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RESUMO

Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae), conhecida por “terramicina”, “penicilina” e
“perpétua do mato”, € uma planta medicinal utilizada no tratamento de diversas patologias,
sendo comprovadas as a¢des anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, antiproliferativa
de linfocitos e inibidora do virus do herpes simplex. O presente trabalho investigou 0s
compostos quimicos contidos no extrato das folhas de A. brasiliana. Carboidratos, compostos
fenolicos totais e proteinas foram determinados por métodos espectrofotométricos, foi
realizada SDS-PAGE para obter o perfil proteico e cromatografia em camada delgada para
identificar os tipos de agucares contidos no extrato. Foi realizado um estudo in vitro do seu
potencial bioativo: Atividade antioxidante pelo método ABTS (2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-acido sulfonico)) e atividade antimicrobiana pelo método padronizado
de microdiluicdo em placa de 96 pocos, para determinar a CMI (concentracdo minima
inibitéria) e CMM (concentracdo minima microbicida). A toxicidade letal do extrato foi
avaliada pelo o ensaio CLsp utilizando Artemia salina. Os resultados mostraram a presenca
de acucares totais (1340,540 = 0,002 pg/ml), &cidos urdnicos (320,263 + 0,001 pg/ml),
compostos fendlicos totais (326,750 + 0,005 pg/ml) e proteinas (54,149 + 0,001 pg/ml). A
cromatografia em camada delgada apresentou bandas identificando a presenca de agucares,
especialmente glicose, frutose, galactose, manose, sacarose, inulina e pectina. A SDS-PAGE
apresentou varias bandas proteicas entre 21 e 31 KDa, 14 e 21 KDa e abaixo de 14 KDa. Para
a atividade antimicrobiana o extrato apresentou atividade contra Staphylococcus aureus
(ATCC6538) — CMI: 2000 pg/ml, Micrococcus luteus (ATTC 2225) — CMI: 2000 pg/ml,
Pseudomonas aeruginosa (39-UFPEDA) — CMI: 1000 pg/ml, Mycobacterium smegmatis
(71-UFPEDA) — CMI: 15,6 pug/ml, Enterococcus faecalis (ATCC6057) — CMI: 2000 pg/ml,
Candida albicans (1007-UFPEDA) — CMI: 31,2 ug/ml, Pseudomonas aeruginosa (IC, 736-
UFPEDA) — CMI 2000 pg/ml, e ndo mostrou atividade contra os micro-organismos: Bacillus
subtilis (16-UFPEDA), Escherichia coli (ATCC25922); Serratia sp (398-UFPEDA);
Staphylococcus aureus (IC, 731-UFEDA) Enterobacter aerogenes (IC, 739-UFPEDA). A
CMM foi negativa na concentracdo utilizada para todos micro-oganismos utilizados exceto
para Mycobacterium smegmatis (UFPEDA-71) — CMM: 1000 pg/ml. Alternanthera
brasiliana apresentou atividade antioxidante significativa em fungdo do tempo com
porcentagem de inibicdo de 94,57+0.29% apds 120 min, equivalentes a TEAC de
2084,66+7,07 uM Trolox. A citotoxicidade letal (CLso) foi de 500 pg/ml. Os resultados
mostraram que a Alternanthera brasiliana contém moléculas com grande potencial
biotecnologico o que confirma sua atividade farmacologica servindo de base para o
desenvolvimento de novas drogas com possivel aplicacdo na prevencdo e no tratamento de
diversas doencas globais.

Palavras-chaves: Alternanthera brasiliana, Amaranthaceae, plantas medicinais,
antioxidante, antimicrobiana



ABSTRACT

Alternanthera brasiliana (Amaranthaceae), is also known as "terramycin”, "penicillin” and
“perpetuates the bush”, is a medicinal plant used in the treatment of various pathologies like
anti-inflammatory action, analgesic, antimicrobial, antiproliferative activity of lymphocytes
and inhibiting herpes simplex virus. The present study investigated the chemical compounds
contained in the A. brasiliana leaf extract. Some assays were carried out to analyse
carbohydrates, total phenolic compounds and proteins which were determined by
spectrophotometric methods, was performed SDS-PAGE for the protein profile and thin layer
chromatography to identify the types of carbohydrates contained in the extract. An in vitro
study of their potential bioactive was performed: antioxidant activity by ABTS method (2,2-
azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline)- 6-sulfonic acid) and antimicrobial activity by
microdilution method standard in 96-well plates to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum microbicidal concentration (MMC). The lethal toxicity
of the extract was evaluated by the LCsg assay using Artemia salina. The results showed the
presence of total sugars (1340.540 £ 0.002 pg/ml), uronic acids (320.263 = 0.001 pg/ml),
total phenolic compounds (326.750 + 0.005 pg/ml) and proteins (54.149+0.0007 pg/ml).
Thin layer chromatography showed bands related to the presence of sugars, especially
glucose, fructose, mannose, sucrose, inulin and pectin. The SDS-PAGE showed several
protein bands between 21 and 31 KDa, 14 and 21 kDa, and below 14 kDa. The extract showed
antimicrobial activity against: Staphylococcus aureus (ATCC6538) — MIC: 2000 pg/ml,
Micrococcus luteus (ATTC 2225) — MIC: 2000 pg/ml, Pseudomonas aeruginosa (39-
UFPEDA) — MIC: 2000 pg/ml, Mycobacterium smegmatis (71-UFPEDA) — MIC: 15.6
ug/ml, Enterococcus faecalis (ATCC6057) — MIC: 2000 pg/ml, Candida albicans (1007-
UFPEDA) — MIC: 31,2 pug/ml, Pseudomonas aeruginosa (Cl, 736-UFPEDA) — MIC: 2000
ug/ml, but without activity against the microorganism: Bacillus subtilis (16-UFPEDA),
Escherichia coli (ATCC25922), Serratia sp (398-UFPEDA), Staphylococcus aureus (Cl,
731-UFPEDA) Enterobacter aerogenes (Cl, 739-UFPEDA). The CMM was negative at the
concentration used for all microorganism except for Mycobacterium smegmatis (71-
UFPEDA) — MMC: 1000 pg/ml. Alternanthera brasiliana showed significant antioxidant
activity in function of time with inhibition percentage of 94.57+£0.29% after 120 minutes,
equivalent to TEAC of 2084.66+7.07 puM Trolox. The lethal cytotoxicity (LCso) was
500ug/ml. The results showed that Alternanthera brasiliana contains molecules with great
biotechnological potential which confirms their pharmacological activities as the basis for
the development of new drugs with possible application in the prevention and treatment of
various global diseases.

Keywords: Alternantera brasiliana, Amaranthaceae, medicinal plants, antioxidant,
antimicrobial
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1. INTRODUCAO

Alternanthera brasiliana conhecida como “terramicina”, “penicilina” e “perpétua do
mato” € uma planta medicinal amplamente utilizada no tratamento de diversas patologias,
sendo comprovadas a acdo anti-inflamatéria (DELAPORTE et al., 2001), analgésica (DE
SOUZA et al., 1998) e inibidora do virus do herpes simplex (LAGROTA et al., 1994),
atividade antiproliferativa de linfocitos (BROCHADO et al., 2003), e antimicrobiana
(CAETANO et al., 2002).

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo quanto a
espécie humana (TAKAMURA, 2008). O Brasil possui uma grande diversidade vegetal,
contando com aproximadamente 35 mil espécies dsitribuida em seus biomas (FORZZA et
al., 2013), porém apenas 17% delas sdo exploradas para pesquisas de compostos
biologicamente ativos (POLITI; PIETRO; MOREIRA, 2009; RODRIGUES et al., 2013).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais derivam diversos farmacos comercializados no mundo inteiro. O avanco
ocorrido na érea cientifica permitiu o desenvolvimento de fitoterapicos confiaveis e seguros,
embora ainda faltem estudos cientificos que comprovem a utilizacao segura e eficaz de varias
plantas (VIEIRA et al., 2010).

Ainda que as plantas representem a maior diversidade em moléculas com diferentes
estruturas, propriedades fisiologicas e fisico-quimicas que justificam o uso popular, é
imprescindivel conhecer a constituicdo quimica das espécies uma vez que a presenca ou
mesmo as concentracBes dos produtos metabolicos, como metabdlitos secundarios, sdo
influenciadas por varios fatores ambientais como sazonalidade, umidade, temperatura e tipo
de solo entre outros (SIMOES et al., 2004; GOBBO-NETO; LOPES, 2007). Estes s&o
derivados de processos de biotransformagdo de macromoléculas, como carboidratos,
lipideos, proteinas e &cidos nucléicos; os seus produtos garantem vantagens para a
sobrevivéncia das plantas e a perpetuagio das espécies (SIMOES et al., 2004).

A utilizacdo de produtos de origem vegetal é crescente em todo o mundo,
principalmente devido aos problemas que séo atribuidos aos produtos sintéticos que
ocasionam danos tanto para a salde quanto para o meio ambiente (MACHADO;
FERNANDES JUNIOR, 2011). Em comprovacio a isso, estudos relatam que dos 520 novos
medicamentos aprovados entre 1983 e 2010; 39% eram produtos naturais ou derivados de
produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2010). Partes da planta como raiz, caule, folha
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podem fornecer substancias ativas que serdo empregadas na obtencdo de um medicamento
(ROSA et al., 2012).

Neste contexto, pesquisas direcionadas a investigar os compostos quimicos e avaliar
0 potencial antimicrobiano e antioxidante de plantas medicinais torna-se oportuno,
principalmente pelo grande ndmero de pessoas com doengas associadas com a agdo de
radicais livres e doencas infecciosas causadas por micro-organismos.

Segundo Lima (2006) a aceitacdo da medicina tradicional tem aumentado entre todos
0S grupos socioecondmicos, tornando a fitoterapia um setor econémico importante. Cerca de
80% da populacdo mundial utiliza medicamentos a base de plantas (KUETE et al., 2008).
Muitas comunidades rurais dependem quase exclusivamente de plantas medicinais para o
tratamento de doencas, e a populacdo urbana comeca a retornar para remédios de plantas
medicinais, devido aos medicamentos convencionais serem mais caros (ADAMS et al., 2007;
NAILI et al., 2010; DERWICH et al., 2011; BOULANOUAR et al., 2013).

Dentre as varias moléculas bioativas com efeitos benéficos ao organismo, destacam-
se 0s antioxidantes e os antimicrobianos.

Em maio de 2006, o Ministério da Saide normalizou, por meio da Portaria 971 a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Saude (SUS), sendo que uma das principais medidas inseridas é a proposta para plantas
medicinais e fitoterapia, podendo as unidades do SUS implementar o seu uso (BRASIL,
2006). Com uso de plantas na manipulacao de fitoterapicos, o pais teria muitas vantagens,
como a reducdo da importacdo de medicamentos, fomentando assim, a autossuficiéncia e
fornecendo a populagdo um maior nimero de medicamentos e uma maior valorizagdo das
tradicdes populares.

Através do desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, as plantas medicinais estdo
sendo valorizadas quanto ao seu potencial terapéutico, ndo s6 na area da pesquisa, mas
também se tornou crescente o seu uso recomendado pelos profissionais da saude.
(CARREIRA, 2010).

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Alternanthera brasiliana
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2.1.1 Caracteristicas gerais

A familia Amaranthaceae compreende cerca de 170 géneros e 2000 espécies,
ocorrendo 20 géneros nativos e 100 espécies no Brasil. Muitas destas espécies sao utilizadas
como ornamentais ou na medicina popular, sendo comumente encontradas em ambientes
abertos, porém algumas espécies sdo encontradas no interior de florestas (SOUZA;
LORENZI, 2005). Sendo amplamente distribuidas pelo mundo. (SILVA et al., 2005).

Os espécimes sdo de ocorréncia anual e perenial, seu porte varia entre herbaceo e
arbustos (SIQUEIRA, 1987).

