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RESUMO 

 

 
ESTUDO ETNOFARMACOLÓGICO, FITOQUÍMICO E BIOLÓGICO DE 

Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza 

 

 

AUTORA: Thiele Faccim de Brum 

ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann 
 

 

Poikilacancthus glandulosus é um subarbusto, distribuída no Sudeste e Sul do Brasil, 

Paraguai, Argentina e Uruguai e pertence a família Acanthaceae. O objetivo deste estudo foi 

realizar um estudo etnofarmacológico, fitoquímico e investigar atividades biológicas dos 

extratos obtidos das folhas e dos galhos de P. glandulosus. O material vegetal foi coletado no 

município de Santiago, RS, Brasil, e está depositado no herbário do Departamento de 

Biologia da UFSM catalogado sob os números de registro SMDB 12.442 e 13.178. O material 

foi macerado com etanol (70%) e filtrado. Após, uma parte do extrato hidroalcóolico (EH) foi 

reservada e a outra evaporada em evaporador rotatório para remoção do etanol (extrato 

aquoso - EA). Este foi particionado em ampolas de separação, utilizando solventes de 

polaridade crescente: diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH), 

sendo que o extrato bruto (EB) foi obtido pela secura do EA. O estudo etnofarmacológico 

permitiu coletar dados sobre a espécie junto aos usuários da planta para fim medicinal, como 

nome popular, uso medicinal, tipo de extrato, entre outros. Através do estudo fitoquímico foi 

revelado a presença de triterpenoides e esteroides, cumarinas, catequinas, fenóis, ácidos 

orgânicos, amino-grupos, antocianinas, antocianidinas e flavonoides, heterosídeos 

antociânicos, heterosídeos cardioativos. A análise por CLAE revelou a presença de ácido 

gálico em todas as frações testadas (folhas e galhos). Além disso, foi revelada a presença de 

ácido maslínico, uvaol, sitosterol e α-amirina nos extratos da espécie. O extrato bruto das 

folhas apresentou atividade anti-inflamatória e antiedematogênica in vivo. Os extratos das 

folhas não apresentaram cito e genotoxicidade nas concentrações testadas. A fração AcOEt 

apresentou o maior teor de polifenóis e flavonoides nas folhas e nos galhos de P. glandulosus. 

Na avaliação da capacidade antioxidante, a fração AcOEt dos galhos o EB das folhas, se 

destacaram em relação a inibição pelo radical DPPH. A fração AcOEt das folhas e a fração 

CH2Cl2 dos galhos reduziram significativamente a peroxidação lipídica comparado com as 

demais frações. Em relação ao teste da DCFH, a fração CH2Cl2 das folhas e dos galhos se 

destacou. Na avaliação da atividade antimicrobiana, os extratos demonstraram boas atividades 

contra bactérias Gram-positivas e foram praticamente inativos contra Gram-negativas. 

Promissora atividade frente à micobactéria M. smegmatis foi encontrada para a fração 

CH2Cl2. O EB e a fração AcOEt das folhas de P. glandulosus apresentaram redução na 

formação de biofilme formado por S. aureus e o EB dos galhos frente S. mutans e a L. 

monocytogenes. O extrato bruto das folhas e dos galhos apresentou efeito escolicida frente à 

Echinococcus ortleppi em um curto período de tempo. Através deste estudo, foi possível 

validar as informações sobre o uso medicinal de P. glandulosus, identificar a composição 

fitoquímica e avaliação das atividades biológicas pela pimeira vez. 
 

 

Palavras-chave: Etnofarmacologia. Gaiana. Folhas. Galhos. Metabólitos secundários. 
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ABSTRACT 

 

 

ETHNOPHARMACOLOGYCAL STUDY, PHYTOCHEMISTRY AND BIOLOGICAL 

OF Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza 

 

 

AUTHOR: THIELE FACCIM DE BRUM 

ADVISER: LILIANE DE FREITAS BAUERMANN 

 

 

Poikilacanthus glandulosus is a subshrub distributed in Southeast and South of Brazil, 

Paraguay, Argentina and Uruguay and belongs to Acathaceae family. The aim of this study 

was to perform a phytochemical study and investigate the biological activities of the extracts 

obtained from the leaves and twigs of P. glandulosus. The plant material was collected in the 

city of Santiago, RS, Brazil, and is deposited in the herbarium of the Department of Biology 

UFSM cataloged under the registration numbers SMDB 12.442 and 13.178. The material was 

macerated in ethanol (70%) and filtered. After, a part of the hydroalcoholic extract (HE) was 

reserved and the other evaporated in rotary evaporator to remove ethanol (aqueous extract - 

AE). This was partitioned in ampoules of separation using increasing polarity solvents: 

dichloromethane (CH2Cl2), ethyl acetate (AcOEt) and butanol (BuOH), being the crude 

extract (CE) obtained by drying the AE. Through ethnopharmacological study it was possible 

to collect data on the species with the users of the plant for medicinal purpose, such as 

popular name, medical use, kind of extract, among others. Phytochemical study revealed the 

presence of triterpenoids and steroids, coumarins, catechins, phenols, organic acids, amino 

groups, anthocyanins, anthocyanidins and flavonoids, anthocyanin glycosides, cardioactive 

glycosides. HPLC analysis revealed the presence of gallic acid in all fractions tested (leaves 

and branches). Furthermore, the presence of maslinic acid uvaol, sitosterol and α-amyrin 

species in the extracts was revealed. The CE of leaves showed anti-inflammatory activity and 

antiedematogenic in vivo. The extracts of leaves showed no cito and genotoxicity at the 

concentrations tested. The AcOEt fraction showed the highest content of polyphenols and 

flavonoids in the leaves and the branches of P. glandulosus. In the evaluation of the 

antioxidant capacity, the AcOEt fraction of branches and CE of leaves were highlighted in 

relation to inhibition by DPPH radical. The fractions AcOEt of the leaves and CH2Cl2 of 

branches significantly reduced lipid peroxidation compared to other fractions. In relation to 

test DCFH, the CH2Cl2 fraction of leaves and branches stood out. In evaluating the 

antimicrobial activity, the extracts showed good activity against Gram-positive bacteria and 

were practically inactive against Gram-negative bacteria. Promising activity against the 

mycobacterium M. smegmatis was found for the CH2Cl2 fraction. The CE and the AcOEt 

fraction of P. glandulosus leaves decreased biofilm formation formed by S. aureus and CE of 

branches front S. mutans and L. monocytogenes. The crude extract of leaves and branches 

presented efeito escolicida contra Echinococcus ortleppi em um curto período de tempo. 

Through this study, was possible validate the information about medicinal use of P. 

glandulosus, identify the phytochemical composition and evaluation of biological activities 

for the first time. 

 

 

Key words: Ethnophamarcology. Gaiana. Leaves. Branches. Secondary metabolites. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Desde os primórdios da existência humana, tem-se encontrado nas plantas uma fonte 

inesgotável de recursos, principalmente como alimento e remédio, resultantes de uma série de 

influências culturais como a dos colonizadores europeus, indígenas e africanos (DI STASI et 

al., 1989).  

As plantas medicinais continuam ocupando lugar de destaque no arsenal terapêutico. 

No inicio da década de 1990, a Organização Mundial de Saúde (OMS), demonstrou que 65 a 

80% da população dos países em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como 

única forma de acesso aos cuidados básicos de saúde. Apesar da grande evolução na medicina 

alopática, a partir da segunda metade do século XX, ainda existe o difícil acesso pelas 

populações carentes a esses medicamentos. Tal fato associado com a fácil obtenção e a grande 

tradição do uso de plantas medicinais contribui para sua utilização pelas populações dos 

países em desenvolvimento (WHO, 2011).  

No Brasil, cerca de 82% da população brasileira utiliza produtos à base de plantas 

medicinais em tratamento de saúde, seja pelo conhecimento tradicional na medicina 

tradicional indígena, quilombola, entre outros povos e comunidades tradicionais, seja pelo uso 

popular, de transmissão oral entre gerações, ou nos sistemas oficiais de saúde, como prática 

de cunho científico, orientada pelo Sistema Único de Saúde (SUS) (RODRIGUES; SIMONI, 

2010).  

Apesar disso e de toda a diversidade de espécies existentes, o potencial de uso de 

plantas como fonte de novos medicamentos é ainda pouco explorado. Entre as 250 a 500 mil 

espécies de plantas estimadas no mundo, somente cerca de 5% têm sido estudadas 

fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor é avaliada sob aspectos biológicos 

(RATES, 2001). O Brasil é o país com a maior diversidade genética vegetal do mundo, 

contando com mais de 55 mil espécies catalogadas de um total estimado entre 350 a 550 mil, 

sendo que apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de 

compostos bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades 

medicinais (DIAS, 1996).  

A vasta gama de informações sobre o uso de centenas de plantas como “remédios” em 

todos os lugares do mundo leva à necessidade de se desenvolver métodos que facilitem a 

enorme tarefa de avaliar cientificamente o valor terapêutico de espécies vegetais (SIMÕES et 

al., 2010).  
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Historicamente, as plantas medicinais são importantes como fitoterápicos e na 

descoberta de novos fármacos, estando no reino vegetal a maior contribuição de 

medicamentos (RODRIGUES; AMARAL, 2012). Estima-se que pelo menos 25% de todos os 

medicamentos modernos são derivados direta ou indiretamente de plantas medicinais, 

principalmente por meio da aplicação de tecnologias modernas ao conhecimento tradicional. 

No caso de certas classes de produtos farmacêuticos, como medicamentos antitumorais e 

antimicrobianos, essa percentagem pode ser maior que 60% (WHO, 2011).  

A informação popular sobre o uso das plantas se constitui no mais importante critério 

de seleção de material para o estudo químico, visando à sua aplicação medicinal (MATOS, 

2009). Dados da literatura revelam que é muito mais provável encontrar atividade biológica 

em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao 

acaso. Cerca de 75% dos compostos puros naturais empregados na indústria farmacêutica 

foram isolados, seguindo recomendações da medicina popular (CECHINEL FILHO; YUNES, 

1998).   

As observações populares sobre o uso e a eficácia de plantas medicinais de todo 

mundo, mantêm em voga a prática do consumo de fitoterápicos, tornando válidas as 

informações terapêuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. A partir desse 

conhecimento popular a cerca do uso das plantas medicinais, que serviu de embasamento para 

os estudos clínicos, farmacológicos e químicos das plantas, originaram-se os primeiros 

fármacos pelo homem, como atropina, artemísia, digoxina, morfina, reserpina, vincristina e 

vinblastina, dentre outros (GILANI; ATTA-UR-RAHMAN, 2005).  

Segundo Miguel e Miguel (1999), os produtos naturais podem ser tão eficientes 

quanto os produzidos pela síntese química, contudo a transformação de uma matéria-prima 

vegetal em um medicamento deve visar à preservação da integridade química e farmacológica 

do vegetal, garantindo a constância de sua ação biológica e a sua segurança de utilização, 

além de valorizar seu potencial terapêutico. Para garantir esses objetivos, a produção de 

fitoterápicos requer, necessariamente, estudos prévios relativos a aspectos botânicos, 

agronômicos, fitoquímicos, farmacológicos, toxicológicos, de desenvolvimento de 

metodologias analíticas e tecnológicas. 

Neste sentido, destaca-se a etnofarmacologia, uma área da pesquisa que visa entre 

outros eixos temáticos, a exploração científica interdisciplinar de agentes biologicamente 

ativos, tradicionalmente empregados ou observados por determinado grupo humano 

(AMOROZO, 1996, p. 49).  Dessa forma, todos os estudos realizados com plantas devem ser 

considerados de grande valia, não só pela descrição científica, mas também pelo registro dos 
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saberes populares que são fundamentais no direcionamento das pesquisas científicas (MING, 

1996, p. 70).   

Infelizmente, apesar de contar com uma vasta biodiversidade, quase a totalidade das 

plantas medicinais estudadas hoje e usadas na preparação de medicamentos não pertence à 

flora brasileira e isto acontece devido à falta de estudos científicos que comprovem suas ações 

(BRANDÃO, 2009). 

Entre as plantas de interesse da flora medicinal brasileira pode-se citar a 

Poikilacanthus glandulosus, pertencente à família Acanthaceae e conhecida popularmente 

como gaiana na região de Santiago/RS, onde é muito utilizada na medicina tradicional para 

diversas enfermidades e sintomatologias e, no entanto, não possui validação a respeito do seu 

uso e principalmente, de seus efeitos medicinais e de toxicidade bem como de suas atividades 

biológicas e estudos fitoquímicos. Tendo em vista o crescente interesse e a necessidade pela 

pesquisa com plantas medicinais, especialmente aquelas espécies ainda não estudadas, e a 

necessidade do desenvolvimento de novos agentes no tratamento das mais diversas doenças, 

motivou-se a realização deste trabalho para que haja uma maior compreensão 

etnofarmacológica da espécie, dos constituintes químicos, da capacidade antioxidante e 

atividades cito e genotóxica, anti-inflamatória, antimicrobiana, antimicobacteriana, 

antibiofilme e antiparasitária de extratos obtidos das folhas e dos galhos de P. glandulosus. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar um estudo etnofarmacológico, fitoquímico e investigar atividades biológicas 

dos extratos obtidos das folhas e dos galhos de Poikilacanthus glandulosus. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

  Realizar estudo etnofarmacológico de P. glandulosus na região de Santiago, RS, 

Brasil; 

  Pesquisar os principais metabólitos secundários presentes nas folhas e nos galhos de 

P. glandulosus através de screening fitoquímico preliminar; 

  Identificar compostos no extrato bruto e frações das folhas e dos galhos de P. 

glandulosus por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e quantificá-los quando possível; 

  Determinar o teor de polifenóis e flavonoides no extrato bruto e frações das folhas e 

dos galhos de P. glandulosus; 

  Avaliar a capacidade antioxidante de P. glandulosus do extrato bruto e frações das 

folhas e dos galhos; 

  Verificar a possível atividade anti-inflamatória tópica do extrato bruto das folhas de 

P. glandulosus;  

  Analisar o efeito do extrato bruto e frações das folhas de P. glandulosus frente a cito 

e genotoxicidade em células mononucleares de sangue periférico; 

  Realizar a atividade antimicrobiana e antimicobacteriana in vitro do extrato bruto e 

frações das folhas e dos galhos de P. glandulosus frente a bactérias através de microdiluição 

em caldo, e determinar a concentração inibitória mínima (CIM); 

  Verificar, através do ensaio de microdiluição em placa, a Concentração Mínima de 

Inibição de Biofilme (CIB) no extrato bruto e frações das folhas e dos galhos espécie; 

  Analisar a atividade antiparasitária do extrato bruto das folhas e dos galhos de P. 

glandulosus frente à protoscoleces de Echinococcus ortleppi. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 DESCRIÇÃO DA PLANTA 

 

3.1.1 Família Acanthaceae Juss. 

 

A maioria das espécies pertencentes à família Acanthaceae são subarbustos, arbustivas 

ou trepadeiras, raramente pequenas árvores, e estima-se que existam cerca de 3.500 espécies 

compreendidas em cerca de 200 gêneros de ampla distribuição nas regiões tropicais e 

subtropicais e pouco representadas nas regiões temperadas (JOLY, 1998; WASSHAUSEN; 

WOOD, 2004).   

Os principais centros de diversidade e de maior concentração de espécies da família 

são o Sudeste Asiático, Malásia, Índia, Madagascar, África Tropical, América Central, 

México, Andes e Brasil (DANIEL, 2000). O Brasil possui aproximadamente 41 gêneros e 432 

espécies, distribuídos nas florestas do Sul e Centro-Oeste, principalmente nas matas secas 

(PROFICE et al., 2010). 

A polinização nesta família, na grande maioria, é realizada por diferentes espécies de 

beija-flores. Os diferentes tipos morfológicos da corola das espécies, geralmente 

marcadamente tubulosos, favorecem a visita desses pássaros (EZCURRA, 1993). 

As espécies pertencentes a essa família apresentam importância como ornamental, 

tanto por suas brácteas, como por suas flores, sendo representadas por espécies dos gêneros 

Acanthus L., Ruellia L., Thunbergia Retz, Aphelandra R. Br., Eranthemum L., Justicia L., 

Odontonema Nees dentre outros que são frequentemente cultivados. Algumas espécies 

possuem, também, importância econômica como forrageiras de emergência em épocas de 

escassez de gramíneas como Justicia tweediana (Nees) Griseb. e Ruellia erythropus (Nees) 

Lindau (BURKART, 1943). Entretanto, Geissomeria longiflora (Lindl.) e Chaetothylax 

lythroides Benth. & Hook. são popularmente consideradas tóxicas para o gado (PIO-

CORRÊA, 1969). Existem espécies que também são importantes pelo seu valor medicinal, 

tais como Phaulopsis fascisepala C.B.Cl. pela sua atividade antioxidante (ADESEGUN et al., 

2009), Adathoda vasica Nees, no combate de problemas respiratórios (SHINWARI et al., 

2009), Graptophyllum pictum L., para doenças cutâneas e anti-inflamatória (OZAKI et al., 

1989), Asteracantha longifólia (L.) Nees, como antioxidante, antimicrobiana, antitumoral, 

hepatoprotetora, hematopoiética, antioxidante e hipoglicemiante (CHAUHAN; DIXIT, 2010).  
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3.1.2 Gênero Poikilacanthus 

 

O gênero abrange ervas ou arbustos com folhas pecioladas, inflorescências em espigas 

ou capituliformes e uma flor por nó. Poikilacanthus está representado por quatorze espécies, 

sendo que a maioria delas ocorre na América do Sul e cinco são encontradas no México e na 

América Central (DANIEL, 1991). É distinguido dos demais gêneros da família pelo pólen 

poliporado (4 poros), com exina recoberta de aréolas retangulares ou poligonais e distribuídas 

por toda a superfície ou unidas em faixas (LINDAU, 1895; RAJ, 1961; DANIEL, 1991, 

1998).  

A morfologia externa de Poikilacanthus é muito semelhante ao Justicia, sendo que 

muitas de suas espécies foram descritas pertencendo a esse gênero. Somente a partir da 

análise da morfologia polínica que foi possível manter Poikilacanthus como um gênero à 

parte. As características do pólen parecem ser o único meio de distinção entre os dois gêneros 

(DANIEL, 1991, 1998). O pólen de Poikilacanthus tem sido considerado único na família 

(RAJ, 1961).  

 

3.1.3 Espécie Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza 

 

A espécie P. glandulosus (Figura 1) é um subarbusto, prefere lugares úmidos e está 

distribuída no Sudeste e Sul do Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai, apresentando como 

sinonímias Justicia umbrosa (Nees) Lindau, Justicia flexuosa (Nees) Wasshausen & Smith e 

Poikilacanthus flexuosus (Nees) Lindau (ARIZA, 1984; WASSHAUSEN; SMITH, 1969). 

