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RESUMO: O objetivo deste estudo foi investigar o potencial quimico-terapéutico para as
atividades citotoxica e antibacteriana de Bromelia antiacantha Bertol., coletada no
sudeste do Brasil. Além disso, identificar as principais classes de constituintes
fitoquimicos presentes na espécie. As folhas e frutos de B. antiacantha foram coletados e
0s respectivos extratos foram preparados. A atividade citotoxica foi avaliada frente a
Artemia salina e a atividade antibacteriana foi realizada para seis linhagens de bactérias,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Shigella dysenteriae,
Salmonella enterica sorovar tythimurium e Enterobacter cloacae. Os principais
fitoconstituintes encontrados nas amostras foram alcaloides, fendis, flavonoides,
triterpenos e esteroides. O teste de citotoxicidade mostrou que os extratos e particdes
das folhas e frutos de B. antiacantha tiveram moderada toxicidade, sendo mais efetiva

para particdo em diclorometano dos frutos. Em relagdo a atividade antibacteriana, os
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extratos e particdes de B. antiacantha foram ativos somente contra as linhagens de P.
aeruginosa e E. coli, principalmente o extrato metandlico das folhas. Bromelia
antiacantha se apresenta como uma fonte promissora de substdncias bioativas
principalmente em relacdo a P. aeruginosa e E. coli.
PALAVRAS-CHAVE: Bromelia; toxicidade de drogas; Pseudomonas aeruginosa;

Escherichia coli.

ABSTRACT: The aim of this study was to investigate the chemical-therapeutic potential of
Bromelia antiacantha Bertol., collected in southeastern Brazil, for the cytotoxic and
antibacterial activities and identify the main phytochemical groups shown in the species.
Leaves and fruits of B. antiacantha were collected and their respective extracts were
prepared. The cytotoxic activity was evaluated against Artemia salina and antibacterial
activity was performed for six bacteria strains, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Salmonella enterica sorovar
tythimurium and Enterobacter cloacae. The main phytoconstituents found in the samples
were alkaloids, phenols, flavonoids, triterpenes and steroids. The cytotoxicity assay
showed that the extracts and partitions of leaves and fruits of B. antiacantha had
moderate toxicity, being most effective in dichloromethane partition of the fruits.In
regard to the antibacterial activity, B. antiacantha extracts and partitions were active
only against P. aeruginosa and E. coli strains, mainly the methanolic extract of the
leaves. Bromelia antiacantha shows itself as a promising source of bioactive substances
mainly against P. aeruginosa and E. coli.

KEYWORDS: Bromelia; toxicity of drugs; Pseudomonas aeruginosa; Escherichia coli

INTRODUCAO diferentes partes do mundo*). Diversas
culturas dos mais distintos lugares,

O uso de plantas medicinais para o desenvolvidas ou ndo tém utilizado o

tratamento de muitas doencas esta
associado a medicina popular de

que acompanham o homem desde
a pré- historia e que evoluiram com ele
ao longo dos anos(®.

O uso de plantas medicinais pela
populagdo mundial tem sido muito
significativo  nos  dltimos  tempos.
Segundo De acordo com a Organizacao

Mundial de Saude (OMS), 80% das

potencial terapéutico dos vegetais no
tratamento de doencas, praticas estas
pessoas dos paises em desenvolvimento
no mundo, dependem da medicina
tradicional para as suas necessidades
basicas de salude e cerca de 85% da
medicina tradicional envolve o uso de
plantas ou extratos desta .

De acordo com o DECRETO n°
5813 de 22 de junho de 2006, ficou
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aprovada a Politica Nacional de Plantas

Medicinais, garantindo a populacdo

fitoterdpicos, ampliando as opcoes
usuarios, com

terapéuticas aos

seguranca, eficacia e qualidade, na
perspectiva da integridade da atencao a
saude, considerando o conhecimento

tradicional sobre plantas medicinais®.