O nome Alternanthera tem origem do latim e se refere aos estames e
pseudoestaminddios que se alternam (alternus + antera). Alternanthera brasiliana
popularmente conhecida como “terramicina”, “penicilina” e “perpétua do mato”, € uma
planta nativa da América Tropical até o sul da ilha de Santa Catarina (DELAPORTE et al.,
2002). E uma espécie herbacea perene, ereta ou rasteira, muito ramificada (SMITH et al.,
1972). De acordo com Delaporte et al. (2002), sobre as caracteristicas morfo-anatémicas do
vegetal a espécie trata-se de uma planta com folhas simples, oval-lanceoladas, peninérveas,
opostas cruzadas, membranaceas, pilosas e com diversos padrbes de coloragdo, do verde a

purpura (Figura 1).

Figura 1: Alternanthera brasiliana
— i

Fonte: Carrera, 2010.

Figura 2: Flores da Alternanthera brasiliana
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Fonte: http://jardimdecalateia.com.br/alternanthera-brasiliana-perpetua-do-brasi

Classificagdo taxondmica:
Reino - Plantae

Subreino - Tracheobionta
Super diviséo - Spermatophyta
Diviséo - Magnoliophyta
Class - Magnoliopsida
Subclasse - Caryophyllidae
Ordem - Caryophyllales
Familia - Amaranthaceae
Género - Alternanthera

Espécies — Alternanthera brasiliana

2.1.2 Uso popular e estudos cientificos

A medicina popular descreve o uso de plantas da familia Amaranthaceae com
finalidade curadora para estados febris e processos inflamatorios (SALVADOR et al., 2004;
SIQUEIRA, 1987). Para 0 género, 0 uso popular envolve tratamento de processos infecciosos
e a espécie Alternanthera brasiliana é amplamente utilizada em diversas patologias, tais
como inflamagé&o, processos dolorosos e infecgéo.

Pereira et al. (2007) em um estudo realizado nas Guianas com populac6es nativas e

indigenas, verificaram que estes grupos usam as folhas deste vegetal como adstringente e
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antidiarréico, enquanto que o macerado proveniente da planta inteira é usado contra prisao-
de-ventre.

Conforme Mors et al. (2000) a infusdo das folhas pode ser considerada diurética,
digestiva e depurativa, sendo empregada no tratamento de doencas do figado e da bexiga. O
pigmento vermelho extraido de suas folhas é usado no tratamento de injarias da pele (SILVA
et al., 2005).

Rodrigues e De Carvalho (2001) consideram que as flores quando ingeridas sob a
forma de infusdo ou decocto, sdo consideradas béquicas, devendo ser ingeridas 3 a 4 xicaras
desse ché por dia.

De acordo com Lorenzi & Matos (2001), a infuséo das folhas de A. brasiliana
apresenta efeito diurético, digestivo, depurativo, sendo empregada para moléstia do figado e
da bexiga. Ja a infusdo da inflorescéncia é considerada béquica, suas folhas sdo usadas como
adstringentes e antidiuréticos.

De Souza et al. (1998), mostraram que o extrato hidroalcoolico obtido da planta
produziu uma acdo analgésica, com resposta mais potente do que aquelas obtidas pelos
farmacos de uso padrdo (acido acetilsalicilico, dipirona, indometacina), sem interferir no
efeito quanto a via de administracéo utilizada (oral ou intraperitonial). O extrato produziu
efeito significativo e de longa duracéo (0,5 — 4h) quando avaliados para antinocicepcao, com
constricbes abdominais induzidas por &cido acético em ratos. No teste da dor induzida por
formalina, 0 mesmo extrato promoveu inibicdo da dor. A potente atividade analgésica
proporcionada pelo extrato pode estar relacionada com a presenca de esterdides
(principalmente o B-sitosterol), terpenos e compostos fendlicos, o que confirma o uso popular
de Alternanthera brasiliana como analgésica.

A atividade antimicrobiana do extrato bruto hidroalcoolico da planta, na concentracao
de 65 mg/ml, frente as cepas de S. aureus (ATCC 6538 e ATCC 9144) e S. aureus de isolados
hospitalares (meticilina resistentes e ndo resistentes), foram realizados por Caetano et al.
(2002), o resultado encontrado indicou uma atividade bastante semelhante ao cloridrato de
tetraciclina (1 mg/mL) utilizado como padrao.

Brochado et al. (2003) relataram a ocorréncia de seis flavondides em sua composicéo,
inéditos para o género Alternanthera. Por inibirem a proliferacéo linfocitaria sugeriu-se que
as propriedades anti-inflamatorias observadas in vivo poderiam ser atribuidas a acéo desses

flavonéides.
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A atividade antiviral foi avaliada por Lagrota et al. (1994) e observou-se que o0 extrato
aquoso das folhas de A. brasiliana produziu o maior percentual de inibicdo (99%) frente ao
virus do herpes simplex. Esse efeito foi atribuido a diferentes mecanismos dependentes da
acao da timidina quinase viral ou da DNA polimerase, 0 extrato aquoso da A. brasiliana na
concentracdo de 0,15%, produziu um percentual de inibigdo favoravel de 99% da atividade
anti-HSV. Neste estudo, as substancias utilizadas como padréo para determinar a atividade
anti-HSV foram: Aciclovir, &cido fosfonoacético (PAA) e 5-bromo-2, desoxiuridina
(Brdurd).

Outros estudos realizados comprovaram a acéo anti-inflamatoria (DELAPORTE, et
al., 2001). Conforme Schenkel et al. (2001) é possivel que a atividade farmacolégica seja
decorrente da acdo de mais de um componente, que podem eventualmente atuar sobre 0s
mesmos processos bioquimicos, assim como de outras maneiras, modificando solubilidade,

alterando fendmenos de absor¢éo ou influenciando a estabilidade.

2.1.3 Perfil fitoquimico

De acordo com Delaporte et al. (2005), p6de-se constatar que o nitrogénio (3,13%) é
o principal macronutriente constituinte da folha seguido do potassio (2,35%) e do calcio
(1,22%). Em relacdo aos micronutrientes, o0 manganés (0,30%) apresentou percentual maior
nas folhas. Alguns elementos, tais como P, S, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Sr e Pb foram detectadas
por Macedo et al. (2004).

Brochado et al. (2003), isolaram seis flavonoides da A. brasiliana, responsaveis pelas
suas atividades farmacoldgicas: canferol 3-O-rubinosideo-7-O-alfa-ramnopiranosideo,
quercetina 3-O-robinobiosideo-7-alfa-L-ramnopiranosideo, quercetina 3-O-robinobiosideo,
canferol 3-O-robinobiosideo, canferol 3-O-rutinosideo-7-O-alfa-L-ramnopiranosideo e
canferol 3-O-rutinosideo. Estas estruturas foram elucidadas por Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono e Hidrogénio.

Em um estudo realizado por Caetano et al. (2002), foi detectada a presenca de
terpendides e do pigmento betacianina na sua composi¢do. Esse pigmento extraido das folhas
sdo da classe de betalainas e sdo bastante utilizados para tratar de les6es da pele, conferindo
a cor vermelha (ou parpura) para os caules e as folhas e, menos frequentemente, para flores
e frutos (SILVA et al., 2005). De acordo com Khatabi et al. (2013) pigmentos da classe de

betalainas possuem propriedades antioxidantes.
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Estudos fitoquimicos de partes aéreas de Alternanthera brasiliana revelaram a
presenca de terpenos, esteroides e compostos fenolicos, sendo o B-sitosterol o constituinte
mais abundante (MENDES, 2012).

Segundo Delaporte, et al. (2001), a quantidade de compostos fenolicos presentes na
planta diminuem consideravelmente nos meses de inverno e outono. Esta condi¢do esta
diretamente relacionada com o metabolismo do vegetal em cada uma das estac6es do ano e

€ um critério importante para estabelecer a época melhor de coleta do material vegetal.

2.2 Plantas medicinais e fitoterapicos

O uso de plantas como recurso terapéutico vem sendo descrito ao longo da histéria
da humanidade. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas, talvez, tenha
sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais (VEIGA-JUNIOR et al.,
2005). Para utilizarem as plantas como medicamentos, 0s povos antigos usavam de suas
préprias experiéncias e da observacao do uso das plantas pelos animais (OLIVEIRA, 2006).
Diversas plantas foram utilizadas pelos indigenas como remédio para suas doencas e como
veneno em suas guerras e cacas (CARVALHO, 2004). A natureza foi a primeira farmacia a
que O recorreu.

Entre 1880 e 1900, comegaram as mudangas com o desenvolvimento do primeiro
medicamento sintético, as antipirinas, seguidas pela antifebrina e pela aspirina. Apos a Il
Guerra Mundial, as pesquisas com ervas medicinais foram deixadas de lado pelo grande
avanco das formas sintéticas, sendo retomadas somente nos dias atuais (FRANCESCHINI
FILHO, 2004).

No Brasil, a utilizacdo das plantas ndo s6 como alimento, mas também como fonte
terapéutica teve inicio desde que os primeiros habitantes chegaram ao Brasil, ha cerca de 12
mil anos, dando origem aos paleonideos amazo6nicos, dos quais derivaram as principais tribos
indigenas do pais. (CARVALHO, 2004). Ainda hoje em muitas regides do pais e até mesmo
nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres,
mercados populares e encontradas em quintais residenciais. O conhecimento sobre plantas
medicinais simboliza, muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos (CALDERON et al., 2009)

Segundo Forzza et al. (2013) o Brasil possui aproximadamente 35 mil espécies de

vegetais, distribuidas nos diferentes tipos de biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Mata
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Atlantica, Pantanal, Caatinga e Manguezal (ALBERNAZ, 2010; VIEIRA et al., 2010), porém
apenas 17% delas sdo exploradas para pesquisas de compostos biologicamente ativos
(POLITI; PIETRO; MOREIRA, 2009; RODRIGUES et al., 2013).

Essa grande biodiversidade da flora brasileira com potencial terapéutico leva a um
significativo consumo de fitoterdpicos e preparacdes extraidas de plantas que através do
conhecimento tradicional e tecnoldgico podem ser validadas cientificamente. Este imenso
patriménio genético encontrado no Brasil tem, na atualidade, um valor econdmico-
estratégico inestimavel em varias atividades (BRASIL, 2006), mas é no campo do
desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade, uma vez que
existem inumeros medicamentos obtidos direta ou indiretamente a partir de produtos
naturais.

Em 1975 o Conselho Nacional de Saude ja valorizava a importancia da medicina
popular: “A denominada "medicina popular" é constituida por préaticas paralelas a
"medicina oficial” dominante. Quem faz esta distingdo é o sistema oficial de salde,
constatando sua existéncia e crescimento, a despeito de todo o avancgo cientifico e
tecnoldgico atual que tem o respaldo do saber cientifico e do sistema de producéo (V CNS,
1975)”. Desta forma, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a importancia da
fitoterapia, sugerindo ser uma alternativa vidvel e importante também as populacdes dos
paises em desenvolvimento, devido ao seu custo diminuido (SANTOS et al., 2012).

H& uma demanda crescente por produtos de origem vegetal. Muitas comunidades
rurais dependem quase exclusivamente de plantas medicinais para o tratamento de doengas,
e a populacdo urbana comeca a retornar para remédios de plantas medicinais, devido aos
medicamentos convencionais serem mais caros (ADAMS et al., 2007; DERWICH et al.,
2011; NAILI et al., 2010; BOULANOUAR et al., 2013).

Inicialmente, estes medicamentos a base de plantas eram utilizados na forma de
infusdo (ch&), po ou decocto, ou ainda, atraves da via topica, na forma de preparacgdes a base
de &gua ou 6leo para unguentos e cataplasmas (VIEIRA et al., 2010).