A planta em estudo está inserida na lista de espécies da flora brasileira e, no entanto, 

carece de estudos químicos, farmacológicos, biológicos, toxicológicos e fitoquímicos, bem 

como de informações etnobotânicas e etnofarmacológicas.  Existe apenas um estudo na 

literatura que aborda sobre o screening antimicrobiano através do extrato acetônico de P. 

glandulosus que não apresentou inibição para os micro-organismos testados (BARNECHE  et 

al., 2010). 
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Figura 1 – Poikilacanthus glandulosus - Aspectos da planta. Disponível em 

<http://www.floraargentina.edu.ar/>. Acesso em 12/02/2014. 

 

 

 

 

 

3.2 A ABORDAGEM ETNOFARMACOLÓGICA NA PESQUISA COM PLANTAS 

MEDICINAIS 

 

A prática do uso das plantas medicinais faz parte da evolução da humanidade, tendo 

grande importância tanto no que se refere aos aspectos medicinais, como também, a sua forte 

ligação a costumes ancestrais, onde a população continua a usá-las como principal 

medicamento (HOSTETTMANN et al., 2008).  

A escolha da planta a estudar deve basear-se, essencialmente, na prospecção feita 

sobre as informações populares e bibliográficas do seu uso, embora, após sua identificação 

botânica se possa, pela posição filogenética da planta, obter dados complementares úteis para 

justificar essa escolha à custa de pesquisa bibliográfica (CUNHA, 2010).  

Existem várias abordagens para a seleção de espécies vegetais, dentre elas, três tipos 

são alvo de maiores investigações:  

- abordagem randômica: escolha da planta sem qualquer critério, tendo como fator 

determinante a disponibilidade da planta;  

http://www.floraargentina.edu.ar/
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- abordagem quimiotaxonômica ou filogenética: seleção da espécie correlacionada 

com a ocorrência de uma dada classe química de substâncias em um gênero ou família;  

- abordagem etnofarmacológica: seleção da espécie de acordo com o uso terapêutico 

evidenciado por um determinado grupo étnico (HOSTETTMANN et al., 2008). 

Segundo Spjut e Perdue (1976), a seleção etnofarmacológica, no entanto, favorece 

com maior probabilidade à descoberta de novas substâncias bioativas, por apresentar alta 

porcentagem de acerto nos testes de investigação de respostas positivas. Tal fato pode ser 

verificado por esses autores quando analisaram drogas anticâncer e relataram que foram 

descobertas duas vezes mais plantas para essa doença, partindo-se das pesquisas 

etnofarmacológicas do que das recolhidas ao acaso. Ainda, conforme Balick (1990), 6% das 

amostras colhidas ao acaso e enviadas ao US NCI (National Cancer Institute, dos Estados 

Unidos da América) eram bioativas, enquanto as coletas direcionadas por pesquisas 

etnofarmacológicas indicaram 25% de plantas bioativas. 

 O resgate dos conhecimentos tradicionais junto à população pela pesquisa 

etnobotânica e etnofarmacológica tem merecido atenção especial devido à aceleração no 

processo de aculturação e perda de valiosas informações populares, desaparecimento de 

espécies ainda não estudadas, ampliação do mercado de plantas medicinais em virtude da 

preferência de muitos consumidores por produtos de origem natural, o difícil acesso da grande 

maioria da população brasileira ao medicamento tradicional e à assistência médica e o 

crescente interesse das indústrias na busca por novos fármacos (ANDRADE; CASALI, 2002). 

A abordagem ao estudo de plantas medicinais a partir de seu emprego na medicina 

tradicional pode fornecer muitas informações úteis para a elaboração de estudos 

farmacológicos, fitoquímicos e agronômicos sobre estas plantas. A partir desse conhecimento 

empírico já existente, e muitas vezes consagrado pelo uso contínuo destas plantas medicinais 

que poderão guiar os estudos científicos (AMOROZO, 1996, p. 50). 

Diante disso, é necessário estudar o uso e obter o conhecimento das plantas dos vários 

grupos étnicos e, desta forma, captar informações que possam ser empregadas na descoberta 

de substâncias biologicamente ativas e utilizadas na produção de medicamentos. Neste 

contexto, a etnobotânica é uma área da pesquisa que consiste em registrar e documentar o 

conhecimento tradicional e a informação sobre os usos empíricos das plantas (MARTINEZ, 

1997).  

A etnobotânica aplicada ao estudo de plantas medicinais atua em cumplicidade com a 

etnofarmacologia, que visa designar a investigação das práticas tradicionais de preparação e 

uso de medicamentos à base de plantas usadas para tratamento das doenças que afetam as 
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populações indígenas. Os estudos etnofarmacológicos permitem inferir da eficácia provável 

dos remédios tradicionais, validando, desta forma, o conhecimento tradicional e, se realizados 

de acordo com uma metodologia científica correta, podem contribuir para melhorar a 

qualidade e estabilidade das preparações medicinais, ao fornecer dados sobre as substâncias 

ativas e sobre o tipo de atividade farmacológica que revelam (CUNHA, 2010).  

Entretanto, o uso popular, e mesmo tradicional, não é suficiente para avaliar 

eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Neste sentido, as 

plantas medicinais não se diferenciam de qualquer outro xenobiótico sintético e sua 

preconização ou a autorização oficial do seu uso medicamentoso devem ser fundamentadas 

em evidências experimentais comprobatórias de que o risco a que se expõem àqueles que 

utilizam é suplementado pelos benefícios que possam advir (SIMÕES et al., 2010). 

A tendência observada para a fitoterapia é que essa, assim como no passado, 

desempenhará um papel cada vez mais importante na assistência à saúde da população, 

necessitando cada vez mais de estudos multidisciplinares, contribuindo para a preservação da 

multiplicidade de culturas humanas, explorando a biodiversidade brasileira e servindo de 

partida para o desenvolvimento de estudos científicos nas mais diversas áreas do 

conhecimento. 

 

3.3 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS: IMPORTÂNCIA E FUNCIONALIDADE  

 

O metabolismo é um conjunto de reações químicas que continuamente estão 

ocorrendo em cada célula. Os compostos químicos formados, degradados ou simplesmente 

transformados é que são os metabólitos (SANTOS et al., 2010). Esses metabólitos variam de 

acordo com a espécie vegetal e a família e alguns são restritos à determinada família, gênero 

ou espécie, possibilitando o emprego como marcador taxonômico (BENETT; 

WALLSGROVE, 1994). 

Outro aspecto relevante que pode interferir na produção de metabólitos secundários é 

a influência dos fatores ambientais, como clima, tipo de solo e época de coleta da planta. 

Geralmente, os efeitos medicinais e/ou tóxicos das plantas estão relacionados aos metabólitos 

secundários, os quais possuem como função adaptar o vegetal ao meio e representam a 

principal classe de substâncias vegetais de interesse farmacológico (VANHAELEN et al., 

1991). As principais classes de compostos derivados do metabolismo secundário das plantas 

são: polifenóis, taninos, flavonoides, alcaloides, cumarinas, antraquinonas, óleos essenciais e 

saponinas (SIMÕES et al., 2010).   
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O aparecimento de metabólitos biologicamente ativos na natureza é determinado por 

necessidades ecológicas e possibilidades biossintéticas, sendo que a coevolução de plantas, 

insetos, micro-organismos e mamíferos conduz a síntese de metabólitos com funções de 

defesa ou atração, principalmente. Através dessa interação dos metabólitos secundários é que 

estes apresentam atividades biológicas interessantes (CUNHA, 2010). 

A elevada diversidade desses metabólitos vegetais tem despertado o interesse de 

pesquisadores de diversas áreas da ciência, como a farmacêutica, alimentar, agronômica, 

perfumaria, entre outras, que veem neles uma fonte promissora de novas moléculas 

(RHODES, 1994).  

Quando não se dispõe de estudos químicos sobre a espécie de interesse, a análise 

fitoquímica preliminar pode indicar os grupos de metabólitos secundários relevantes na 

mesma para detectar as classes de compostos presentes na parte da planta usada na medicina 

popular e na própria preparação tradicional a fim de guiar outros estudos, tais como 

isolamento, atividades biológicas, tóxicas, farmacológicas entre outras (SIMÕES et al., 

2010). 

Segundo Farias (2010), a caracterização dos principais grupos de substâncias vegetais 

de interesse tem sido conseguida pela realização de reações químicas que resultem no 

desenvolvimento de coloração e/ou precipitado característico. As reações químicas permitem 

verificar a presença de substâncias, por exemplo, flavonoides, alcaloides, esteroides, entre 

outros, sendo métodos simples, de rápida execução e baixo custo. Elas são geralmente 

inespecíficas, ocorrendo através de grupos funcionais ou estruturas comuns a várias 

substâncias.  

 

3.4 POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ATIVIDADES BIOLÓGICAS RELACIONADAS 

 

3.4.1 Papel dos radicais livres e o estresse oxidativo  

 

A oxidação é parte fundamental da vida aeróbia e do nosso metabolismo e os radicais 

livres são produzidos naturalmente nos processos fisiológicos ou por alguma disfunção 

biológica. No organismo, seus benefícios podem ser observados em baixas ou moderadas 

concentrações e encontram-se envolvidos na produção de energia, fagocitose, regulação do 

crescimento celular, sinalização intercelular e síntese de substâncias biológicas importantes 

(BARREIROS et al., 2006). 
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Normalmente, a produção endógena desses radicais livres é contrabalanceada por 

sistemas de defesa do próprio organismo. No entanto, devido a diferentes fatores, o aumento 

na produção e/ou a redução na eliminação desses radicais podem ultrapassar a capacidade 

protetora, gerando um desequilíbrio fisiológico, caracterizando o estresse oxidativo (EO) 

(CUNHA, 2010).  

Uma quantidade substancial de evidências tem indicado o papel chave dos radicais 

livres e outros oxidantes como grandes responsáveis pelo envelhecimento e por doenças 

cardiovasculares, câncer (RICE-EVANS; PACKER, 1998), processos inflamatórios, 

patologias autoimunes, desordens do sistema digestivo (REPETTO; LIESUY, 2002) e 

enfermidades neuro-degenerativas como Parkinson e o Mal de Alzheimer (SCHROETER et 

al., 2002; YOUDIM et al., 2004). 

Os radicais livres são compostos que possuem na estrutura química um ou mais 

elétrons desemparelhados, sendo desta forma muito instáveis, altamente reativos, e de meia 

vida curta. Diversos agentes e circunstâncias podem levar ao aumento desses radicais no 

organismo que podem ser de formação endógena (fosforilação oxidativa) ou exógena 

(radiação, fumo, substâncias tóxicas, como solventes, herbicidas e drogas) (SANTOS, 2006).  

Já a terminologia Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) inclui espécies radicalares 

como, hidroxila (OH
•
), ânion superóxido (O2

•-
), peroxila (ROO

•
) e oxigênio singlete (

1
O2) e as 

não radicalares, como oxigênio (O2), peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido hipocloroso 

(HOCl), que apesar de não possuírem elétrons desemparelhados, também são altamente 

reativos em decorrência de sua instabilidade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).  

Além de EROs, os organismos também sofrem ação constante de Espécies Reativas de 

Nitrogênio (ERNs), como o óxido nítrico (NO
•
), óxido nitroso (N2O3), ácido nitroso (HNO2), 

nitritos (NO2
-
), nitratos (NO3

-
) e peroxinitritos (ONOO

-
) (BARREIROS et al., 2006). Ainda, 

os derivados de tióis (RS•), as espécies reativas de cloro, as espécies reativas de carbono e 

complexos de metais de transição, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr também são capazes de 

formar radicais livres no organismo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; 

VASCONCELOS et al., 2007). 

 O EO é uma condição celular ou fisiológica de elevada concentração dessas espécies 

reativas que causam danos moleculares às estruturas celulares ao reagir com lipídeos, 

proteínas, carboidratos e ácidos nucleicos, com consequente alteração funcional e prejuízo das 

funções vitais em diversos tecidos ou órgãos (HALLIWELL, 1992; GYAMFI et al., 1999; 

AL-MAMARY et al., 2002).  
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Esforços têm sido realizados no sentido de se identificar marcadores para a avaliação 

do EO, com o objetivo de sistematizar sua utilização no diagnóstico e controle dos efeitos 

adversos. Tais marcadores se baseiam na análise do processo de oxidação de lipídios, 

proteínas e DNA, sendo que os relacionados aos lipídios são mais amplamente estudados 

(MAYNE, 2003; BARBOSA et al., 2008).  

A membrana plasmática é basicamente formada por uma dupla camada lipídica no 

qual se encontram proteínas integrais e periféricas associadas. As EROs podem prejudicar a 

função das membranas pela oxidação dos ácidos graxos poli-insaturados presentes nos 

lipídios e indiretamente pela inibição da síntese dos lipídios, dessaturação de ácidos graxos ou 

ativação das lipases, processo esse denominado peroxidação lipídica que serve de marcador 

do estresse oxidativo (GOETZ et al., 2008). Nesse sentido, a peroxidação lipídica causa 

modificações nas propriedades físicas e químicas das membranas, alterando a fluidez e 

permeabilidade, tanto da membrana plasmática quanto das membranas que delimitam as 

organelas com risco de ruptura que levam à morte celular (VASCONCELOS et al., 2007).  

Por outro lado, assim como na formação de RLs e espécies reativas, a peroxidação 

lipídica pode ser um processo fisiológico nem sempre prejudicial, pois participa da resposta 

inflamatória liberando ácido araquidônico e, subsequentemente, prostaglandinas e distintos 

endoperóxidos (JAMIESON, 1989). Entretanto, a excessiva liberação destes produtos durante 

os danos oxidativos pode causar edema celular, modificações na permeabilidade celular, 

quimiotaxia e danos teciduais, implicando, por exemplo, na patogênese da aterosclerose 

(VAGIMIGLI et al., 2003).  

A lipoperoxidação ocorre através de uma cascata de eventos bioquímicos resultante da 

ação dos radicais livres sobre a membrana plasmática. A reação inicia com a retirada de um 

átomo de hidrogênio de um grupo metileno do ácido graxo poli-insaturado da membrana 

celular, com consequente formação de radicais livres, que se propagam em uma reação em 

cadeia. Uma vez que estes peróxidos lipídicos são compostos instáveis, tendem a degradar-se 

rapidamente em uma variedade de produtos secundários, destacando-se o malondialdeído 

(MDA), um dos produtos mais conhecidos, que pode ser utilizado como indicador de dano 

oxidativo em tecidos e células (GROTTO et al., 2009; SHIBAMOTO, 2006).  
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3.4.2 Sistema de defesa antioxidante  

 

Com a finalidade de contrabalançar o EO, inibindo ou reduzindo os danos causados 

pela ação deletéria das ERs, tem-se o sistema de defesa antioxidante, que pode ser dividido 

em enzimático e não-enzimático. O primeiro inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD), 

glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), que agem por meio de mecanismos de 

prevenção, impedindo e/ou controlando o processo de propagação e amplificação do processo 

oxidativo. Já o sistema de defesa não-enzimático inclui substâncias diversas como a glutationa 

(GSH), bilirrubina, ceruloplasmina, melatonina, coenzima Q e, especialmente, antioxidantes 

obtidos da dieta, como a vitamina C, vitamina E, carotenoides e compostos fenólicos 

(GÜLÇIN, 2012; BARBOSA et al., 2010). 

Além desse sistema de defesa, produtos naturais com atividade antioxidante são 

importantes para atenuar o dano oxidativo, desta maneira, complementando estas defesas 

(KANTER, 1998). Quando há limitação na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer 

lesões oxidativas de caráter cumulativo, no entanto, em quantidades satisfatórias, estes podem 

estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biológicos nas células 

(ATOUI et al., 2005).  

A preocupação com a substituição de aditivos sintéticos pelos naturais evidenciou os 

estudos sobre compostos com potencial efeito antioxidante de fontes naturais. As atividades 

antioxidantes e anti-radicalares são as que mais se relacionam com os constituintes fenólicos, 

como fenóis simples, ácidos fenólicos (derivados de ácidos benzóico e cinâmico), cumarinas, 

flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisáveis, lignanas e ligninas (CUNHA, 

2010). 

A atividade dos antioxidantes está relacionada com compostos capazes de proteger um 

sistema biológico contra reações potencialmente nocivas que causam excessiva oxidação, 

impedindo que radicais livres danifiquem células e tecidos. O consumo diário destas 

substâncias pode fortalecer o sistema imunológico, além de reduzir o risco de uma série de 

doenças como o desenvolvimento de câncer através da ação prolongada dos radicais livres no 

organismo, os quais são combinados pelos antioxidantes (MENSOR et al., 2001; 

ROGINSKY; LISSI, 2005).  

Neste contexto, há um interesse crescente pelos efeitos antioxidantes de produtos 

naturais e do seu papel na saúde e na doença. Estudos envolvendo o efeito de extrato bruto, 

frações ou de componentes isolados e/ou modificados vem apresentando um enorme 
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crescimento na investigação científica nas duas últimas décadas, especialmente em relação à 

atividade antioxidante (FILHO et al., 2001).  

Os primeiros estudos com polifenóis relacionavam a sua fundamental importância na 

dieta devido aos seus efeitos nutricionais, como por exemplo, à diminuição na absorção e 

digestabilidade de alimentos devido à capacidade destes constituintes químicos se ligarem e 

precipitarem minerais e macromoléculas tais como proteínas e carboidratos (YANG et al., 

2001). Contudo, o interesse principal tem recaído, pois dentre as diversas classes de 

substâncias antioxidantes de ocorrência natural, as substâncias com núcleo fenólico, como 

tocoferol, flavonoides e ácidos fenólicos, têm recebido muita atenção nos últimos anos, 

sobretudo por inibirem a peroxidação lipídica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996; 

SOARES, 2002). Muitos flavonoides como a quercetina, luteonilina e catequinas, são 

melhores antioxidantes que a vitamina C, vitamina E e β-caroteno em uma mesma 

concentração molar (GAO et al., 1999).  

De acordo com a habilidade destas substâncias em prevenir doenças conhecidamente 

associadas ao estresse oxidativo, tais como cardiopatias, processos inflamatórios, alguns tipos 

de câncer podem estar vinculadas às propriedades antioxidantes dos polifenóis reportadas 

(MAURÍCIO, 2006).  

 

3.4.3 Atividade anti-inflamatória 

 

A reação inflamatória está presente em quase todas as lesões produzidas no organismo 

humano. Traumas, lesões térmicas, infecções, isquemia, reações imunitárias a agentes 

externos e processos autoimunes acompanham-se, em maior ou menor grau, de reações 

inflamatórias. As manifestações clínicas do processo inflamatório são dor, hiperalgesia, 

eritema, edema e limitação funcional (FUCHS et al., 2006).  

