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RESUMO

Lotus spp. sao leguminosas forrageiras que se destacam mundialmente pelo seu valor
nutritivo, versatilidade de uso, tolerancia a acidez do solo e, principalmente, por nao
provocarem timpanismo. Essa caracteristica deve-se a presenca de taninos condensados
(proantocianidinas), que impedem a formagdo de espuma no rimen. No entanto, os
cornichdes, como sdo denominadas as espécies desse geénero, sintetizam outros
metabolitos secundarios além dos taninos, como acidos fenolicos e flavonoides, cujas
propriedades bioativas poderiam ser exploradas nos programas de melhoramento
genético e na industria farmacéutica. Este trabalho teve como objetivo avaliar hé
variabilidade em Lotus spp. quanto a composi¢do fitoquimica e propriedades bioativas.
Para isso, foram testadas as cultivares UFRGS (Brasil) e Sao Gabriel (Brasil), de Lotus
corniculatus L., ¢ as cultivares Maku (Nova Zelandia) e Serrano (Brasil) de Lotus
uliginosus Schkuhr., em quatro experimentos. No Experimento I foram validados, por
cromatografia liquida de alfa eficiéncia, dois mondmeros de prodelfinidinas
(galocatequina e a epigalocatequina), obedecendo aos parametros de linearidade, limite
de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez. O Experimento II
objetivou verificar se a concentragdo dos mondmeros de proantocianidinas (catequina,
epicatequina, galocatequina e epigatolocatequina), de acidos fendlicos e do flavonoide
‘rutina’ variava de acordo com o gendtipo e o estadio fenologico em que era colhido o
material vegetal (estddio vegetativo; estadio reprodutivo). No Experimento III foi
avaliada a atividade antimicrobiana de extratos fracionados de Lotus spp. frente a
Enterococcus faecalis, Escherchia coli, Streptococcus mutans, Candida albicans e
Penicilium sp, pelos testes de disco-difusdo e microdiluigdo. No Experimento IV avaliou-
se o efeito de extratos fracionados, em sete concentracdes, para investigar sua toxicidade,
sobre a viabilidade celular em uma linhagem de células de rim bovino (MDBK). Os
resultados mostraram que a concentra¢do de catequina e epicatequina foi maior na cv.
UFRGS apresentou os melhores niveis nos dois estadio fenologicos, assim como a
cv.Serrano, que apresentou a melhor relagdo galocatequina e epigalocatequina. Em
relagdo a concentragao dos monomeros de acidos fendlicos, a cv. Sao Gabriel apresentou
os maiores niveis nos dois estadios fenologicos avaliados. Para o flavonoide rutina, a cv.
Maku apresentou 0,161 g/kg de matéria seca no estadios vegetativo e, no estadio de
florescimento, a cv. Sdo Gabriel apresentou 1,3 g/kg matéria seca. Em relagdo ao teste
antibacteriano, todas as fragdes de extratos apresentaram inibi¢do, mas a cv. UFRGS foi
a mais bioativa para E. faecalis, enquanto que para E. coli, a cultivar Serrano apresentou
os melhores niveis de inibicdo de crescimento bacteriano. Em relagdo a atividade
antifingica, os extratos bruto, acetato de etila e aquoso da cv. Sdo Gabriel apresentaram
os melhores niveis de inibi¢do de crescimento para a C. albicans, enquanto que a cv.
Maku se destacou no extrato hexano e a cultivar Serrano no extrato diclorometano. Em
relacdo ao teste de viabilidade celular, a cv. Sao Gabriel apresentou concentracio



citotoxica nas fragcdes hexano, diclorometano e butanol, enquanto que os extratos da
fracdo acetato de etila de todas as cultivares ndo apresentou nenhuma acdo toxica as
cé¢lulas MDBK. Sendo assim, conclui-se que as cultivares do género Lotus spp. avaliadas
apresentaram diferengas intraespecificas para todos os critérios avaliados.

Palavras-chave: 1. Citotoxicidade. 2. Compostos fendlicos. 3. Lotus corniculatus. 4. Lotus
uliginosus. 5. Viabilidade celular.



ABSTRACT

Lotus spp. represents an important kind among the leguminous pastures in the south of Brazil.
Among its characteristics, the presence of diverse secondary metabolites stands out, such as
tannins, phenolic acids and flavonoids, which may be responsible for many benefits to the animal
and human organisms, representing an important product for the genetic improvement and,
consequently, for the pharmaceutical industry. Seeking to pursue this theme, this work had the
overall goal of evaluating if there is an intra and interspecific variability in Lotus spp. related to
the phytochemical composition and bioactive properties. In order to achieve that, four cultivars
of the Lotus kind were selected, with two of them being of the Lotus corniculatus L. species
(UFRGS and Sao Gabriel) and two of them of the Lotus uliginosus Schkuhr. species (Maku and
Serrano). For the execution of the research, four experiments were carried out, with Experiment
1 evaluating two tannin monomers in CLAE (gallocatechin and epigallocatechin) in which the
evaluated parameters were the ones of linearity, detection limit, quantification limit, precision,
accuracy, and robustness. Experiment 2 aimed to quantify the concentration of tannin monomers,
phenolic acids and a flavonoid in the four cultivars mentioned before, in two phonological stages.
Experiment 3 evaluated the antimicrobial (antibacterial and antifungal) of six fractioned extracts,
obtained in the cultivars mentioned before, which were tested for Enterococcus faecalis,
Escherchia coli, Streptococcus mutans, Candida albicans and Penicilium sp. through the tests of
disk-diffusion and microdilution. Experiment 4 evaluated the cellular viability, using five extracts
and seven concentrations, before the cellular lineage of the bovine kidney (MDBK). The results
showed that, regarding the catechin and epicatechin concentration, the cv. UFRGS presented the
best levels on both phenological stages, as well as cv. Serrano, which presented the best
gallocatechin and epigallocatechin relationship. Regarding the concentration of the phenolic acid
monomers, c¢v. Sao Gabriel presented the highest levels within the two phenological stages
assessed. For the rutin flavonoid, cv. Maku presented 0,161 g/kg of dry mass in the vegetative
stage and, in the flowering state, cv. Sdo Gabriel presented 1,3 g/kg of dry mass. Regarding the
antibacterial test, all extract fractions presented inhibition, but the cv. UFRGS was the most
bioactive for E. faecalis, while for the E.coli, the Serrano cultivar presented the best levels of
inhibition of bacterial growth. Regarding the antifungal activity, the raw extracts, the ethyl and
aqueous acetate of cv. Sdo Gabriel presented the best levels of growth inhibition for the C.
albicans, while cv. Maku stood out in the hexane extract and the Serrano cultivar in the
dichloromethane extract. Regarding the cellular viability test, cv. Sdo Gabriel presented cytotoxic
concentration in the hexane, dichloromethane and butanol fractions, while the extracts of the ethyl
acetate fraction of all cultivars did not present any toxic action to the MDBK cells. Therefore, it
was concluded that the cultivars of the Lotus spp. type evaluated presented intraspecific
differences for all assessed criteria.

Key words: 1. Cytotoxicity. 2. Phenolic Compounds. 3. Lotus corniculatus. 4. Lotus uliginosus.
5. Cellular viability.
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1 INTRODUCAO

O género Lotus L. engloba importantes leguminosas temperadas cultivadas
mundialmente como plantas forrageiras, das quais se destacam o cornichdo (L.
corniculatus L.) e o cornichdo-dos-banhados (L. uliginosus Schkuhr; L. pedunculatus
Cav.). Com origem na regido do Mediterraneo e¢ Europa, elas apresentam excelente
adaptacdo as regioes temperadas da América do Sul, onde sao utilizadas como melhoradas

de pastagens naturais.

A sua importancia como pastagem se deve ao seu potencial nutritivo, uma vez que
os cornichdes sdo ricos em proteina, além do seu valor bioldgico como melhoradoras da
fertilidade do solo, j& que sdo plantas fixadoras de nitrogénio. No entanto, uma das
principais qualidades dessas leguminosas ¢ que elas ndo causam timpanismo. Essa
caracteristica decorre das espécies de Lotus L. possuirem taninos condensados
(proantocianidinas), que, ao se complexarem com as proteinas, inibem a formagao de

espuma no ramen.

Os cornichdes t€m sido objeto de pesquisas relativas a biossintese de compostos
fenodlicos e ao seu valor fitoterapico. Essas substancias sao responsaveis por diversos
beneficios ao organismo animal e humano, representando um produto importante para o
melhoramento genético e, consequentemente, para a industria farmacéutica. Os
compostos fenolicos t€ém propriedades antimicrobianas, antiulcerogénicas, citotoxicas,
antineoplasicas, antioxidantes, antihepatotdxicas, antihipertensivas, hipolipidémicas,
antiinflamatdrias e antiplaquetdrias. Por esses fatores, existe um grande interesse da

industria farmacéutica na produ¢do de medicamentos e suplementos alimentares.

Considerando que as informagdes sobre as cultivares brasileiras de L. corniculatus
(cv. Sdo Gabriel e cv. UFRGS) e de L. uliginosus (cv. Serrano) sdo, ainda, restritas quanto

ao perfil fendlico e a bioatividade frente aos microorganismos, este trabalho foi planejado



para responder a seguinte pergunta: ha efeito genotipico em LoOtus spp. quanto a
concentragcdo fenodlica e bioatividade de extratos elaborados com a parte aérea das

plantas?

A hipoétese que norteou este estudo foi a de que se ha efeito genotipico em Lotus
spp. quanto a concentragdo de compostos fendlicos e a bioatividade de extratos
eleaborados com a parte aérea das plantas, pelo menos um genotipo se distingue dos
demais quanto ao teor de acidos fenolicos, de flavonoides e/ou proantocianidinas, bem
como em relagdo a atividade antimicrobiana e citotoxica, quando comparado com outros

trés gendtipos de Lotus spp.

Nessa perspectiva, objetivou-se avaliou-se duas cultivares de L. corniculatus e
duas cultivares de L. uliginosus quanto a composicao fenolica e as propriedades bioativas.
Para isso foram desenvolvidas atividades de pesquisa com intuito de: a) validar um
método de determinacao de galocatequina e epigalocatequina por cromatografia liquida
de alta eficiéncia; b) verificar se existe diferenca entre as cultivares Sdo Gabriel (L.
corniculatus), UFRGS (L. corniculatus), Maku (L. uliginosus) e Serrano (L. uliginosus)
quanto a concentra¢do de compostos fendlicos em extratos metanolicos elaborados com
material vegetal colhido em plantas de distintos estadios fenoldgicos; c) testar se o
gendtipo altera a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade de fracdes dos extratos

elaborados com a parte aérea das cultivares.

Os resultados do estudo podem subsidiar pesquisas farmacéuticas visando a
fabricacao de medicamentos fitoterapicos de uso veterindrio ou formulagdes para controle
de patdgenos na agricultura, bem como para os programas de melhoramento genético de
Lotus spp. Os gendtipos que tiveram caracteristicas quimicas e bioativas desejaveis
poderdo ser usados para cruzamentos, além de poderem ter seu valor agregado, visto que
na escolha das plantas para compor as pastagens pode ser usado como um dos critérios a

atividade antimicrobiana da cultivar ¢ a concentracao fenolica.
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A estrutura deste documento se configura da seguinte forma: a primeira sec¢ao ¢
composta por esta introducao; na segunda seccdo ¢ apresentada a revisdo da literatura,
abordando a importancia do género Lotus, os metabolitos secundarios e sua relagdo com
as propriedades terapéuticas e bioativas; na terceira sec¢ao, apresentam-se os materiais €
métodos; na quarta, sao apresentados os resultados e discussao e, por fim, sao feitas as

conclusoes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Importancia do género Lotus L.

O género Lotus L. possui dois centros de origem principais, a regiao Mediterranea,
que se estende aos desertos africanos e areas temperadas da Asia, ¢ a egido Oeste da
América do Norte (DAVYT; IZAGUIRRE, 1997). Suas espécies, popularmente
denominadas ‘cornichdes’, tem duragdo anual ou perene, exibem diversidade de formas
e adaptam-se a varios ambientes, com excegdo de regides frias do Artico e areas de
varzeas tropicais da Asia, centro e sul da América (ARAMBARRI, 1999). Apesar das
espécies anuais apresentarem um enorme potencial em relagdo a tolerancia ao aluminio,
manganés e cloretos de sodio, a Unica espécie anual utilizada mundialmente ¢ o
cornichdo-anual (L. subbiflorus Lag.), representado pela cv. El Rincon (BLUMENTHAL;
McGRAW, 1999).

As principais espécies de Lotus spp. quanto a producdo de forragem sdo L.
corniculatus, L. glaber Mill., L. subbiflorus ¢ L. ulignosus (KIRKBRIDE, 1999). Sao,
também, aquelas que se destacam pela adaptagdo a moderada acidez do solo
(BLUMENTHAL; McGRAW, 1999). Martins (2009) aponta que essas quatro espécies
crescem em condi¢des naturais ou em pastagens cultivadas e a sua distribui¢do varia de

acordo com as condigdes locais de solo e clima.

O cornichao (L. corniculatus) ¢ a principal espécie do género a considerar pelo
volume de publicacdes e cultivares desenvolvidas mundialmente. E usada para formagao
de pastagens perenes em regides de clima temperado (BALL; HOVELAND;
LACEFIELD, 2007) e possui valor nutritivo semelhante ao da alfafa (Medicago sativa

L.), com a vantagem de ser menos exigente em relagdo a fertilidade e ndo provocar

Ricardo Antunes Flores 17



timpanismo. E uma planta perene que pode persistir na pastagem por meio da
sobrevivéncia da planta-mae e por ressemeadura natural. A durabilidade dependente do
vigor ¢ da sanidade da coroa, que se localiza entre a raiz e o caule, delimitada pelo n6
cotiledonar (MARQUES-ORTIZ; JOHNSON; BARNES, 1996). No Brasil, a historia
dessa leguminosa iniciou a partir de 1955, na Estagao Experimental de Sao Gabriel, no

Rio Grande do Sul, onde foi desenvolvida a cv. S3o Gabriel (PAIM, 1988).

Ja, para locais imidos, a espécie mais adaptada ¢ L. uliginosus, aqui denominada
cornichdo-dos-banhados. Na literatura inglesa ¢ referida como ‘big-trefoil’, ‘greater
bird's-foot-trefoil’ ou ‘marsh bird's-foot trefoil’. No Brasil, seu cultivo teve inicio na
década de 80, com a introdu¢dao de uma cultivar desenvolvida na Nova Zelandia, a cv.
Maku. Apesar da boa qualidade de forragem e das caracteristicas de adaptacao a solos
pobres e pouco drenados, essa cultivar apresenta algumas limitagdes, como o lento
estabelecimento, a baixa produ¢do de sementes e de dificil colheita, o que restringiu seu
uso (PAIM; RIBOLDI, 1991). Para resolver o problema da pouca formagao de sementes
devido ao esparso florescimento que exibia nas condi¢des subtropicais do Brasil, a Epagri
desenvolveu a cv. Serrano, a partir da cv. Maku. Esse material foi registrado no Ministério

da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento pela denominagao ‘SCS313 Serrano’.

Na Australia, o interesse por Lotus spp. aumentou com o reconhecimento de suas
caracteristicas, como ndo provocar timpanismo, aumentar a absorcao de aminoacidos no
rimen, ser resistente a insetos, possuir habilidade de superar as produgdes de trevo-branco
(Trifolium repens L.) em solos com pH inferior a 5,2, tolerar solos alagados e ser eficiente
na absor¢do de fosforo (HARRIS; BLUMENTHAL; SCOOT, 1993). As espécies de
Lotus L. apresentam uma série de vantagens que podem permitir o seu sucesso na regiao
do Conesul, tais como boa producdo de forragem em relagdo a outras leguminosas,
crescimento sob baixa disponibilidade de fosforo e melhor adaptabilidade a solos acidos

(RISSO; CARAMBULA, 1998).

