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RESUMO

A Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi é uma planta que, na medicina popular,
por muito tempo, foi usada como uma possivel solugcédo para tratar de problemas renais.
Contudo, um estudo cientifico acerca desta planta, torna-se relevante a medida em que
propde investigar a capacidade de agéo diurética e/ou antibiética no tratamento de ITU
(infeccao do trato urinario). Portanto, essa pesquisa tem como objetivo realizar o perfil
fitoquimico da planta, para identificar quais os metabdlitos secundarios presentes na
mesma e também analisar a atividade antimicrobiana frente a bactéria Escherichia coli,
a principal responsavel por causar infecgdes do trato urinario. A partir deste estudo,
identificou-se que a Piptochaetium Montevidense (Spreng.) Parodi possui muitos
metabdlitos secundarios, sugerindo que a planta possa ter alguma atividade farmacolégica.
Todavia, sua utilizacao para tratar infeccao do trato urinario ndo se mostrou eficaz frente a
bactéria Escherichia colli em concentracdes de até 100 ug/ml.

1 INTRODUGAO

Tanto para o manejo no tratamento de doengas quanto para a prevengao delas, a
fitoterapia é usada como um recurso, essa utiliza parte de plantas ou preparagdes com
plantas. Para isso, a PNPMF (Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos)
visa promover a ampliagdo ao acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servicos de
fitoterapia, com qualidade, seguranga, eficacia na atengdo a saude dos brasileiros.
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(BRASIL 2006; MACHADO CZERMAINSKI, LOPES, 2012; IBIAPINA et al., 2014).

As plantas podem ser usadas na medicina popular para tratar diversas doencas, como
por exemplo doengas infecciosas. A graminea Piptochaetium montevidense (Spreng.)
Parodi esta entre uma dessas plantas, que se acredita poder tratar problemas renais e
urinarios (GARLET, IRGANG, 2001).

Esta, pertence a familia Poaceae e é conhecida popularmente por cabelo-de-porco,
se distribui na Argentina, Chile, Bolivia, Paraguai, Peru, Uruguai e Brasil e habita campos
de altitude, beira de estrada junto a mata de Araucaria angustifolia Kuntze. (LONGHI-
WAGNER, 2001).

A Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi é utilizada de maneira empirica, visto
que foi encontrado apenas uma pesquisa cientifica a qual demonstra que esta néo possui
propriedades antibidticas concretas ou qualquer outro estudo que busque a atividade ou
constituintes de interesse da mesma.

Em alguns problemas renais, as infecgdes por bactérias patogénicas sdo muito comuns
e acometem grande parte da populagdo. Dentre as bactérias causadoras das ITUs
(infecgdes do trato urinario), a Escherichia coli se destaca: uma bactéria gram-negativa e
patogénica responsavel por cerca 80% das infecgbes urinarias (BRAOIOS et al., 2009).
Desta forma, se a Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi possuir propriedades
antibidticas relevantes para o tratamento das ITUs, entdo, os tratamentos poderao aliar a
erva como uma alternativa para a cura, assim evidenciando o uso empirico da planta pela
populacéio.

O objetivo deste trabalho, foi verificar se a Piptochaetium montevidense (Spreng.)
Parodi possui propriedades antibidticas relevantes frente a bactéria Escherichia coli, bem
como desenvolver o perfil fitoquimico para tomar conhecimento dos compostos quimicos
presentes nela, possibilitando assim maior conhecimento da sua composigao.

2 METODOLOGIA
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2.1 Local, espaco e tempo de pesquisa

A pesquisa foi realizada na Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missdes, localizada no municipio de Erechim, no periodo de novembro de 2019 a julho de
2020.

2.2 Avaliagao botanica

A Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi foi coletada, para a utilizagdo neste
estudo, em propriedade particular proveniente do municipio de Jacutinga — Rio Grande do
Sul. A coleta do material foi realizada em novembro de 2019.

Um exemplar da planta foi anteriormente coletado, para identificagdo botanica, e uma
exsicata da Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi encontra-se sob n° 12.340,
identificada pela bidloga Angela Chaves, arquivada no Herbario Padre Balduino Rambo,
pertencente ao Museu Regional do Alto Uruguai e das Missdes - Campus Erechim.

2.3 Obtengao do extrato

As folhas da Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi foram previamente secas em
estufa com circulagédo de ar a uma temperatura de 40°C, em seguida trituradas em moinho
de facas.