Conforme a Resolugéo da Diretoria Colegiada. RDC n° 14, de 31 de marco de 2010
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, fitoterapicos sdo aqueles
medicamentos preparados a partir de plantas ou partes de plantas medicinais que possuem

propriedades reconhecidas de cura, diagnéstico, prevencdo ou tratamento sintomatico de
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doencas, validadas em estudos etnofarmacoldgicos, documentacbes tecnocientificas ou
ensaios clinicos de fase trés.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2008), as plantas
medicinais sdo plantas capazes de tratar ou curar doencas. Estas plantas tém tradicdo, pois
sdo usadas como remédio em uma populagéo ou comunidade. Uma das grandes preocupacgoes
com o uso de plantas medicinais como forma de tratamento ou cura € 0 Seu uso
indiscriminado e sem comprovacao cientifica.

Conforme Vieira et al. (2010) o aumento do consumo de plantas medicinais nas
ultimas décadas foi devido a muitas pessoas acreditarem que esses produtos seriam
“naturais”, ou seja, ndo apresentariam “produtos quimicos” passando a ser sindnimos de
produtos saudaveis, seguros e benéficos a salde. Por ser uma pratica comum na sociedade e
até mesmo pela falta de medicamentos sintéticos (FERREIRA; PINTO, 2010). Grande parte
das interpretacfes distorcidas sobre os efeitos deste tipo de medicamentos ocorre devido a
difuséo de informacdes erréneas por parte da populacéo e, além disso, sem qualquer controle
na maioria dos paises.

O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma planta exige o preparo
correto, ou seja, para cada parte a ser usada, para cada grupo de principio ativo a ser extraido
e para cada doenca a ser tratada, existe forma de preparo e uso adequados (ARNOUS;
SANTOS; BEINNER, 2005). Partes da planta como raiz, caule, folha podem fornecer
substancias ativas que serdo empregadas na obtencdo de um medicamento (ROSA et al.,
2012).

Segundo Oliveira et al. (2006), os fitoterapicos sdo também uma oportunidade de
obtencdo de medicamentos mais barato em paises em desenvolvimento, onde a maior parte
da populacdo ndo tem acesso a medicamentos sintéticos por seu alto custo. Muitas vezes
esses medicamentos sdo rotulados e aparecem na midia com promessa de cura (VEIGA
JUNIOR etal., 2005), o que ndo esta correto, pois primeiro sdo necessarios estudos botanicos,
farmacologicos, toxicoldgicos que comprovem a eficacia de determinada substancia, para
sua comercializacdo (OLIVEIRA, 2007).

Segundo informac6es da ANVISA todos os medicamentos a base de vegetais assim
como qualquer outro medicamento podem causar reacdes desagradaveis e até mesmo
problemas mais sérios de salde, deve-se ter uma atencdo especial com criangas, idosos e
gestantes. (VEIGA JUNIOR, 2008).
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Nos Ultimos anos, tem aumentado o interesse no aproveitamento de fontes naturais,
principalmente no que se refere as plantas para o uso farmacéutico, sendo que, na Ultima
década houve um significativo crescimento no uso de medicamentos fitoterapicos
(BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

Segundo Alves et al. (2013), em 2011, o mercado global de medicamentos (sintéticos
e naturais) alcangou a cifra de U$ 800 bilhdes. Este valor, é claro, variou de acordo com as
condic¢des econémicas e sociais da cada regido do globo (figura 3 A), enquanto o mercado
para os fitoterdpicos atingiu o patamar de U$ 26 bilhdes, com uma desigualdade regional

semelhante (figura 3 B).

Figura 3: (A) Mercado global de medicamentos em 2011 e sua distribui¢do de acordo com as
diversas regides geograficas. (B) Mercado global de medicamentos fitoterapicos em 2011 e sua distribuicéo

de acordo com as diversas regides geograficas.
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Os principais passos para a utilizacdo de um composto bioativo a partir de recursos
vegetais sdo: a extracdo, a triagem farmacologica, o isolamento e caracterizacdo de
compostos bioativos, a avaliacao toxicoldgica e a avaliacdo clinica. Esta Gltima é essencial
para garantir a eficacia de um composto bioativo, podendo fornecer também, sua
farmacocinética,  biodisponibilidade, seguranca e interacbes  medicamentosas
(SASIDHARAN et al., 2011).

No periodo de 1941 a 2002, dos 90 farmacos analisados no Annual Reportsof
Medicinal Chemistry, 61 eram derivados semi-sintéticos de plantas e 9 eram oriundos de
produtos naturais (SILVEIRA et al., 2009). O avanc¢o ocorrido na area cientifica permitiu o
desenvolvimento de fitoterapicos confidveis e seguros, embora ainda faltem estudos
cientificos que comprovem a utilizacdo segura e eficaz de vérias plantas (VIEIRA et al.,
2010).

Através do Decreto Presidencial N°. 5.813, de 22 de junho de 2006, o Governo
Federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais, onde as a¢fes decorrentes desta
politica sdo manifestadas no Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos —
PNPMF e uma de suas propostas € inserir plantas medicinais, fitoterapicos e servicos
relacionados a fitoterapia no SUS, com seguranca, eficacia e qualidade, em conformidade
com as diretrizes da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares no SUS.
(BRASIL, 2006).

Esses medicamentos devem ser extraidos de espécies cultivadas no Brasil ndo
ameacadas de extin¢do seguindo a recomendacgdo da Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
de que os paises devem usar 0s recursos naturais disponiveis no préprio territorio para
promover a atencdo primaria a salde e contribuir para o uso sustentavel da biodiversidade
nacional (BRASIL, 2011).

Um levantamento bibliografico cobrindo apenas os primeiros meses de 2012 e
considerando apenas 0 mecanismo de agédo dos principios ativos envolvidos, mostra a eficacia
das plantas medicinais no tratamento da doenca de Alzheimer (MAHDY et al., 2012;
ORHAN et al., 2012), de doencas cardiacas (LANG et al., 2012; XING et al., 2012), maléaria
(SISODIA, et al., 2012; MBEUNKUI et al., 2012), leishmania (HAZRA et al., 2012),
esquistossomose (OLIVEIRA et al., 2012), cancer (MALHOTRA et al., 2012; PARK et al.,
2012), herpes (ASTANI et al., 2012), artrite (LI et al., 2012), como antibiético (MULAUDZI
et al., 2012), anti-inflamatorio (NIU et al., 2012), antitlcera (SILVA et al., 2012; FREITAS



30

et al., 2011), antioxidante (Konrath et al., 2012), antinociceptivo (LIMA et al., 2012),
antidiabético (SOUZA et al., 2012; LIMA et al., 2012) e antidiurético (GASPAROTTO
JUNIOR et al., 2012).

2.3 Atividade antimicrobiana

Agentes antimicrobianos vém sendo utilizados desde o século XVII para o tratamento
de doencas infecciosas. Os antibioticos sdo produtos metabdlicos naturais de fungos,
actinobactérias e bactérias capazes de impedirem o crescimento, ou de destruirem micro-
organismos (BLACK, 2002; MADIGAN et al., 2010).

A busca por novos agentes antimicrobianos a partir de plantas superiores tem sido de
grande interesse nas Ultimas décadas. O “Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”
métodos para a avaliacdo de compostos antimicrobianos sdo amplamente aceitos pelos
6rgéos reguladores em todo o mundo (DAS et al., 2010).

Desde a origem dos antibidticos na década de 1950, o numero de agentes
antimicrobianos derivados de plantas tem sido insuficiente. A utilizacdo de extratos vegetais,
bem como outras formas alternativas de tratamento médico, vem demonstrando grande
popularidade desde a década de 1990. Bactérias multirresistentes sdo um emergente e
conhecido problema mundial de saide (VONBERG et al., 2008). As indUstrias se concentram
em programas de triagem a fim de identificar novos Principios ativos a partir de fontes
naturais (KUMAR et al., 2010).

De acordo com Guimarées et al. (2010) os antimicrobianos podem ser naturais ou
sintéticos e podem agir tanto inibindo o crescimento, sendo chamado de bacteriostatico ou,
causando a morte da bactéria, sendo classificado como bactericida.

Um agente antimicrobiano ideal exibe toxicidade seletiva, e isto implica que uma
substancia deve ser eficiente contra a bactéria alvo, porém seguro quanto a toxicidade ao
paciente (BROOKS et al., 2008; SOFIATI, 2009).

Conforme Haida et al. (2007), as plantas constituem-se importantes fontes de
substancias biologicamente ativas, servindo para o desenvolvimento e a sintese de um grande
namero de farmacos.

A pesquisa com Bridfitas até Angiospermas e suas diversas atividades farmacologicas

tém se tornado uma alternativa promissora no combate as infec¢bes causadas por bactérias e
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fungos (MORANTES et al., 2007; PERES et al., 2009; LEE et al., 2008; SANTOS et al.,
2010; MORAIS-BRAGA et al., 2013).

As doencas infecciosas ainda sdo uma das principais causas de morte no mundo,
sendo de significativa importancia o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos.
Nesse contexto as plantas podem ser uma boa fonte para direcionar a busca por compostos
promissores (BERTUCCI et al., 2009). Estas possuem varias vias metabolicas secundarias
que ddo origem a compostos como alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos,
cumarinas, glicosideos cardiotdnicos, terpenos que por vezes, sao especificos de
determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas funcgdes, até pouco tempo, eram
desconhecidas (SIMOES et al. 2004).

As plantas com maior atividade antimicrobiana sdo aquelas ricas em polifendis,
flavonoides e taninos (DOUGHARI; EL-MAHMOOD; TYOUINA, 2008; RODRIGUES et
al., 2011), terpendides, alcalbides, lectinas, polipeptideos, e cumarinas (RESCHKE;
MARQUES, 2007; HAIDA et al., 2007).

A determinacdo do composto biologicamente ativo a partir de um material vegetal é
dependente do tipo de solvente usado no processo de extracdo (DAS et al., 2010). Na extracdo
de compostos hidrofilicos, por exemplo, sdo usados solventes polares tais como metanol,
etanol ou acetato de etila. J& para compostos mais lipofilicos, sdo usados diclorometano ou
uma mistura de diclorometano/metanol na proporcao de 1:1 (SASIDHARAN et al., 2011).

Segundo Das et al. (2010), um bom solvente utilizado na extracdo de planta deve
possuir propriedades como: baixa toxicidade, facilidade de evaporacao a baixa temperatura,
absorcdo fisioldgica rapida do extrato, acdo conservante. Além disso, o solvente ndo deve
interferir no bioensaio.

De acordo com Gonzalez-Lamothe et al. (2009), os produtos do metabolismo
secundario acumulado pelas plantas podem atuar de duas formas: como “potencializadores
de atividade antibacteriana”, favorecendo a atividade de antibidticos cuja agdo encontra-se
limitada por mecanismos de multirresisténcia desenvolvidos pelos micro-organismos; ou
como “atenuantes de viruléncia”, adequando a resposta do sistema imune do hospedeiro a
infeccdo.

O estudo de agentes antimicrobianos de origem vegetal inicia com uma avaliacdo

bioldgica completa dos extratos para garantir a eficacia e seguranca, seguido pela
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identificacéo de principios ativos, formula¢6es de dosagem e perfil farmacocinético do novo
farmaco (DAS et al., 2010).

De acordo com Silva Jr. et al. (2009), o aumento de estudos de atividade
antimicrobiana com plantas inclui diminuicdo de novas substancias antimicrobianas
sintéticas, além de muitas serem potencialmente tdxicas e apresentarem efeitos colaterais no
paciente

Devido ao aumento alarmante na incidéncia de novas doengas infecciosas e
resisténcia aos farmacos atuais, existe uma grande necessidade em descobrir novos
compostos quimicos com atividade antimicrobiana e, possivelmente, com novos mecanismos
de acdo (ADWAN et al., 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos é um problema sério em todo o mundo, sendo de
fundamental importancia a pesquisa por novos agentes antimicrobianos. (PADILHA et al.,
2010; MIRANDA et al., 2013).