A Bromelia antiacantha Bertol. é
uma planta popularmente conhecida
como “aguama”, “pifia de raton”, e

“gravata” nos paises do México, Peru e
Brasil. No Brasil essa espécie pode ser
encontrada nas regides sul e sudeste,
sendo caracterizada popularmente pelos
nomes de gravata, caraguata, croata e
caruata®®. Segundo Reitz!”, os indios
borords no sul do Brasil ferviam os frutos

para tratar a tosse e usavam como

emoliente, uma tradicdo que foi
continuada pelos colonizadores
europeus.

Segundo Pion-Leon et al.®®® na
América Central, a planta é utilizada
para fins terapéuticos e alimentares,
sendo o fruto cozido a principal parte
utilizada para o tratamento de tosse,
bronquite, diabetes e escorbuto. Além

disso, os autores observaram que o fruto

apresentou atividade antibacteriana,
principalmente para bactérias Gram
positivas e correlacionaram essa

atividade com os compostos fendlicos
presentes no fruto, entre eles taninos e
flavondides. Em outro estudo realizado
no sul do Brasil, com a mesma espécie,
também foi observado atividade dos

frutos e folhas para bactérias Gram
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brasileira o0 acesso seguro e 0 uso

racional de plantas medicinais e
positivas, destacando Staphylococcus
aureus®,

Por considerar relevante 0
potencial antibacteriano de espécies

vegetais frente as bactérias causadoras
de infeccdes relacionadas ao cuidado em
salde, propOe-se nesse estudo explorar
o potencial quimico-terapéutico para as
atividades antibacteriana e citotdxica e
de

constituintes fitoquimicos de Bromelia

identificar as principais classes

antiacantha, coletada do sudeste do

Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

As folhas e frutos de Bromelia
antiacantha Bertol foram coletadas na
zona rural da cidade de Rio Pomba MG,
Brasil, em agosto de 2010. A exsicata foi
depositada no Herbario Leopoldo Krieger
(CESJ 4226) da Universidade Federal de

Juiz de Fora/MG.

Preparacdo do extrato metandlico e

das particoes

As folhas e frutos de B. antiacantha
foram secas em estufa com circulagao de
ar a 40°C e pulverizadas, a fim de obter
o0 material vegetal seco da folha e do
(39,6 g 129,5 g

respectivamente). Estes materiais foram

fruto e

extraidos por maceragdo com metanol
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(MeOH), a temperatura ambiente, até a
Os

a

exaustao. extratos foram

concentrados pressao reduzida
utilizando evaporador rotatoério,obtendo
18,2 g de extrato das folhas e 36,9 g de
extrato dos frutos.

Os extratos metandlicos (10 g),

apos a remocdo do solvente, foram
ressuspendidos em MeOH: agua (8:2) e,
em seguida, particionado com solventes
de

diclorometano e acetato de etila (3 x 200

polaridade crescente: hexano,
ml). Os solventes foram evaporados e as
particoes foram pesadas e mantidas
sobre refrigeracdo até o momento da
realizacdo dos ensaios fitoquimicos e

bioldgicos.

Analise fitoquimica

As amostras (extratos e particoes)

foram submetidas as analises para
determinacdo das principais classes
guimicas e metabdlitos especiais, de

acordo com o protocolo descrito por
Matos'®, com algumas modificacdes.
Resumidamente, as amostras foram
suspendidas em MeOH (1mg/ml) e os
seguintes testes foram realizados:
taninos por meio da reacdao com gelatina
2,5%; triterpenos e esteroides pelo

de

alcaloides pelos reativos de Dragendorff,

reativo Liebermann-Burchard;

Bouchardat, Mayer e Bertrand; fenodis
pela reagdao com FeCl; 5%, flavonoides
pela reagdao de Shinoda e AICI; 5%;
de

saponinas pelo teste de

antraquinonas pela reagdo

Borntraeger;
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formacdo de espuma persistente e

cumarinas pela reagao com KOH 10%.