A inflamação é uma reação complexa a vários agentes nocivos, como os 

microrganismos e células danificadas, geralmente necróticas, que consiste de respostas 

vasculares, migração e ativação de leucócitos e reações sistêmicas. A principal característica 

do processo inflamatório é a reação dos vasos sanguíneos, que leva ao acúmulo de fluido e 

leucócitos nos tecidos extravasculares (ROBBINS; COTRAN, 2005).  

O processo inflamatório é fundamentalmente um mecanismo de defesa, cujo objetivo 

final é a eliminação da causa inicial da lesão celular, (p. ex., microrganismos, toxinas) e das 

consequências de tal lesão (p. ex., células e tecidos necróticos). Sem a inflamação, as 

infecções se desenvolveriam descontroladamente, as feridas nunca cicatrizariam e o processo 
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destrutivo nos órgãos atacados seria permanente. Entretanto, a inflamação e o reparo podem 

ser potencialmente prejudiciais. As reações inflamatórias são o pilar de doenças crônicas, 

como a artrite reumatoide, a aterosclerose e a fibrose pulmonar, assim como de reações de 

hipersensibilidade potencialmente fatais a picadas de insetos, drogas e toxinas (ROBBINS; 

COTRAN, 2005).  

Como foi exposto anteriormente, os radicais livres são formados continuamente no 

nosso organismo por diversos fatores (exógenos e endógenos) e, podem desencadear um dano 

oxidativo, seja por aumento da produção desses radicais, seja pela diminuição dos 

componentes do sistema de defesa endógeno. Na reação inflamatória esse dano pode ser ainda 

mais severo em virtude de uma maior produção de citocinas. As células fagocitárias 

produzem superóxido como parte do mecanismo de defesa imunológica para eliminar micro-

organismos patogênicos; nas doenças inflamatórias, esta produção torna-se excessiva, 

provocando lesões nos tecidos (BRIGANTI; RICARDO, 2003).  

O desenvolvimento de fármacos que possuem atividade anti-inflamatória e também, 

antioxidante, como por exemplo, a Nimesulida, um fármaco bastante conhecido e que possui 

as duas atividades, é de grande valia, pois há o envolvimento da produção de radicais livres 

que contribuem na inflamação e dor, com posterior dano aos tecidos (VANE et al., 1998).  

As características mais comuns a todos os anti-inflamatórios disponíveis no mercado 

e, em particular, os glicocorticoides, são seus efeitos colaterais indesejáveis e o alto custo. 

Muitas plantas têm sido utilizadas na medicina tradicional não só pela sua eficiência em 

atenuar ou mesmo eliminar os efeitos indesejáveis da resposta inflamatória, mas também pela 

facilidade de acesso e, principalmente, pelo seu baixo custo (BATISTA et al., 1996).  

O modelo in vivo de edema de orelha é amplamente utilizado para demonstrar a 

atividade tópica de substâncias bioativas em inflamações cutâneas (BLAZSÓ; GÁBOR, 

1995; GÁBOR, 2000). Esse modelo caracteriza - se por demonstrar resultados rápidos, 

simplicidade da técnica, reprodutibilidade e baixas possibilidades de erros quando bem 

aplicado, além de ser um modelo que minimiza uso de animais e de substâncias (GÁBOR, 

2000). 

Os agentes flogísticos ativam quimicamente um processo inflamatório. Diferentes 

substâncias com esse potencial podem ativar vias diversas da cascata inflamatória, 

desencadeando os sinais característicos como edema, aumento de permeabilidade, 

vasodilatação, eritema. Por ativar vias diversas, a aplicação de diferentes agentes flogísticos 

(óleo de Croton, ácido araquidônico, capsaicina, fenol e histamina) é justificada por seus 

mecanismos específicos, já conhecidos, na indução do processo inflamatório, cujos 
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resultados obtidos podem sugerir um provável mecanismo da ação antiinflamatória da 

substância em estudo (GÁBOR, 2000). 

 

3.4.4 Atividades cito e genotóxica 

 

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa são consumidas com pouca ou 

nenhuma comprovação de suas propriedades farmacológicas e toxicológicas, propagadas por 

usuários ou comerciantes. Comparada à propriedade dos medicamentos usados nos tratamentos 

convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterápicos pode parecer desprezível.  

Isto, entretanto, não é verdade (SIMÕES et al., 2010).   

A toxicidade de plantas medicinais é problema sério de saúde pública. Os efeitos 

adversos dos fitomedicamentos, as possíveis adulterações e toxicidade, bem como a ação 

sinérgica (interação com outras drogas) ocorrem comumente. As pesquisas realizadas para 

avaliação do uso seguro de plantas medicinais e fitoterápicos no Brasil ainda são incipientes, 

assim como o controle da comercialização em feiras livres pelos órgãos oficiais, mercados 

públicos ou lojas de produtos naturais (VEIGA JUNIOR  et  al., 2005). 

Do ponto de vista toxicológico, deve-se considerar que uma planta medicinal ou um 

fitoterápico não tem somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados com a sua 

ingestão, mas lembrar, principalmente os efeitos que se instalam a longo prazo e de forma 

assintomática, como os carcinogênicos, hepatotóxicos e nefrotóxicos, a exemplo do que 

ocorreu recentemente no Brasil com extratos de confrei (Symphytum officinale L.) (ABBOTT, 

1988; BRASIL, 1992). Outro caso importante ocorrido é o do ácido aristolóquico encontrado 

em espécies de Aristolochia, usadas em casos de gota, artrites, reumatismo e doenças 

inflamatórias crônicas de pele. A exposição a esses ácidos tem resultado em um grande 

número de pacientes com deficiências renais chegando a alguns casos de morte (EMEA, 

2000). 

Portanto, o uso popular, e mesmo tradicional, não são suficientes para validar 

eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros. Nesse sentido, as 

plantas medicinais não se diferenciam de qualquer outro xenobiótico sintético e sua 

preconização, ou a autorização oficial do seu uso medicamentoso, devem ser fundamentadas 

em evidências experimentais comprobatórias de que o risco a que se expõem aqueles que a 

utilizam é suplantado pelos benefícios que possam advir (BRASIL, 1995). 

Diante disso, o uso indiscriminado de tinturas, chás, infusões, dentre outras formas de 

utilização das plantas medicinais, podem desencadear no desenvolvimento de patologias em 
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diversos órgãos, a exemplo, o fígado, que apresenta suscetibilidade natural a agentes externos 

e elevado número de metabólitos (MINCIS, 1985).  

A ANVISA recomenda a realização de estudos não clínicos de segurança quando 

pretende-se desenvolver novos medicamentos, que incluem: estudos de toxicidade de dose 

única (Aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, 

tolerância local e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliação da segurança 

farmacológica e toxicocinética (ANVISA, 2013). 

Os ensaios in vitro são normalmente efetuados como um teste de triagem inicial na 

primeira fase da avaliação de citotoxicidade. Os métodos in vitro para avaliar a toxicidade de 

biomateriais, foram padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes de 

citotoxicidade consistem em colocar o material direta ou indiretamente em contato com uma 

cultura de células de mamíferos, verificando-se as alterações celulares por diferentes 

mecanismos (ROGERO et al., 2003). A necessidade de estudos do comportamento celular in 

vitro sobre extratos de diferentes materiais é fundamental para o uso racional e seguro na prática 

médica. Neste método podem ser observados os processos de crescimento celular diretamente 

sobre as substâncias testadas (FRESHNEY, 2005).  

Neste sentido, a citotoxicidade reflete os efeitos sobre as estruturas celulares. A 

maioria das células devem mostrar uma resposta semelhante, e também responder de maneira 

similar quando a toxicidade é medida por vários critérios de viabilidade (BABICH, 

ROSENBERG e BORENFREUD, 1991).  

A viabilidade celular é um termo geral e pode ser investigada por ensaios que 

determinam um ou mais parâmetros celulares e que são geralmente adequados para medir 

efeitos tóxicos agudos de células cultivadas. Entre eles, encontram-se os seguintes ensaios 3-

(4,5)-dimetiltialzolil-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (atividade mitocondrial), enzima lactato 

desidrogenase (LDH), Azul Tripan entre outros (SOENEN e DE CUYPER, 2009). 

Além disso, quando um novo agente é incorporado ao ambiente celular, também pode 

ser analisado se este pode gerar genotoxicidade (dano diretamente ao DNA da célula). 

Agressões ao material genético podem resultar na indução ou promoção da carcinogênese, 

levar ao desenvolvimento de doenças genéticas, além de impactos na reprodução celular se o 

DNA de células germinativas for comprometido (DOAK et al., 2011). Estes agentes podem 

reagir com várias estruturas e organelas celulares, incluindo DNA, proteínas e lipídeos 

afetando vários processos celulares, como também pode resultar na formação de ERs, que 

implicam em disfunção celular, geração de mutações e envelhecimento (RILEY et al., 2008). 
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3.4.5 Atividade antimicrobiana 

 

As doenças infecciosas continuam a ocupar posição de destaque como causa de 

morbidade e mortalidade em todo o mundo, apesar dos avanços técnico-científicos. Um dos 

principais fatores que explicam essa liderança é a capacidade que os micro-organismos 

possuem para a aquisição de mecanismos de resistência aos antimicrobianos. Tal habilidade 

impõe a necessidade permanente de pesquisas e o desenvolvimento de novos fármacos a 

serem utilizados no combate e/ou controle dos micro-organismos (AYRES et al., 2008).  

Novas fontes de substâncias obtidas de espécies nativas do Brasil, que apresentem 

atividade antimicrobiana e baixa toxicidade, podem vir a ser uma alternativa viável, de baixo 

custo e de fácil acesso pelas comunidades carentes, da região onde tais espécies são 

encontradas (COSTA et al., 2005).   

Muitas espécies vegetais apresentam atividades antimicrobianas devido às 

propriedades apresentadas pelos compostos sintetizados no metabolismo secundário. Os 

vegetais superiores são capazes de produzir substâncias antibióticas utilizadas como 

mecanismo de defesa contra predação por micro-organismos, fungos, parasitas, vírus, 

bactérias, insetos e herbívoros (GOTLIEB, 1981). Tais substâncias são denominadas de 

fitoalexinas, as quais são produzidas somente quando determinadas espécies vegetais sofrem a 

ação desses agentes agressores sendo capazes de inibir o crescimento dos mesmos (YUNES; 

CALIXTO, 2001).  

Dentre as diversas substâncias oriundas do metabolismo vegetal e que atuam como 

fitoalexinas, os polifenóis, presentes em alimentos de origem vegetal e plantas medicinais têm 

sido extensivamente investigados contra uma ampla variedade de micro-organismos. Entre os 

polifenóis, destacam-se os flavan-3-óis, flavonóis e taninos, devido a seu largo espectro e 

maior atividade antimicrobiana em comparação com outros polifenóis, e ao fato de que a 

maioria destes são capazes de inibir fatores de virulência microbianos (tais como a inibição da 

formação de biofilme, redução da adesão e neutralização de toxinas bacterianas) e apresentam 

sinergismo com antibióticos (DAGLIA, 2012). Estas atividades se devem, provavelmente, à 

sua capacidade de complexar com proteínas extracelulares solúveis e com a parede celular 

bacteriana. Flavonoides mais lipofílicos também podem romper as membranas microbianas 

(COWAN, 1999). 

Diversos estudos com várias espécies de plantas, incluindo extratos e substâncias 

isoladas, têm demonstrado atividade inibitória promissora, frente às bactérias Gram-negativas 
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e Gram-positivas, fungos, vírus e micobactérias (ELDEEN; STADEN, 2007; RAMOS et al., 

2008; CHEN et al., 2010; TEKWU et al., 2012). 

Extratos, óleos essenciais ou compostos biologicamente ativos isolados de espécies 

vegetais usados na medicina popular podem ser fontes promissoras para a pesquisa de novos 

agentes antimicrobianos (AL-FATIMI et al., 2007). Componentes de óleos essenciais 

derivados de terpenos, bem como seus derivados oxigenados (terpenoides), têm sido 

extensivamente avaliados, e estudos in vitro demonstraram inibição do crescimento bacteriano 

com resultados diversos (BURT, 2004). 

Dentre as espécies de Justicia, pertencente à família Acanthaceae, J. pectoralis 

apresenta atividade antibacteriana, especialmente para Escherichia coli, Staphylococcus 

epidermidis e Enterococcus faecalis (LIZCANO et al., 2010; SSEGAWA e KASENENE, 

2007).  J. adhatoda possui potencial atividade antibacteriana contra o Staphylococcus aureus, 

Streptococcus pyogenes, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa (PA; MATHEW, 2012). 

Neste sentido, destaca-se o estudo da atividade antimicrobiana de espécies vegetais, 

visto que o Brasil possui uma rica biodiversidade e, no entanto, enfrenta a rapidez com que 

muitas espécies não investigadas de plantas têm sido extintas nos últimos anos, sendo que 

várias estruturas promissoras podem estar sendo perdidas além da resistência dos micro-

organismos aos antibióticos tradicionalmente usados na prática médica, que aumenta a cada 

ano.  

 

3.4.5.1 Micobactérias 

 

 O gênero Mycobacterium é constituído de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) e 

pertence à ordem dos Actinomicetales, subordem Corynebacteriacea, família 

Mycobacteriacea. Neste incluem-se Mycobacterium leprae, espécies altamente patogênicas 

como do complexo Mycobacterium tuberculosis, causadores da tuberculose, e outras espécies 

denominadas micobactérias não tuberculosas (UEKI et al., 2005). 

O estudo com micobactérias não tuberculosas e com Mycobacterium tuberculosis, 

principal agente etiológico da tuberculose, vem despertando o interesse de muitos 

pesquisadores devido ao seu poder letal em pacientes imunocomprometidos e às dificuldades 

encontradas no tratamento de infecções causadas por esses microrganismos (COPP, 2003; 

VAN INGEN, et al., 2012). 
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Esse interesse se deve, principalmente, ao surgimento de novos casos da doença, ao 

surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes, aos efeitos adversos do tratamento 

convencional, e ao aumento da incidência de tuberculose associada a infecções virais (vírus 

da imunodeficiência humana) (NEWTON, LAU e WRIGHT, 2000; GARCÍA et al., 2012). 

Neste sentido, diversos estudos têm demonstrado atividade inibitória, frente à 

micobactérias, de extratos e substâncias isoladas de plantas com resultados promissores, 

especialmente devido a compostos como flavonóides (quercitina e quercitrina) e ácidos 

fenólicos (ácido gálico e ácido caféico) (BOLIGON et al., 2011, TEKWU et al., 2012; 

RAMOS et al., 2008; CHEN et al., 2010; ELDEEN e STADEN, 2007). 

  

3.4.5.2 Biofilme 

 

Os biofilmes são o resultado de um ecossistema microbiológico aderido a uma 

superfície, formado por populações desenvolvidas a partir de uma única ou de múltiplas 

espécies, sendo assim, essas estruturas podem ser constituídas por bactérias, fungos e/ou 

protozoários. A partir da associação entre os microrganismos, ocorre a formação de uma 

matriz de polímeros orgânicos (KASNOWSKI et al.,2010) 

Estima-se que 70% dos microrganismos que causam infecções hospitalares no Brasil 

são resistentes, pelo menos, a um antimicrobiano e grande parcela de todas as infecções 

microbianas em humanos estão relacionadas a biofilmes, segundo o Ministério da Saúde 

(VASCONCELLOS, 2009; MARCINKIEWICZ, 2013). 

Bactérias e fungos na forma de biofilmes apresentam-se mais resistentes aos fármacos 

antimicrobianos e desinfetantes, dificultando ainda mais o tratamento das infecções. Quando 

os microrganismos estão aderidos a superfícies em forma de biofilmes, a quantidade para se 

formar um inoculo é 100 vezes menor e a CIM para microrganismos em biofilme podem ser 

de até 1000 vezes maior do que quando se apresentam na forma planctónica (DAVIES et al., 

1998; DONLAN, 2001).  

O difícil tratamento das infecções relacionadas com a formação do biofilme pode ser 

explicado devido a mecanismos de resitência física que este provoca, pois as substâncias 

poliméricas que o constituem, retardam a difusão dos antimicrobianos e desinfetantes, 

impedindo a penetração destes nas camadas mais profundas (STEWART e COSTERTON, 

2001). Além disso, as células bacterianas estão em contato na vida em biofime, o que facilita 

a troca de informações genéticas e, podendo se diferenciar em fenótipos mais resistentes e/ou 

a depleção de nutrientes ou acúmulo de resíduos poderia antagonizar os efeitos dos 



35 

 

antimicrobianos (KALIA, 2013). Diante disso, torna-se necessária a pesquisa de novos 

agentes de espécies vegetais efetivos contra os biofilmes, já que são estruturas complexas e 

geram alta resistência a antimicrobianos. 
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3.4.6 Atividade antiparasitária 

 

Equinococose, também conhecida por Hidatidose, é uma infecção zoonótica comum 

aos animais e ao homem, causada por um metacestóide pertencendo ao gênero Echinococcus 

e família Taeniidae. Esta parasitose tem uma distribuição mundial e exerce vários danos à 

saúde pública além de perdas na indústria de carnes. Sua alta prevalência em humanos e 

hospedeiros animais é encontrada em países de clima temperado, principalmente na Eurásia, 

Austrália, América e no leste e norte da África (GROSSO et al., 2012). 

No Brasil, a maioria dos casos de equinococose cística (EC) é originada no Rio 

Grande do Sul (RS), onde os primeiros casos foram conhecidos no início do século XX (DE 

LA RUE, 2006). No RS a equinococose cística é um importante problema de saúde pública, 

mais especificamente nas áreas que fazem fronteira com Uruguai e Argentina. Estas regiões 

possuem uma economia rural baseada na criação extensiva de bovinos e ovinos os quais tem 

um intenso contato com cães (MARAVILLA et al., 2004; HAAG et al., 2004; DE LA RUE et 

al., 2006; DE LA RUE et al., 2011). 

O ciclo de vida do E. granulosus sensu lato compreende dois hospedeiros distintos o 

definitivo (canídeos) onde ocorre o desenvolvimento do parasito adulto e o intermediário 

(principalmente ovino, bovino e suíno) onde manifesta-se a fase larvária do parasito (cisto 

hidático) (ECKERT, et al., 2001, THOMPSON, 2006; MONTEIRO, 2014). Os cães liberam 

os ovos do Echinococcus spp., juntamente com as fezes que contaminam a alimentação e água  

dos hospedeiros intermediários (HI) e humanos, considerados hospedeiros acidentais, 

desenvolvendo o cisto hidático. O ciclo se completa quando o cisto hidático contendo 

milhares dos protoescóleces é ingerido pelo hospedeiro definitivo (HD) tornando-se parasitos 

adultos no seu intestino. 