Os cornichdes sdo leguminosas ricas em taninos condensados ou

proantocianidinas. Esses compostos fazem parte do metabolismo secundario dessa
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espécie, sao polimeros de flavonoides considerados importantes, por possuirem muitas
atividades biologicas (DIXON; XIE; SHARMA, 2005). No metabolismo animal, as
proantocianidinas promovem aumento da absor¢ao de aminoacidos, como a metionina e
a cisteina, aumento da taxa de ovulacdo, ganho de peso e producdo de leite (WAGHORN;
McNABB, 2003). Os taninos condensados sao um dos principais compostos fenolicos em
Lotus spp. e sua concentracao pode alcangar até 300 g/kg de matéria seca (WAGHORN,
2007). Esses compostos reduzem o conteudo de proteina ndo degradada no rimen
(MARTINS, 2009), regulam o consumo das plantas pelos animais, permitindo maior

persisténcia das espécies na pastagem.

2.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo secundario das plantas,
sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo (NACZK; SHAHIDI, 2004). Esse
grupo de compostos € importante na protecdo das plantas contra os raios ultravioleta,
insetos, fungos, virus e bactérias. H4, ainda, o reconhecido efeito alelopatico, atribuido a
acao desses compostos sobre outras plantas (PERES, 2004). O contetdo fendlico presente
nos diversos 6rgaos vegetais pode ser influenciado por fatores como a maturagdo, a
espécie vegetal, as praticas de cultivo, as condi¢cdes de colheita e o processo de

armazenamento (SOARES et al., 2008).

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo
seus grupos funcionais. Possuem estrutura varidvel e com isso, sdo
multifuncionais. Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se
os flavondides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas ¢
tocoferdis. Os compostos fenolicos de maior ocorréncia natural apresentam-se
conjugados com mono e polissacarideos, através de um ou mais dos grupos
fendlicos, e podem também ocorrer como derivados funcionais, como ésteres
e metil ésteres (LEE; UMANO; SHIBAMOTO, 2005).

Ribéreau-Gayon (1968) propds uma classificacao para os compostos fendlicos em
trés categorias: os pouco distribuidos na natureza, os polimeros e os largamente
distribuidos na natureza. Na categoria dos compostos fendlicos pouco distribuidos na

natureza estao os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. Pertencem
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ainda a essa familia os aldeidos derivados dos acidos benzoicos, que sao constituintes dos

6leos essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002).

Os polimeros sao compostos fendlicos que ndo se apresentam na forma livre nos
tecidos vegetais, englobando os taninos ¢ as ligninas (ANGELO; JORGE, 2007). Ja, na
familia dos compostos largamente distribuidos na natureza, estdo aqueles encontrados em
todo reino vegetal, porém que podem estar localizados em uma s6 planta (KING;
YOUNG, 1999). Nesse grupo estdo os flavonodides (antocianinas, flavonois e seus

derivados), acidos fendlicos (4cidos benzoico, cindmico e seus derivados) € cumarinas.

Os polifenois compreendem o maior grupo de compostos bioativos dos vegetais,
sendo subdivididos em classes de acordo com a estrutura quimica de cada substancia. Os
principais sdo: a) acidos fenolicos, como por exemplo, o acido clorogénico, presente no
café (Coffea spp.); b) cumarinas, como as furanocumarinas presentes no aipo; c) ligninas,
como as lignanas da linhaga; e d) flavonoides, presentes principalmente em frutas,

hortalicas e chas (FALLER; FIALHO, 2009).

A diversidade estrutural dos compostos fenolicos deve-se a grande variedade de
combinagdes que acontecem na natureza, resultando nos compostos chamados de
polifenois. As combinagdes fenolicas podem ser categorizadas em vdrias classes e, dentre
os compostos fendlicos destacam-se os flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os
tocoferdis como os mais comuns antioxidantes fenolicos de fonte natural (KING;

YOUNG, 1999).

Os polifenois sdo classificados em quatro classes em fung@o do niimero de anéis
de fenol que contém e dos elementos estruturais que ligam esses anéis (SOARES et al.,
2008): 1) acidos fenolicos com subclasses, derivados de acidos hidroxibenzoicos, como
acido galico e 4cido hidroxicinamico; 2) flavonoides, os quais incluem flavonois,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas e flavonois; 3) estilbenos, cujo
representante mais conhecido ¢ o resveratrol; 4) taninos, que sdo divididos em dois

grupos: galotaninos, elagitaninos ou taninos hidrolisaveis (Figura 1).
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Figura 1 - Classificagdo dos principais fitoquimicos alimentares

Phytochemicals
Carotenoids Phenolics Alkaloids Nitrogen-containing Organosulfur
compounds compounds
o-Carotene Isothiocyanates
B-Carotene Indoles
f3-Cryptoxanthin Phenolic acids Flavonoids Stibenes Coumarins Tannins Allylic sulfur
Lutein compounds
Zeaxanthin
Astaxanthin
Lycopene
Hydroxy- Hydroxy- Flavonols Flavones Flavanols Flavanones Anthocyanidins Isoflavonoids
benzoic acids cinnamic acids (Catechins)
Gallic p-Coumaric Quercetin Apigenin Catechin Eriodictyol Cyanidin Genistein
Protocatechuic Caffeic Kaempferol Chrysin Epicatechin Hesperitin Pelargonidin Daidzein
Vannilic Ferulic Myricetin Luteolin epigallocatechin Naringenin Delphinidin Glycitein
Syringic Sinapic Galangin Epicatechin Peonidin Formononetin
Fisetin gallate Malvidin
epigallocatechin
gallate

Fonte: Liu (2004).

2.2.1 Taninos

Os taninos fazem parte dos produtos naturais fendlicos que, por sua vez, possuem
o maior peso molecular dentre os compostos fendlicos (de 500 a 3000 Daltons). Esses
compostos tem capacidade de formar complexos insoliiveis em 4gua com proteinas,
gelatinas e alcaloides. Em quantidades e em condigdes normais nas plantas, os taninos
nio sio toxicos (ACUNA; CONCHA; FIGUEROA, 2008). Salminen e Karonem (2011)
alertam, contudo, que os taninos que tem habilidade de complexar e precipitar proteinas
em meio aquoso representam excegdes € podem ser toxicos. Os taninos podem ser
divididos de acordo com sua estrutura quimica e propriedades em dois grupos: taninos

hidrolisados e taninos condensados (COSTA et al., 2008).
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Os taninos hidrolisaveis sdo ésteres do acido galico e elagico glicosilados, com
origem no acido chiquimico, em que os grupos hidroxila do agticar sao esterificados com
os acidos fendlicos (MONTEIRO; ALBUQUERQUE; AMORIN, 2005). Sao
constituidos por uma parte polialcodlica e por uma parte fenolica, ligados por uma ligacao
¢éster. Esses compostos podem ser degradados por hidrélise quimica ou enzimatica nas
vérias unidades estruturais que os compdem (PINEDO, 2008) e, de acordo com o produto
de hidrolise, originam os galotaninos, que produzem acido galico, e os elagitaninos, que
produzem acido elagico (GALVEZ; RIEDL; CONNER, 1997). Tais substancias podem
ser classificadas quanto a sua parte fendlica em taninos galicos (galotaninos), em que a
parte fendlica ¢ o acido galico, e em taninos eldgicos (elagitaninos), em que a parte
fenolica, além do 4cido galico, ¢ o acido hexahidroxidifénico, que ap6s a hidrolise origina

o acido elagico (SANTOS; MELLO, 2007).

Os taninos condensados sdo oligdmeros e polimeros formados pela ligacao de dois
ou mais monomeros de flavan-3-ol (catequina). Sao denominados, também, de
proantocianidinas, devido a producdo de pigmentos avermelhados da classe das
antocianidinas, tais como cianidina e delfinidina (ZUANAZZI, 2010). A propriedade
quimica mais importante dessa classe de taninos ¢ a habilidade de formar complexos com
macromoléculas tais como proteinas e carboidratos, sendo esse, inclusive, o aspecto mais
determinante dos efeitos nutricionais e toxicoldgicos em pequenos ruminantes (OTERO;
HIDALGO, 2004). Esses taninos sdo, por sua vez, classificados de acordo com a presenca
de OH na posi¢ao C-3 do anel B (R3), em prodelfinidina, ou na auséncia de OH, em
procianidina. Os monomeros de procianidinas sdo a catequina e a epicatequina € os
mondmeros de prodelfinidina sdo a galocatequina e a epigalocatequina (BRUNET;

HOSTE, 2006).

Dentre os principais efeitos biologicos dos taninos condensados estéd a capacidade
de ligar-se a parede celular das bactérias presentes no rimen animal, causando a
degradacdo e inibicdo do seu crescimento ou de sua atividade enzimatica. Além disso,
podem se complexar com as proteinas provindas da alimentacdo, diminuindo a

viabilidade dos microrganismos em degrada-las e, com isso, o animal ganha peso mais
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rapidamente (WAGHORN, 2007). Os taninos condensados apresentam efeitos bioldgicos
e farmacoldgicos que incluem atividades antibacterianas e antivirais, efeitos antioxidantes
e antiinflamatérios, além de propriedades antimutagénicas e antitumorais (BRUYNE,
1999). Nos animais, os taninos condensados sao substancias importantes que promovem
o aumento da absor¢do de aminoacidos, como a metionina ¢ a cisteina, aumento na taxa
de ovulacdo, ganho de peso e aumento na producdo de leite (WAGHORN; McNABB,
2003). Em relacdo ao efeito antiinflamatdrio, os taninos condensados sdo capazes de
inibir a 6xido-nitrico-sintase-induzida (iNOS), a ciclooxigenase-2 (COX-2), a liberagao
da proteina C reativa (PCR), e o fator nuclear kappa B (NF-kB) de células hepaticas
(GARCIA-MENDIAVILLA et al., 2007).

2.2.2 Acidos fenélicos

Os acidos fendlicos caracterizam-se por apresentarem em sua estrutura quimica
um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila
e/ou metoxila na molécula (SOARES et al., 2008). A estrutura quimica desse grupo
quimico consiste de dois grupos, que sao derivados do acido hidroxibenzodico e do 4cido
hidroxicinamico. Os 4acidos hidroxibenzoicos incluem os dacidos galico, p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, que t€ém estrutura comum, (C6-C1).
Os acidos hidroxicinamicos s@o compostos aromaticos com trés carbonos que formam
uma cadeia lateral (C6-C3), como os acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico,

sendo os mais comuns (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

Esses acidos podem apresentar varias atividades bioldgicas, tais como
propriedades antioxidantes, antinflamatdrias, anticarcinogénicas, antibacterianas e
antifingicas (CHOI et al., 2007). Nas plantas, essas substancias se acumulam em varios
orgaos e ndo apresentam uma distribuicao homogénea nos tecidos vegetais. A maior parte
dos acidos fenolicos encontra-se associada a componentes estruturais, enquanto que
alguns se encontram na forma de flavonoides e uma minoria como acidos livres
(ZADERNOWSKI; NACZK; NESTEROWICZ, 2005). Os estadios de maturagao das

plantas influenciam na concentracdo desses acidos, podendo estar associado aos
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componentes estruturais, como a lignina, aos polissacarideos ou a ambos os elementos

simultaneamente (SUN; SUN; ZHANG, 2001).

2.2.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos largamente distribuidos no reino vegetal e
encontram-se presentes em todas as partes da planta na forma de glicosidios ou agliconas
e sdo comuns em dietas animais e humanas. Os flavonoides, principalmente as
antocianinas e os flavonois, ocorrem quase que exclusivamente em plantas superiores,
atraindo polinizadores e disseminadores de sementes. Além da pigmentagdao ou da
coloracdo em frutas, flores, sementes e folhas, eles apresentam importantes atividades
biologicas, agindo na sinalizagdo entre plantas e microbios, na defesa como agentes
antimicrobianos e na prote¢cdo a radiacdo ultravioleta (SILVA et al., 2015; WINKEL-
SHIRLEY, 2002). Dessa forma, a pesquisa com flavonoides ¢ motivada por duas questdes
principais que sdo a diversidade estrutural muito ampla e o grande espectro de atividades

biologicas atribuidas a substancias pertencentes a esse grupo.

Os compostos polifendlicos sdo biossintetizados a partir da via dos
fenilpropanodides e do acetato, precursores de varios grupos de substincias como
aminoacidos alifaticos, terpendides, acidos graxos, dentre outros (DORNAS et al., 2007).
Eles participam de importantes fungdes no crescimento, desenvolvimento e na defesa dos
vegetais contra o ataque de patogenos. Estima-se que mais de oito mil flavonoides ja
foram identificados. Sao compostos de baixo peso molecular, consistindo em 15 d&tomos
de carbono, organizados na configuragdo C6—C3—C6. A estrutura quimica consiste em
dois anéis aromaticos, unidos por trés carbonos, formando um anel heterociclico
(MERKEN; BEECHER, 2000; TAPAS; SAKARKAR; KAKDER, 2008; SANDHAR et
al., 2011).

Variagdes no anel heterociclico (anel C) resultam em importantes classes de
flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas), isoflavonas

e antocianidinas. J4, as substituigdes dos anéis aromaticos (A e B) originam diferentes
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compostos dentro de cada classe de flavonoides, garantindo a grande diversidade
estrutural encontrada nos flavonoides. Essas varia¢des ocorrem devido a pequenas
modifica¢des quimicas na estrutura basica, tais como hidroxila¢do, metilacdo, acilacao,

glicosilagdo, hidrogenacao, malonilagdes e sulfatagdes (MACHADO et al., 2008).

Os principais representantes dos flavonoides sdo: a) catequinas, epicatequinas,
luteoforol, procianidinas e  theaflavinas; b) flavonas, encontradas quase que
exclusivamente em frutas citricas, sendo a hesperidina e a naringerina seus principais
representantes; c¢) flavonois: presentes exclusivamente em frutas e folhas, sendo
representados pelas quercetinas, rutinas, micertinas e camferoéis; d) isoflavonoides, que
em alguns casos sdo chamados de isoflavonas, encontrados nas leguminosas,
particularmente na soja [(Glycine max (L.) Merrill], ¢ representados principalmente pela

daidzeina e genisteina (LAZARY, 2010).

Peterson et al. (2003) apontam que os flavonoides apresentam uma série de
propriedades farmacologicas que lhes permitem favorecer a saide humana. As principais
classes desses compostos sdo as antocianinas e as flavonas, encontradas em frutas, chas,
ltpulo, nozes e dgua de coco. Por essa razdo, eles vém despertando um grande interesse
visando a comercializagdo, de acordo com as suas propriedades medicinais. Estudos
epidemioldgicos mostraram, por exemplo, que dietas ricas nesses compostos estido
associadas ao baixo risco de doencas cardiovasculares e algumas formas de cancer
(YOCHUM et al., 1999; KNEKT et al., 1996). Entretanto, Silva et al. (2015) afirmam
que os estudos avaliando as ac¢des medicinais desses compostos em humanos sao
escassos, € 0s que estdo relatados na literatura cientifica sdo tidos como inconclusivos por
muitos especialistas, em funcdo das analises epidemioldgicas ndo terem confirmado a

correlagdo entre o consumo de flavonoides e a melhora da saude.

As propriedades relacionadas a satde humana e animal exercidas pelos
flavonoides sdo baseadas principalmente na sua atividade antioxidante, atuando como
sequestradores de radicais livres e quelantes de metais nocivos capazes de catalisar a

peroxidagdo de lipideos (PRIOR; CAO, 2000). Conforme Kim et al. (2004), os
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flavonoides apresentam propriedades antiinflamatorias, antitumorais, antimicrobianas,
imunomodulatorias e antitromboticas. Heijnen et al. (2002) demonstraram que a
quercetina possui um excelente potencial antioxidante in vitro, sendo o flavonoide com o
maior poder sequestrador de espécies reativas de oxigénio. Contudo, Silva et al. (2015)
alertam que as agdes realizadas na planta, bem como o seu potencial medicinal, dependem
amplamente do sinergismo entre a estrutura quimica dos flavonoides e as estruturas
quimicas de outras classes de compostos, como os terpenos. Ainda ndo estd claro o
mecanismo entre a atividade medicinal e a sua estrutura quimica, mas sabe-se que ha
diferencas individuais dentro de cada classe desses compostos, que, por sua vez,

dependem do estadio fenologico da planta.

