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RESUMO

STADNIKII, Jéssica. Caracterizacdo quimica e da atividade biolégica de
metabdlitos especializados presentes em extratos do tubérculo do cara-
moela (Dioscorea bulbifera). Aplicagbes potenciais em processos
biotecnolégicos. 2019. 92p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos) — Programa de Pés-Graduagdo em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos. Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. 2019.

A Dioscorea bulbifera € considerada uma planta alimenticia ndo convencional
(PANC), de nome popular card-moela, possui um grande poder nutritivo e
inimeros sao os relatos de seu potencial biolégico. A fim de avaliar as
propriedades biotecnolégicas presentes no tubérculo do cara-moela, foram
obtidos extratos e, a partir deles realizadas a caracterizacdo quimica, analises
do potencial antioxidante, antimicrobiano e antitumoral. Por meio da extracéo
realizada com diferentes solventes (DB-C: Extrato cloroférmico, DB-A: Extrato
de acetato de etila, DB-N: Extrato n-butandlico e DB-W: Extrato aquoso) partindo
do extrato etandlico 75% (DB-E) foi possivel identificar o extrato DB-W como o
que obteve o melhor rendimento. Os espectros da analise de Infravermelho com
Transformada de Fourier (IV-TF), permitram a observacdo de bandas
caracteristicas de hidroxilas, sinais sugestivos de compostos aromaticos e da
presenca de carbonila. Essas absor¢cdes no IV-TF sdo um indicativo da presenca
de compostos fendlicos. Para a analise de compostos fendlicos totais (CFT) o
extrato com melhor rendimento foi o DB-A, e para as analises antioxidantes
através dos radicais ABTS e DPPH o DB-E, para FRAP o extrato DB-W. As
respostas obtidas na andlise antimicrobiana, por meio da técnica de disco
difusdo, demonstram atividade antimicrobiana para 0S micro-organismos
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Por meio do método de microdiluicdo
em caldo, o extrato DB-E obteve resposta frente a S. aureus (5.000 ug mlt), DB-
C frente a S. aureus e Candida albicans (10.000 ug mlt), para o extrato DB-N foi
observada atividade frente todos os micro-organismos testados (10.000 e 5.000
ug mlt), para DB-A frente a S. aureus (10.000 ug ml?), E. coli e C. albicans
(5.000 ug ml?). A acdo antimicrobiana foi caracterizada como bacteriostatica e

fungistatica. Quando analisada a atividade antitumoral, através do método



MTT (tetrazolio) observou-se a capacidade de inibir a proliferacédo das linhagens
celulares Raji, K562, Jurkat e HL60 pelos extratos DB-A, DB-C, DB-N, onde
observa-se este ultimo com o melhor resultado. Os dados obtidos nesta pesquisa
apontam para a existéncia de compostos de importancia cientifica,
microbiologica e industrial no tubérculo da D. bulbifera, servindo de base para
futuras pesquisas que poderdo auxiliar na elucidagdo do mecanismo de acao
das substancias presentes.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, antitumoral, antioxidante,
biotecnologia.



ABSTRACT

STADNIKII, Jéssica. Chemical characterization and biological activity of
specialized metabolites present in tuber extracts of the yan (Dioscorea
bulbifera) - Potential applications in biotechnological processes. 2019. 92p.
Dissertation (Master degree in Technology of Chemical and Biochemical
Processes) - Postgraduate Program in Technology of Chemical and Biochemical
Processes. Federal Technological University of Parana. Pato Branco, PR, 2018.

Dioscorea bulbifera is an unconventional food plant (UFPs), popularly known as
gizzard, has a great nutritional power and countless are the reports of its
biological potential. In order to evaluate the biotechnological properties present
in the gizzard tuber, extracts and, from them, the chemical characterization,
analyzes of antioxidant, antimicrobial and antitumor potential were obtained (DB-
C extract cloroformic, DB-A: ethyl acetate extract, DB-N: Extract n-butanolic and
DB-W: Agueous extract) from the ethanol extract 75% (DB: E) it was possible to
identify the DB-W extract as the one that obtained the best yield. Spectra of the
analysis Infrared with Fourier Transform (IV-TF) allowed the observation of bands
characteristic of hydroxyls, signals suggestive of aromatic compounds and the
presence of carbonyl. These IV-TF absorptions are indicative of phenolic
compounds. For the analysis of total phenolic compounds (CFT) the extract with
the best yield was the DB-A, and for the antioxidant analyzes through the radicals
ABTS and DPPH the DB-E, for FRAP the extract DB-W. The responses obtained
in the antimicrobial analysis, by means of disk diffusion technique, demonstrate
antimicrobial activity for Staphylococcus aureus and Escherichia coli
microorganisms. By means of the broth microdilution method, the DB-E extract
obtained a response against S. aureus (5,000 ug ml't), DB-C against S. aureus
and Candida. albicans (10,000 ug ml?), for the DB-N extract showed activity
against all tested microorganisms (10,000 and 5,000 ug ml?), for DB-A against
S. aureus (10,000 ug ml 1), E. coli and C. albicans (5,000 ug ml?t). The
antimicrobial action was characterized as bacteriostatic and fungistatic. When
analyzing the antitumor activity, the ability to inhibit the proliferation of the Raji,
K562, Jurkat and HL60 cell lines by extracts DB-A, DB-C, DB-N was observed
through the MTT (tetrazolium) method, where it is observed the latter with the
best result. The data obtained in this research point to the existence of
compounds of scientific, microbiological and industrial importance in the tuber of
D. bulbifera, serving as the basis for future research that may help in the
elucidation of the mechanism of action of the substances present.

Key words: Antimicrobial activity, antitumor, antioxidant, biotechnology.
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1 INTRODUCAO

Ha séculos as plantas séo utilizadas como alicerce da medicina popular
tradicional, servindo como base para formulacdo de medicamentos. Por esta
razao, diversos sdo os estudos etnofarmacolégicos que possuem como ponto de
partida o conhecimento baseado na experiéncia, transmitido entre culturas para
a busca de novas moléculas bioativas, com base nos relatos populares de sua
forma de utilizacdo (FERREIRA et al., 2017).

Historicamente as plantas medicinais demonstraram seu prestigio como
fontes de novas moléculas ativas, com potencial terapéutico. Hoje estima-se que
80-85% da populacao global utilize medicamentos a base de plantas ou de seus
principios ativos, para tratamentos empiricos de doencas diversas. Desta
maneira, a medicina tradicional é uma fonte para a industria farmacéutica na
obtencdo de novas biomoléculas, bem como de tecnologias para aperfeicoar
tratamentos ja existentes (PRAKASH; KUMAR; KUMAR, 2013; ATANASOV et
al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), paises em
desenvolvimento fazem uso de plantas medicinais ou preparacfes destas com
a finalidade de promover a saude, reabilitando e curando patologias, todavia,
esta entidade relata a necessidade de estudos dessas plantas para garantir a
seguranca aos usuarios, em relacdo as suas propriedades farmacologicas,
toxicoldgicas e de eficacia (SOUZA et al., 2017).

As hortalicas ndo convencionais constituem um grupo de plantas pouco
exploradas cientificamente. Observada sua utilizacdo doméstica, a partir de
culturas transmitidas entre geracdes e ainda restritas a determinadas regides e
costumes, em alguns casos, seus beneficios sdo pouco difundidos e utilizados
(CANDIDO et al., 2017).

Neste cenario, algumas espécies de plantas tém sido utilizadas no
tratamento de diferentes doencas. Um exemplo é o tubérculo conhecido como
cara-moela, utilizado como remédio popular para conjuntivite, diarreia,
disenterias sanguinolentas e infec¢des de pele. Além da utilizagdo popular contra
cancer, ha relatos de pesquisas cientificas in vitro com resultados positivos para
inibicdo da replicacéo do virus HIV (SHARMA et al., 2017).


https://scholar.google.com.br/citations?user=j8wniZUAAAAJ&hl=pt-BR&oi=sra
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Além de muito utilizado pelas suas propriedades medicinais (KUETE et
al., 2012) e apresentar demonstragcbes de avancos quanto a atividade
farmacoldgica (LIU et al., 2010), o cara-moela é utilizado como alimento, com
baixo custo comercial agregado e com alto valor nutricional, representado
principalmente pela sua alta concentracdo de amido (MACHADO et al., 2016).

Este tubérculo € uma planta de facil cultivo, ndo requer cuidados
especificos para seu desenvolvimento, nem a aplicacédo de defensivos agricolas
(JIMENEZ-MONTERO; MARTINEZ, 2016). Pertencente ao género Dioscorea,
familia Discoraceae, € uma espécie de trepadeira que pode chegar a atingir seis
metros de altura, com a producéo de tubérculos aéreos. E vastamente distribuido
em regides de clima temperado (LIU et al., 2010), sendo encontrado na Africa
tropical, Australia do Norte, subcontinente indiano, Flérida nos Estados Unidos,
China, Camboja, Tailandia, Malasia e Laos (GUAN et al., 2017), motivo pelo qual
ainda existem duvidas sobre sua origem (CASTRO et al., 2012).

Estudos de membros da familia Discoraceae revelam grandes
guantidades de substancias biologicamente ativas, tais como: polifendis,
saponinas (JAYACHANDRAN et al., 2016), flavonoides e alcaloides (KAYODE
et al., 2017).

Em virtude da busca por novas moléculas naturais bioativas com potencial
farmacoldgico, propdem-se a caracterizacdo fitoquimica do card-moela,
avaliando os seus constituintes fendlicos, atividade antioxidante, além do estudo
das atividades biol6gicas contra micro-organismos e atividade antitumoral in

vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a extracdo com solventes em gradiente crescente de polaridade,
do tubérculo do cara-moela (Dioscorea bulbifera), a fim de verificar o teor de
fendlicos e as potenciais atividades antioxidante, antimicrobiana e antitumoral,
visando contribuir para o conhecimento e bioprospeccdo de potenciais

aplicacfes de metabdlitos presentes nos extratos.

2.2 Objetivos especificos

e Obter extratos do tubérculo do cara-moela (D. bulbifera), utilizando-se de
particdo sucessiva com solventes de diferentes polaridades;

e Caracterizar os extratos obtidos por meio da técnica de Infravermelho com
Transformada de Fourier (IV-TF);

¢ Quantificar os compostos fendlicos presentes nos extratos utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteau;

e Avaliar/quantificar a atividade antioxidante in vitro dos extratos pelos
meétodos de sequestro do radical DPPH, captura do radical ABTS e poder
redutor do ion férrico— FRAP;

e Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro dos extratos pelo método de
disco difuséo e microdiluicdo em caldo;

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro dos extratos pelo método MTT

frente as linhagens celulares Raji, Jurkat, HL60, K562.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos Naturais

O Brasil € um pais reconhecido por ser detentor da maior diversidade
biolégica do planeta, com um namero superior a 350 mil espécies catalogadas,
0 que representa apenas uma fracdo da variedade presente na flora do nosso
pais, que possui 1,8 milhdo de espécies, numero justificado em funcéo de suas
caracteristicas climaticas (ARAUJO et al., 2015) e extenséao territorial. Estes
valores demonstram como € pouco conhecida esta variedade (SOUSA et al.,
2017).

A biodiversidade pode ser entendida como a variabilidade de organismos
vivos provindos de inumeras origens, incluindo ecossistemas terrestres,
marinhos, aquaticos, complexos ecolégicos de que fazem parte;
compreendendo, ainda, a diversidade dentro de espécies, entre espécies e
ecossistemas (STEHMANN; SOBRAL, 2017).

A utilizacdo de farmacos a base de principios ativos vegetais, caminha
junto a humanidade desde o surgimento do homem. Sua utilizagdo como
remeédios é uma conduta difundida na medicina popular, entre diversos povos,
sendo seu uso baseado no conhecimento tradicional, transmitido oralmente
entre geracOes (BAVELONI et al., 2017). Acredita-se que o homem utilizava os
principios ativos de plantas por meio de observacdes e experimentos para curar
suas doencas. Com o surgimento da escrita, este conhecimento passou a ser
guardado na forma descrita.

A quimica de produtos naturais vem sendo utilizada ha alguns anos como
subsidio para diversos segmentos industriais, sejam eles farmacologicos,
cosmeéticos, de fragrancias ou alimentares, devido a variedade de moléculas e
grupos funcionais que fazem parte da biodiversidade (BOLZANI, 2016).

Em funcdo do grande potencial medicinal oferecido pelas plantas, vale
destacar a atividade pronunciada dos seus extratos, que apresentam diversas
substancias quimicas em sua composi¢cdo, as quais agem em sinergismo,
resultando muitas vezes em ac¢bes mais potentes do que quando seus
metabdlitos sdo aplicados isoladamente (CASANOVA; COSTA, 2017).
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O uso indiscriminado e a falta de conhecimento cientifico a respeito de
muitas plantas, gera uma atmosfera de inseguranca, especialmente quanto a
seus efeitos toxicos e a falta de garantia de suas propriedades terapéuticas
(SOUZA, 2015). Desta maneira, a inclusdo do conhecimento cientifico ao senso
comum, constitui-se como uma alternativa de melhora para o uso de
fitocomponentes como agentes medicamentosos, com aumento da seguranca,
qualidade e eficacia de tratamento (CONDE et al., 2015).

3.2 Hortalicas Nao Convencionais

As hortalicas ndo convencionais sao espécies vegetais de distribuicdo
limitada, pertencentes a cultura popular de determinados locais e regides. Estes
vegetais tiveram seu consumo prejudicado com o passar dos anos devido a
inUmeros fatores, como a mudanca de habitos alimentares, estimulados pelo
consumo cada vez maior de produtos industrializados (VIANA et al., 2015), pela
competicdo no mercado com as hortalicas convencionais, baixa disponibilidade
no mercado e comercializacdo (BIONDO et al., 2018).

Estas, muitas vezes de crescimento rustico, ndo exigem cuidados
rigorosos em seu cultivo, além de serem mais resistentes a pragas e doencas
(QUEIROZ et al., 2015). Possuem diversas propriedades nutricionais e sdo de
facil preparo, podendo ser consumidas nas mais variadas formas,
caracterizando-se assim, como uma fonte alternativa de alimento, levando-se em
consideracdo o valor nutritivo (ROCHA et al., 2009; ALMEIDA, FERREIRA,
DUARTE, 2012).

Em relacdo ao valor nutricional, as hortalicas ndo convencionais quando
comparadas as suas espécies “aparentadas”, incluem um valor nutricional
elevado, com grande quantidade de nutrientes, dentre eles vitaminas,
antioxidantes, compostos fendlicos, carotenoides, minerais, lipideos, proteinas e
fioras (BIONDO et al., 2018).