Devido ao lento crescimento do cisto hidático no organismo o diagnóstico desta 

parasitose torna-se difícil, já que a sintomatologia apresenta-se inespecífica (MORO et al., 

2009; OIE, 2011; BALBINOTTI et al., 2012). O tratamento de escolha para EC em humanos 

é o procedimento cirúrgico, com a retirada total do cisto hidático do organismo. Outro método 

também utilizado para EC é o PAIR (punção/aspiração/introdução/reaspiração), onde ocorre a 

inativação do cisto hidático, sem sua completa retirada. O tratamento medicamentoso 

geralmente é associado com outros métodos de tratamento, a fim de evitar recidivas da doença 

(SILVA et al. 2001; BRUNETTI et al. 2010). 

A utilização de plantas medicinais como terapias alternativas no controle de 

parasitoses vem crescendo nos últimos anos (MACHADO et al., 2010; MOAZENI et al., 
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2012; GRESSLER, 2014). Os óleos e extratos de plantas e/ou seus componentes ativos estão 

frequentemente relatados na utilização como antibacterianos, antifúngicos, antivirais e 

antiparasitários (HAJHASHEMI et al., 2003; SILVA et al., 2003; PERRY et al., 2003; 

SAGAVE, 2014; SOUZA, 2014). 
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4 APRESENTAÇÃO 

 

A tese, no seu todo, foi elaborada com introdução, objetivos, revisão de literatura, 

considerações finais (na qual estão inseridas as principais conclusões de toda a pesquisa), 

conclusão e as referências bibliográficas correspondentes a estes itens as quais constam no 

final deste trabalho. 

Os materiais e métodos, resultados e discussão deste estudo apresentam-se na forma 

de artigos e manuscritos, que estão formatados de acordo com as normas dos periódicos os 

quais estão publicados, aceitos, submetidos ou por submissão, constituindo os capítulos 1 ao 

4. 

Na seção Apêndice, é apresentado o questionário elaborado para o estudo 

etnofarmacológico deste trabalho e no Anexo, a carta de aceite do manuscrito do capítulo 2 e 

as cartas de aprovação do comitê de ética. 
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ABSTRACT  

The aim of this study was to assess the antioxidant capacity and to evaluate effect of P. 

glandulosus on the viability of protoscoleces of Echinococcus spp. as well as determine the 

possible substance in charge for this action. Echinococcus ortleppi protoscoleces were 

exposed front of the crude extract and butanol fraction and gallic acid at different times. 

Phytochemical study revealed the presence of triterpenoids, steroids, coumarins, catechins, 

phenols, anthocyanins, anthocyanidins and cardioactive heterosides. The highest polyphenol 
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and flavonoids content was found in the ethyl acetate (151.34±1.71 mg/g) and dichlorometane 

(123.30±1.46 mg/g), respectively. For assays with DPPH the ethyl acetate fraction was 

highlighted (IC50 95.48±0.35 µg/mL) and the dichlorometane fraction significantly reduced 

lipid peroxidation (IC50 135.75±2.39 µg/mL) and also the oxidation of DCFH (15.6 µg/mL). 

The crude extract, butanol fraction and gallic acid showed scolicidal action of 100% at 15, 10 

and 15 minutes, respectively.  

Key words: Acanthaceae; antioxidant; gallic acid; protoscoleces; scolicidal agent. 

 

INTRODUCTION 

Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza belong the family Acanthaceae, is a shrub and 

is distributed in South and Southeast of Brazil, Paraguay, Argentina and Uruguay, presenting 

as synonyms Justicia umbrosa, Justicia flexuosa and Poikilacanthus flexuosus (Wasshausen 

and Smith, 1969; Ariza, 1984; Mabberley, 1997; Wasshausen and Wood, 2004). 

The external morphology of Poikilacanthus is very similar to the genus Justicia and 

many of their species have been described belonging to this. Only from the analysis of pollen 

morphology that was possible to maintain Poikilacanthus as a genus the part. Pollen 

characteristics seem to be the only form of distinction between the two genus (Daniel, 1991, 

1998).   

The plant under study lacks chemical studies, pharmacological, biological, 

toxicological, phytochemical, etc. There is only one study in the literature which addresses 

about the antimicrobial screening through the acetone extract of P. glandulosus that showed 

no inhibition for the tested microorganisms (Barneche et al., 2010). 

The phytochemical compounds of the plant extracts are the major basis of 

pharmacological activities of natural products (Oloyede, 2005) whereas flavonoids and 

polyphenols are antioxidants (Pietta, 1998; Mau et al., 2002) and play significant roles in 
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many processes taking place in living systems. The antioxidant activity of phenolic 

compounds is mainly due to their redox properties, which can play an important role in 

absorbing and neutralizing free radicals, quenching singlet and triplet oxygen, or 

decomposing peroxides (Osawa, 1994). Synthetic antioxidants are used in foods to prevent 

lipid oxidation. However, some studies suggest synthetic antioxidants are harmful to human 

health (Valentao et al., 2002). Consequently, there is increasing interest in finding naturally 

occurring alternatives from plants for use in food and medicines.  

According to Turrens, (2004) all aerobic organisms are exposed to reactive oxygen 

species (ROS) generated by their metabolism and so, the redox system plays an important role 

in the survival of the parasite in the host. Parasitic protozoa not only have to eliminate their 

endogenous toxic metabolites but they should also cope with the oxidative (or respiratory) 

burst of the host immune system. In general, antiparasitic drugs, which have the ability to 

inhibit vital redox reactions or promote oxidative stress in parasites, are considered redox-

active antiparasitic drugs (Seeber et al., 2005). 

Considering the growing interest and the need for research on medicinal plants, 

especially those species not yet studied, and the need for the development of new agents in the 

treatment of several diseases, led to development of this work so there is a greater 

understanding about the chemical constituents, antioxidant capacity and scolicidal effect of P. 

glandulosus branches front Echinococcus spp. protoscoleces, as well as determine the 

possible substance in charge for this action. 

MATERIAL AND METHODS 

Animals 

Male Wistar rats (3.0–3.5 months of age and weighing 270–320 g) were maintained in 

groups of 3–4 rats per cage. They had continuous access to food and water in a room with 

controlled temperature (22±3°C) and on a 12-h light/dark cycle with lights on at 7:00 am. The 
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animals were maintained in accordance to the guidelines of the Brazilian Association for 

Laboratory Animal Science (COBEA) (project number 030/2012).  

Plant Collection and Extractions 

The branches of P. glandulosus were collected in Santiago, RS, Brazil in May of 2012. 

A voucher specimen is preserved in the herbarium of the Department of Biology at UFSM 

(SMBD 12.442 and 13.178). Plant material was dried at room temperature and powdered in a 

knife mill. The branches (2.061 Kg) were macerated at room temperature with 70% ethanol 

for a week with daily shaking; the solvent was renewed several times. After filtration, the 

hydroalcoholic extract (HE) was evaporated under reduced pressure at a temperature below 

40°C, in order to obtain the aqueous extract (AE); part of this AE was evaporated to dryness 

to furnish a crude extract (CE). The remaining AE was partitioned with solvents of increasing 

polarity: dichloromethane (CH2Cl2-F), ethyl acetate (AcOEt-F) and n-butanol (BuOH-F). 

Finally, the fractions obtained were concentrated to dryness on a rotary evaporator. The 

fractionation method is illustrated in the Figure 1. 

Phytochemical analysis 

Qualitative Analysis of Compounds   

The phytochemical analysis was realized in according with literature specialized 

(Moreira, 1979; Matos, 2009), observing the individual methodology for each reaction and 

verify the possible presence of the chemical groups of secondary metabolism in the plant 

drug. 

Determination of Total Phenolics 

Total phenolic contents were measured using Folin–Ciocalteu method, slightly modified 

as described by Chandra et al., (2004). Total phenolic content was expressed in milligrams 

equivalents of gallic acid (GAE) per gram of each fraction, using GA as standard. 
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Determination of Total Flavonoids 

Total flavonoids were determined according to the colorimetric method described by 

Woisky and Salatino (1998), using a 2% aluminum chloride solution. The flavonoid content 

was established in milligrams equivalents of rutina (RE) per gram of each fraction, using R as 

standard.  

HPLC/DAD Analysis of GA 

The CE and fractions of the P. glandulosus were analyzed by HPLC performed with a 

Prominence Auto-Sampler (SIL-20A) equipped with Shimadzu LC-20AT reciprocating pumps 

connected to a DGU-20A5 degasser and CBM-20A integrator, UV–VIS detector DAD SPD-

M20A and LC Solution 1.22 SP1 software. Reversed phase chromatographic analyses were 

carried out under gradient conditions using a C-18 column (250 mm×4.6 mm). The GA 

analysis was carried out using a gradient system using Solvent A (water containing 2% acetic 

acid) and Solvent B (acetonitrile), according to Boligon et al., (2012). The flow rate was 0.6 

mL/min and the injection volume was 40 μL, with 60 minutes of time duration of analysis. 

Identification of compounds was performed by comparing retention times and the Diode-

Array-UV spectra with those of standards.   

Antioxidant Capacity Methods 

DPPH Assay  

The antioxidant capacity of the fractions and the CE was evaluated by monitoring its 

ability in quenching the stable free radical DPPH, according to Choi et al., (2002). The DPPH 

quenching ability was expressed as IC50 and a solution of DPPH (1 mL; 0.3 mM) in ethanol 

(2.5 mL) was used as a negative control and AA in the same concentrations used for the 

samples provided the positive control.  
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TBARS Assay 

TBARS production was determined as described by Ohkawa et al., (1979). Rats were 

killed and the encephalic tissue was rapidly dissected and placed on ice. Tissues were 

immediately homogenized in cold 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 (1/10, w/v). The homogenate was 

centrifuged for 10 min at 4,000 × g to yield a pellet that was discarded and a low-speed 

supernatant (S1). An aliquot of 100 μL of S1 was incubated for 1 h at 37 °C with freshly 

prepared FeSO4 (10 μM), in the presence of P. glandulosus fractions. 

DCFH-DA Method 

The substrate DCFH-DA was utilized to measured intracellular formation of reactive 

oxygen species, according to Myrhe et al., (2003). The supernatant of rat brain homogenate 

was incubating at 37°C with different concentrations of P. glandulosus fractions. The 

fluorescence was measured using 488 nm for excitation and 520 nm for emission. ROS levels 

(expressed as µmol of oxidized 2’,7’-dichlorofluorescin (DCF) per mg protein) were 

calculated by interpolation in a standard curve of oxidized DCF (constructed in parallel), 

corrected by the content of protein (Lowry et al., 1951).  Ethanol was used as negative 

control.  

Effect of CE, BuOH-F and GA on the protoscoleces viability of E. ortleppi 

Biological samples and molecular analysis 

Hydatid cysts in lungs and lives of naturally infected bovine were collected in a 

slaughterhouse in the central region of RS. The protoscoleces viability was assessed with 

0.1% eosin (Moazeni et al., 2012). The percentage considered suitable for the development of 

our experimental test was 100% of viability. 

DNA extraction was performed using an aliquot of the liquid containing hydatid 

protoscoleces, using a commercial kit (QIAamp tissue) (QIAGEN Inc. Chatsworth, CA) 

according to the manufacturer's instructions. After extraction it was performed the polymerase 
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chain reaction using a pair of primers (5’ TTTTTTGGGCATCCTGAGGTTTAT 3’ 5’ 

TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG 3’) to amplify a fragment of COX-I gene (Bowles 

et al., 1992). To detect the pattern of bands, the electrophoresis in 1% agarose gel was 

performed, stained with ethidium bromide and visualized under UV light.  The samples were 

submitted to DNA sequencing using a pair of primers (cox I) gene. The similarity of DNA 

sequencing samples was carried out with using BLAST program (Basic Local Alignment 

Search Tool). 

Scolicidal and viability assay 

In this study, it was used CE and BuOH-F in concentrations of 350 mg/mL of P. 

glandulosus and GA in 7 mg/mL. Distilled water was used as dilution vehicle of the agents. In 

each experiment, 500 µL of the solution was placed in a test tube, to which 7 µL of 

protoscolex rich sediment (about 1000 protoscoleces) was added. The contents of the tube 

was gently mixed, this procedure was repeated in times of 5, 10, 15 and 30 minutes for each 

concentration tested. At the end of each incubation the upper phase was removed and 500 µL 

of 0,1% eosin stain was then added to the protoscoleces and mixed gently. After 15 min of 

incubation the pellet of protoscoleces was examined in microscope optic. The percentages of 

viability were determined by counting minimum of 700 protoscoleces (Moazeni et al., 2012). 

The viability was evaluated by the same optical microscope, at different times 

described, observing motility and eosin staining, performing a count of 500 protoscoleces (7 

µL hydatid cyst fluid) each evaluation. The protoscoleces were considered viable, when they 

presented motility and unstained, and not viable with no motility and stained (Yones et al., 

2011; Moazeni et al., 2012). 

Statistical Analysis 

The results obtained for DPPH, TBARS, scavenging of ROS, total phenolics and 

flavonoids assays were analyzed statistically by one-way analysis of variance (ANOVA), 
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followed by Tukey test using the statistical package SAS (2001). For viability protoscoleces 

analysis, survival curves were plotted using Kaplan-Meier and differences were analyzed 

using the chi-square test. The experiments were performed in triplicate and when appropriate 

p<0.05, p<0.01 or p<0.001 were considered significant. Data were expressed as mean ± SD. 

RESULTS AND DISCUSSION 

In the present work, was possible verify the presence of the main secondary metabolites 

(Table 1). Among the secondary metabolites found this phytochemical analysis, the 

coumarins possess several pharmacological activities, such as antithrombotic, anti-

inflammatory, antiviral, antitumor and antioxidant properties (Martín-Aragón et al., 1996). 

The presence of phenols was verified, being reported among many other activities, the 

antioxidant and anti-inflammatory, cardioactive heterosides as the hypotensive (Simões et al., 

2010), triterpenoids and steroids have a variety of medicinal properties, highlighting anti-

inflammatories, analgesics, cardiovascular and antitumor effects (Niero and Malheiros, 2009). 

Note that negative results do not necessary imply in his absence, it is possible that the 

quantity of these are small to be detected. 

Total polyphenols and flavonoids values are given in Table 2. The highest concentration 

of polyphenols in the AcOEt-F found in this study was expected, because according to the 

scheme proposed by Cechinel Filho and Yunes (1998) and studies qualitative composition of 

plant extracts second Canadovic et al., (2008) show that phenolic compounds in general, tend 

to concentrate in this fraction when working with fractions of different polarities. The 

findings of this work are higher than studies with species of the genus Justicia, as J. gangetica 

(16.513 mg/g) (Stewart et al., 2013), J. gendarussa (12.68 mg/g) (Amid et al., 2011) and J. 

pectoralis (1.18 mg/g) (Lizcano et al., 2010). 

The CH2Cl2-F showed the highest concentration of flavonoids in a very significantly 

front the other fractions, following the AcOEt-F. In the extractor solvent, dichloromethane, 
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can be found the methoxylated flavonoids, which can explain the largest content of flavonoids 

in this fraction (Cechinel Filho and Yunes, 1998), The BuOH-F and CE obtained the lowest 

values, there being no significant difference between them. In a study conducted by John et 

al., (2013) with six species of Justicia, they verified the flavonoid content in different parts of 

the plant, whereas the maximum value was found in the leaves of J. betonica (2.86 mg/g). 

Lizcano and collaborators (2010), reported the flavonoid content of the leaves and stem J. 

pectoralis (0.75 and 0.12 mg/g), respectively. These results were lower than those found for 

all extracts of P. glandulosus used in this study for polyphenols and flavonoids. 

Through HPLC/DAD analysis was verify the presence of GA in all extracts of P. 

glandulosus branches, showing 5.09±0.12 mg/g, 0.68±0.02 mg/g, 2.17±0.15 and 6.72±1.06 

mg/g for CE, CH2Cl2-F, AcOEt-F and BuOH-F, respectively. According Ferguro and Harris 

(1999), the antioxidant activity of the phenolic acids is generally determined by the number of 

hydroxyl groups present in the molecule. Besides the proven antioxidant activity of this 

compound, preclinical studies have shown that the GA has a variety of pharmacological 

actions, such as anti-inflammatory, antimicrobial, antiviral and antitumor activities (Kim, 

2007; Özçelik et al., 2011). The GA was found by the first time in P. glandulosus and others 

compounds can be investigated, once through this study was observed the significant presence 

of others peaks in the chromatograms that were not identified. 

The DPPH assay is the most common methods to determine antioxidant capacity in a 

practical, rapid and sensitive manner (Arnao et al., 2000). The best sequestrant capabilities of 

DPPH in this study were observed in the AcOEt-F (IC50 95.48 µg/mL), followed by BuOH-F 

(IC50 118.92 µg/mL). The CH2Cl2-F and CE showed weaker antioxidant capacity (IC50 

144.05±0.23 and 409.5±0.76 µg/mL), respectively (Table 3).  

The results are in agreement with the content of polyphenols found in the fractions, so 

is possible to attribute the antioxidant capacity seen in the DPPH assay to the presence of 
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these compounds. This positive correlation can be explained on the basis of the similarity 

between compounds with high antioxidant activity extracted by these organic solvents (Silva 

et al., 2006; Schubert et al., 2007). The CH2Cl2-F showed highest antioxidant capacity, it may 

be suggested by the high flavonoid content found for this fraction. Our results show that P. 

glandulosus was more potent in sequestering the DPPH radical when compared with J. 

gendarussa (IC50 482.5 µg/mL) (Krishma et al., 2010) and J. spicigera (IC50 of 944.67 

µg/mL) (Sepúlveda-Jiménez et al., 2009). 

For the TBARS analysis, the CH2Cl2-F was the one that presented significant 

reduction in lipid peroxidation compared to baseline, from the concentration of 31.2 µg/mL 

and IC50 of 135.75 µg/mL (Table 3 and Figure 2). However, this correlation was not possible 

to check with other fractions that showed values polyphenols and flavonoids relatively high. 

By linear regression analysis, was possible to perceive that the other fractions were not 

capable of reducing the lipid peroxidation, requiring largest concentrations, which may 

produce a toxic effect. 

There are several methods to analyze the antioxidant capacity, mainly because there 

are different mechanisms that plant extracts can exert this action. The fluorogenic compound 

DCFH-DA has been utilized extensively as a marker for oxidative stress, and is suggested to 

reflect the overall oxidative status of the cell (Wang and Joseph, 1999). 