2.3  Propriedades terapéuticas e bioativas de Lotus spp.

Muitas plantas desempenham um papel crucial na manutengao da vida animal e
humana. Durante a evolu¢do humana muita interacdes com outros organismos foram
estabelecidas com consequéncias para ambos, de diversas maneiras. As plantas
desenvolveram mecanismos bioquimicos para se defender de antagonistas biologicos que
atuam como seus inimigos naturais. Esse principio tem levado os cientistas a procurar
compostos bioativos produzidos pelas plantas contra os agentes patogénicos

(YOSHIHARA; MINHO; YAMAMURA, 2013).

O uso de plantas contendo compostos bioativos para o controle de helmintos no
trato gastrointestinal, seja como opg¢des fitoterapicas ou nutracéuticas, tem sido uma area
de pesquisa em crescimento nos ultimos anos (SANDOVAL-CASTRO et al., 2012).
Nesse sentido, Makkar, Francis e Becker (2007) apontam que o uso de plantas ricas em
taninos condensados pode ser indicado como uma alternativa no controle de helmintos
em ovinos, por exemplo, reduzindo o uso de produtos quimicos, assim como os custos de
producdo. As espécies de Lotus spp. poderiam ser incorporadas na alimentagao de ovinos
para reduzir a dependéncia das drogas anti-helminticas, uma vez que ha relatos de que
reduzem a carga parasitaria (MARLEY et al., 2003; NIEZEN et al., 1998). Extratos de
taninos condensados de serradela (Onobrychis viciifolia Scop.), cornichdo-dos-banhados

¢ cornichdo foram testados in vitro contra helmintoses provocadas por Cooperia
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oncophora e Ostertagia ostertagi, e ambos mostraram-se eficientes no controle dos
vermes (NOVOBILSKY et al., 2011).

Os nematddeos gastrointestinais do abomaso e do intestino delgado representa
problema importante na satde animal. Além disso, o desenvolvimento de resisténcias
anti-helminticas sido relatado em cabras, ovelhas e gado. Essa ¢ uma razao crucial para
encontrar alternativas para drogas quimicas. Em estudos in vitro, foi demonstrado que os
taninos condensados pode reduzir a eclosdo dos ovos, a motilidade larval e o
desprendimento de larvas infectantes (GIRARDI et al. (2014). Em estudos in vivo, os
taninos condensados reduziram a quantidade de ovos presentes nas fezes reduzindo o
nimero de vermes adultos no abomaso e no intestino delgado e diminuindo a fertilidade
de fémeas (HOSTE et al., 2006). Shepley et al. (2015) demonstraram que o uso de
cornichdo reduziu a contagem de ovos fecais de parasitas em novilhas leiteiras sem

impacto prejudicial sobre o crescimento dos animais.

Dalmarco et al. (2010) observaram elevada atividade antibacteriana da cv. Sao
Gabriel. Conforme os autores a atividade observada poderia ser atribuida aos compostos
bioativos isolados do tipo kaempferitrina e dcido oleandlico que mostraram importantes
atividades antibacteriana. Os resultados validam o uso da planta em medicina veterinaria
e mostra que a kaempferitrina ¢ um dos principais compostos responsaveis pelo efeito
antibacteriano. Sendo assim, as espécies de Lotus spp. despertam interesse como plantas
forrageiras, ja havendo relato de sua atividade antioxidante e antiproliferativa
(TROUILLAS et al.,, 2003), atribuida aos taninos condensados (DIXON; XIE;
SHARMA, 2005). Reynaud e Lussignol (2005) identificaram em folhas e flores de
cornichdo flavonoides, como kaempferol e quercetina, o que reforca sua importancia
como planta bioativa. Girardi et al. (2014) reforcam que as propriedades biologicas do
cornichdo tém sido atribuida principalmente a presenga de taninos condensados,

flavonoides e glicosideos fenolicos.

O cornichdo foi utilizado em pesquisas etnomedicinais para problemas da

musculatura esquelética, doengas genitais e sexuais, picadas de cobra, dor abdominal e
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estbmago, € como um sedativo e diurético (ALAMGEER et al., 2013). Efeitos
anticancerigenos foi empregado a uma lectina especifica de galactose. Foram observadas
atividades antiproliferativas e anti-locomocdo para células cancerosas leucémicas
humanas (THP-1), células do cancro do pulmao (HOP62) e carcinoma colorretal
metastatico (HCT116), e também caracteristica para indugao de apoptose em células
THP-1 (RAFIQ et al., 2013). Segundo Waller et al. (2001), algumas cultivares de Lotus
spp. podem ser toxicos na presenca de enzimas que degradam os glicosideos
cianogénicos, dando origem ao 4cido cianidrico, este conhecimento ¢ essencial para a
selecdo de cultivares ndo toxicas a serem cultivadas como forragem ou utilizados para

outras finalidades.

O problema da resisténcia de microrganismos ¢ crescente e a perspectiva futura do
uso de drogas, incerta. Por este motivo, torna-se imperativo adotar medidas para enfrentar
o problema, entre elas a do controle no uso de medicamentos, a do desenvolvimento de
pesquisas para uma melhor compreensao dos mecanismos genéticos da resisténcia
microbiana e a da continuagdo dos estudos acerca de novas drogas, sejam elas sintéticas
ou naturais (NASCIMENTO et al., 2000). Durante as ultimas décadas novas doencas
infecciosas surgiram e algumas infec¢des tém reemergido. Neste sentido, hé a perspectiva
de que novos agentes infecciosos aparecam e causem sérias ameacas no século XXI.
Além disso, a eficacia dos agentes antimicrobianos disponiveis atualmente esta
diminuindo rapidamente com o aumento da resisténcia, causada principalmente pela

utilizacao indiscriminada dos antimicrobianos (SILVEIRA et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado mediante a condugao de quatro experimentos, a fim de
verificar a composi¢do fenolica e a bioatividade de extratos elaborados com material

vegetal de cultivares de Lotus spp.

Experimento 1 - Validagdo de métodos analiticos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para determinagdo de prodelfinidinas em cultivares de Lotus spp.
Experimento 2 - Determinacdo de compostos fendlicos em cultivares de Lotus spp.
Experimento 3 - Atividade antimicrobiana de extratos fracionados de cultivares de Lotus
spp.

Experimento 4 - Citotoxicidade dos extratos fracionados de cultivares de Lotus spp.

3.1  Local e periodo

Os experimentos foram realizados de abril de 2015 a outubro de 2017, na

Universidade de Passo Fundo.

3.2  Cultivares de Lotus spp.

Foram testadas duas cultivares de L. corniculatus (UFRGS e Sao Gabriel) ¢ duas
cultivares de L. uliginosus (Maku e Serrano). A cv. UFRGS foi desenvolvida pelo Prof.
Dr. Miguel Dall’Agnol, na instituigdo de mesmo nome. A cv. Sdo Gabriel foi
desenvolvida na década de 50 na Estagdo Experimental de Sa3o Gabriel, Rio Grande do
Sul. A cv. Maku ¢ da Nova Zelandia e a cv. Serrano foi desenvolvida na Estagao

Experimental da Epagri, em Lages, Santa Catarina.
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3.3  Cultivo das plantas e obtencdo do material vegetal

As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno e mantidas em ambiente
aberto (Figura 2). Os vasos foram preenchidos com 90 kg de solo, que apresentou os
atributos: pH em H»O: 5,5; indice SMP: 6,0; P: 38,5 mg/dm?; K: 398 mg/dm?; Al: 1.6
mmolc/dm?; Ca: 59,8 mmolc/dm?; H+Al: 43,6 mmolc/dm?; CTC: 138,1 mmolc/dm?;
saturagdo por bases: 68,4%; saturacdo por Al: 1,7%; saturacdo por potéassio: 7,4%. A
analise para argila, matéria organica e magnésio mostraram os seguintes resultados: 420
g/dm’®, 35 g/dm? e 24,5 mmolc/dm®. As anélises foram realizadas pelo Laboratério de

Solos da Embrapa Trigo, de acordo com metodologia de Tedesco et al. (1995).

Figura 2 - Cultivo de Lotus spp. para obtencdo de material vegetal para elaboracdo de
extratos. Passo Fundo, 2015

a
20/03/2015 -\

Fonte: Dados do autor.

Apoés a semeadura, em 02/04/2015, as plantas foram mantidas ao ar livre, sem
restricao hidrica. A irrigagao foi efetuada sempre que necessario, com auxilio de regador,
até o ponto de escorrimento. Para obter material vegetal suficiente para elaboragdo dos
extratos, as plantas foram submetidas a cortes periddicos, uma vez que os cornichdes aqui
testados sdo perenes e apos os cortes emitem nova brotacdo. Assim, para a obtencdo de

extratos a partir de plantas em estadio vegetativo, isto €, somente com caules e folhas,
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foram feitos quatro cortes. J4, ao entrarem em florescimento, que determina o estadio
reprodutivo das plantas, foi feito somente um corte. Os cortes foram feitos com tesoura,
a 5 cm da base das plantas, nas seguintes datas: a) no estadio vegetativo: 28/08, 29/09,

30/10 e 28/11/2015; b) estadio reprodutivo: 12/01/2016.

Nas amostras do estadio reprodutivo foi realizada a separagdo botanica de uma
subamostra por unidade experimental a fim de determinar a propor¢do de folhas+caules
(F+C) e flores+frutos (FL+FR). Apds esse procedimento, as amostras foram pesadas e
levadas a estufa de aeragdo for¢ada, a 30 °C, por 72 horas. Ap6s esse periodo, as amostras
foram pesadas novamente a fim de se obter o valor total de material colhido durante o
periodo de cultivo (Tabela 1). Em seguida foi feita a moagem em moinho tipo Willie. O
material triturado foi armazenado em ambiente sem umidade e sem incidéncia de luz,

para minimizar a degradac¢do quimica.

Tabela 1 - Quantidade de material vegetal, em gramas de massa seca em cada unidade
experimental, obtida nos estadios vegetativo e reprodutivo de cultivares de
Lotus spp. Passo Fundo, 2016

Estadio vegetativo

Cultivar

Amostra | Amostra II Amostra II1 Amostra IV
UFRGS 576 542 538 486
Sao Gabriel 479 495 491 494
Maku 302 328 335 318
Serrano 352 354 346 313

Cultivar Estadio reprodutivo
Amostra [ Amostra 11 Amostra III Amostra IV
F+C | FHFR! | F+C | FI+FR! F+C | FI+FR! F+C | FHFR!

UFRGS 451 43,6 502 51,2 421 46,3 477 50,4
Sao Gabriel 389 42,8 361 39,7 491 54,1 547 61,1
Maku 513 56,4 367 62,3 602 66,2 597 65,6
Serrano 479 52,7 541 59,5 566 62,2 617 67,8

Fonte: Dados do autor.

Nota: Amostras referem-se ao material obtido em cada unidade experimental. (1) Propor¢do de
florestfrutos na média das amostras colhidas no estadio reprodutivo: UFRGS: 10,3%; Sdo Gabriel:
11%; Maku:11,7%; Serrano: 11%.
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3.4  Experimento 1 - Validacdo de métodos analiticos por CLAE para
determinacao de prodelfinidinas em Lotus spp.

Para essa etapa foram utilizadas SQR (substancias quimicas de referéncia) (-) -
galocatequina (GC) (Sigma Aldrich LOTE BCBH1066V) e (-)-epigalocatequina (EGC)
(Sigma Aldrich LOTE 011M1241V), principais representantes das prodelfinidinas, para

a validagdao do método.

3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As andlises foram realizadas em um cromatografo liquido (LC) Flexar Perkin
Elmer, contendo bomba binaria com gerenciamento de solventes e desgaseificador, com
injetor automatico Auto Sampler Flexar LC (volume de inje¢do foi de 20 pL), e com
detector PDA, ajustado em 225 nm. Para fase estaciondria, foi utilizada uma coluna
Browle C18 (250 mm x 4,6 mm, Sum). Para a fase movel, foi utilizado 10% de acetonitrila
(grau HPLC) e 90% de agua ultrapura (obtida em sistema Direct-Q da Millipore®) pH
3,4 ajustado com 4acido fosforico. O fluxo de fase movel foi de 1 mL/min. As injegdes
foram feitas de modo isocratico e a validagao do método foi feita de acordo com os
parametros exigidos pela legislagao vigente (BRASIL, 2017; ICH, 2005; INMETRO,
2011). As solugdes foram filtradas em membranas de porosidade 0,45um (Millipore)

antes de serem injetadas no sistema.

3.4.2 Validacédo do método

Para a validacdo do método foram avaliados os parametros de linearidade, limite
de deteccao (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo, exatidao e robustez (BRASIL,
2017; ICH, 2005; INMETRO, 2011).
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Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2017). A linearidade foi determinada a
partir da construcao de trés curvas analiticas contendo cinco concentragdes cada, as quais
variavam de 50-150,0 pg/mL, preparadas pela diluicdo de quantidades apropriadas de
solucao mae. As curvas analiticas foram obtidas pela plotagem das areas dos picos contra

as respectivas concentragoes.

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia e o modelo de regressao foi
avaliado pelo coeficiente de correlagdo, falta de ajuste e analise de residuos. Os residuos
foram examinados para verificar a normalidade (teste de Anderson-Darling, Shapiro-
Wilk e Ryan-Joiner), autocorrelacdo (teste de Durbin-Watson) e homocedasticidade

(igualdade ou homogeneidade de variancia) (teste de Cochran).

Limite de detecgéo e limite de quantificagio

O limite de deteccao (LD) ¢ a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condi¢des experimentais estabelecidas. A determinagdo do LD e do LQ foram realizadas

de acordo com as equagoes 1 ¢ 2.

D — DPa x 3
- IC
(1
0 — DPa x 10
Q= IC
(2)
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Em que DPa ¢ o desvio padrao do intercepto e o IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragao

média (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

Precisdo e exatiddo

A precisdo e exatiddo foram determinadas por inje¢ao de solugdes das SQRs em
diferentes concentragdes (50 a 150 pug/imL). Cada concentracao foi injetada no sistema em
triplicata. A repetibilidade (precisao intradia) foi avaliada durante o mesmo dia, nas
mesmas condigdes experimentais. O mesmo procedimento foi utilizado para a precisdao
intermediaria ou intermédia. A precisdo foi avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR) e
a exatidao foi mensurada pelo percentual de recuperagao (WOOD, 1999; BRASIL, 2017;
ICH, 2005).

Robustez

A robustez foi avaliada empregando delineamento de Plackett-Burman, usando
trés fatores em trés niveis (-1, 0 e +1). Os parametros investigados foram pH, fluxo e
concentragdo da fase movel. Cada elemento € constituido por um nivel alto e outro baixo
(Tabela 2). O delineamento fatorial foi submetido a aleatorizagdo no software Minitab,

resultando em nove testes (Tabela 3).

Tabela 2 - Fatores e niveis avaliados na robustez do método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia para determinag@o de prodelfinidinas. Passo Fundo, 2017

Niveis de robustez

Fatores Baixo Otimo Alto
Fluxo (mL/min) 0,9 1,0 1,1
Concentracao de acetonitrila (%) 89 90 9,1
pH 3,2 3.4 3,6
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Tabela 3 - Combinagdes geradas pelo software Minitab®, utilizando o delineamento de
Plackett Burman variando os fatores propostos (fluxo, concentracao de
acetonitrila e pH) para determinacdo de prodelfinidinas. Passo Fundo, 2017

Fatores
Experimento Fluxo (mL/min) Concentracao de pH
acetonitrila (%)
1 1,0 90 34
2 1,0 90 3.4
3 0,9 91 3,2
4 1,1 91 3,2
5 1,1 89 3,2
6 0,9 89 3,2
7 0,9 91 3,6
8 1,1 89 3,6
9 1,1 91 3,6

3.5 Experimento 2 - Determinagdo de compostos fenolicos em extratos
metanolicos de Lotus spp.

3.5.1 Extratos

Nesse ensaio foram avaliadas as concentracdes de procianidinas (catequina,
epicatequina), acidos fenolicos e flavonoides (rutina) de extratos elaborados com a parte
aérea das cultivares de Lotus spp. colhidas em dois estadios fenoldgicos (vegetativo e
reprodutivo). Dessa forma, foram testados oito extratos, decorrentes da combinacao
fatorial 4 (cultivar) x 2 (estddio fenoldgico). Para cada combinagdo cultivar/estadio
fenoldgico foi reunido o material obtido nas quatro repeticdes, a fim de obter-se
quantidade suficiente para obteng¢ao dos extratos. O material vegetal foi seco em estufa
de ar for¢ado a 40 °C e submetido a extragdo com metanol 50% na propor¢ao 1:10

(planta:solvente), em temperatura ambiente (20 °C) por sete dias (Figura 3).