Dentre os exemplos de hortalicas nado convencionais pode ser
mencionado o card (Dioscoreae spp.); ora-pro-nobis (Pereskia aculeata); araruta
(Maranta arundinaceaea); jacatupé (Pachirrhyzus tuberosus); mangarito
(Xanthossoma maffaffa) e o taro (Colocasia esculenta (L.) Schott), dentre outras.



21

Estas hortalicas possuem alto valor nutricional, cada qual com suas
peculiaridades, todavia, ainda com poucos estudos técnico-cientificos (BRASIL,
2010).

3.3 Cara-Moela (Dioscorea bulbifera)

Sao conhecidos mais de 09 géneros da familia Dioscoreaceae e 900
espécies (PEDRALLI, 2002), os quais sdo encontradas em regifes tropicais,
subtropicais e temperadas em todo o planeta (SOUZA et al., 2011). O género
Dioscorea € o maior representante, possuindo o maior nimero de espécies
(FERREIRA et al., 2010), além de apresentar o maior valor econémico agregado,
considerando sua utilizacdo medicinal e nutricional (PEDRALLI, 2002).

Este género é constituido por plantas vastamente distribuidas por regiées
de clima temperado (LIU et al., 2010), podendo ser encontradas na Africa
tropical, Austrélia do Norte, subcontinente indiano, Flérida nos Estados Unidos,
China, Camboja, Tailandia, Malasia e Laos (GUAN et al.,, 2017). Por ser
encontrada em diversos locais, pairam duvidas sobre sua real origem (CASTRO
et al., 2012). Esta planta é muito utilizada devido as suas propriedades
medicinais para tratamentos das mais variadas morbidades (KUETE et al.,
2012), e vem demonstrando resultados promissores para estudos
etnofarmacoldgicos (LIU et al., 2010).

A Dioscorea bulbifera é caracterizada por ser uma planta trepadeira
herbacea, que pode chegar a atingir seis metros de altura, com a producao de
tubérculos aéreos e vinhas que se enrolam em sentido anti-horario (JIMENEZ-
MONTERO; MARTINEZ, 2016).

As folhas podem apresentar uma grande diversidade morfologica, com
diferentes formas, tamanhos e cores. No caso da D. bulbifera, as folhas séao
simples, apresentam formato de coracdo ou seta, pecioladas ou nao e
usualmente alternadas, podendo variar na mesma planta, opostas ou
espiraladas, lobadas ou ndo, com margens lisas, apice pontiagudo e coloracéo
verde (GONZALEZ-VEGA, 2012; SILVA, 2013).

As plantas do género Dioscorea sao dibicas, ocasionalmente nascendo

inflorescéncias femininas e masculinas na mesma planta. A flor feminina,
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constituida na forma de espiga, tricarpelar, trilocular, com ovario baixo e
geralmente com muitos Ovulos, € maior que a masculina. Ja as masculinas séo

encontradas na forma de paniculas presentes na parte axilar da folha e possuem

odor adocicado e gréos de pdlen com alta adeséo a antera.

Figura 1: (A) Flores e (B) folhas do Carad-moela. Fonte: Autoria prépria.

A propagacdo é feita através dos tubérculos ou sementes. O fruto desta

espécie é oblongo, constituido por duas sementes que estao na face inferior.

Seus tuberos aéreos auxiliam na distincdo desta espécie com as demais da
familia (GONZALEZ-VEGA, 2012; SILVA, 2013).

Figura 2: Tubérculo Cara Moela. Coletas feitas no més de marco de 2018. Fonte: Autoria
prépria.

A forma de seus frutos € o que origina os nomes populares dados a esta
planta. Dentre eles podem ser citados cara-moela, cara-figado, cara do ar, cara

paquera e cara preto (BRESSAN et al., 2005; VEASEY et al., 2010).
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3.3.1 Importancia Econémica

Constituindo-se como produto alimentar, o cara vem assumindo uma nova
dimensé&o no ambito da agricultura, deixando de lado a caracteristica de hortalica
nao convencional, utilizada como forma de subsisténcia e tornando-se uma
cultura de importancia socioeconémica (SILVA, 2013; JIMENEZ-MONTERO;
MARTINEZ, 2016).

A exploracdo do cara-moela ndo recebe inUmeros subsidios como outras
culturas nobres, ficando a margem de apoio técnico e financeiro, que séo
fornecidos a culturas exportaveis. A regido nordeste do Brasil € responséavel pela
maior parte da producao nacional, representando 90% do todo (MESQUITA,
2002).

Com a possibilidade de duas colheitas por ano (julho/agosto cara imaturo
ou novembro/dezembro cara maduro), a cultura do inhame esta caracterizando-
se como mais uma fonte de renda para a agricultura familiar (SANTOS, 1996). A
cultura ainda movimenta a economia gerando empregos indiretos, ao estar
ligada a outros setores como os de armazenagem, transporte e venda,
constituindo-se assim como uma fonte que movimenta a economia, promovendo
o desenvolvimento das regides brasileiras onde o consumo desta planta é
comum (SANTOS; MACEDO, 2002).

3.3.2 Propriedades medicinais

A D. bulbifera é detentora de diversas propriedades bioldgicas,
justificadas pelos metabdlitos especializados presentes em sua composicao, que
garantem sua importancia na industria farmacéutica (ADEOSUN et al., 2016;
JAYACHANDRAN et al., 2016; KAYODE et al., 2017).

Séo relatadas uma grande variedade de atividades medicinais, fazendo
parte de usos populares, como por exemplo, na medicina chinesa tradicional
onde h& milhares de anos tem sido utilizada no tratamento de tumores
(TAPONDJOU, 2013).

Dentre os relatos de suas a¢6es medicinais sdo mencionados 0 uso contra

dores de garganta na medicina popular (GHOSH et al., 2012) hanseniase
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(WANG et al., 2012). Além de diversas achados farmacoldgicos contra asma,
leishmaniose, flatuléncias, acdo purgativa, anti-helmintica e ainda usos em
distirbios hematolégicos, hemorréidas. Tem sido destacado também, como
afrodisiaco e rejuvenescedor (SUBASINI et al., 2015).

Ja possui acbes relatadas frente a estudos cientificos, como a acgéo
hipoglicémica para tratamento de diabetes, antitumoral para linhagens
epidérmicas de ratos (WANG et al.,2012), contra cancer cervical (CUI et al.,
2016), através da linhagem de células S180 (tumor de sarcoma); atividades
antibacterianas (GHOSH et al., 2012; WANG et al.,, 2012). Ainda, estudos
demonstram o poder na inibicdo da replicagdo do virus HIV-1IN por meio da
inibicdo da enzima integrase, testado através de técnica de ancoragem
molecular (CHANIAD et al., 2016).

A familia Dioscoreaceae, possui em sua composicdo uma vasta gama de
compostos especializados, sendo estes 0s responsaveis pelas atividades,
valores econdmicos e culturais relatados. Dentre eles podem ser citados os
polifendis como os acidos organicos, saponinas, (JAYACHANDRAN et al., 2016)
flavonoides, alcaloides (KAYODE et al., 2017), taninos, terpenoides e
glicosideos cardiacos (ADEOSUN et al., 2016).

Esses metabdlitos especializados citados acima, também podem estar
envolvidos no desenvolvimento de uma atividade biolégica muito importante,
discutida e estudada nos dias atuais — a atividade antioxidante. Os antioxidantes
sintéticos podem estar relacionados com alteracdes de salde, como por
exemplo, o efeito prejudicial a enzimas hepéticas, causando edema hepético e
podendo provocar até mesmo carcinogenese (ZHANG et al., 2010). Estes relatos
fundamentam a busca por componentes antioxidantes naturais derivados de
plantas, em vista de sua seguranca e potencial terapéutico, desde que realizados
estudos etnofarmacoldgicos. Tanto plantas medicinais como residuos agricolas,
séo vistos como fonte potencial de recuperacao de fitoquimicos, que podem vir
a ser utilizados tanto pela industria de alimentos quanto de medicamentos e
cosméticos (CASTRO-LOPEZ et al., 2017).

Ja foram descritos inUmeros métodos para determinar a capacidade
antioxidante de substancias ou alimentos, tendo como ponto em comum, a
presenca de um agente oxidante, um substrato adequado e uma estratégia de

medida de sua capacidade antioxidante no final. Os métodos de determinacao



25

da capacidade antioxidante podem ser apontados de duas maneiras: com base
na captura de radicais livres e na determinacdo da oxidacdo de uma molécula
alvo. Pelo alto numero de técnicas que podem ser utilizadas e interferéncias que
podem vir a ocorrer durante o processo, recomenda-se hoje que sejam utilizadas
ao menos duas técnicas na busca por um resultado o mais proximo possivel da
real capacidade antioxidante da amostra (CASTRO-LOPEZ et al., 2017).

3.4 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos encontram-se presentes em uma vasta
quantidade de plantas, contribuindo com mecanismos de defesa destas
(ANDRADE, TAVARES, DO NASCIMENTO, 2017). Estes podem ser
encontrados de diferentes formas, como fendis simples, cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, ligninas e acidos fendlicos
(NACZK et al., 2004).

Os compostos fendlicos, dentre as substancias antioxidantes naturais,
chamam a atencdo pela acdo contra a peroxidacao lipidica capaz de produzir
desequilibrio homeostético, promovendo potencial dano oxidativo contra células
e tecidos (SOARES, 2002).

Para a quantificacdo dos compostos fenélicos, o método colorimétrico que
utiliza o reagente de Folin Ciocalteau, baseia-se na interacdo entre substancias
com possivel potencial redutor e o reagente, que originalmente possuem
coloragdo amarela. Em meio a um pH alcalino as substancias redutoras, como
as fendlicas, dissociam um proton, levando a formacéo do anion fenolato. Este
anion é capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu formando Oxidos de
coloracdo azul (tungsténio e oxido de molibdénio). Esta coloracdo é detectavel
na banda do espectro de 760 nm, possibilitando a quantificacdo destes
compostos por meio da espectrofotometria. Desta maneira, a coloracéo final da
reagao sera tanto mais azul quanto maior a quantidade de substancias redutoras

ou substéancias fendlicas (PIRES et al., 2017).
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3.4.1 Captura do radical ABTS

Para realizar a quantificagédo de compostos antioxidantes, segundo RE et
al. (1999), a metodologia de captura do ABTS (&cido 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), que consiste na reacdo de reducdo do radical
ABTS pelo perssulfato de potassio, demonstra a capacidade da substancia
antioxidante de estabilizar o radical cétion ABTS presente na solucdo, que
retorna a forma de composto neutro ABTS, conforme representado na Figura 3.
A visualizacdo se d4 através da mudanca de coloragdo da solucéo, de verde
escura, para tons mais claros a medida que o ABTS vai sendo convertido a sua
forma neutra, promovendo diminuicdo da absorbancia em 734nm. A absorbancia
medida ap0s a reacdo é comparada a capacidade de um antioxidante sintético
padrdao, o Trolox, expressando-se o0 resultado em atividade antioxidante

equivalente ao Trolox por grama (do inglés, TEAC g1).
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Figura 3 - Reacdo de oxirreducéo do radical ABTS. Fonte: SAVI (2018).

3.4.2 Sequestro do radical DPPH

O método de sequestro do radical DPPH, utiliza uma molécula (DPPH 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil, a-difenil-B-picrilhidrazil) radicalar de nitrogénio orgéanico,
de coloracéo violeta, com absor¢cdo maxima na faixa de 515-520 nm a qual é
caracterizada como um radical livre estavel em solugéo e, a medida que uma
substancia com capacidade antioxidante sequestra o radical DPPH, reduzindo-

o a hidralazina, ocorre mudanca na coloracéo, do violeta ao amarelado, o que &



27

proporcional a capacidade antioxidante da substancia conforme representado na
figura 4 (SOUZA-SEVALHO; ROCHA; 2017).

NO, NO,

N—NH

: "N—N : N
+ AOH —> + AC
< ; NO, NO
0N 2

Radical DPPH . Hidrazina
Cor: Violeta-escura Cor: Violeta-claraa amarela

Figura 4: Reacdo do radical DPPH frente ao composto fendlico
Fonte: SAVI (2018).

3.4.3 Método de reducao do Ferro

Segundo BENZIE e STRAIN (1996), o método FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power) se trata da reducédo do Fe3* a Fe?*. Esta reacdo se da na
presenca de 2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e em condi¢bes &cidas,
ocorrendo a formacdo de um complexo corado, que representa a reducdo do
complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe>*TPTZ) ao complexo ferroso (Fe?*TPTZ) na
presenca de um antioxidante, conforme apresentado na Figura 5 (RUFINO et al.,
2006). Os resultados de absorbancia, medidos a 593 nm, obtidos a partir da
reacao entre a amostra analisada e o radical FRAP, sdo comparados a uma

solucéo que contém ions ferrosos em concentracdes conhecidas.

2 996°
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/ /
[Fe(ll)(TPTZ)]* [Fe IY(TPTZ))*
Cor: Azul-clara Cor: Azul-escura

Figura 5: Redugdo do complexo Fe®** a Fe?* na presenca de um antioxidante genérico.
Fonte: Adaptado RUFINO et al. (2006).
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3.5 Atividade Antimicrobiana

As plantas representam uma riquissima fonte de moléculas com potencial
antimicrobiano e/ou compostos que atuam em sinergismo, potencializando
efeitos de outros farmacos utilizados com esta finalidade (GONCALVES et al.,
2011).

Diante do aumento da resisténcia a antimicrobianos (ALOS, 2015), cada
vez mais buscam-se novos compostos, capazes de realizar a protecédo contra
infecgdes provindas de micro-organismos que, com 0 passar dos anos, vém
desenvolvendo resisténcia e adaptando-se a terapias antimicrobianas
existentes. Por essa razao, justificam-se os estudos fitoquimicos e de
farmacognosia das plantas com esta finalidade (REIS; FORTUNA, 2016).

A capacidade antimicrobiana determina a sensibilidade de um micro-
organismo frente a determinadas concentracdes de um agente (JORGE, 1997).
Este teste tem a finalidade de avaliar aces microbicidas ou microbiostaticas
sobre micro-organismos. Os antimicrobianos com ag¢ao microbicida eliminam o
micro-organismo diretamente, enquanto que os de acdo microbiostética,
impedem o crescimento e proliferacdo do micro-organismo por determinado
periodo de tempo (TORTORA, FUNKE; CASE, 2005).

Diversos estudos demonstram um amplo espectro antibacteriano dos
extratos de D. bulbifera: OKIGBO et al. (2009), descrevem atividade
antimicrobiana do extrato aquoso contra Escherichia coli, e, para o extrato
etandlico, acdo contra Staphylococcus aureus e Candida albicans. Em um teste
antibacteriano in vitro, HU et al. (2007), detectaram atividade para o extrato
provindo de decoccédo e para o0 extrato obtido com solvente organico de D.
bulbifera, demonstrando atividade antibacteriana contra S. aureus, E. coli e C.
albicans por método de tubo, constatando que o efeito antibacteriano do extrato
obtido com acetona, foi mais potente em relacéo ao extrato aquoso (decocc¢ao)
bem como aos outros extratos, acetato de etila, etanolico a 95% e extrato
metandlico.

