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Resumo:

A Organizacdo Mundial de Satude (OMS) reconhece a importancia das plantas medicinais
como alternativa para a cura e alivio das doencas. Porém, os fitoterapicos sao sensiveis a
contaminagOes microbianas. Nesse contexto, este trabalho buscou avaliar a influéncia da
radiacdo gama (método de esterilizacdo de fitoterapicos) sobre os constituintes quimicos
dos extratos das folhas da espécie Mansoa alliacea, além de analisar atividade
antimicrobiana. Apos coleta e obtencdo dos extratos, foram realizados acompanhamento
por cromatografia de camada fina (CCF) das amostras obtidas. Os resultados mostraram
que o0s extratos ndo sdo afetados pela irradiacdo gama. Para o teste de atividade
antimicrobiana, o extrato obtido em metanol apresentou inibigcdo para 0s microrganismos
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo uma alternativa para a populacdo desde os
tempos antigos, com a finalidade de tratar e curar enfermidade. O conhecimento empirico
das plantas pela populacédo através de alivio e cura de doencas, por meio da ingestao de
ervas e folhas, talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo desses produtos.
(PEREIRA & CARDQOSO, 2012).

Os avancos expressivos da quimica tornaram possivel a descoberta de
formulacdes terapéuticas notaveis. Segundo a ANVISA, as plantas consideradas
medicinais sdo aquelas que contém as substancias ou classes de substancias responsaveis
pela acdo terapéutica. E um dos aspectos importantes é o valor medicinal de cada planta
que sé é apresentado quando a mesma € usada de maneira correta, devido ao risco de
intoxicacdo e surgimento de varios efeitos colaterais (CARNEIRO et al., 2014)

E importante observar que alguns farmacos foram desenvolvidos usando as
contribuicfes mais recentes da Quimica Medicinal, desse modo ha necessidade do estudo
da espécie Mansoa alliacea o qual desperta bastante interesse ndo s6 pelas atividades
bioldgicas, mas também por seus metabdlitos secundarios. O estudo das folhas desta

b Anais da Xll Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia
M\c/ ICET/UFAM e IFAM
15 a 19 de outubro de 2018 — Itacoatiara/Amazonas




espécie visa analisar os efeitos da radiacdo gama sobre a integridade quimica dos extratos
obtidos, detec¢do das principais classes quimicas de compostos, bem como a atividade
antimicrobiana e antioxidante.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A preocupagdo com a contaminagdo microbiana da matéria prima vegetal é alvo
de estudos constantes. De acordo com a literatura a radiacdo gama pode aumentar a
atividade fisioldgica das células vegetais e de microrganismos fotossintéticos. A alteracédo
da atividade fisiologica é devida a alguns fatores, tais como, 0 aumento da proliferacdo
celular, a melhora da taxa de germinacdo ou crescimento e aumento da resisténcia ao
“stress” (SILVA, 2014).

A descontaminacgdo microbiana € a diminuicdo ou remocdo de microrganismos
presentes em um determinado material. O tratamento por radiacdo gama
(radioesterilizacdo) tém sido uma alternativa para aumentar o tempo de
conservacao/armazenamento, através do blogueio do brotamento de bulbos, atraso da
maturacdo e diminuicdo da contaminacdo microbioldgica de alimentos e produtos
fitoterapicos (PIRES et al., 2013).

O Co® se destaca como principal fonte da radiacio gama através do
bombardeamento por néutrons do isdtopo Co*® e apresenta tempo de meia vida de 5,3
anos, energia da radiacdo de 1,17 e 1,33 MeV. A faixa de aplicacdo do Co® depende das
especificacBes técnicas do objeto a ser examinado ou tratado (CAMARGO, 2012).

A radiacdo gama é formada por ondas eletromagnéticas e devido a alta energia
que possui, € capaz de penetrar na matéria de forma mais efetiva que as radiacdes alfa e
beta. A irradiacdo € o processo de aplicacdo de energia radiante a um alvo qualquer, no
caso, um determinado alimento ou material vegetal (FRANCA & BARBOSA, 2011). A
irradiagdo em doses que varia de 0.5 a 10 kGy, pode ou ndo desencadear mudancas fisico-
quimicas em materiais de origem vegetal, sendo estas mudangas peculiares a cada
espécie. Porém ndo se torna radioativo por ndo deixar residuo no material irradiado
(SANTOS et al., 2014).