Apo6s o periodo de maceragdo os extratos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida a uma temperatura ndo superior a 60 °C até a
obtencdo de extratos moles. Os extratos concentrados foram pesados para o calculo de

rendimento de extrato seco por matéria seca de planta. Foi feita a perda por dessecagao
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em balanga de infravermelho para a retirada de substancias volateis e dgua residual. A
partir dos valores obtidos na perda por dessecacao, calculou-se o percentual de extrato
seco (QUEIROZ; MORALIS; NASCIMENTO, 2002). A partir desse valor, foi calculada
a concentragdo de extrato mole necessaria para o preparo de uma solu¢do de 10 pg/mL
de extrato seco ressuspendido em metanol. Apos ressuspensao os extratos foram filtrados
em filtro para seringa com membrana poliestersulfonica (PES) com tamanho de poro de

0,22 um (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma do procedimento experimental para andlise de compostos
fenolicos por cromatrografia liquida de alta eficiéncia em Lotus spp. Passo
Fundo, 2015

[ Amostra de 10 g de matéria seca a 30 °C de Lofus spp. ]

[ Maceracdo planta: solvente (1:10) por sete dias (+ 20 °C) ]

[ Extratos filtrados e concentrados em rota evaporader (60 °C) ]

L J

|

p
Perda por dessecacéo (105 °C) e calculo de rendimento de extrato W

seco (extrato mole - % de Agua) = extrato seco

s

Ressuspensdo dos exiratos a 10 mg de extrato seco/mL solvente e
filtragem (0,22 pm)

[ 1% injecdo ] [ 23 injecdo ] 32 injecdo

L J

[ Concentracdo média de SQR, calculo do DPR, % MS ]

Fonte: Adaptado de Chini (2013, p. 74).

Apos a leitura por CLAE, os dados foram transformados em percentual de matéria
seca e submetidos a Anova. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade de erro.
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3.6  Experimento 3 - Bioatividade de extratos fracionados de Lotus spp.

3.6.1 Material vegetal

Para avaliacdo da atividade antibacteriana e antifingica de extratos fracionados

das quatro cultivares de Lotus spp. foi utilizado o material colhido no estadio vegetativo.

3.6.2 Tratamentos

Foi testada a bioatividade de 72 extratos fracionados decorrentes da combinacao
do tipo de fracdo (hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol, aquoso e bruto),

cultivar (Sao Gabriel, UFRGS, Maku e Serrano) e concentracao (1; 10 e 100 mg/mL).

3.6.3 Obtencéo dos extratos

O material vegetal foi submetido ao processo de turboextracio em um
liquidificador industrial de alta rotagdo por 15 minutos. Para extra¢dao, foram utilizados
40 g de material vegetal e 400 mL de agua destilada (Figuras 4 e 5). Apos o periodo da
turboextracao, os extratos foram filtrados com papel filtro. O filtrado passou para um funil
de separacdo de 500 mL, onde foram acrescentados 100 mL de solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e agua). Para a obtengao do
extrato bruto, foram macerados, por sete dias, 40 g do material vegetal em 100 mL de
agua destilada. Apds esse periodo as fragdes passaram por um evaporador rotatorio sob
pressao reduzida em temperatura ndo superior a 60 °C para evaporagao dos solventes ¢ a
obtencao de extratos moles, os quais foram acondicionados a 4 °C em geladeira até a data

da analise.
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Figura 4 - Turbo extracdo e separagdo das fragdes de extratos de cultivares de Lotus spp.
Passo Fundo, 2015

Nota: (a) turbo extragdo; (b) separacdo com uso de hexano; (c¢) separagdo com uso de diclorometano; (d)
separacdo com uso de acetato de etila; (e) separagdo com uso de butanol.

Figura 5 - Preparo dos extratos fracionados de cultivares de Lotus spp. Passo Fundo, 2015

Nota: (a) extratos fracionados (Frl: fragdo hexano; Fr2: fragdo diclorometano; Fr3: fragdo acetato de etila;
Fr4: fragdo butanol; Fr5: fragdo aquosa); (b) evaporador rotatério; (c) extratos fracionados secos.

3.6.4 Atividade antimicrobiana de extratos fracionados de Lotus spp.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio Multidisciplinar da Faculdade
Especializada na Area da Satde (FASURGS) e no Laboratorio de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Passo Fundo (UPF).

Os extratos fracionados foram testados quanto a atividade sobre bactérias
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 35218) e Streptococcus
mutans (ATCC 25175). E sobre os fungos: Candida albicans (ATCC 10231) ¢ um isolado
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de Penicillium sp. As cepas foram adquiridas do Laboratorio de Analises Clinicas do
Hospital Sao Vicente de Paulo, Passo Fundo, 2017. O isolado fingico pertence a micoteca
do Laboratério de Genética de Microrganismos da Universidade Federal do Parana

(LabGeM) sob o registro LGMF698.

Teste da atividade antibacteriana dos extratos

A avaliacao do potencial antibacteriano dos extratos fracionados foi testada pelo
método de disco difusdo. Como controles positivos foram utilizados: vancomicina (30

pg/mL) e ceftriaxona (30 pg/mL). Os ensaio foram realizados em triplicata.

Para a determinagdo da atividade antibacteriana, os indculos dos microrganismos
foram preparados em tubos contendo de 4 a 5 mL de solugdo fisiologica para obter
turvacdo equivalente ao do padrio 0,5 da escala de Mac Farland, aproximadamente 10°
UFC/mL. No ensaio de disco-difusdo, com auxilio de um swab estéril o indculo foi
semeado uniformemente em placa de agar Mitis salivarius de modo a preencher toda a
superficie do meio. Em seguida, discos de papel filtro adsorvidos com o extrato a ser
avaliado foram aplicados na superficie do 4gar obedecendo um tempo de no maximo 15

minutos apos a inoculagdo (Figura 6).

Figura 6 - Ensaio de disco-difusdo para avaliacao da atividade antibacteriana de extratos
fracionados de cultivares de Lotus spp. Passo Fundo, 2017

Notas: (a) organizacdo dos materiais em camara de fluxo laminar, (b) placa de Petri com os discos
impregnados com extrato sobre o agar Mitis salivarius; (c) placas prontas para incubagio em estufa.

Ricardo Antunes Flores 39



Para o preparo dos discos, recortes de papel filtro de 4 mm de didmetro
esterilizados em autoclave foram impregnados com 5 mg do extrato a ser avaliado. As
placas contendo o microrganismo e os discos foram incubadas em estufa bacteriologica
por 24 horas em temperatura de 35 = 2 °C. Apds a incubagdo, a presenca de halo de
inibicao do crescimento bacteriano ao redor do disco foi indicativa de atividade biologica

do extrato. A auséncia do halo de inibi¢ao foi considerada como inatividade.

Teste da atividade antifungica

A avaliagdo do potencial antifingico dos extratos fracionados (hexano,
diclorometano, acetato de etila, butanol, aquoso e bruto) foi testada pelos métodos de
microdilui¢do e de disco-difusdo. Os controles positivos utilizados foram cetoconazol
50,0 pg/mL. Para o ensaio de microdiluicdo também foram preparados: controle do
crescimento fungico (125 pL do caldo + 25 pL da suspensdo do microrganismo) e
controle da esterilidade do meio (150 puL do caldo). O diluente dimetilsulfoxido (DMSO)

1% foi usado como controle negativo. O ensaio foi realizado em quintuplicata.

O método de microdiluicdo em caldo foi baseado no Manual M27-A2 do NCCLS
(2002). Para isso, em cada pogo de uma placa de microdiluicdo com 96 cavidades foram
adicionados: 125 pL de caldo Sabouraud-dextrose, 15 pL do extrato a ser avaliado e 10
pL da suspensdo de indculo (Figura 7). As placas foram incubadas em estufa

bacteriologica 48 h em temperatura de 35 +2° C.

Diluigdes sucessivas foram realizadas para a avaliagdo do extrato ou fra¢do nas
seguintes concentragdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8 e 3,9 ug/mL.
Previamente ao teste, os fungos foram cultivados em agar Sabouraud dextrose 48 h/30-
35 °C. Apos a ativacao, padronizou-se o inoculo, que consistiu na preparacdo de uma
suspensdo fungica em salina, com turvacao similar ao tubo 0,5 da Escala Mac Farland (1
x 10® UFC/mL) para a levedura. O in6culo de Penicillium sp. foi padronizado em 10*

conidios/mL de solugdo fisiologica apos contagem em Camara de Neubauer.
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Figura 7 - Avaliacdo do potencial antifingico dos extratos fracionados de cultivares de
Lotus spp. pelo método de microdiluigdo. Passo Fundo, 2017
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Nota: (a) ensaio de microdiluigdo contra Candida albicans, presenga de turvagdo na maioria dos pogos; (b)
ensaio de microdilui¢do contra Penicilium sp. 24 horas apds o teste, turvagdo inicial em alguns
pocos; (c) ensaio de microdiluigdo contra Penicilium sp. apds 48 horas do teste, pogos com
crescimento fingico inibido.

Ap6s o periodo de incubagdo a turvagdo do caldo foi considerada indicativa de
multiplicagdo do microrganismo, consequentemente auséncia de atividade
antimicrobiana. Os pog¢os que ndo apresentaram turbidez apds a incubagdo foram

considerados como presenca de atividade antifingica.

Para a realizacdo do ensaio de disco-difusdo o indculo do fungo C. albicans foi
preparado em um tubo contendo 4 a 5 mL de solugdo fisioldgica para obter turvagio
equivalente ao do padrdo 0,5 de Mac Farland, aproximadamente 10° UFC/mL. Com
auxilio de um swab estéril o inoculo foi semeado uniformemente em placas de agar
Sabouraud Dextrose de modo a preencher toda a superficie do meio. Em seguida, discos
de papel filtro adsorvidos com o extrato a ser avaliado foram aplicados na superficie do

agar obedecendo a um tempo de no maximo 15 minutos apods a inoculagao.

Para o preparo dos discos, recortes de papel filtro de 4 mm de didmetro
esterilizados em autoclave foram impregnados com 5 pL do extrato a ser avaliado. As
placas contendo o microrganismo ¢ os discos foram incubadas em estufa bacteriologica
por 48 h em temperatura de 35 = 2 °C. Apds a incubacgao, a presenga de halo de inibi¢ao
do crescimento fingico ao redor do disco foi indicativa de atividade biologica do extrato
(Figura 8). A auséncia do halo de inibi¢ao foi considerada como inatividade do extrato

avaliado.
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Figura 8 - Ensaio de disco-difusdo de fragdes acetato de etila obtido com material vegetal
da cv. Sdo Gabriel (Lotus corniculatus) contra Candida albicans. Passo
Fundo, 2017

Os dados dos dois ensaios (atividade antibacteriana e antifingica) foram
submetidos a analise da variancia em modelo bifatorial (cultivar de Lotus spp. x
concentragdo do extrato) seguido de comparacao de médias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro. A Anova foi realizada individualmente por extrato (Tabela 4).

Tabela 4 - Modelo do quadro de andlise de variancia usado para teste da atividade
antimicrobiana de extratos fracionados de Lotus spp. Passo Fundo, 2017

Fontes de variagao Graus de liberdade
Cultivar de Lotus spp. 3
Concentra¢ao do extrato fracionado 2
Cultivar x Concentragao 6
Erro 24
Total 35

3.7  Experimento 4 - Atividade citotoxica de extratos fracionados de Lotus spp.

3.7.1 Local e periodo

O ensaio foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Avancada

da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo.
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3.7.2 Extratos de Lotus spp.

Foram avaliados quanto a citotoxicidade 140 extratos fracionados (fracdes:
hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol ¢ aquoso) elaborados com o material
vegetal colhido no estadio vegetativo de quatro cultivares de Lotus spp. (item 3.3) em sete
concentragdes decrescentes (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312 ¢ 0,156 mg/mL). Para isso, o
material vegetal foi ressuspendido em agua destilada contendo 1% de dimetilsulfoxido
(DMSO) para se obter uma solu¢ao-mae com concentragao final de 50 mg/mL de DMSO
em 20 mg/mL de RPMI (meio liquido de cultura de células). Em seguida, os extratos
foram filtrados em filtro de seringa estéril de 0,22 um (Figura 9).

Figura 9 - Extratos de cultivares de Lotus spp. Passo Fundo, 2015

Nota: (a) ressuspensao do extrato seco; (b) extratos filtrados em membrana com 0.22 pm.

Células-alvo

As células utilizadas para o teste foram de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22),
cultivadas em meio essencial minimo ou RPMI (MEM; Invitrogen Brasil LTDA, Sao
Paulo, SP, Brasil) e suplementadas com 5% de soro equino (SE) ou soro fetal bovino
(SFB; Cultilab Materiais para Cultura de Células Ltda, Campinas, SP, Brasil).
Respectivamente, 100 U/mL de penicilina e 100pug/mL de estreptomicina (Nutricell
nutrientes celulares LTDA, Campinas, SP, Brasil) foram utilizadas para amplificacdo e

quantificagdo das placas para o teste de citotoxicidade.

Ricardo Antunes Flores 43



3.7.3 Teste de viabilidade celular de extratos fracionados de Lotus spp.

A atividade in vitro dos extratos fracionados foram testadas em células de cultivo,
para investigar toxicidade dessas substancias em células MDBK, determinando-se a
concentragdo citotoxica para 50% das células (CCsp), como controle positivo, foi

utilizado nos ultimos pogos da placa uma solucao de 1% de DMSO em agua destilada.

A agao citotoxica dos 140 extratos fracionados, foi investigada através do ensaio
colorimétrico com sal de tetrazolium MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) foi utilizado para testar a toxicidade dos extratos para as células de
cultivo. Células MDBK (1,6 x 10° células/cavidade de placas de poliestireno com 96
cavidades) foram incubadas por 24 h a 37 °C em estufa de CO; a 5% com diluicdes
seriadas dos extratos, em quadruplicata, e submetidas ao teste de MTT adaptado de Garré
et al. (2007). Apo6s 24 h de incubacdo com o extrato, removeu-se o sobrenadante e
adicionou-se 50puL de MTT (lug/mL em MEM) por cavidade, e as células foram
incubadas (MDBK por 2 h) a 37 °C em estufa de CO> a 5%. A placa de 96 cavidades foi
submetida a um leitor de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) comprimento

de onda de 550 nm.

Os valores de absorbancia correspondentes a leitura da placa apo6s a incubagao
com MTT nos comprimentos de onda estabelecido foram respectivamente subtraidos.
Com os modulos dos valores resultantes confeccionou-se um grafico de viabilidade
celular X concentragdao da substancia teste, valendo-se do programa Excel. A partir dos
dados da regressao linear extraiu-se o valor de IC50 correspondente adotando-se valor de
R?=0,90. A viabilidade celular foi calculada para cada concentragdo de extrato testada

pela seguinte formula: células viaveis (%) = média (extrato) x 100/média (controles).
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3.7.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia, com comparacao de médias

pelo teste de Tukey a 5% de significancia. A ANOVA foi realizada individualmente, por

extrato (Tabela 5).

Tabela 5 - Modelo do quadro de andlise de variancia usado para teste da citotoxicidade
de extratos fracionados de Lotus spp.

Fontes de variagao Graus de liberdade
Cultivar de Lotus spp. 3
Concentragdo do extrato fracionado 6
Cultivar x Concentragao 18

Erro 84

Total 111
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Validacdo dos métodos analiticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para determinacdo de prodelfinidinas

O método foi considerado linear no intervalo testado de 50 a 150 ug/mL para
ambas SQR. O valor do R? foi maior que 0,99 para as duas substincias, galocatequina e
epigalocatequina (Figura 10). Os residuos mostraram-se normalmente distribuidos. Foi
observada auséncia de autocorrelagdo e homocedasticidade dos dados, ou seja, sem
valores discrepantes (Tabela 6). O LD foi de 0,77 pg/mL e de 2,34 pg/mL para
galocatequina (GAL) e epigalocatequina (EPG), respectivamente. O LQ foi de 0,45
pg/mL e de 1,37 pg/mL para a GAL e EPG, respectivamente, demonstrando a alta

sensibilidade do método.