TEPONNO et al. (2006), ao realizarem testes com extratos obtidos a partir
de diferentes solventes, classificaram o extrato de diclorometano como o que se
mostrou mais eficiente na acdo contra Pseudomonas aeruginosa frente ao

extrato etandlico a 95% com halo de inibicdo de 14,20 mm, Salmonella typhi,
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Salmonella paratyphi A e Salmonella paratyphi B com halo de 7 mm e 12 mm
respectivamente, enquanto que o0s extratos brutos, metandlico-aquoso,
demonstraram fraca atividade inibitoria. Por sua vez, o extrato butandlico ndo
apresentou nenhuma atividade contra esses micro-organismos.

Ainda no estudo de ADELEYE e IKOTUN (1989), foi apresentado que a
di-hidrodioscorina isolada de extrato cloroformico de D. bulbifera possui atividade
antifangica frente ao Sclerotium rolfsii, Curvularia lunata, Fusarium moniliforme,
Macrophomina phaseolina e Botryodiplodiu theobromae.

Diante dos inumeros relatos encontrados em literatura sobre+ o potencial
antimicrobiano da D. bulbifera, destaca-se a importancia deste estudo para
analisar a possivel atividade antimicrobiana da D. bulbifera encontrada na regiédo

sul do Brasil.

3.6 Atividade Antitumoral

7z

A atividade antiproliferativa € considerada um parametro para a
caracterizacdo da atividade antitumoral (RAMIREZ-MARES et al.,, 2004),
podendo ser utilizados varios métodos para deteccdo desta atividade, por
exemplo, medidas de incorporacdo de nucleotideos e contagem de
clonogénicos. Dentre o0s testes colorimétricos, a taxa de crescimento e
multiplicagcdo pode ser medida indiretamente por indicadores de crescimento,
que se utilizam da observacdo de aparecimento de coloracdo, que sera
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis (ALMEIDA, 2014).

Estima-se que uma parcela muito pequena de plantas e seus extratos
sejam estudadas fitoquimicamente e uma parcela menor ainda é avaliada
através de estudos farmacolégicos (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Testes
etnofarmacoldgicos representam uma via para a descoberta de moléculas com
acao terapéutica, constituindo-se em uma fonte potencial de avanco para a
industria farmacéutica (SANTOS, PINHEIRO, 2016), seja na descoberta de
novas moléculas bioativas ou no aprimoramento da eficacia de terapias ja
existentes através da tecnologia farmacéutica (BAVELONI et al., 2017).

Em 1950, com a descoberta dos alcaloides da vinca (vincristina e

vimblastina) e o isolamento de podofilotoxinas citotoxicas, deu-se inicio a
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pesquisa de agentes anticancerigenos naturais. Essa busca justifica-se pela
necessidade de producdo de drogas eficazes e com reducdo dos efeitos
colaterais que os quimioterapicos utilizados nos dias atuais causam (PRAKASH,;
KUMAR; KUMAR, 2013).

Dentre os relatos das atividades farmacologicas do tubérculo da D.
bulbifera, estd o controle na proliferacdo de células neoplasicas, como por
exemplo a linhagem S180 (murinho sarcoma) e H22 (carcinoma hepatocelular).
O potencial de inibicdo de tumores e 0 mecanismo pelo qual age ainda ndo esta
elucidado por completo, sugerindo assim estudos nesta area a fim de qualificar
0s compostos e 0 mecanismo de acdo pelo qual a D. bulbifera exerce acéo
antitumoral (WANG et al., 2012).

Frente ao exposto, busca-se a descoberta de novos compostos com
atividade antitumoral, visto que os dados apresentados indicam a agéo da D.

bulbifera contra algumas linhagens tumorais.

3.6.1 Método colorimétrico MTT

Este método utiliza-se do doseamento da atividade metabdlica de células
viaveis, através de um ensaio colorimétrico. A reacao baseia-se na reducao dos
sais de tetrazolium (brometo de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio,
MTT) através da acdo enzimatica que envolve a oxidacdo do NADH/NADPH
catalisada pelo complexo succinato-tetrazolium redutase que esta presente
somente em células viaveis. A partir do momento da reducdo, os sais de
tetrazolium formam o sal formazan, que é hidrofébico e colorido (solubilizado
pela adicdo de DMSO) podendo este ser quantificado por absorbancia (RISS,
MORAVEC, 2004).

3.6.2 Linhagens celulares

A linhagem Raji é representada por células B linfoblasticas derivadas do
linfoma de Burkitt. Este linfoma desenvolve-se a partir da perda de controle de
proliferacdo de uma célula do centro germinativo, pela ativacao do gene C-MYC
(DE SOUSA BARBOSA et al., 2015).
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Esta foi a primeira linhagem de células humanas constituidas de origem
hematopoiética. Possuem forma arredondada, capazes de formar agrupamentos
na forma de cachos, crescem em suspenséao e apresentam diametro de 10 a 13
um. Sua replicacdo ocorre de 24 a 36 horas. Na fase estacionaria de
crescimento, as células formam grumos menores, podendo apresentar-se soltas
e mais escuras, com irregularidades de superficie, o que faz com que seus
tamanhos ndo sejam homogéneos (MARTINS et al., 2005).

Esta linhagem de células tem o uso difundido como ferramenta em
pesquisas relacionadas a compreensdo de células hematopoiéticas e outras
patologias malignas, ainda sao utilizadas na deteccdo de complexo imune
(KARPOVA et al., 2005).

A linhagem celular K562 é representada por células de leucemia mieldide
cronica, nas quais ocorre a presenca do cromossomo Philadelfia (Ph),
(cromossomo 22 com uma alteragdo de translocagéo). A referida linhagem
possui um consideravel grau de plasticidade que permite sua diferenciacao
guando entra em contato com diferentes agentes quimicos, em células eritréides,
com producdo de hemoglobina fetal (HbF), ou em células megacariéticas, com
aumento de tamanho e ploidia (nUmero de cromossomos), esta plasticidade
concede a linhagem, habilidades para trabalhos que envolvem terapia de
diferenciacéo de cancer, como o tratamento de células neoplasicas com agentes
indutores de diferenciacdo celular, e ainda, pela sua caracteristica eritréide,
permite a abordagem de estudos sobre expressao de hemoglobina, de relevada
importancia no tratamento de pacientes com anemia falciforme e talassemias
(DELGADO-CANEDO, NARDI, CHIES, 2005).

Ja a linhagem celular HL60 representa uma linhagem de células de
leucemia promielocitica humana. Esta constitui-se como um subtipo de leucemia
mieldide aguda (LMA), possui morfologia hiperangular, predominantemente em
promieldcitos. A diferenciacdo dessas células com caracteristicas morfologicas
de granuldcitos pode ser induzida por varios compostos como dimetilsuféxido
(DMSO), hipoxantina, dimetilformamida, actinomicina, acido retindico
(ANAZETTI; QUIROS; MELO, 2003)

A linhagem Jurkat corresponde a uma linhagem de células linfocitarias do
tipo T. As células Jurkat sdo usualmente empregadas em estudos de leucemia

celular aguda, bem como em pesquisas sobre marcacdo e expressdo de
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receptores de quimocinas susceptiveis a entrada viral, particularmente
relacionada ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Esta linhagem celular é
capaz de produzir interleucina 2 (IL-2), conferindo assim alta importancia perante
a comunidade cientifica (CORDOBA, 2017).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacéao fitoquimica

4.1.1 Coleta e identificagcdo do material botanico

A coleta do material botanico foi realizada no municipio de Pato-Branco
PR, no horto do Campus da UTFPR, no més de marc¢o de 2018. A identificagéo
do material vegetal foi realizada pela professora Dr,2 Giovana Faneco Pereira do
Departamento de Agronomia da UTFPR, Campus Pato Branco, a exsicata

realizada encontra-se depositada no herbario da UTFPR-PB.

4.1.2 Preparo do material vegetal

A partir de 3 kg do tubérculo de card-moela, amostras foram preparadas,
iniciando-se com lavagem em agua potavel corrente, realizando-se em seguida
a sanitizacdo do tubérculo com hipoclorito de sédio 200 mg L por 5 min
(ANTONIOLLI et al., 2005). As amostras foram entdo cortadas em forma de
cubos de 1 cm, embaladas em saco plastico, seladas, retirando-se
completamente o ar do pacote e colocadas em ultrafreezer. Posteriormente

foram liofilizadas.

4.1.3 Obtencéo dos extratos

4.1.3.1 Extrato etandlico 75% (DB-E)

Os tubérculos secos apos liofilizacdo, foram submetidos a extracdo a

frio, com etanol 75%, com renovacao do solvente em intervalos de 48 horas, e
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agitacao constante, com 3 trocas de solventes, conforme método realizado por
WANG et al. (2012).

Posteriormente o extrato foi filtrado a vacuo. O residuo remanescente foi
desprezado e o extrato concentrado em evaporador rotativo a pressao reduzida
e temperatura de 40 °C. Na sequéncia, foi armazenado na capela para completa
evaporacao do solvente.

Em seguida, o extrato foi particionado, utilizando solventes em gradiente
de polaridade crescente, cloroférmio, acetato de etila, n-butanol e &gua (GAO et
al., 2002).

4.1.3.2 Particédo

O extrato etandlico foi particionado, em funil de separacao, inicialmente
utilizando CHCIsz (cloroférmio). O volume total do solvente (230 mL), foi
adicionado, dividido em 3 porgoes.

Na terceira agitacdo, apods retirar a pressao total, o funil foi mantido em
repouso por 15 min para separacéo da fase organica e aquosa. A fase organica,
correspondente ao extrato CHCIs foi coletada em um baldo de fundo redondo,
posteriormente concentrada em evaporador rotativo, a pressdo reduzida e
temperatura de 40 °C. Em seguida, armazenada na capela para completa
evaporacao do solvente. Posteriormente a evaporacdo, o extrato foi liofilizado,
dando origem ao extrato cloroférmico DB-C.

Na sequéncia, foi realizada particdo utilizando o solvente acetato de etila
(380 mL), e o mesmo procedimento descrito anteriormente, originando o extrato
de acetato de etila DB-A.

Da mesma maneira, realizou-se a particdo com o solvente n-butanol (380
mL), gerando o extrato n-butandlico DB-N.

E, por fim, foi realizada particdo com o solvente, agua (380 mL) dando
origem ao extrato aquoso DB-W.

Apbs a obtencdo de cada extrato, os mesmos foram armazenados em
frascos ambar e em dessecador a temperatura ambiente, até o momento da

realizacdo dos testes de antioxidantes, antimicrobianos e antitumorais.
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4.1.4 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

A andlise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier foi realizada, utilizando discos de KBr. As medidas foram realizadas a
partir de 32 varreduras no intervalo de regiéo de 4000-400 cm, com resolugéo
espectral de 4 cm, em espectrofotbmetro da marca Perkin Elmer FT-IR
Spectrometer Frontier. O Infravermelho pertence a Central de Analises da

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR Campus Pato Branco.

4.2 Atividade antioxidante

4.2.1 Determinacdes de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-
Ciocalteau

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais, foi utilizado o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, descrito por SINGLETON (1999). Este
método utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau, que na presenca de fendis e em
meio alcalino reduz o fosfomolibdato-fosfotungstato a molibdénio, resultando em
uma coloracdo azul (SILVA et al.,, 2010). Os extratos foram preparados em
concentragcbes de 0,5 mg mlt, 1,0 mg mlt e 2,0 mg ml* dissolvidos em uma
concentracdo etanol padrédo analitico. Uma aliquota de 0,5 mL de cada extrato
foi submetida ao contato com 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (10%) em
tubos de ensaio. Em seguida, durante o tempo de 5 minutos, os extratos foram
mantidos em repouso e, na sequéncia, foram adicionados 2 mL de solucdo de
carbonato de sodio 4% (Na2COs3). As solucdes foram conservadas ao abrigo de
luz, a temperatura ambiente e apos 2 horas foram realizadas leituras em
espectrofotometro em 740 nm.

O padrao utilizado como referéncia foi o acido galico e os resultados foram
expressos em mg equivalente de acido gélico por grama de amostra (mg EAG g
1) e calculados por meio de uma curva padrdo construida com concentracées

que variam de 25 a 125 mg L.
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4.2.2 Analise da Atividade Antioxidante pelo Método DPPH

A atividade antioxidante através do método DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por BRAND-
WILLIAMS, CUVELIER, BERSET (1995). O radical DPPH possui uma absor¢cao
caracteristica a 517 nm. Mediante sua reducao, proporcionada por um composto
antioxidante, ocorrerda a retirada de um hidrogénio (H*) do composto,
caracterizando a reagao.

Foram adicionados 0,5 mL de cada extrato, previamente diluidos com
etanol 80%, em tubo de ensaio, conforme estudo proposto por CHEN et al.
(2013), nas concentracdes de 0,5, 1,0 e 2,0 mg mL™?, juntamente a 3,0 mL de
etanol e 0,3 mL da solucéo alcodlica de DPPH (0,5 mmol L1). O tempo de reacéo
foi de 45 min, e ap06s foram realizadas as leituras das solu¢cées em comprimento
de onda de 517nm.

A curva padrao foi construida a partir do antioxidante sintético Trolox em
diferentes concentragdes (15, 25, 50, 75 e 100 pmol L*). Em seguida foi
determinada a capacidade antioxidante das amostras pelo método de sequestro
do radical livre DPPH. Os resultados foram expressos em pmol de Trolox
equivalente por grama de material (umol Trolox g?). Desta forma, a curva
cinética foi desenvolvida avaliando-se o tempo de estabilizacéo do radical DPPH
e a porcentagem de atividade antioxidante (%AA), calculados a partir da equacao

1. As analises foram realizadas em triplicata.
Equacédo 1: Porcentagem de Atividade Antioxidante (%AA)

(Abs(controle) — Abs (amostra))x 100
Abs (controle)

%AA = Equacgdo 1

Em que:
AbS amostra= Absorbancia da amostra com o DPPH;

ADbS controle= Absorbéncia da solucdo DPPH sem a amostra.



37

4.2.3 Analise da Atividade Antioxidante pelo Método de Captura do ABTS+*

O método ABTS-* utiliza o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) para medir a capacidade antioxidante, através do sequestro
deste. O protocolo para andlise foi baseado na metodologia proposta por RE et
al. (1999), com modificacdes.