In this work, the CH2Cl2-F significantly decreased the oxidation of DCFH at a 

concentration of 15.6 μg/mL (Figure 3). The BuOH-F was able to significantly reduce levels 

of oxidation of DCFH from the concentration of 125 μg/mL and the AcOEt-F, only in the 

most concentration tested (250 μg/mL). The CE was not able to reduce significantly the 

oxidation of DCFH. The results of this study suggest that P. glandulosus was able to reduce 

the levels of malondialdehyde and also the basal ROS generation in rat brains, especially 

CH2Cl2-F. 
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Echinococcosis is a zoonotic infection caused by cestode species of the genus 

Echinococcus. This neglected disease is distributed worldwide and causes illnesses in humans 

and animals (Cardona and Carmena, 2013). Echinococcus ortleppi is found in southern Brazil 

(Balbinotti et al., 2012) and in determined parts of Europe, Africa, South Asia and the 

Americas (Dinkel et al., 2004). There are also reports of E. ortleppi causing cystic 

echinococcosis in humans (Maravilla et al., 2004; Sharma et al., 2013). 

To date, many scolicidal agents have been used for inactivation of the hydatid cyst 

content, but there is no ideal agent that is both effective and safe. An ideal scolicidal agent is 

define as being potent in low concentrations, acting in a short period time, being stable in cyst 

fluid, not affected by dilution with the cyst fluid, being able to kill the protoscoleces in the 

cyst, being non-toxic, having low viscosity, and being readily available and easily prepared, 

as well as being inexpensive (Moazeni and Nazer, 2010).  

The mainstay of treatment for hydatid disease is surgery. Surgical approaches depend 

on the parasitized organ and cyst size. In order to prevent recurrence of secondary hydatid 

cysts, inactivation of protoscoleces with scolicidal agents before the cyst removal is 

recommended. As it is also indicated the use of powerful scolicidal the alternative method of 

treatment puncture, aspiration, injection and recirculation (Park et al., 2009). 

For this study, the protoscoleces were identified molecularly as the specie E. ortleppi. 

GA was found in all fractions of P. glandulosus, but in larger quantities in the CE and BuOH-

F, which led us to conduct this study with the standard and these extracts in an attempt to 

justify this activity. The effect of P. glandulosus front E. ortleppi protoscoleces revealed that 

CE and BuOH-F at concentration of 350 mg/mL can kill all protoscoleces acting in a short 

period time (10 at 15 minutes of application, respectively). The GA was able to kill all 

protoscoleces in 15 minutes of exposure at concentration 7 mg/mL (Figure 4). This significant 

effect of P. glandulosus extracts can be explained by good activity of GA standard that was 
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identified by HPLC-DAD analysis in this specie. The GA has a variety of pharmacological 

actions, but as far as we know, this is the first report on the scolicidal activity this compound. 

The relation between antiparasitic and antioxidant activities of natural compounds have long 

been under investigation and discussed, especially on the generation of ROS, but remains 

unclear (Ribeiro et al., 1997; Moazeni et al., 2012). 

CONCLUSION 

This study showed the antioxidant activity of P. glandulosus branches by different 

methods, the scolicidal effect and contributed to reveal some phytochemical compounds of 

this species for the first time. Taking into account that natural substances can be responsible 

for the protective effect against the risk of many disease processes, our results suggest that P. 

glandulosus has antioxidant potential and can be a promising source of natural antioxidants. 

Furthermore, was possible described the significant potential in vitro scolicidal activity of CE 

and BuOH-F of P. glandulosus front the protoscoleces of E. ortleppi. The results of this study 

allowed us to suggest that GA can be the responsible in part by scolicidal effect of P. 

glandulosus, for the reasons cited above. The present study open the possibility of more 

investigations of in vivo scolicidal effect of this traditional medicine. 
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Fig. 2: Effect of different concentrations fractions from the branches of P. glandulosus on Fe(II) (10 µM)-

induced TBARS production in brain homogenates. Dates are expressed as means ± S.D., (n=3). Significant 

differences are indicated by * p ≤ 0.05 when compared with FeSO4 group. 
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Fig. 3: Effect of the crude extract and fractions of the branches from P. glandulosus on scavenging of ROS in rat 

brain cells, by DCFH-DA method. * Data are expressed as means ± S.D., (n = 3). * Significant difference from 

the basal group (p < 0.05). 

 

 
Fig. 4: In vitro effects on the viability of protoscoleces when submitted to CE 350 mg/mL, BuOH fraction 350 

mg/mL of P. glandulosus and GA 7 mg/mL in different exposure times. 
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Table 1: Phytochemical analysis of AE and HE extracts of P. glandulosus branches 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+ Presence, - Absence. 

 

 

Table 2: Total polyphenols and flavonoids for crude extract and fractions of P. glandulosus. 

 

Extract/fraction 
TP ± SD  

(mg GAE/g) 

TF ± SD 
 

(mg RE/g) 

Crude extract 90.37 ± 0.49
d
 27.68 ± 0.85

c
 

Dichloromethane  118.65 ± 2.34
c
 123.30 ± 1.46

a
 

Ethyl acetate  151.34 ± 1.71
a
 51.02 ± 1.53

b
 

Butanolic  136.98 ± 1.30
b
 27.28 ± 0.76

c
 

Values are expressed as mean ± standard deviation. 
a–d

 Means with the different letters in each 

column are significantly different (p < 0.001) according to the Tukey test (n = 3). 
 

Table 3: Antioxidant capacity for crude extract and fractions of P. glandulosus. 

 

Extract/fraction 
IC50  ± SD (μg/mL) 

DPPH TBARS  

Crude extract 409.5
a
 ± 0.76 #  

Dichloromethane  144.05
b
 ± 0.23 135,75 ± 2,39  

Ethyl acetate  95.48
d
 ± 0.35 #  

Butanolic  118.92
c
 ± 0.28 #  

Standarts    

Ascorbic acid 15,98 ± 0,42
e -  

BHT - *  

Values are expressed as mean ± standard deviation. 
a–e

 Means with the different letters in each column are 

significantly different (p < 0.05) according to the Tukey test (n = 3). The IC50 value found by linear 

regression corresponding to a value smaller than the concentrations tested. # The value of IC50 found by 

linear regression corresponding to a value higher than the concentrations tested. 

Secondary metabolites AE HE 

Heterosides anthocyanic + + 

Heterosides cyanogenic - - 

Amino-groups + + 

Volatile acids - - 

Tannins - - 

Anthocyanins, anthocyanidins and flavonoids + + 

Leucoanthocyanidins and flavones - - 

Flavonols, flavanones, flavanonóis and 

xanthones 
- - 

Triterpenes + + 

Catechins + + 

Resins - - 

Heterosides cardiotonics + + 

Fenols  with ortho and meta free + + 

Fenols with the position para free + + 

Coumarins + + 

Organic acids + + 

Fenols + + 
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Highlights 

 

 The safety of the crude extract and fractions from P. glandulosus leaves 

 Reduced lipid peroxidation of the crude extract and fractions from P. glandulosus 

 Scolicidal potential of the P. glandulosus 
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Abstract 

The purpose of the present study was to investigate the safety of the crude extract and 

fractions from P. glandulosus leaves by analyzing its cito/genotoxic and antioxidative 

properties. In addition, we performed the content of secondary metabolities as well as 

scolicidal effect. The gallic acid was quantified by HPLC/DAD in all extracts and the ethyl 

acetate fraction had the highest content of polyphenol and flavonoids (156.88±1.55 and 

216.03±1.56 mg/g), respectively. This fraction was also highlighted for assays with DPPH 

(150.27±0.21 µg/mL) and significantly reduced lipid peroxidation (IC50 45.28±7.81 µg/mL). 

The CH2Cl2 fraction at a concentration of 31.2 μg/mL was able to significantly reduce the 

oxidation of DCFH and CE and others fractions from the concentration of 62.5 μg/mL. The 

results found revealed that extracts of P. glandulosus leaves showed not in vitro cyto and 

genotoxicity at concentrations tested. For this study, the crude extract and butanol fraction of 

gaiana showed scolicidal action of 100% at 5 minutes of application and gallic acid in 15 

minutes of exposure front protoscoleces of E. ortleppi. Our results demonstrate that P. 

glandulosus has antioxidant and scolicidal action and yet, showed no cyto/genotoxicity 

suggesting these actions by their content of phenolic compounds and terpenes. 

 

Keywords: Leaves. Gallic acid. Chromosomes damage. Echinococcus ortleppi. Scolicidal 

agent.  
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1. Introduction 

Epidemiological studies have shown that medicinal plants may be involved in 

preventing or delaying the development of various diseases (Dahech et al., 2013; Hasnat, 

Pervin and Lim, 2013). These plants may act on different targets in signal transduction 

pathways that may modulate gene expression, cell cycle progression, cellular proliferation, 

and/or apoptosis (Büchner et al., 2010; Soerjomataram et al., 2010). However, adverse effects, 

such as genotoxicity, mutagenicity and carcinogenicity (Akaneme and Amaefule, 2012; 

Munari et al., 2012), can also occur. These effects may be triggered by compounds that 

interact with deoxyribonucleic acid (DNA), which would cause cellular toxicity and/or 

genotoxicity (Rietjens et al., 2005). 

Reactive oxygen species (ROS), produced in the course of several biochemical 

reactions, are extremely reactive intermediates and can cause damage to various biologic 

targets, such as proteins, DNA, and lipids (Block et al., 1992; Nakatani, 2000). Phenolic 

phytochemicals are thought to promote health partly via their antioxidant and free radical 

scavenging effects there by protecting cellular components against free radical induced 

damage. But due to their diverse chemical structures, they are likely to possess different 

antioxidant capacities (Ferguson, 2001; Noguchi and Niki, 2000; Undeğer et al., 2009). But 

on the other hand it is suggested that various phenolic antioxidants can display pro-oxidant 

properties at high doses (Wong and McLean, 1999). 

Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza (Acanthaceae) is a shrub and is popularly 

known as “gaiana” and has been empirically used for therapeutic purposes, such as insect 

bites, cicatrization, inflammation, spider bite, contusion, phlebitis, nail fungus, spine, burn, 

and as a repellent and disinfectant (Brum et al., 2016). There are few reports in the literature 

on this species. Barneche et al., (2010) realized the antimicrobial screening through the 

acetone extract of P. glandulosus that showed no inhibition for the tested microorganisms. 



73 

 

Recently, Brum et al., (2016) reported antiedematogenic and anti-inflammatory actions with 

the leaves of P. glandulosus and HPLC analysis revealed the presence of maslinic acid, uvaol 

and sitosterol (Brum et al., 2016).  However, there are no studies related to toxicity this 

specie. 

Thus, the purpose of the present study was to investigate the safety of the crude extract 

and fractions from P. glandulosus leaves by analyzing its mutagenic, genotoxic and 

antioxidative properties. In addition, we performed the identification of secondary 

metabolities as well as scolicidal effect. 

 

2. Material and Methods 

2.1. Plant of collect and extract preparation 

Leaves of P. glandulosus were collected in Santiago (Rio Grande do Sul State of 

Brazil) in May of 2012. A dried voucher specimen is preserved in the herbarium of the 

Department of Biology at Federal University of Santa Maria by registers numbers SMBD 

12.442 and 13.178. Plant material was dried at room temperature and powdered in a knife 

mill. The leaves (1.217 Kg) were macerated at room temperature with 70% ethanol for a week 

with daily shaking; the solvent was renewed several times. After filtration, the hydroalcoholic 

extract was evaporated under reduced pressure at a temperature below 40°C, in order to 

obtain the aqueous extract; part of this aqueous extract was evaporated to dryness to furnish a 

crude extract (CE). The remaining aqueous extract was partitioned with solvents of increasing 

polarity: dichloromethane (CH2Cl2), ethyl acetate (AcOEt) and n-butanol (BuOH). Finally, 

the fractions obtained were concentrated to dryness on a rotary evaporator. 
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2.2. Phytochemical analysis 

2.2.1. Determination of total phenolics 

Total phenolic contents were measured using Folin–Ciocalteu method, slightly modified 

as described by Chandra et al. (2004). Total phenolic content was expressed in milligrams 

equivalents of gallic acid (GAE) per gram of each fraction, using GA as standard. 

2.2.2. Determination of total flavonoids 

Total flavonoids were determined according to the colorimetric method described by 

Woisky and Salatino (1998), using a 2% aluminum chloride solution. The flavonoid content 

was established in milligrams equivalents of rutina (RE) per gram of each fraction, using R as 

standard. 

2.2.3. Quantification of gallic acid by HPLC-DAD 

The CE and fractions of the P. glandulosus were analyzed by HPLC performed with a 

Prominence Auto-Sampler (SIL-20A) equipped with Shimadzu LC-20AT, UV–VIS detector 

DAD SPD-M20A and LC Solution 1.22 SP1 software. Reversed phase chromatographic 

analyses were carried out under gradient conditions using a C-18 column (250 mm×4.6 mm). 

The GA analysis was carried out using a gradient system using Solvent A (water containing 

2% acetic acid) and Solvent B (acetonitrile), according to Boligon et al. (2012). The flow rate 

was 0.6 mL/min and the injection volume was 40 μL. Identification of compounds was 

performed by comparing retention times and the Diode-Array-UV spectra with the standard.  

2.3. Antioxidant capacity assays 

2.3.1. Animals 

Male Wistar rats (3.0–3.5 months of age and weighing 270–320 g) were maintained in 

groups of 3–4 rats per cage. They had continuous access to food and water in a room with 

controlled temperature (22±3°C) and on a 12-h light/dark cycle with lights on at 7:00 am. The 

animals were maintained in accordance to the guidelines of the Brazilian Association for 



75 

 

Laboratory Animal Science (COBEA) (project number 030/2012). The rats were killed by 

decapitation and the brain tissue was rapidly dissected, weighed and immediately 

homogenized in Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 (1/10, w/v) for DCFH-DA and TBARS methods. 

2.3.2. Radical-scavenging activity—DPPH method 

The antioxidant capacity of the fractions and the CE was evaluated by monitoring its 

ability in quenching the stable free radical DPPH, according to Choi et al. (2002). The DPPH 

quenching ability was expressed as IC50 and a solution of DPPH (1 mL; 0.3 mM) in ethanol 

(2.5 mL) was used as a negative control and AA in the same concentrations used for the 

samples provided the positive control.  

2.3.3. DCFH-DA method 

The substrate DCFH-DA was utilized to measured intracellular formation of reactive 

oxygen species (ROS), according to Myrhe et al., (2003). The supernatant of rat brain 

homogenate was incubating at 37°C with different concentrations of P. glandulosus fractions. 

The fluorescence was measured using 488 nm for excitation and 520 nm for emission. ROS 

levels (expressed as µmol of oxidized 2’,7’-dichlorofluorescin (DCF) per mg protein) were 

calculated by interpolation in a standard curve of oxidized DCF (constructed in parallel), 

corrected by the content of protein (Lowry et al., 1951).  Ethanol was used as negative 

control.  

2.4.4. Fe (II)-Induced lipid peroxidation (TBARS Assay) 

To analyze the inhibition of lipid peroxidation, an aliquot of 100 μL of rat brain 

homogenate supernatant was incubated for 1 h at 37 °C with the pro-oxidant freshly prepared 

ferrous sulphate (FeSO4 10 μM), in the presence or absence of different concentrations of CE 

and fractions of P. glandulosus. Then, TBARS production was determined by the colorimetric 

method as described by Ohkawa et al. (1979). 
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2.5. Cytotoxic and genotoxic effects 

2.5.1. Blood collection and lymphocyte culture 

In this work, peripheral blood samples were obtained from three discard of samples of 

School Laboratory of Clinical Analysis of Franciscan University, under approval by the 

Ethics Committee for Research with Human Beings of the institution (CAAE: 

31211214.4.0000.5306) without identification. The samples were collected after 12 h and 

obtained by venipuncture a top Vacutainer® (BD Diagnostics, Plymouth, UK) and heparin 

tubes, which were used to separate the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and 

subsequent treatments and cell cultures. 

2.5.2. Treatments 

To evaluate the protective effects of cytotoxic and genotoxic of CE and fractions of P. 

glandulosus on cell viability and chromosome damage in human lymphocytes, was carried a 

similar experimental protocol described by Wilms et al. (2005) in PBMC. Cell cultures were 

exposed at different concentrations of crude extract and fractions of P. glandulosus (250, 125, 

62.5, 31.25, 15.62 and 7.81 µg/mL). The culture medium containing the cells was used as 

negative control and the culture medium with 100 mM of H2O2, as a positive control.  

The separations of the PBMC occurred by density gradient (Histopaque® - 1077) 

through of centrifugation and the concentration of 2x10
5
 cells was obtained by counting in 

Neubauer chamber with 0.4% Trypan blue. Cell viability by MTT, TBARS, mitotic index and 

chromosomal instability were analyzed. 

2.5.3. Cell viability by MTT assay 

The cell viability was evaluated according a method described by Mosman (1983), 

using the MTT assay. The cytotoxic activity in PBMC was determined by colorimetric 

method that measures the reduction of yellow 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl) -2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT) by mitochondrial succinate dehydrogenase (Choi et al., 2002). To 
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perform the MTT assay was dissolved in a 5 mg/mL phosphate buffer (PBS, 0.01 mol/L; pH 

7.4), added into a 96-well microplate containing the CE and fractions of P. glandulosus and 

controls, and incubated for 4 h. In addition, the supernatant was removed from the wells and 

the cells were resuspended in DMSO. The absorbance at 560 nm was read in a TP-Reader 

(Thermoplate, China). This assay was performed in triplicate for each treatment and the 

results were expressed as a percentage of the control value. 

2.5.4. Evaluation of mitotic index and chromosomal instability  

The evaluation of chromosomal instability was performed according to Souza Filho et 

al. (2013). The PBMC were resuspended in culture medium to an atmosphere of 37°C and 5% 

CO2 for 72 h. The metaphases were analyzed in objective 1000x, evaluating the the core size, 

the presence of chromosomal instability and metanucleares changes.  

3.1. Effect of CE, BuOH fraction and GA on the protoscoleces viability of E. ortleppi 

3.1.2. Biological samples  

Hydatid cysts in lungs and lives of naturally infected bovine were collected in a 

slaughterhouse in the central region of RS. The protoscoleces viability was assessed with 

0.1% eosin (Moazeni et al., 2012). The percentage considered suitable for the development of 

our experimental test was 100% of viability. 

3.2. Scolicidal assay 

In this study, it was used CE in concentration of 350 mg/mL of P. glandulosus. 

Distilled water was used as dilution vehicle of the agents. In each experiment, 500 µL of the 

solution was placed in a test tube, to which 7 µL of protoscolex rich sediment (about 1000 

protoscoleces) was added. The contents of the tube was gently mixed, this procedure was 

repeated in times of 5, 10, 15 and 30 minutes for each concentration tested. At the end of each 

incubation the upper phase was removed and 500 µL of 0,1% eosin stain was then added to 

the protoscoleces and mixed gently. After 15 min of incubation the pellet of protoscoleces 
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was examined in microscope optic. The percentages of viability were determined by counting 

minimum of 700 protoscoleces (Moazeni et al., 2012). 