Atividade citotoxica

A de

avaliada utilizando-se a

presenca constituintes
citotéxicos foi
metodologia proposta por Meyer et al.
an, de

(microcrustaceos), obtidas a partir de

Larvas Artemia salina
ovos utilizados como racdo para peixes
(TROPFISH®),

colocadas para eclodir em aquario com

ornamentais foram
agua do mar artificial arejada durante 48
horas. Esse microcrustaceo é
amplamente testado em ensaios de
toxicidade devido a rapidez de seu
crescimento e o baixo custo de criacdo e
manutencdo em laboratério. As amostras
solubilizadas em agua do mar artificial,
com a ajuda de um diluente (DMSO 1%).
Os testes foram realizados em tubos de
ensaio com 10 nauplios, preenchidos
com 4,5 ml de agua do mar artificial e
0,5 ml das amostras. As amostras foram
testadas em 5 concentracdes diferentes
de 1000 a 10 pg/ml. Apdés 24 horas
foram contados os crustaceos vivos nas
diferentes concentracGes. Timol e a agua
+ DMSO 1%

controles

do mar artificial foram

usados como positivo e
Os testes
Os

resultados foram expressos em Clsg

negativo, respectivamente.

foram realizados em triplicata.
(concentragdo necessaria para matar
50%
calculado

Probit.

dos microcrustaceos) que foi

pelo programa estatistico
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Atividade antibacteriana

Método de difusao em Agar

As linhagens padrao de bactérias
usadas neste trabalho foram
Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442),
Escherichia coli (ATCC 10536), Shigella
dysenteriae (ATCC 13313), Salmonella
enterica sorovar typhimurium (ATCC
13311) e Enterobacter cloacae (ATCC
10699). A avaliacdo da

antibacteriana foi realizada de acordo

atividade

com os protocolos descritos na
literatura®!®, O meio de cultura foi o
agar Mueller-Hinton, preparado de
acordo com as instrucdes do fabricante e
colocados em placas de Petri.
Inicialmente foi feito um indculo com as
col6nias das linhagens padrdo com uma
alca de platina fazendo o repique em
placa de Petri deixando em estufa
bioldgica por 24 horas para crescimento.
O indculo foi adicionado a salina estéril
para a padronizacao de uma densidade
microbiana de 0,5 a 1,0 da escala de
McFarland (10® células/ml). Em seguida

100 pl do indculo foi aplicado em agar

2012.

Mueller-Hinton com o auxilio de um
bastdo em L de vidro. Apds 15 minutos,
foram feitos pocos de 6 mm de
didamentro no agar com o auxilio de um
perfurador apropriado. As amostras
vegetais foram diluidas em DMSO para
uma concentragao final de 5 mg/ml e
uma aliquota de 50 pl de cada extrato foi
colocado, assepticamente, nos pogos da
placa de cultura, previamente semeada
com a bactéria. As placas foram
incubadas a 37°C, e observadas apos 24
horas. O didmetro da zona de inibigdo foi
expresso em mm. Todos os testes foram
realizados em duplicata. Para controle
positivo foi utilizado os antibioticos
amoxilina (30 pg), eritromicina (2 ug) e
cloranfenicol (30 pg) e para controle
negativo, DMSO.

RESULTADOS
Analise Fitoquimica

Os resultados da triagem
fitoquimica dos extratos metandlicos e
particbes das folhas e frutos de B.

antiacantha estdao representados na
Tabela 1.

Tabela 1: Triagem fitoquimica do extrato metandlico e particdes das folhas e frutos de Bromelia

antiacantha.
Principais fitoconstituintes®*
Amostras®
Al Sa Fe Fl Ta Tr Es An Cm
Folha
BAM + - + + + - +

BAH + - - -
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BAD + - + + - - + - -
BAA + - + + - - + - -
BAHa - - + + - + - - -
Fruto

BAM + - + + + + + + +
BAH + - + + - - -
BAD + - + + - - - - -
BAA + - + + - - + - -
BAHa - - + + - + - + -

@ BAM - extrato metandlico; BAH - particdo em hexano; BAD - partigdo em diclorometano; BAA - particdo em
acetato de etila e BAHa - partigdo hidrometandlica.
b Al - alcaloides; Sa - saponinas; Fe - fendis; - FI - flavonoides; Ta - taninos; Tr - triterpenos; Es -

esteroides; An - antraquinonas e Cm - cumarinas.