O radical/cation ABTS foi formado a partir da reacdo de 5 mL da solucdo
cationica de ABTS (7,0 mmol L) com 88 uL da solucdo de perssulfato de
potassio (140 mmol L) e permaneceu a temperatura ambiente e auséncia de
luz por um periodo de 16 horas. Em seguida, foi diluido em 100 mL de etanol
com o 1,0 mL do radical/cation ABTS, até atingir absorbancia de 0,700 (+£0,05),
no comprimento de onda de 734 nm.

A curva padrdo de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico), um antioxidante sintético, equivalente a vitamina E, usada como
referéncia, foi realizada partindo-se de uma solugéo a 2 mmol (25 mg em 50 mL
de etanol), através da qual, foram preparadas as diluicdes plotadas na curva,
variando a concentracédo de 100 pmol a 2.000 pmol L1 (100, 500, 1.000, 1.500,
2.000 umol L1). A curva padrdo expressa a atividade antioxidante pela captura
do radical/cation ABTS em umol de Trolox equivalente por grama de amostra
(umol TEACg?), (TEAC — capacidade antioxidante equivalente ao Trolox).

Em seguida, foram transferidos 30 yuL de cada concentracdo do padréo
(em triplicata) para tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 3 mL do
radical/cation ABTS previamente preparado e a leitura das absorbancias foi
realizada em espectrofotdmetro UV-Vis em 734 nm, apds a solucdo permanecer
em repouso, durante 6 minutos.

Através das absorbancias das diferentes concentra¢des do padrao Trolox,
foi elaborada a curva de calibracdo no Excel e os dados plotados em gréfico,
obtendo-se assim a equacdo da reta, possibilitando o calculo da atividade
antioxidante para cada extrato, a qual foi expressa em umol de Equivalentes
Trolox (ET) por grama de amostra pmol TE g2.

A partir dos extratos, foram preparadas solucbes em diferentes
concentragcbes, conforme estudo proposto por CHEN et al. (2013), nas
concentracdes de 0,5 mg mL*%, 1,0 mg mLte 2,0 mg mL? e suspendidas com

etanol 80%. De cada solucao, 30 pL foram transferidos, em triplicata, para tubos
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de ensaio e entdo adicionados 3,0 mL de solucéo etandlica do radical/céation
ABTS. Apés 6 minutos, a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro UV-Vis
a 734 nm, utilizando-se o etanol 80% como branco.

4.2.4 Analise da atividade antioxidante pelo método FRAP.

A atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power), foi realizada com base na metodologia descrita por BENZIE e STRAIN
(1996), com adaptacdes.

O preparo do reagente foi realizado através da mistura de 25 mL de
solucdo tampéo acetato de sédio (300 umol L2, pH 3,6); 2,5 mL de uma solucéo
de TPTZ (10 pmol L de TPTZ em 40 pumol L de HCI) e 2,5 mL de FeClz (20
umol L'1) em solucédo aquosa.

Foram adicionados a tubos de ensaio, uma aliquota de 100 pL dos
extratos, previamente diluidos e 3 mL do reagente FRAP, sendo entdo
armazenados na auséncia de luz e em temperatura de 37 °C, em banho-maria,
pelo periodo de 30 minutos. A partir de entdo, a curva de calibracdo foi
construida utilizando sulfato ferroso em diferentes concentracdes (200, 500,
1000, 1500, 2000 pmol LY. Em um comprimento de onda de 595 nm foram
determinadas as absorbancias das solucdes e os resultados da atividade
antioxidante pelo método FRAP foram expressos em pumol de Fe?* por grama de

amostra (umol Fe?* g1).

4.3 Determinacéo da atividade antimicrobiana dos extratos

Os testes da atividade antimicrobiana foram realizados frente a micro-
organismos disponiveis no laboratério de biotecnologia da UTFPR-PB, sendo
estes micro-organismos de importancia clinica, alimentar e tecnolégica (PONCE
et al., 2005; SANTOS; RIBEIRO, 2016; PAVA; SANABRIA; LEAL, 2017)
conforme o disposto na Tabela 1.

Foram utilizadas as metodologias de disco difusdao e microdiluicdo em
caldo, definida como a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o

crescimento dos micro-organismos (ALVES et al., 2008). As técnicas propostas
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foram realizadas com base na metodologia sugerida por KARAMAN et al. (2003)
e RABANAL et al. (2002), com algumas adaptacdes e por protocolos padrdes
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), documentos M27-A3 (Método
de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo para a Determinacdo da
Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifungica), M02-A1l (Padrbes de
desempenho para testes em disco de susceptibilidade antimicrobiana), M7-A6
(Metodologia do Teste de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo

para Bactéria de Crescimento Aerdbico).

Tabela 1 - Micro-organismos utilizados na determinacéo da atividade antimicrobiana dos
extratos.

Nome ATCC Classificacao
Escherichia coli 25922 Bactéria Gram Neg.
Staphylococcus aureus 25923 Bactéria Gram Pos.
Salmonella enterica Typhimurium 0028 Bactéria Gram Neg.
Listeria monocytogenes 19111 Bactéria Gram Pos
Candida albicans 10231 Fungo dimoérfico

Fonte: autoria propria

4.3.1 Disco Difusao

O método de avaliagdo antimicrobiana por disco difusdo foi realizado
seguindo a metodologia proposta por KARAMAN et al. (2003) e RABANAL et al.
(2002), embasado no protocolos CLSI (M02-A11), com modificacdes.

Primeiramente os micro-organismos selecionados foram reativados a
partir das culturas estoque em Caldo Mueller Hinton. As bactérias foram
semeadas pelo método de esgotamento em placas de Agar Mueller Hinton,
ficaram em estufa microbiolégica por 24 h, a temperatura de 35-37 °C para
bactérias a fim de obter-se coldnias isoladas, a levedura foi semeada em Agar
Saboraund e incubada a 27-28 °C por 24h.

Apoés a incubacéo, assegurando-se que ndao houve contaminacdo, as
cepas foram transferidas para tubos de ensaio, contendo agua peptonada
tamponada, preparada conforme orientacdo do fabricante; esterilizadas até

atingir concentracéo 0,5 da escala McFarland (+ 1,5 X 108 UFC mL™Y).
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Apos ativacdo e padronizacao do indculo, foram preparados os controles.

O controle positivo consistiu em tetraciclina para bactérias e fluconazol
para a levedura, ambos a uma concentracdo de 5.000 ug mL?*. O controle
negativo foi preparado com o solvente DMSO 10% segundo metodologia
adaptada de MIRANDA et al. (2015) e agua peptonada 0,1% esterilizada
(KARAMAN, 2003) na mesma proporcao utilizada para solubilizar as amostras.

Em seguida, 100 pyL da suspensao microbiana, foram inoculadas em uma
placa de Petri contendo agar Mueller Hinton para bactérias e Sabouraud com
cloranfenicol para fungos. Com um swab esterilizado, o in6culo foi distribuido
uniformemente sobre toda placa, posteriormente, 10 uL da amostra do extrato
DB-E a uma concentracdo de 10.000 pug mL-* foram impregnados em discos de
5 mm, e estes posicionados sobre 0 meio de cultura ja inoculado, a fim de avaliar
se 0 material testado possuia efeito inibitério sobre o micro-organismo.

As placas inoculadas e os controles foram incubados em estufa a
temperatura de 35-37 °C por 24 h para bactérias, e 27-28 °C para leveduras por
24 h. Apoés este periodo, foi realizada a medi¢éo da circunferéncia dos halos de
inibicdo com paquimetro, avaliando se houve crescimento radial ou ndo, os

resultados foram expressos em mm (OSTROSKY et al., 2008).

4.3.2 Microdiluicdo em caldo

A andlise de microdiluicio em caldo foi determinada segundo a
metodologia definida por KARAMAN et al. (2003), e pelos protocolos padrées
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), M27-A3 (Método de
Referéncia para Testes de Diluicio em Caldo para Determinacdo da
Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifangica), M02-Al1l (Padrbes de
Desempenho para Testes em Disco de Susceptibilidade Antimicrobiana), M7-A6
(Metodologia do Teste de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo
para Bactéria de Crescimento Aerébico), com algumas modificagfes. Estas
técnicas testam a sensibilidade das bactérias e fungos por meio da microdiluicao
da amostra em caldo, utilizando microplacas com 96 pogos.

Para esta técnica, a partir do preparo da solu¢cdo de micro-organismos

utilizando escala de McFarland (+ 1,5 X 108 UFC mL1) como descrito
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anteriormente. Em cada poc¢o da microplaca foram adicionados 100 pL do caldo
(BHI para bactérias e Sabouraud para leveduras); 100 pL da amostra a ser
testada e 5 pL de indculo. As diluicbes dos extratos usadas foram: 10.000, 1.000,
500 e 100 pug mLt. O controle positivo consistiu em tetraciclina para bactérias e
fluconazol para a levedura, ambos a uma concentracéo de 5 mg mL™. O controle
negativo foi preparado com o solvente DMSO 10% e &gua peptonada
(KARAMAN, 2003).

As placas foram inoculadas e os controles foram incubados em estufa a
35-37 °C por 24 horas para bactérias e 25-27 °C para leveduras. Posteriormente,
foi realizada a identificacdo da menor concentragdo onde houve inibicdo do
crescimento microbiano (CIM), através da adicdo de 20 pL do revelador
resazurina a 0,01%, o qual age como indicador da multiplicacdo celular e/ou
viabilidade. Ap6s o tempo de 2 h de incubacdo, amostras com a cor azul
representam a auséncia de multiplicagdo e/ou viabilidade celular e a rosa
multiplicagéo e/ou presenca de viabilidade.

4.3.3 Concentracédo bactericida minima (CBM) e fungicida minima (CFM)

A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi determinada levando-se
em conta a menor concentragcdo dos extratos em estudo, capaz de inibir o
crescimento microbiano, caracterizada pela auséncia de crescimento deste em
caldo BHI e caldo Sabouraud, ap6s 24 horas em estufa a 35-37 °C para bactérias
e 25-27 °C para leveduras. Quando fosse possivel a observacéo do crescimento
ao menos de uma coldnia, considerou-se que houve apenas inibicdo e ndo morte

da bactéria, caracterizando o efeito do extrato como bacteriostatico.

4.4 Atividade antitumoral

4.4.1 Linhagem Celular

As células utilizadas no estudo foram de linhagens K562 (Leucemia
Mieloide Crénica), HL60 (Leucemia Mieloide Aguda), Raji, constituida de células
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B linfoblasticas e Jurkat (leucemia linfoide aguda tipo T). Todas as células foram
cultivadas em garrafas plasticas (25 cm?) contendo o meio RPMI 1640 (meio de
cultura celular tamponado com bicarbonato e concentragdes modificadas de
aminodacidos essenciais e vitaminas para estimular o crescimento celular) (Sigma
R6504) e suplementadas com 50 pmol L* de 2-mercaptoetanol e 10% de soro
de vitelo fetal (Gibco 16000-044), 1% de penicilina (10000 Ul mL?) e
estreptomicina (10 mg mL?) (Gibco 15070) a 37 °C em uma atmosfera
constituida de CO2 a 5%, o meio foi trocado a cada 48 h, em seguida foram
realizadas as exposi¢coes das particoes da D. bulbifera frente a estas linhagens

celulares.

4.4.2 Ensaio colorimétrico MTT (tetrazdlio)

As linhagens celulares acima indicadas foram determinadas pelo ensaio
colorimétrico MTT, baseando-se na metodologia proposta por MOSMANN
(1983). O MTT é capturado pelas células e reduzido intracelularmente em uma
reacao dependente da mitocondria para produzir o formazan. A capacidade das
células para reduzir o MTT demonstra a sua intolerdncia e a atividade
mitocondrial que serve como medida de viabilidade.

Apbs um periodo de 48 h de incubacdo com as particbes obtidas da D.
bulbifera (concentracdes utilizadas 100, 0,50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 uyg mL"
1), as placas foram centrifugadas para sedimentar as células, o sobrenadante foi
removido e 10 pL de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazélio; n° de catalogo Sigma M2128) em PBS (Tampéao fosfato-salino) a 5 mg
mL-! foi adicionado, filtrou-se logo em seguida para esterilizar e remover uma
pequena quantidade de residuo insoluvel presente em alguns lotes de MTT. Nos
tempos indicados abaixo, a solugédo estoque de MTT (10 pl por 100 pl médio) foi
adicionada a todos os pocos de uma placa, contendo 40 mil células cada, na
qual o ensaio seria realizado e estas foram incubadas a 37 °C durante 4 h. Acido-
isopropanol (100 ul de HCI 0,04 eg L no isopropanol) foi adicionado a todos os
pocos e misturado para dissolver os cristais azuis escuros. Depois de alguns

minutos, a temperatura ambiente, quando todos os cristais foram dissolvidos, as



43

placas foram lidas em um Dynatech MR580, leitor Microelisa, usando
comprimento de onda de teste, de 570 nm, um comprimento de onda de
referéncia, 630 nm, e um ajuste de calibracdo de 1,99 (ou 1,00 se as amostras
estivessem fortemente coloridas). As placas foram normalmente lidas dentro de
1 h da adicéo do isopropanol. Os resultados foram expressos em porcentagem

de inibic&o relativa as células de controle (consideradas como 100%).

4.5 Andlises estatisticas

O conjunto de dados foi submetido ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e como os dados ndo se apresentaram normais, foram
ajustados aos Modelos Lineares Generalizados (MLG). Os dados referentes aos
testes de atividade antioxidante deste trabalho, foram analisados por meio de
MLG com distribuicdo de probabilidade gama e funcdo de ligacdo Log no
software SPSS. E para avaliar a influéncia dos diferentes extratos e
concentragdes utilizados para esta analise, utilizou-se a comparacgao par a par
por meio do teste de Bonferroni. Os graficos foram plotados por meio do uso do
software Oringin 8.0 demo (OriginLab).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracéao

A particdo envolve uma dissolucéo seletiva e distribuicdo entre as fases
de dois solventes imisciveis. Esse fendbmeno pode ser aplicado visando a
separacdo de componentes de uma mistura. Cada substancia apresenta um
coeficiente de particdo ou distribuicdo, o qual estd relacionado com a
concentracdo de cada um dos componentes em cada fase (CHIMIN, 2019). As
massas em gramas de cada extrato, DB-C, DB-A, DB-N e DB-W, obtidos pelo
uso da técnica de particionamento em funil de separacdo, a qual permite o
contato direto do extrato bruto (etanol 75%) e seu solvente extrator estédo

demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2: Massa em gramas (g) dos extratos particionados a partir do extrato bruto (etanol
75%) do tubérculo de Cara-moela.

Solvente/ extrato Massa (mgQ)
Cloroformio/ DB-C 33mg
Acetato de etila/ DB-A 200mg
N-butanol/ DB-N 7525mg
Agua/ DB-W 11993mg

DB-C: Extrato cloroférmico, DB-A: Extrato de acetato de etila, DB-N: Extrato
n-butanolico, DB-W: Extrato aquoso.
Fonte: Autoria prépria, 2018.