O extrato foi preparado a partir das folhas secas e trituradas na propor¢ao 1:10 (m/
v) com solugao hidroetandlica a 70% (v/v), pelo processo de maceragao, com renovagao
do liquido extrator. Para extragao, foram pesadas 50g das folhas e deixadas em contato
com 450 mL da solugado hidroetandlica em recipiente ambar. O mesmo foi deixado em
temperatura ambiente, com agitagao ocasional. A filtracdo e renovagao do liquido extrator
foi realizada a cada 72 horas, até o esgotamento do material vegetal.

Apds esgotamento do material, os filtrados obtidos foram concentrados sob pressao
reduzida em evaporador rotatério, a temperatura de 45°C. Apds a eliminagao do solvente
alcodlico, em placas de petri, foi colocado uma fina camada dos extratos que foram
congelados a -80°C e liofilizados até remogédo da agua residual. Os extratos liofilizados



Tipo de trabalho: Trabalho completo

foram armazenados em frascos ambar hermeticamente fechados e mantidos sob
refrigeracéo (SIMOES et al., 2017).

2.4 Caracterizagao fitoquimica

O extrato bruto liofilizado das folhas de Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi foi
utilizado para a identificacdo das classes dos metabdlitos secundarios. A metodologia
utilizada foi proposta por Vishwakarma e colaboradores (2014) e Silva e Lima (2016).
Foram realizados os seguintes testes: pesquisa de alcaldides, cumarinas, flavondides,
taninos, saponinas, terpendides, esterdides e antraquinonas livres.

Para identificacdo de alcaloides, foi utilizado 2,0 mL da solugcdo de amostra (extrato
liofilizado dissolvido em agua), mais 2,0 mL de acido cloridrico (HCI) a 10% e aquecida
essa mistura por 10 minutos. Apds o resfriamento, a mistura foi filtrada e dividida em trés
porcdes onde foi adicionado algumas gotas dos reativos de reconhecimento: Dragendorff e
Mayer. Uma leve turbidez ou precipitado (respectivamente roxo a laranja, branco a creme
e marrom) evidencia a possivel presenga dos mesmos.

No ensaio para identificagcdo de cumarinas, em um tubo de ensaio foi colocada 2,0 mL da
amostra, 2 mL de hidroxido de sédio (NaOH) a 10%. Apos a adi¢do, a formagédo de uma
coloragao amarela, indica a presenca de cumarinas.

Buscando identificar flavondides, foi colocado em um tubo, 2,0 mL de solugdo amostra,
alguns fragmentos de Mg e agregar-se-a, pelas paredes do tubo, algumas gotas de HCI
concentrado. A formacgao de coloracao vermelha é indicativa da presenca de flavonodides.

No reconhecimento de taninos, foi adicionado 2 mL da solugdo amostra em um tubo de
ensaio e duas gotas de cloreto férrico (FeClI3) a 10%. O aparecimento de precipitado
escuro de tonalidade azul indica a presencga de taninos hidrossoluveis e verde de taninos
condensados.

No ensaio para as saponinas, foi misturado 2,0 mL da solu¢do amostra e 5,0 mL de agua
destilada que foi aquecida em banho maria por 10 minutos. Apds resfriamento, foi agitada e
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deixada em repouso por 20 minutos. Considera-se a presenga de saponinas pela formagao
de espuma persistente.

Para os terpendides foi misturado 2 mL da solu¢do amostra, 2 mL de cloroférmio e 4 a
5 gotas de acido sulfurico concentrado, onde a formacéo de uma cor marrom vermelho
ou o surgimento de coloragdes que vao do azul ao verde que indicam a presenga desse
metabadlito.

Para a deteccao de esterdides foi mistrado 2 mL da solugdo amostra, 2 mL de cloroférmio
e 1 mL de acido sulfurico concentrado, onde a formagao de cor marrom vermelho mutavel
ou o surgimento de coloragdes que vao do azul ao verde é indicativo da presenga de
esteroides.