Atividade citotéxica Tabela 2. ClLsp < 250,0 pg/ml foi
considerado significante para extratos
Os resultados do teste de letalidade vegetais™¥,

contra Artemia salina estao expressos na

Tabela 2: Teste de citotoxicidade do extrato metandlico e partigdes das folhas e frutos de Bromelia

antiacantha.

Amostras® Atividade citotdxica
CLso (ng/ml)°

Folha

BAM > 1000

BAH 241,6 (124,4 - 469,1)

BAD 112,4 (49,0 - 250,0)

BAA 53,9 (21,0 - 138,2)

BAHa >1000

Fruto

BAM > 1000

BAH > 1000

BAD 29,8 (14,2 - 62,4)

BAA > 1000

BAHa > 1000

Timol® 1,4 (0,7-3,0)
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@ BAM - extrato metandlico; BAH - particdo em hexano; BAD - particdo em diclorometano; BAA -
particdo em acetato de etila e BAHa - particdo hidrometandlica.
95% intervalo de confianga em parénteses

¢ Controle positivo

Atividade antimicrobiana qualitativamente a atividade
antibacteriana das amostras. Os
O método de diluicdo em agar foi resultados estdo apresentados na Tabela

realizado com o objetivo de se avaliar 3.

Tabela 3: Atividade antibacteriana do extrato metandlico e particdoes das folhas e frutos de

Bromelia antiacantha.

Atividade antibacteriana®
Amostras® (Halo em mm)
Sa Sd Pa Ec En St

Folha

BAM 0 0 11 8 0 0
BAH 0 0 0 0 0 0
BAD 0 0 11 0 0 0
BAA 0 0 0 0 0 0
BAHa 0 0 0 0 0 0
Fruto

BAM 0 0 0 0 0 0
BAH 0 0 0 0 0 0
BAD 0 0 0 0 0
BAA 0 0 10 0 0 0
BAHa 0 0 0 0 0 0
Amoxilina® 20 0 0 245 0
Eritromicina® 15 0 0 14,5 0
Cloranfenicol® 20 32 28 18 30 30
DMSO? 0 0 0 0 0 0

@ BAM - extrato metandlico; BAH - particdo em hexano; BAD - particdo em diclorometano; BAA -
particdo em acetato de etila e BAHa - partigdo hidrometandlica.

b Sd - Shigella dysenteriae; Sa - Staphylococcus aureus; Pa - Pseudomonas aeruginosa; Ec -
Escherichia coli; En - Enterobacter cloacae e St - Salmonella entérica sorovar tythimurium

¢ Controles positivos

4 Controle negativo
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise
fitoquimica para o extrato metandlico e
particoes das folhas e frutos de B.
antiacantha foram semelhantes, sendo
que os alcaloides foram identificados em
todas as amostras, exceto BAHa (Tabela
1). Fendis e flavonoides s6 ndo foram
observados em BAH das folhas.
Antraquinonas foi identificado somente
em BAM e BAHa dos frutos. Triterpenos
foram positivos para BAM e BAHa das
folhas e BAM, BAH e BAHa dos frutos e
esteroides ndo foram identificados no
BAHa das folhas e nos frutos esteve
presente em BAM e BAA. J& taninos e
cumarinas foram identificados em BAM e
BAH, e BAM, respectivamente, tanto de
folhas quanto de frutos. Saponinas nao
foram observadas em nenhuma das
amostras testadas.

O bioensaio de toxidez frente a
Artemia salina tem sido utilizado para
selecdo de extratos de plantas com
substancias de potencial farmacoldgico.
0

microcrustaceo

teste de citotoxicidade contra o

tem uma correlacao

positiva com atividade para células

tumorais principalmente para células
leucémicas KB, sendo uma ferramenta
atil para a determinagdo preliminar da
da

testes

atividade  antitumoral®®,  Além

atividade antitumoral, outros

farmacologicos também possuem ligacdo

com essa atividade, destacando

pesticida*®, tripanomicida‘® e

2012.

antimalaricos*”.