Segundo estudos feitos por Milagres (2014) a radiacdo gama pode ser usada para
a conservacgéo da polpa de pimenta Dedo-de-Moca por 21 dias, nas doses de 4,5 a 6,0
kGy, sem afetar os compostos bioativos e qualidade sensorial da espécie, sendo usada
com finalidade de esteriliza-los ou preserva-los com a inativacdo de microrganismos,
parasitas, insetos e outras pragas (SANTOS et al., 2014).

2.1 Espécie

Mansoa alliacea, € uma espécie pertencente a familia Bignoniaceae que €
conhecida popularmente como cip6 d’alho, essa espécie possui odor caracteristico de alho
e tem ampla ocorréncia na Amazénia (ZOGHBI et al., 2009).
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Casca, folha, caule e raiz sdo utilizadas para tratamentos de artrite, epilepsia,
febre, dor de cabeca, tonico reconstituinte, fixador de perfumes, culindria e como
repelente de insetos (FERREIRA & GONCALVES, 2007). Suas folhas sdo usadas na
forma de cha no tratamento de tosse, enjoo, constipacdo e reumatismo. Mansoa alliacea
é tipicamente de origem amazonica sendo encontrado especificamente na regido norte
entre os estados do Amazonas e Para e nordeste no estado do Maranhao (ZOGHBI et al.,
2009).

A literatura disponibiliza algumas citacdes de estudos evidenciando a atividade da
Mansoa alliacea como inibidora do crescimento dos fungos Microsporum gyseum e
Tricophyton mentagrophytes. Estudos quimicos ja foram realizados com esta espécie e
descrevem a presenca de alcaloides, cumarinas, quinonas, esteroides, triterpenos, 6leos
essenciais e flavonoides (ZOGHBI et al., 2009; LAMEIRA & AMORIM, 2009).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta do material

As folhas da espécie Mansoa alliacea (cipé-alho) foram coletadas no municipio
de Itacoatiara-AM, (S03701°50,5”- W 58732°37,3”) apds a coleta o material foi
armazenado em estufa com circulacdo de ar a 60°C para secagem. Em seguida, o material
vegetal foi triturado em moinho de facas e armazenado em sacolas de papel.
Posteriormente, deu-se inicio ao preparo do extrato através do método de maceracéo. O
material vegetal foi depositado no herbario da Universidade federal do Amazonas -
HUAM sob o nimero de exsicata 8651.

3.2 Preparacéo dos extratos

O material seco 593 g foi submetido & maceracdo exaustiva com solventes em
ordem crescente de polaridade, a saber: hexano (Hex), cloroférmio (CHCIs), acetato de
etila (AcOEt) e metanol (MeOH). As extracdes foram realizadas por um periodo de 24 h
com trés repeticdes para cada solvente utilizado. Apos esse processo, obteve-se solucdes
em hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, essas solucdes foram filtradas e os
solventes evaporados em rota-evaporador rotatdrio a pressao reduzida, sendo obtidos o0s
extratos, FHCA, FCCA, FACA e FMCA das folhas de M. alliacea.

3.3 Teste Antimicrobiano

Os extratos foram pesados e diluidos com uma solucdo de agua destilada, 2% de
Dimetil-Sulféxido (DMSO) e 2% de Tween80. As concentragdes finais das solucdes
preparadas foram de 20 mg/mL.

3.3.1 Cultivo das bactérias e preparacéo do inoculo

Inicialmente, foram separadas 9 placas de Petri as quais foram devidamente
esterilizadas em autoclave durante (15) minutos a 120°C. Posteriormente, em uma
superficie horizontal e de maneira uniforme, foram adicionados nas placas estéreis 0 meio
recém preparado (solucdo de Agar Mueller-Hinton 0,036 g/mL). As bactérias utilizadas
neste trabalho foram Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella e Escherichia
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coli ATCC 25922. Para o cultivo foram colocadas em incubagéo na estufa a 37°C por 24
horas, ap0s esse tempo foi observado o crescimento da cultura.