O grande aumento em infeccBes hospitalares, causada por bactérias resistentes ou
multirresistentes € um dos maiores problemas de saude publica (FONTANAY et al., 2008).
Especialmente na ultima década, o grau de resisténcia aos antibidticos comuns é cada vez
mais crescente em todo 0 mundo (TANG et al., 2011). Incluindo o Brasil, principalmente em
unidades de tratamento intensivo (UTIs) (PUEYOA et al., 2011).

De acordo com Furtado et al. (2008), uma das principais causas de resisténcia
antimicrobiana é a grande exposi¢do aos farmacos antimicrobianos, dentre outros, através da
pratica da automedicac&o.

O mecanismo de acdo da maioria dos antimicrobianos ndo estid totalmente
esclarecido, mas, podem ser divididos em 4 categorias: (I) inibicdo da sintese da parede
celular; (11) inibicdo da funcdo da membrana celular; (I11) inibi¢do da sintese de proteinas;
(IV) inibicdo da sintese de acidos nucléicos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2003; BLACK,
2002; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; MADIGAN et al., 2010).

As bactérias também podem desenvolver resisténcia aos antibioticos por meio de
alguns mecanismos biogquimicos ja bem difundidos na literatura (JACOBY, 2005; MIN et
al., 2007). Os mecanismos incluem: modifica¢do quimica do antibiético, através de enzimas
especificas; alteracdo do sitio de ligacdo do antibidtico; substituicdo do sitio de ligacdo do
farmaco; diminuigéo da permeabilidade ao antibidtico; aumento da sintese de substrato com

0 qual o farmaco compete; sintese de proteinas protetoras dos ribossomos.
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Os fatores que contribuem para a ocorréncia e persisténcia da resisténcia bacteriana
sdo: o uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos (CRISAN et
al., 1995; VARGAS et al., 2004), a utilizacdo de antibidticos para o tratamento e prevencéo
de infeccbes em animais e no controle de infeccdo bacteriana em frutas e legumes que
aumentam a transmisséo de organismos multirresistentes para seres humanos (COHEN,
1992; HOEFEL et al., 2006).

A resisténcia aos antimicrobianos é um processo genético relacionado a existéncia de
genes no micro-organismo que codificam diferentes mecanismos e evitam a acdo dos
medicamentos. Ela pode ter origem em mutacgdes que ocorrem no micro-organismo durante
seu processo reprodutivo ou através do intercambio de material genético (transferéncia
horizontal génica — THG) através da conjugacdo, transducéo e transformacdo (TAVARES,
2000; UETANABARO; GOES-NETO, 2006).

O problema da resisténcia microbiana é crescente e a perspectiva de uso de drogas
antimicrobianas no futuro € incerta. Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam reduzir
este problema como, por exemplo, controlar o uso de antibiéticos e, desenvolver pesquisas
para melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia e continuar o estudo de
desenvolvimento de novas drogas, tanto sintéticas como naturais (NASCIMENTO et al.,
2000; HAIDA et al., 2007).

A busca de novos agentes antimicrobianos é importante, uma vez que o elevado
potencial de recombinacdo genética das bactérias tem provocado o aumento de cepas
multirresistentes e, consequentemente, tornado ineficazes muitos farmacos antimicrobianos
disponiveis no mercado (TRIAS and GORDON, 1997; LABARCA, 2002; ALVAREZ;
LABARCA; SALLES, 2010).

Através da Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) N° 44, de 26 de outubro de 2010
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ratifica e estabelece os critérios, de forma mais
rigorosas, para a embalagem, rotulagem, liberac@o e controle de medicamentos a base de
substancias classificadas como antimicrobianos, de uso sob prescri¢do, isoladas ou em
associacao. A liberacdo destes medicamentos contendo as substancias antimicrobianas fica
sujeita a retencdo de receita e escrituracdo em farmacias e drogarias, nos termos desta
resolucédo (BRASIL, 2010).
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2.4 Atividade antioxidante

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando
presentes em pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de
retardar ou mesmo inibir substancialmente a oxidacao do substrato (NIKI, 2010).

Naturalmente, alguns antioxidantes sdo produzidos pelo corpo humano e outros
podem ser adquiridos pelo consumo de alimentos (ARAUJO, 2004). Os radicais livres s&o
espécies quimicas que contém um ou mais elétrons desemparelhados, devido a isto eles sdo
altamente instaveis e causam danos a outras moléculas atraves da captacdo de elétrons, a fim
de alcancar a estabilidade. Células vivas geram espécies reativas de oxigénio (ROS), como
resultado das alterac@es fisiologicas e processos bioquimicos (DEEPA et al., 2012).

Segundo Sun et al. (2011), a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e reacgdes que levam a producdo de radicais livres podem levar ao estresse oxidativo
celular, podendo causar doencas degenerativas ou patologias.

Radicais livres, como o anion superoxido (O’), radical hidroxila (OH") e o radical
peroxila (ROO") séo particularmente reativos e conhecidos por serem produtos bioldgicos na
reducdo molecular do oxigénio (BIGLARI; ALKARKHI; EASA, 2008). Ha grandes
evidéncias que mostram a participacao destes radicais livres em uma variedade de doencas,
Podendo causar danos as biomoléculas celulares tais como o acido nucléico, as proteinas, 0s
lipidios e os carboidratos, e conseqlientemente podem adversamente afetar funges imunes
(PRAKASH et al., 2007).

O estresse oxidativo induzido por radicais livres é considerado um fator priméario nas
doengas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (MARKESBERY; LOVELL,
2006; GOMEZ-PINILLA; NGUYEN, 2012), cancer (BIANCHI; ANTUNES, 1999,
BARNETT et al., 2006), doencas cardiovasculares como a aterosclerose (VOKURKOVA et
al., 2007; BHATTACHARYA et al., 2011), sendo também a causa principal da morte celular
e lesdes tecidulares resultantes de enfartes do miocardio (IDE et al., 2001), processos
inflamatorios e envelhecimento (WANG et al., 2007). Mais recentemente, foi demonstrado

que o estresse oxidativo também pode ser a causa da diabetes tipo Il (DOGRU et al., 2012).



35

Tabela 1. Espécies reativas de oxigénio (ROS)

ROS Nomeclatura
Oy Radical superdxido
OH Radical hidroxila
NO Oxido nitrico
ONOO- Peroxinitrito
Q Radical semiquinona
0, Oxigénio singlete

Fonte: Moreira, 2013 — modificado

O aumento do nivel de ROS pode danificar a estrutura das biomoléculas e modificar
suas funcgoes; levar a disfuncéo celular e até mesmo a morte celular. A nossa rica flora e fauna
levou a formacdo de seres vivos capazes de produzir variadas moléculas com acéao
antioxidante, e essas substancias naturais podem ser uma importante estratégia para o
combate de vérias enfermidades (MISHRA et al., 2012).

A formacao de radicais livres pode ser ocasionada por fatores endogenos e exdgenos,

alguns exemplos estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Fontes enddgenas e exdgenas de formacao de radicais livres

Endogenas Exdgenas
Respiragdo aer6bica Ozbnio
Inflamagdes Radiag6es gama e ultravioleta
Peroxissomos Medicamentos
Enzimas do citocromo P450 Dieta
Cigarro

Fonte: Moreira, 2013.

Existem duas categorias de compostos antioxidantes, os de origem natural e os
designados sintéticos (CHEUNG et al., 2003).
Os antioxidantes naturais dividem-se em dois grandes grupos, 0s enzimaticos e 0s ndo

enzimaticos (Figura 4). Os antioxidantes enzimaticos incluem as principais enzimas
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antioxidantes, como a superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Alguns
exemplos de antioxidantes ndo enziméticos incluem a vitamina C, compostos fendlicos
hidrossoltveis e compostos lipossoltveis (vitamina E e carotenoides) (NDHLALA et al.,
2010).

Figura 4. Classificagdo dos antioxidantes

Anfioxidantes

Anfioxidantes enzimaticos — - L
Antioxidantes nfo enzimaticos
Minerais Vitaminas
. |
‘ Fmeco, Selenio ACEeK
SREE S i Carotenoides | Compostos
- ' organossulurados
superoxido dismutase, catalase, | s |
glutationa peroxidase _I - Eopeno J
Frzimas Secundsrias _ s‘mn_o:ﬂdanre de C?fac;tores
; baixa massa antioxidantes
glutationa redutase molecular .
| J F
Compostos fenclicos

Flavonéis | Flavanois Flavanonas

Fonte: Ratnam, 2006
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De acordo com Sun et al. (2011), atualmente existem disponiveis muitos
antioxidantes sintéticos tais como butilhidroxianisol e butil-hidroxitolueno, entretanto, estes
podem se acumular no corpo resultando em lesdo hepética e carcinogénese. Por esta razéo,
como um esforco para protecdo do ser humano aos radicais livres e retardamento do
progresso de muitas doencas cronicas tem se dado grande atencdo aos antioxidantes naturais.

Antioxidantes mais naturais sdo obtidas a partir de recursos vegetais incluindo ervas
aromaticas, especiarias, frutas, legumes, oleaginosas e produtos (SHAHIDI; ZHONG, 2010).
Alguns estudos mostraram que a ingestdo de frutas e verduras reduz a taxa de doencas
cardiacas, cancer, e outras doencas degenerativas, e que este fato pode estd atribuido a
presenca de antioxidantes naturais nestes alimentos. As plantas também séo capazes de
combater esses radicais livres (MOTAMED; NAGHIBI, 2010).

De acordo com Niki et al. (2010) as evidéncias que implicam o estresse oxidativo no
desenvolvimento de diversas doencas e desequilibrios conduzem ao reconhecimento do papel
dos antioxidantes na preservacao da salde humana e na prevencao e ajuda no tratamento de
doencas.

A atividade dos antioxidantes € de extrema importancia, uma vez que o seu papel na
preservacdo da salde humana, na prevencdo e no tratamento de doengas tem sido
evidenciado. Varios métodos foram desenvolvidos para avaliar a eficacia antioxidante. As
suas vantagens e desvantagens tém sido discutidas em termos de simplicidade,
instrumentacdo necessaria, mecanismos, método de quantificacdo e relevancia biol6gica
(NIKI, 2010).

2.5 Metabdlitos secundario

A utilizacdo de produtos de origem vegetal é crescente em todo o mundo,
principalmente devido aos problemas que s&o atribuidos aos produtos sintéticos que
ocasionam danos tanto para a salde quanto para o meio ambiente (MACHADO;
FERNANDES JUNIOR, 2011).

Os compostos resultantes de reagdes quimicas celulares sdo denominados
metabolitos, sendo divididos em primarios, os quais sdo fundamentais na matéria-viva,
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento do organismo (DEMAIN, 2000;

DEWICK, 2002) e, secundarios, aqueles que ndo sdo necessarios as funcbes basicas
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intracelulares, mas que exercem fungdes especificas de interacdo organismo e ambiente,
podendo ser interpretados como a interface quimica entre 0 organismo e 0s outros seres vivos
(BRIZUELA et al., 1998; KUTCHAN, 2001).

Os metabolitos secundarios ja foram considerados produtos de excrecdo vegetal.
Entretanto, sabe-se que essas substancias sdo responsaveis pela adaptacdo ao meio.

Os metabdlitos secundarios, por serem fatores de interagdo entre organismos, na
maioria das vezes apresentam atividades biologicas. Muitos destes compostos sdo de
importancia na area farmacéutica, pois representam uma fonte promissora para a descoberta
de novas moléculas uteis ao homem (SANTOS, 2003; OKUNADE; ELVIN-LEWIS;
LEWIS, 2004; HAIDA et al., 2007). S&o de grande importancia também nas seguintes areas:
alimentar, agronémica e cosmética (GAMBETA, 2008).

