedade de rabanete pouco estudada,
sob o ponto de vista quimico e bioldgico, a planta carece de estudos que comprovem suas
atividades farmacoldgicas e que fornecam parametros de qualidade para o uso e obtencdo
racional de insumos fitofarmacéuticos. Porém, estudos relacionados a familia e a espécie da
planta indicam a presenca de importantes metabolitos secundérios relacionados a efeitos

biolégicos benéficos a salde.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo literaria denotou aspectos boténicos, fitoquimicos, bioldgicos e farmacoldgicos
das espécies pertencentes a familia Brassicaceae, com enfoque especial & Raphanus sativus L.

2.1 ASPECTOS BOTANICOS

O Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. é popularmente conhecido como nabo
forrageiro e pertence & familia Brassicaceae. Esta possui cerca de 350 géneros e 4000
espécies, originarias do hemisfério norte e distribuidas nas zonas temperadas de todo o
mundo. No Brasil, apresentam grande importancia agricola, ornamental, ruderais e/ou
invasoras. As folhas sdo alternas, as basais rosuladas, inteiras a fortemente recortadas. As
flores sdo tetrdmeras, brancas, amarelas ou roseo-violaceas. As pétalas estdo dispostas em
forma de cruz alternadamente com as sépalas, dai 0 nome alternativo da familia (Cruciferae).
O androceu é tetradinamo (as vezes reduzido a 2 ou 4 estames). Apresentam nectarios
polinizacdo entomdfila e pode ocorrer a autofecundacgdo. O fruto é siliqua, as vezes lomento
(Raphanus). As sementes ndo possuem endosperma e apresentam alto teor de éleo, outras tém
glicosideos que se hidrolizam por acBes enzimaticas, dando um forte cheiro e sabor de
compostos sulfurados (mostarda) (ZECCA, 2008).

Sdo encontradas diversas variedades horticulturais, com destaque para Brassica
oleracea var. acephala (couve-manteiga), Brassica oleracea var. capitata (repolho), Brassica
oleracea var. gemmifera (couve-de-bruxelas), Brassica oleracea var. borytis (couve-flor) e
Brassica oleracea var. italica (brocolis) (SOUZA; LORENZI, 2005).

Outras espécies de destaque sdo as mostardas (Brassica nigra e Sinapis sp.), o0 rabanete
(Raphanus sativus L. var. radicula), a raiz-forte (Armoracia rusticana), o agrido (Rorippa
nasturtium-aquaticum) e a rdcula (Eruca sativa). Algumas espécies sdo cultivadas como
ornamentais, destacando-se o repolho-ornamental (Brassica oleracea var. acephala), o alisso
(Lobularia maritima) e o mussambé (Cleome hassleriana). Muitas espécies da familia
Brassicaceae sdao invasoras de cultura, incluindo-se aqui as mostardas-do-campo (Brassica
rapa, Rapistrum rugosum e Sinapis arvense), a bolsa-depastor (Capsella bursa-pastoris), o
agrido-bravo (Cardamine bonariensis), o mastrugco (Coronopus didymus), o menstruz
(Lepidium spp.) e a nabic¢a (Raphanus raphanistrum) (SOUZA; LORENZI, 2005).
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O nabo forrageiro (Raphanus sativus L.), também denominado de nabica, nabo, nabo
silvestre, rabanete, ou ainda de rabanete silvestre, € uma planta cosmopolita presente em
culturas anuais, pomares, areas nao agricolas no Brasil e em varias partes do mundo
(EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2008). Tem
habito de crescimento ereto, herbaceo, com intensa ramificacéo e altura variando entre 1,00 e
1,80 m (CULTURA, 2003). No Sul do Pais, esta planta € infestante comum em lavouras de
trigo, canola e cevada, predominando, de modo geral, nos cultivos de inverno. A classificacdo

cientifica dessa planta daninha ¢, atualmente, a seguinte:

a) Reino: Plantae;

b) Divisdo: Magnoliophyta;
c) Classe: Magnoliopsida;

d) Ordem: Brassicales;

e) Familia: Brassicaceae;

f) Género: Raphanus;

g) Espécie: Raphanus sativus;

h) Nome cientifico binomial: Raphanus sativus L.

Além desta classificacdo padrdo, aplicam-se, aos biotipos desse grupo, diversos
identificadores taxondmicos adicionais, como convar.=convariedade; var.=variedade;
spp=subespécie e f.=forma. Existem pelo menos 78 espécies declaradas em Raphanus e ndo
ha um consenso acerca da nomenclatura dos componentes deste género (EMBRAPA, 2008).

De acordo com estudos de Specht (2001), Raphanus sativus pode ser agrupada em trés
principais grupos taxondmicos, discriminados por convariedades: Raphanus sativus convar.
oleifera, com sementes com alto teor de Oleo e algumas variedades forrageiras; Raphanus
sativus convar. caudatus; e Raphanus sativus convar. sativus, que inclui a maioria das
variedades com raizes e folhas comestiveis. O nabo forrageiro pode ter, por exemplo, 0s

seguintes nomes e/ou sinbnimos:

a) Raphanus sativus L.;

b) Raphanus sativus L. var. oleiferus Stokes;
¢) Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.;
d) Raphanus sativus L. var. oleiformis Pers.;

e) Raphanus sativus L. convar. oleifer (Stokes) Alef.;
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f) Raphanus sativus convar. oleiferus.

Estudos genéticos conduzidos com o Raphanus indicam que este género provavelmente
seja um hibrido entre as linhagens de mostardas, notadamente dos grupos Brassica nigra e
Brassica rapa/oleracea, originado em algum evento ocorrido a cerca de 5 milhdes de anos
(YANG; CHEN; LI, 2002). Estima-se também que o Raphanus sativus seja uma espécie
derivada de Raphanus raphanistrum (YAMANE; LU; OHNISHI, 2005).

Atualmente as principais caracteristicas usadas para diferir Raphanus sativus e Raphanus
raphanistrum sdo a forma dos frutos e a coloracdo predominante das flores antes da
fecundacdo. Enquanto em Raphanus sativus as siliquas sdo relativamente uniformes, com
nenhum ou pouco estrangulamento entre as sementes e afiladas em direcdo ao &pice, as
siliguas de Raphanus raphanistrum demonstram acentuada constricdo entre os alojamentos
das sementes e o afilamento do apice néo é uniforme (EMBRAPA, 2008).

As flores de Raphanus sativus (Figura 1) ocorrem na porcéo terminal das ramificacoes,
possuem pedicelo com até 2 cm de comprimento; o calice é formado por 4 sépalas verticais,
de cor esverdeada. As pétalas sdo lilases, podendo, em outros casos, variar de branco ao
violaceo, incluindo matizes intermediarias; apos a fecundacdo, perdem sua pigmentacao,
tornando-se mais claras antes de senescerem. A forma de cruz desenhada pelas pétalas
caracteriza todos os bidtipos silvestres e cultivados de Raphanus e demais bréssicas. E essa
caracteristica que origina o nome Cruciferae a esse grupo de plantas (EMBRAPA, 2008).

Figura 1 - Partes aéreas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.

Nota: a) Detalhes das folhas e das flores; b) Aspecto geral da planta.
Fonte: Do autor.
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2.2 ASPECTOS FITOQUIMICOS

Os vegetais da familia Brassicaceae sdo considerados alimentos basicos em muitas
areas do mundo, sdo reconhecidos como uma fonte rica em nutrientes, como as vitaminas
(carotenoides, tocoferois, acido ascorbico, &cido folico), os minerais (Cu, Zn, P, Mg, entre
outros), os carboidratos (sacarose e glicose), os aminoacidos (por exemplo, alanina, acido
aspartico, acido glutamico, glutamina, histidina, metionina, fenilalanina, treonina, triptofano e
valina) e diferentes grupos de fitoquimicos, como as fitoalexinas inddlicas (brassinina,
espirobrassinina, brassilexina, camalexina, 1-metoxiespirobrassinina e éter metil 1-
metoxiespirobrassinol) e os compostos fendlicos: as antocianinas, os flavonoides (quercetina e
caempferol) e os acidos hidroxibenzdico, neoclorogénico, clorogénico, caféico, p-cumarico,
ferdlico e sindpico (JAHANGIR et al., 2009).

As espécies desta familia também sintetizam grandes quantidades de glicosinolatos,
compostos pertencentes ao grupo de glicosideos que ficam armazenados nos vacuolos
celulares dos vegetais. Os glicosinolatos sdo metabdlitos secundarios contendo enxofre e
nitrogénio encontrados principalmente na familia Brassicaceae. Quimicamente, eles se
encontram como anions, com a estrutura basica consistindo de um grupo B-D-tioglicosideo,
um grupo sulfonado e uma cadeia varidvel (R-), a qual inclui os grupos alquil, alquenil,
hidroxialquil, hidroxialquenil, metiltioalquil, metilsulfinilalquil, metilsulfonilalquil, arilalquil
e indol (BLAZEVIC et al., 2010). A presenca do grupo sulfato na molécula confere
propriedades fortemente &cidas aos glicosinolatos. Deste modo, os glicosinolatos ndo séo
volateis e ocorrem como sais (HOLST; WILLIAMSON, 2004).

Quando as células da planta sdo rompidas, os glicosinolatos ali presentes sdo
hidrolisados, pela enzima mirosinase, originando compostos como 0s isotiocianatos, 0s
tiocianatos, as nitrilas e os inddis, os quais sdo conhecidos como potentes substancias
alelopaticas e como eficientes biocidas (NEVES, 2005). Os principais glicosinolatos
encontrados na familia sdo: a glicoiberina, a glicorafanina, a glicoalissina, a gliconapina, a
glicobrassinapina, a gliconastutina e a neoglicobrassicina (JAHANGIR et al., 2009). A figura

2 apresenta o glicosinolato e seus diferentes produtos de hidrolise.
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Figura 2 - Glicosinolato e seus diferentes produtos de hidrdlise.
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Fonte: VIG et al., 2009.

Na espécie Raphanus sativus sdo encontrados diversos compostos quimicos
importantes, como os polifendis, os flavonoides, os alcaloides, os carboidratos, as proteinas,
0s aminoéacidos, os taninos, os 6leos volateis e os glicosinolatos (ARUNA; YERRAGUNI;
RAJU, 2012). Dentre os compostos fendlicos isolados a partir de cotilédones de Raphanus
sativus citam-se: o acido cafeico, o 4acido p-cumarico, o é&cido ferdlico, o 4cido
hidroxicinamico, o &cido p-hidroxibenzoéico, o acido vanilico, o &cido salicilico, o &cido
gentisico, o acido malico, os ésteres de acido sinapico e os glicosideos do caempferol e da
quercetina (GUTIERREZ; PEREZ, 2004).

O rabanete (Raphanus sativus var. radicula Pers.) contém trés glicosinolatos principais:
o glicosinolato de 4-(metilsulfinil)-butila (glicorafanina) e o glicosinolato de 4-(metilsulfinil)-
3-butenila (glicorafenina), prevalentes nas sementes, e o glicosinolato de 4-(metiltio)-3-
butenila glicorafasatina), que é mais abundante na raiz (IPPOUSHI et al., 2007).

A rafanina é o principal componente com enxofre encontrado em sementes do nabo
forrageiro (Raphanus sativus L. var. oleiferus Metzg.), também é encontrada no brdcolis e no
repolho roxo (IVANOVICS; HORVARTHS, 1947).
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2.3 ASPECTOS BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS

Dados recentes revelam que o0s vegetais cruciferos sdo excelentes fontes de
antioxidantes naturais. Eles contém niveis elevados de carotenoides, de tocoferois e de acido
ascorbico, ha fortes evidéncias de que estes compostos ajudam a proteger o corpo humano
contra os danos de espécies reativas de oxigénio (CARTEA et al., 2011). Porém, o0s
polifendis, sem duvida, sdo 0s maiores antioxidantes desses vegetais. Sua inclusdo na dieta
pode contribuir muito para a reducdo da incidéncia de cancer na populacdo humana
(JAHANGIR et al., 2009), principalmente canceres de pulméo, de célon, de mama, de ovario
e de prostata (TANG et al., 2008).

O efeito anticarcinogénico desses vegetais também tem sido atribuido aos produtos de
decomposicdo dos glicosinolatos, dos indois e dos isotiocianatos, das fitoalexinas e de outros
antioxidantes (JAHANGIR et al., 2009).

As folhas e as raizes de Raphanus sativus L. também tém sido usadas em vérias partes
do mundo para o tratamento de cancer e como agente antimicrobiano e antiviral (ARUNA,;
YERRAGUNI; RAJU, 2012).

Na Russia, os rabanetes tém sido usados para o tratamento de ambos os tipos de
disturbios da tireoide, pois a rafanina atua controlando a producéo de tiroxina e de calcitonina.
A goitrina, derivada da ciclizacdo intramolecular do isotiocianato de 3-buteno-2-ol, é
inibidora da enzima tireoide peroxidase, atua inibindo a oxidacdo do iodeto a iodo
interferindo na biossintese das tiroxinas T3 (triiodotironina) e T4 (tiroxina). Os anions
tiocianato agem como inibidores competitivos de iodeto, impedindo a absorcéo pela tireoide
(BONES; ROSSITER, 2006).

Os autores, Macharla, Goliand e Sattla (2012) testaram diferentes extratos das folhas de
Raphanus sativus L. para a avaliacdo da atividade antidiabética. O trabalho concluiu que o
extrato aquoso das folhas mostrou significante atividade antidiabética quando comparado com
0 padréo de glibenclamida.

O nabo forrageiro, por apresentar elevados teores de 6leo em suas sementes, com
relativa facilidade de extragdo, torna-se importante matéria prima para producao de biodiesel.
Essa planta € muito utilizada para a cobertura do solo, incorporacdo de matéria organica ao
solo e também para a alimentagdo animal. O seu rapido crescimento contribui para diminuir a

infestacdo de plantas invasoras, facilitando a implantacdo da cultura seguinte e minorando os
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gastos com herbicidas ou com capinas mecénicas. Além disso, possui longo periodo de
floragdo, mostrando-se muito Gtil a producdo de mel de boa qualidade (EMBRAPA, 2008).
Recentemente, tem aumentado o interesse nas pesquisas com Raphanus sativus L.
devido a presenca de glicosinolatos e seus produtos de degradacdo, os isotiocianatos. No
entanto, grande parte dos beneficios a salde é também atribuida aos compostos fendlicos

encontrados na espécie.

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS

As substancias fendlicas sdo caracterizadas por possuir um anel aromatico, com uma ou
mais hidroxilas como grupos funcionais (MORAES-DE-SOUZA, 2007). A maioria dos
compostos fendlicos ndo é encontrada na natureza no estado livre, mas sob a forma de ésteres
ou de heterosideos, sendo, portanto sollveis em agua e em solventes organicos polares. Por
serem fendlicos, esses compostos sdo muito reativos quimicamente, possuem em geral
caracteristicas acidas, podendo ser isolados por meio da sua solubilidade em solucGes
fracamente basicas (por exemplo, a solucdo de carbonato de sodio), além disso, podem formar
ligacBes de hidrogénio intramoleculares e intermoleculares (SIMOES et al., 2001).

Uma caracteristica importante € a capacidade de complexacdo com 0s metais, pois
muitos desses quelatos metalicos sdo importantes em diversos sistemas biol6gicos. Por serem
compostos aromaticos, também apresentam intensa absorcdo na regido do ultravioleta. Os
compostos fenolicos sdo facilmente oxidaveis, tanto por enzimas vegetais especificas quanto
por influéncia de metais, de luz, de calor ou em meio alcalino, levando ao escurecimento de
solucBes ou compostos isolados (SIMOES et al., 2001).

Eles dividem-se em diversas categorias, como os fendis simples, os acidos fenolicos
(derivados de acidos benzoicos e cindmico), as cumarinas, os flavonoides, os estilbenos, 0s
taninos condensados e hidrolisaveis, as lignanas e as ligninas. Sdo responsaveis pela cor, pelo
sabor amargo, pelo odor e pelas propriedades antioxidantes (KHANAM et al., 2012).