Desta maneira, pode ser observado que o rendimento da extracdo foi
influenciado diretamente pelo solvente utilizado. Quando comparado os valores
de rendimento do extrato DB-W, nota-se expressiva diferenca, principalmente
quando levado em consideracdo DB-C, ha uma diferenca de 99,7% em
rendimento entre estes extratos, quando assumido DB-W como extracéo
maxima obtida.

Estudos realizados por MELECCHI (2005), evidenciam diferencas

notaveis na capacidade extrativa de solventes, ainda relatam a influéncia
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exercida pelo método empregado. Desta forma, os dados acima expostos

permitem andlise quantitativa de substancias, proporcionais a massa obtida
nesta etapa.

5.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier

Os extratos obtidos do tubérculo do Carad-moela foram avaliados pela
técnica de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier, 0os
espectros de infravermelho foram divididos em quatro regides, seguindo o
modelo proposto por MCMURRY (2010). A regido 1 compreende a faixa de 4000
a 2500 cm* e correspondendo a absorcdes provocadas por estiramentos de
ligacdes simples N-H, C-H, e O-H, a regido 2, de 2500 a 2000 cm™ é atribuida
ao estiramento de ligacao tripla de nitrilas e alquinos, a regido 3 compreende a
faixa de 2000 a 1500 cm™ e corresponde as absor¢ées das ligages duplas de
todos os C=0, C=C e C=N, enquanto que a regido 4 fica abaixo de 1500 cm e
€ conhecida como a regido de impresséo digital, ela corresponde a um grande
namero de absor¢des devido a uma variedade de vibracdes de ligacdes simples
C-C, C-O, C-N e C-X (X representa um halogénio). Os dados encontram-se

disponiveis nas Figuras 6, 7, 8 e 9 a seguir.
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Figura 6 - Espectro de IV(TF) do extrato Cloroférmico do tubérculo card-moela (DB-C)
Fonte: autoria prépria.
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A partir do espectro de Infravermelho do extrato de cloroformio pode-se
observar, na regidao 1, a presenca da banda de deformacéo axial de O-H, em
3550 — 3200 cm?, caracteristica do grupamento O—H, apresentando ligacéo de
hidrogénio intermolecular, uma vez que a banda de “hidroxila livre”, absorve
fortemente entre 3650 e 3584 cm? (SILVERSTEIN, 2006). A absor¢éo
correspondente a deformacéo axial de C—H de alcanos é observada, geralmente
na regido de 3000 a 2840 cm. Destaca-se na regiéo 3, uma absorcdo intensa,
em torno de 1750 cm, atribuida a presenca de carbonila na composigéo desse
extrato. Na regido 4, apesar do espectro ndo apresentar sinais muito nitidos, é
possivel destacar a presenca de uma absorcdo forte préoximo a 1500 cm
(vibracdes de esqueleto aromatico), que pode ser um indicativo da presenca de
compostos aromaticos, quando associado a outros sinais, conforme relatado a
seguir: entre 900 e 675 cm™, estdo as bandas que ddo mais informacdes sobre
a estrutura dos compostos aromaticos, elas provém da deformacéo angular fora
do plano das ligagbes C—H do anel. As bandas de deformagé&o angular no plano,
aparecem na regido entre 1300 e 1000 cm™.
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Figura 7 - Espectro de IV(TF) do extrato de acetato de etila do tubérculo cara-moela (DB-
A).Fonte: Autoria propria.
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O espectro do acetato de etila (DB-A), aparentemente também apresenta
bandas caracteristicas de O — H, de aromaticos e, mostra um sinal de carbonila
bem intenso, mas ndo muito bem definido, em uma regido préxima a 1600 cm™,
portanto, diferente do espectro do extrato de cloroférmio. Sabe-se que sinais de
carbonila na regido de 1640 e 1580 cm™ (banda larga) pode ser em funcéo da
existéncia de tautbmeros cetona e enol. A conjugacéo de uma carbonila com um
algueno ou com um grupo fenila, leva a absorcdo em 1685-1666 cm™. As
guinonas possuem 0s grupamentos carbonila em um mesmo anel e absorvem
entre 1690 e 1655 cm™. Essas observacdes procuram justificar a existéncia de
sinal de absor¢ao de carbonila em regiao mais baixa do espectro, proximo a 1500
cm?. Além disso, essa banda de absorcdo préximo a 1600 cm™, pode ser
atribuida a presenca de aminas primarias (ligacdo N—H). Outra possibilidade, em
funcdo de ser uma banda larga, que seja atribuida a presenca da ligacdo N-O,

de grupos nitro que absorvem na regido de 1500 cm™,
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Figura 8 - Espectro de IV(TF) do extrato de n-butanolico do tubérculo cara-moela (DB-N).
Fonte: Autoria prépria

Com relagéo ao espectro de infravermelho do extrato de n-butanol, obtido
também por particdo, 0 mesmo apresenta-se muito semelhante ao espectro DB-

C, mas principalmente na regido conhecida como “regido digital” (regiao 4),
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apresenta um maior numero de absorcdes, indicando, provavelmente, a extracdo
de maior numero (variedade) de metabdlitos especializados presentes no cara-
moela, do que o obtido na extracdo com cloroférmio. Outra observacao refere-
se aregido 3, que apresenta uma absorcéo intensa e bem definida na regido de
1750 cm?, atribuida a carbonila, mas observa-se também um sinal, um pouco
menos intenso, por volta de 1600 cm*, que semelhante ao espectro DB-A, pode
ser atribuido a existéncia de tautdbmeros cetona e enol, ou conjugacao de uma
carbonila com um alqueno ou com um grupo fenila, ou ainda, quinonas, que
possuem 0s grupamentos carbonila em um mesmo anel e absorvem entre 1690
e 1655 cm™.
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Figura 9 - Espectro de IV(TF) do extrato aquoso do tubérculo card-moela (DB-W).
Fonte: Autoria propria

O espectro de infravermelho obtido a partir do extrato aquoso de cara-
moela é muito semelhante ao espectro de acetato de etila, em todas as suas
regides. GHOSH et al. (2015) observaram o espectro de IV-TF do extrato aquoso
do tubérculo de D. bulbifera, que indicou forte absorcédo em 3373 cm™, atribuido
ao grupo hidroxila em compostos polifendlicos. Eles observaram também,
bandas bem definidas em 2937, 1647, 1518 e 1024 cm, atribuidos a
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estiramentos C—H, ligagcdo N—H de aminas primarias, estiramento da ligacdo N—

O de grupos nitro e estiramento C—C, respectivamente.

5.3 Compostos Fendlicos Totais

O teor de compostos fenolicos totais (CFT) nos extratos do tubérculo D.
bulbifera variou de 54,32 a 481,50 mg EAG g conforme pode ser observado na
Tabela 3. Os dados também podem ser observados no apéndice F.

Sao visiveis os efeitos dos tratamentos aplicados, solventes DB-A, DB-E,
DB-W, DB-C e DB-N, bem como a concentracfes dos mesmos quanto a

extracdo de CFT.

Tabela 3 — Resultados médios e EP obtidos para a andlise de CFT (mg EAG g!) para os
extratos de D. bulbifera.

Concentragdes (mg EAG g?)

Extratos
0,5mg mL™* 1,0 mg mL? 2,0 mg mL™*
DB-E 391,50+44,43 A 409,50 +47,28 A 236,62 £27,17 A
DB-C 54,15+6,33C 58,32+6,72C 242,25+27,79C
DB-A 481,50 + 56,05 A 393,25 45,93 A 267,87 +30,64 A
DB-N 341,50 + 28,56 B 350,75+16,198B 264,12 + 8,64 B
DB-W 98,72+8,17D 76,23+8,71D 54,32 +6,29D

Letras mailsculas diferentes representam variagdo estatistica frente ao conteddo de
compostos fendélicos extraidos por diferentes solventes.
Fonte: Autoria propria

Quando comparado os resultados do presente estudo com os de SONG
et al. (2010), observa-se um resultado expressivo na extragdo dos CFT do
tubérculo D. bulbifera, pois, os referidos autores encontraram como resposta um
potencial maximo de extracdo de CFT de 59,43 EAG g*. Estes trabalharam com
extrato metandlico em uma concentracdo de 50 mg mL, enquanto que no
presente estudo, a concentragéo utilizada com valor mais expressivo foi a de 0,5

mg mL?, resultando em 391,50 mg EAG g para o extrato DB-E. Os mesmos
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autores avaliaram outras 56 plantas, porém a que apresentou o melhor resultado
guanto ao teor de fendlicos foi a D. bulbifera.

No estudo de LI et al. (2013) ao trabalharem com extracdes realizadas
com agua a 100 °C, obtiveram resultados para CFT de 24,71 £ 1,03 mg EAG g
1, demonstrando assim, como foi positiva a resposta obtida no presente trabalho,
pois o menor valor na extracéo de fendlicos totais (CFT), foi de 54,15 mg EAG g
1, obtida do DB-C, utilizando solvente de menor polaridade quando comparado a
agua, utilizada pelos autores, bem como diferente da particdo que representou
o melhor resultado para este estudo, o DB-A 481,50 mg EAG g, utilizando
solvente de média polaridade (acetato de etila).

A andlise estatistica realizada pelo método de Modelos Lineares
Generalizados (MLG) demonstra (Tabela 4) que as oito variaveis testadas,
solvente e concentracfes apresentaram influéncia significativa na extracdo de

compostos fendlicos, conforme pode ser observado na Tabela 4 (p< 0,01).

Tabela 4 — Teste de efeito do modelo MLG para CFT.

Origem CFT

Qui-quadrado de Wald G.L. Probabilidade
(Intercepto) 29095,93 1 p<0,01
Extratos 533,08 4 p <0,01
Concentragdes 8,70 2 p<0,01
Extratos * Conc 183,35 8 p <0,01

G.L Graus de Liberdade. Fonte: autoria propria.

5.4 Atividade antioxidante

5.4.1 Atividade antioxidante DPPH

Quando observado os resultados obtidos para a analise antioxidante
DPPH é possivel dizer que o extrato bruto DB-E € o extrato com resultado mais

expressivo, na concentracdo de 1,0 mg mL* (9306,96 umol Trolox g1), conforme
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pode ser observado na Tabela 5 e no apéndice G, que representa o grafico
construido em escala logaritmica.

Em relagdo ao particionamento, quando avaliado os resultados obtidos,
percebe-se que a concentracdo de 0,5 mg mL? para todas as particdes
apresentou maior capacidade de estabilizacéo do radical DPPH, sendo a maior,
representada pela fracdo DB-C (372,03 umol Trolox g?), seguida por DB-W
(371,98 pumol Trolox g*), DB-A (220,50 umol Trolox g1) e por fim DB-N (220,33

umol Trolox g*) conforme pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados médios e EP obtidos para a atividade antioxidante, pelo Método
DPPH (umol Trolox g*) para os extratos de D. bulbifera.
Concentragdes (umol Trolox g2)

Extratos
0,5mg mL? 1,0 mg mL? 2,0mg mL?
DB-E 1861,33 + 47,99 A 9306,96 + 239,96 A 4655,45 + 120,03 A
DB-C 372,03 £9,59 B 185,89 £4,79B 92,94 £2,39B
DB-A 220,50 £5,59 D 104,00 £ 2,75 D 66,58 +1,75D
DB-N 220,33+5,70C 131,08 +3,40C 81,17+2,10C
DB-W 371,98 £ 9,59 B 186,00 + 4,79 B 93,01 +2,39B

Letras mailsculas diferentes representam variacdo estatistica frente ao contelddo de
compostos fendélicos extraidos por diferentes solventes. Fonte: Autoria propria

O extrato bruto DB-E, foi a amostra que apresentou maiores valores de
atividades antioxidantes em todos os valores de concentragéo.

Em seu estudo, SAVI (2018), ao avaliar a propriedade antioxidante do
polissacarideo extraido do tubérculo da D. bulbifera obteve valores de 0,28 +
0,01 (mg eq. Trolox g1), no presente estudo trabalhamos com o tubérculo como
um todo (extrato ndo purificado), podemos notar resultados mais expressivos em
relacdo a esta autora ficando na faixa de 220,50 a 1.861,33 mg eq. Trolox g*.

A analise do teste de efeito do modelo realizada pelo método MLG Log
(Tabela 6) demonstrou que as 8 variaveis testadas, dentre elas os cinco
solventes e as trés concentracdes, apresentaram influéncia significativa na
extragcdo dos compostos antioxidantes com potencial de sequestrar o radical
DPPH, conforme pode ser observado nos dados apresentados na Tabela 6
(p<0,01).
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Tabela 6 — Teste de efeito do modelo MLG Log para DPPH.

Origem DPPH

Qui-quadrado de Wald G.L. Probabilidade
(Intercepto) 731725,913 1 p<0,01
Extratos 41189,942 4 p<0,01
Concentracdes 2626,643 2 p<0,01
Extratos * Conc 4006,070 8 p <0,01

*G.L-Graus de liberdade. Fonte: Autoria propria.

5.4.2 Atividade antioxidante FRAP

Analisando os resultados obtidos para o método FRAP, conforme pode
ser observado na Tabela 7 e no apéndice H, foi possivel identificar que
novamente a menor concentracdo testada, de 0,5 mg mL? para todas as
particbes, apresentou o valor mais expressivo de atividade antioxidante. J&
quando analisado o extrato bruto DB-E, a concentragédo de 1,0 mg mL* (9,31
mmol Fe?* g1) foi a mais expressiva em termos de potencial de reducéo do Fe3*
a Fe?*. Pode-se ainda, observar, que as particbes apresentaram valores
significativamente diferentes, destacando que, para esta analise, a particao

realizada com solvente aquoso, foi a que apresentou maior capacidade de
reducdo do Fe3* a Fe?*.

Tabela 7 — Resultados médios e EP obtidos para a atividade antioxidante, pelo método de
FRAP (mmol Fe?* g1) para os extratos de D. bulbifera.
Concentracdes (mmol Fe?* g1)

Extratos
0,5 mg mL™* 1,0 mg mL? 2,0 mg mL™*
DB-E 1,86 £ 0,03 C 9,31+0,18C 4,66 +0,09C
DB-C 1,37+0,03 D 0,19+0,19D 0,09+0,09D
DB-A 30,30 £0,60 B 13,90+0,28 B 11,91+£0,23B
DB-N 30,63 +£0,64 B 18,48 + 0,37 B 7,69+0,15B
DB-W 58,30+ 1,18 A 15,48 +0,31 A 6,53+0,13 A

Letras maiulsculas diferentes representam variagdo estatistica frente ao conteddo de
compostos fendlicos extraidos por diferentes solventes.