No presente estudo foi
B.

antiacantha, somente as BAH, BAD e

observado que para as folhas
BAA apresentaram citotoxicidade com
Clsp de 53,9; 112,4 e 241,6 pg/ml,
respectivamente (Tabela 2).

relacdo aos frutos, BAD foi a Unica que

Ja em
obteve atividade com CLsg 29,8 pg/ml.
De acordo com Rieser et al.(*¥, somente
BAD de ambas partes usadas e BAA da
folha
significativa, sendo o CLsg < 250,0 pg/ml.

apresentaram citotoxicidade
Este estudo corrobora com o trabalho
realizado, no sul do Brasil, por Manetti et
al.®, o qual identificou toxicidade no
extrato alcodlico das folhas e frutos de B.
antiacantha.

Os ensaios com bactérias tem sido
de suma importancia devido a frequéncia
de
levado ao aumento de infeccOes graves.

A

resisténcia microbiana que tem

resisténcia por muitos
microorganismos tem causado graves
problemas de salde publica e prejuizos
econdmicos(1&19), A atividade
antibacteriana foi observada tanto para
as folhas quanto para os frutos de B.
antiacantha, sendo susceptiveis somente
de

Pseudomonas aeruginosa e Escherichia

duas linhagens bactérias,

coli. Em relagcdo a P. aeruginosa as
amostras ativas foram BAM e BAD das
folnas e BAA dos frutos. Ja para E. coli

somente BAM das folhas apresentou

atividade.
Esses resultados sao
extremamente importantes visto que
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bactérias Gram-negativas como E. coli e
P.

elevada

aeruginosa S3ao responsaveis por

incidéncia de infeccbes. As
infeccbes mais freqlientes em UTIs sdo

aquelas causadas por bacilos Gram-

negativos, como P. aeruginosa, em
especial pneumonias associadas a
ventilagdo mecénica. No Brasil, a

resisténcia a P. aeruginosa é muito
preocupante. Nas UTIs dos grandes
hospitais, resisténcia a P. aeruginosa é
de 20 a 75% para antibidticos beta-
lactéamicos e aminoglicosideos e isso vem
acompanhado de resisténcia cruzada®®.

Mecanismos de acao antibacteriana
para algumas dessas classes ja foram
descritos. Para o0s alcaloides, essa
propriedade pode ser atribuida a sua
habilidade de

microbiano®Y),

intercalarem com o DNA

Para triterpenos e
esteroides, o mecanismo de acao ainda
ndo esta bem esclarecido, mas especula-
se que estejam envolvidos na ruptura de

lipofilicos das membranas

(22,23) Os

compostos

microbianas compostos
fendlicos possuem uma relativa toxidez a
microrganismos devido a localizacdo e ao
numero de grupos hidroxilas presentes
nos grupamentos fendlicos, sendo que
guanto maior o nimero de hidroxilacGes,
maior a toxicidade®®, Além disso, ja foi
descrito que quanto maior a oxidacao
dos fenodis, maior seu efeito inibitério®®,
@]

toxicidade de compostos fendlicos para

mecanismo responsavel pela

microrganismos inclui a inibicao

enzimatica por compostos oxidados,

possivelmente através de reagdes com

2012.

grupos sulfidrilas ou por interacbes nao
Os

sao

especificas com as proteinas®®,
de

conhecidos por serem sintetizados por

flavonoides, maneira geral,

plantas em resposta a infeccdo

7

microbiana®”. Sua atividade é

provavelmente devido a habilidade de se
complexarem com as proteinas
extracelulares e solliveis e com a parede
celular bacteriana. Flavonoides lipofilicos
podem romper a membrana
microbiana®®”. J& os taninos apresentam
seu mecanismo de acdo provavelmente
por inativar proteinas como as adesinas
enzimas proteinas

bacterianas, e

transportadoras da parede celular®®,

CONCLUSAO
Bromelia antiacantha se apresenta

de

substancias bioativas principalmente em

como uma fonte promissora

relacido a Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli. Estudo fitoquimico
preliminar mostrou que essa espécie
possui principalmente alcaloides,
triterpenos, esteroides e flavonoides. Os
resultados obtidos reforcam a
necessidades de novas pesquisas a fim
de ampliar os conhecimentos sobre as

propriedades bioldgicas da espécie.
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