3.3. Viability assay 

The viability was evaluated by the same optical microscope, at different times 

described, observing motility and eosin staining, performing a count of 500 protoscoleces (7 

µL hydatid cyst fluid) each evaluation. The protoscoleces were considered viable, when they 

presented motility and unstained, and not viable with no motility and stained (Moazeni et al., 

2012; Yones et al., 2011). 

4. Statistical Analysis 

The results obtained for DPPH, TBARS, scavenging of ROS, total phenolics  and 

flavonoids assays and cytotoxic were analyzed statistically by one-way analysis of variance 

(ANOVA), followed by Tukey test using the statistical package SAS (2001). For viability 

protoscoleces analysis, survival curves were plotted using Kaplan-Meier and differences were 

analyzed using the chi-square test. The experiments were performed in triplicate and when 

appropriate p<0.05, p<0.01 or p<0.001 were considered significant. Data were expressed as 

mean ± SD. 

5. Results  

5.1. Phytochemical analysis 

In this work, the quantification of total polyphenols and flavonoids in the CE and 

fractions CH2Cl2, AcOEt and BuOH obtained from P. glandulosus leaves are described in 

Table 1. Polyphenols and flavonoids content varied significantly between the extracting 

solvent. The AcOEt fraction stood out for presenting the highest concentration of both classes 

of secondary metabolites studied, polyphenols and flavonoids (156.88 mg/g and 216.03 

mg/g), respectively. The CE presented the second highest content of polyphenols (132.30 

mg/g), followed by BuOH and CH2Cl2 fractions. To analyze of flavonoids, the CH2Cl2 
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fraction showed the second biggest concentration and of intermediate form for CE and the 

lowest in BuOH fraction. 

Table 1 

Total polyphenols and flavonoids for crude extract and fractions of P. glandulosus. 

Extract/fraction 
TP ± SD 

(mg GAE/g) 

TF ± SD
 

(mg RE/g) 

CE 132.30 
d
 ± 1.26 146.80 

c
 ± 1.08 

CH2Cl2  79.56 
c
 ± 1.76 169.43 

a
 ± 1.94 

AcOEt  156.88 
a
 ± 1.55 216.03 

b
 ± 1.56 

BuOH  100.03 
b
 ± 2.79 108.27 

c
 ± 1.31 

Values are expressed as mean ± standard deviation. 
a–d

 Means with the different letters in each 

column are significantly different (p < 0.05) according to the Tukey test (n = 3).
 

 

By HPLC analysis, it was possible to identify and quantify the presence of gallic acid 

in all fractions obtained from leaves of P. glandulosus being that the highest content was 

found in the butanol fraction (10.37±1.24 mg/g), followed by the crude extract and 

dichloromethane fraction showed the same value (1.79±0.05 mg/g) and ethyl acetate fraction 

(0.78±0.03 mg/g). 

5.2. Antioxidant capacity 

Table 2 show the values of IC50 of the crude extract and fractions from P. glandulosus 

leaves in the antioxidant capacity assay by DPPH and TBARS methods. 

In this study, the best capabilities sequestrant DPPH radical were observed in CE 

(IC50:132.57 µg/mL), followed by EtOAc fraction (IC50:150.27 µg/mL). The BuOH fraction 

exhibited a moderate activity (IC50:187.95 µg/mL) and the CH2Cl2 fraction showed weak 

antioxidant capacity (IC50: 207.39 μg/mL).  

The EtOAc fraction had a significant reduction in lipid peroxidation in the 

concentration range between 62.5 and 250 µg/ml, presenting the best results compared to 

other fractions (IC50 of 45.28±7.81 µg/mL), as can be seen in Table 2, Fig. 1.  

The CE and CH2Cl2 fraction showed a significant antioxidant effect only at the highest 

concentration tested (250 μg/ml), showing an IC50 of 162.42±4.20 and 242.80±5.64 µg/ml, 
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respectively. The BuOH fraction no significantly reduced the production of ROS in relation to 

baseline (non-induced group) at the concentrations tested (Table 2, Fig. 1). 

In this study, the CH2Cl2 fraction at a concentration of 31.2 μg/mL was able to 

significantly reduce the oxidation of DCFH and consequently reduce the oxidative stress 

observed in supernatant of rat brain homogenate, compared to the basal group, demonstrating 

pronounced antioxidant activity and CE and others fractions from the concentration of 62.5 

μg/mL (Fig. 2). BHT, used as control, reduced in a significant manner the oxidation of  DCFH-

DA, at 15.6 μg/mL.  

Table 2 

Antioxidant capacity for crude extract and fractions of P. glandulosus by DPPH and TBARS 

methods 

Extract/fraction 
IC50  ± SD (μg/mL) 

DPPH TBARS  

CE 132.57±0.25
a
 162.42 ± 4.20

a
  

CH2Cl2  207.39±0.48
b
 242.80 ± 5.64

b
  

AcOEt 150.27±0.21
d
 45.28 ± 7.81

c
  

BuOH  187.95±0.25
c
 #  

Ascorbic acid 15.98 ± 0,42
e
 -  

BHT - *  
Values are expressed as mean ± standard deviation. 

a–e
 Means with the different letters in each 

column are significantly different (p < 0.05) according to the Tukey test (n = 3). The IC50 value 

found by linear regression corresponding to a value smaller than the concentrations tested. # The 

value of IC50 found by linear regression corresponding to a value higher than the concentrations 

tested.
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Fig. 1. Effect of different concentrations of CE and fractions from the leaves of P. 

glandulosus on Fe(II) (10 µM)-induced TBARS production in brain homogenates. Dates are 

expressed as means ± S.D., (n=3). Significant differences are indicated by * p ≤ 0.05 when 

compared with FeSO4 group. 
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Fig. 2. Effect of the crude extract and fractions of the leaves from P. glandulosus on 

scavenging of ROS in rat brain cells, by DCFH-DA method. *Data are expressed as means ± 

S.D. (n = 3). * Significant difference from the basal group (p < 0.05). 

 

4.3. Cytotoxic and genotoxic effects 

In the table 3 is represented the potential cytoxicity and genotoxic of the crude extract 

and fractions from P. glandulosus leaves in at different concentrations. The chromosome 

instability was not detected in the concentrations tested. Also, it was not observed 

karyiopyknosis e Karyorrhexis.  

The effect on cell viability of crude extract and fractions of P. glandulosus was 

determined for MTT assay at peripheral blood mononuclear cells, in order to investigate its 

cytotoxic effects (Fig. 3).  This effect was evaluated using the hydrogen peroxide as the 

cytotoxic agent. The extract was added after it, to assess the cytotoxic effects on cell viability 

against H2O2 of P. glandulosus extracts.  
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Table 3 

Karyotypes alteration in human health peripheral blood mononuclear cells exposed to 

different P. glandulosus extracts concentrations 

                            Instability chromosomal markers (%) 

Extracts/concentratio

n 

(µg/mL) 

Total 

nuclei 

(n) 

Intact 

metaphase

s (%) 

Broken 

chromosome

s 

Karyopyknos

is 

Karyorrhexi

s/ 

Karyolysis 

Control 500±3 150±3 - - - 

H2O2 200±3 50±3 50 chromatid and centromeric 

Crude extract      

7.8 490±3 144±6 - - - 

15.6 502±2 151±3 - - - 

31.25 507±3 155±5 - - - 

62.5 506±4 154±3 - - - 

125 510±3 150±4 - - - 

250 501±2 150±3 - - - 

Dichlorometane      

7.8 498±3 141±6 - - - 

15.6 460±2 125±3 - - - 

31.25 501±3 150±5 - - - 

62.5 454±4 150±3 - - - 

125 467±3 157±4 - - - 

250 461±2 150±3 - - - 

Ethyl Acetate      

7.8 530±3 180±6 - - - 

15.6 502±2 130±3 - - - 

31.25 515±3 170±5 - - - 

62.5 512±4 164±3 - - - 

125 510±3 158±4 - - - 

250 510±2 159±3 - - - 

Butanol      

7.8 490±3 144±6 - - - 

15.6 515±2 154±3 - - - 

31.25 503±3 145±5 - - - 

62.5 501±4 144±3 - - - 

125 518±3 158±4 - - - 

250 504±2 149±3 - - - 

n, number of nuclei counted in each treatment present in central region of glass slide. 
a
Percentage of cells in the metaphase phase divided by total nuclei. 

 

The effect on cell viability of crude extract and fractions of P. glandulosus was 

determined for MTT assay at peripheral blood mononuclear cells, in order to investigate its 

cytotoxic effects (Fig. 3).  This effect was evaluated using the hydrogen peroxide as the 

cytotoxic agent. The extract was added after it, to assess the cytotoxic effects on cell viability 

against H2O2 of P. glandulosus extracts.  
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All concentrations tested (7.8 at 250 µg/mL) of the crude extract and fractions of P. 

glandulosus did not show a significant decrease in cell viability, different of the control H2O2 

that showing cytotoxicity. In addition, it was revealed cell proliferation in some tested 

concentrations of the CH2Cl2 (7.8, 31.25 and 62.5 µg/mL), AcOEt (7.8, 31.25 and 125 µg/mL) 

and BuOH (15.6 and 125 µg/mL) fractions. 
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Fig. 3. Effect of CE and fractions of P. glandulosus on chromosomal instability incubation 

with H2O2. Results are mean ± SD for n = 3. Significant differences are indicated by * p ≤ 

0.05 using analysis of variance followed by Tukey test.  
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4.4. Effect of CE on the protoscoleces viability of E. ortleppi   

For this study, the protoscoleces were identified molecularly as the specie E. ortleppi. 

The effect of P. glandulosus front E. ortleppi protoscoleces revealed that CE and BuOH 

fraction at concentration of 350 mg/mL can kill all protoscoleces acting in 5 minutes of 

application (Fig. 4). GA was found in larger quantities in the CE and BuOH-F of P. 

glandulosus leaves by HPLC/DAD analysis, which led us to conduct this study with the 

standard and these extracts in an attempt to justify this activity. The GA was able to kill all 

protoscoleces in 15 minutes of exposure at concentration 7 mg/mL. 

 
 

Fig. 4. In vitro effects on the viability of protoscoleces when submitted to CE 350 mg/mL, 

BuOH fraction 350 mg/mL of P. glandulosus and GA 7 mg/mL in different exposure times. 

 

5. Discussion 

The present study investigated the content phenols, antioxidant capacity, effect of 

extracts of gaiana on lymphocyte cells exposed to the toxic effect of H2O2 and the scolicidal 

action.  

The high content of polyphenols and flavonoids was performed in the ethyl acetate 

fraction. Similar findings were related by Brum et al., (2013), analyzing different fractions of 

Vitex megapotamica, Boligon et al., (2013) with Tabernaemontana catharinensis and 

Marathakam et al., (2012) at Justicia beddomei. According Canadovic et al. (2008), extracts 
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obtained with polar solvents, reveal the presence of high concentrations of phenolic 

compounds.  

To verify the presence of GA in the CE and fractions of P. glandulosus, the samples 

were subjected to HPLC/DAD analysis. Phenolic acids are considered efficient hydrogen 

donors due to their characteristic carboxylic acid group, which is easily ionized, determining 

their antioxidant activity (Palafox et al., 2012). In this study, the GA was identified in all 

fractions, presenting higher content in the BuOH fraction. Besides of the antioxidant activity, 

the GA has a variety of pharmacological actions, such as anti-inflammatory, antimicrobial, 

antiviral and antitumor activities (Kim, 2007; Özçelik et al., 2011). This compound also was 

found in the branches of P. glandulosus by our research group (results not showed). 

Phenolic compounds, such as flavonoids and phenolic acids exert a wide variety of 

biological effects, including anticarcinogenic, antimutagenic and antioxidative activities 

(Kilaniet al., 2005, Yilmaz et al., 2007, Bhouri et al., 2010). According Amarowicz et al., 

(2010) the antioxidant activity of these compounds is mainly due to their redox properties, 

which allow them to act as reducing agents or hydrogen-atom donors. 

DPPH is a stable free radical used for analyzing the antioxidant ability of extracts and 

pure substances and also indicates the presence of phenolic and flavonoid compounds (Rice-

Evans, Miller and Paganga, 1996). The crude extract and AcOEt fraction showed the best 

results in the antioxidant capacity measured by this method and also the high level of 

polyphenols and flavonoids. So is possible to attribute the antioxidant capacity seen in the DPPH 

assay to the presence of these compounds. This relationship has been described by other authors 

and is already well established, using similar assay systems (Zadra et al., 2012; Fröhlich et al., 

2013). 

 The antioxidant capacity of the crude extract and fractions were tested on TBARS 

production in brain, induced by Fe(II), a known pro-oxidant. The AcOEt fraction was also a 
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highlight in this test and it is suggested that this effect is due to the large amounts of 

polyphenols and flavonoids found in this fraction, because are known to inhibit lipid 

peroxidation and lipoxygenase in vitro (Sousa et al., 2007). In addition, the DCFH assay as 

realized to evaluate the antioxidant capacity of the crude extract and fractions of P. 

glandulosus leaves. This method is widely used to determine oxidative stress in cells (Wang 

and Joseph, 1999). This assay is to evaluate the ability of antioxidant molecules in the extract 

to scavenge ROS produced by normal metabolism by cells, and then inhibit the oxidation of 

DCFH to DCF, observed by the decrease in fluorescence intensity. Our results suggest that 

crude extract and fractions were able to significantly reduce the oxidation of DCFH in low 

concentrations, demonstrating pronounced antioxidant activity. 

The determination of cyto/genotoxicity activity in vitro of CE and fractions of P. 

glandulosus was performed in the same concentrations that DPPH, TBARS and DCFH assay. 

In general, the results showed a beneficial effect of P. glandulosus extracts on the cyto and 

genotoxicity lymphocytes exposed to H2O2. 

Unrepaired DNA damage, as well as to elevated ROS concentrations can be related 

with the development of the various human diseases like diabetes, neurodegenerative diseases 

and many cancers (Waris and Ahsan, 2006; Klaunig et al., 2010). Studies have been showing 

that plants, vegetables and fruits are rich in flavonoids and polyphenols, allowing an extra 

protection to the chromosomes and DNA against oxidative damage and cancer (Lin et al, 

2012; Boligon et al., 2012; Chen et al, 2011). Antioxidants can avoid DNA damage and its 

consequences, through cell detoxification processes from ROS. The cells, by themselves, have 

an antioxidant system, but there are several compounds present in natural products which 

present the ability of reacting with ROS and inactivate them without generating further 

radicals (Silva and Coutinho, 2010). 
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The results found in this study revealed that extracts of P. glandulosus leaves showed 

not cytoxicity and genotoxicity at concentrations tested. The higher content polyphenols and 

flavonoids and the GA present in crude extract and fractions of P. glandulosus leaves 

probably are in charge of these results and antioxidant capacity verified.  

An ideal scolicidal agent is define as being potent in low concentrations, acting in a 

short period time, being stable in cyst fluid, not affected by dilution with the cyst fluid, being 

able to kill the protoscoleces in the cyst, being non-toxic, having low viscosity, and being 

readily available and easily prepared, as well as being inexpensive (Moazeni and Nazer, 

2010).  

In this study, the protoscoleces were identified molecularly as the specie E. ortleppi. 

The tests with P. glandulosus extracts showed highly significant scolicidal effects of the CE 

and BuOH fraction in a short period time. This action can be explained by good activity of 

GA standard that was identified by HPLC-DAD analysis in this specie that also able to kill all 

protoscoleces. Furthermore, other compounds can be acting, such as polyphenols and 

flavonoids, as well the compounds identified: maslinic acid, uvaol and sitosterol by Brum and 

collaborators (2016) and other yet unidentified.  

Some studies have shown that uvaol and maslinic acid has a variety of 

pharmacological actions, acting specially to prevent lipid peroxidation (Montilla et al., 2003; 

Perona et al., 2005), protect low-density lipoproteins (LDL) against oxidation (Allouche et al., 

2010; Andrikopoulos et al., 2002), and suppress superoxide anion generation (Leu et al., 

2004) and were active to inhibit the growth of tumor cell lines from various human cancers 

(Ruan et al., 2008; Martín et al., 2007,2009; Rufino-Palomares et al., 2015). These 

compounds can be responsible in part for the activities described for P. glandulosus in our 

study. 
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Our group of study demonstrated in other in vitro experiments, the antioxidant 

activity, the significant potential scolicidal action and revealed the presence of gallic acid by 

HPLC and a preliminary phytochemical analysis verified the presence of the coumarins, 

phenols, cardioactive heterosides and triterpenoids and steroids with branches of P. 

glandulosus (results not showed). The results of P. glandulosus leaves were similar to those 

demonstrated by the branches of this species. 

6. Conclusions 

 The present study demonstrated that crude extract and fractions of P. glandulosus 

leaves showed not in vitro cytoxicity and genotoxicity at concentrations tested, possibly by 

decreasing oxidative stress by their antioxidant capacity verified. These activities along with 

effective action scolicidal from E. ortleppi can suggest promising and inexpensive alternative. 

It is necessary to investigate the action mechanism(s) and the different scolicidal effects of P. 

glandulosus in vivo. Besides that, studies in vivo of efficacy and safety this specie are 

necessary to determine the concentration that is effective and safe dose. 
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Abstract 
Poikilacanthus glandulosus is popularly known as ―gaiana‖ and has been empirically 
used for therapeutic purposes, such as insect bites, cicatrization, inflammation, 
spider bite, contusion, phlebitis, nail fungus, spine, burn, and as a repellent and 
disinfectant. Phytochemical analysis, antimicrobial, antimycobacterial and antibiofilm 
forming activities of the crude extract and fractions of the branches and leaves of P. 
glandulosus were investigated. HPLC analysis revealed the presence of maslinic 
acid (2.024 ± 0.10 mg/g), uvaol (0.124 ± 0.02 mg/g) and sitosterol (0.502 ± 0.05 
mg/g) in the CE of the leaves and α-amyrin (0.60 ± 0.05 mg/g) and sitosterol (1.02  ± 
0.07 mg/g) in the CE of the branches.  In the CH2Cl2 fraction leaves was identified 
maslinic acid (1.96 ± 0.12 mg/g) and sitosterol (1.79 ± 0.10 mg/g) and in the 
branches, α-amyrin (0.55 ± 0.01 mg/g) and sitosterol (2.56 ± 0.14mg/g). The best 
MIC were found against S. mutans, S. aureus and S. saprophyticus (6.48 mg/mL) for 
the leaves and L. monocytogenes and S. mutans (3.36 mg/mL) for the branches. The 
CH2Cl2 fraction of the branches was highlight, being effective against M. smegmatis 
(MIC: 312.5 µg/mL), M. avium (MIC: 625 µg/mL) and M. tuberculosis (MIC 1250 
µg/mL). The CE and AcOEt fraction of leaves showed a reduction in biofilm formation 
by S. aureus in 23.79% and 24.66%, respectively. In relation to branches, CE 
inhibited of 44.1% against the biofilm formed by S. mutans and 26.76% front of L. 
monocytogenes. 
 