Fonte: Autoria propria.

Neste método, a particdo foi de fundamental importancia, pois, nota-se

0 aumento da capacidade antioxidante, quando comparada a fragdo bruta de
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extrato (DB-E). Considerando a concentracdo de 0,5 mg mL* para DB-W, o
melhor resultado para FRAP (58,30 mmol Fe?* g1), e para o extrato DB-E (9,31
mmol Fe?* g1) a concentracdo de 1,0 mg mL? foi quem apresentou a melhor
atividade, a diferenca de extracdo de antioxidantes com potencial de reducao do
Fe3*a Fe?* é de aproximadamente 84% quando comparamos estes valores.

A andlise do teste de efeito do modelo realizada pelo método MLG Log
(Tabela 8) demonstrou que as 8 variaveis testadas, dentre elas os 5 solventes e
as 3 concentracbes, apresentaram influéncia significativa na extracdo dos
compostos antioxidantes com potencial de reduzir o Fe** a Fe?*, conforme pode

ser observado na Tabela 8 (p< 0,01).

Tabela 8 — Teste de efeito do modelo MLG Log. FRAP

FRAP
Origem Qui-quadrado de Wald G.L. Probabilidade
(Intercepto) 154464,207 1 p<0,01
Extratos 36557,987 4 p<0,01
Concentragdes 7465,126 2 p<0,01
Extratos * conc 1964,286 8 p<0,01

G.L-Graus de liberdade. Fonte: Autoria propria

Os compostos antioxidantes extraidos dos tubérculos de D. collettii Hook.
F. e D. nipponica Makino, por GAN et al. 2010, demonstraram atividade
antioxidante frente ao método FRAP. Os valores encontrados sdo de 1,60 +
0,00011 mmol Fe?*g?e 3,96+ 0,05 mmol Fe?*g?, os extratos foram obtidos a
partir de metanol 80% a uma concentracdo de 50 mg mL™.

Quando comparado aos valores dos autores citados, os valores
encontrados para os extratos obtidos a partir do tubérculo da D. bulbifera, estes
mostram-se superiores em relacéo as particdes DB-A, DB-N e DB-W realizadas
na concentracdo de 0,5 mg mL*%, os quais apresentaram valores 30,30 mmol
Fe?* g! (DB-A), 30,63 mmol Fe?* g (DB-N) e 50,38 mmol Fe?* g (DB-W).
Quando observado os valores apresentados pela concentracédo de 1,0 mg mL,
resultados de 13,90 e 15,48 mmol Fe?* g?! para o extrato DB-A e DB-W
respectivamente, e superior quando observada a resposta obtida pela particao
DB-N, 18,48 mmol Fe?* g1.
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Em estudos realizados por LI et al. (2013), que trabalharam com extratos
de plantas medicinais obtidas através do aquecimento a 100 °C de &gua
destilada. Estes autores ao analisarem a atividade antioxidante da D. bulbifera L
frente ao método FRAP obtiveram respostas de 85,69 + 0,39 mmol Fe?*g?, estes
valores representam uma porcentagem de 31,96% maior do que os resultados
obtidos pelo presente estudo, possivelmente esta vantagem estd atrelada a
forma de obtencéo do extrato.

Diante desses relatos, pode-se dizer que dentre os extratos testados, a
particdo DB-W e DB-N foram as particbes que apresentaram resposta mais
significativa para esta analise, sobretudo quando observada a concentragéo de
5mg mL?, além de demonstrar que a particdo potencializou a extracdo de
compostos antioxidantes do tubérculo da D. bulbifera.

5.4.3 Atividade antioxidante ABTS

Analisando os resultados obtidos frente ao método ABTS, pode-se
observar que a concentragdo de 0,5 mg mL* para todas as particdes obteve o
valor mais expressivo de atividade antioxidante. Quando observado o extrato
bruto DB-E, a concentracdo de 1,0 mg mL™* foi a que obteve o melhor resultado
(86619,45 umol Trolox g*). Os dados podem ser observados na Tabela 9 e no
apéndice |, representado pelo gréfico construido em escala logaritmica
apresentada no apéndice.

Quando contraposto aos valores obtidos aos de SONG et al. (2010), que
trabalharam com extrato metanélico da planta D. bulbifera em uma concentracdo
de 50 mg mL?' obtiveram resultados de 708.73 + 3.7 umol Trolox g*.
Comparando os resultados obtidos pelo presente estudo aos deste grupo de
pesquisadores, podemos dizer que a particAo exacerbou a extracdo de
compostos antioxidantes, visto que as respostas variaram de 510,93 a 21685,63
umol Trolox g na menor concentracdo analisada, podendo ser destacado, que
a concentracao de extrato usada pelo referido autor € 99% superior a utilizada
neste estudo, destacando assim a diferenca que o solvente extrator pode fazer

em uma analise.
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Quando comparado os presentes resultados aos de GAN et al. (2010)
que trabalharam com as espécies D. colletti Hook. e D. nipponica Makino,
extraidas com metanol 80% a uma concentracdo de 50 mg mL?, observa-se que
estes autores obtiveram uma resposta de 10,82 = 0,28 e 54,86 + 3,27 umol
Trolox g' para ambas as espécies. Assim, observa-se que o teor de
antioxidantes presentes na D. bulbifera s&o maiores do que os presentes nas

amostras analisadas pelos referidos autores.

Tabela 9 — Resultados médios e EP obtidos para a atividade antioxidante, pelo Método
ABTS (umol Trolox g*) para os extratos de D. bulbifera.

Concentragdes
Extratos

0,5mg mL? 1,0 mg mL+? 2,0 mg mL*
DB-E 3464,55+ 111,58 A 86619,45 + 2790,13 A 21673,25 + 698,10 A
DB-C 510,93 + 16,36 E 3456 +1,11E 8,64 + 8,64 E
DB-A 6791,40 + 212,40 C 1488,93 +48,03 C 809,54 + 25,61 C
DB-N 7428,79 + 231,92 N 2419,81 £ 79,40 N 629,3+20,23 N
DB-W 21685,63 +713,11 B 2879,51+92,91 B 607,70+ 20,32 B

Letras mailsculas diferentes representam variacdo estatistica frente ao contetdo de
compostos fendélicos extraidos por diferentes solventes.
Fonte: autoria propria.

Ao se comparar o trabalho desenvolvido por LI et al. (2013), que
utilizaram extratos obtidos a partir de agua aquecida a 100 °C, na concentracdo
de 50 mg mL%, e obtiveram os resultados de 379.63 + 26.29 umol Trolox g,
resultados esses significativos, mas menores do que a maioria dos obtidos por
este trabalho, indicando a grande capacidade de estabilizar o radical ABTS pelas
amostras do presente estudo.

Pode-se afirmar um resultado muito bom tanto para o DB-E quanto para
as particoes na extracdo de compostos antioxidantes capazes de estabilizar o
radical ABTS. Dentre as particdes, a responsavel pela maior extracdo dos
compostos foi a DB-W, que em sua menor concentragado obteve a resposta mais
expressiva para esta andlise (21.685,63 umol Trolox g2).

A analise do teste de efeito do modelo realizada pelo método MLG Log

(Tabela 10) demonstrou que as 8 variaveis testadas, dentre estas 0s cinco
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solventes e as trés concentracdes diferentes, apresentaram influéncia
significativa, quando avaliada a extragdo dos compostos antioxidantes com
potencial de estabilizar o radical ABTS. Estes resultados podem ser observados
por meio da Tabela 10 (p< 0,01).

Tabela 10. — Teste de efeito do modelo MLG Log. ABTS

ABTS
Origem Qui-quadrado de Wald G.L. Probabilidade
(Intercepto) 802800,17 1 p<0,01
Extratos 52967,90 4 p<0,01
Concentracgdes 10490,79 2 p<0,01
Extratos * conc 14109,34 8 p<0,01

*G.L-Graus de liberdade. Fonte: autoria propria.

5.4.4 Correlacéo entre Capacidade Antioxidante e Contetudo Fendlico Total

Diante dos resultados obtidos pelas andlises antioxidantes, nos
deparamos com a possibilidade da presenca de uma ampla gama de compostos
com potencial antioxidante, obtidos dos tubérculos da D. bulbifera, por meio do
extrato bruto do etanol e/ou suas particdes. Foram encontradas relacdes lineares
positivas entre o valor da atividade antioxidante CFT. Quando observado os
valores de extracdo de CFT, o extrato DB-A com polaridade intermediaria, foi o
responsavel pela maior extracdo, enquanto que para os métodos DPPH e ABTS
observamos que o extrato que apresentou maior atividade foi o DB-E. Este
extrato foi obtido utilizando o solvente etanol 75%, que possui uma polaridade
elevada. Assim, pode-se correlacionar a polaridade do solvente que mais
realizou extracdo dos CFT (acetato de etila), média polaridade, portanto, com
polaridade proxima ao do solvente (etanol 75%), que apresentou maiores valores
de atividade antioxidante para os métodos DPPH e ABTS.

Ainda em relacdo a estes dois métodos, pode ser relatado também, que
para CFT, o segundo extrato com maior capacidade antioxidante, foi o DB-E,
mesmo extrato que demonstrou atividade mais significativa em relacdo a
extracdo dos compostos antioxidantes pelos métodos ABTS e DPPH, como

relatado anteriormente.
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Quando correlacionada a analise CFT ao método FRAP de extracdo de
compostos antioxidantes, podemos observar que o extrato que apresentou maior
atividade por este método foi o DB-W, que possui polaridade superior ao extrato
bruto e as demais particdes, ndo apresentando correlacdo ao maior potencial de
extracdo de CFT.

O fato de ndo ser o mesmo extrato quem mais extraiu compostos na
andlise CFT, quando comparado as outras andlises antioxidantes, pode estar
relacionado a presenca de outros metabdlitos especializados com propriedades
antioxidantes, que possivelmente ndo foram detectados pelo método CFT.
Contudo, o valor de compostos fendlicos representa um teor expressivo pelo
método CFT, visto que, quando comparados com outros autores, existem dados
na literatura que expressam quantidades de CFT, como no estudo de SONG et
al. (2010), com D. bulbifera, de 59.43 + 1.03 mg EAG g enquanto que no
presente estudo foi obtido um maximo de 481,50 mg EAG g.

Desta maneira, as fortes correlacdes entre os resultados, usando os
meétodos de verificacdo da presenca de antioxidantes, DPPH, ABTS e também o
FRAP, em conjunto com a teor de CFT mostraram o alto potencial antioxidante

gue o tubérculo D. bulbifera apresenta.

5.5 Atividade antimicrobiana

5.5.1 Atividade antimicrobiana por disco difuséo

Desde as antigas civilizagdes as plantas tém sido utilizadas na medicina
tradicional, e isso incentiva a pesquisa por novos compostos bioativos, com o
propésito de desenvolvimento de novos farmacos. A atividade antimicrobiana
tem sido fonte de interesse nos estudos de plantas especificas, pois, representa
uma forma alternativa no tratamento de doencas, uma vez que ha um aumento
de micro-organismos resistentes aos antibacterianos existentes (AMPARO, et
al., 2018).

Os resultados para a atividade antimicrobiana do extrato DB-E de Cara-
Moela testados em diferentes concentragées, 10.000 pg mL?, 5.000 pg mL?,
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1.000 pg mL?t e 500 pug mL?, através do método de disco difusdo frente as
bactérias L. monocytogenes, E. coli, S. aureus, S. enterica Typhimurium e a
levedura C. albicans encontram-se dispostos na Tabela 11 e nos apéndices J e
K, possibilitando a observacdo que o extrato DB-E apresentou potencial
antimicrobiano frente ao S. aureus com média dos didmetros dos halos de
inibicdo de 4,63 mm na concentragdo de 5.000 pug mL*, bem como frente a E.
coli, com média dos diametros dos halos de inibicdo 5,80 mm na concentracéo
de 5.000 pg mL™.

Tabela 11: Médias dos diametros dos halos de inibicdo em mm, do extrato DB-E testado
contra 0s micro-organismos

CP*
Micro-organismo 10.000 pg mL™*? 5.000 ug mL?*  1.000 ug mL? 500 pg mLt  CP* CN
mm
S. aureus - 4,63 - - 9,00* -
E. coli - 5,80 - - 10,40* -
S. enterica - - - - 11,33* -
Typhimurium
L. monocytogenes - - - - 10,33* -
C. albicans - - - - 9,33* -

CP*: Controle positivo tetraciclina 5.000 pg mL1, CP**: Controle positivo fluconazol 5.000 pg mL™,
CN: Controle negativo com agua peptonada. - : Ndo houve formacgao de halo de inibi¢cdo

Em estudo apresentado por ADEOSUN et al. (2016), a resposta para a
andlise realizada com disco difusdo impregnados com o extrato etandlico da
casca D. bulbifera e testados frente aos patégenos E. coli e S. aureus,
demonstraram atividade em uma concentragdo de 1.000 pg mL?* com halos de
inibicdo de 15 mm e 17 mm respectivamente, quando no presente estudo o halo
de inibicdo para E. coli foi de 5,80 mm e para S. aureus foi de 4,63 mm.

Os resultados de OKIGBO et al. (2009), ao analisarem diferentes extratos
de plantas, dentre elas, rizomas de D. bulbifera frente a trés cepas de micro-
organismos, E. coli, S. aureus e C. albicans, obtiveram resultados semelhantes
ao do presente estudo. Estes utilizaram extratos etandlicos nas concentragdes
de 500, 1.000 e 1.500 pg mL?t. O extrato etandlico de D. bulbifera inibiu o
crescimento de E. coli e S. aureus com concentracdes a partir de 1.000 pg mL*,

enquanto que para C. albicans n&do ocorreu inibicdo em nenhuma concentragéo
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frente o extrato etandlico. Para o presente estudo, da mesma forma que o relato
anterior, observamos atividade frente as bactérias S. aureus e E. coli na
concentragdo de 5.000 ug mL* e ndo ocorreu inibicdo em disco difusédo para C.
albicans.

Os resultados do presente estudo, encontram-se de acordo com os de
MARANDI et al. (2016), em que o extrato etanolico da D. bulbifera apresenta
maior atividade antibacteriana (aproximadamente 14 e 15 mm de inibigdo para
S. aureus e E. coli, respectivamente), os extratos foram testados por disco
difusdo em concentracdes de 200 pg por disco.

Segundo Nota Técnica da Embrapa, por GASPAR et al. (2017), o método
de disco-difusdo, mesmo que de grande importancia para testes de “screening”
da atividade de antibioticos, demonstra uma sensibilidade muito baixa, quando
sdo estudados extratos de plantas, resultados obtidos, possivelmente, em
funcéo da baixa capacidade de difusédo do extrato no meio de cultura.