A quantificagdo espectrofotométrica de substancias fendlicas é realizada por varias
técnicas, entretanto, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu ¢ uma das mais utilizadas. O
reagente consiste da mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotungsténico, no qual o
molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo seis, porém, em presenca de

compostos fenolicos (agentes redutores), formam-se os chamados molibdénio azul e
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tungsténio azul, cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das substancias
redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fendlica (SOUSA et al., 2007).

A Figura 3 mostra a retirada de protons das substancias fenolicas (como exemplo, o
padrdo acido galico) em meio alcalinizado com solucdo saturada de carbonato de sddio
(Na,CO3), permitindo a formacdo de anions fenolatos. A partir dai, ocorre a reacdo de
oxirreducdo entre o anion fenolato e o reagente de Folin, na qual o molibdénio sofre reducgéo

mudando a coloracdo do meio de amarelo para o azul (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 3 - Reacdo do acido galico com o molibdénio, componente do reagente de Folin -
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2009.

2.4.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja a sintese
ndo ocorre na espécie humana. Sao substancias aromaticas com 15 atomos de carbono no seu
esqueleto basico, sendo compostos fendlicos Cs-C3-Cg, constituidos por dois anéis aromaticos
Cs (A e B) e um anel intermediario C3 (anel C) que geralmente contém um atomo de oxigénio
(Figura 4) (LOPES et al., 2000).
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Figura 4 - Ndcleo bésico dos flavonoides.

Fonte: Dornas et al., 2007.

Frequentemente, os flavonoides apresentam-se oxigenados e conjugados com oS
acucares. Eles sdo chamados de O-heterosideos quando a ligagdo se da através de uma
hidroxila e C- heterosideos quando a ligagdo é através de um atomo de carbono. A posi¢do
ocupada pela porcdo aclcar, o grau de insaturacdo e o grau e a natureza dos substituintes
influem grandemente na solubilidade da molécula e na sua capacidade de precipitacdo em
presenca de metais (SIMOES et al., 2010).

De acordo com as suas caracteristicas quimicas, os flavonoides sdo separados em
diversas classes tais como: as flavonas, os flavonois, os dihidroflavonoides (flavanonas e
flavanonois), as antocianidinas, os isoflavonoides, as auronas, os neoflavonoides, 0s
biflavonoides, as catequinas e seus precursores metabolicos conhecidos como chalconas e
podem ocorrer como agliconas, glicosilados e como derivados metilados (HAVSTEEN,
2002).

Eles sdo relatados por possuirem varias propriedades farmacoldgicas, dentre elas: as
atividades antivirais, anti-inflamatéria, estrogénica, antimicrobiana, vascular, antioxidante e
antitumoral (SIMOES et al., 2010).

O método para determinar o teor de flavonoides baseia-se na propriedade do cation
aluminio de formar complexos estaveis com os flavonoides (Figura 5) em metanol ou em
etanol, ocorrendo, na analise espectrofotometrica, o desvio da absorbancia para comprimentos
de onda maiores e a intensificacdo da absorcdo. A leitura é feita em espectrofotometro a 425

nm, onde os &cidos fendlicos e outras substancias fenolicas ndo absorvem em presencga de
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cloreto de aluminio (AICI3), por isso ndo interferem no doseamento de flavonoides (KALIA,
2008).

Figura 5 - Complexo formado entre a quercetina e o aluminio.
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Fonte: WOLLENWEBER et al., 1988.

2.5 ANTIOXIDANTES E MECANISMOS DE ACAO ANTIOXIDANTE IN VITRO

A producdo de energia necessaria para as atividades essenciais das células leva a
producdo de radicais livres em condi¢6es normais, dentre eles, o anion superoxido, o radical
hidroxila, o radical peroxila e as espécies ndo radicalares, como o peréxido de hidrogénio e o
oxigénio singlete, chamados de "espécies reativas de oxigénio" (EROs) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

Quando a geracdo de espécies reativas de oxigénio em um sistema ultrapassa a
capacidade deste sistema de neutraliza-los e de elimina-los, ocorre o estresse oxidativo. O
excesso de EROs pode levar a danos de lipideos, de proteinas e de DNA celulares,
prejudicando suas fungdes normais. Esses danos podem estar relacionados com a origem do
envelhecimeno precoce e com diversas doencas humanas, como as doencas cardiovasculares,
a inflamacdo, as doencas neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer), a catarata, o declinio
do sistema imune, as disfuncdes cerebrais e o cancer (LOTITO; FREI, 2004).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos sistemas

enzimaticos e antioxidantes, os quais podem ter a origem enddgena (exemplos, glutationa
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peroxidase, catalase superdxido dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e de
outras fontes. Destas Ultimas destacam-se os tocoferdis (vitamina E), o &cido ascorbico
(vitamina C), os polifendis, o selénio e os carotenoides. Quando h& limitacdo na
disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer as lesGes oxidativas de carater cumulativo
(SOUSA et al., 2007).

Os antioxidantes s@o capazes de estabilizar ou de desativar os radicais livres antes que
ataquem os alvos bioldgicos nas células. Em funcéo dos possiveis problemas provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém se voltado no sentido de encontrar
produtos naturais com a atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou
fazer associacgdo entre eles (SOUSA et al., 2007).

Segundo Reische, Lillard e Eitenmiller (2002), os antioxidantes podem ser classificados
em primarios e em secundarios. Os antioxidantes primarios sdo substancias com o nucleo
fendlico, com vérias substituicGes no anel e atuam diretamente sobre os radicais livres. Por
serem melhores doadores de hidrogénio que as moléculas lipidicas insaturadas, 0s
antioxidates primarios doam os atomos de hidrogénio aos radicais livres (ROO¢, RO ¢ R¢)
assim, as espécies inativas sdo formadas. O radical proveniente do antioxidante é estabilizado
por ressonancia e, por isso, possui baixa reatividade. Exemplos dessa classe sdo o0s
antioxidantes sintéticos butilhidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), galato de
propila (PG), e terc-butil-hidroquinona (TBHQ).

Os antioxidantes secundarios ou preventivos agem por meio de varios possiveis
mecanismos. Tais antioxidantes diminuem a taxa de oxidacdo por diferentes formas, mas nao
convertem os radicais livres em produtos mais estaveis. Podem quelar os metais pré-oxidantes
e desativa-los, repor o hidrogénio para os antioxidantes primarios, decompor 0s
hidroperdxidos a espécies ndo radicais, desativar o oxigénio singleto, absorver a radiacéo
ultravioleta ou agir como sequestrante de oxigénio. Os antioxidantes secundarios sao
classificados como sinergistas, pelo fato de promoverem a atividade dos antioxidantes
primarios. Pode-se citar o acido citrico, o &cido ascorbico e o &cido tartarico como bons
exemplos de sinergistas (REISCHE; LILLARD; EITENMILLER, 2002).

Existem varios métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos
vegetais, no entanto, 0 método do radical DPPH é um dos mais utilizados. O DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) € um radical estavel de cor purpura, que apos ser reduzido pelo
composto antioxidante, forma o difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela. E muito
utilizado em testes para determinar a poténcia antioxidante de polifendis (HUANG; OU,;
PRIOR, 2005).
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A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra € determinada pela
capacidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estdvel DPPH. A propriedade
de sequestrar radicais livres por substancias presentes em varios extratos de plantas, sugere o
possivel papel protetor destes metabdlitos, reduzindo o risco de doencas cardiovasculares,
além de outras patologias associadas a formacao de radicais livres, em humanos (BORGUINI,
2006). A reagédo que ocorre com o radical DPPH e o antioxidante, ou sequestrante, pode ser

conferida na Figura 6.

Figura 6 - Representacdo da reagdo de doagdo de hidrogénios da molécula antioxidante (RH) para a substancia
sequestradora de radicais, no caso o radical DPPH.
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N
N* +RH —— NH + R
O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
Radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)
MAXIMA ABSORBANCIA DIMINUICAO DA ABSORBANCIA

v

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2009.

Os resultados desse ensaio podem ser expressos de diversas maneiras, o radical DPPH
reage rapidamente com alguns fendis, porém existem as reacdes secundarias lentas que
ocorrem concomitantemente, causando um progressivo decréscimo na absorbancia, podendo
demorar algumas horas para que a reacdo seja estabilizada. Sendo assim, a melhor
interpretacdo dos resultados do método do DPPH é por meio do CEsg (concentragdo efetiva
necessaria para sequestrar 50% dos radicais DPPH da solugdo). Esse método foi introduzido
por ser um método facil e preciso para uso em frutas e em extratos vegetais (ATMANI et al.,
2009). Quanto menor o valor da CEsp, maior a atividade antioxidante.
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Outra avaliacdo da atividade antioxidante in vitro realizada neste trabalho foi pelo
método do poder redutor das amostras em estudo. Esse método avalia a reducéo do ion férrico
a ion ferroso pelas hidroxilas fenolicas, seguido pela formagdo do complexo de ferrocianeto
ferroso, que apresenta 0 maximo de absorcdo a 700 nm. A habilidade dos compostos fendlicos
de reduzir o ion férrico depende da hidroxilacdo e do grau de polimerizacdo destes compostos
(PRICE; BUTLER, 1977). A formacdo do Azul da Prassia é usada para monitorar a
concentracdo de fons Fe®*. Neste ensaio 0 aumento da absorbancia, indica o maior poder
redutor, devido a maior concentracdo do Azul da Prussia formado durante a reacdo, como
demonstrado na reacdo abaixo:
4K3[Fe(CN)g] + 4e- —— > 3K4[Fe(CN)g] Mﬁ Fes[Fe(CN)g]s + 12KCI

(Azul da Prussia)

2.6 ANTIMICROBIANOS NATURAIS

Nos Ultimos anos, a resisténcia dos micro-organismos patogénicos a multiplas drogas
aumentou muito devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento de doengas
infecciosas (SILVA et al., 2010). Em geral, as bactérias tém a habilidade genética de adquirir
e de transmitir resisténcia as drogas utilizadas como agentes terapéuticos. O problema dos
micro-organismos resistentes esta crescendo e a perspectiva para o uso de antibidticos é
indefinida (AMOROSO, 2002).

Dessa forma, muitos esforcos tém sido feitos para descobrir novos compostos
antimicrobianos de varios tipos de fontes, tais como 0s micro-organismos, 0s animais e as
plantas. Os extratos de diversas plantas sdo conhecidos por produzir as moléculas bioativas
gue reagem com outros organismos no ambiente e inibem o crescimento de bactérias e de
fungos. A ampla variedade de metabdlitos secundarios, tais como 0s taninos, os terpenoides,
as cumarinas, os alcaloides e os flavonoides possuem a atividade antimicrobiana in vitro
(SHUKLA, 2011).

O uso de plantas e de preparacOes feitas a partir delas para o tratamento de infecgdes é
uma préatica antiga, utilizada por boa parte da populagdo mundial, principalmente onde ha
dependéncia na medicina tradicional, como ocorre em paises em desenvolvimento (AHMAD;
MEHMOOD; MOHAMMAD, 1998).
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Os vegetais sdo uma excelente fonte para a busca de novas drogas e por terem uma
diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos, eles tém se
tornado objeto de estudo cientifico para o desenvolvimento de novos agentes com atividade
farmacologica (NOVAIS, 2003).

Assim, estudos de triagem para a descoberta de novas substancias com a acgdo
antimicrobiana, podem contribuir significativamente para a salde mundial, pois além de
constituir um recurso terapéutico alternativo, ha a possibilidade de isolamento de substancias
que apresentam a eficacia com o menor custo, a menor toxicidade, com os efeitos colaterais

mais brandos e a maior disponibilidade de matéria prima (MENEZES et al., 2009).

2.7 LEISHMANIOSES

As leishmanioses humanas consistem em um complexo de enfermidades que acometem
as visceras e a pele, apresentando amplo espectro clinico e podem ser classificadas em
visceral e em tegumentar. Sdo causadas por diferentes espécies do género Leishmania e a
maioria das infecgBes humanas estdo relacionadas com os héabitos e as atividades de
individuos que exploram ou que habitam matas ou florestas. Recentemente, tem ocorrido um
aumento significativo dos casos de leishmaniose em areas urbanas e periurbanas das grandes
cidades do Brasil (SILVA-LOPEZ, 2010).

A principal forma de transmiss@o do parasito para 0 homem e para outros hospedeiros
mamiferos é através da picada de vetores. Os vetores sdo fémeas conhecidas por flebdtomos
hemato6fagos, do género Phlebotomus e Lutzomyia. No Novo Mundo, a espécie mais comum é
a Lutzomyia longipalpis conhecida popularmente como mosquito da terra, mosquito palha,
birigui, entre outros (BASANO; CAMARGO, 2004).

Embora as leishmanioses sejam consideradas doencas rurais, 0 aparecimento destas
enfermidades em grandes centros urbanos e a re-emergéncia em varias cidades do mundo
representam um problema de satde publica (SILVA-LOPEZ, 2010).

Uma das principais aplicacdes da quimica de produtos naturais esta direcionada para a
descoberta de novas substancias com o potencial farmacoldgico, através do estudo de extratos
de plantas ou por meio da sintese de moléculas anadlogas que possam ser, em ambos 0s casos,
produzidos em escala industrial (MORAIS; BRAZ FILHO, 2007). Assim, o uso de plantas

para a obtencdo de novos farmacos tem aumentado devido a necessidade de se combater



33

micro-organismos resistentes aos farmacos sintéticos atuais e maximizar o controle de

doencas endémicas, como é o caso da leishmaniose (SHARIEF et al., 2006).

2.8 CITOTOXICIDADE DE PRODUTOS NATURAIS

Geralmente, os fitoterapicos sdo muito utilizados por serem mais bem tolerados e por
oferecerem menos efeitos colaterais. Além disso, eles sdo mais aceitos pela populacéo devido
ao seu menor custo quando comparados aos medicamentos sintéticos (CALIXTO, 2000).

Porém, muitas plantas medicinais tém sido utilizadas de forma indiscriminada, sem 0s
estudos que demonstrem sua eficacia e sua seguranca. Dessa forma, 0s novos produtos devem
ser analisados por meio de estudos in vitro de cultivo celular, seguidos de experimentos em
animais, para posterior aplicacdo clinica em seres humanos (FACURY NETTO et al., 2004).

O teste de citotoxicidade in vitro visa analisar o efeito tdxico que o material a ser
analisado exerce quando em contato direto com a cultura de células. A avaliacdo quantitativa
da viabilidade celular pode ser realizada por meio de ensaios colorimétricos, utilizando 0s
corantes MTT, brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio) e MTS, 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2-tetraz6lio (MOSMANN,1983).

O MTT é um sal amarelo que é reduzido pela atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial resultando no sal de formazan de cor pdrpura. Esta reducdo ocorre somente nas
células vivas. Desta maneira, a viabilidade celular pode ser determinada pela intensidade da
coloracdo purpura, ja que é proporcional a quantidade de formazam formados (MOSMANN,
1983).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos gerais e especificos, descritos a seguir, foram estabelecidos de modo a
colaborar com a analise farmacogndstica e com a investigacdo das atividades bioldgicas da

espeécie vegetal em estudo.

3.1 GERAIS

Fornecer parametros de qualidade para a droga vegetal e realizar o estudo quimico e

bioldgico do extrato seco e das fracdes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.