Keywods: Gaiana, Antimicrobial, Biofilm 
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1 Introduction 

Poikilacanthus glandulosus (Nees) Ariza (Acanthaceae) is a shrub and is 

popularly known as ―gaiana‖ and has been empirically used for therapeutic purposes, 

such as insect bites, cicatrization, inflammation, spider bite, contusion, phlebitis, nail 

fungus, spine, burn, and as a repellent and disinfectant (Brum et al., 2016). Barneche 

et al., (2010) realized the antimicrobial screening through the acetone extract of P. 

glandulosus that showed no inhibition for the tested microorganisms. Recently, Brum 

et al., (2016) reported antiedematogenic and anti-inflammatory actions with the crude 

extract of P. glandulosus leaves and HPLC analysis revealed the presence of 

maslinic acid, uvaol and sitosterol (Brum et al., 2016). Furthermore, our group studies 

demonstrate the antioxidant capacity of the crude extract of the leaves and branches 

and its escolicida effect (unpublished results). 

The shortage of new antimicrobial has been characterized as a public health 

emergency and pathogenic microorganisms resistant to antimicrobial used in therapy 

of infections have appeared both in the community and in hospitals (Gill et al., 2005; 

Olar et al., 2010; Glundlapalli et al., 2013). 

Microbial biofilm formation of microorganisms is associated with persistent 

tissue and foreign body infections which are resistant to treatment with antimicrobial 

agents. The infections most frequently has been caused by Staphylococcus aureus, 

S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli (Römling and 

Balsalobre, 2012). The treatment of these infections is conducted with high doses of 

antibiotics and by long-term therapy. In this context the toxicity and drug interactions 

in the treatment is often ineffective. Faced with this resistance to conventional 

antibiotics there is a great need to new antimicrobial drugs develop or new 

pharmaceutical forms and therefore new methods to reduce bacterial activity and 

combat associated infections (Pelgrift and Friedman, 2013). 

In the present study we report the antimicrobial, antimycobacterial and 

antibiofilm activities of the crude extract and fractions of the branches and leaves 

from P. glandulosus. In addition, the phytochemical analysis of the non-polar 

compounds were verify by HPLC. 

 

2 Material and Methods 

2.1 Plant collection  
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Leaves and branches of P. glandulosus were collected in Santiago (Rio 

Grande do Sul State of Brazil) in May of 2012. A dried voucher specimen is 

preserved in the herbarium of the Department of Biology at Federal University of 

Santa Maria by registers numbers SMBD 12.442 and 13.178.  

  

2.2 Extraction and partition of the leaves and branches 

Plant material was dried at room temperature and powdered in a knife mill. 

The leaves (1.217 Kg) and branches (2.061 Kg) were macerated at room 

temperature with 70% ethanol for a week with daily shaking; the solvent was 

renewed several times. After filtration, the hydroalcoholic extract was evaporated 

under reduced pressure at a temperature below 40°C, in order to obtain the aqueous 

extract; part of this aqueous extract was evaporated to dryness to furnish the crude 

extract (CE). The remaining aqueous extract was partitioned with solvents of 

increasing polarity: dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. Finally, the 

fractions obtained were concentrated to dryness on a rotary evaporator.  

 

2.3 Quantitative Analysis of non-polar Compounds by HPLC 

For identification and quantification of the non-polar compounds was using the 

method of Schmidt (2016), which uses reverse phase chromatography with ultraviolet 

detection (UV-Vis).  The chromatographic system Dionex used has pump P680 

model, UVD- 170 detector and manual injection with handle of 100 µL. The 

chromatographic separation was carried out with a C18 Kinetex - 250 mm x 4,6 mm 

(Phenomenex), packed with 5 μm diameter particles, with precolumn of the same 

nature. The isocratic elution was conducted using mobile phase consists of 

Acetonitrile (ACN) and Tetrahydrofuran (THF) in the proportion of 90:10. 

Chromatographic operations were carried out at ambient temperature and in 

triplicate. The flow used was 0.5 mL.min-1 and the peaks were detected at 210 nm. 

 

2.4 Antimicrobial potential 

Microorganisms and preparation of inoculums   

The following microorganisms used in the evaluation were obtained from 

American Type Culture Colletion (ATCC): Listeria monocytogenes (ATCC 7644), 

Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923). 

Clinical and environmental isolates kindly provided by the Department of 
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Microbiology, Centro Universitário Franciscano (UNIFRA), were also used to test 

antimicrobial activity of Poikilacanthus glandulosus crude extracts and fractions: E. 

coli cepa A, E. coli cepa B, Streptococcus mutans, Proteus mirabilis, Staphylococcus 

saprophyticus and Paenibacillus gluconolypticus. All isolates were maintained on 

nutrient agar slants at 4◦C. The inoculum of the tested microorganisms was prepared 

according to the Clinical Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2008) 

adjusted to 0.5 Mc Farland standard. 

 

 2.5 Disk diffusion test and determination of minimal inhibitory concentrations (MICs) 

The disk diffusion test was chosen as screening test, following CLSI 

parameters, aiming the selection of sensitive microorganisms to the extract and 

fractions from the leaves and branches of P. glandulosus. The minimum inhibitory 

concentrations (MICs) were determined by microdilution technique, using Mueller–

Hinton broth (Difco). The assay was carried out in 96-well microtitre plates. Each 

extract was mixed with an inoculum prepared in the same medium at a density 

adjusted per tube to 0.5 of the McFarland scale (1.5 ×108 CFU/mL) and the active 

extracts/fractions were diluted twofold serially ranging. Microtitre trays were 

incubated at 37◦C and the MICs were recorded after 24 h of incubation. The MIC was 

defined as the lowest concentration of extract that inhibited bacterial growth. This test 

was performed in triplicate. The 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride was used as an 

indicator of microbial growth. 

 

2.6 Antimicrobial assay on Mycobacterium 
 

Antimycobacterial activity was tested against Mycobacterium avium 

LR541CDC, Mycobacterium tuberculosis H37Rv (ATCC 25618) and Mycobacterium 

smegmatis mc2 155 (ATCC 700084). The suspensions were standardized through 

the range 0.5 Mac Farland scale and then diluted with Middlebrook 7H9 (MD7H9), 

supplemented with 10% OADC and 0.2% glycerol until the concentration of 105 

UFC/mL. Plant extracts and fractions were dissolved in DMSO, at a concentration of 

50.00 mg/mL and then diluted in MD7H9 until the desired concentrations and they 

were tested in triplicate. Sensitivity tests were performed by the method of broth 

microdilution second CLSI M7-A6.  The plates M. smegmatis were incubated  during 

48 h, M. avium for 5 days and in M. tuberculosis for 7 days at 37°C. In order to verify 
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the existence or not of colony, growth was used dye MTT. Following it was 

considered as MIC (Minimum Inhibitory Concentration) the lowest concentration of 

the extract under test capable of producing inhibition of visible growth of the 

microorganisms used in microbiological assays. 

 
2.7 Antibiofilm activity 

Microtiter plate biofilm assay Biofilm study was performed by the method 

published by Merritt et al. (2005). Briefly, bacterial and fungal strains were 

individually inoculated in 5 ml of Tripticase soy broth (TSB) and grow up to stationary 

phase, respectively. Cultures diluted to 1:100 in TSB, and 100 µl of each dilution 

pipetted to four wells in a sterile flat bottom microtiter plate. After incubation for 24 h 

in 37◦C, planktonic bacteria removed from all of the wells and the extracts were 

added in the wells and serially diluted in TSB. After incubation for 24 h in 37 ◦C, 

planktonic bacteria removed from all of the wells and washed with distilled water for 

three times. 125 µl of 0.1 % crystal violet solution (Sigma Chemical Co) added to 

each well, and then washed with distilled water. Microplates were inverted and 

vigorously tap on paper towels to remove any excess liquid and air dried. 200 µl of 95 

% ethanol poured in. Biofilm stains solubilized at room temperature. After shaking 

and pipetting of wells, 125 µl of the solution from each well transferred to a new 

microtiter plate and relative biofilm formation was assayed by measuring the 

absorbance of the crystal violet solution at 600 nm (optical density—OD600). 

Negative control (only culture media), positive control for S. aureus, S. mutans or L. 

monocytogenes PA01 (without extracts). 

 

3 Results and discussion 

The analysis of non-polar compounds by HPLC was only performed with the 

CE and dichloromethane fraction (CH2Cl2) of leaves and branches of gaiana, 

because it is expected to find in these extracts substances with these characteristics. 

HPLC analysis revealed the presence of maslinic acid (2.024 ± 0.10 mg/g), uvaol 

(0.124 ± 0.02 mg/g) and sitosterol (0.502 ± 0.05 mg/g) in the CE of the leaves from P. 

glandulosus (results published) by our research group and α-amyrin (0.60 ± 0.05 

mg/g) and sitosterol (1.02  ± 0.07 mg/g) in the CE of the branches.  In the CH2Cl2 

fraction leaves was identified maslinic acid (1.96 ± 0.12 mg/g) and sitosterol (1.79 ± 

0.10 mg/g) and in the branches, α-amyrin (0.55 ± 0.01 mg/g) and sitosterol (2.56 ± 
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0.14mg/g). Among the various pharmacological activities of these compounds, the 

triterpenes have antimicrobial activity confirmed by other studies (Stavri et al., 2007; 

Copp and Pearce, 2007; Martins et al., 2011; Awolola et al., 2014).  

The activities of the CE and fractions from the P. glandulosus leaves and 

branches against bacteria are shown in Table 1. The results show for leaves were 

effective for a larger number of microorganisms in relation to the branches. The CE 

and AcOEt of P. glandulosus leaves showed good activity for the same 

microorganisms S. mutans, E. faecalis, S. aureus and S. saprophyticus. The BuOH 

fraction of leaves was effective only for P. mirabilis and the CH2Cl2 fraction showed 

no inhibition front the bacteria tested.  

In relation to the branches, the crude extract was able to inhibit of the growth 

of S. mutans and L. monocytogenes. The AcOEt and BuOH fraction were effective 

only for E. coli cepa A and P. gluconolypticus, respectively. 

Extracts of leaves and branches of P. glandulosus inhibit the growth of 

bacteria associated with clinically important diseases, for example, the Listeria 

monocytogenes is associated with serious human and animal infections, including 

abortion and septicemia. It is considered a pathogen of major concern due to high 

occurrence in foods and high mortality rate associated with listeriosis (Wang et al., 

2013). S. aureus can cause a range of serious infections, with rates of morbidity and 

mortality of up to 64%, this pathogenicity reflects its ability to produce a variety of 

toxins, and to firmly adhere to prosthetic materials, apart from the capacity to develop 

resistance to antimicrobial agents (Casey et al., 2007).  

Herbal medicines may be an alternative because they present secondary 

metabolites that are active against a wide range of microorganisms. Studies describe 

the action of naturally occurring molecules as antimicrobial agents such as 

terpenoids, glucocorticoids, flavonoids and polyphenols that are small molecules 

produced by plants and are able to inhibit many bacterial species, particularly Gram-

positive microorganisms. In some cases these microorganisms are resistant to 

disinfection, particularly when they form biofilms (Schito et al., 2011). These 

secondary metabolites were found by our study group (unpublished results) and can 

be related to the antimicrobial activities found in this study. 

The CE and fractions of P. glandulosus were also evaluated about their action 

front of M. tuberculosis mycobacteria, M. avium and M. smegmatis. M. smegmatis 

was employed as a model for the antimycobacterial activity. This microorganism has 
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been used as a surrogate for Mycobacterium tuberculosis, due to characteristics 

such as low infectivity, rapid growth and genetic similarity (McGaw et al., 2008). 

It was observed that the CH2Cl2 and EtOAc fractions of leaves were effective 

only against M. smegmatis, showing a MIC 312.5 and 625 µg/mL, respectively. The 

CH2Cl2 fraction of the branches was the one that obtained the best results in relation 

to the other, being effective against M. smegmatis (MIC: 312.5 µg/mL), M. avium 

(MIC: 625 µg/mL) and M. tuberculosis (MIC 1250 µg/mL). 

The M. smegmatis is a mycobacterium associate to infections as lung disease, 

despite not being the causative agent of tuberculosis; M. smegmatis has been used 

successfully in many studies due to the characteristic of rapid growth and ease of 

handling (Pauli et al., 2005). Mycobacterium avium is usually opportunistic pathogen, 

non-pathogenic in healthy individuals, infections caused by M. avium is prevalent in 

patients with AIDS, affecting as many as 40% of patients with advanced disease, 

which is resistant to most existing antimicrobials (Ramos et al., 2000). The additional 

prevalence of multidrug-resistant strains and extensively drugresistant tuberculosis 

(De Rossi et al., 2006) stimulates an urgent need for the development of new drugs 

for the treatment of mycobacterial infections. 

Natural sources provide numerous examples of interesting secondary 

metabolites with antimycobacterial activity, indicating that natural products could be 

rewarding field for the discovery of new antituberculosis leads (Copp, 2003; Pauli et 

al., 2005; Copp and Pearce, 2007; Boligon et al., 2012; Cruz et al., 2012). Phenolics 

and flavonoids were identified as responsible for this activity (Koysomboon et al., 

2006; Suksamrarn et al., 2004). Triterpenes such as uvaol, oleanolic acid and β-

amyrin have been shown to exhibit antimycobacterial activity against antibiotic-

susceptible and -resistant strains of M. tuberculosis (Gu et al., 2004; Stavri et al., 

2007; Jimenez-Arellanes et al., 2007).  

The secondary metabolites reported for P. glandulosus, such as phenolic 

compounds, flavonoids, triterpenes and coumarins can be contributing to the 

antimycobacterial activity, because they have proven this activity, as already 

mentioned in this work. Furthermore, gallic acid was found in all fractions from leaves 

and branches of this species and also has antimicrobial activity (unpublished results). 
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Table 1. Antibacterial activity of the CE and factions of the leaves and branches of 
P.glandulosus.  
 

 Leaves Branches 

Microorganismos CE CH2Cl2 AcOEt BuOH CE CH2Cl2 AcOEt BuOH 

Bacteria MIC (mg/mL) 

E. coli cepa A - - - - - - 11.5 20.23 

E. coli cepa B - - - - - - - 20.23 

L. monocytogenes - - - - 3.36 - - - 

S. mutans 6.48 - 9.83 - 3.36 - - - 

E. faecalis 12.97 - 19.66 - - - - - 

P. mirabilis - - - 15.38 - - - - 

S. aureus 6.48 - 9.83 - - - - - 

S. saprophyticus 6.48 - 9.83 - - - - - 

P.gluconolypticus - - - - - 3.159 - - 

 
Table 2. Minimal inhibition concentration (μg/mL) of CE and fractions of the leaves 
and branches of P. glandulosus against M. smegmatis, M. tuberculosis and M. 
avium. 
 

 Leaves Branches 

Microorganismos CE CH2Cl2 AcOEt BuOH CE CH2Cl2 AcOEt BuOH 

Mycobacteria MIC (µg/mL) 

M. tuberculosis 2500 2500 >2500 - - 1250 - - 

M. avium 2500 >2500 2500 - - 625 - - 

M. smegmatis 2500 312.5 625 >2500 1250 312.5 2500 2500 

 

Based on the results of antimicrobial activity against bacteria described above, 

we used the same values of CIM to perform the assay of the biofilm inhibiting 

capacity front formation of biofilms of S. aureus for CE and the AcOEt fraction of 
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leaves and S. mutans and L. monocytogenes for the CE of the branches. In this 

study, the CE and AcOEt fraction of P. glandulosus leaves showed a reduction in 

biofilm formation formed by S. aureus with a percentage of 23.79% and 24.66%, 

respectively (Figure 1). In relation to branches, CE presented a percentage of 

inhibition of 44.1% against the biofilm formed by S. mutans and 26.76% front of L. 

monocytogenes (Figure 2). 

 

Figure 1 – Effect of CE and AcOEt fraction of P. glandulosus leaves against 

biofilm formation of S. aureus. Values are expressed as absorbance at 570 nm. 

 

The bacteria have the ability to form biofilms. Biofilms are high degree 

organization communities where microorganisms form a structured, coordinated and 

functional thin layer (Tomihama et al., 2007). They are involved in major problems 

associated with the food industry, medicine, and everyday life. The risk becomes 

even more serious because bacteria within biofilms have been shown to have a 

decreased susceptibility to antimicrobial agents compared with those in the 

planktonic form (Gilbert et al., 2003). 

In this study, for the first time, the antibiofilm activity of the extracts of leaves 

and branches of P. glandulosus against the biofilms formed by P. aureus, S. mutans 

and L. monocytogenes strains were investigated. The leaves of P. glandulosus 

presented significant activity against the strains tested, highlighting a greater 

potential for CE front of bacteria and the CH2Cl2 fraction for mycobacteria, which 

were able to inhibit important pathogenic markers. 
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Figure 2 – Effect of CE of P. glandulosus branches against biofilm formation of S. 

mutans and L. monocytogenes. Values are expressed as absorbance at 570 nm. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A seleção de plantas com base em dados da medicina tradicional pode levar ao 

descobrimento de novas moléculas promissoras. Raras são as plantas nativas do Brasil que já 

foram submetidas a estudos de validação, o que confirma a existência de um enorme potencial 

medicamentoso nas nossas plantas, que precisa ser melhor aproveitado.  

Tendo em vista o crescente processo de aculturação e perda de preciosas informações 

a respeito do uso de plantas pela população, desaparecimento das espécies ainda não 

estudadas e devido ao interesse do mercado por produtos de origem natural e das indústrias 

pela descoberta de novos fármacos, buscou-se neste trabalho resgatar e registrar o 

conhecimento do uso popular de P. glandulosus, já que é muito utilizada pela população de 

Santiago e região frente as mais diversas enfermidades. A referida planta pertence à flora 

brasileira e, no entanto, carece de estudos que comprovem seus efeitos. Neste sentido, servirá 

como guia para nortear outras pesquisas na busca de seus constituintes químicos e possíveis 

atividades farmacológicas, bem como avaliar os benefícios e a existência ou não de riscos 

proporcionados pelo uso da mesma. 

O estudo etnofarmacologico permitiu coletar dados sobre a espécie junto aos usuários 

da planta para fim medicinal, obtendo informações de quarenta participantes voluntários.  Dos 

informantes, 65% coleta a espécie P. glandulosus no quintal de casa e 53% cultiva a espécie 

em suas residências. A maior parte dos entrevistados não se preocupa com o período da época 

de coleta (93.0%). 