Atualmente, ha um interesse pelas plantas medicinais, devido a grande procura por
terapias alternativas. Isto se deve principalmente a ineficacia de alguns produtos sintéticos,
ao alto custo dos produtos alopaticos e a busca da populagdo por tratamentos menos
agressivos ao organismo humano, principalmente no atendimento primario a salde
(RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005; HARVEY, 2008).

De acordo com Cowan. (1999), as vias metabdlicas vegetais ddo origem a diversas
classes de compostos, tais como, alcaldides, flavondides, isoflavondides, taninos, cumarinas,
terpendides entre outros, que por vezes, sdo especificos de determinadas familias, géneros ou
espécies, cujas fungdes, até pouco tempo eram desconhecidas.

Na maioria dos casos, estas substancias servem como mecanismos de defesa do
vegetal contra predacdo por micro-organismos, insetos, e herbivoros. Algumas substancias
fornecem odor para a planta, outros (quinonas e taninos) sdo responsaveis pelo pigmento e
muitos compostos sao responsaveis pelo sabor da planta (COWAN, 1999).

Segundo Stringheta et al. (2004), os compostos bioativos sdo identificados como
sendo compostos envolvidos no metabolismo secundario de plantas, sendo desta forma
restrita a determinados grupos de vegetais. Esses compostos estdo relacionados com suas
propriedades funcionais, e, portanto, possuem caracteristicas benéficas a saude.

Devido a popularidade dos medicamentos fitoterapicos, a busca por esses compostos
bioativos tem ganhado mais reconhecimento (DINIZ; ASTARITA; SANTAREM, 2007).

Entre os compostos bioativos oriundos do metaboliasmo secundario podemos citar:

O grupo dos compostos fendlicos que inclui os acidos fendlicos (constituidos pelos acidos
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hidroxibenzdicos (por ex. &cido galico) e &cidos hidroxicindmicos (por ex. Acido cafeico),
estilbenos (resveratrol), flavonoides (quercetina, cianidina e catequina) e compostos
altamente polimerizados (ligninas, melaninas e taninos) (SILVA et al., 2007).

Os flavonoides séo os responsaveis pelas cores de plantas e frutos, contribuindo para
a qualidade sensorial dos alimentos e bebidas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Os
flavonoides s&o constituidos por um nimero alargado de familias de compostos como 0s
flavonois, flavonas, flavandis, flavanonas, antocianidinas e isoflavonoides (RATNAM et al.,
2006). Estes compostos estdo mesmo entre as moléculas com maior atividade antioxidante
(ROBARDS et al., 1999).

A posicdo do grupo OH na estrutura da molécula é crucial para as propriedades
antioxidantes dos flavonoides. Para além da capacidade de ceder atomos de hidrogénio (H)
ou elétrons aos radicais livres, os flavonoides e, em particular, as isoflavonas, poderdo
exercer 0s seus efeitos através de mecanismos como modulacdo das vias de sinalizacéo
celular, interacbes com a mitocondria e alteragdes na expressdo genética (HERNANDEZ-
MONTES et al., 2006).

Os taninos sao compostos fendlicos de grande interesse econdémico e ecologico e tem
sido alvo de diversos estudos, eles possuem grande capacidade de interagir com as proteinas
salivares, dando origem a complexos insolUveis que provocam a sensacao de adstringéncia
(SOARES et al., 2012).

De acordo com a sua estrutura quimica distinguem-se dois grandes grupos de taninos:
os hidrolisaveis e os condensados (OKUDA, 2005).

Os taninos condensados sd8o0 muito mais comuns que 0s taninos hidrolisaveis
(SANTOS-BUELGA; 2000). Estes tipos de taninos sdo polimeros constituidos por unidades
de flavanois (SCHOFIELD et al., 2001). Estes compostos estdo presentes em concentracdes
relativamente importantes nos frutos tais como a uva e macas e bebidas derivadas dos
mesmos, no cacau e chocolate, entre outros (SANTOS-BUELGA et al., 2000).

Considerando-se que a diversidade molecular dos produtos naturais é superior aquela
derivada dos processos de sintese quimica, 0s vegetais sdo excelentes fontes de matéria-prima
na busca de novas drogas.

A variedade e complexidade de metabolitos biossintetizados pelas plantas sofrem a
influéncia dos estimulos ambientais, bastante variaveis, de natureza quimica, fisioldgica e

bioldgica, sobre sua composi¢do quimica, sintetizando moléculas de estruturas complexas e
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com grande diversidade de esqueletos e grupos quimicos funcionais (ALVES et al., 2001;
RISSATO; ALMEIDA,; SILVA, 2004).

3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

e Investigar os componentes quimicos do extrato das folhas de Alternanthera

brasiliana e seu potencial bioativo: Atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro.

3.2 Especificos:

e Preparar os extratos das folhas da Alternanthera brasiliana;

e Caracterizar as substancias quimicas encontradas nos extratos das folhas de A.
brasiliana;

e Auvaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso das folhas de A. brasiliana;

e Auvaliar a atividade antimicrobiana do extrato aquoso das folhas de A. brasiliana;

e Auvaliar a toxicidade letal do extrato aquoso das folhas de Alternanthera brasiliana.
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ABSTRACT: Chemical analysis of plant extracts is an important tool in the investigation of
compounds with high biotechnological potential, allowing the evaluation and discovery of
new therapeutic agents. This study investigated the chemical compounds contained in the
Alternanthera brasiliana Kuntze (Amaranthaceae) leaf extract. Total sugars (1340.54 +
0.002 pg/ml), uronic acids (320.26 = 0.001 pg/ml), total phenolic compounds (326.75 +
0.005 pg/ml) and proteins (54.149+0.0007 pg/ml), were detected by spectrophotometric
analysis. The SDS-PAGE electrophoresis was performed to obtain the protein profile and
thin layer chromatography to identify the types of carbohydrates contained in the extract. The
following sugars were used as standards: Glucose, fructose, galactose, mannose, lactose,
maltose, inulin and pectin. The SDS-PAGE showed several protein bands between 21 and 31
KDa, 14 and 21 kDa, and below 14 kDa. The thin layer chromatography showed bands
showing the presence of sugars, especially glucose, fructose, galactose mannose, sacarose,
inulin and pectin according with retention factor (RF) calculated. The results showed that the
leaf extract of Alternanthera brasiliana contains molecules with great potential
biotechnological, which confirms their pharmacological activity serving as a basis for
developing new drugs with possibility application in the prevention and treatment of various
global diseases.

Keywords: Alternanthera brasiliana. Amaranthaceae. Chemical analysis



57

= [INTRODUCTION

Studies based on pharmacological properties of substances produced from plants
metabolism. They have empirically been recognized for centuries, but only recently has been
scientifically confirmed. Scientific researches investigating the chemical compounds of
medicinal plants are essential, in a view to the discovery of new opportunities that contribute
to the development of new drugs. Studies have reported that from the 520 new drugs
approved between 1983 and 2010, 39% were natural products or derived from natural
products. Parts from the plants such as root, stem, leaf can provide active substances that are
used to obtain a drug.?

Although plants represent the greatest diversity of molecules with different structures,
physiological and physico-chemical properties that make it popular is essential to know the
chemical composition of the species as secondary metabolites that are influenced by various
environmental factors such as seasonality, humidity, temperature and other. * # These are
derived from biotransformation processes of macromolecules, such as carbohydrates, lipids,
proteins and nucleic acids; which heir products guarantee advantages for plant survival and
perpetuation of the species.®

Alternanthera brasiliana belonging to the Amaranthaceae family, popularly known as
"terramycin™ and "penicillin®, is widely used in the treatment of various pathologies, and
these compounds proved to be anti-inflammatory,® analgesic,® inhibiting herpes simplex
virus,” antiproliferative of lymphocytes,® antimicrobial,® possess astringent and anti diarrheal
properties.'® Despite the medicinal use of this plant in the treatment of various diseases, there
is not a deep chemical analysis to justify the high potential bioactive. The discovery of new
biologically active compounds show an advance in modern medicine providing an alternative
to conventional treatments, even that the compound are elucidated properly. The high
potential pharmacological demonstrated by its use justifies the present work on the
investigation of the chemical compounds contained in the extract of leaves of Alternanthera
brasiliana.

= EXPERIMENTAL SECTION

Plant material. The leaves of the plant Alternanthera brasiliana were collected in the
Limoeiro town in the State of Pernambuco, Brazil. Once collected, the samples were brought
to the Imunopathology Keizo Asami (LIKA) ~UFPE laboratory. The plant was identified by
Dr. Marlene Barbosa de Alencar Department of Botany and cataloged in the herbarium of
the Federal University of Pernambuco under n. © 21846.

Preparation of the extracts. To obtain the aqueous extract fresh plant material (leaf -
295 g) was used and mashed with 1 L of ultrapure water, filtered and centrifuged at 9,500 x
g for 30 min. For methanol extract, the leaves (25 g) were fragmented and placed in the
Erlenmeyer flask to obtain a mixture of methanol: leaf (3:1) at boiling and stirring for 20
minutes. The extract was filtered, dried at 50 °C using a rotary evaporator and the residue
dissolved in methanol.

Determination of the Carbohydrates. The total sugars were determined using the
phenol-sulfuric method!’ using glucose as a standard. The uronic acids were determined
using the Carbazole-sulfuric method*® using glucuronic acid as a standard. The reagents used
were from Sigma. The following experiments were performed in triplicate.
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Thin Layer Chromatography (TLC). The sugars were analyzed by thin layer
chromatography (TLC) on silica gel chromatoplates F2s4 (fast eluting) thickness of 0.25 nm
using specific standards. The elution system used for monosaccharides was acetone/n-
butanol/water (40:5:5 v/v/v), and was revealed with: 2% diphenylamine prepared in acetone;
2% aniline prepared in acetone and 85% orthophosphoric acid (5:5:1 v/v/v). The standards
used for monosaccharides were: glucose, fructose, galactose, mannose and ribose. They were
prepared in a concentration of 10 mg/ml. For disaccharides and polysaccharides elution
system employed was n-propanol/ethyl acetate/distilled water (15:30:5 v/v /v) and developed
with the same developer used for the monosaccharides. The standards used for disaccharides
were: sucrose, maltose and lactose for disaccharides and starch, inulin, pectin and CM-
cellulose for polyssacharides. They were prepared in the same concentration of the samples.
The reagents used were from Sigma.

Determination of total phenolic compounds. The content of total phenolic substances
was determined according to the Folin-Ciocalteu method.* The total phenolics was
expressed in terms of gallic acid equivalent. The reagents used were from Sigma. The
following experiments were performed in triplicate.

Determination of protein in the crude agueous extract. Quantification of protein of
the extract was estimated by Lowry (1951) method®® using bovine serum albumin as
standard. The reagents used were from Sigma. The following experiments were performed
in triplicate.

Extraction and determination of proteins in solution of protein isolated from the
crude aqueous extract. Aqueous extract and 20% (w/v) TCA (20:20 v/v) were used for
protein extraction and the mixture was centrifuged for 30 min at 11,180 G. The precipitate
was resuspended with 10 ml 5.0% (w/v) TCA and submitted to boiling at 100 ° C for 15min.
After that, the precipitate was washed with 3ml of acetone and centrifuged for 30 min at
11,180 x g, suspended in 2 ml H2O ultra - pure and agitated. Then was added 4 ml 0.1 M
NaOH, submitted to boiling at 100 ° C for 10 min and centrifuged for 30 min at 11,180 x g.
The preciptate was resuspended in 2 ml H>O ultra-pure. Then the measurement of proteins
was carried out by Lowry method®® using bovine serum albumin as standard. The reagents
used were from Sigma. The following experiments were performed in triplicate.