3.2 ESPECIFICOS

Realizar a anélise fisico-quimica da droga vegetal;

Determinar a granulometria da droga vegetal pulverizada;

Obter o extrato seco por liofilizacdo e as suas fracGes;

Realizar a triagem fitoquimica preliminar do extrato seco por meio de ensaios
qualitativos;

Realizar a analise quimica do extrato seco e das fraces por Cromatografia em Camada
Delgada;

Realizar a analise quimica do extrato seco e das fragcdes por Espectrometria de Massas;

Determinar o teor de fendis totais e de flavonoides no extrato seco e nas fragdes;

Avaliar a atividade antirradicalar pelo método do poder sequestrante de radicais DPPH
do extrato seco e das fracoes;

Avaliar o poder redutor do extrato seco e das fragoes;

Avaliar a atividade antibacteriana, antifingica e leishmanicida do extrato seco e das
fragdes;

Avaliar a citotoxicidade do extrato seco e das fraces.
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4 MATERIAIS E METODOS

O preparo do material vegetal e as andlises granulométrica e fisico-quimicas foram

realizados no Laboratdrio de Plantas Medicinais e Fitoterapicos da Unifal/MG.

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. foram coletadas as 14 horas, em
Junho de 2012, em um terreno situado a Avenida Afonso Pena, Bairro Jardim Boa Esperanca,
municipio de Alfenas, estado de Minas Gerais, nas coordenadas geograficas: 21°25°22,87”S ¢
45°57°29,420.

A identidade da planta foi confirmada pelo Prof. Dr. Geraldo Alves da Silva. A exsicata
do material botanico foi depositada no Herbario da Universidade Federal de Alfenas, Campus

Alfenas-MG e registrada sob o niamero 2279.

4.1.1 Secagem e moagem

As folhas coletadas foram dispostas em camadas finas, sendo submetidas a secagem em
estufa de circulacéo e de renovacdo de ar (Solab® SL 102) a 45°C, durante 72 horas. O tempo
necessario para a completa secagem foi determinado quando o peso de uma amostra
permaneceu constante durante trés pesagens consecutivas em balanca analitica (Shimadzu®
AY 220). A temperatura da estufa foi controlada por meio de termostato e de termoémetro, 0s
quais garantiram a homogeneidade na temperatura utilizada durante a secagem.

Apdbs a secagem, o material vegetal passou por uma divisdo grosseira seguida pela
pulverizagdo em moinho de facas (Cienlab® CE 430). O p6 obtido foi armazenado em frascos
de vidro &mbar devidamente rotulados.

A figura 7 mostra o fluxograma resumindo os procedimentos empregados no estudo.



Figura 7 - Fluxograma representativo dos procedimentos empregados no estudo.
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- Utilizando solventes com polaridade crescente: hexano, acetato

de etila, butanol e agua.

Obtencéo das
fracdes

Fracdo hexénica
(FrHex)

Fracdo acetato de
etila (FrAcOEt)

Fracdo butandlica Fracdo aquosa
(FrBuOH) (FrAQg)

1

Analises quimicas:

- Cromatografia em camada delgada;
- Espectrometria de massas;

- Determinacdo quantitativa de compostos fendlicos;
- Determinacédo quantitativa de flavonoides.

Anélises bioldgicas:
- Avaliacdo da atividade antirradicalar pelo método do radical DPPH,;

Fonte: Do autor.

- Avaliacdo do poder redutor;

- Avaliacdo da atividade antimicrobiana;

- Avaliacdo da atividade leishmanicida;
- Avaliacéo da citotoxicidade.
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4.1.2 Determinacéo da granulometria

O po obtido ap6s a moagem foi padronizado quanto ao seu tamanho médio de particula.
A anélise granulométrica do material vegetal pulverizado da espécie foi executado segundo
critérios descritos na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010), utilizando o agitador de
Tamises para a Analise Granulométrica — Eletromagnético (BerTel®), com os tamises
superpostos de malhas 250, 355, 500, 710 e 850 um, partindo-se do menor ao maior diametro.

Inicialmente, calibrou-se as intensidades das vibragdes. Foram pesados 50 g da droga
vegetal pulverizada ¢ transferidos para o tamis de malha 250 pum (inferior) para serem
submetidos a passagem forgada nas intensidades de vibragdo 3, 5, 7 e 9, com o tempo ajustado
em 2 minutos. Verificou-se que a vibragdo mais adequadas para a analise granulométrica, ou
seja, a vibracdo que apresentou o maior rendimento foi a 7 para o p6 das folhas.

Com a vibragdo pré-estabelecida, 150 g da droga vegetal pulverizada foram transferidos
para o tamis de malha 850 pum (superior) e submetidos a agitagdo por 20 minutos. Em
seguida, as quantidades de pds retidos em cada tamis foram pesadas e os tamanhos médios
das particulas foram mensurados. Apos a tamisacdo, o percentual de particulas retidas em
cada tamis foi representado na forma de histogramas, a distribuicdo das particulas foram
expressas pela referéncia a abertura nominal da malha dos tamises utilizados.

Para o célculo do tamanho médio das particulas (tm) foi utilizada a seguinte expressao,
dada por Ansel, Popovich e Allen (2000):

tm = X (% retida).(abertura média)
100

4.1.3 Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal

As folhas pulverizadas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. foram submetidas a
ensaios fisico-quimicos referentes ao controle de qualidade da matéria-prima vegetal, de
acordo com as metodologias propostas a seguir. Todos os testes foram realizados em triplicata

e os resultados expressos como a média + desvio padréo (DP).
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4.1.3.1 Determinacéo do pH

Uma solucdo a 1% (p/v) do po6 da droga vegetal pulverizada em agua foi aquecida até
ebulicdo em chapa-elétrica por 5 minutos. Apos este tempo, a solucéo foi filtrada em algodéo.
Apo6s o resfriamento mediu-se o pH do filtrado e da &gua utilizando o potencidmetro
previamente calibrado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.1.3.2 Determinacdo da densidade aparente

Para este teste, utilizou-se uma proveta de 250 mL previamente pesada. Preencheu-se a
proveta com a da droga vegetal pulverizada até a marca de 250 mL. Em seguida, a proveta
cheia foi novamente pesada. Do peso final, foi subtraido o peso da proveta vazia e em seguida
foi calculada a densidade aparente ndo compactada do pé por meio da relagdo massa/volume
do p6 (MARTINS e SACRAMENTO, 2004).

4.1.3.3 Determinacdo da perda por secagem

Cerca de 100 g do material vegetal fresco foram colocados para secagem em estufa de ar
circulante a temperatura de 45°C. O material vegetal foi pesado diariamente até o peso
constante e os resultados foram expressos em perda de substancias volateis e/ou de agua
percentual, pela média de trés determinacfes (MELLO e PETROVICK, 2000).

4.1.3.4 Determinacdo da perda por dessecagao

Cerca de 3 g da droga vegetal pulverizada foi transferida para o pesa-filtro previamente
dessecado durante 30 minutos. Apos resfriamento em dessecador, o pesa-filtro com a amostra

foi tampado e pesado. Agitou-se o pesa-filtro brandamente para distribuir a amostra da
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maneira mais uniforme possivel, a uma altura ideal de 5 mm. Em seguida o pesa-filtro foi
colocado na estufa, retirou-se a tampa, deixando-a também na estufa. A amostra foi seca a
105°C pelo prazo determinado de 2 horas. ApoOs esfriar até a temperatura ambiente em
dessecador, o pesa-filtro foi pesado. A operacdo foi repetida até o peso constante
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A porcentagem de perda por dessecacdo é dada

pela equacdo:

Pu — Ps

X1
Pa 00

em que:
Pa = peso da amostra,

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacao,
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao.

4.1.3.5 Determinacdo de cinzas totais

Pesou-se 3 g da droga vegetal pulverizada e transferiu-se para o cadinho previamente
tarado. A amostra foi distribuida uniformemente no cadinho e incinerada gradativamente, a
temperatura no maximo de 600 + 25°C, até que todo o carvéo fosse eliminado. O gradiente de
temperatura (30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C) foi utilizado.
Em seguida, o cadinho foi resfriado em dessecador e pesado. A porcentagem de cinzas foi
calculada em relacéo a droga seca ao ar (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.1.3.6 Determinacdo de cinzas insolGveis em acido

O residuo obtido na determinacdo de cinzas totais foi fervido durante 5 minutos com 25
mL de &cido cloridrico a 7% (p/v) em cadinho coberto com vidro de relégio. O vidro de
relégio foi lavado com 5 mL de agua quente, juntando a dgua de lavagem ao cadinho. O

residuo insoltvel em acido foi recolhido, sobre o papel de filtro, isento de cinza, lavando-o
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com a agua quente até que o filtrado mostrou-se neutro. O papel de filtro contendo o residuo
foi recolhido para o cadinho original, seco sobre a chapa quente e incinerado a cerca de 500°C
até o peso constante. A porcentagem de cinzas insoltveis em &cido foi calculada em relacdo a
droga seca ao ar (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.1.3.7 Determinagdo do teor de extrativos

Pesou-se 4,0 g de droga vegetal pulverizada em erlenmeyer. Adicionou-se 100 mL do
liquido extrator e pesou-se para obter o peso total, incluindo o frasco. Agitou-se e deixou
descansar por 1 hora. Em seguida, o erlenmeyer foi acoplado ao condensador de refluxo,
sendo submetido a aquecimento por 1 h, depois de esfriado, pesou-se. Apos o refluxo, o peso
original foi corrigido com o solvente especificado no ensaio para a droga vegetal. Misturou-se
bem e filtrou-se. Transferiu-se 25 mL do filtrado para uma céapsula de porcelana tarada,
deixando sob a evaporacdo até secura em banho de agua a 105°C por 6 h, esfriou-se em
dessecador por 30 min e, imediatamente, pesou-se. A porcentagem de materiais extraidos foi
calculada em mg/g de material seco (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2 PREPARO DO EXTRATO SECO E DAS FRACOES

Os preparos do extrato seco e das fragdes e as andlises quimicas qualitativas e
quantitativas foram realizados no Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoterapicos da
Unifal/MG.

4.2.1 Extrato seco

As solugdes extrativas foram obtidas por meio do método de extracdo exaustivo de
percolacdo simples segundo Prista, Alves e Morgado (2008). O processo teve inicio com 0

intumescimento prévio do pé com etanol 70% (v/v) durante 1 hora fora do percolador. Apés
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esse periodo, o percolador foi empacotado com a mistura (pé + etanol 70% v/v). O
empacotamento foi feito de forma mais homogénea possivel, evitando a formacao de bolhas
ou de buracos no conteudo alocado dentro do percolador. O &lcool 70% foi adicionado aos
poucos, até cobrir a superficie do pd, a mistura foi deixada em maceracédo por 48 horas. Apés
este periodo procedeu-se a percolacao na vazdo de 1,0 a 2,0 mL/min.

Ap0s a extracdo, os percolados foram concentrados em rotaevaporador (Fisatom® 801),
a temperatura de 50°C. O extrato hidroetandlico concentrado foi transferido para vidros
tarados e armazenados em geladeira até o0 momento da secagem em liofilizador (Liotop®
L101).

Posteriormente, o extrato hidroetandlico foi congelado e submetido ao processo de
liofilizac&o nas condigdes ideais de pressdo (380 uHg), de temperatura (-40°C) e de tempo de
liofilizacdo (72 horas). O rendimento do extrato seco foi calculado pela expressdo:
Rendimento (%) = (massa do extrato seco/massa do material vegetal) x 100. Ap6s a obtencéo
do extrato seco, o produto foi acondicinado em frascos @mbar, hermeticamente fechados, e

mantidos em dessecador provido de silica, até 0 momento de uso.

4.2.2 Obtencéo das fragoes

Uma aliquota de 5 g do extrato seco foi solubilizada em 250 mL de agua. Esta solucéo
foi transferida para um funil de separacdo e submetida ao processo de extracdo liquido—
liquido (particdo) com hexano:agua (1:1, v/v) (quatro vezes), seguido por acetato de
etila:agua (1:1, v/v) (quatro vezes) e por butanol:dgua (1:1, v/v) (quatro vezes). Apds a
extracdo, as fragdes foram concentradas em rotaevaporador (Fisatom®) até a eliminacdo do
solvente organico e posteriormente, concentradas até secura em capela, obtendo-se as fracGes
hexanica (FrHex), acetato de etila (FrAcOEt), butandlica (FrBuOH) e aquosa (FrAq). Os
rendimentos das fracGes foram calculados com base na massa de residuo seco obtido em

relacdo a aliquota inicial do extrato seco.
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4.3 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR

A deteccao dos principais grupos de substancias presentes no extrato seco foi obtida por
meio de rea¢Oes quimicas qualitativas, que resultaram no desenvolvimento de coloragéo e/ou
de precipitado caracteristico. Os testes foram realizados em triplicata, segundo as

metodologias propostas a seguir.

4.3.1 Taninos

Uma aliquota de 1 g de extrato seco foi dissolvida em 10 mL de &gua destilada. Em
sequida realizou-se a filtragdo em papel de filtro. Separou-se cinco porgdes de 2 mL em tubos
de ensaios e adicionou-se separadamente 1 a 2 gotas dos seguintes reativos: solucao alcodlica
de cloreto férrico a 1% (m/v), acetato de cobre 3% (m/v), solucdo de gelatina 2,5% (m/v),
cloridrato de quinino 5% (m/v), e solucdo alcodlica de vanilina 1% (m/v) (CARDOSO,
2009).

4.3.2 Alcaloides

Uma aliquota de 1 g do extrato seco foi dissolvida em 5 mL de solugdo de acido
cloridrico a 5% (v/v). Em seguida realizou-se a filtracdo em papel de filtro. Separou-se quatro
porcdes de 1 mL em tubos de ensaio e adicionou-se separadamente 3 gotas dos seguintes
reativos: Mayer, Bouchardat, Dragendorff e Bertrand (CARDOSO, 2009).

4.3.3 Flavonoides

Uma aliquota de 1 g do extrato seco foi dissolvida em 5 mL de etanol. A mistura foi
filtrada e testada com: solucéo alcodlica de cloreto de aluminio a 5% (m/v), solucéo alcodlica
de cloreto férrico 1% (m/v) e pelo reagente de Shinoda (CARDOSO, 2009).
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4.3.4 Antraquinonas

Uma aliquota de 1 g do extrato seco foi dissolvida em 5 mL de etanol. A mistura foi
filtrada e em seguida foram realizadas as reagdes de Bortranger direta (pesquisa de
antraquinonas livres) e de Bortranger indireta (para pesquisa de O-heterosideos e C-
heterosideos) (CARDOSO, 2009).

4.3.5 Saponinas

Saponina espumidica: 0,5 g do extrato seco foi dissolvido em 5 mL de agua destilada.
Em seguida, dilui-se para 15 mL e agitou-se vigorosamente durante 2 min em tubo fechado. E
considerado um resultado positivo quando a camada de espuma permanecer estavel por mais
de meia hora.

Saponina hemolitica: 0,5 g do extrato seco foi dissolvido em 2 mL de solugédo de etanol
a 80%. Preparou-se 20 mL de suspensdo de hemacias a 5% (v/v) em solucdo de cloreto de
sodio 0,85% (m/v). Misturou-se 10 mL da suspensdo a 1 mL do extrato em solucdo etandlica,
homogeneizou-se cuidadosamente, deixando em repouso durante 5 min. Repetiu-se 0 mesmo
procedimento para os 10 mL de suspensao restante, porém, substituindo o extrato em solucdo
por solucdo de cloreto de sodio 0,85%. Centrifugou-se as duas preparacdes durante 5 min a
3500 rpm. A coloracdo vermelha ou résea no liquido sobrenadante, é considerada evidéncia

de hemolise, quando comparada ao teste em branco (BARBOSA et al., 2001).

4.3.6 Polissacarideos

Uma aliquota de 1 g de extrato seco foi dissolvida em 10 mL de agua destilada. Em
seguida realizou-se a filtragdo em papel de filtro. Separou-se cinco porgdes de 2 mL em tubos
de ensaios e adicionou-se separadamente 1 a 2 gotas dos seguintes reativos: Benedict
(presenca de agucares redutores); Fehling e Tollens (presenca de aldoses); Molish (agucares

no geral) e floroglucinol (presenca de pentoses) (BARBOSA et al., 2001).
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4.3.7 Esteroides e triterpenoides

Uma aliquota de 1 g do extrato seco foi dissolvido em 10 mL de cloroférmio. Em
seguida realizou-se a filtracdo em papel de filtro. O filtrado foi dividido em trés porcdes de 2
mL em tubos de ensaio e realizou-se as reagOes de: Liebermann-Burchard; Baljet e Keller-
Kiliani (CARDOSO, 2009).