Figura 10 - Curva de calibragdo média (n=3) das substincias galocatequina e
epigalocatequina. Passo Fundo, 2017
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Fonte: Dados do autor.
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Tabela 6 - Resultado da analise estatistica das curvas de calibracdo para o pardmetro de
linearidade para galocatequina e epigalocatequina. Passo Fundo, 2017

Pardmetro Teste estatistico Galocatequina  Epigalocatequina
Regressao (ANOVA) p- valor® 1,836 E-23" 8,411 E-25
Falta de ajuste (ANOVA) p- valor® 1,930 E-06" 1,857 E-05"
Autocorrelagio (Durbin- Watson) p- valor® 0,0109" 0,01135"
Homoscedasticidade Cochran 0,398 0,498
Anderson Darling
p- valor® 0,47 0,15
Shapiro- Wilk
_ b * *
Teste de normalidade p-valor . 0,65 0,13
Kolmogoronov-Smirnov
p-valor® 0,26 0,13"
Ryan- Joiner
p-valor® 0,58" 0,19

Notas: * Significancia estatistica; valor critico para o teste de Cochran (5; 3): 0,6838 (a0 = 5%).
(a) p<0,05;
(b) p>0,05.

Para a precisdo e exatiddo, os valores de DPR foram menores que 5% em todas as
concentragcdes analisadas e os percentuais de recuperagdo ficaram proximos a 100%,
demonstrando a precisdo e exatiddo do método (Quadro 1). Dessa forma, os métodos
empregados apresentaram-se precisos e exatos e desvio padrdo relativo apresentou
valores dentro do critério de aceitacao de até 5% (ICH, 2005).

Quadro 1 - Estudos de precisdo das substidncias quimicas de referéncia (SQR),
galocatequina e epigalocatequina em solugdes-padrao. Passo Fundo, 2017

Nivel Recuperagio (%) = DPR (Precisdo Intradia) Recuperagio
o
sqr | () rcisio
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Interdia)
50 99,64 + 0,56 99,86 + 0,88 99,76 £+ 1,06 99,75+ 0,11
Galocatequina 100 99,09+ 0,12 | 100,03 + 0,68 100,09 + 0,41 100,00 + 0,09
150 100,11 £0,05 | 100,35 +0,28 99,81 + 0,38 100,09 + 0,27
Média Intradia £+
DPR (%) 99,61 +£0,24 | 100,08 +£0,61 99,89 + 0,62
50 100,90 £ 0,27 | 100,83 + 1,01 100,57 + 0,65 100,77 £ 0,17
Epigalocatequina 100 99,12 + 0,06 98,84 + 0,36 98,98 £ 0,25 98,98 £0,14
150 100,32 £0,21 | 100,44 £ 0,21 100,23 £ 0,26 100,33 £0,11
Média Intradia +
DPR % 100,11 £0,18 | 100,04 +0,53 99,93 + 0,37
Fonte: Dados do autor.
Nota: D.P.R — Desvio padrao relativo
... Dado numérico nao disponivel
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O resultado da robustez do método empregado, mostrado pelo diagrama de Pareto
(Figuras 11 e 12), revelou a magnitude e a importancia de cada efeito. O grafico mostra
nas barras o valor absoluto dos efeitos e desenha uma linha vertical que representa o t-
valor critico (0= 5%). Os fatores estudados (pH, fluxo e concentragdo de acetonitrila) ndo
apresentaram efeito significativo sobre a quantificacdo das SQR, demonstrando que o

método foi robusto para ambas as substancias avaliadas.

Figura 11 - Robustez do método para determinacao de galocatequina. Passo Fundo,

2017
Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é Area Galo; a = 0,05)

Termo 2,365
Fator Mome
A fluxo
B ph

B C conc ACH

0,0 0.5 1,0 15 20 25
Efeitos Padronizados

Figura 12 - Robustez do método para determinagdo de epigalocatequina. Passo Fundo,

2017
Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é Area Epigalo; o = 0,05)
Termo 2,365
Fator Mome
A fluxe
B ph
C C conc ACN

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25
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O método ¢ robusto quando se mantém inalterado diante de pequenas variagdes
controladas de alguns pardmetros (BRASIL, 2017). A robustez de um método
cromatografico ¢ avaliada pela variagdo de pardmetros como a concentracao do conteudo
de solvente organico na fase méovel em = 2%, o pH da fase movel em 0,1 unidade de pH
ou a temperatura da coluna em + 5 °C. Se essas mudangas estiverem dentro dos limites
de exatiddo, precisao e seletividade aceitaveis, entdo o método possui robustez e tais
variagdes podem ser incorporadas ao procedimento sem prejuizos aos resultados. O teste
aqui testado atendeu os critérios de robustez, sendo que a diferenga foi apenas o solvente,

que, neste estudo, foi acetonitrila.

A qualidade ¢ indicativa da confianca que se pode esperar do método durante o
seu uso cotidiano (SAITO, 2007). Com os resultados da validacdo aqui realizados, ficam
assegurados os resultados dos proximos trabalhos que utilizarem a quantificagdo por
CLAE para GAL e EPG pelo equipamento usado. O método foi validado para ambas SQR
e se mostrou linear no intervalo testado de 50 a 150 pg/mL, exato, preciso e robusto,

adequado para a quantifica¢ao dessas prodelfinidinas em extratos de Lotus spp.

4.2  Composicdo fendlica de extratos metanodlicos de cultivares de Lotus spp.
colhidas em distintos estadios fenoldgicos

A concentracdo de compostos fenodlicos foi estimada em equivalente de
galocatequina, epigalocatequina, catequina, epicatequina, acido caféico, acido fertlico,
acido p-cumarico, acido vanilico e rutina de extratos elaborados com a parte aérea das
plantas colhidas em dois estddios fenologicos. Foram testadas duas cultivares de L.
corniculatus (Sdo Gabriel e UFRGS) e duas cultivares de L. uliginosus (Maku e Serrano),
colhidas no estaddio vegetativo e, posteriormente, quando floresceram (estadio

reprodutivo).

A concentra¢do de acidos fendlicos nos extratos foi afetada pela interagdo
gendtipo x estadio fenoldgico (Tabela 7). No acido cafeico, somente a cv. UFGRS
mostrou maior quantidade desse composto fenolico no extrato elaborado com material

colhido no estadio vegetativo, ao passo que para os demais o material oriundo de plantas
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florescidas (estadio reprodutivo) exibiram maiores concentragdes. A cv. Sao Gabriel
mostrou a maior quantidade de acido cafeico, superando a cv. UFRGS, que ¢ da mesma
espécie, em mais de dez vezes, e cerca de trés vezes as duas cultivares de L. uliginosus.
Ja, quanto ao acido ferulico, observou-se maior concentragdo nos extratos de plantas
colhidas em estadio vegetativo. Nos dois estadios fenoldgicos, as cultivares de L.
corniculatus superaram as cultivares de L. uliginosus quanto a quantidade desse

composto.

Tabela 7 - Concentragdo (1) de 4cidos fendlicos em extratos metandlicos elaborados com
a parte aérea de cultivares de Lotus spp. colhidas em distintos estadios
fenologicos. Passo Fundo, 2017

Estadio Cultivar?
fenologico UFRGS Sdo Gabriel Maku Serrano
Acido cafeico
Vegetativo 0,022 bC 0,348 aA 0,101 aB 0,106 aB
Reprodutivo 0,191 aA 0,150 bA 0,041 bB 0,016 bB
Acido fertlico
Vegetativo 0,246 aB 0,343 aA 0,102 aC 0,129 aC
Reprodutivo 0,137 bA 0,139 bA 0,048 bB 0,000 bC
Acido p-cumarico
Vegetativo 0,156 aA 0,161 aA 0,060 aB 0,099 aB
Reprodutivo 0,134 aA 0,158 aA 0,074 aB 0,000 bC
Acido vanilico
Vegetativo 0,095 aB 0,149 aA 0,066 bD 0,083 aC
Reprodutivo 0,067 bB 0,084 bA 0,072 aB 0,019 bC

Nota: Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em g/kg de massa seca.
(2) L. corniculatus: UFRGS e Sao Gabriel; L. uliginosus: Maku e Serrano.

A concentracdo do 4cido p-cumadrico ndo variou entre os estadios fenologicos,
salvo para a cv. Serrano, cujo extrato no estadio reprodutivo ndo mostrou qualquer traco
desse composto. Tal como foi verificado nos acidos fertlico e cafeico, evidenciou-se
variabilidade interespecifica para a quantidade de acido p-cumaérico, com superioridade
para as cultivares de L. corniculatus. O acido vanilico foi observado em maior quantidade

na cv. Sao Gabriel e, nessa cultivar, o extrato com material oriundo de plantas em estadio
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vegetativo exibiu a maior concentracdo. A cv. Serrano mostrou as menores quantidades

desse composto.

No total dos acidos fenolicos aqui quantificados, L. corniculatus foi a espécie com
a maior quantidade desses compostos, em especial, a cv. Sdo Gabriel com a maior
concentracdo nos estadios vegetativos € maior concentragdo de &cidos fendlicos
pesquisados. Essa cultivar teve, aproximadamente, o dobro em relagao a cv. UFRGS, da
mesma espécie (Figura 13). As cultivares de L. uliginosus mostraram similaridade entre
si, exceto para os extratos elaborados com material colhido no estadio reprodutivo, em

que a cv. Maku superou a cv. Serrano na concentragao de acidos fenolicos.

Figura 13 - Concentrag@o de acidos fendlicos (1) de cultivares de L. corniculatus e L.
uliginosus em extratos metandlicos elaborados com a parte aérea de
cultivares de Lotus spp. colhidas em distintos estadios fenoldgicos. Passo

Fundo, 2017
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Sao Gabriel UFRGS Serrano Maku
Cultivares de Lotus spp.
Fonte: Dados do autor.
Nota: Lotus corniculatus: cvs. Sao Gabriel e UFRGS; L. uliginosus: cvs. Serrano e Maku.

(1) Em g/kg de massa seca.

A concentracao de rutina variou entre cultivares de Lotus spp., mas o efeito variou

de acordo com o estadio fenoldgico (Tabela 8), evidenciando interacdo dos fatores
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testados. Nas cultivares de L. corniculatus observou-se maior quantidade de rutina em
extratos elaborados com material vegetal colhido no estadio reprodutivo,
independentemente da cultivar (p>0,05). Por outro lado, em L. uliginosus, as cultivares
exibiram comportamento oposto: a cv. Maku mostrou maior concentragdo de rutina no

estadio reprodutivo e o oposto foi verificado na cv. Serrano.

Tabela 8 - Concentracdo (1) de rutina em extratos metanolicos elaborados com a parte
aérea de cultivares de Lotus spp. colhidas em distintos estadios fenologicos.
Passo Fundo, 2017

Estadio Cultivar?

fenologico UFRGS Sao Gabriel Maku Serrano
Vegetativo 0,012 bA 0,030 bA 0,161 aB 0,296 aA
Reprodutivo 1,352 aA 1,376 aA 0,335 bA 0,027 bB

Nota: Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em g/kg de massa seca.

(2) (2) L. corniculatus: UFRGS e Sao Gabriel; L. uliginosus: Maku e Serrano.

Chini (2013) verificou que a concentracao de rutina variou de 0,1 a 3,1 g/kg de
MS na cv. Serrano e UFGRS, respectivamente, e, a concentragao de quercetina variou de
0,0 a 1,0 glkg de MS na cv. Serrano e UFGRS, respectivamente. Girardi et al. (2014)
também verificaram diferenga entre genotipos de Lotus spp. quanto a rutina, em que a cv.
Sao Gabriel mostrou 0,29% p/p, em relagdo a concentragdo de rutina em L. tenuis (cv.

Larrafiaga) que apresentou 0,88% p/p.

A concentragdo de epicatequina nos extratos teve efeito conjunto dos fatores
avaliados (genotipo x estadio fenoldgico) (Tabela 9). A concentragdo epicatequina, na cv.
UFGRS, mostrou a maior quantidade desse composto fenélico no extrato elaborado com
material colhido no estadio vegetativo, destacando-se também no estadio reprodutivo. Da
mesma forma, mas com valores menores quantificados, as cvs. Sdo Gabriel, Maku e
Serrano apresentaram concentragdes maiores no estadio vegetativo em comparagdo ao
reprodutivo. Considerando a variabilidade genotipica em cada estadio, a cv. UFRGS
apresentou a maior quantidade de epicatequina, superando a cv. Sdo Gabriel, da mesma

espécie, em mais de duas vezes, ¢ cerca de trés a seis vezes nas cultivares de L. uliginosus.
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Quanto a epigalocatequina, observou-se maior concentracdo nos extratos de
plantas em estadio vegetativo. Em ambos os estadios fenologicos, a cv. Sdo Gabriel de L.
corniculatus e a cv. Serrano de L. uliginosus apresentaram as maiores quantidade desse
composto (Tabela 9). A concentracdo de taninos condensados em leguminosas ¢ variavel
de acordo a alguns fatores, que podem ser: genéticos, edaficos ou fenoldgicos
(ESCARAY et al., 2007). Conforme Chini et al. (2013), o conhecimento da interelagdo
destes fatores ¢ de fundamental importancia para o manejo do cultivo destas espécies,
como as do género Lotus, pois possibilitarda melhorar a concentracdo de taninos e,
consequentemente, o potencial forrageiro. O aumento no teor de compostos fenolicos
pode estar associado a estratégia biossintética para formagdo de mondémeros durante o

periodo da primavera.

Tabela 9 - Concentragdo (1) de epicatequina e epigalocatequina em extratos metanolicos
elaborados com a parte aérea de cultivares de Lotus spp. colhidas em distintos
estadios fenoldgicos. Passo Fundo, 2017

Estadio Cultivar
fenologico UFRGS Sdo Gabriel Maku Serrano
Epicatequina
Vegetativo 1,340 aA 0,491 aB 0,373 aC 0,211 aD
Reprodutivo 0,770 bA 0,351 bB 0,187 bC 0,028 bD
Epigalocatequina
Vegetativo 0,013 aB 0,022 bA 0,016 aB 0,022 aA
Reprodutivo 0,014 aB 0,017 aAB 0,000 bC 0,018 bA

Notas: Médias seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (p>0,05).

(1) Em g/kg de massa seca.

Assim como a alteragcdo de fotoperiodos durante as diferentes estagdes do ano
pode interferir na produ¢do dos metabdlitos secundarios dos vegetais como uma
estratégia de defesa da planta, principalmente os compostos fendlicos que sao agentes de
defesa contra varios tipos de estresse causados por patdogenos ou condi¢des ambientais
adversas (TREUTTER, 2001). Veber et al. (2015) observaram em folhas de jamboldo
(Syzygium cumini) maiores teores de compostos fendlicos quando comparadas aos cinco

diferentes estagios de maturagdo do fruto e flores em relacdo aos métodos de extragao
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empregados, destacando o extrato hidroetandlico 50% (v/v). A capacidade antirradical
livre dos melhores resultados obtidos para compostos fendlicos revelaram diferengas nas

fontes de compostos bioativos presentes nas folhas e (frutos + flores).

Quanto a catequina, nao houve efeito do estadio fenoldgico. No entanto, as
cultivares mostraram diferenga quanto a concentragdo desse mondmero (Figura 14). As
duas cultivares de L. uliginosus apresentaram comportamento oposto, ja que a cv. Maku
teve a maior concentragdo de catequina e a cv. Serrano exibiu a menor concentragao desse
composto. As duas cultivares de L. corniculatus nao variaram entre si ¢ mostraram
quantidades intermediarias de catequina. Chini et al. (2016) observaram em experimentos
de tolerancia a acidez, que a cv. S@o Gabriel apresentou a menor variacdo no teor de
procianidina quando cultivado em solo com Al. O contrério foi observado para a UFRGS,
que mostrou o dobro desse polifenol em solo com Al em relagdo ao cultivado em solo
sem Al. Janke et al. (2010) demonstraram em estudos anteriores que a cv. UFRGS tem
mais tolerancia ao Al do que outras cvs. de cornichdao (Draco e Sao Gabriel), os achados
deste estudo indicam possivel associagdo entre tolerdncia a acidez e producao de
procianidinas nesta espécie. Essa relacdo nos conteudos de catequina e epicatequina

poderiam ser usados como marcadores quimicos para a tolerancia ao Al.