SDS-PAGE. Sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS—
PAGE) method according Laemmli (1970) ** was carried out to determine the molecular
weight of the proteins present in the extract. Stacking gel was prepared with 4.0% (w/v)
polyacrylamide, 0.8 % (w/v) N,N’-methylene-bis(acrylamide), and 10% (w/v) SDS. The
separating gel (8 cm x 8 cm x 0.75 mm) was prepared with 15% (w/v) polyacrylamide, 0.6%
(w/v) N,N’-methylene-bis(acrylamide) and 10 % SDS. Freeze-dried samples were prepared
in buffer (0.5 M Tris—HCI pH 6.8) containing 10% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v)
-mercaptoethanol and 2% (w/v) bromophenol blue. Samples were heated in water bath at
100 °C for 3 min before electrophoresis. Then, 50 uLL of sample were applied on the gel
surface and fractionated for 2 h, starting in constant current at 25 mA. Gels were stained with
0.25% Coomassie Brilliant Blue R-250 in 25% methanol — 10% acetic acid and the excess
of dye was removed with 25% methanol — 10% acetic acid mixture. Molecular weight of the
proteins was estimated using a molecular weight calibration kit as markers (Bio-Rad):
phosphorylase b (97.400 Da), bovine serum albumin (66.200 Da), egg white ovalbumin
(45.000 Da), carbonic anhydrase (31.000 Da), trypsin inhibitor (21.500 Da) and lisozime
(14.400 Da). The reagents used were from Sigma
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* RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained with regard to the total concentration of sugars and uronic acids are
summarized in Table 1. A. brasiliana is rich in carbohydrates, mainly acids, important for
cell metabolism, which probably are involved in the pharmacological activity of the plant in
folk medicine, that constitutes an auxiliary strategy with regard to the search for new
therapeutic agents, needing further study for confirmation of their hypothesis.

Insert Table 1 here

The thin layer chromatography presented spots showing the presence of
monosaccharides, disaccharides and polysaccharides, which are visualized in Figures 1, 2,
and 3. Different chromatographic spots of the standards used was observed, that motivates
further studies for the identification and isolation of these molecules, because A. brasiliana
has a variety of sugars which need further studies, being a promising species for
biotechnology area.

Insert Figures 1, 2, 3 here

The content of total phenolic compounds in the extracts of the leaves of Alternanthera
brasiliana, and expressed as acid gallic shows that species has great quantity this secondary
metabolite (326.750+0.005ug/ml), leaf dry weight (13.880g/mg), these can be responsible
for some pharmacological activities attributed the plant.

In another study of Alternanthera brasiliana was determined the quantity of total phenol
by the method of Folin-Ciocalteau in the crude ethanolic (70%) extract, fractions
(dichloromethane, ethyl acetate and n-butanolic). Total phenolic contents varied from 29.0
mg/g to 56.6 pg/mg (dry fraction).t?

In a study with Aternanthera tenella colla was determined the content of total phenolic
compounds in the ethanolic extract, methanolic and ethyl acetate. Tthe following results were
obtained: ethanolic extract (83.15 + 3.66 GAE pg/ml), methanolic extract (85.15+2.94 GAE
ug/ml), ethyl acetate extract (77.10+4.7 GAE pg/ml).*

The different results may be related to the collecting period and environmental
conditions. The quantity of phenolic compounds present in plant decreases considerably
(0.46% - 0.87%) in the autumn and winter months, this condition is directly related to the
metabolism of the plant in each seasons.® This determination is an important criterion for
establishing the best time for collecting the plant material.

The results of determination of proteins are presented in Table 2. The protein content in
the crude aqueous extract was influenced by phenolic compounds, because the method is
based on a mixture containing Folin-Ciocalteau reagent that has several interference such as
phenolic compounds, sugars, and others. In Alternanthera brasiliana extract there is an
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interaction between proteins and phenolic compounds. Protein content after extraction
method was successfully performed, which shows the presence of protein in the extract. This
extraction method can be used to quantitate proteins in other plants that have large amounts
of phenolic compounds.

Insert Table 2 here

The SDS —PAGE of the Altrennathera brasiliana extract showed protein bands with
molecular weight between 21 and 31 kDa, 14 and 21 kDa. Also bands were visualized with
molecular weight below 14 kDa, in comparison to the standards (Figure 4).

Insert Figure 4 here

There are no reports on the Alternanthera brasiliana studies related to proteins, then this
plant can be a source of new proteins.

According to Schenkel® is possible that the pharmacological activity is due to the action
of more than one component, which may possibly act on the same biochemical processes as
well as in other ways, modifying solubility, absorption or changing phenomena influencing
the stability.

Alternanthera brasiliana present a large molecular diversity. This condition provides
different physicochemical properties of the plant being its extract capable of delivering up to
thousands of compounds. Therefore, further studies are need for the isolation of these
molecules, numerous extraction methods and chemical studies being guided by bioassays in
vivo and in vitro in the search for active principle, in order to discover compounds that have
biological activity of great importance for the development of new drugs, and possible use in
the prevention of many pathologies.
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TABLES

Table 1

Determination of carbohydrates in the aqueous extract of Alternanthera brasiliana leaf extract
Variables pg/ml extract leaf wet weight (ug/mg) leaf dry weight (ng/mg)
Total sugars 1340.540 + 0.002 4.544 56.947
Uronic acids 320.263 £ 0.001 1.085 13.605

Mean = SD, n= 3.



Table 2
Determination of Proteins of Alternanthera brasiliana
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Assay pg/ml extract leaf wet weight (ug/mg) leaf dry weight (ug/mg)
Protein in the crude
agueous extract 2183.333+0.002 7.401 92.749
Solution of proteins
isolated from the crude
aqueous extract 54.149+0.0007 0.183 2.300

Mean = SD, n = 3.
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Legendes figures

Figure 1. Chromatographic spots from Thin Layer Chromatography (TLC) for
monosaccharides of the Alternanthera brasiliana leaf extract agueous and methanolic. Glc =
glucose, Fru = fructose, Mann = mannose, Rib = ribose, aq.E = aqueous extract, meth.E =
methanolic extract.

Figure 2. Chromatographic spots from Thin Layer Chromatography (TLC) for disaccharides
of the Alternanthera brasiliana leaf extract aqueous and methanolic. Lac = lactose, Malt =
maltose, Suc = sucrose, ag.E = aqueous extract, meth. E = methanolic extract.

Figura 3. Chromatographic spots from Thin Layer Chromatography (TLC) for
polysaccharides of the Alternanthera brasiliana leaf extract aqueous and methanolic. Inu =
inulin, Pec = pectin, CM- Cell = CM-Cellulose, ag.E = aqueous extract, meth.E = methanolic
extract.

Figure 4. SDS-PAGE ELECTROPHORESIS of Alternnathera brasiliana. 1 = molecular
weight standard, 2-3 = Alternanthera brasiliana leaf aqueous extract, 4: standard.
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ABSTRACT

Aim of the study: This study aimed to determine the antioxidant and antimicrobial activities
in vitro, and lethal toxicity of Alternanthera brasiliana leaves aqueous extract.
Ethnopharmacological relevance: Studies on medicinal plants has received special attention
of the researchers. Alternanthera brasiliana known as "terramycin and “penicillin™ is used in
popular medicine for the treatment of several pathologies. Components synthesized by the
plant have biological activity of pharmacological interest. Infectious diseases are the main
cause of death worldwide and oxidative stress induced by free radicals is considered a
primary factor in neurodegenerative diseases, being of great importance the development of
new antimicrobial and antioxidants of natural products with low toxicity.

Material and methods: were performed antioxidant activity using the ABTS method and
antimicrobial using microbroth dilution assays. Twelve microorganisms of medical interest
were analysed and lethal toxicity was evaluated by (LCso) assay using Artemia salina.
Results: Significant results were found for the antioxidant activity, percentage inhibition of
51.31 £ 2.47 to 94.57 £ 12:29 equivalent to 1054.66 + 58.92 to 2084.66 + 07.07 to TEACa
(UM Trolox) in a period of 6 min to 120 min. Alternanthera brasiliana showed antibacterial
activity for: Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa,
Mycobacterium smegmatis, Enterococcus faecalis, Candida albicans, Pseudomonas
aeruginosa, and it was negative for: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Serratia sp,
Staphylococcus aureus - Cl, Pseudomonas aeruginosa - Cl, Enterobacter aerogenes - CI.
Toxicity (LCso) was 500pg/ml.

Conclusion: The results showed that extract of Alternanthera brasiliana exhibited

antimicrobial and antioxidant activities with low toxicity.

Key words: Alternanthera brasiliana, antimicrobial activity, antioxidant activity, medicinal

plants, plant extract
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1. Introduction

Oxidative stress induced by radicals is considered a primary factor in
neurodegenerative diseases like Alzheimer and Parkinson (Markesbery and Lovell, 2006;
Gomez-Pinilla and Nguyen, 2012), cancer (Bianchi and Antunes, 1999), cardiovascular
diseases such as atherosclerosis (Vokurkova et al., 2007; Bhattacharya et al., 2011). It is also
a major cause of cell death and tissue damage caused by myocardial infarction (Ide et al.,
2001), inflammatory and aging processes (Wang et al.,, 2007), more recently was
demonstrated that oxidative stress may also be the cause of type Il diabetes (Dogru et al.,
2012). In recent years, there has been increasing interest in the exploitation of natural sources,
particularly with regard to plants for pharmaceutical use, and, in the last decade there has
been a significant growth in the use of herbal medicines (Bresolin and Cechinel Filho, 2010).

Despite extensive progress in scientific knowledge and medical technology,
infectious diseases remain a leading cause of worldwide morbidity and mortality (Moellering
etal., 2007; Tekwu et al., 2012). Recent studies have shown the efficacy of herbal medicines
in the treatment of heart disease (Lang et al., 2012), cancer (Malhotra et al., 2012), as
antioxidant ((Konrath et al., 2012), antinociceptive (Lima et al., al 2012), anti-inflammatory
(Niu et al., 2012), anti-diabetic (Lima, et al., 2012), and pharmacological properties against
cough and fever (Mulaudzi, R. B, 2012). The search for finding new antimicrobials from
higher plants has been of great interest in recent decades. (Das et al., 2010).

Alternanthera brasiliana (L.) Kuntze (Amaranthaceae) is known popularly in Brazil
as “penicillin”, terramycin, “perpetuates the bush”, and “novalgina” and it is a perennial herb,
erect or creeping, much branched (Smith et al., 1972). In folk medicine, Altemanthera
brasiliana is widely used in the treatment of various pathologies, including anti-
inflammatory action (Delaporte, et al., 2001), analgesic (De Souza, 1998), inhibiting herpes
simplex virus (Lagrota et al., 1994), antiproliferative activity of lymphocytes (BROCHADO
et al., 2003), antimicrobial (Caetano et al., 2002). The research aiming to discover new
molecules with antioxidant and antimicrobial activities becomes opportune, mainly by the
large number of people with diseases associated to the action of free radicals and infectious
diseases caused by microorganisms. In addition to studies on bioactivity is important
evaluate the cytotoxicity of plants used in traditional medicine, for greater safety of use. The

lethality assay with Artemia salina, allows the assessment of overall toxicity and therefore is
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regarded as essential in bioassay study of compounds with potential biological activity.
Therefore, this study aimed to evaluate lethal toxicity (LCso) using Artemia salina,
investigate the antioxidant activity by ABTS method (2,2-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid) and antimicrobial activity by the broth microdilution

on the Alternanthera brasiliana leaf aqueous extract.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

The leaves of the plant Alternanthera brasiliana were collected in the city of
Limoeiro PE, Brazil. Once collected, the samples were brought to the Immunopathology
Keizo Asami (LIKA)-UFPE laboratory. The plant was identified by Dr. Marlene Barbosa de
Alencar from the Botany Department and cataloged in the herbarium of the University
Federal of Pernambuco (UFPE) under n°® 21846.