4.4 ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

O extrato seco e as fragdes foram dissolvidos em metanol a fim de se obter uma
concentracdo de 1 mg/mL, em seguida 10 pl de cada amostra foram aplicados a 0,5 cm da
base de placas de aluminio com silica gel 60 Fys4 (5 X 5 cm).

Foram utilizadas como fase movel dois sistemas de solventes: cloroférmio:metanol:n-
propanol:agua (5:6:1:4, fase orgénica) e cloroférmio:metanol:agua (43:37:20, fase orgénica),
nos quais as placas foram eluidas. Os solventes percorreram 4 c¢cm a partir do ponto de
aplicacdo das amostras. Em seguida, as cromatoplacas foram reveladas com o anisaldeido
sulfurico e aquecidas em estufa a 100 °C. As classes de substancias foram determinadas pela
comparacdo das coloragdes das manchas observadas nas placas quando reveladas, com as
coloragdes das classes descritas na literatura (WAGNER; BLANDT; ZGAINSKY, 2009).

4.5 ANALISE QUIMICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As analises por espectrometria de massas foram realizadas no Laboratério de
Biodiversidade e Sustentabilidade da Universidade Estadual de S&o Paulo (Unesp), Campus
Experimental do Litoral Paulista.

Os espectros de massas foram obtidos no Espectrometro de Massas LTQ XL da Thermo
Scientific Linear 2D, equipado com o dispositivo de insercéo direta da amostra via anélise por
injecdo em fluxo continuo (FIA). O extrato e as fragbes foram analisados no modo de
ionizacdo por electrospray (ESI) e as fragmentacdes em multiplos estagios (MS? MS®)
realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a

geracdo e a andlise dos espectros de massas em primeira-ordem (MS), bem como para 0s
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demais experimentos em multiplos estagios (MS"), sob as seguintes condi¢des: voltagem do
capilar -41 V, voltagem do spray -5 kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N,)
fluxo 60 (unidades arbitrérias). A faixa de aquisi¢do foi m/z 50-2000, com dois ou mais

eventos de varredura realizados simultaneamente no espectrémetro de massas LTQ XL.

4.6 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

A determinacgdo do teor de fenois totais foi feita em espectrofotdbmetro Shimadzu TCC
240 A no comprimento de onda de 750 nm, de acordo com Singleton; Orthofer e Lamuela-
Raventos, (1999).

Aliguotas das amostras foram diluidas em etanol absoluto para se obter uma
concentracdo de 500 pg/mL. A 0,5 mL de cada amostra foram adicionados 2,5 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau 10% (v/v) e em seguida, foram acrescentados aos tubos 2,0 mL
de carbonato de sédio (Na,COz3) a 4% (m/v). Os tubos foram agitados para a homogeneizacgéo
e mantidos em repouso. Apds 2 horas de incubacao a temperatura ambiente e ao abrigo da luz,
a absorbancia foi mensurada em espectrofotobmetro a 750 nm (correspondente ao pico de
absorcdo dos 6xidos de molibdénio e de tungsténico), ajustando o zero de absorbancia com a
solugcdo do branco, constituida por todos os reagentes e 0,5 mL de etanol absoluto, que
substitui a solucdo da amostra.

Os mesmos procedimentos foram realizados com o acido galico em solugdo etandlica,
nas concentragdes de 5, 10, 20, 40, 80, 100 pug/mL, a fim de se obter a curva analitica: C =
75,25. A + 0,933, onde C é a concentracdo de acido galico, A € a absorbancia a 750 nm e o
coeficiente de correlacdo R = 0,999. A quantidade de fendis foi determinada por interpolacéo
da absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo e os valores foram expressos como
equivalentes de acido galico (mg de acido galico/g de amostra). As analises foram realizadas

em triplicata.

4.7 DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES

A determinacdo do teor de flavonoides foi realizada em Espectrofotdmetro Shimadzu
TCC 240 A no comprimento de onda de 425 nm, de acordo com Kalia et al. (2008).
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As aliquotas das amostras foram diluidas em etanol absoluto para se obter as
concentragdes de 1000 pg/mL. A 0,5 mL de cada amostra foram adicionados 1,5 mL de
etanol absoluto, em seguida foi adicionado 0,1 mL da solu¢do de cloreto de aluminio
(AICI3.6H,0) 10% (m/v) e posteriormente 0,1 mL de acetato de potassio (CH;COOK) 1M
(m/v). O volume da solucédo foi completado para 5 mL com 2,8 mL de &gua destilada. Os
tubos foram agitados para a homogeneizagdo e mantidos em repouso por 30 minutos. Por
ultimo, foram feitas as leituras em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 425 nm,
correspondente ao pico de absor¢do do quelato quercetina-aluminio, ajustando o zero de
absorbancia com a solugédo do branco, constituida por todos os reagentes e 0,5 mL de etanol
absoluto, que substitui a solu¢do da amostra.

Os mesmos procedimentos foram realizados com a quercetina em solucgdo etandlica, nas
concentrages de 5, 10, 20, 40, 80, 100 pg/mL, a fim de se obter a curva analitica: C = 138,9.
A + 0,359, onde C ¢ a concentracdo de quercetina, A é a absorbancia a 425 nm e o coeficiente
de correlagdo R = 0,999. A quantidade de flavonoides foi determinada pela interpolagéo da
absorbancia das amostras contra a curva de calibragdo e os valores foram expressos como
equivalentes de quercetina (mg de quercetina/g de amostra). As analises foram realizadas em

triplicata.

4.8 ANALISE QUALITATIVA DA ATIVIDADE ANTIRRADICALAR

O extrato seco e as fracdes foram dissolvidos em metanol a fim de se obter uma
concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida 10 pl de cada amostra foram aplicados a 0,5 cm da
base de uma placa cromatografica de aluminio com silica gel 60 F,s4 (5 x 5 cm). A placa foi
eluida em CHCI3:MeOH:H,0 (43:37:20, fase organica) e ap6s a secagem, foi nebulizada com
solucdo de 0,4 mmol/L do radical DPPH em etanol (SOLER-RIVAS; ESPIN; WICHERS,
2000) e foi observada até o aparecimento de manchas amarelas sob fundo de coloracéo

purpura, indicativo de possivel atividade antirradicalar.
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4.9 ANALISE QUANTITATIVA DA ATIVIDADE ANTIRRADICALAR

A medida da atividade sequestrante de radicais DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) do
extrato seco e das fragdes foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Yen, Chang,
Duh (2005), com modificagbes, monitorando-se o consumo do radical DPPH pelos
componentes das amostras, através da medida do decréscimo da absorbancia de solucdes de
diferentes concentracdes.

Foram preparadas as solugfes das amostras em etanol nas concentragdes de 400 pg/mL,
200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,125 pg/mL, 1,56
pg/mL, utilizou-se como padrdes de acido ascorbico e de BHT nas mesmas concentracGes das
amostras. Adicionou-se 2,0 mL da solucdo das amostras a serem testadas a 0,5 mL de solucdo
do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (0,5 mM). A mistura foi agitada
vigorosamente e mantida em repouso, sob a prote¢do de luz, por 30 minutos. Logo apds,
foram feitas as leituras das absorbancias a 517 nm em espectrofotémero UV/Vis ajustando o
zero de absorbancia com a solucdo do branco, constituida de todos os reagentes e 2 mL de
etanol absoluto, que substitui a solucdo das amostras. A propriedade de sequestro foi
calculada em porcentagem de radicais DPPH sequestrados, usando a seguinte equagéo:

Sequestro de radical DPPH (%) = [(absorbancia do branco — absorbéancia da

amostra)/ (absorbancia branco)] x 100.

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em % de sequestro
do radical DPPH e pelo CEsy.

4.10 AVALIACAO DO PODER REDUTOR

A avaliacdo do poder redutor do extrato seco e das fracGes foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Yildrim, Oktay e Bilaloglu (2001) apud Yildrim, Mavi e Kara
(2001) com modificacbes. Foram preparadas as solugdes das amostras em etanol nas
concentracdes de 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL e 25 pg/mL. Utilizou-se
como padrbes o acido ascorbico e 0 BHT nas mesmas concentra¢cBes das amostras. Uma

aliquota de 1,0 mL de amostra foi transferida para tubos de ensaio de 25 mL. A esta aliquota
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foram adicionados 2,5 mL de tampéo fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 ml de ferricianeto de
potéssio (Ks[Fe(CNe)]) (1%, m/v). A mistura foi incubada em banho-maria a 50°C por 30
minutos. Uma por¢do de 2,5 mL de &cido tricloroacético (10%, m/v) foi adicionada a solucéo
no tubo de ensaio, com posterior agitacdo. Em seguida, 2,5 mL da mistura foram pipetados e
transferidos para outro tubo de ensaio, no qual foram adicionados 2,5 mL de agua destilada e
0,5 mL de cloreto férrico (FeCls) (0,1%, m/v). A leitura da absorbéancia foi realizada a 700 nm

em espectrofotdbmetro UV/Vis.

4.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no laboratorio de Microbiologia Bésica da
Universidade Federal de Alfenas (Unifal-MG).

4.11.1 Método de difusdo em &gar

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi utilizada a metodologia proposta no
documento M7-A6 (CLSI, 2003) para as bactérias, M24-A2 (CLSI, 2011) para as
micobactérias e M44-A2 (CLSI, 2009) para os fungos.

O extrato seco e as fragbes foram dissolvidos em agua destilada a fim de se obter a
concentracdo de 50 mg/mL. Adicionou-se gotas de DMSO as amostras que nao se
dissolveram completamente em agua Foram preparadas placas de dgar Muller-Hinton para as
bactérias e agar Muller-Hinton com 1% (v/v) de glicose para as leveduras e, posteriormente
foram feitos os pocos de 4 mm de diametro na superficie do 4gar com auxilio de um tubo de
metal.

As suspensfes microbianas foram preparadas em soro fisiologico com a turvacao
correspondente ao tubo 0,5 da Escala de Mac Farland. Estas suspensdes foram inoculadas nas
superficies do dgar com o auxilio de swab. Apds a secagem do indculo, foram colocados 40
ul do extrato e das fracdes estéreis nos pogos. Foram utilizados como controle positivo uma
solucéo de gluconato de clorexidina a 0,12% (v/v) e como controle negativo agua destilada

estéril. As placas foram incubadas a 37 °C, por 24 horas, exceto as placas com os fungos, que
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permaneceram incubadas por 48 horas. Apds a incubacdo foi feita a leitura dos halos de
inibicdo do crescimento microbiano em volta dos pocos, utilizando uma régua milimetrada.
Para a atividade antimicobacteriana foi utilizada a técnica de difusdo em meio
Middlebrook 7H10 Agar adicionado de Middlebrook OADC Enrichment. As suspensdes de
micobactérias foram preparadas em soro fisiolégico com a turvacao correspondente ao tubo
0,5 da Escala de Mac Farland. Estas suspensdes foram inoculadas no Agar Middlebrook 7
H10, apds a secagem do indculo, os discos de papel de filtro secos, anteriormente embebidos
com 10 pL do extrato e das fragdes (50 mg/mL) foram colocados na superficie do meio,
utilizando como controle positivo a Rifamicina 30 pg e como controle negativo a agua
destilada. As culturas foram incubadas a 37° C por 28 dias. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.

4.11.2 Micro-organismos avaliados

Os micro-organismos utilizados para a pesquisa foram as cepas-padrdo (American Type
Culture Colection) mantidas no laboratorio de Microbiologia da Unifal-MG e recomendadas
para testes de suscetibilidade a antimicrobianos (CLSI, 2009), constaram de bactérias Gram-
negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Proteus mirabilis (ATCC 25922), Salmonella tiphy (ATCC 14028), Enterobacter cloacae
LMI-Unifal; bactérias Gram-positivas: Enterococcus faecalis (ATCC 51299), Micrococcus
luteus (ATCC 9341), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Bacillus cereus (ATCC 11778); fungos: Candida albicans (ATCC 10231) e Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 2601) e as micobactérias: Mycobacterium tuberculosis ATCC
25177(H37Ra) e Mycobacterium bovis (amostra BCG).

4.11.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinagdo da concentracdo inibitdria minima foi determinada nas amostras que
apresentaram a atividade inibitéria de crescimento microbiano no teste de difusdo em agar, de
acordo com o documento M27A3 (CLSI, 2008). O extrato seco e as fragcdes foram dissolvidos

em agua estéril a fim de se obter a concentracao inicial de 25 mg/mL. A partir desta, foram
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realizadas as dilui¢cbes até a concentracdo de 0,025 mg/mL. Foram adicionadas gotas de
DMSO as amostras que ndo se dissolveram completamente em &gua. Os testes foram
realizados em microplacas estéreis de 96 orificios. As linhas de A a H, da coluna de 1
(Figura 8), foram preenchidos com 100 pL do caldo Mueller Hinton duas vezes concentrado
estéril e 100 pL das amostras, os orificios de B a H das colunas 2 a 10 foram preenchidos
com 100 pL do caldo Mueller Hinton uma vez concentrado. Apos isso, prosseguiram-se as
diluicdes da coluna 1 a 10, de modo que obtivesse concentracGes decrescentes do extrato e
das fracdes. Sequencialmente, foram adicionados nos orificios de B a H, das colunas 1 a 11,
10 pL da suspensdo microbiana com a turvacdo equivalente ao tubo 0,5 da Escala Mac
Farland. Foram reservados os orificios para os controles, sendo: os orificios da linha A, das
colunas de 1 a 12 para o controle de estabilidade do extrato e das fra¢des; os orificios de B a
H da coluna 12 para o controle de estabilidade do meio de cultura; os orificios B a H da
coluna 11 para o controle de crescimento microbiano. As placas foram incubadas a 37°C por

24 horas. A leitura foi feita a partir do Gltimo tubo onde ndo houve a turvagéo.

Figura 8 - Esquema de diluicdo seriada em microplaca de 96 orificios, mostrando a distribuicdo das linhas e
colunas, utilizada para a avaliacéo da CIM.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
" 000000000000

B ONONOIONONOCACROROROXORO. (© Controle de esterilidade dos extratos
CcCOO0O 000000 OOOO , o
D O O O O O O O O O O O O O Controle de crescimento microbiano
E O O O O O O O O O OO O O Controle de esterilidade do meio
FOOOOOOO0OOO0OO0O0
cCO0O0O00O0OO0OO0OOOOOO

"OO0O 0000000000

125 6,25 312 15 08 04 02 01 005 0025 (mg/mL)
Fonte: Do autor.

4.11.4 Avaliacdo da atividade total, do indice de susceptibilidade e do percentual de
atividade.

A atividade antimicrobiana total (AT) foi calculada como a razdo entre a quantidade (em
mg) do material extraido, por 1 g de planta e a concentracdo inibitoria minima (ELOFF,
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2004). O indice de susceptibilidade foi calculado como a razdo entre o numero de extratos
efetivos contra cada micro-organismo e o total de extratos vegetais testados. O percentual de
atividade foi calculado como a razéo entre nimero de cepas susceptiveis aos extratos vegetais
e o total de cepas microbianas testadas. Os resultados foram multiplicados por cem e

expressos em porcentagem (BONJAR, 2004).

4.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA CONTRA PROMASTIGOTA

Os ensaios da atividade leishmanicida foram realizados no Laboratério de Biologia
molecular da Unifal-MG.