Para identificagdo da presencga de antraquinonas livres, foi misturado em tubo de ensaio,
2 mL da amostra com 5 mL de solugéo de hidroxido de aménio (NH4OH) diluido. Uma

coloragao résea ou avermelhada evidencia a presencga deste metabdlito.
2.5 Atividade antimicrobiana

Para analise antimicrobiana, foi utilizada cepa conhecida da bactéria gram negativa
Escherichia coli ATCC25922. A técnica utilizada foi de difusdo em placas com o meio Agar
Mueller-Hinton e discos de papel Waltmann n°3, com 6mm de didmetro. A cada placa foi
acrescentado um disco controle positivo com antibiotico sensivel a bactéria, um disco com
controle negativo, contendo agua, e discos contendo 10ul de amostra em concentragcbes
de 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL (CLSI, 2015).

A bactéria teste foi inoculada em meio sélido Mueller-Hinton, em tubo inclinado, por 24

horas a 35 C com a finalidade de crescimento das mesmas. A seguir foram ressuspensas
em agua destilada até obter uma turvagdo equivalente ao padrao 0,5 na escala
MacFarland, o que corresponde a 90% de transmitancia (CLSI, 2012).

Com uma alca de Drigalski, a bactéria padronizada foi distribuida uniformemente sobre a
superficie do agar. Utilizando pinga esterilizada, os discos com as solug¢des e os controles
foram distribuidos sobre a superficie do agar. As placas foram incubadas em estufa a
35°C por 24 horas. Os halos de inibicdo do crescimento foram medidos utilizando régua,
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considerando o didmetro do disco. Os testes foram realizados em ftriplicata (CLSI, 2015).

3 RESULTADOS

3.1 Extrato Bruto Liofilizado

O extrato bruto liofilizado resultou em um soélido de coloracdo verde escura,
consisténcia pegajosa e de caracteristica higroscopica. O rendimento final, apos a
liofilizagéo, foi de 6,521 g de extrato seco, correspondendo a 13,04%, em relagdo ao
material de partida (folhas secas).

3.2 Caracterizagao Fitoquimica

Os resultados das identificagdes de metabolitos secundarios estdo apresentados

na tabela 1 e figura 2.

Tabela 1: Resultados dos testes de caracterizacdo fitoquimica das folhas de Piptochaetium
montevidense (Spreng.) Parodi

Metabolito secundario

Presenca | Auséncia

Alcaldudas
| Cumarinas

-

Taninos

L]

Saponinas

[ Temenoides

Esteroides

Antraquinonas e

Flavonoidas

© inconclusig

Fonte: Maiar Ganasini

Figura 2: Reagbes ocorridas na caracterizacao fitoquimica da Piptochaetium

montevidense (Spreng.) Parodi
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Flavondides

Saponinas

Alcaldides

Resultads

Cumafinas

Resulado

Tanings

As reagdes gerais para alcaloides baseiam-se na formagdo de complexos
insoluveis (precipitados) a turvagbes, onde se observou que através do reativo de
Dragendorff ha formagao de precipitado.

Para deteccdo de cumarinas o aparecimento de uma coloracdo amarela no momento do
contato do hidréxido de sodio (NaOH) 10% com o extrato, revelou a presenga desse metabdlito. A
identificacao dos flavonoides mostrou-se positiva através do aparecimento de coloragao vermelha.

Outro metabdlito secundario que se revelou presente no extrato foi o tanino, os quais sao
classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Pelo aparecimento de
coloracao esverdeadal/cinza e precipitado sabe-se que ha taninos condensados presentes.

Apods reacado da amostra com cloroférmio e acido sulfurico concentrado, o aparecimento de
coloracdo marrom indicou a presenca de esteroides.

O resultado dos terpenos mostrou-se inconclusivo, uma vez que a visualizagdo foi
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dificultada, sendo que sua presenca ou nao deve ser confirmada por hidrodestilagcdo em estudos
futuros.

O extrato liofilizado revelou auséncia de saponinas e antraquinonas livres.
3.3 Atividade Antimicrobiana

Apos o desenvolvimento de toda a técnica de diluicdo em placas, em triplicata,
os halos de inibicdo do microorganismo foram medidos, para a avaliagédo dos resultados
e constatou-se que o extrato liofilizado da Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi,
em concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL n&o tem a capacidade de inibir a bactéria
Escherichia coli, como pode ser observado na figura 3.

Figura 3: Resultado da atividade antimicrobiana da Piptochaetium montevidense (Spreng.)
Parodi frente a bactéria Escherichia coli

Fonte: Maiara Ganasini
4 DISCUSSAO

A triagem fitoquimica tem por objetivo conhecer as classes de constituintes quimicos
presentes em espécies vegetais. Revelam a presengca do metabdlito secundario a partir
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do desenvolvimento de coloragao especifica ou por formagao de precipitado ou turvagéo a
partir de reativos inerentes a cada teste (SILVA, LIMA, 2016).