A galocatequina apresentou variagdo somente entre os estadios fenologicos, sem
ser afetado pelo genotipo. No estadio vegetativo obteve-se 60% a mais desse composto

em relacao ao observado no estadio vegetativo (Figura 15).

Nas quatro cultivares avaliadas observou-se que as procianidinas (catequina e
epicatequina) foram preponderantes sobre as prodelfinidinas. Isso foi mais evidente na
cv. Serrano, que apresentou entre 60 e 90% a mais de procianidinas em relagdo as
prodelfinidinas. Nas cvs. UFRGS, Sao Gabriel e Maku a proporcao entre esses grupos
foram similares. Em relagdo a propor¢do de procianidinas e prodelfinidinas, o estadio
vegetativo produziu 90% para 10% e no estadio reprodutivo foi de 86% para 14% (Figura
16). Os resultados nao condizem com o que ¢ apontado na literatura quanto a proporcao

de procianidinas (PC) e prodelfinidinas (PD) em Lotus uliginosus. De acordo com
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Meagher et al. (2004), essa espécie possui maior proporcao de PD em relacao a PC, que
foi estimada em 19:81 e de 84:16 em L. corniculatus. Sivakumaran et al. (2006)
evidenciaram a mesmo, ou seja, hapredominancia de prodelfinidina em L. uliginosus e de

procianidina em L. corniculatus.

Figura 14 - Concentragdo de catequina (1) de extratos metandlicos elaborados com a parte
aérea de cultivares de Lotus corniculatus e L. uliginosus Passo Fundo, 2017

0,21 B

0,12 C

N

—
__E
-

Maku Sdo Gabriel UFRGS Serrano
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Nota: Letras diferentes sobre as colunas indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as cultivares pelo
teste de Tukey.

(1) Em g/kg de massa seca na média dos estadios fenoldgicos (vegetativo e reprodutivo)

Waghorn, Shelton e McNabb (1994) evidenciaram que o consumo de espécies
de plantas com altos teores de taninos condensados, acima 50 g/kg de MS, reduz de forma
significativa o consumo voluntario, enquanto que concentra¢des baixas a moderadas
podem melhorar a utilizagdo digestiva dos alimentos. Nos resultados da presente
pesquisa, os valores de taninos condensados, expressos em procianidina e prodelfinidina,
mostraram-se inferiores a 50 g/kg de MS. Conforme Barry e McNabb (1999), existe efeito
negativo do consumo de L. pedunculatus com teor de TC> 50 g/kg de MS sobre o
consumo voluntario de ovelhas, o que nao foi percebido quando os mesmos animais
consumiram o cornichdo, que possui apenas 34-44 g TC/kg de MS. Segundo Escaray et
al. (2007), os cornichdes apresentam entre 1-5 pg de taninos condensados/g de matéria

seca. Para Schofield, Mbugua e Pell (2001), existe uma diferenca marcante entre os
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valores absolutos reportados na literatura sobre o contetdo de taninos condensados nas
espécies de Lotus spp. Isso se deve provavelmente a existéncia de muitas metodologias

para a quantificacao desses compostos fendlicos.

Figura 15 - Concentracdo de galocatequina (1) de extratos metandlicos elaborados com a
parte aérea de cultivares de Lotus spp. colhidas em distintos estadios
fenoldgicos. Passo Fundo, 2017
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Vegetativo Reprodutivo
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Nota: (1) Em g/kg de massa seca, na média das cultivares de Lotus spp.

Chini et al. (2016) observaram que em solo com maior acidez, a cv. UFRGS
destacou-se pelo maior teor de taninos condensados e que a cv. Serrano teve menor teor
desses metabolitos. No presente estudo foi observado os mesmos resultados quanto a
concentragdo de taninos condensados, a cv. UFRGS apresentou maior concentracdo ¢ a
cv. Serrano a menor. Girardi et al. (2014) observaram em todos os extratos de Lotus spp.
a presencga de catequina e epicatequina. No seu estudo, a concentracao de catequina foram
de 0,23% (cv. Serrano), e 0,58% (cv. Sdo Gabriel). As concentragdes de epicatequina

foram 0,59% (cv. Serrano), e 2,54% (cv. S@o Gabriel).
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Figura 16 - Propor¢do de procianidinas e prodelfinidinas (1) em extratos metanolicos
elaborados com a parte aérea de cultivares de Lotus spp. colhidas nos estadios
vegetativo (EV) e reprodutivo (ER). Passo Fundo, 2017
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Nota: (1) Procianidinas: ) catequina e epicatequina; prodelfinidinas: ) galocatequina e epigalocatequina
quantificadas em g/kg de massa seca.

4.3  Atividade antimicrobiana de extratos fracionados de Lotus spp.

4.3.1 Atividade antibacteriana

Para determinar a atividade antimicrobiana dos extratos de Lotus spp. foram
realizados ensaios de disco-difusdo em agar e de micro diluicdo em caldo. Uma variedade
de métodos pode ser empregada para medir a atividade in vitro de agentes
antimicrobianos contra microrganismos (VANDEN BERGHE; VLIENTINCK, 1991).
Cada método ¢ baseado em um principio distinto e os resultados obtidos podem ser
influenciados pelo método escolhido, pelos microrganismos utilizados no teste e pelo
grau de solubilidade de cada extrato. Existem varias metodologias para a avaliacao da

atividade antimicrobiana, para detec¢ao da atividade contra bactérias e contra fungos. Sao
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conhecidos por ensaios bioautograficos, e podem ser por difusdo e/ou de dilui¢ao (RIOS;

RECIO; VILLAR, 1988).

O teste de suscetibilidade a antimicrobianos por disco-difusao representa um dos
métodos de maior importancia clinica realizados pelos laboratérios de microbiologia em
todo o mundo (SEJAS et al., 2003), pois ¢ pratico e de facil execugdo e realizado para
bactérias de crescimento rapido. O preparo emprega reagentes relativamente economicos,
nao ha necessidade de equipamentos especiais, além de apresentar grande flexibilidade
na escolha do niimero e tipo de antimicrobianos a serem testados. Algumas cepas de
bactérias sdo mais exigentes nutricionalmente, o requer suplementacdo dos meios de

cultura para que seja realizado (JORGENSEN; TURNIDGE; WASHINGTON, 1999).

O método de disco-difusao desenvolvido por Bauer et al. (1966) ¢ um dos métodos
mais utilizados nos laboratérios de microbiologia no Brasil. Ele é baseado na difusdo
através do dgar de um antimicrobiano impregnado em um disco de papel-filtro. A difusao
do antimicrobiano no meio de cultivo leva a forma¢ao de um halo de inibicao do

crescimento bacteriano (JORGENSEN; TURNIDGE; WASHINGTON, 1999).

a) Disco-difuséo de extratos vegetais de Lotus spp.

Os extratos brutos das cultivares UFRGS, Sao Gabriel, Maku e Serrano foram
testados como antibacteriano para cepa E. faecalis. A cv. UFRGS apresentou as maiores
médias de didmetro de halos em todas as concentracdes testadas (Tabela 10). A cv. Sao
Gabriel apresentou halo de inibigdo nas concentracdes de 100 e 10 mg/mL, a cv. Maku
em 100 e 10 mg/mL e Serrano somente na concentragdo de 100 mg/mL. Contra E. coli o
cv. Serrano apresentou média de halo de 0,93 cm nas concentragdes de 100 e 1 pg/mL,
sendo diferente estatisticamente pelo teste de médias na concentracao de 10 mg/mL, com

média de 0,80 cm de halo.

As cvs. Sdo Gabriel, Serrano e Maku ndo apresentaram diferengas significativas
entre as médias na concentracao de 100 mg/mL. A cv. Serrano diferiu estatisticamente da

cv. Maku na concentracdo de 1 mg/mL. A cv. UFRGS ndo teve agdo inibitoria no
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crescimento de E. coli em nenhuma das concentragdes testadas. A a¢do do extrato bruto
¢ uma novidade, uma vez que ndo existe nenhum relato de testes antimicrobianos para

esse tipo de extrato.

Tabela 10 — Valor médio dos didmetros dos halos de inibicdo (1) de crescimento
microbiano, submetidos a técnica de disco-difusdo de extratos bruto de
cultivares Lotus spp. em distintas concentragdes. Passo Fundo, 2017

Concentragdo (mg/mL)

Cultivar 1 10 100
Enterococcus faecalis
UFRGS 0,93 aB 1,13 aA 1,23 aA
Sao Gabriel 0,00 cB 0,73 bA 0,73 bA
Maku 0,00 bC 0,40 cB 0,70 bA
Serrano 0,00 cB 0,00 dB 0,70 bA
Escherichia coli

UFRGS 0,00 cA 0,00 cA 0,00 bA
Sdo Gabriel 0,00 cC 0,80 aB 0,93 aA
Maku 0,70 bB 0,66 bB 0,86 aA
Serrano 0,93 aA 0,80 aB 0,93 aA

Notas: Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

Os extratos brutos das cvs. Sdo Gabriel e Serrano apresentaram atividade contra
C. albicans. A cv. Serrano apresentou atividade em todas as concentragdes avaliadas e a
cv. Sdo Gabriel, nas concentracdes de 100 e 10 mg/mL. Na concentragdo de 10 pg/mL a
cv. Serrano apresentou atividade bioldgica estatisticamente superior a cv. Sdo Gabriel

(Tabela 10).

A fracdo hexano do extrato de Lotus spp. das cvs. UFRGS, Sdo Gabriel e Serrano
inibiram significativamente o crescimento de Enterococcus faecalis em todas as
concentragdes avaliadas. O extrato da cv. Maku ndo apresentou atividade contra o
microrganismo. Entretanto, os extratos das cvs. S3o Gabriel e Serrano apresentaram
atividade contra E. coli em todas as concentragdes avaliadas, sendo que a cv. Sdo Gabriel
apresentou os maiores halos de inibi¢do, porém nao houve interacao significativa. As

demais cvs. UFRGS e Maku néo inibiram o crescimento da cepa de E. coli (Tabela 11).
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Diferente deste trabalho, mas com objetivos semelhantes, Koelzer et al. (2009)
analisarm e isolaram da fragdo de hexano da cv. Sdo Gabriel, um terpenoide (metabolito
secundarios), identificado como 4cido oleandlico, que mostrou atividade antibacteriana
moderada contra trés bactérias gram-positivas (E. faecium, E. faecalis e Streptococcus
pneumoniae). Horiuchi et al. (2007) apontaram em seus experimentos uma importante
atividade antibacteriana desse composto contra as mesmas cepas bacterianas testadas por
sua equipe. Marthanda Murthy et al. (2005) estudaram a atividade antibacteriana de
terpenoides e justificaram a atividade pela capacidade em perturbar as membranas das
bactérias. As possiveis agdes inibitdrias quanto as cepas bacterianas observadas neste

estudo podem ser justificadas, em parte, pela acao desses produtos.

Koelzer et al. (2009) também isolaram da fracdo de hexano o composto B-
sitosterol, um esterol que ndo mostrou atividade antibacteriana significativa. Porém,
Nazif (2002) relatou atividade inibitdria para o mesmo composto. Os extratos da fracao
hexano das cvs. UFRGS, Sao Gabriel e Serrano apresentaram valores médios de halos de
inibigdo contra E. faecalis. Possivelmente, justificando tal efeito pelo autor anterior que

comprovou atividade antibacteriana em E. coli.

A fragdo hexano da cv. Maku inibiu o crescimento de C. albicans em todas as
concentragdes avaliadas, diferindo significativamente dos demais gendtipos nas
concentragdes de 1 e 10 mg/mL. A mesma fracdo, a cv. Serrano também inibiu o

crescimento de C. albicans nas concentragdes de 10 ¢ 100 mg/mL (Tabela 11).

A fragao diclorometano dos extratos de UFRGS, Sao Gabriel e Serrano inibiu o
desenvolvimento do E. faecalis, mas a cv. Maku nao apresentou efeito em nenhuma das
concentragdes testadas. As cvs. UFRGS e Sao Gabriel tiveram médias de inibi¢ao de E.
faecalis muito semelhantes. A cv. Serrano apresentou inibigdo somente na concentragao

de 100 mg/mL com 0,63 cm, e a cv Maku ndo apresentou halo inibitorio. (Tabela 12).

Contra E. coli, a fracao diclorometano da cultivar Serrano obteve a maior média

de halo de inibi¢ao 1,03 cm, sendo significativamente semelhante a cv. Sao Gabriel (0,86
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cm), mas diferindo estatisticamente da cultivar UFRGS (0,73 cm) na concentragdo de 100
mg/mL. Para a concentracao de 10 mg/mL a cv. Serrano apresentou a maior média (0,93
cm), diferindo estatisticamente das demais. Na concentra¢do de 1 mg/mL as cvs. Serrano

e Sao Gabriel ndo diferiram entre si pelo teste de médias.

Tabela 11 - Valor médio dos didmetros dos halos de inibicdo (1) de crescimento
microbiano, submetidos a técnica de disco-difusdo de extratos hexano de
cultivares Lotus spp. em distintas concentragdes. Passo Fundo, 2017

Concentracdo (mg/mL)

Cultivar 1 10 100
Enterococcus faecalis
UFRGS 0,67 aC 1,00 aB 1,26 aA
Sao Gabriel 0,63 aA 0,70 bA 0,76 cA
Maku 0,00 bA 0,00 cA 0,00 dA
Serrano 0,63 aB 0,66 bB 0,96 bA
Escherichia coli
UFRGS 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
Sao Gabriel 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
Maku 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA
Serrano 0,00 aA 0,00 aA 0,00 aA

Nota: Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

Moriwaki et al. (2017) destacaram que os resultados verificados apontam a
importancia dos trés solventes, agua, etanol e diclorometano na extra¢ao dos compostos
fenolicos de folhas. Devido a sua polaridade, o maior teor de polifenois totais foi extraido

com etanol e diclorometano em iguais proporcoes.

A fragdo acetato de etila de todas as cultivares inibiu o crescimento de E. faecalis.
O maior halo de inibi¢do ocorreu na cv. Maku, com 1,53 cm de halo na concentracido de
I mg/mL. Nessa concentragdo somente a cv. UFRGS ndo apresentou halo. A mesma
fragdo também teve atividade contra E. coli. As cvs. UFRGS e Maku ndo apresentaram
halo de inibicdo na concentracdo de 1 mg/mL, porém, nessa concentragdo, a cv. Serrano

diferiu estatisticamente da cv. Sdo Gabriel (Tabela 13).

Todas as cultivares, nas concentragdes de 100 e 10 mg/mL da fra¢do acetato de

etila, inibiram a E. coli, sendo que a cultivares Sao Gabriel ¢ Maku apresentaram as

Ricardo Antunes Flores 61



maiores médias (0,86 e 0,83 cm) (Tabela 13). Koelzer et al. (2009) relatou que na fragao
acetato de etila de extratos da cultivar Sdo Gabriel foi observada atividade bacteriostatica
(MIC = 800 pg/mL) contra as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus e E. faecalis e
contra a bactéria Gram-negativa Acinetobacter calcoaceticus. O presente estudo
demonstrou que as fragdes hexano e acetato de etila apresentaram melhores atividades
antibacterianas do que das demais fragdes estudadas. A fragao acetato de etila do extrato
da cultivar S3o Gabriel apresenta um flavonoide com atividade antibacteriana

(KOELZER et al., 2009).