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269),
foram cultivadas em placa de 24 pocos em meio Schneider's Drosophila suplementado com
10% (v/v) de soro bovino inativado e 1% de penicilina (10000 pL/mL)/estreptomicina (10
mg/mL). Os parasitas foram coletados, ressuspensos em meio alcalino, contados em camara
de Neubauer e ajustados a concentragdo de 1x10° células/mL. O extrato seco e as fragBes
foram dissolvidos em DMSO (0,6%, v/v) em concentra¢des variando de 0,1 a 40 pg/mL e
foram adicionados as culturas de promastigotas a 1x10° células/mL, em seguida foram
incubados a 25°C. Ap0s 72 horas de incubacéo, os parasitas sobreviventes foram contados em
camara de Neubauer e comparados com os controles, com apenas DMSO na concentracdo de
0,6% (v/v) (PEREIRA et al., 2010). Todos os testes foram realizados em triplicata e a

anfotericina B foi utilizada como o medicamento de referéncia.

4.13 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Para a avaliagdo da citotoxicidade, foram utilizados os macrd6fagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37°C e 5% de CO,, dispostos em placas de 24 pocos na
raz&o de 8x10° por poco, aos quais foram adicionados o extrato e as fracdes a serem avaliados
em varias concentragdes (0,1 a 160 pg/mL) e incubados por 72 horas. Apds o periodo de
incubacgéo foram adicionados 50 pL de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
brometo) a cada pogo, com nova incubacdo por 4 horas. As células foram lisadas com DMSO
e avaliadas em espectrofotdbmetro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm
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comparando ao controle sem adicdo de drogas (PEREIRA et al., 2010). Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.14 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Sisvar Versdo 5.3/DEX-
UFLA (Copyrigth, 1999-2010), onde se realizou a Analise de Variancia (ANAVA) seguida
do teste de Scott e Knott (1974) em nivel de significancia de 5%.

As andlises de correlagdo foram realizadas no software BioEstat, Versdo 5.0 e 0s

resultados foram obtidos pelo coeficiente de correlacdo de Spearman (r).



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussdo foram apresentados de acordo com as sequéncias
apresentadas nas metodologias.

5.1 ANALISE GRANULOMETRICA

A granulometria do po obtido das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.
permite afirmar que a maior parte das particulas encontra-se entre a faixa granulométrica de
250 pum a 500 pm, como apresentado na Figura 9.

Figura 9 - Distribuicdo da porcetagem do p6 das folhas de Raphanus sativus var.
oleiferus Metzg. retido em cada tamis.

Granulometria do p6 das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.
45,00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 — —

0 250 355 500 710 850

Teor da amostra %

Abertura (um)

Fonte: Dados do autor.

De acordo com as especificacdes da FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010), o p6 das
folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. obtido em moinho de facas pode ser
classificado como um pd moderadamente grosso, o qual se refere aquelas particulas que
passam quase em sua totalidade pelo tamis com a abertura nominal de malha de 710 pum e, no
maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 250 pm.

Os pds de tamanho maior, como o0s desta classificacdo, favorecem o0s processos
extrativos, pois as particulas muito finas podem aderir as particulas maiores, aumentando a

viscosidade do meio e isso impede a penetracdo de solventes. O p6 moderadamente grosso
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também apresenta a vantagem de evitar a formacao de aglomerados, ja que as particulas muito
pequenas quando em contato com o liquido extrator podem entupir os filtros de percoladores
durante os processos de extracdo (MENDES et al., 2011).

Tendo em vista que o processo de moagem resulta em particulas irregulares,
determinou-se também o tamanho médio das particulas através das determinacdes

granulométricas apresentada na tabela 1.

Tabela 1 - Calculo do tamanho médio das particulas das folhas pulverizadas de Raphanus sativus var. oleiferus

Metzg.
Abertura da malha Abertura média Peso retido * () Peso retido % % retida x abertura
(um) (mm) média
0** 0,125 46,06 42,76 5,35
250 0,3025 27,749 26,92 8,14
355 0,4275 28,986 17,64 7,54
500 0,605 33,253 8,97 5,43
710 0,780 8,108 2,28 1,78
850 0,850 5,844 1,43 1,22

150 100 29,45

*Média de trés determinagdes.
**Fundo coletor.
Fonte: Dados do autor.

O valor do tamanho médio das particulas do p6 apresentado foi de 0,2945 mm. A
granulometria do material vegetal pulverizado interfere no rendimento final do extrato, quanto
ao teor de extrativos. Quanto maior a superficie de contato da droga vegetal com o liquido
extrator, maior o rendimento (MIGLIATO et al., 2007). Portanto, a avaliacdo granulomérica
do material vegetal pulverizado é um parametro imprescindivel a ser estabelecido, visto que

representa a influéncia direta sobre a eficiéncia do processo extrativo (SIMOES, 2010).

5.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA DROGA VEGETAL

Tendo em vista as exigéncias da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL,
2010) e a inexisténcia de estudos de controle da qualidade da droga vegetal Raphanus sativus

var. oleiferus Metzg, descreveu-se o seu perfil fisico-quimico, de modo que pudesse colaborar
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com os preceitos da qualidade para o uso da droga vegetal proposta como matéria-prima ou

insumo fitoterapico. Os resultados foram apresentados na tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacéo fisico-quimica da droga vegetal.

Pardmetros Resultados *
pH 5,46 £ 0,05
Densidade aparente (g/mL) 0,340 £ 0,002
Perda por secagem (%) 89,28 + 0,94
Perda por dessecacao (%) 6,5+0,18
Cinzas totais (%) 18,04 £0,12
Cinzas insolUveis em &cido (%) 0,32 £0,09
Teor de extrativos em &gua (mg/g) 735+12,1
Teor de extrativos em alcool 70% (mg/g) 309,0 + 26,4

* Resultados expressos como a média de trés determinacGes + desvio padréo.
Fonte: Dados do autor.

O valor de pH da droga foi de 5,46 (Tabela 2), utilizando-se a agua com pH de 6,56, o
que sugere a presenca de substancias acidas no insumo estudado (HUBINGER;SALGADO;
MOREIRA, 2009). Os niveis de pH podem afetar a atividade de antimicrobianos
(VOLPATO, 2005), sendo assim, o seu conhecimento tem correlacdo direta com a capacidade
do fitoterdpico interferir no desenvolvimento de micro-organismos. Segundo Carvalho
(2008), o pH dos insumos fitoterapicos estdo de acordo com a RESOLUCAO DA
DIRETORIA COLEGIADA (RDC) n° 14/2010 (BRASIL, 2010) quando se encontram entre
os valores de 4 e 6.

O valor da densidade aparente foi de 0,340 g/mL (Tabela 2), esta determinacéo
constitui-se uma exigéncia estabelecida pela RDC n° 14/2010 (BRASIL, 2010). As variac¢oes
no resultado dessa analise podem estar relacionadas a reducdo do tamanho das particulas,
portanto a granulometria do material vegetal representa a influéncia direta sobre a
determinacdo da densidade aparente. Particulas com maior grau de divisdo tendem a ocupar
um menor volume, dessa forma necessita-se de uma maior massa de droga vegetal para
ocupar um dado volume determinado, apresentando assim uma maior densidade aparente
(SALVIJUNIOR, 2013).

Concomitantemente ao processo de secagem da espécie vegetal determinou-se a perda

de &gua e/ou de substancias volateis. A estabilizacdo de uma amostra de 100 g da droga
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vegetal deu-se ap6s 72 horas do inicio do processo de secagem, com a obtencdo de uma massa
constante de 10,72 g, ap0s trés pesagens consecutivas. O resultado obtido foi de 89,28% de
perda de agua e/ou de substancias volateis durante a secagem (Tabela 2). A determinagdo da
perda por secagem tem o objetivo de impedir que a droga permaneca Umida apds uma
secagem ineficiente ou que ocorra a deterioracdo dos compostos metabolitos secundarios de
Interesse por secagem excessiva.

A perda por dessecacdo expressa o percentual de umidade residual da droga vegetal
seca. O valor obtido na analise foi de 6,5% (Tabela 2), este resultado ndo ultrapassou o valor
maximo de 14%, estabelecido pela FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010), portanto é
possivel inferir quanto a sua estabilidade microbioldgica e quimica, uma vez que os teores de
umidade acima do especificado possibilitam o desenvolvimento de fungos e de bactérias, a
hidrolise e a atividade enzimética com consequente deterioracdo de constituintes quimicos
(HUBINGER; SALGADO; MOREIRA, 2009).

Os valores obtidos nas anélises de cinzas totais e de cinzas insolUveis em acido foram
18,04% e 0,32%, respectivamente (Tabela 2). A literatura ndo relata valores limites de cinzas
totais e de cinzas insolveis em acido em espécies do género Raphanus, sendo assim, esses
valores podem ser utilizados como parametros para as pesquisas posteriores. O principal
objetivo da determinacdo de cinzas totais é a verificacdo de impurezas inorgénicas nao
volateis que podem estar presentes como contaminantes. As cinzas insolGveis em &cido sdo
indicativas da presenca de terra, pois representa a porcentagem de silicatos devendo estes ser
quantificados para uma melhor padronizacdo da droga vegetal e evitar os efeitos adversos
pelo seu uso, portanto o método destina-se & determinacéo de silica e constituintes silicicos da
droga (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

As substancias extrativas obtidas de drogas vegetais dependem de sua propria natureza
e/ou da classe das substancias de interesse e, do solvente utilizado no processo de extracao
dessas substéancias, os resultados do teor de extrativos demonstraram que a extracdo com
etanol/agua foi mais eficiente (309 mg/g) que a extracdo utilizando somente a agua (73 mg/g)
(Tabela 2).

A importancia do estabelecimento de parametros referentes aos controle de qualidade do
material vegetal garante a confiabilidade nos resultados obtidos nos ensaios quimicos e
bioldgicos, para que a droga seja futuramente utilizada com finalidade fitoterapica (SALVI
JUNIOR, 2013).
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5.3 RENDIMENTO DO EXTRATO SECO E DAS FRACOES

O rendimento do extrato seco foi de de 29,198%, os rendimentos das fracdes obtidas por
particdo liquido-liquido a partir de 5 gramas do extrato seco estdo apresentados na tabela 3,
observa-se que a fragdo butandlica apresentou o maior rendimento (30,40%) e a fracdo acetato

de etila apresentou 0 menor rendimento (5,88 %).

Tabela 3 - Rendimento das fragdes obtidas a partir de 5 g do extrato seco das folhas de Raphanus sativus var.
oleiferus Metzg. em ordem crescente de polaridade.

Material Quantidade obtida de fracdes Rendimento
FrHex 0,513 ¢ 10,26%
FrAcOEt 0,294 ¢ 5,88 %
FrBuOH 1,520 g 30,40%
FrAq 1,106 g 22,12%

Legenda: FrHex - fracdo hexanica; FrAcOEt - fracdo acetato de etila; FrBuOH - fragdo butandlica; FrAg- fracdo
aquosa.
Fonte: Dados do autor.

De acordo com SIMOES (2010), os lipideos, as ceras e 0s pigmentos s&o as substancias
preferencialmente extraidas com o hexano, alguns flavonoides sdo extraidos com o acetato de
etila e o n-butanol, e os heterosideos em geral, tais como 0s taninos sdo os metabolitos
majoritariamente encontrados em solventes mais polares, como o n-butanol e a agua.

O processo de fracionamento possibilita a obtencdo de compostos ativos mais
concentrados, 0 que muitas vezes favorece a acdo bioldgica. Porém, isso ndo ocorre sempre,
em alguns casos ocorre a reducdo da atividade, denotando a perda de atividade durante o
fracionamento ou entdo que a atividade estava relacionada com o efeito sinérgico de varios

componentes.

5.4 TRIAGEM FITOQUIMICA PRELIMINAR

Os resultados da analise fitoquimica preliminar do extrato seco foram referentes ao
desenvolvimento de coloracdo e/ou de precipitado caracteristico dos grupos de substancias

presentes na droga vegetal. Os resultados das analises estdo apresentados na tabela 4.
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Constituintes analisados

Reacdes quimicas

Extrato seco das folhas

Taninos

Alcaloides

Flavonoides

Antraquinonas

Saponinas

Polissacarideos

Esteroides /Triterpenos

Cloreto férrico
Acetato de cobre

Precipitacdo com proteinas
Precipitacdo com alcaloides

Vanilina

Mayer
Bouchardat
Dragendorff
Bertrand

Shinoda
Cloreto de aluminio
Cloreto férrico

Borntréger direta
Borntrager indireta

Persisténcia de espuma
Formac&o de hemolise

Tollens
Benedict
Fehling
Molish
Floroglucinol

Lieberman-Burchard
Salkowski

Baljet

Keller-Kiliani

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo
Positivo
Positivo

Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo
Positivo
Negativo
Positivo

Fonte: Do autor

Dentre os grupos de metabdlitos secundarios pesquisados nos ensaios fitoquimicos

(Tabela 4), foi possivel detectar a presenca de: taninos, a partir da reagdo com 0s sais de

ferro (FeCls), pela coloracdo azul formada, reacdo com o acetato de cobre, pela formacao de

precipitado esbranquigado, reacdo com a gelatina (proteina), pela formacéo de precipitado,

reacdo com os alcaloides, pela turvacdo e formacao de precipitado; reagdo com a vanilina,

pela coloracdo avermelhada formada (indicando a presenca de taninos condensados);

flavonoides: a partir da reacdo de Shinoda (reagdo da cianidina), baseada no fato de que os

derivados flavonicos de cor amarela perdem hidrogénio adquirindo a coloragdo avermelhada,

reacdo com o cloreto de aluminio, pela manifestagcdo de fluorescéncia verde amarelo intensa,

caracteristica, indicando a presenca de compostos flavonicos, reagcdo com o cloreto férrico,
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pela coloracdo varidvel verde-castanha; polissacarideos: a partir da reacdo de Tollens,
baseada no fato de que as aldoses reduzem a Ag+ que compde o reativo, levando a formacéo
de prata metélica que é depositada nas paredes do tubo de ensaio, reacdo de Benedict e
reacdo de Fehling pela formacdo de precipitado vermelho tijolo, indicando presenca de
acucares redutores, e reacdo de Molish, pela formacdo de anel violeta, indicando a presenca
de hexoses e de pentoses; esteroides/terpenos: a partir do desenvolvimento da reacdo de
Liebermann-Burchard e reacédo de Salkowski, obtendo-se a coloragdo castanha avermelhada,
caracterizando o nucleo fundamental de esteroides e triterpenoides, reacdo de Keller-Kiliani,
pelo desenvolvimento de um anel de coloracdo castanho-avermelhada na interface dos
liquidos e juntamente a coloracdo azul-esverdeada, adquirida gradualmente, particularidade
esta, das desoxioses frequentes nos heterosideos.

Ndo foram detectados: compostos antraquinbnicos por meio das reacdes de
Borntrager; saponinas, pelos ensaios de formacdo de espuma persistente e de hemodlise e de
alcaloides, pelas reacdes de Mayer, Bouchardat, Dragendorff e Bertrand.

Os metabolitos secundarios encontrados no extrato em estudo estdo em conformidade
com os dados da literatura. Segundo Aruna, Yerraguni e Raju (2012), compostos como 0s
polifendis, os flavonoides, os taninos, os glicosideos, os 6leos volateis e os glicosinolatos sao

comuns na espécie Raphanus sativus L.

5.5 ANALISE QUIMICA POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A anélise buscou caracterizar a presenca dos constituintes majoritarios presentes no
extrato seco e nas fracbes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. por dois
sistemas eluentes de fase organica de diferentes polaridades. Os perfis cromatograficos estdo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10 - Perfil cromatografico por CCD do extrato seco e das fragdes das folhas de
Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.

) b)

I e

Nota: 1 - Extrato seco das folhas, 2-Fracdo hexanica, 3-Fragdo acetato de etila, 4-Fracdo
butandlica, 5-Fracdo aquosa.
3a) Sistema eluente (quaternario): CHCl3:MeOH:n.PrOH:H,0 (5:6:1:4, fase
orgénica); 3b) Sistema eluente CHCI;:MeOH:H,0 (43:37:20, fase orgénica).
Fase estaciondria: silica gel 60 F,4  Revelador:  anisaldeido
sulfdrico/aquecimento a 100 °C.