2.2. Preparation of plant extract

To obtain the aqueous extract, fresh plant material (leaf) was used, to get the total wet weight
of the sample (295g) and dry weight (23.54 g), mashed with 1 L of ultrapure water, filtered,
and then centrifuged for 30 min at 11,180 G.The extract was lyophilized, each ml of aqueous

extract equivalent to 7.58 of lyophilisate.

2.3. Antioxidant activity of Alternanthera brasiliana using 2,2-azino-bis-(3
ethylbenzothiazoline)- 6-sulfonic acid (ABTS)

According to Re et al. (1999), the ABTS assay is based on the generation of
chromophore cationic radical obtained from the oxidation of ABTS by potassium persulfate.
The oxidation reaction was prepared with 7 mM ABTS stock solution plus 140 mM
potassium persulfate (final concentration) and the mixture was left in the dark at room
temperature (23-25° C) for 12-16 h (time required for radical formation) before its use. The

ABTS" solution was diluted in ethanol to an absorbance of 0.7 (£0.02) units at 734 nm.
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Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8- tetramethylchroman-2-carboxylic acid) was used as a reference
standard. The values of oxidative inhibition percentage were calculated and plotted as a
function of the reference antioxidant concentration (Trolox) and expressed as Trolox
equivalent antioxidant capacity (TEAC, uM). Was used 3ml of crude aqueous extract. All

determinations were carried out in triplicate.

2.4. Antimicrobial activity assay

2.4.1. Microorganisms

The following microorganisms were used: Staphylococcus aureus (ATCC6538),
Micrococcus luteus (ATTC2225), Bacillus subtilis (16-UFPEDA) Pseudomonas aeruginosa
(39-UFPEDA), Mycobacterium smegmatis (71-UFPEDA), Enterococcus faecalis
(ATCC6057), Escherichia coli (ATCC25922), Serratia sp (398-UFPEDA), Candida
albicans (1007-UFPEDA\), Staphylococcus aureus (Cl, 731-UFPEDA, wound Secretion-HC,
ORSA), Pseudomonas aeruginosa (Cl, 736-UFPEDA, wound Secretion-HC), Enterobacter
aerogenes (Cl, 739-UFPEDA, wound Secretion-HC). The microorganisms were provided
by the Antibiotic Department the University Federal of Pernambuco — UFPE - Brazil. They
were maintained at 37 ° C for 24h in culture medium bacterial incubator Mueller-Hinton
agar, nutrient agar, and glucose yeast agar were prepared according to the manufacturer's

instructions and autoclaved at 121 ° C for 20 minutes.
2.4.2. Preparation of inoculum

The microbial cultures were standardized to 108 cells / ml, estimated by comparison
to the scale tube 0.5 Mac Farland (0.05ml of barium chloride dihydrate 1.175% to 9.95 ml in

1% sulfuric acid).

2.4.3. Determination of Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum microbicide

concentration (MMC).
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The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the broth
microdilution performed in 96-well plates. For the microbiological assay, 18 mg of
lyophilized aqueous extract were diluted in 900ul of DMSO (concentration: 20mg/ml). The
extract was tested at a range of concentrations from 2000 pg/ml to 3.9 ug/ml. The revelation
of the microbial MIC was taken out using the resazurin (20 ul for 0.01 ) The MIC is
considered as the lowest concentration of the sample which inhibits the visible growth of a
microbe, to according to the Committee for Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI -
2006). The MMC was determined by placing the sample by means of bacteriological loop,
from each decoction concentration of the inoculum that MIC was positive. The reading was
done after incubation of the plates at 37 ° C for 24 hours, being considered MMC the plate

which did not showed microbial growth.
2.4.4. Standard drugs used for antimicrobial assay

Amoxicillin, erythromycin, ciprofloxacin and ketoconazole were used as reference
antibiotics against bacteria and yeasts, respectively. The drugs were used at the same
concentrations of the extract (concentration: 20mg/ml).
2.5. Toxicity assay

The cytotoxicity assay (LCso) using Artemia salina was performed according to the
methodology of Meyer et al. (1982), who considers active samples in the concentrations
below 1000ug/ml, is capable of killing 50% of the larvae (LCso). The statistical test ANOVA
and Newman-Keuls were used for the data analysis. The experiment was performed in
quadruplicate.

3. Results and discussion

3.1. Results
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The antioxidant activity of Alternanthera brasiliana leaves extract in function of time
is shown in Table 1, with oxidative inhibition of 94.57+0.29%, after 120 min, equivalent to
TEAC 0f 2084.66+7.07uM Trolox. Alternanthera brasiliana showed significant antioxidant
activity as a function of time, which increased more than 10% of the initial concentration
after 15 minutes. There was gradually increasing, remaining practically constant, after 120

minutes when the increase was of approximately 100%.

Table 1

Antioxidant activity (ABTS*) of Alternanthera brasiliana.

Time % Inhibition TEAC 2(uM Trolox)
. 51.31+2,47 1054.66+58.92

6 min

. 59.35+0.60 1329.66+103.71
15 min
30 min 76.86%3.76 1662.99+89.57

. 74.2+4.75 1599.66+113.13
45 min

. 77.8445.14 1686.33+122.57
60 min
120 min 94.57+0.29 2084.66+7.07

Mean £ SD, n = 3. *TEAC = antioxidant activity equivalent to Trolox

In the present study, the in vitro antimicrobial activity of Alternanthera brasiliana
extracts against 12 microbial strains were qualitatively and quantitatively assessed by the
MIC and MMC. The antimicrobial activity of plant extract was compared with standard
antibiotics such as Amoxicillin, erythromycin, ciprofloxacin and ketoconazole, which were
used as positive controls. Results of the antimicrobial activity obtained is summarised in
Table 2.
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Table 2
The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimal microbicidal concentration (MMC) of
Alternanthera brasiliana leaf aqueous extract and reference drugs tested on twelve microorganisms.

Microorganisms A. Brasiliana MIC/MMC Drugs MIC/MMC
(Concentration: pg/ml) (Concentration: pg/ml)
Staphylococcus aureus 2000/ * 3.9/ 124 (amoxicillin)
(ATCC6538)

Micrococcus luteus (ATTC 2225) 2000/ * 3.9/500 (erythromycin)
Bacillus subtilis (16-UFPEDA) * | * 3.9/ 2000 (erythromycin)
Pseudomonas aeruginosa (39- 1000 / * 3.9/ 31.25 (ciprofloxacin)

UFPEDA)
Mycobacterium smegmatis (71- 15.6 / 1000 3.9/ 250 (Amoxicillin)
UFPEDA)
Enterococcus faecalis 2000 / * 3.9/ 250 (Amoxicillin)
(ATCC6057)
Escherichia coli (ATCC25922) *[* 3.9 /7,81 (ciprofloxacin)
Serratia sp (398-UFPEDA) *|* 3.9/ 250 (ciprofloxacin)
Candida albicans (1007- 312 1 * 3.9/62.5 (ketoconazole)
UFPEDA)
Staphylococcus aureus (Cl, 731- ** 7.81 /2000 (amoxicillin)
UFPEDA, wound Secretion-HC,
ORSA)
Pseudomonas aeruginosa (Cl, 2000/ * 15.62 / 2000 (ciprofloxacin)
736-UFPEDA, wound Secretion-
HC)
Enterobacter aerogenes (CI, 739- *|* 7.81/ 125 (ciprofloxacin)

UFPEDA, wound Secretion-HC)

Cl: Clinical isolates

HC: Hospital clinical

MIC: Minimum Inhibitory Concentration (MIC, pg/ml).
MMC: Minimum Microbicidal Concentration (MMC, pg/ml).
(*) = Not MIC or MMC.

The aqueous extract of the Alternanthera brasiliana showed in vitro antimicrobial
activity against one or more bacterial strains and the yeast tested.

The Mycobacterium smegmatis strain (71-UFPEDA) was sensitive to aqueous extract
of Alternanthera brasiliana with MIC of 15.6pg/ml and MBC of 1.000pg/ml. The Candida
albicans yeast (1007-UFPEDA) presented their growth inhibited efficiently MIC: 31.2pg/ml.
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The other microorganisms studied showed a positive MIC:: Staphylococcus aureus
(ATCC6538) - MIC: 2000ug/ml, Micrococcus luteus (ATTC 2225) - MIC: 2000ug/ml,
Pseudomonas aeruginosa (39-UFPEDA) - MIC: 1000ug/ml, Enterococcus faecalis
(ATCC6057) - MIC: 2000ug/ml, Pseudomonas aeruginosa (Cl,736-UFPEDA, wound
Secretion-HC) - MIC: 2000pg/ml. Antimicrobial activity was negative for: Bacillus subtilis
(16-UFPEDA), Escherichia coli (ATCC25922), Serratia sp, (398-UFPEDA)
Staphylococcus aureus (Cl, 731-UFPEDA, wound Secretion-HC, ORSA), Enterobacter
aerogenes (CI, 739-UFPEDA, wound Secretion-HC).

The results of toxicity assay against the Artemia salina can be seen in Figure 1
showing a low toxicity of the extracts tested of 500 pg/ml. The toxicity began to be
significant at a concentration of 250 pg/ml. The concentrations of 250 pg/ml, 500 pg/ml and
1000 pg/ml differ statistically among themselves. It is relevant to note that concentrations
below 250 pg/ml the extract hasn’t significant toxicity (figure 1). The low toxicity can be
considered an interesting characteristic to use of plant extracts for medicinal purposes and in

the formulations of phytotherapics.

Figure 1
Lethal cytotoxicity assay (LCso) of Alternanthera brasiliana against Artemia salina
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(*) = showed statistically significant differences in relation to the control.

The low toxicity of plant observed in this study suggests that the plant extract is safe

and can be used for medicinal purposes.
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3.2. Discussion

The use of nature products is increasing worldwide, mainly due to the problems that
are attributed to synthetic products which cause damage to both health and for the
environment (Machado and Fernandes Junior, 2011).

Excessive production of reactive oxygen species (ROS) and reactions leading to
production of free radicals can lead to cellular oxidative stress, that can cause degenerative
or pathologies diseases (Sun et al., 2011).

The increased level of ROS can damage the structure of biomolecules and modify
their functions, leading to cell dysfunction and even to the cell death. The Brasilian rich flora
and fauna led to the formation of organisms capable of producing various molecules with
antioxidant action and these natural substances can be an important strategy for control of
various diseases (Mishra et al., 2012).

Alternanthera brasiliana proved to be a promising source of antioxidant compounds
as shown in Table 1. The natural pigments possess important biological activities. Its
beneficial effects to the health are related to their antioxidant properties, protecting against
oxidative damage to cellular components, anti-inflammatory effects and prevention of
chronic not transferable diseases (Volp et al., 2009). Polyphenols and betalains possess
antioxidants properties beneficial to human health (Khattabi et al. 2013). The family
Amaranthaceae plants are rich in betacyanin (Cai et al., 2005).

Caetano et al. (2002) detected the presence of terpenoids and pigment betacyanin in
Alternanthera Brasiliana and this pigment extracted from the leaves, are from the betalains
class and are widely used to treat skin lesions. These pigments confer the color red (or violet)
to the stems and leaves of this plant and, less often, to flowers and fruits (Silva et al., 2005).

Pereira et al., (2013) investigated the antioxidant activity by the 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl method. Only ethyl acetate fraction exhibited a modest scavenging capacity
(SC50 = 163.00 pg/mL and SC% = 64.29% at 250 ug/mL) in a dose-dependent manner.
Crude extract, dichloromethane and butanolic fractions presented a very weak scavenging
capacity (SC% < 40% at 250 pg/mL).