De maneira geral, os resultados do perfil fitoquimico sugerem potencialidade para
atividades terapéuticas visto que constituintes identificados como flavonoides apresentam
capacidade antioxidante de neutralizar a atividade de radicais livres gerados no organismo,
com associagdes a diversas doengas cronico-degenerativas como diabetes, cancer e
processos inflamatérios inibindo também o risco das doengas cardiovasculares (ROCHA
et al., 2011). A presenga de taninos também foi identificada onde podem apresentar
atividade antioxidante e antinfecciosa, agao antibacteriana, antifungica e antiprotozoaria,
na reparagdo de tecidos, regulacdo enzimatica e protéica, estimulacdo das células
fagociticas e agao tumoral em processos de cura de feridas como pequenas ulceragdes,
queimaduras e inflamagdes (MELLO, SANTOS, 2001). A presenca de esterdides, foi
detectada e podem estar envolvidos no desenvolvimento e no controle do sistema
reprodutor humano, funcionando como cardiotbnicos, precursores de vitamina D,
anticoncepcionais orais, agentes antiinflamatérios e agentes anabolizantes (ROBBERS,
SPEEDIE, TYLER, 1997). A revelacao da presenga de cumarinas, pode indicar utilidade
no tratamento de doengas de pele, como psoriase, dermatoses, vitiligo e possivel efeito
anticoagulante (LEITE, 2009); e alcaloides também estao presentes, bastante conhecidos
devido a atividades farmacologicas marcantes como atividades do sistema nervoso central
(KABERA et al., 2014).

Alguns constituintes quimicos presentes nos extratos de plantas medicinais podem responder
majoritariamente pela atividade bioldgica, portanto, a pesquisa fitoquimica €& importante
principalmente quando ainda ndo sao dispostos estudos quimicos com espécies de interesse
popular, como é o caso da Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi, onde identificar grupos
de metabdlitos secundarios relevantes é o primeiro passo para que os efeitos da planta sejam
estudados (SIMOES et al., 2017).

A Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi é utilizada para a produgdo de chas
com o intento de minimizar problemas renais e urinarios. O uso desta para combater
a infecgao urinaria, € uma pratica na medicina popular onde as ideias sdo transmitidas
empiricamente (GARLET, IRGANG, 2001) e, portanto, é importante que sejam confirmados
cientificamente.
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Este estudo demonstrou que a planta ndo apresenta efetividade para possivel tratamento
de infecgao urinaria causada pela Escherichia coli, baseado nas concentra¢des testadas.
Este mesmo resultado pode ser observado em outro estudo, onde utilizaram a mesma
planta, em concentragbes que variaram entre 12,5 mg/mL e 500 mg/mL, pelo método de
difusdo em placas, mas utilizando solvente diferente (solu¢do de DMSO a 0,8%) e também
nao tiveram resultados satisfatorios (VOGEL et al., 2011).

A orientagao para estudos de atividades farmacologicas ocorre a partir dos usos indicados
popularmente em medida que a detecgcdo de atividade biologica nessas plantas é
certamente mais seletiva do que em plantas escolhidas ao acaso (YUNES, 2001). As
plantas utilizadas na medicina tradicional estdo sendo cada vez mais estudadas por serem
possiveis fontes de substancias com atividades antimicrobianas frente a microorganismos
prejudiciais a saude do homem (MENDES et al., 2011), onde no caso da planta utilizada
neste estudo, ndo houve a comprovagao.

5 CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados, o extrato bruto liofilizado resulta em pé com bom
rendimento e a caracterizacao fitoquimica, revela a presenca de metabdlitos secundarios como
alcaloides, cumarinas, taninos, terpenos, esterdides e flavonoides, com possivel potencialidade
farmacoldgica a ser estudada futuramente. Todavia, o teste de terpenos mostra resultado
inconclusivo através da metodologia adotada, carecendo de mais estudos para sua determinagao.

Os resultados para a atividade antimicrobiana mostram que o extrato bruto de
Piptochaetium montevidense (Spreng.) Parodi ndo possui atividade antimicrobiana para a bactéria
Escherichia coli, nas concentracdes testadas.

Palavras chaves: Infeccao urinaria; Escherichia coli; metabdlitos secundarios
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