Fonte: Do autor .

A andlise do perfil cromatografico foi realizada pela comparacdo das coloracdes das
manchas observadas nas placas apds serem reveladas, com as coloragdes das classes descritas
na literatura (WAGNER; BLADT; ZGAINSKY, 2009). Foi possivel observar e inferir quanto
as classes de metabdlitos secundarios presentes no extrato seco e nas fracGes, tais como
taninos, caracterizados pela coloragdo caramelo (préximo ao ponto de aplicacdo); compostos
fendlicos (flavonoides), caracterizados pela coloracdo amarela; terpenos, caracterizados pela

coloracdo arroxeada.

5.6 ANALISE QUIMICA POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Ap0s a andlise dos espectros, verificou-se que alguns compostos sdo comuns ao extrato
seco e as fracOes, porém em diferentes intensidades. Sugere-se que, 0S compostos de massas
moleculares 564, 578, 594 e 610 g/mol detectados no extrato seco (Figura 11) e nas fracGes
das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. correspondam a flavonoides. Estes
compostos (destacados em amarelo nos espectros) ao perderem um proton sdo registrados

como seus respectivos ions ([M-H]). Para esses ions foram obtidas as MS" (fragmentacdes
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em multiplos estagios), o que possibilitou a elucidagdo estrutural de algumas moléculas,

baseando-se em mecanismos de fragmentagé&o.

Figura 11 - Espectro de massas, em modo full scan, obtido por injecédo direta do extrato seco.
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Fonte: Dados do autor.
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Tendo por base a molécula de referéncia abaixo e considerando a possibilidade das

variacdes dos Rs, foi possivel propor as estruturas de alguns flavonoides (Tabela 5).

Tabela 5 - Proposta das estruturas de alguns flavonoides encontrados no extrato seco e nas fragdes.

Flavonoides R, R» R3 R4 Rs [M-H]"  Principais fragmentos
1 O-hex OH 0-6-dhex OH OH 609 463, 447, 301
2 OH OH 0-6-dhex H 0-6-dhex 593 447, 301
3 H OH 0-6-dhex OH  0-6-dhex 577 431, 285
4 OH OH 0-6-dhex H pent 563 417, 430, 285

Legenda: hex (hexose); pent (pentose); 6-dhex (desoxi-hexose).

Fonte: Do autor.
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O espectro MS? do fon de m/z 609 ([M-H]) (Figura 12) mostrou o pico-base de m/z
447, que pode ser devido a perda do agucar de massa 162 (hexose). Evidenciou também outro
pico com a intensidade mais fraca de m/z 463, sugerindo a perda de outro agUcar de massa

146 (6-desoxi-hexose), o pico de m/z 301 trata-se da aglicona da quercetina.

Figura 12 - Espectro MS? do fon de m/z 609 com a fragmentagéo da molécula proposta.
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Fonte: Dados do autor.

O espectro MS? do fon de m/z 593 ([M-H]) (Figura 13) revelou o pico-base de m/z 447,
que se propde ser relativo a perda do aglcar de massa 146 (6-desoxi-hexose). O pico de m/z
301 trata-se da aglicona da quercetina, formada apds a perda de outro agicar de massa 146 (6-

desoxi-hexose).
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Figura 13 - Espectro MS? do fon de m/z 593 com a fragmentac&o da molécula proposta.
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Fonte: Dados do autor.

O espectro MS? do fon de m/z 577 ([M-H]) (Figura 14) revelou dois picos, 0 pico-base
de m/z 431, que pode ser resultante da perda do aclcar de massa 146 (6-desoxi-hexose), e
outro pico de m/z 285, que se propde ser correspondente a aglicona do campferol, formada

apos a perda da outra molécula de actcar de massa 146 (6-desoxi-hexose).

Figura 14 - Espectro MS? do fon de m/z 577 com a fragmentac&o da molécula proposta.
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Fonte: Dados do autor.
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No espectro MS? do fon de m/z 563 ([M-H]) (Figura 15) pode-se observar o pico-base
de m/z 417 e outro pico de m/z 430, os quais podem ser resultante da perda do agUcar de
massa 146 (6-desoxi-hexose) e do aclcar de massa 132 (pentose), respectivamente. O pico de

m/z 285 trata-se da aglicona do caempferol.

Figura 15 - Espectro MS? do fon de m/z 563 com a fragmentagéo da molécula proposta.
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Fonte: Dados do autor.
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O espectro de massas da fracdo acetato de etila (Figura 16) mostra como pico base a
molécula desprotonada [M-H] em m/z 577. Por meio de fragmentagdo de segunda ordem foi

possivel inferir que a molécula corresponde a um flavonoide derivado do caempferol.

Figura 16 - Espectro de massas, em modo full scan, obtido por injecdo direta da fragéo acetato de etila.
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O espectro de massas da fracdo hexanica (Figura 17) revelou o ion de m/z 815

(destacado em lil&s) que possivelmente

trata-se de um polimero com 12 unidades de

isoprenos (2-metil-1,3-butadieno). Nota-se que, com a obtencdo do MS? ndo foi observada a

fragmentacdo da molécula, pois trata-se de um composto muito estavel, portanto de dificil

quebra.

Figura 17 - Espectro de massas, em modo full scan, obtido por injecéo direta da fracdo hexanica.
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Fonte: Dados do autor.
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O espectro de massas da fracdo butandlica (Figura 18) revelou o ion de m/z 1151 que
possivelmente corresponde a um tanino condensado. O pico de m/z 863 pode ser proveniente
da perda de um mon6émero de catequina, 0 pico de m/z 575 possivelmente é proveniente da
perda de um dimero de catequinas e o pico de m/z 289 devido a perda de um trimero de

catequinas.

Figura 18 - Espectro de massas, em modo full scan, obtido por injecdo direta da fragdo butandlica.
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Fonte: Dados do autor.

No espectro da fracdo aquosa (Figura 19) o pico de maior intensidade possui m/z 434,
este composto possivelmente trata-se de um glicosinolato (glicorafanina), o0 mais comumente
encontrado no género Raphanus, porém mais estudos precisam ser realizados para confirmar a
identidade da molécula. Esse composto ja foi identificado em outras espécies da familia
Brassicaceae, Rochfort et al. (2008) identificaram a glicorafanina no brocolis (Brassica
oleracea). No trabalho de Ediage et al. (2011), eles também identificaram alguns
glicosinolatos nas raizes do rabanete preto (Raphanus sativus L. niger), entre eles a
glicorafanina (m/z 434) e a glicorafasatina (m/z 418). Ha varios estudos relacionados com o
sulforafano, um isotiocianato derivado da glicorafanina, trata-se de uma importante molécula

anticarcinogénica.

1970.82
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Figura 19 - Espectro de massas, em modo full scan, obtido por injecdo direta da fracdo aquosa.
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5.7 TEOR DE FENOIS E DE FLAVONOIDES

Os resultados mostraram que as concentracfes de fenois e de flavonoides nas fracdes
foram maiores que no extrato seco (47,02 £ 0,6 mg EAG/g), com excec¢do do teor de
flavonoides da fracdo aquosa (Tabela 6). Segundo Sousa (2007), essa discrepancia deve-se a
complexidade do extrato seco que resulta em uma grande variedade de interacdes quimicas,
além da inerente presenca de interferentes potenciais como pigmentos coloridos.

O fracionamento do extrato seco proporcionou maior concentracdo de fenois totais na
fracdo butandlica (121,27 + 1,1 mg EAG/g), enquanto que os flavonoides ficaram mais
concentrados na fracdo acetato de etila (98,02 + 0,2 mg EQ/g). Os menores teores de fendis e
de flavonoides entre as fragdes foram encontrados na fragdo aquosa, com valores de 52,48 +
0,3 mg EAG/g e 3,28 £ 0,4 mg EQ/g, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6 - Teor de fendis e de flavonoides totais no extrato seco e nas fracdes das folhas de Raphanus sativus
var. oleiferus Metzg.

Amostras Teor de fendlicos totais Teor de flavonoides
(mg EAG/g de amostra analisada) (mg EQ/g de amostra analisada)
EF 47,02 +0,6° 20,36 + 0,6"
FrHex 96,09 + 3,1° 70,93 £ 0,4°
FrAcOEt 99,95 + 1,4° 98,02 + 0,2°
FrBuOH 121,27 £1,1° 89,87 £ 0,6°
FrAq 52,48 + 0,3 3,28 +0,4°

Nota: Valores expressos como média = desvio padrdo (n=3). Os resultados de cada teste foram analisados
separadamente. Médias com letras diferentes na mesma coluna sdo estatisticamente diferentes (Scott e
Knott, p < 0,05).
Legenda: EF: extrato seco das folhas; FrHex: fracdo hexanica; FrAcOEt: fragdo acetato de etila; FrBuOH: fracdo
butandlica; FrAg: fracdo aquosa; EAG: equivalentes de acido gélico; EQ: equivalentes de quercetina.
Fonte: Dados do autor.

Heimler et al. (2006) determinaram a composicdo fenolica de varias espécies da familia
Brassicaceae, dentre elas, do extrato hidroetandlico (70%) do brocolis (Brassica oleracea L.
conv. botrytis) e encontraram um valor de 12,85 mg EAG/mL para essa espécie vegetal.

O cha verde e o cha preto, espécies ricas em polifenois, apresentam cerca de 30 a 40% e
3 a 10%, respectivamente, desses compostos em sua constituicdo quimica (SHARAGI, 2009),
valores bastante relevantes quando comparado ao obtido no extrato seco das folhas de
Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. (4,702%).

No trabalho de Beegamashi (2010) foram avaliados o contetdo de polifendis de varios
residuos vegetais, dentre eles os residuos de folhas/talos do rabanete comum, o resultado para
o0 extrato aquoso foi de 17,75 mg EAG/mL e para o extrato hidroetandlico (80%) foi obtido
um valor de 8,68 mg EAG/mL, resultados esses inferiores aos encontrados neste estudo.

Beevi et al. (2010) encontraram nos extratos metanolicos e acetonico das folhas de
Raphanus sativus L. a concentracdo de polifendis total de 86,16 e 78,77 mg(equivalentes de
catequinas)/g de extrato seco, respectivamente. Embora tenham utilizado um padréo diferente
do utilizado neste trabalho, os autores compararam os resultados obtidos as ricas fontes
tradicionais, como o ché verde e o cha preto.

Hanlon e Barnes (2011) determinaram o teor de fenois totais nos extratos aquosos dos
brotos e das raizes maduras de oito variedades de rabanetes (Raphanus sativus L.), utilizando
acido galico como padrdo, eles obtiveram resultados inferiores aos obtidos neste estudo,
variando de 18,1 + 3,5a 24,2 + 2,2 mg EAG/ mL.
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Samec et al. (2011), avaliaram o teor de fenois totais e de flavonoides no repolho branco
(Bassica oleracea var. capitata) e na couve chinesa (Brassica rapa var. pekinensis) em varios
estagios de maturagdo. O suco da maturacdo completa da couve-chinesa mostrou um teor de
fenois totais de 1,88 mg EAG/mL e o suco do repolho branco (maduro) mostrou um teor de
fenois de 1,03 mg EAG/mL.

Melo e Faria (2014) quantificaram o teor de fenois totais nos extratos hidroetandlicos
(95%) do brdcolis e do rabanete e obtiveram valores de 11,08 e 7,64 mg EAG/g de extrato
seco, valores inferiores aos obtidos no extrato e nas fracbes das folhas de Raphanus sativus

var. oleiferus Metzg.

5.8 ATIVIDADE ANTIRRADICALAR QUALITATIVA

A avaliacdo qualitativa do extrato seco e das fracbes por CCD, ap06s borrifacdo com
solucdo metandlica a 0,4 mmol/L do radical DPPH, sugere a existéncia de substancias com
atividade antirradicalar, evidenciadas na placa pela presenca de manchas de cor amarela sobre
fundo purpura (Figura 20). As substancias reagem com o radical DPPH, se oxidando e

evitando que o radical cause algum dano ao organismo em que ele esta presente.

Figura 20 - Atividade antirradicalar qualitativa por CCD do extrato e das fracfes das
folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.

b)

Nota: 1 - Extrato seco das folhas, 2- Frac8o hexanica, 3- Fracdo acetato de etila, 4-
Fragdo butandlica, 5- Fragdo aquosa;
Sistema eluente: CHCI;:MeOH:H,0 (43:37:20, fase orgéanica). Fase
estacionaria: silica gel 60 Fys,.
a) Revelador: solugdo metandlica a 0,4 mmol/L do radical DPPH;
b) Revelador: anisaldeido sulfirico/aquecimento a 100 °C.

Fonte: Do autor.
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De acordo com o cromatograma (Figura 20a) obtido, os compostos com o maior
potencial antirradicalar ficaram mais concentrados nas fraces acetato de etila (3) e butandlica
(4). Fazendo uma comparacdo com a Figura 20b, esses compostos possivelmente tratam-se de
flavonoides e taninos.

Ao analisar os resultados quantitativos, observa-se que nas fracdes acetato de etila e
butandlica também foram detectadas as maiores concentracdes de flavonoides, sugerindo que

tais compostos sejam os principais responsaveis pela atividade antirradicalar.

5.9 ATIVIDADE ANTIRRADICALAR QUANTITATIVA

Na tabela 7, observa-se que a porcentagem de sequestro de radical DPPH pelo extrato
seco das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. foi de 26,48%, com CEsy de 387,61.
Entre as fragdes avaliadas, a fragdo acetato de etila foi a que apresentou melhores resultados
em relacdo a capacidade sequestradora do radical livre DPPH (83,45%), apresentando CEs, de
29,37 ug/mL, seguida pelas fracdo butandlica (57,20%), apresentando CEsy 77,48 pg/mL,
fracdo hexanica (47,70%), apresentando CEsp 100,48 pg/mL e fracdo aquosa (40,16%),
apresentando CEsp 112,17 pg/mL.

Um aspecto importante que deve ser considerado na avaliacdo da atividade antirradicalar
é a possibilidade de interacdo (sinergismo ou antagonismo) entre compostos presentes no
extrato vegetal (CABELLO-HURTADO et al., 2012). Com os resultados obtidos pode-se
observar que as fragOes apresentaram a maior porcentagem de sequestro de radical DPPH em
relacdo ao extrato seco das folhas (Tabela 7), demonstrando que ndo houve interacdes
sinérgicas entre 0s compostos presentes no extrato seco. O fracionamento neste caso
possibilitou a maior concentracdo desses compostos, permitindo a obtencdo de resultados

mais significativos.
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Tabela 7 - Atividade antirradicalar do extrato seco e das fracBes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus
Metzg. pelo método do radical DPPH.

Amostras % Sequestro de radical DPPH CEsp (ug/mL)
(a 100 pg/mL)

EF 26,48 +0,4° 387,61
FrHex 47,70+ 0,1° 100,48
FrAcOEt 83,45+ 0,5° 29,37
FrBuOH 57,20 +0,3¢ 77,48
FrAq 40,16 £ 0,3° 112,17
Quercetina 81,44 +0,2' 4,57
Acido Ascorbico 90,43 +0,3" 6,49
BHT 63,7 +0,10° 70,11

Nota: Resultados expressos como a média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes sao
estatisticamente diferentes (Scott e Knott p<0,05).
Legenda: EF: extrato seco das folhas; FrHex: fracdo hexanica; FrAcOEt: fracdo acetato de etila; FrBuOH: fragdo
butandlica; FrAq: fracdo aquosa; BHT: butil-hidroxitolueno.
Fonte: Dados do autor.