Para a preparacgdo do indculo, foram separados 3 tubos com tampa, em cada tubo
foram adicionado 15 mL de adgua destilada estéril (dgua destilada na presenca de luz UV),
posteriormente, com o auxilio de uma alga microbioldgica as bactérias cultivadas foram
transferidas cuidadosamente para o seu respectivo tubo. A absorbancia foi medida em
aparelho de espectrofotdmetro visivel no (625nm) entre 0,08 ou 0,1 de absorbéancia, o que
corresponde 1,5 x108 UFC/mL com turvacéo 0,5 na escala MacFarland, Tabela 1.

Tabela 1: Absorbancia dos indculos bacteriano

Pseudomonas aeruginosa ATCC salmonella Escherichia coli
27853 ATCC 25922
Branco 0 0 0
Absorbéancia 0,172 0,168 0,152
Fonte: O autor (2018).
3.3.2 Método de difusdo de pogos

As placas contendo agar Mueller-Hinton a temperatura ambiente com turvagéo
0,5 da escala de MacFarland foram agitadas por 2 minutos e, em seguida, deixadas em
repouso em temperatura ambiente por 3 minutos.

Posteriormente, pogos de 5 mm de didmetro foram obtidos, em seguida em cada
poco devidamente identificado, foram adicionados 50uL dos extratos testados. As placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Ap6s a incubacdo, mediu-se em
milimetros o halo de inibigcdo do crescimento, utilizando uma régua milimétrica. Para o
controle negativo foi utilizado 50pL de Dimetil-Sulfoxido (DMSO).

3.4 Irradiagdo

Aliquotas dos extratos obtidos (50 mg) foram transferidos para quatro micro tubos
do tipo ependorff separadamente e codificados, a saber: extratos em hexano FHCA 1,
FHCA 5, FHCA 10, FHCA 20, para extratos em cloroférmio FCCA1, FCCAs, FCCA 10,
FCCA 20, para 0s extratos em acetato de etila FACA1, FACA 5, FACA 10, FACA 20 e para
os extratos em metanol FMCA 1, FMCA 5, FMCA 10, FMCA 20 0 que corresponde a doses
de 1,0; 5,0; 10,0 e 20.0 KGy respectivamente, para amostras radiadas. Os micros tubos
foram enviados para o Centro de Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear (CDNT-MG)
em Belo Horizonte, para a realizagdo da irradiacdo. As amostras foram irradiadas em
equipamento do tipo Irradiador Panordmico Mdltipropdsito de Categoria I,
Modelo/niimero de série IR-214 e tipo GB-127, com fonte de Cobalto® estocada a seco
em atividade maxima de 2.200 TBq ou 60.000 Ci. As amostras irradiadas e ndo irradiadas
foram analisadas e comparadas por CCF.

3.5 Avaliacédo em placas cromatogréficas

\ Anais da XIl Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia
ICET/UFAM e IFAM
15 a 19 de outubro de 2018 — Itacoatiara/Amazonas




Para realizacdo de ensaio em placas cromatograficas primeiramente foram
pesados 5 mg dos extratos irradiados e ndo irradiados de cada fracdo, em seguida foram
transferidos para vidros onde foram adicionados 1000uL de solventes adequados para sua
total solubilizacdo. Em seguida, com um auxilio de um capilar de 5uL as solugbes foram
aplicadas em cromatofolhas de aluminio de silica gel 60 F254.

Para eluicdo das placas cromatograficas foram utilizados os seguintes sistemas:
butanol, acido acético e agua (BAW) na proporc¢ao (4:5:1); acetato de etila, acido formico,
acido acético e agua (AAAH) na proporcao de (10:1,1:1,1:2,2) e Hexano:Acetato de etila
(Hex:Ac) na proporcdo (8:2.). Para deteccédo das classes das substancias presentes em nas
amostras, os reveladores utilizados foram NP/PEG, Vanilina, e DPPH e Dragendorff.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Obtencao dos extratos
Os extratos secos obtidos das extracdes foram: extrato em hexano, cloroférmio,
acetato de etila e em metanol, conforme observado na tabela 2.

Tabela 2: Rendimentos dos extratos de Mansoa alliacea

Extrato Massa (g) Rendimento (%)
FMCA 2,2011 ¢ 0,37
FHCA 2,1538g 0,36
FCCA 2,2355g 0,38
FACA 1,0053g 0,17

Fonte: O autor (2018).

O rendimento percentual de extracdo da Mansoa alliacea variou de 0,17% a
0,38%, o potencial do rendimento do extrato ocorre com diferentes solventes, o0 menor
rendimento obtido foi para o extrato em acetato de etila e 0 maior para 0 extrato em
cloroférmio.