Os autores DA SILVA SILVEIRA et al. (2009), reiteram que substancias
possuem diferentes capacidades de difusédo e dissociacdo em agar, além disso
ha que se considerar a influéncia de diversos fatores neste método, como a acéo
de enzimas bacterianas, composicdo do meio de cultura, que na maioria das
vezes é polar, densidade do inéculo, periodo de incubacao e ainda a temperatura
e estabilidade da amostra a ser testada. Ainda pode ser citada a interferéncia
causada pela presenca de matéria particulada na amostra, que interfere na
difusdo da substancia antimicrobiana no agar.

Embora a droga controle apresente um significativo halo de inibicédo, os
resultados apresentados pelos extratos ndo podem ser diretamente comparados
a esta substancia, pois qualquer halo de inibicdo representa uma triagem para
posteriores analises, uma vez que o antibiético usado se trata de uma substancia
pura e que 0s extratos sdo compostos por diversas substancias quimicas, um
pool de moléculas, com propriedades quimicas distintas, com diferentes pesos
moleculares. Essas diferencas dificultam a difusédo do extrato pelo meio de
cultura e, consequentemente, a formacao de um halo, visivel como o da droga
de controle, portanto, considera-se a técnica de Disco Difusdo como uma técnica

para “screening” e ndo como resultado definitivo (GASPAR et al., 2017).
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5.5.2 Concentracgédo Inibitoria Minima (CIM)

A determinacao da CIM foi realizada utilizando-se todos os extratos, frente
aos cinco micro-organismos testados anteriormente pelo método de disco
difusdo, levando em consideracao as limitagbes e influéncias negativas que o
método pode ter apresentado. A andlise foi realizada em triplicata e os resultados
encontram-se dispostos na Tabela 12 e em anexo sao apresentadas as imagens
dos resultados obtidos nesta andlise. Os resultados representam a média entre
as replicatas.

Tabela 12: MIC dos extratos que apresentaram atividade, frente aos micro-organismos
testados

Micro-organismos MIC pg mL™? Respectivos Extratos
S. aureus 5.000; 10,000; 5.000; 10.000 DB-E, DB-C, DB-N, DB-A
E .coli 10.000; 5.000 DB-N, DB-A
S. enterica Typhimurium 10.000 DB-N
L. monocytogenes 10.000 DB-N
C. albicans 10.000; 5.000; 5.000 DB-C, DB-N, DB-A

MIC: Concentragdo inibitéria minima. DB-E: Extrato etandlico, DB-C: Extrato cloroférmico, DB-N:
Extrato n-butandlico, DB-A: Extrato acetato de etila.
Fonte: Autoria prépria.

O teste de CIM realizado frente a cepa de S. aureus, demonstrou atividade
antibacteriana do extrato DB-E nas concentra¢ées de 10.000 e 5.000 pg mL?, a
mesma resposta foi obtida pelo extrato DB-N. Ja para os extratos DB-C e DB-A
a resposta antibacteriana ocorreu para a concentracdo de 10.000 pg mL*,
engquanto que o DB-W nao demonstrou resultados antibacterianos.

Em trabalho realizado por GHOSH et al. (2010), observaram atividade do
extrato cloroférmico, quando testado contra S. aureus, em concordancia com o
presente estudo, no qual a concentracdo que apresentou atividade
antibacteriana foi a de 10.000 pg mL*

J& para os dados apresentados por TEPONNO et al. (2006), observaram
atividade dos extratos de D. bulbifera L. var sativa de diclorometano, n-butanélico
e metandlico-aquoso sobre algumas cepas de micro-organismos, porém nao
obtiveram resposta de atividade sobre S. aureus e E. coli para o extrato

metandlico-aquoso.
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Diante da determinacdo do CIM realizada para S. enterica Typhimurium,
obteve-se atividade antimicrobiana para o extrato DB-N, na concentragdo de
10.000 pg mL1. Vale destacar a importancia de resultados como este, visto que
a bactéria em questdo € Gram negativa, intrinsicamente mais resistente a acao
de antimicrobianos, entéo a atividade apresentada deve ser valorizada.

De acordo com RIBEIRO et al. (2012), bactérias Gram negativas sdo mais
resistentes aos antibidticos do que as bactérias Gram-positivas, caracteristica
essa relacionada a presenca de uma parede bacteriana que restringe a
penetracdo de moléculas toxicas, constituida por fosfolipidios,
lipopolissacarideos e proteinas (porinas) que conferem consideravel
impermeabilidade aos agentes antibacterianos, resultando em maior resisténcia
dessas bactérias aos antibidticos.

Estes resultados assemelham-se em alguns aspectos, aos obtidos por
TEPONNO et al. (2006). Esses autores, testaram o extrato metandlico-aquoso
bruto, diclorometano e n-butanol, obtidos do tubérculo de D. bulbifera, contra
diversos micro-organismos. O extrato metandélico-aquoso bruto demostrou fraca
atividade contra P. aeruginosa, S. typhi, S. paratyphi A e S. paratyphi B e
nenhuma atividade contra E. coli, K. pneumoniae e S. aureus. O extrato de
CH2Cl2 mostrou notavel atividade contra P. aeruginosa, S. typhi, S. paratyphi A
e S. paratyphi B e nenhuma atividade contra E. coli, K. pneumoniae e S. aureus.

A possibilidade de atividade torna-se interessante quando comparado ao
presente estudo, uma vez que esse extrato (CH2Cl2), mostrou atividade contra
cepas de Salmonella, e, nos resultados encontrados neste estudo, observamos
o extrato DB-N ativo para S. enterica Typhimurium. Porém, quando os referidos
autores testaram o0 extrato n-butandlico, n&o encontraram resposta
antibacteriana, divergindo do presente estudo.

O trabalho acima relatado, deu continuidade a purificagcdo do extrato
CH2Cl2, isolando e identificando substancias que confirmaram forte atividade
contra P. aeruginosa, S. typhi, S. paratyphi A e S. paratyphi B, se constituindo
em uma possibilidade de continuidade para este trabalho, com o estudo de
fitoquimica bioguiado. Portanto, o extrato DB-N se constitui em um possivel
material de partida para busca de potenciais metabdlitos que apresentem
atividade contra diferentes espécies de Salmonella.
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Para a analise da CIM utilizando o micro-organismo L. monocytogenes,
nota-se novamente, que o extrato com atividade antibacteriana foi o DB-N na
concentracdo de 10.000 pg mL%, reiterando a possibilidade de futuros estudos,
tendo como ponto de partida, esta fracdo. Quanto aos outros extratos, frente a L
monocytogenes, nas concentracdes testadas, ndo apresentaram atividade.

Ao ser realizada a andlise da CIM frente a bactéria E. coli, pode-se
observar que a inibicdo da atividade ocorreu por parte dos extratos DB-N E DB-
A, nas concentracdes de 10.000 e 5.000 ug mL* respectivamente. Reiterando
que, no teste utilizando o disco difusado, o extrato DB-E na concentracao de 5.000
ug mLfoi ativo contra S. aureus e E. Coli.

Frente a uma bactéria Gram negativa, novamente, deve ser considerado
um resultado de importancia clinica para posteriores estudos fitoquimicos
bioguiados. Em relacdo aos outros extratos, testados nas referidas
concentragdes ndo apresentaram resposta frente a este micro-organismo.

Estes dados vao de encontro aos resultados obtidos por KUETE et al.
(2012), pois estes autores encontraram atividade antibacteriana para duas cepas
distintas de E. coli, AG100A e E. coli ATCC8739, sendo apresentado o menor
valor de CIM para o extrato metandlico e suas fragdes na concentragao de 16 ug
mLt.

A atividade apresentada pelo extrato bruto e suas fracdes frente aos
micro-organismos testados, reforcam a hipétese de que D. bulbifera possa ser
uma fonte potencial para drogas antimicrobianas. Portanto, estas analises
podem ser utilizadas como estudo preliminar para selecionar amostras com
potencial atividade contra micro-organismos que representem riscos a saude
publica, visto a resisténcia destes patdgenos a alguns antimicrobianos existentes
no mercado.

Ja4 a determinacdo do CIM realizada para C. albicans, observa-se
atividade antifingica para os extratos DB-C e DB-A na concentragdo de 10.000
Hg mL?! e ainda para o extrato DB-N na concentracdo de 5.000 ug mL?. Esta
atividade constitui-se relevante, ao expressar-se por meio de trés extratos. Em
relacdo aos outros extratos, DB-E, DB-W n&o apresentaram atividade antifiungica
nas concentracdes testadas frente a esta levedura.

Podemos considerar a relevancia do particionamento do extrato bruto,

pois, a partir dos extratos particionados, foi possivel a observagéo de atividade
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antimicrobiana frente a micro-organismos que ndo haviam demonstrado

atividade, quando testados frente ao extrato bruto.

5.5.3 Concentracao Bactericida Minima (CBM) e Fungistatica Minima (CFM)

Quanto ao resultado da atividade bactericida minima CBM e atividade
antifingica minima CFM dos extratos de D. bulbifera, que apresentaram
atividade antimicrobiana quando testados pelo método CIM, pode-se relatar que
em todos os extratos houve acdo bacteriostatica e fungistatica, uma vez que
houve crescimento de mais de uma coldnia de bactérias e fungos nas placas,
apos o periodo de inoculacdo e em temperatura adequada para cada um destes
micro-organismos. Dessa forma, os resultados obtidos nesta metodologia
sugerem fortemente que a ac¢do dos extratos testados seja bacteriostatica e
fungistatica.

5.6 Anélise antitumoral

5.6.1 Efeitos dos extratos de D. bulbifera sobre o crescimento de linhagens
celulares de leucemia.

O efeito dos extratos de D. bulbifera sobre a proliferacéo de células Raji,
K562, HL60 e Jurkat foi estudado pelo método MTT, e pode ser observado na
Tabela 13.

Tabela 13: Atividade antitumoral de Clsg para os extratos da D. bulbifera.

Células Tumorais DB-A ug mL? DB-NugmL? DB-CugmL! DB-W ug mL? VCR
Raji 19,60 + 0,82 5,90+0,89 23,20 + 0,82 >100 0,01+ 0,00
K562 37,50 £ 2,17 13,70+1,16  33,70+1,78 >100 0,50 + 1,61*
HL60 18,80 + 0,32 5,70 £ 0,21 19,90 £ 0,71 >100 0,03 +0,01
Jurkat 12,10 + 3,39 10,10+0,20 18,70 +0,26 >100 0,01 + 0,00

DB-E: Extrato etanélico, DB-C: Extrato cloroférmico, DB-N: Extrato n-butanélico, DB-A: Extrato
acetato de etila. Fonte: Autoria Propria.
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Por meio da Tabela 13 é possivel identificar a atividade dos extratos DB-
A, DB-C, DB-W e também DB-N. Dentre as quatro amostras testadas, a que
apresentou a atividade antitumoral mais expressiva foi a amostra DB-N, a qual
necessitou da menor concentracao para obter resultados de inibicdo de 50% da
atividade celular (Clso) e entre todas as amostras de extratos testados, o DB-N,
foi o extrato cuja atividade antitumoral mais se aproximou do controle positivo
vincristina (VCR), farmaco com atividade antitumoral, capaz de induzir morte de
células cancerigenas.

O extrato DB-W néo apresentou atividade antitumoral contra as células
testadas.

Quando analisado o extrato DB-A, vimos a necessidade de uma
concentragdo de 37,50 ug mL* para obter resposta de inibicdo tumoral contra a
linhagem K562 quando o controle apresentava atividade com 0,50 ug mLL. Para
as linhagens HL60 18, 80 ug mL* (VCR 0,03 pug mL?), Raji 19,60 pg mL* (VCR
0,01 pg mL1), e Jurkat 12,10 pg mL? (VCR 0,01 pg mL™1).

Quando observado o extrato DB-C a concentracdo necessaria para atingir
a Clso foi de 33,70 ug mL* contra a linhagem celular K562 (0,50 pg mL* de VCR),
de 29,90 pg mL* para linhagem HL60 (0,50 pug mL* de VCR), Raji 23,20 ug mL-
1 (0,01 pg mL?) enquanto que para linhagem celular Jurkat a concentragdo a Clso
foi de 18,70 pg mL* (0,01 pg mL?* VCR).

A fragdo que obteve o melhor resultado, considerando a necessidade da
menor concentracao de extrato e também por ser a que mais aproximou-se do
controle VCR, foi o extrato DB-N. Pode observar-se que contra a linhagem
celular K562 foi necessario, concentragdo de 13,70 ug mL* para chegar a Clso
(0,50 ug mL* VCR). Para a linhagem celular HL60, houve necessidade de 5,70
ug mL? para atingir a Clso (0,03 pug mL* VCR). Ao se analisar a Tabela 13, com
a representagcdo da linhagem celular Raji, observamos novamente a
necessidade de 5,90 ug mL! para alcancar a Clso (0,01 ug mL* VCR), e por fim,
guando observado a linhagem celular Jurkat, o extrato DB-N necessitou de 10,10
ug mLt (0,01 ug mL* VCR).

Ao se utilizar a droga controle, ha necessidade de pequenas quantidades
para atingir niveis consideraveis de Clso, no entanto, quando séo utilizados

extratos de plantas, sabe-se que 0s mesmos se constituem em uma mistura de
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substancias quimicas distintas, com diferentes atividades, ndo apenas
antitumorais. Dessa forma, as respostas assim obtidas, da atividade dos extratos
frente a linhagens celulares tumorais, significam uma forma de triagem, de
estudo bioguiado, possibilitando continuidade de pesquisa com alguns extratos.

Em estudos WANG et al. (2012), observaram a atividade antitumoral de
extratos particionados de tubérculos de D. bulbifera em linhagens celulares S180
(Murino Sarcoma) e H22 (Hepato Carcinoma), semeadas intraperitonealmente
em camundongos. O extrato que apresentou propriedade antitumoral, foi o
extrato obtido a partir de etanol 80%, que foi administrado aos camundongos na
concentragdo 200 mg kg?! para a linhagem celular S180. Pode-se assim
correlacionar esta resposta (extrato etandlico 80%) com o extrato n-butandlico
(DB-N), que apresentou atividade em uma concentragdo de 5,70 ug mL*a 13,70
ug mL? frente as linhagens celulares testadas.

Estes mesmos autores WANG et al. (2012), ainda trabalharam com
extrato obtidos a partir da particdo com acetato de etila, e observaram que este
possuia acdo em uma concentracdo de 40 mg kg?! promovendo inibicdo do
crescimento do sarcoma S180 em proporcédo de 58,11% e para H22 em uma
proporcao de 22,83%. No presente estudo, a particdo com acetato de etila (DB-
A), promoveu a inibicdo do crescimento das linhagens celulares a partir da
concentracdo de 12,10 ug mL* contra as linhagens celulares Jurkat, 18,80 g
mL-! para HL60, 19,60 para Raji upg mL* e para a linhagem K562, 37,50 ug mL"
L. Nota-se que a concentracao exigida destes extratos é pequena, sendo um fator
importante a ser levado em consideracao, pois estudos anteriores dos mesmos
autores demonstraram que o extrato DB-A em doses altas poderia levar a lesdes
hepaticas, conferindo efeitos negativos quando este fosse aplicado clinicamente.