Levando-se em consideracdo a analise estatistica dos dados da atividade antirradicalar
na concentracdo de 100 pg/mL, verificou-se que as amostras e os padrdes apresentaram
diferencas no potencial como fonte de substancias sequestradoras de radicais livres. Porém, a
porcentagem de sequestro de radical DPPH na fracdo acetato de etila apresentou um valor
aproximado aos obtidos com os padrfes de quercetina e de acido ascorbico.

Arbos et al. (2010), comparou a atividade antirradicalar de alguns vegetais convencionais
e organicos, dentre eles a racula (Eruca sativa) também pertencente a familia Brassicaceae.
Os extratos de rdcula na concentracdo de 0,1 mg/mL apresentaram a reducdo de 14,1% do
radical DPPH na amostra convencional e uma reducéo do radical DPPH de 23% na amostra
organica, ambos os resultados inferiores aos obtidos no extrato seco das folhas de Raphanus
sativus var. oleiferus Metzg. na mesma concentragao.

Beevi et al. (2010) determinaram a atividade antirradicalar pelo método do radical
DPPH dos extratos metanolicos e acetonico das folhas e do caule de Raphanus sativus L. e
encontraram resultados de CEsg entre 31 e 42 pug/mL respectivamente, valores aproximados
aos obtidos na fragéo acetato de etila deste estudo.

No estudo da atividade antirradicalar pelo método do radical DPPH com os frutos de
Raphanus sativus L., Edziri et al. (2012) encontraram valores de CEsz de 640,2 pg/mL para o

extrato metandlico. Para o extrato aquoso 0s autores encontrararm um valor de CEsg de 10,3
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pg/mL, sendo considerado um resultado mais significativo que os obtidos no extrato seco e
nas fragoes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.

Melo e Faria (2014) analisaram a atividade antioxidante in vitro pelo método do radical
DPPH nos extratos hidroetanolicos (95%) do brocolis e do rabanete comum e obtiveram

porcentagens de sequestro do radical DPPH de 51,05% e 29,06%, respectivamente.

5.10 AVALIACAO DO PODER REDUTOR

Os resultados deste ensaio estdo apresentados na tabela 8 e foram expressos em
porcentagem de reducdo, em comparacdo ao acido ascorbico e ao BHT. Observa-se que, a
fracdo acetato de etila demonstrou maior atividade redutora de fons Fe** (a 100 pg/mL)
(11,34%), resultado inferior ao padrao de acido ascorbico e superior ao BHT. A fracdo aquosa
mostrou menor atividade (8,33%) e as fracGes butandlica e hexanica foram consideradas
estatisticamente iguais quanto ao potencial redutor.

Tabela 8 — Avaliacdo do poder redutor do extrato seco e das fragdes das folhas de Raphanus sativus var.
oleiferus Metzg. na concentracdo de 100 pg/mL.

Amostras % Atividade redutora de fons Fe ** (a 100 ug/mL)
EF 6,49 + 0,28°
FrHex 10,54 + 0,29"
FrAcOEt 11,34 +0,29°
FrBuOH 10,71 +0,29°
FrAq 8,33+ 0,36"
Acido Ascérbico 20,53+ 0,51
BHT 9,13 +£0,28°

Nota: Resultados expressos como a média + desvio padrdo (n=3). Médias com letras diferentes sao
estatisticamente diferentes (Scott e Knott p < 0,05).
Legenda: EF: extrato seco das folhas; FrHex: fragdo hexanica; FrAcOEt: fracdo acetato de etila; FrBuOH: fracdo
butandlica; FrAq: fracdo aquosa; BHT: butil-hidroxitolueno.
Fonte: Dados do autor.

A maior porcentagem de sequestro do radical livire DPPH e a maior porcentagem
redutora de fons Fe** (a 100 pg/mL) da fracdo acetato de etila sugerem que exista algum
constituinte na fracdo acetato de etila que contribui particularmente e mais efetivamente para

a acdo. Além disso, a maior atividade antioxidante in vitro pode estar relacionada também
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com a quantidade de flavonoides, pois a fracdo acetato de etila foi a que apresentou maior
concentracdo desses compostos (98,02 = 0,2 mg EQ/g) (Tabela 6).

Os compostos fendlicos junto com a vitamina C sdo 0s maiores antioxidantes
encontrados nos vegetais da familia Brassicaceae (PODSEDEK, 2007). Muitos fatores
influenciam a atividade antioxidante dos compostos de natureza fendlica, em especial a
posicdo de substituicdo e o numero de grupos hidroxila (OH), as propriedades de outros
grupos substituintes e a possibilidade de formacéo de ligacdes de hidrogénio. A posicdo de
substituicdo da hidroxila no anel fendlico, considerada em relacdo a uma posicdo fixa,
influencia diretamente a atividade antioxidante. Como os flavonoides sdo os compostos de
maior interesse cientifico entre os fendlicos. Compostos com dois (mais comum) ou trés
substituintes grupos hidroxilas no anel benzénico possuem maior atividade antioxidante do
gue os monohidroxilados (SCOTTI et al., 2007).

Os flavonoides e outros derivados fendlicos podem interferir nas reacdes de propagacéo
e formacdo de radicais livres, eles atuam na captura e neutralizacdo de espécies oxidantes
como o anion superdxido, radical hidroxila ou radical peréxido, agindo por sinergismo com
outros antioxidantes, como as vitaminas C e E. A capacidade dos flavonoides em quelar
metais, impede que estes atuem como catalisadores na formac&o de radicais livres (SIMOES
et al., 2010).

A Figura 21 evidencia caracteristicas importantes da quercetina, representando o
potencial antioxidante classico dos flavonoides. O grupo catecol ou dihidroxil no anel B
(marcado em cinza) possui as melhores propriedades de doacdo de elétrons e a oxidacdo do
flavonoide ocorre no anel B quando esse grupo esta presente. A presenca da insaturacdo no
anel C (marcado em vermelho) e a presenca da fungédo 4-oxo no anel C (marcado em verde),
uma dupla ligacdo na posi¢do 2,3 conjugada com um grupo 4-oxo é responsavel pelo
deslocamento do elétron do anel B. O grupo catecol e outras fun¢bes podem também explicar
a habilidade dos flavonoides em quelar metais de transicdo como cobre e ferro (marcado em
azul) (PIETTA, 2000). Lembrando que, a quercetina na forma glicosilada foi um dos
flavonoides identificados por espectrometria de massas no extrato seco e nas fragdes, as
diferencas entre as amostras nas avaliagbes da atividade antirradicalar e do poder redutor

possivelmente devem-se as diferentes concentracdes desses compostos nas amostras testadas.
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Figura 21 - Estrutura da quercetina mostrando caracteristicas importantes na
definicdo de potencial antioxidante classico dos flavonoides.

OH

Quercetina

Fonte: OLDONI, 2007.

Além dos compostos fendlicos, os isotiocinatos, produtos de degradacdo dos
glicosinolatos encontrados nas cruciferas, também desempenham importante funcéao
antioxidante in vivo, porém de forma indireta, ou seja eles ndo participam dos processos
fisioldgicos, bioquimicos ou celulares de inativacdo ou impedimento de formacdo de radicais
livres (FAHEY; TALALAY, 1999; VIG et al., 2009).

Os isotiociantos atuam como potentes indutores de enzimas de fase Il, aumentando a
atividade antioxidante das células, visto que as enzimas de fase Il desempenham um papel
importante na protecdo da célula contra danos ao DNA, causados por agentes carcinogénicos
e espécies reativas de oxigénio (FAHEY; TALALAY, 1999; VIG et al., 2009).

Farag e Motaal (2010) testaram a atividade antioxidante do sulforafano e o resultado
sugeriu que o isotiocianato ndo contribui para atividade antioxidante in vitro, pois nédo
apresentou atividade sequestrante de radicais livres DPPH.

Porém, alguns trabalhos relatam atividade antioxidante direta dos produtos de
degradacédo dos glicosinolatos. Haina et al. (2010) determinaram a atividade antioxidante (in
vitro) pelo método do radical DPPH de isotiocianatos isolados dos brocolis, os resultados
mostraram que alguns deles possuem alta capacidade sequestradora de radicais livres

comparaveis a da vitamina C.
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5.11 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os ensaios antimicrobianos (método de difusdo em agar e determinagdo da concentragdo
inibitéria minima) foram complementados com célculos matematicos da atividade total, do
indice de susceptibilidade e do percentual de atividade, a fim de se obter uma visdo geral da

eficiéncia da atividade antimicrobiana das amostras testadas.

5.11.1 Método de difusdo em agar

Dentre as amostras testadas (Tabela 9), o extrato seco das folhas de Raphanus sativus
var. oleiferus Metzg. apresentou a maior média de halos de inibicdo de crescimento
microbiano, frente ao Bacillus subtilis (18,67 mm), sendo que esta média € estatisticamente
superior as produzidas pelas fracdes (p<0,05).

O extrato seco e as fragcOes de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. apresentaram
médias de halos inibitérios menores que os controles para cada micro-organismo, ou seja,
nenhum micro-organismo foi mais sensivel ao extrato e as fracdes quando comparados com a
clorexidina 0,12% (p<0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Valores das médias dos halos de inibicdo de crescimento microbiano (em milimetros) do extrato seco
e das fracOes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg., controles positivo (Clorexidina

0,12%) e negativo (Agua destilada), avaliados pelo método de difusio em &gar.

Média de halos de inibicdo (mm)

Micro-organismos EF FrHex  FrAcOEt FrBuOH FrAq Cl Ag
Gram-positivos

Bacillus subtilis 18,67 ¢ 9,00° 934" 6,00° 5,30° 28,00¢ 0,002
Bacillus cereus 18,00 ° 0,00% 934" 5,60 ° 0,00  27,34° 0,00°
Micrococcus luteus 10,67 ° 0,00% 967" 0,00° 0,00 3467" 0,00°
Enterococcus faecalis 9,34° 0,00% 734" 0,00° 0,00 1967% 0,00°
Staphylococcus aureus 13,00° 8,00° 934" 0,00° 0,00%  27,34° 0,00°
Gram-negativos

Escherichia coli 0,00? 0,002 0,00 ? 0,002 0,00 ? 21,34 d 0,00?
Serratia marcescens 0,00? 0,002 0,00 ? 0,002 0,00 ? 21,679 0,002
Pseudomonas aeruginosa 0,00% 0,00° 0,00% 0,00° 0,00% 21,34 0,00°
Proteus mirabilis 0,002 0,002 0,00 ? 0,002 0,00 ? 17,00¢ 0,002
Salmonella typhimurium 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00 21,34 0,00°
Enterobacter cloacae 0,00 0,00°? 0,00°? 0,00 0,00° 11,67° 0,002
Fungos

Sacharomyces cerevisae 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00% 1534° 0,00°
Candida albicans 0,002 0,002 0,00 ? 0,002 0,00 ? 15,67°¢ 0,002
Micobactérias

Mycobacterium tuberculosis 0,002 0,00 0,00° 0,00° 0,00°  20,00° 0,00°
Mycobacterium bovis 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00%  20,00° 0,00?

Nota: Médias com letras diferentes na mesma coluna sao estatisticamente diferentes (Scott e Knott, p<0,05).
Legenda: EF: extrato seco das folhas; FrHex: fragdo hexanica; FrAcOEt : fragdo acetato de etila; FrBuOH:
fracdo butandlica; FrAQg: fracdo aquosa; Cl: Clorexidina 0,12%; Ag: Agua destilada.

Fonte: Dados do autor.

A atividade antibacteriana esté relacionada aos compostos bioativos presentes no extrato

seco e nas fracOes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg., porém néo se pode

afirmar quais compostos quimicos, isolados ou em associacdo, exercem a acao. Embora,

observa-se a possibilidade da existéncia de uma acdo sinérgica dos compostos, para Bacillus

subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus,

pois o extrato seco das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. apresentou halos de

inibicdo superiores as suas fragoes.

O extrato seco e as fracOes das folhas de R. sativus var. oleiferus Metzg. mostraram-se

ativos somente contra as bactérias gram-positivas. Para as bactérias gram-negativas, as

micobactérias e os fungos ndo foram formados halos de inibicdo. A auséncia de atividade
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antimicrobiana muitas vezes deve-se a atuacdo de compostos ativos dos extratos na parede
dos micro-organismos, visto que as diferencas nas constituicdes das paredes celulares das
bactérias gram-negativas, gram-positivas, micobactérias e fungos interferem na resisténcia do
micro-organismo.

A parede celular dos micro-organismos gram-negativos € mais complexa, possui uma
membrana adicional externa, correspondente a uma segunda bicamada lipidica, que adere
fortemente a camada de peptideoglicano, conferindo maior rigidez. A face externa da
membrana € rica em polissacarideos, 0 que a torna mais antigénica (TORTORA; FUNKE,
2011). Dessa forma, a dificuldade de penetrar na camada externa das bactérias gram-negativas
é a razdo pela qual algumas substancias serem menos ativos ou ndo exibirem atividade
antibidtica.

A alta concentracdo de lipidios de elevado peso molecular presente na parede das
micobactérias funciona como uma barreira para os compostos polares (ARANTES, 2005). A
membrana citoplasmatica dos fungos possui em sua composi¢do quimica, esteroides, além
dos lipideos e proteinas (KONEMAN et al., 2001). Isso pode justificar a resisténcia dos
fungos e das micobactérias aos extratos hidroetanolicos. Uma atividade antimicobacteriana e
antifangica promissora poderia ser encontrada para extratos apolares, ja que 0s componentes
ativos lipofilicos atravessam mais facilmente a barreira lipidica presente na parede dos fungos
e das micobactérias.

Em um estudo com extratos hexanicos e acetdnicos obtidos a partir da raiz, caule e
folhas de nabo forrageiro, Beevi et al. (2009) concluiram que ambos 0s extratos exibiram
atividade antibacteriana contra  Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae e Escherichia coli, porém a atividade antibacteriana foi mais forte na
fracdo acetbnica de raiz, com maior zona de inibicdo e concentracdo inibitéria minima mais
baixa. Entre as diferentes partes de Raphanus sativus L. estudados, o extrato da raiz foi mais
ativo que os extratos do caule e da folha em inibir o crescimento bacteriano.

Varios estudos relatam o0s mecanismos de acgdo antimicrobiana dos principais
metabolitos secundarios encontrados em Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. A atividade
antimicrobiana dos flavonoides pode ser atribuida a sua atuacdo nas membranas celulares, isto
é, causam modificacdes nas propriedades fisico-quimica da membrana, como por exemplo,
diminuicdo da fluidez (TSUCHIYA, 2010). De acordo com Tim Cushniea e Lamb (2011),

além da diminuicdo da fluidez e/ou perfuragdo das membranas, a atividade antibacteriana dos
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flavonoides pode ser atribuida a outros mecanismos, como inibicdo da sintese dos acidos
nucleicos, inibicdo do metabolismo energético e inibigdo da sintese de parede celular.

Os taninos, também detectados na espécie Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.,
possui acdo antimicrobiana conhecida, ha trés hipdteses que podem explicar seu mecanismo
de acdo contra os microrganismos: 1) inibicdo das enzimas bacterianas através da
complexacdo dos taninos com proteinas; 2) modificagdo do metabolismo microbiano em
funcdo da acdo dos taninos sobre a membrana e organelas celulares e 3) complexacdo com
ferro, vanadio, magnesio, aluminio e calcio, levando a diminuicdo da disponibilidade de ions
essenciais para 0 metabolismo microbiano ( MONTEIRO et al., 2005).

A atividade antimicrobiana dos terpenos provavelmente estd ligada as suas
propriedades lipofilicas e as suas interacbes com as bicamadas fosfolipidicas das bactérias
(DORMAN; DEANS, 2008).

Com relacdo aos glicosinolatos, hd uma grande quantidade de trabalhos disponiveis
sobre a sua atividade antimicrobiana, porém as informacGes sobre os mecanismos de acao sao
escassas, sugere-se que os produtos derivados dos glicosinolatos agem por inativacdo de

varias enzimas intracelulares responsaveis pela producéo de energia celular (VIG et al., 2009).