Tabela 12 — Valor médio dos diametros dos halos de inibi¢cdo (1) de crescimento
microbiano, submetidos a técnica de disco-difusdo de extratos
diclorometano de cultivares Lotus spp. em distintas concentracdes. Passo

Fundo, 2017
. Concentracdo (mg/mL)
Cultivar 1 10 100
Enterococcus faecalis
UFRGS 0,70 aB 0,76 bAB 0,90 aA
Sao Gabriel 0,73 aB 0,96 aA 0,90 aA
Maku 0,00 bA 0,00 cA 0,00 cA
Serrano 0,00 bB 0,00 cB 0,63 bA
Escherichia coli
UFRGS 0,00 bB 0,73 bA 0,73 bA
Sao Gabriel 0,66 aB 0,73 bAB 0,86 abA
Maku 0,00 bA 0,00 cA 0,00 cA
Serrano 0,73 aB 0,93 aA 1,03 aA

Nota: Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

Dalmarco (2009) também relatou atividade antibacteriana da canferitrina com
valores de CIM e CBM semelhantes ao do antibidtico de referéncia (gentamicina). Abdel-
Ghani et al. (2001) também demonstraram atividade antibacteriana da canferitrina contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas. Ombui e Nduhiu (2005) destacaram a
atividade antibacteriana da canferitrina frente a bactéria Bacillus cereus e Reynaud e
Lussignol (2005) demonstraram a presenca de flavonoides em partes aéreas de Lotus
japonicus e em outras variedades de Lotus. Os flavonoides possuem a capacidade de

causar danos ao DNA em bactérias, podem se complexar a parede celular bacteriana
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inibindo a divisdo celular e inibir a atividade da GTPase (URGAONKAR; SHAW, 2007).
Sandhar et al. (2011) afirmaram que os flavonoides mais lipofilicos podem atuar

rompendo membranas microbianas.

Tabela 13 — Valor médio dos diametros dos halos de inibicao (1) de crescimento
microbiano, submetidos a técnica de disco-difusdo de extratos acetato de
etila de cultivares Lotus spp. em distintas concentragdes. Passo Fundo,

2017
Cultivar Concentragdo (mg/mL)
1 10 100

Enterococcus faecalis
UFRGS 0,00 bB 0,60 aA 0,73 aA
Sao Gabriel 0,83 bB 0,96 abAB 1,13 aA
Maku 1,53 aA 0,70 bB 0,76 bB
Serrano 0,93 aA 1,06 aA 1,03 aA

Escherichia coli

UFRGS 0,00 cB 0,63 bA 0,70 bA
Sdo Gabriel 0,63 bB 0,73 aB 0,86 aA
Maku 0,00 cC 0,60 bB 0,83 aA
Serrano 0,73 aA 0,63 bA 0,70 bA

Nota: Médias seguidas de mesma letra, maiuscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

Os maiores halos de inibi¢ao formados pela fracdo butanol contra E. faecalis
foram das cvs. Serrano e UFRGS. Na concentracao de 100 mg/mL, UFRGS e Sao Gabriel
obtiveram as maiores médias, nao distinguindo estatisticamente. A cv. Serrano
apresentou a maior média de halo na concentragdo de 100 mg/mL. Para o teste da fracdo
butanol contra E. coli houve inibi¢do por todos as cultivares. A maior média do halo foi
da cv. Serrano, porém sem diferir de Maku e UFRGS, mas diferiu da cv. Sdo Gabriel na

concentragdo de 100 mg/mL (Tabela 14).

A fragdo aquosa dos extratos de todas as cultivares apresentaram halos de inibi¢ao
contra E. faecalis ¢ E. coli (Tabela 15). A cv. UFRGS apresentou a maior média entre as
cultivares, diferindo significativamente da cv. Sdo Gabriel na concentracdo de 100
mg/mL contra E. faecalis. Na concentragdo de 10 mg/mL, ocorreu atividade de todos as

cultivares contra E. faecalis e pelo teste de médias nao houve diferengas significativas
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entre as cultivares. Contra E. faecalis, na concentra¢ao de 1 mg/mL, foram observadas
diferencas significativas para a atividade das cvs. Sdo Gabriel e UFRGS em relagdo a cv.

Serrano. A cv. Maku ndo apresentou halo de inibi¢do nessa concentragao.

Tabela 14 - Valor médio dos didmetros dos halos de inibigdo (1) de crescimento
microbiano, submetidos a técnica de disco-difusao de extratos butanolicos
de cultivares Lotus spp. em distintas concentracdes. Passo Fundo, 2017

Concentragdo (mg/mL)

Cultivar

1 10 100
Enterococcus faecalis
UFRGS 0,90 aA 1,13 aA 1,10 bA
Sdo Gabriel 0,83 aAB 0,63 bB 1,06 bA
Maku 0,00 bA 0,00 cA 0,00 cA
Serrano 0,63 aB 0,63 bB 1,56 aA
Escherichia coli
UFRGS 0,83 aA 0,76 aA 0,80 abA
Sdo Gabriel 0,00 bB 0,70 aA 0,70 bA
Maku 0,66 aB 0,70 aAB 0,86 abA
Serrano 0,80 aA 0,76 aA 0,93 aA

Nota: Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, nao diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

Na mesma linha de pesquisa, Koelzer et al. (2009) testou a atividade
antibacteriana do extrato bruto e das fragdes aquosas e butandlicas da cv. Sdo Gabriel. A
atividade dos extratos foi considerada inativa para os microrganismos testados até¢ 1000
mg/mL. Por outro lado, a fracdo hexano demonstrou uma atividade antibacteriana
moderada para a bactéria gram positiva Bacillus cereus, um fraco efeito antibacteriano
em E. faecalis, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis e as bactérias gram-negativas Acinetobacter calcoaceticus ¢ Providencia

alcalifaciens.

A cv. Sdo Gabriel foi a mais ativa em relagdao a atividade antimicrobiana nos
testes, pois apresentou inibigdo para todas as bactérias avaliadas. A bactéria E. faecalis
foi o microrganismo mais sensivel aos tratamentos e a todos os extratos testados. A fracao
acetato de etila foi a fragdo mais ativa, atuando como antimicrobiano, causando inibi¢ao

de crescimento para todos os microrganismos testados. Quanto a concentrado dos
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extratos, a inibigdo sempre foi maior quanto maior foi a concentragao do extrato (100
mg/mL: 10 mg/mL: 1 mg/mL). Diante desses resultados, o fracionamento com solventes

organicos de polaridade descrescente foi importantes para o teste.

Tabela 15 - Valor médio dos didmetros dos halos de inibicdo (1) de crescimento
microbiano, submetidos a técnica de disco-difusdo de extratos aquosos de
cultivares Lotus spp. em distintas concentragdes. Passo Fundo, 2017

Concentragdo (mg/mL)

Cultivar 1 10 100
Enterococcus faecalis
UFRGS 0,60 aB 1,06 aA 1,10 aA
Sao Gabriel 0,70 aA 0,80 aA 0,70 bA
Maku 0,00 bB 0,86 aA 1,03 abA
Serrano 0,10 bB 0,76 aA 0,76 abA
Escherichia coli
UFRGS 0,80 aB 0,96 aA 1,00 aA
Sao Gabriel 0,86 aB 0,93 aAB 1,06 aA
Maku 0,60 bB 0,83 aA 0,93 aA
Serrano 0,86 aA 0,83 aA 0,93 aA

Nota: Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

4.3.2 Atividade antifungica

Os extratos brutos das cvs. Sdo Gabriel e Serrano apresentaram atividade contra
C. albicans. A cv. Serrano apresentou atividade em todas as concentragoes avaliadas e a
cv. Sao Gabriel, nas concentragdes de 100 e 10 mg/mL. Na concentracao de 10 mg/mL a

cv. Serrano apresentou atividade bioldgica estatisticamente superior a cv. Sdo Gabriel

(Tabela 16).

A fragdo hexano da cv. Maku inibiu o crescimento de C. albicans em todas as
concentragdes avaliadas, diferindo significativamente dos demais gendtipos nas
concentragdoes de 1 e 10 mg/mL. A mesma fragdo, a cv. Serrano também inibiu o

crescimento de C. albicans nas concentragdes de 10 e 100 mg/mL (Tabela 16).
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Tabela 16 - Valor médio dos diametros dos halos de inibi¢do (1) de crescimento do fungo
C. albicans, submetidos a técnica de disco-difusdo de deis extratos de
cultivares Lotus spp. em distintas concentragdes. Passo Fundo, 2017

Concentragdo (mg/mL)

Cultivar 1 10 100
Extratos bruto
UFRGS 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA
Sdo Gabriel 0,00 bB 0,96 aA 1,10 aA
Maku 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA
Serrano 0,76 aA 0,83 bA 0,83 aA
Extratos hexano
UFRGS 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA
Sdo Gabriel 0,00 bA 0,00 cA 0,00 bA
Maku 0,73 aB 0,93 aA 0,83 aAB
Serrano 0,00 bB 0,76 bA 0,76 aA
Extratos diclorometano
UFRGS 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
Sdo Gabriel 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
Maku 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA
Serrano 1,00 aB 0,93 aB 1,10 aA
Extratos acetato de etila
UFRGS 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA
Sdo Gabriel 0,63 aB 0,70 aAB 0,80 abA
Maku 0,00 bB 0,66 aA 0,70 bA
Serrano 0,66 aB 0,73 aB 0,90 aA
Extratos butandlico
UFRGS 0,83 aA 0,76 aA 0,80 abA
Sao Gabriel 0,00 bB 0,70 aA 0,70 bA
Maku 0,66 aB 0,70 aAB 0,86 abA
Serrano 0,80 aA 0,76 aA 0,93 aA
Extratos aquoso

UFRGS 0,00 bB 0,70 aA 0,73 bA
Sao Gabriel 0,63 aC 0,76 aB 1,03 aA
Maku 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA
Serrano 0,00 bA 0,00 bA 0,00 cA

Nota: Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey (p>0,05).

(1) Em centimetros.

A fragdo diclorometano dos cvs. UFRGS, Sao Gabriel e Maku nao houve inibicao
do crescimento de C. albicans. Para essas fragdo, a cv. Serrano apresentou inibigao do
microrganismo com médias que nao diferiram significativamente (Tabela 16). A fracao
acetato de etila de Sdo Gabriel, Serrano e Maku inibiram C. albicans em diferentes

concentragdes, em que as cultivares Serrano e Sdo Gabriel apresentaram as maiores
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médias (0,90 e 0,80 cm) (Tabela 16). Somente a cv. Serrano inibiu C. albicans com a

fracao butanol do extrato (Tabela 16).

Para a fra¢do aquosa do extrato a inibi¢ao do crescimento do fungo C. albicans
foi observada somente nas cultivares UFGRS e Sao Gabriel. O maiores halos foram de
1,03, 0,76 ¢ 0,63 cm nas concentragdes de 100, 10 e I mg/mL na cultivar Sdo Gabriel.
Em comparagdo com a cultivar UFRGS, a cultivar Sdo Gabriel apresentou diferencas
entre as médias nas concentracdes de 100 e 1 mg/mL, porém na concentragao de 10

mg/mL ndo apresentaram médias estatisticamente diferentes (Tabela 16).

No teste para o fungo filamentoso Penicillium sp. os extratos da fragao de hexano
das cvs. de L. corniculatus (UFRGS e Sao Gabriel) e L. uliginosus (Maku) inibiram
completamente a germinacdo de conidios de Penicillium a uma concentragdo de 100 mg
/mL. O extrato da cv. Serrano (L. uliginosus), ndo apresentou nenhum efeito para o fungo

filamentoso.

Girardi et al. (2014), avaliaram a atividade antifungica de extratos do Lotus spp.
observando agdo contra os fungos filamentosos Alternaria sp. e Fusarium sp. submetidos
a tratamento com 100 pl/mL de extratos das cultivares Serrano e Sao Gabriel. No mesmo
trabalho, os extratos das cultivares Larrafiaga e Sdo Gabriel inibiram o crescimento do
micélio em pelo menos um dos fungos testados, indicando a importincia de avaliar

diferentes espécies e cultivares.

Azhar et al. (2004) descreveram a atividade antifungica de extratos de Lotus
garcinii contra Aspergillus niger, Alternaria solani, Penicillium funiculosium,
Microsporum canis e Pleuroetus oustreatus. Em outro aspecto, Girardi et al. (2014)
analisaram o perfil fitoquimico dos extratos de Lotus spp. e foi revelada a presenca de
cumarinas, flavonoides e taninos, compostos diretamente relacionados a atividade
antifungica. Este trabalho serve de embasamento tedrico para destacar a importancia da
extracao vegetal por solventes de polaridades decrescente, cada composto quimico tera

afinidade com o seu semelhante. Dessa forma os trabalhos na area da farmacognosia,
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possuem uma grande importancia e uma certa versatilidade na escolha de qual produto

utilizar para a extragdo desejada.

4.4  Experimento 4 — Teste de viabilidade celular de extratos fracionados de
Lotus spp.

Os testes de citotoxicidade sdo essenciais para as fases iniciais de
desenvolvimento de drogas antivirais, uma vez que definem a concentragao a ser utilizada
em etapas posteriores de avaliacdo. Além disso, evitam danos celulares e asseguram a
seletividade dos virus in vitro (EISENBRAND et al., 2002). Analise de citotoxicidade
pelo método do MTT, que se baseia na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT), permite definir facilmente a citotoxicidade
(BERRIDGE et al., 1996). Esse método ¢ um dos indicadores colorimétricos de
viabilidade celular mais utilizados, sendo capaz de avaliar a func¢do celular mitocondrial
de acordo com a reducao enzimatica do sal de tetrazolio pelas desidrogenases

mitocondriais nas células vidveis (MOSMANN, 1983).

Neste experimento, houve efeito interativo dos fatores testados (cultivar x
concentragao do extrato) para as fragcdes hexano, diclorometano e butanol, bem como para
o extrato aquoso. Assim, o efeito da regressdo da citotoxicidade em funcdo da
concentragdo variou conforme a cultivar. De acordo com o percentual de inibicdo do
crescimento celular os extratos foram classificados em: a) sem atividade: 1 a 20% de
inibicdo do crescimento celular observado; b) com pouca atividade: inibi¢des de
crescimento celular variando de 20 a 50%; c) com atividade moderada: inibicdo de
crescimento celular variando de 50 a 70%; e d) com muita atividade: inibi¢do de

crescimento variando de 70 a 100%.

Para a fracdo hexano, a regressao foi significativa apenas para as cultivares Maku
e Sdo Gabriel, ao passo que para a fracdo diclorometano, esse resultado foi verificado
para esses genotipos e, também, para a cv. UFRGS (Figura 17). O extrato da fracdo
hexano da cv. S3o Gabriel apresentou efeito inibitério em todas as concentragdes. A

atividade celular foi moderada nas concentragcdes de 0,15; 0,31 e 0,62 mg/mL, na
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concentracdo de 2,50 mg/mL houve pouca atividade celular, em 5,00 mg/mL a foi
considerado sem atividade celular, indicando ser toxica nessas concentragdes. Ja, a cv.
Maku apresentou muita atividade celular, pois o percentual de inibigdo do crescimento

foi superior a 70% nas sete concentracdes testadas.

Figura 17 - Viabilidade celular de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) em
funcdo apds 24h de exposicdo a diferentes concentragdes do extrato da
fracao hexano de folhas+caules de cultivares de Lotus spp. (1) Passo Fundo,
2017
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(1) L. corniculatus: cv. Sao Gabriel; L. uliginosus: cv. Maku.

Na fra¢ao diclorometano, o teste de viabilidade celular ndo demonstrou efeito
citotoxico para as células de rim bovino em nenhuma das concentragdes testadas para as
cvs. UFRGS, Maku e Serrano que apresentaram muita atividade celular (Figura 18). A

cv. Sao Gabriel apresentou atividade celular moderada na concentragdo de 0,15 mg/mL
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(54,60%) e sem atividade na concentragdo de 10 mg/mL (14,90%), indicando ser muito

toxica nessa concentracao (Tabela 17).

Para a fragdo butanol de extratos de Lotus spp. houve efeito inibitorio celular em
todos os gendtipos (Tabela 19). Os efeitos mais fortes quanto a viabilidade celular foram
observados nas cvs. Serrano e S3ao Gabriel em todas as concentragdes (Tabela 17),
principalmente das menores para as maiores concentracdes (0,15 a 10 mg/mL). A cv.
Maku apresentou sem atividade e com pouca atividade celular nas concentracdes de 10 e
5 mg/mL (10,65 e 33,86%). J&, a cv. UFRGS apresentou pouca atividade celular na
concentragdo de 5 mg/mL (Figura 19), as demais concentracdes apresentaram muita

atividade celular.