A extracdo ocorreu conforme a polaridade dos solventes e o0s constituintes da
espécie. Este rendimento baixo pode ser justificado pelo fato de que os metabdlitos
secundarios representam cerca de 1% de todo carbono total dos vegetais e que podem
ainda estar distribuidos em compostos polares ou apolares (FUMAGALI et al., 2008).
Para a espécie em estudo, podemos inferir que os compostos apolares e polares estdo em
maiores concentragdes quando comparados aos compostos de média polaridade.

4.2 Avaliacdo em placas cromatogréaficas CCF.

A Figura 1 mostra o perfil dos flavonoides revelados com NP/PEG observado
em camara escura UV (365 nm).

Para grupos fenoélicos os resultados revelaram mancha de cor amarela e laranja,
podendo confirmar a presenca de compostos fendlicos. Foi possivel ainda obter os fatores
de retengdao (Rf 0,25 e 0,43), azul brilhante (Rf 0,93) no extrato metanodlico 0 kGy
(amostra ndo irradiada). Na FMCA irradiada com 1kGy as manchas apresentadas foram
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amarelas (Rf 0,43) e azul brilhante (Rf 0,93). As amostras irradiadas a 5 ¢ 20 KGy
apresentaram perfil quimico semelhante, sendo observados os mesmos valores de (Rf
0,43) e azul brilhante (Rf 0,90). Manchas de coloragdo amarela e azul brilhante
encontradas em FMCA para as amostras irradiadas e ndo irradiada mostram que a técnica
de esterilizacdo por raios gama ndo interferem na integridade quimica do material
analisado até a dosagem de 20 kGy.

Figura 1: Placa cromatografica dos extratos FMCA, identifcacdo de flavonoides

#

Fonte: O autor (2018).

A mancha amarela indica rea¢do positiva para flavonoides, também foram
observadas manchas fluorescentes de cor azul brilhante sugerindo a presenca de outras
substancias fenolicas. Arruda et al., (2012) em estudos anteriores com a familia
Bignoniaceae revelaram a presenca de flavonoides e outras classes de compostos
fendlicos. Dessa forma, destacamos a deteccao dessas classes de compostos nos estudos
realizados com Mansoa alliacea coletada no municipio de Itacoatiara-AM.

Estas analises permitem concluir que nao houve alteracdo na composi¢do quimica
com doses de variagdo de 1 até 20 kGy de radiacdo gama. Dessa forma, pode-se inferir
que a radiacdo gama pode ser utilizada como técnica de descontaminagdo de agentes
microbianos sem alterar as propriedades quimicas do material vegetal estudado.

Figura 2: Placa cromatografica para deteccdo da atividade antioxidante em amostras irradiadas e ndo
irradiada de FMCA

Hex:Ac (DPPH)

Fonte: O autor (2018).
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A Figura 2, apresenta placas reveladas com DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil),
estes ensaios quimicos confirmam atividade antioxidante nos extratos de Mansoa
alliacea. Nos extratos de FMCA das amostras irradiadas e ndo irradiada, manchas com
coloracdo amarela resulta em confirmacéo de atividade antioxidante, nas amostras de 0 a
20 kGy. Pode-se observar que ndo houve indicios de alteracdo no perfil quimico das
amostras dos extratos FMCA irradiadas e ndo irradiada.

Patel e colaboradores (2013) detectaram no extrato em metanol da espécie, fenois
e flavonoides e recomendam novos estudos para isolamento e carac terizacdo dos
compostos antioxidantes. Assim, Faccin et al., (2017) afirma em seus estudos que 0s
compostos fendlicos foram encontrados nos extratos de M. alliacea, concluindo que a
espécie possui atividade antioxidante devido os compostos fendlicos e os flavonoides
encontrados em estudo.

4.3 Teste antimicrobiano

A partir dos resultados obtidos no teste de sensibilidade antimicrobiana conforme
a Tabela 3, foi observada que ndo houve atividade para os extratos em hexano e em
cloroformio frente aos microrganismos (E. coli ATCC 25922, Salmonella e P. aeruginosa
ATCC 27853, o extrato em metanol também ndo apresentou atividade para o
microrganismo (Salmonella). Porém, para os dois microrganismos (E. coli ATCC 25922,
e P. aeruginosa ATCC 27853) houve atividade com inibicdo de halos, (15 mm) e (7 mm),
respectivamente, conforme da Figura 3.