5.11.2 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A Tabela 10 apresenta os resultados das CIM do extrato seco e das fragdes, observa-se
que os menores valores de CIM foram obtidos para Micrococcus luteus, sendo que a fragdo
acetato de etila demonstrou menor CIM (0,1 mg/mL) para esse micro-organismo, seguido da
fracdo aquosa (0,2 mg/mL) e butandlica (0,4 mg/mL). Na fracdo hexanica ndo foi detectada
auséncia de crescimento na méaxima concentracao testada (12 mg/mL). A fracdo acetato de
etila mostrou-se mais eficaz, apresentando CIM entre 0,1 e 12,5 mg/mL, 0 que ndo ocorreu
quando se utilizou a técnica de difusdo em é&gar, onde a atividade inibitoria ocorreu em

concentragcdo mais elevada.
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Tabela 10 - Determinagdes das CIM (mg/mL) do extrato seco e das fracBes das folhas de Raphanus sativus var.
oleiferus Metzg.

Microdiluicdo da amostra vegetal (mg/mL)

Bactérias

EF FrHex FrAcOEt FrBuOH FrAq
1.Bacillus subtilis 3,12 6,25 0,4 3,12 3,12
2.Bacillus cereus 12,5 3,12 0,8 1,56 3,12
3.Micrococcus luteus 12,5 nd 0,1 0,4 0,2
4.Enterococcus faecalis 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
5.Staphyloccus aureus 6,25 nd 0,1 3,12 3,12

Legenda: EF: extrato seco das folhas; FrHex: fracdo hexanica; FrAcOEt: fracdo acetato de etila; FrBuOH: fracdo
butandlica; FrAq: fracdo aquosa; nd: ndo detectado a maxima concentracao utilizada (12,5 mg/mL).
Fonte: Dados do autor.

De acordo com Holets et al. (2002), os extratos que apresentarem CIM menores que 100
pug/mL, podem ser considerados com boa atividade antimicrobiana, CIM entre 100-500
pg/mL sdo moderadamente ativos, CIM entre 500-1000 pg/mL sdo pouco ativos e CIM maior
que 1000 pg/mL s&o considerados inativos. Dessa forma, ao analisar a tabela 10, observa-se
que fracdes acetato de etila, seguida da fracdo aquosa e butandlica apresentaram melhor
atividade antimicrobiana, pois demonstraram CIM variando de 100 a 800 pg/mL.

O teste de difusdo em agar tem eficiéncia apenas para substancias que sdo soltveis em
agua, possibilitando a difusdo destas através do meio de cultura. Além disso, varios fatores
como a presenca de enzimas bacterianas, a composi¢do do meio, a difusdo da substancia no
meio, a densidade do indculo, o periodo de incubacdo, a temperatura, a estabilidade da
substancia em uso e a massa molecular, podem dificultar a difusdo no meio de cultura
(SILVEIRA et al. 2009), o que pode dificultar o contato dos extratos com 0s micro-
organismos, levando a resultados falso-negativos.

O teste da micro-diluicdo em placa para a determinacdo da CIM tem a vantagem de
permitir o contato direto do extrato com 0s micro-organismos, evitando possiveis interferentes
do método de difusdo em &gar.

Edziri et al. (2012) determinaram a CIM através da técnica de microdilui¢cdo em placa
de extratos aquosos dos frutos de Raphanus sativus L. e encontraram o valor de CIM de 5
mg/mL para Enterococcus faecalis e para Staphyloccus aureus, valor esse superior aos
obtidos nas fragcdes butanolicas (3,12 mg/mL) e aquosa (3,12 mg/mL) das folhas de Raphanus

sativus var. oleiferus Metzg., frente a Staphylococcus aureus.
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5.11.3 Atividade antimicrobiana total

A atividade antimicrobiana total (AT) permite comparar a bioatividade de diferentes
extratos de uma planta, ou entre diferentes plantas, em uma base mais racional e padronizada.
Ela indica, teoricamente, quantas vezes 0s compostos bioativos encontrados em 1 g de planta
podem ser diluidos e ainda inibir o crescimento de micro-organismos (ELOFF, 2004).

De acordo com a Tabela 11, podemos observar que o extrato seco das folhas de
Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. mostrou a melhor AT, visto que 0s provaveis
componentes com acdo antimicrobiana presentes neste extrato, por grama da planta, podem
ser diluidos até aproximadamente 94 vezes e ainda inibir o crescimento do B. subtilis. Para as
fracdes, a melhor AT verificada foi para a fracdo aquosa contra M. luteus (3,2 mL/g) e para a

fracdo butandlica também contra M. luteus (2,25 mL/qg).
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Tabela 11 - Atividade antimicrobiana total do extrato seco e das fragdes das folhas de Raphanus sativus var.

oleiferus Metzg.

Amostras Rendimento (p/p)* Micro-organismos CIM (mg/mL)  Atividade total (mL/qg)
EF 0,29 B. subtilis 3,12 93,58
EF 0,29 B. cereus 12,5 23,36
EF 0,29 M. luteus 12,5 23,36
EF 0,29 E. faecalis 12,5 23,36
EF 0,29 S. aureus 6,25 46,72
FrHex 0,03 B. subtilis 6,25 0,048
FrHex 0,03 B. cereus 3,12 0,096
FrHex 0,03 M. luteus - e
FrHex 0,03 E. faecalis 12,5 0,024
FrHex 0,03 S.aureus - e
FrAcOEt 0,017 B. subtilis 0,4 0,425
FrAcOEt 0,017 B. cereus 0,8 0,212
FrAcOEt 0,017 M. luteus 0,1 1,7
FrAcOEt 0,017 E. faecalis 12,5 0,014
FrAcOEt 0,017 S. aureus 0,1 1,7
FrBuOH 0,09 B. subtilis 3,12 0,3
FrBuOH 0,09 B. cereus 1,56 0,58
FrBuOH 0,09 M. luteus 0,4 2,25
FrBuOH 0,09 E. faecalis 12,5 0,072
FrBuOH 0,09 S. aureus 3,12 0,3
FrAg 0,064 B. subtilis 3,12 0,21
FrAg 0,064 B. cereus 3,12 0,21
FrAq 0,064 M. luteus 0,2 3,2
FrAq 0,064 E. faecalis 12,5 0,055
FrAg 0,064 S. aureus 3,12 0,21

Legenda: EF: extrato seco das folhas; FrHex: fragdo hexanica; FrAcOEt: fracdo acetato de etila; FrBuOH:
fracdo butandlica; FrAg: fragdo aquosa; nd: ndo detectado & méaxima concentragdo utilizada (12,5

mg/mL).

*Com relacdo ao material vegetal bruto da folha; ------ = ndo aplicével.
Fonte: Dados do autor.
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5.11.4 Indice de susceptibilidade microbiano (ISM, %)

De acordo com Dall”Angol et al., (2003); Fabry et al., (1998) e Tanaka et al., (2005) os
extratos de plantas sdo considerados com potencial inibitério promissor se demonstram
atividade antimicrobiana em concentracdes de até 0,1 mg/mL, atividade inibitéria moderada
de 0,1-0,5 mg/mL, atividade fraca de 0,5 a 1 mg/mL, e inativos acima de 1 mg/ml. Portanto,
segundo tal premissa, apenas para o extrato e fracdes de Raphanus sativus var. oleiferus
Metzg. que apresentaram CIM menor ou igual a 1 mg/ml, foram obtidos o percentual de

atividade (%) (Figura 22) e o indice de susceptibilidade microbiana - ISM (%) (Figura 23).

Figura 22 - Indice de susceptibilidade microbiano (ISM, %) frente as fracdes
provenientes da folha de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.
que apresentaram CIM igual ou inferiores a 1 mg/ml.
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Fonte: Do autor.

O indice de susceptibilidade microbiano (ISM) varia de ‘0’ (resistente a todos 0s
extratos) até ‘100’ (susceptiveis a todos os extratos) e avalia a susceptibilidade relativa entre
0s micro-organismos testados, em que houve valores de CIM iguais ou menores que 1 mg/ml
contra as fracOes testadas (critério arbitrario, levado em conta os extratos com significativa
atividade segundo alguns autores). Para as fragdes de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg.
avaliadas, o micro-organismo M. luteus, foi inibido por 50% das fracGes testadas com
concentracdo inibitéria minima (CIM) inferior ou igual a 1 mg/ml, seguido por S. aureus
(17%), B. subtilis (17%) e B. cereus (17%).
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5.11.5 Percentual de atividade

O percentual de atividade representa a quantidade de cepas susceptiveis a um
determinado extrato. Dentre as fragdes provenientes do extrato da folha que demonstraram
CIM igual ou inferior a 1 mg/mL, observa-se que a fracdo acetato de etila foi a mais ativa
(80%), seguido da butandlica (20%) e Aquosa (20%) (Figura 23).

Figura 23 - Percentual de atividade das fracdes provenientes da folha de
Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. com CIM igual ou
inferirores a 1 mg/ml.
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Legenda: Fr AcOEt: fracdo acetato de etila; FrBuOH: fragdo butanolica;
FrAq: fracdo aquosa.
Fonte: Dados do autor.

O percentual de atividade avaliou o potencial antimicrobiano das fracGes de Raphanus
sativus var. oleiferus Metzg. testadas e representa a quantidade de micro-organismos que
foram inibidos por elas.

5.12 ANA’LISES DE CORRELACAO ENTRE OS TEORES DE CONSTITUINTES
QUIMICOS E AS ATIVIDADES BIOLOGICAS

As correlagdes entre 0s mais baixos valores da concentracdo inibitoria minima obtidos
para 0 extrato seco e as fracdes e a maior quantidade de fendis e flavonoides presentes no
extrato e nas fragdes, apresentaram valores de r positivos, 0,40 e 0,33, respectivamente
(Tabela 12) sendo considerada uma moderada correlacdo entre a presenca de tais metabolitos
e os melhores valores de atividade antimicrobiana.
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As andlises da correlacdo entre os maiores valores na atividade antirradicalar pelo
método do radical DPPH e pelo método do poder redutor e a maior quantidade de fendis totais
e de flavonoides no extrato seco e nas fracdes avaliados, também demonstraram valores de r
positivos (Tabela 12), sendo considerada uma forte correlacdo entre a presenca de tais

metabdlitos e os melhores valores das atividades antioxidantes in vitro.

Tabela 12 - Analise estatistica da correlacdo entre os parametros avaliados.

Correlagdo r

Atividade antimicrobiana
CIM x Compostos fendlicos 0,40
CIM x Flavonoides 0,33

Atividade antioxidante “ in vitro”

Método do DPPH’ x Compostos fendlicos 0,80
Método do DPPH’ x Flavonoides 0,77
Método do poder redutor x Compostos fenélicos 0,70
Método do poder redutor x Flavonoides 0,64

Nota: Segundo a classificacdo de Callegari-Jaques (2003): 0,00 < r < 0,30, demonstra fraca correlacéo;
0,30 < r < 0,60, demonstra moderada correlacdo; 0,60 < r < 0,90, demonstra forte correlagdo e
0,90 < r < 1,00 demonstra muito forte correlacdo entre os pardmetros avaliados.

Legenda: r = coeficiente de correlagdo; CIM = Concentragao Inibitéria Minima; DPPH" = radical DPPH.

Fonte: Dados do autor.

Os resultados indicaram que os compostos fendlicos, incluindo os flavonoides, tém
importante papel na atividade antimicrobiana do extrato seco e das fracdes das folhas de
Raphanus sativus var. oleiferus Metzg., porém é provavel que a atividade ndo esteja
relacionada somente com essa classe de metabolitos secundarios. Com relacdo a atividade
antioxidante in vitro, os estudos de correlagdo demonstraram que 0s compostos fendlicos,

especialmente os flavonoides, sdo 0s principais responsaveis por essa atividade.

5.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA CONTRA PROMASTIGOTA

O extrato e as fracOes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. foram

testados contra a forma promastigota de Leishmania amazonensis nas concentracdes de 0,05 a
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40 pg/mL, porém nenhuma das amostras mostrarou-se citotoxica contra o parasita até a maior
concentracédo analisada (40 pg/mL).

Pelo fato dos resultados contra as formas promastigotas ndo terem sido promissores, ndo
se prosseguiram os testes contra as formas amastigotas, visto que, nos ensaios com as formas
promastigostas, o extrato e as fracdes entram em contato direto com o parasita e com as
formas amastigotas é necessario que as moléculas presentes na amostra rompam as

membranas dos macréfagos para atingir o parasita.

5.14 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

O extrato e as fracOes das folhas de Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. ndo se
mostraram citotoxicos frente aos macrofagos peritoneais murinos na maior concentracdo
avaliada (160 pg/mL), sugerindo que ha possibilidade de se encontrar um valor citotéxico em
concentragOes superiores a 160 pg/mL.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro tém se tornado uma etapa cada vez mais frequente
em trabalhos para a determinacdo de toxicidade de produtos naturais, em especial os de
origem vegetal. A busca por substancias com atividade citotoxica é uma das prioridades da
quimica medicinal e um grande nimero de abordagens diferentes vem sendo utilizado nessa
busca (PISCO et al., 2006).

Um aspecto positivo sobre a atividade citotoxica surge para estudo de substancias
potencialmente anticancerigenas. Pocasap, Weerapreeyakul e Barusrux (2013) avaliaram o
efeito preventivo de cancer do extrato de Raphanus sativus L. var. caudatus Alef. contra uma
linhagem celular de cancro do c6lon HCT116, pelo ensaio do MTT. Os resultados mostraram
alta citotoxicidade do extrato contra essas células, com CCsy de 9,42 + 0,46 pug/ml. A vista
disso, sugere-se a necessidade de ensaios complementares com a espécie Raphanus sativus

var. oleiferus Metzg. contra células cancerigenas.
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6 CONCLUSOES

A analise granulométrica e fisico-quimica da droga vegetal obtida das folhas de
Raphanus sativus var. oleiferus Metzg. permitiram estabelecer especificacdes iniciais de
qualidade, servindo de referéncia para assegurar a reprodutibilidade de estudos posteriores
com essa droga vegetal.

Os estudos quimicos do extrato e das fragdes das folhas de Raphanus sativus var.
oleiferus Metzg. revelaram a presenca de compostos predominantemente encontrados na
familia Brassicaceae, dentre eles os flavonoides (derivados da quercetina e campferol), que
sdo compostos com amplo espectro de atividade bioldgica, entre as quais, antimicrobianas e
antioxidantes.

A partir dos experimentos quantitativos, pode-se dizer que, tanto a concentracdo de
flavonoides como as avaliagbes da atividade antioxidante in vitro, possuem valores
decrescentes na ordem: fracdo acetato de etila, fracdo butandlica, fracdo hexanica e fracdo
aquosa, sendo que a fracdo acetato de etila apresentou os resultados mais significativos em
ambos 0s experimentos.

No estudo antimicrobiano, o extrato seco e as fragdes das folhas demonstraram atividade
somente contra as bactérias Gram — positivas.

O extrato seco e as fracdes das folhas ndo demonstraram atividade leishmanicida na
maior concentracgéo testada.

O extrato seco e as fracBes ndo demonstraram citotoxicidade frente aos macrofagos
peritoneais murinos na maior concentracdo avaliada.

Os estudos mostraram moderada correlacdo entre a atividade antimicrobiana e os teores
de fendis e de flavonoides. Isso sugere que a atividade antimicrobiana também esta
relacionada com 0s outros compostos bioativos encontrados na planta. A atividade
antioxidante in vitro mostrou forte correlacdo com o teor de fenodis e flavonoides, o que
demonstra que esses compostos Sa0 0s principais responsaveis por essa atividade.

Em func&o dos resultados encontrados, pode-se concluir que a espécie Raphanus sativus

var. oleiferus Metzg. apresenta metabolitos secundarios com potenciais agdes biologicas.
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