A fragdo aquosa dos extratos de Lotus spp. demostraram muita atividade celular
frente as células de rim bovino, com excecdo das cvs. Maku e Serrano (Figura 20). A cv.
Maku apresentou se sem atividade celular na concentragdo de 10 mg/mL, demonstrando
ser citotoxica. A cv. Serrano, na mesma concentragdo, apresentou pouca atividade celular.
A Figura 21 apresenta a analise de regressdo linear simples da interacdo das sete
concentragdes (mg/mL) dentro das cultivares Maku, Serrano, Sao Gabriel e UFRGS. O
teste apresentou significancia quanto aos parametros analisados nas cultivares (Tabela

17).

A fragdo de acetato de etila das cultivres de Lotus spp. foram testadas, porém nao
houve diferenca significativa com a concentragdo. A cv. Sdo Gabriel apresentou a maior
média (119%) de células viaveis, diferindo das cultivares Maku, UFRGS e Serrano. A cv.
Serrano apresentou a menor média (93%) de viabilidade celular, sendo diferente dos
demais gendtipos pela andlise de média no teste Tukey (Figura 21). Esses resultados
indicam que os extratos da fragdo acetato de etila ndo apresentam citotoxicidade frente a
essa linhagem de célula de rim bovino (MDBK) (Tabela 17). As concentragdes 2,5 ¢ 0,61
mg/mL apresentaram 108 e 96% de viabilidade celular pela média das cultivares (Figura

22).
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Figura 18 - Viabilidade celular de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) ap6s
24h de exposicdo a diferentes concentragdes do extrato da fracao
diclorometano de folhas+caules de cultivares de Lotus spp. (1). Passo Fundo,

2017
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(1) L. corniculatus: cv. UFRGS; L. uliginosus: cv. Maku e cv. Serrano.

No presente estudo foi observado o aumento da linhagem celular testada (células
MDBK). Na fracdo diclorometano ficou nitida a proliferacdo das células de rim bovino
nos extratos das cultivares UFRGS, Maku e Serrano. A cv. Sdo Gabriel inibiu o
crescimento nas concentragdes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62 e 0,31 mg/mL abaixo de 50% de
viabilidade celular, exceto na concentracdo 0,15 mg/mL que ficou acima de 50% de

viabilidade celular (Tabela 17).

A técnica mais utilizado para avaliar a toxicidade ¢ a viabilidade celular, que pode
ser evidenciada com auxilio de corantes vitais como o MTT e o vermelho neutro, soluvel
em agua e que passa através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos,
fixando-se por ligagdes eletrostaticas hidrofobicas em sitios anidnicos na matriz
lisossomal. Muitas substancias danificam as membranas resultando no decréscimo de

captura e ligagdo do vermelho neutro. Portanto, ¢ possivel distinguir entre células vivas e
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danificadas ou mortas, pela medida de intensidade de cor da cultura celular (CIAPETTI

et al., 1996).

Figura 19 - Viabilidade celular de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) apos
24h de exposicao a diferentes concentragdes do extrato da fracdo butanol de
folhas+caules de cultivares de Lotus spp. (1). Passo Fundo, 2017
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0.00 1.25 2.50 3.75 5.00 6.25 7.50 8.75 10.00

Concentragao (mg/mL)
(1) L. corniculatus: cv. UFRGS; L. uliginosus: cv. Maku.

O teste de citotoxicidade pelo MTT ¢ um método confidvel, que se reproduz facil
e rapidamente em laboratério. E um ensaio colorimétrico para a avaliagio de proliferacio
celular ou citotoxidade. A reagdo ocorre em um sitio especifico das mitocondrias de
células viaveis, sob acao das enzimas desidrogenases mitocondriais que degradam o anel

tetrazolio do MTT, produzindo cristais insoliveis de formazinha (MOSSMAN, 1983).

A literatura nao traz informacoes de testes de citotoxicidade e viabilidade celular
com o uso de extratos vegetais de Lotus spp. A estratégia para discussdo foi a de usar
informagoes na literatura de atividades citotoxicas e de viabilidade celular de plantas em
geral. Nesse sentido, Schulz et al. (2005) trabalharam a agao citotoxica do extrato bruto
de Bacillus amyloliquefaciens. Tal espécie foi investigada por meio do ensaio
colorimétrico com sal de tetrazolium ou MTT. Esse ensaio visou quantificar as células

renais viaveis capazes de metabolizar o MTT a um composto denominado formazan e,
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assim, obter informagdes sobre a citotoxicidade. A atividade citotoxica foi comparada
com a nisina comercial (Nisaplin), utilizada comercialmente na conservagdo de
alimentos. O extrato bruto apresentou uma atividade hemolitica de 1,87% e 99,94% numa
concentracdo de 1 e 100 pg de proteina, respectivamente. Em contrapartida, a nisina
apresentou uma atividade hemolitica de 3,16% e 8,85% na concentracdo de 1 e 100 pg

de proteinas respectivamente.

Figura 20 - Viabilidade celular de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) ap6s
24h de exposi¢do a diferentes concentracdes do extrato aquoso de cultivares
de folhas+caules de Lotus spp. (1). Passo Fundo, 2017
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(1) L. corniculatus: cv. UFRGS e cv. Sdo Gabriel; L. uliginosus: cv. Maku e cv. Serrano.

Gongalves et al. (2009) analisaram a agdo de cinco extratos brutos vegetais:
extrato bruto da baleeira [Cordia curassavica (Jacq.) Adem & Schult], chapéu-de-couro
(Sagittaria montevidensis Cham. et Schlecht.), folha-da-fortuna (Bryophyllum pinnatum,
Kurz), sete-sangrias (Cuphea carthagenensis [Jacq.] Macbride) e erva-de-formigueiro
(Chenopodium album L.) em sete linhagens celulares. O extrato bruto mais toxico foi da
erva-de-formigueiro, o extrato de chapéu-de-couro foi medianamente toxico e os demais

foram os menos toxicos.
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Figura 21 - Viabilidade celular de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) apos
24h de exposicdo a fracdo acetato de etila de extratos de folhas+caules de
cultivares de Lotus spp. (1) na média de concentragao (2). Passo Fundo, 2017

119 a
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(1) L. corniculatus: cv. UFRGS e cv. Sdo Gabriel; L. uliginosus: cv. Maku e cv. Serrano.

(2) Concentragdes testadas: 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50; 5,00; 10,00 mg/mL.

Figura 22 - Viabilidade celular de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22) ap6s
24h de exposicao a concentracdes crescentes (1) da fracdo acetato de etila de
extratos de folhastcaules de cultivares de Lotus spp., na média de cultivar
(2). Passo Fundo, 2017
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(1) Concentragdes testadas: 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50; 5,00; 10,00 pg/mL.

(2) L. corniculatus: cv. UFRGS e cv. Sdo Gabriel; L. uliginosus: cv. Maku e cv. Serrano.
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Tabela 17 — Viabilidade celular (1) de células de rim bovino MDBK (ATCC, CCL-22)
submetidas a cinco extratos de cultivares de LOtUs spp. e sete concentracdes

distintas, Passo Fundo, 2017

Concentragao (mg/mL)

Cultivares
0,15 0,31 0,62 1,25 2,5 5 10

Fracdo hexano

UFRGS 112,00a 101,80a 87,02a 108,87 a 99,01 a 101,71 a 94,86 a

Sdo Gabriel 57,94b 58,04 b 57,33 b 46,80 b 20,44 b 10,08 b 46,58 b

Maku 97,53 a 109,23 a  100,52a 110,40 a 117,46 a 119,90 a 77,90 a

Serrano 97,98 a 93,70 a 81,24 a 97,06 a 101,04 a 99,66 a 93,16 a

Fracao diclorometano

UFRGS 219,48 ab 246,70 a 202,63 a 235,77 a 164,71 b 224,60 a 173,25 a

Sao Gabriel 54,60 c 3536b  35,83Db 39,80 b 41,56 ¢ 4427 b 14,90 b

Maku 169,24b  18797a 249,72a 236,94 a 25345a  215,46a 156,78 a

Serrano 238,22a 235,48a 237,53a 213,83 a 24591 a 240,23 a 122,08 a
Fragao butanol

UFRGS 177,66 a  173,92a 167,66a 170,08a 130,31 a 4543 a 93,65 a

Sao Gabriel 13,47 b 19,100b  22.33b 29,13 b 28,18 b 3491 a 48,90 b

Maku 167,87a 173,80a 163,56a 172,25a 122,06 a 33,86 a 10,65 ¢

Serrano 1431 b 17,11 b 18,24 b 23,54 b 2447 b 27,80 a 41,86 be
Extrato aquoso

UFRGS 106,83 bc  121,30b 114,73a 119,72 a 111,00 a 103,31 a 90,10 a

S3o Gabriel 118,55a 122,46b 116,06a 115,85 ab 91,78 b 76,64 ¢ 65,31b

Maku 108,01 b  134,25a 110,68a 108,85 bc 93,80 b 51,21d 13,17d

Serrano 98,64c 101,34 ¢ 89,88b 100,37 ¢ 93,72 b 86,92 b 39,92 ¢

(1) Nota: Médias seguidas de mesma letra, mintiscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(p>0,05).

Gomes (2008) avaliou a citotoxicidade in vitro de produtos naturais (terpenos,
iridoides e derivados fenolicos) em linhagens celulares de adenocarcinoma murino de
mama (LM3) e de pulmao (LP07), buscando uma possivel correlacao entre estrutura
molecular e atividade antitumoral. A ordem de citotoxicidade na linhagem LM3 foi
tingenona, pristimerina, plumericina, cromeno, paclitaxel, escandenina, acetato de

bauerenila, 4cido p-cumarico, acido clorogénico. Na linhagem LP07, a excecdo ¢ a
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inversao de posicao entre os acidos clorogénico e p-cumadrico e escandenina e paclitaxel.
Pristimerina, tingenona, plumericina e o cromenoforam mais ativos que o controle
positivo, taxol. A autora observou que a atividade mutagénica das moléculas mais
promissoras (pristimerina, tingenona ¢ plumericina) que foram avaliadas in vitro na
presenca e auséncia de ativagdo metabolica, ndo demonstraram mutagenicidade da

linhagem celular.

Pereira (2011) avaliou o efeito antiinflamatorio de extratos da cv. Sdo Gabriel e
observou que o extrato bruto hidroalcodlico, as suas fragdes (hexano, acetato de etila,
butanol e agua) e os compostos isolados inibiram significativamente os leucocitos, a
exsudacdo, a atividade das enzimas MPO (Mieloperoxidase) e ADA (adenosina-
deaminase), assim como as concentracoes de NOx e IL-17A. Essa agdo faz com que o
organismo nao desenvolva os fatores inflamatdrios naturais, bloqueando a atividade de
causar danos ao tecido sanguineo. O contrario foi observado no presente trabalho no teste
de viabilidade celular, quando os extratos fracionados (hexano, diclorometano e butanol)

da cv. Sao Gabriel apresentou efeito citotoxico na linhagem celular MDBK.

Carvalho, Oliveira e Valério (2012) avaliaram o efeito toxico do extrato bruto da
aroeira-do-sertdo (Myracrodrun urundeuva Fr. Allemao.) em ensaio de toxicidade in vitro
da atividade hemolitica sobre sangue de carneiros. O extrato bruto apresentou atividade
hemolitica in vitro nas concentragdes de 50 a 1,56 mg/ml e a auséncia da atividade
hemolitica em eritrocitos sugeriu que a citotoxicidade do extrato ndo esteve relacionada
a danos de membrana, podendo essa atividade estar relacionada a outro mecanismo de

acao como por exemplo, a apoptose.

Dewick (2002) destacou que a acdo toxica de alguns metabdlitos secundarios ja
esta evidenciada pela literatura. Os alcaloides, mesmo em pequenas quantidades, sdo
substancias naturalmente toxicas. Monteiro, Albuquerque e Amorin (2005) descreveram
a habilidade dos taninos, principais constituintes quimicos da aroeira-do-sertao, de
interagir com proteinas e outras macromoléculas que lhe conferem atividades toxicas e

aglutinantes.
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Hsiung e Kadir (2011) observaram, em cultura de células Vero, linhagem celular
de rim do macaco-verde-africano (Cercopithecus aethiops), a citotoxicidade da fragdo
acetato-etilica do extrato natural de leéia (Leea indica (Burm. f.) Merr.). A concentragdo
mais elevada foi semelhante ao grupo controle (100% viavel), uma vez que foram testados
as concentragdoes de 10, 40, 60, 80, 100, 150 e 200 mg/mL. Esses resultados sao
semelhantes ao presente estudo, pois os extratos da fracdo acetato de etila ndo apresentam
citotoxicidade frente a essa linhagem de célula de rim bovino (MDBK) e como

consequéncia da agdo ocorreu aumento celular ou proliferacao das células MDBK

Oliveira et al. (2010) realizaram um estudo com diversas concentragdes de extrato
etandlico de romazeiro (Punica granatum L.). Os autores observaram que o percentual
de células sobreviventes em todos os grupos tratados esteve acima de 50%, variando entre
65 a 107%. Verificou-se que no grupo tratado com 6,25 mg/mL houve indugdo a
proliferacdo celular, aumentando em porcentagem sua viabilidade em comparacdo ao
grupo controle. A indugdo a proliferacdo celular foi observada em um estudo sobre a
viabilidade celular e efeitos antiinflamatorios do extrato aquoso de (Scutellaria
baicalensis Georgi), que nas concentragdes crescentes de 25, 50, 100 e 200 mg/mL
mostrou indu¢do a divisdo celular, uma vez que, esses grupos apresentaram-se com maior

concentracao de células em comparagao ao grupo controle (YOON et al., 2009).

No presente estudo foi observado o aumento da linhagem celular testada (células
MDBK) nos extratos da fracao hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol e aquoso.
Na fragdo diclorometano houve a maior proliferacdo das células de rim bovino
submetidas aos extratos das cultivares UFRGS, Maku e Serrano. A cv. Sdo Gabriel inibiu
o crescimento nas concentragdes de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,62 e 0,31 mg/mL abaixo de 50%
de viabilidade celular, exceto na concentracao 0,15 mg/mL que ficou acima de 50% de

viabilidade celular.

Esses resultados indicam que a maioria dos extratos testados ndo possuem
atividades citotoxicas muito forte, pelo contrario foram ativadoras da proliferacao das

celular testadas. Os resultados sdo importantes para o conhecimento em farmacoterapia,
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mesmo sendo prelimitares para varios testes na area, sao dados fundamentais para futuros

ensaios e com potencial fitoterdpico muito promissores.
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5 CONCLUSAO

As cultivares avaliadas nesse estudo apresentam diferencas intraespecificas para
todos os critérios avaliados, indicando que apesar de pertencerem a mesma espécie
apresentam caracteristicas morfo-fisiologicas distintas, principalmente referente ao seu
metabolismo secundario. Quando comparada a variabilidade das espécies de Lotus spp.,
fica notoria a diferenca entre as mesmas. Seus caracteres diferem em diversos niveis de
expressdo, em especial o perfil fitoquimico (metabolismo secundario) das plantas e a

atividade biotiva frente aos microrganismos testados.

Em relagdo aos compostos quimicos, as concentragdes de compostos fenolicos
variam entre cultivares da mesma espécie e entre as espécies, considerando também a
influéncia do estadio fenoldgico das plantas, indicando que o estadio fenologico imprime

influéncia na sintese dos mais diversos metabolitos secundarios.

No que se refere a citotoxicidade celular dos extratos fracionados de Lotus spp., a
cv. Sao Gabriel apontou efeito citotoxico das fragdes hexano, diclorometano e acetato de
etila, indicando que a mesma causa danos em células animais e ndo pode ser utilizada
num possivel tratamento fitoterapico. Entretanto, as demais cultivares ndo apresentaram
potencial citotdoxico para as mesmas células, sendo necessarios mais testes para tal

finalidade.

Os testes de atividade antimicrobiana com os extratos fracionados das cultivares
de Lotus spp. foram promissores, pois observou-se inibi¢do bacteriana e fungica. Tais
resultados indicam que as cultivares do género Lotus L. testadas frente a esses
microrganismos possuem caracteristicas fitoterapéuticas importantes, sendo necessarios

mais testes para tais finalidades.
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