Ja os autores CHEN et al. (2013), trabalharam com as propriedades
antitumorais de extratos etandlicos da D. bulbifera em diferentes concentragées,
frente a linhagem celular SGC-7901 (carcinoma gastrico), e observaram
atividade de 50% de inibicdo do crescimento do carcinoma com extratos
etandlicos 80% a partir da concentracéo 0,5 mg mL1. O valor da taxa de inibicdo
aumentou para 62,3%, quando a concentracédo foi aumentada para 2,0 mg mL™2.
Ainda trabalharam com etanol a 70 e a 90%, porém os resultados dessas

andlises ndo foram tdo eficazes como quando se utilizou etanol 80%. E
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importante relatar também que o método de analise utilizado foi 0 mesmo do
presente estudo (MTT).

Em estudos WANG et al. (2012) e CHEN et al. (2013) sugerem que a
atividade antiproliferativa esta associada a presenca de Diosbulbina, que é uma
lactona pertencente ao grupo dos diterpendides cleroddanos e constituem-se de
forma abundante no rizoma de D. bulbifera, sendo a diosbulbina B a principal
representante da classe.

Ja nos estudos de GHOSH et al. (2012), que testaram as propriedades de
nanoparticulas bimetalicas platina-paladio sintetizadas utilizando D. bulbifera,
frente a linhagem celular HELA (cancro epitelial do colo do Utero humano) pelo
método MTT. Estes autores observaram atividade antiproliferativa de até 74,25%
com nanoparticulas bimetalicas de platina e paladio, utilizando uma
concentragdo de 10 pg mL?l. As nanoparticulas sdo reconhecidas por
aumentarem a atividade antitumoral e/ou a antioxidante dos compostos, desta
forma, pode-se correlacionar a concentracdo citotoxica minima obtida no
presente estudo, foi de 5,90 ug mL* (DB-N) e as maxima de 37,50 ug mL* (DB-
A) (com excecédo do extrato DB-W, gue nao apresentou atividade por meio deste
método) sugerindo assim que em estudo futuros a associacdo de particées de
extratos da D. bulbifera e nanoparticulas podem obter resultados ainda melhores
na inibicdo de crescimento tumoral.

Os autores RIBEIRO et al. (2012), em estudos sobre a atividade citotoxica
e pré-apoptética dos extratos das folhas de Arrabidaea chica, a partir de extratos
aquosos, metanolicos e etandlicos frente a células leucémicas humanas das
linhagens Jurkat (leucemia linféide), HL60 (leucemia mieldide), células estas,
gue compde o presente estudo, e, demonstram gque os extratos etandlicos foram
0S que apresentaram maior potencial citotéxico, enquanto que 0s extratos
aguosos e o0 extrato metandlico ndo apresentaram atividade significativa contra
as células estudadas. Os resultados desse trabalho assemelham-se aos aqui
apresentados, utilizando D. bulbifera, uma vez que n&do se obteve acéo
consideravel para o extrato aquoso, porém para o presente estudo o extrato
alcodlico (DB-N), foi o que apresentou melhores resultados.

Ja para os autores MOOI et al. (2010), em estudo com extratos
metandlicos obtidos do tubérculo Colusus tuberosus, obtiveram atividade

antitumoral significativa frente a linhagem celular Raji alcangando a Clso, 7 mg



67

mlIt e 1 mg ml! de dois compostos isolados deste tubérculo. Quando
comparados aos valores obtidos no presente estudo, nota-se que a Clso do
extrato DB-N é de 5,90 pug ml? (0,0059 mg mlIt), DB-A 12,10 pug ml*(0,0121 mg
mlt) DB-C 18,70 pug mlt (0,0187 mg ml') podendo ser pontuada a atividade
antitumoral expressiva obtida pelos extratos do tubérculo da D. bulbifera.

Ao trabalharem com extratos obtidos do tubérculo de Cynanchum
Auriculatum por meio de extratos etandlicos e particdes destes, SHAN et al.
(2005) observaram atividade antitumoral destas amostras frente algumas
linhagens celulares, dentre elas a K562, dentre a respostas obtidas esta o extrato
etandlico com o maior potencial citotoxico contra K562, representando potencial
antitumoral com concentracdes a partir de 1 ug ml. Ja na fragéo cloroférmica,
a acdo antitumoral ocorreu na concentracdo de 100 ug mlt, enquanto que, a
fracdo obtida através do solvente n-butanol apresentou alta citotoxicidade contra
0 K562, em concentracdes a partir de 1 yg ml-*até 100 yg ml2.

Quando comparamos os resultados deste tubérculo aos obtidos pelos
resultados da D. bulbifera apresentados neste estudo, podem ser
correlacionadas semelhancas, diante do Extrato DB-C, a concentracdo minima
para obtencdo da Clso foi de 18,70 pg mlt representando assim um melhor
potencial antitumoral, pois, em concentracdes menores do tubérculo citado
anteriormente (100 pug ml?) ja observamos atividade. Quando analisada a fracéo
DB-N a atividade antitumoral capaz de atingir a Clso ocorreu na concentracao de
5,90 pg ml,

Estes resultados nos levam a afirmagé&o da existéncia de compostos com
potencial antitumoral presentes na D. bulbifera, bem como, que as amostras
obtidas por meio das parti¢cdes, proporcionaram o alcance destas substancias,
que no extrato bruto poderiam ter sofrido influéncia do pool de compostos
presentes. Assim, futuros estudos bioguiados podem ser realizados para
determinacdo do(s) composto(s) responsavel(is) pela acdo antitumoral nestas

amostras.
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6 CONCLUSOES

O particionamento em gradiente de polaridade dos extratos do tubérculo
da D. bulbifera foi efetivo para extracdo de diferentes compostos, confirmando
sua relevancia ao considerar-se o tipo de analise que se deseja realizar.

Quanto ao rendimento da extracdo, pode-se observar resultado
expressivo para o extrato aquoso (DB-W), podendo estar correlacionado aos
residuos vegetais, soluveis neste solvente, como o amido.

As analises de IV(TF), apontaram para a presenga de bandas
correspondentes ao grupamento OH, de alcanos, de carbonila e indicativos de
compostos aromaticos. Dessa forma, justifica-se a presenca, em maior ou menor
quantidade, de compostos fendlicos e das potenciais atividades antioxidantes e
estes podem ser utilizados em um trabalho bioguiado de isolamento, purificagdo
e identificagdo de moléculas bioativas.

O relato acima, se justifica, uma vez que os extratos apresentaram
resultado significativo de extracdo de CFT, além do que, as analises
antioxidantes realizadas pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP, também
apontaram para a presenca de potenciais antioxidantes.

Por meio dos testes por disco difusao verificou-se que a amostra DB-E
apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos S. aureus e E.
coli.

Para a analise de CIM, observou-se atividade do DB-E frente ao S. aureus
na concentragdo de 5.000 ug mL-', DB-C frente a S. aureus e C. albicans na
concentragéo de 10.000 ug mL-", DB-N frente aos micro-organismos S. aureus
e C. albicans (5.000 yg mL") e frente a E. coli, S. enterica Typhimurium e L.
monocytogenes (10.000 ug mL™"), para o extrato DB-A frente a S. aureus (10.000
ug mL') e E. coli e C. albicans (5.000 ug mL"").

Quando realizada as analises, bactericida minima (CBM) e fungicida
minima (CFM), os resultados observados foram de acdo bacteriostatica e
fungistatica para todos os extratos bactérias e fungos respectivamente, que

apresentaram atividade na analise de CIM.
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Os extratos de D. bulbifera, testados frente as linhagens tumorais,
exibiram atividades de Clso. Diante da linhagem celular Raji foram DB-N, DB-A e
DB-C, frente a K562 constituiram-se DB-N, DB-C e DB-A, para Jurkat DB-N, DB-
A e DB-C, frente HL60 DB-N, DB-A e DB-C. Destaca-se o extrato DB-N, pois
atingiu os valores de Clso , utilizando o menor valor de concentragcédo e
apresentou atividade frente todas as linhagens celulares.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram importéncia
cientifica, microbiolégica e industrial do tubérculo de D. bulbifera, sugerindo
possibilidade de prospecgao por meio de testes de citotoxicidade dos extratos
em fibroblastos, sobre hemacias, macréfagos, células renais e de figado.
Posterior identificagdo da molécula com potencial de acdo, sintese em
laboratério e a realizagdo de estudos comparativos entre a droga sintética e a

natural.
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8 APENDICES

Apéndice A — CIM dos extratos de D. bulbifera testados frente ao S. aureus.
Onde DB-A (Extrato acetato de etila), DB-C (Extrato cloroférmico), DB-E (Extrato
etandlico) DB-W (Extrato aquoso), DB-N (Extrato n-butandlico), CN: Controle
negativo 1° e 4° linha, colunas I, J, K com tetraciclina 5.000 ug mL", CN: Controle
negativo 7° linha, colunas I, J, K com DMSO 10%, CP: Controle positivo com
agua peptonada linhas 2, 5, 8 colunas I, J, K.

DB-E —= .

DB-W

Apéndice B — CIM dos extratos de D. bulbifera testados frente ao S. entérica
Typhimurium. Onde: DB-A (Extrato acetato de etila), DB-C (Extrato cloroférmico),
DB-E (Extrato etandlico) DB-W (Extrato aquoso), DB-N (Extrato n-butandlico),
CN: Controle negativo 1° e 4° linha, colunas I, J, K com tetraciclina 5.000 pg mL-
1, CN: Controle negativo 7° linha, colunas I, J, K com DMSO 10%, CP: Controle

positivo com agua peptonada linhas 2, 5, 8 colunas |, J, K.

DB-C DB-A

DB-E —=

DB-W —=




88

Apéndice C — Resultado da concentracao inibitéria minima dos extratos de D.
bulbifera testados frente ao L. monocytogenes. Onde: DB-A (Extrato acetato de
etila), DB-C (Extrato cloroférmico), DB-E (Extrato etanolico) DB-W (Extrato
aguoso), DB-N (Extrato n-butanodlico), CN: Controle negativo 1° e 4° linha,
colunas I, J, K com tetraciclina 5.000 pg mL1, CN: Controle negativo 7° linha,
colunas I, J, K com DMSO 10%, CP: Controle positivo com agua peptonada
linhas 2, 5, 8 colunas I, J, K.

DB-E

Apéndice D — Resultado da concentracéo inibitoria minima dos extratos de D.
bulbifera testados frente ao C. albicans. Onde: DB-A (Extrato acetato de etila),
DB-C (Extrato cloroférmico), DB-E (Extrato etandlico) DB-W (Extrato aquoso),
DB-N (Extrato n-butandlico), CN: Controle negativo 1° e 4° linha, colunas I, J, K
com fluconazol 5mg mLt, CN: Controle negativo 7° linha, colunas I, J, K com

DMSO 10%, CP: Controle positivo com agua peptonada linhas 2, 5, 8 colunas I,
J, K.

DB-C DB-A

DB-E —=

DBW—o
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Apéndice E — Resultado da concentracao inibitéria minima dos extratos de D.
bulbifera testados frente ao E. coli. Onde: DB-A (Extrato acetato de etila), DB-C
(Extrato cloroférmico), DB-E (Extrato etandlico) DB-W (Extrato aquoso), DB-N
(Extrato n-butandlico), CN: Controle negativo 1°e 4° linha, colunas I, J, K com
tetraciclina 5.000 ug mL*, CP: Controle Negativo 7° linha, colunas I, J, K com
DMSO 10%, CP: Controle positivo com agua peptonada linhas 2°, 5° e 8° linha
colunas |, J, K

Apéndice F — Efeito do solvente e da concentracdo na extracdo de fendlicos
totais. DB-A: Extrato acetato de etila, DB-C: Extrato cloroférmico, DB-E: Extrato
etandlico bruto. DB-N: Extrato n-Butanol. DB-W: Extrato aquoso. Extratos
testados nas concentragées de: 0,5 mg mL, 1,0 mg mL*%, 2,0 mg mL™.
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200
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Apéndice G — Efeito do solvente e concentracdo na estabilizacdo do radical
DPPH. DB-A: Extrato acetato de etila, DB-C: Extrato cloroférmico, DB-E: Extrato
etandlico bruto. DB-N: Extrato n-Butanol. DB-W: Extrato aquoso. Extratos
testados nas concentragées de: 0,5 mg mLt, 1,0 mg mL?, 2,0 mg mL.

10000
1000 H
100 4

10 4

0,1 -
0,01 -
1E-3 o

1E-4

DPPH (mg trollox/g)

1E-5
1E-6

1E-7

Extratos

Apéndice H — Efeito do solvente e concentracdo na reducao do ion férrico. DB-
A: Extrato acetato de etila, DB-C: Extrato cloroférmico, DB-E: Extrato etandlico
bruto. DB-N: Extrato n-Butanol. DB-W: Extrato aquoso. Extratos testados nas
concentragdes de: 0,5 mg mL, 1,0 mg mL?, 2,0 mg mL™.
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Apéndice | — Efeito do solvente e concentracdo na captura do radical ABTS. DB-
A: Extrato acetato de etila, DB-C: Extrato cloroférmico, DB-E: Extrato etanolico
bruto. DB-N: Extrato n-Butanol. DB-W: Extrato aquoso. Extratos testados nas
concentracdes de: 0,5 mg mL?, 1,0 mg mL%, 2,0 mg mL. Fonte: autoria propria.
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Apéndice J — Resultado obtido por disco difuséo utilizando o extrato DB-E frente
as bactérias. Disco 1: Controle com agua peptonada; Disco 2: DB-E
10.000 pg mL™1; Disco 3: DB-E 5.000 pg mL?; Disco 4: DB-E 1.000 pug mL™. Disco
5: DB-E 500 pug mLt; Disco 6: Controle negativo; Tetraciclina 5.000 pg mL™*

1 S. qureus.

N

—
——

S. typhimurium

k]
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Apéndice K: Resultado obtido por disco difusdo utilizando o extrato DB-E frente
C. albicans. Disco 1: Controle com agua peptonada; Disco 2: DB-E 10.000 ug
mL; Disco 3: DB-E 5.000 pug mL%; Disco 4: DB-E 1.000 pg mL2. Disco 5: DB-E
500 ug mLt; Disco 6: Controle negativo; Fluconazol 5.000 pg mL™*