Tabela 3: Avaliagdo preliminar de atividade antimicrobiana de extratos em hexano, cloroférmio
e em metanol da espécie Mansoa alliacea.

Avaliacdo Preliminar
Espécie/Solvente Microrganismo de Atividade Halo (mm)
Antimicrobiana

E. coli ATCC 25922 - -
Cip6 alho/Hexano Salmonella - -
P. aeruginosa ATCC 27853 - -

E. coli ATCC 25922 - -

Cip6 alho/
Cloroférmio Salmonella ) )
P. aeruginosa ATCC 27853 - -
E. coli ATCC 25922 + (15 mm)
Cip6 alho/Metanol Salmonella - -
P. aeruginosa ATCC 27853 + (7 mm)

Fonte: O autor (2018).

lltalf (2016) apresentou em seu trabalho inibi¢do com extrato das folhas da espécie
Mansoa alliaceae, com solvente hexano contra o microrganismo P. aeruginosa inibi¢ao
com halos 25 mm, o qual esta de acordo os resultados dos estudos realizados por Guilhon
etal., (2012). Para o extrato em etanol apresentou potencial, com zona de inibicéo de 22,4
mm contra P. aeruginosa, entre outras bactérias.
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Figura 3: Teste de sensibilidade antimicrobiana, extratos em metanol apresentou inibi¢do positiva para
microrganismos P. aeruginosa ¢ E. coli.

P, aeruginosa ATCC 27853 (S E. coli ATCC 25922 [Clmimmn =

Fonte: O autor (2018).

Foram relatados atividade antimicrobiana contra microrganismos ATCC
(American Type Culture Collection) para as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 6535 e Bacillus subtilis ATCC 6638), e Gram negativo (Escherichia coli
ATCC 8739 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027), observando halos de inibicéo
(atividade positiva) com bactérias Gram positivas nos extratos e fragGes obtidas a partir
do 6leo essencial das folhas, Oliveira (2013). Os resultados obtidos neste trabalho com o
extrato em metanol, sdo semelhantes aos da literatura consultada.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram por analise em CCF que as
amostras de Mansoa alliacea irradiadas ndo apresentaram alteracbes na composicdo
quimica em comparagdo com as amostras ndo irradiadas. Estes resultados contribuiram
para mostrar que 0S compostos presentes nos extratos da espécie M. alliacea,
possivelmente, poderdo ser utilizados no desenvolvimento de novos fitoterapicos,
aumentando o tempo de prateleira dos medicamentos, exercendo suas atividades
bioldgicas sem causar danos a salde, e sobretudo desenvolver um farmaco que pode ter
sua carga microbiana eliminada por doses de até 20 kGy, sem afetar a integridade quimica
dos constituintes desta espécie.

Esses estudos permitiram ainda detectar a presenca das classes de substancias
como: terpenos, esteroides, flavonoides e demais compostos fenolicos. Testes quimicos
com o extrato em metanol revelou atividade antioxidante quando revelados com o
reagente de DPPH.

Em relacéo aos estudos da atividade antimicrobiana, pode-se dizer que os extratos
das folhas da espécie apresentaram minimas quantidades de sensibilidade frente a
microrganismos E. coli ATCC 25922, Salmonella, P. aeruginosa ATCC 27853,
recomendando assim estudos mais detalhados com variedades de concentracGes e
diferentes fracionamentos dos extratos de M. alliacea, a partir das folhas da espécie.
Contudo, o extrato em metanol apresentou halo de inibicdo para os microrganismos

Anais da XIl Semana Nacional de Ciéncia e Tecnologia
y ICET/UFAM e IFAM
15 a 19 de outubro de 2018 — Itacoatiara/Amazonas




Escherichia coli ATCC 25922 (15 mm) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (7
mm), testados a concentracdo de 20 mg/mL.

De acordo com os experimentos realizados e pesquisas feitas na literatura, M.
alliacea é uma espécie de grande valor medicinal, devido seu amplo espectro de
propriedades terapéuticas, estudos com esta espéecie necessitam ser avaliados para agregar
valor econdmico a um possivel medicamento fitoterapico.
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