Besides the health problems related to oxidative stress, there is a great concern of
researchers with infectious diseases caused by microorganisms. Infectious diseases remain a

major cause of death worldwide. Antimicrobial resistance is a serious problem throughout
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the world, which is very important and need more search for new antimicrobial agents.
(Padilha et al., 2010; Miranda et al., 2013).

Nowadays, there are very few or none, if any, antibiotics to which these micro-
organisms have not developed resistance. Plant extracts are potential sources of antimicrobial
agents. (Tekwu et al., 2012). The industry focus on screening programs to identify new
antibiotics from natural sources (KUMAR et al., 2010).

Numerous studies demonstrated that the extracts of other plant species possessed
activity with regard to antimicrobial properties (Okoli and Iroegbu, 2004; Parekh et al., 2005;
Geyid et al., 2005; Mbaveng et al., 2008; Kuete, 2010; Tekwu et al., 2012). The antimicrobial
activity of Alternanthera brasiliana (Table 2) presented MIC and MMC values for antifungal
activity of the extract evaluated using Candida albicans with a significant inhibition. The
therapy for fungal infections caused by opportunistic pathogens such as Candida albicans
remains a major medical challenge (Sangetha et al., 2009). Infection by C. albicans leads to
the formation of a biofilm which is resistant to the penetration of antifungal agents (Sangetha
et al., 2009). In this context the Alternanthera has demonstrated a potential anticandidal.

Caetano et al. (2002) conducted a study with hydroalcoholic crude extract of
Alternanthera brasiliana against Staphylococcus aureus (ATCC 6538 and ATCC 9144) and
Staphylococcus aureus hospital isolates (methicillin resistant and non-resistant) strains. The
extract of Alternanthera brasiliana used at a concentration of 65 mg/ml showed halos up to
22 mm. This extract show an action very similar to control, tetracycline hydrochloride (1 mg
/ml) used as standard, with inhibition zones up to 34 mm. The standard was used at
concentrations lower than the extract.

In the present study, the aqueous extract of Alternanthera brasiliana inhibited
Staphylococcus aureus strain (ATCC 6538) MIC: 2000 pg/ml in lower concentration than
the used in the study of Caetano et al (2002).

Our data showed differences between MIC values on the microorganisms studied
(Tabela 2). These differences found among the microorganisms against antimicrobial
substances in plant extracts may be explained by the cell wall composition or the quantity
and quality of the bioactive molecule in the plant extracts.

Several biological assays have been developed in order to be used in the monitoring
of plant extracts, among these, the toxicity on Artemia salina, which is a quick and

convenient bioassay as prior monitoring of plant extracts. By using this method, it is possible
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to determine the 50% lethal concentration (LCsp) of active compounds and extracts in a saline
environment. The test allows the assessment of general toxicity and hence is considered
essential as a preliminary bioassay in the study of compounds with potential biological
activities.

Thus, it can be inferred that the Alternanthera brasiliana leaf extract presented results
that are favorable for studies on the biological activity of this plant. The toxicity presented
by the extract (Figure 1) becomes important in directing for isolation and identification of
compounds present in the plant, which can be used for future research of herbal Medicines.

Our investigations showed that Alternanthera brasiliana has antioxidant and
antimicrobial properties showing that this plant possess biological potential for development
new medicines herbal. According to Schenkel et al. (2001), it is possible that the
pharmacological activity be due to the action of more than one component, which may
possibly act on the same biochemical processes as well as in other ways, modifying
solubility, absorption or changing phenomena influencing the stability.

4. Conclusion

In the present study, we demonstrated that the aqueous extract Alternanthera brasiliana
sheet are sources of antioxidants and antimicrobials with low toxicity. Other future work
must be carried out because the comprencdo of action of the extract in the capture free
radicals and antimicrobial activity are of great importance for the development of new drugs,
and possible use in the prevention of many global diseases.
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CONCLUSAO

A partir dos estudos realizados podemos concluir que a Alternanthera brasiliana tem
um grande potencial biotecnologico. Sua diversidade de usos encontrados na
literatura confirma a sua potencialidade.

H& um grande nimero de pessoas acometidas por doencas cronicas nao transmissiveis
associadas a acdo de radicais livres, e doencas infecciosas causadas por micro-
organismos, que constitui um problema de satde publica.

Nesse contexto A. brasiliana pode ser uma alternativa para estas problematicas.

S&0 necessarios maiores investimentos, e principalmente divulgacdo das qualidades
desta Amaranthaceae.

A identificacdo de novos compostos naturais efetivamente mais Uteis como
candidatos a prot6tipos de farmacos inovadores merece mais atencdo no sentido de
investiga-los e avalid-los para que possam vir a atuar de forma mais especifica e
seletiva, com menos efeitos adversos.

Considerando-se a necessidade da busca de novos compostos de interesse medicinal
e 0s promissores resultados mencionados pela sabedoria popular e pelo presente
estudo, A. brasiliana mostrou ser uma espécie promissora para o desenvolvimento de
farmacos.

Né&o se tem relatos de fitoterapicos desenvolvidos com o extrato dessa planta. O que
seria uma possibilidade de se obter um medicamento natural eficiente e de baixo custo

a populagéo.
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8. ANEXOS

I Simpdsio Internacional de Mitocondria e Metabolismo

DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINAS E ACUCARES REDUTORES NO
EXTRATO DA FOLHA DE Alternanthera brasiliana

Uchéda, A. D. A.*?; Santos, M. M. Silva, C. S.%; AratGjo, H.D.A.% Silva, E. P.%; Pimentel, M. C. B.%"?;
Silva, M. P. C.%?

!Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), 2Departamento de Bioquimica, UFPE, Recife/PE E-mail:
amandabiologal@gmail.com

Introducgdo: Terramicina (Alternanthera brasiliana), planta nativa do Brasil, pertencente a familia
Amaranthaceae é utilizada na medicina popular no tratamento de diversas patologias, sendo
comprovadas a a¢do anti-inflamatdria, analgésica e ainda a atividade inibidora do virus do herpes
simples. As folhas de terramicina tém propriedades desinfectantes e podem ajudar a curar feridas
ulcerosas. Nas Guianas as folhas sdo usadas como adstringente e antidiarréica e a planta inteira em
maceracgao para prisdo de ventre.

Objetivo: Visando que os componentes sintetizados por essa planta apresentem atividade biolégica
de interesse medicinal, buscamos avaliar o teor de proteinas e agucares redutores, com finalidade
de se obter um maior conhecimento sobre as biomoléculas contidas no extrato.

Métodos e Resultados: O experimento foi realizado no laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) - UFPE. A planta foi coletada no Agreste Pernambucano na cidade de Limoeiro. Para a
obtencdo do extrato aquoso foi utilizado material vegetal fresco (folha), sendo primeiramente
pesado (295g), e em seguida triturado com o auxilio de um liquidificador contendo IL de agua ultra-
pura, logo apds foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 min. Para quantificar a concentragdo de
proteinas foi utilizado método de Lowry (J. Biol. Chem. 193:265, 1951), o qual foi obtido 3,95 pg/ml
de proteinas. E a determinagdo de agucares redutores foi obtida pelo método do 4cido
dinitrosalicilico (DNSA) - Miller (Analytical Chem. 31:426, 1959) no qual quantificou 7,9008 mg/ml.

Conclusao: Os resultados confirmam que o extrato da folha de Alternanthera brasiliana possuem
proteinas e agucares redutores, diante disso é necessario maiores estudos da composicdo de
biomoléculas da espécie, pois o isolamento e identificacdo de suas moléculas e a compreensdo de
sua a¢do sdo de suma importancia para o desenvolvimento de novas drogas, e possivel utilizagdo na
prevencao e no tratamento de diversas doengas.

Apoio financeiro: Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA-UFPE)
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Xl Reunido Regional Hordeste da SBBq
48 |nternational Symposium in Biochemistry of Macromolecules and Biotechnology

Investigation of Chemical Compounds Contained in Aqueous Extract of Leaf Alternanthera
brasiliana

Uchéda, A. D. A.>%; Santos, M. M.>?; Silva, C. S.%; SILVA, R. A%; Pimentel, M. C. B.>?%; Silva, M. P. C.%?

! Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), 2 Department of Biochemistry, UFPE, PE,
Brazil

Alternanthera brasiliana known as penicillin or terramycin is used in folk medicine due to anti-
inflammatory, analgesic and inhibits the herpes simplex virus. The high pharmacological potential
demonstrated by its usage justifies the present work on the investigation of the compounds
contained in the aqueous extract of the leaves. The experiments were performed in LIKA-UFPE. The
plant was collected in Limoeiro-PE, and the fresh leaves used in preparing aqueous extract. We used
the following spectrophotometric methods: Proteins - Lowry et al. (1951) and Microbiureto (Goa et
al., 1953), reducing sugars - DNSA - (Miller et al., 1959); uronic acids - Carbazole - Sulfuric (Dische et
al., 1962); tannins - Ferric chloride (Hagerman et al., 1978); total polyphenols - Folin Ciocalteau (Hua
- Bin Li et al., 2008). The protein profile was obtained using SDS-PAGE. The results showed: reducing
sugars (7.91 mg/ ml), uronic acids (320.26 pg/ ml), tannins (325.92 pg / ml) and polyphenols (326.75
ug / ml) that constitute an auxiliary strategy as refers to the search for new therapeutic agents.
While the dosage of protein by the Lowry method (3.95 g / ml) was not confirmed by microbiureto
(presence of peptide bonds), SDS-PAGE electrophoresis showed several protein bands between 45
and 66 KDa, 14 and 21 kDa, and below 14 kDa. Preliminary results show that the aqueous extract of
this plant contain molecules with great biotechnological potential for the development of new drugs
with potential application in the prevention and treatment of various diseases overall.

Word Keys: Alternanthera brasiliana, Alternanthera, medicinal plant
Supported by: LIKA, UFPE, CNPq and CAPES
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IV Simpdsio Internacional em Diagnostico e Terapéutica

CHEMICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THE POTENTIAL
CYTOTOXIC OF Alternanthera brasiliana (L.) LEAF EXTRACT

Uchda, A. D. A.1?: Silva, C. S.%: Silva, R. A.L: Santos, M. M.22: Silva, N. H.2: Pimentel, M.
C. B.1% Silva, M. P. C.12

! Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA), 2 Department of Biochemistry,
UFPE, PE, Brazil

Alternanthera brasiliana belonging to the Amaranthaceae family, popularly known as
"terramycin™ and "penicillin®, it is widely used in the treatment of various pathologies, and
these compounds proved to be anti-inflammatory, analgesic, inhibiting herpes simplex virus
and lymphocyte proliferative. The components synthesized by this plant present biological
activity of pharmacological interest. In a view of this, it was proposed to chemically
characterize and assess the lethal cytotoxicity of extract in attempt to investigate whether
these new bioactive sources are subject to adverse health effects, and support possible
developments of new drugs. The results showed the values of: total sugars (1340.54 pg/ml),
reducing sugars (7.91 mg/ml), uronic acids (320.26 pg/ml), tannins (325.92 pg/ml) and
polyphenols (326.75 pg/ml). While the protein content estimated by using the Lowry method
(3.95 pg/ml) was not confirmed by microbiureto (presence of peptide bonds), the SDS-PAGE
electrophoresis showed several protein bands between 45KDa and 66 KDa, 14KDa and 21
kDa, and below 14 kDa. The thin layer chromatography showed the presence of
monosaccharides, especially glucose, mannose and ribose. The lethal cytotoxicity (LC50)
using Artemia salina was of 500mg/ml. The aqueous extract from the Alternanthera
brasiliana leaves possess molecules with a high biotechnological potential and with low
cytotoxicity that constitute a complementary study as regards as search for new therapeutic
agents. This motivates further studies for the identification and isolation of active principles
responsible for these molecules that can be used in the pharmaceutical industry.

Word Keys: Amaranthaceae, Terramycin, cytotoxicity
Supported by: LIKA, UFPE, CNPqg and CAPES
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