A forma de transmissão do conhecimento sobre o uso de P. glandulosus predominante 

foi a informação por familiares, com porcentual de 83.0%. Segundo os usuários, a utilização 

da espécie com fins terapêuticos pode ser preparada apenas na forma de macerado, sendo que 

podem ser empregadas diferentes partes da planta para uso medicinal, destacando-se as mais 

utilizadas: as folhas e os galhos preparados juntos (65.0%), seguido pelo uso da folha sozinha 

e de todas as partes da planta, ambas com 13.0%. Em relação ao nome popular da espécie, 

todos os informantes relataram que conhecem apenas como “Gaiana”. Quanto à forma de 

administração, foram relatadas apenas duas formas de uso: externo (98.0%) e oral (2.0%). 

Através das informações obtidas pelos entrevistados, foi possível verificar um número 

elevado de indicações terapêuticas, com destaque para picada de inseto (67.5%), cicatrização 

(50.0%) e inflamação (27.5%). Além disso, em menor percentual, foram também informadas 

o uso da gaiana para febre, picada de aranha, contusão, flebite, fungos nas unhas, coluna 
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vertebral, queimadura, repelente e desinfetante e não foi relatado nenhum efeito adverso pelos 

usuários do macerado da planta.  

Diante dos efeitos medicinais gerados pela P. glandulosus, evidenciou-se resultados 

satisfatórios para todos os usuários, sendo que o principal motivo do uso é devido ao bom 

resultado encontrado pela mesma, onde 5% considera o uso por ser barato e 8% relata que não 

faz mal a saúde. A maceração é a forma de conservação mais utilizada (95.0%), sendo que a 

cachaça é o solvente mais utilizado (40.0%), seguido do álcool (35.0%). Com relação a 

utilizar a planta P. glandulosus sozinha ou em associação com outra espécie medicinal ou 

outro medicamento, 95.0% relataram que a utilizam sozinha e 5% utilizaram intercalando o 

macerado de gaiana com outra medicação. 

Quando se pretende trabalhar com plantas, o primeiro passo a ser realizado é a 

identificação da espécie e por seguinte, uma pesquisa fitoquímica preliminar, para conhecer 

os principais grupos de metabólitos secundários presentes nelas (MATOS, 2009). Deve-se 

levar em conta que a composição química de um vegetal varia de órgão para órgão, portanto é 

necessária a investigação da planta como um todo a fim de encontrar o maior número de 

substâncias com interesse farmacológico. No presente trabalho, este processo foi realizado 

com os extratos aquoso e hidroalcoolico das folhas e dos galhos de P. glandulosus, 

submetendo-os a uma série de reações de caracterização, verificando a presença e ausência 

dos principais metabólitos secundários. 

Os resultados indicam a presença de metabólitos secundários que podem estar 

relacionados à sua ação no tratamento de diversas patologias. Tendo em vista o resgate da 

biodiversidade brasileira e identificação das potencialidades das plantas e sua possível ação 

medicinal, alguns metabólitos secundários são apontados neste estudo como ponto de partida 

para este enfoque. As classes de princípios ativos encontradas neste estudo acenam para 

várias possibilidades terapêuticas e os dados obtidos na literatura servem de apoio para 

direcionar os estudos a fim de aprofundar ainda mais o conhecimento sobre essa espécie.  

Dentre os metabólitos secundários encontrados nesta análise fitoquímica, as cumarinas 

que estão presentes nas folhas e nos galhos de P. glandulosus possuem ação anticoagulante, 

imunossupressora, relaxante vascular, hipolipidêmica e hipotensora, sendo que aquelas que 

contêm grupos di-hidroxilados em posição orto, são poderosos inibidores da peroxidação 

lipídica, além de eliminarem o ânion radical superóxido e quelarem íons ferro, o que os 

conferem propriedades antioxidantes (MARTÍN-ARAGÓN et al., 1996). Esta classe de 

compostos, também foi descrita na espécie da mesma família, como a Justicia pectoralis 
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(LEAL et al., 2000), com a identificação do isolado de cumarina, umbeliferone (LINO et al., 

1997).  

Destaca-se ainda, a presença de fenóis em ambas as partes da planta, sendo relatados 

dentre tantas outras atividades, a antioxidante e anti-inflamatória, os heterosídeos cardioativos 

como hipotensores (SIMÕES et al., 2010), triterpenoides e esteroides apresentam uma 

variedade de propriedades medicinais, destacando-se os efeitos anti-inflamatórios, 

analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NIERO; MALHEIROS, 2009). 

A determinação do perfil fitoquímico de P. glandulosus dos extratos aquoso e 

hidroalcóolico das folhas mostrou-se diferente em relação aos galhos no que se refere a classe 

de metabólitos secundários e concentração dos mesmos. Dessa forma, os farmacógenos 

encontrados neste estudo acenam para várias possibilidades terapêuticas o que servirá de 

apoio para direcionar os estudos a fim de se especificar ainda mais o conhecimento sobre essa 

espécie, uma vez que os dados sobre a planta são escassos. 

A inexistência de estudos relacionados com P. glandulosus, motivou a realização de 

análise cromatográfica por CLAE, com a finalidade de identificar e quantificar os possíveis 

compostos fenólicos presentes na espécie. Foram feitas duas análises, uma para pesquisa de 

compostos polares e outra para apolares. Diante dos padrões polares disponíveis em nosso 

laboratório de pesquisa, foi encontrado apenas o ácido gálico (AG) que está presente em todas 

as frações das folhas e dos galhos, variando de 0,78 a 10,37 mg/g nas folhas e de 0,68 a 6,72 

mg/g nos galhos. 

Segundo Ferguro e Harris (1999), os ácidos fenólicos caracterizam-se pela presença de 

um anel benzênico, um grupamento carboxílico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou 

metoxila na molécula, que conferem propriedades antioxidantes. Embora outras 

características também contribuam para a atividade antioxidante dos ácidos fenólicos e seus 

ésteres, esta é, geralmente determinada pelo número de hidroxilas presentes na molécula. 

Além da atividade antioxidante comprovada destes compostos, estudos pré-clínicos têm 

mostrado que o AG possui uma variedade de ações farmacológicas, incluindo as atividades 

antioxidantes, anti-inflamatórias, antimicrobiana, antiviral e antitumoral (KIM, 2007; 

ÖZÇELIK; KARTAL; ORHAN, 2011).   

O extrato bruto e as frações diclorometano das folhas e dos galhos foram submetidas a 

pesquisa de compostos apolares visto que é onde espera-se encontrar substâncias com estas 

características. Através da análise por HPLC, foi possível verificar a presença de ácido 

maslínico (2,02 mg/g), uvaol (0,12 mg/g) e sitosterol (0,50 mg/g) no EB das folhas e nos 

galhos, α-amirina (0,60 mg/g) e sitosterol (1,02 mg/g). Na fração diclorometano, foram 
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identificados ácido maslínico (1,96 mg/g) e sitosterol (1,79 mg/g) nas folhas e α-amirina (0,55 

mg/g) e sitosterol (2,56 mg/g) nos galhos. Estes compostos comprovam o screening 

fitoquimico realizado neste trabalho, que revelou reação positiva para terpenos e esteroides 

nos extratos das folhas e dos galhos. 

O ácido maslínico é um triterpeno pentacíclico e tem despertado interesse devido aos 

seus efeitos biológicos, que incluem as atividades antitumoral (ALLOUCHE et al., 2011), 

antidiabético (LIU et al., 2007), antioxidante (MONTILLA et al., 2003), anti-HIV (XU et al., 

1996), antiparasitária (DE PABLOS et al., 2010), vaso-relaxante (RODRIGUEX et al., 2006), 

anti-inflamatório (HUANG et al., 2011) além de ser seguro por não ter apresentado toxicidade 

em testes realizados in vivo (SANCHEZ et al., 2013). O uvaol, um triterpeno diálcool, está 

presente em vários alimentos e plantas utilizadas na medicina popular como antioxidante 

(ALLOUCHE et al., 2011), como anti-bacteriano (MARTINS et al., 2011) e em um estudo 

recente, foi verificada sua ação como anti-inflamatório (AGRA et al., 2016). Sitosterol é um 

fitosterol e foi relatado como sendo útil no tratamento de hipercolesterolemia, câncer da 

próstata e da mama, doença da artéria coronária (MATSUOKA et al., 2008), diabetes e 

antioxidante (GUPTA et al., 2011). Medeiros et al. (2007) verificaram a atividade anti-

inflamatória tópica de α-amirina (triterpeno pentacíclico), além de possuir efeito 

antiplaquetário (ARAGÃO et al., 2007), hipnótico, sedativo e antidepressivo (ARAGÃO et 

al., 2006) e antitumoral (LIN et al., 2011). 

Estes foram os primeiros compostos encontrados para P. glandulosus e outros podem 

ser investigados, visto que através deste trabalho, observou-se nos cromatogramas obtidos a 

presença significativa de outros picos que não foram identificados. 

Os compostos fenólicos contribuem para o sabor, odor e coloração de diversos 

vegetais, desta forma muitos desses são economicamente importantes pela utilização como 

flavorizantes e corantes de alimentos e bebidas sendo de amplo emprego na indústria de 

alimentos. Além disso, em alguns derivados de ácidos fenólicos tem sido relatada atividade 

antioxidante, possuindo, portanto, importância também na indústria de medicamentos. Ainda, 

tem sido apontada a atividade antibacteriana, antiviral, hipocolesterolêmica, artrite 

reumatoide, dentre outras atividades (SIMÕES et al., 2010).  

Os perfis e teores dos polifenóis em plantas e bebidas de origem vegetal são 

determinados, em grande parte, pelo tipo de espécie. Assim, algumas plantas ou alimentos 

podem ser particularmente ricos em um polifenol ou em uma classe específica de polifenóis, 

por exemplo, o café em ácidos fenólicos, o vinho tinto em estilbenos e antocianidinas, citros 

em flavanonas, o cacau e o chocolate em flavonoides, e produtos de soja em isoflavonoides. 
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Além disso, há influências do tipo de cultivo, condições de crescimento, estágio de 

maturidade, armazenamento, manuseio e processamento (MITJAVILA; MORENO, 2012).  

Neste trabalho, a quantificação de polifenóis totais no extrato bruto (EB) e frações 

diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH) obtido das folhas e dos 

galhos de P. glandulosus, utilizando como reagente o Folin-Ciocalteau e ácido gálico (AG) 

como padrão. Os teores de polifenóis variaram entre as frações e entre as duas partes da planta 

utilizada neste estudo (folhas e galhos). A fração AcOEt apresentou a maior concentração de 

polifenóis nas folhas, seguido pelo EB e frações  BuOH e DCM. Nos galhos, o maior teor de 

polifenois também foi encontrado na fração AcOEt, não havendo diferença significativa entre 

ambas as partes. A fração BuOH apresentou o segundo maior teor de polifenois e a menor 

concentração nos galhos foi encontrada no EB, precedida pela fração DCM. Comparando as 

duas partes da planta, é possível perceber que a fração AcOEt foi a que possuiu o maior teor 

de polifenóis em ambas as partes estudadas não havendo diferença estatística entre elas.  

A maior concentração de polifenóis da fração AcOEt encontrada neste trabalho era 

esperada, pois de acordo com o esquema proposto por Cechinel Filho e Yunes (1998) e 

estudos de composição qualitativa de extratos de plantas segundo Canadovic et al. (2008), 

revelam que os compostos fenólicos em geral, costumam se concentrar nesta fração quando se 

trabalha com frações de diferentes polaridades.  

A produção de metabólitos secundários é o resultado de complexas interações entre 

biossíntese, transporte, estocagem e degradação (WINK, 1990). Embora qualquer célula 

vegetal ou tecido tenha a capacidade de biossintetizar metabólitos secundários, parece que 

isso ocorre somente em alguns tecidos ou mesmo em células especiais, em função do grau de 

diferenciação e desenvolvimento dos mesmos. Em alguns casos, a produção pode estar restrita 

a um estágio específico de desenvolvimento do vegetal ou a determinadas condições 

ecológicas ou ambientais (SIMÕES et al., 2010). Desta forma, o teor de polifenois pode estar 

presente em maior ou menor concentração nas folhas ou nos galhos de P. glandulosus devido 

a diversos fatores mencionados acima como também, devido a fatores como a presença ou 

não de agentes invasores, já que os metabólitos são produzidos diante dessas condições como 

forma de proteção da espécie. 

Os flavonoides constituem uma classe de compostos polifenólicos de ampla 

distribuição no reino vegetal. Encontrados em plantas principalmente na forma de glicosídeos, 

são os pigmentos amarelos, laranjas, azuis e vermelhos das flores, responsáveis também pela 

cor amarela das folhas no outono (MUSCHIETTI; MARTINO, 2009).  
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Além de estarem presentes em muitas plantas medicinais, os flavonoides também se 

encontram em medicamentos usados em todo o mundo. Existem estudos que demonstram que 

os flavonoides exibem uma série de ações bioquímicas e farmacológicas, tais como 

anticarcinogênico, antiviral, antimicrobiano, antitrombótico anti-inflamatória e atividade 

antimutagênica (TURKOGLU et al., 2007). Por sua natureza fenólica, atuam como potentes 

agentes quelantes e captadores de radicais livres. 

Neste estudo, a quantificação de flavonoides totais foi avaliada através do método 

colorimétrico baseado na formação de complexos estáveis do cátion alumínio com os 

flavonoides (WOLLENWEBER, 1988). A quantificação de flavonoides totais no EB e frações 

DCM, AcOEt e BuOH obtido das folhas e dos galhos de P. glandulosus foi realizada com 

reagente o AlCl3 e rutina como padrão. 

A fração que se destacou, de forma bastante significativa com o maior teor de 

flavonoides nas folhas, foi a fração AcOEt com uma concentração bem superior em relação as 

demais e aos valores encontrados para as frações dos galhos. Através da análise estatística 

observou-se que as folhas possuem maior concentração de flavonoides em relação aos galhos 

em todas as frações testadas.  

Estes resultados estão de acordo com trabalhos anteriores que relatam alta proporção 

de flavonoides nas folhas de outras espécies vegetais (GRUBESIC et al., 2005), confirmando 

assim uma das importantes funções da folha no vegetal, servindo como mecanismo de defesa 

contra os danos UV (HARBORNE; WILLIAMS, 2000). A exposição a níveis elevados de 

radiação UV faz com que as folhas a avermelhar, aumentando as concentrações de fenóis 

totais, principalmente os flavonoides (GARCIA-MACIAS et al., 2007). 

Após a fração AcOEt, o segundo maior teor de flavonoides foi encontrado na fração 

DCM das folhas, de forma intermediária, o EB, e o menor valor para a fração BuOH. Já nos 

galhos, a fração DCM apresentou a maior concentração de flavonoides de forma bastante 

significativa em relação as demais frações, seguindo da fração AcOEt. As frações BuOH e EB 

revelaram os menores valores, não havendo diferença significativa entre elas. O maior teor de 

flavonoides para a fração DCM não foi o resultado esperado, levando em conta que os 

compostos fenólicos, em geral, costumam se concentrar nas frações mais polares, conforme já 

foi dito anteriormente através do trabalho de Cechinel Filho e Yunes (1998) e Canadovic et al. 

(2008).  

 Existe uma variedade de métodos para se determinar a capacidade antioxidante de 

ativos presentes em alimentos, fluidos biológicos, vegetais, entre outros. A maioria dos 

métodos de determinação da atividade antioxidante in vitro, tem como reagente um radical 
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livre, o qual é capturado ou neutralizado pelos compostos antioxidantes, inibindo a formação 

de produtos de oxidação (ROGINSKY; LISSI, 2005). Devido aos diferentes tipos de radicais 

livres e de suas diferentes formas de atuação em organismos vivos, dificilmente existirá um 

método simples e universal pelo qual a atividade antioxidante possa ser medida precisa e 

quantitativamente (ALVES et al., 2010). 

Segundo Roginsky e Lissi, (2005) um dos métodos mais conhecidos para determinar a 

atividade antioxidante de extratos e substâncias isoladas é o método do DPPH (1,1-difenil-2-

picril-hidrazil). A solução etanólica do DPPH apresenta coloração roxa e absorve fortemente 

em 518nm.  

Por ação de um antioxidante, o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, 

apresentando coloração amarela, reação essa monitorada pelo decréscimo da absorbância. A 

partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade antioxidante que 

corresponde à quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante (BRAND-WILLIANS et al., 

1995). A capacidade antioxidante de P. glandulosus foi avaliada por esse método, 

empregando o ácido ascórbico como padrão.  

As melhores capacidades sequestradoras do radical DPPH, neste estudo, foram 

observadas nos galhos de P. glandulosus, destacando este resultado para a fração AcOEt 

(IC50: 95,48 µg/mL), seguida da BuOH (IC50:118,92 µg/mL) e nas folhas, o menor valor de 

IC50 foi encontrado no EB (132,57 µg/mL), seguida da fração AcOEt (150,27 µg/mL). As 

frações DCM das folhas e o EB dos galhos apresentaram capacidade antioxidante fraca (IC50: 

207,39 e 409,5 μg/mL), respectivamente. Estes resultados podem ser explicados através da 

correlação positiva com os teores de polifenóis encontrado neste estudo, onde as frações 

AcOEt das folhas e dos galhos obtiveram os maiores teores desta classe de substâncias. 

Vários autores relatam a existência de uma correlação positiva entre compostos 

fenólicos e o potencial antioxidante, usando ensaios similares (ALONSO et al., 2002; 

SHYAMALA et al., 2005; CHANDRA; MEJIA, 2004; TUNG et al., 2007; MUSTAFA et al., 

2010).  

Quando comparados com o padrão, percebe-se que todas as frações utilizadas neste 

estudo indicaram valores de IC50 significativamente maiores, mostrando que obtiveram sua 

capacidade de inibir o radical DPPH de forma moderada a fraca. Este fato é comum ocorrer, 

visto que nas frações e no EB encontram-se diversas classes de substâncias, onde algumas 

podem reagir fortemente com o DPPH, e outras possuem um mecanismo de reação mais lento 

(TSIMOGIANNIS; OREOPOULOS, 2006). Além disso, segundo Cho et al. (2003), a 

estrutura dos grupos fenólicos e possíveis alterações nas hidroxilas, como por exemplo, por 
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glicosilação, provocam um decréscimo da atividade antioxidante, devido à redução no número 

de hidroxilas e ao impedimento estérico que o açúcar proporciona, dificultando a ligação a 

radicais livres. Geralmente, a atividade antioxidante dos flavonoides depende do padrão de 

estrutura e de substituição de grupos hidroxila.  

No trabalho de Marathakam e colaboradores (2012) utilizando frações de J. beddomei 

frente ao radical DPPH, encontraram para as frações clorofórmio e acetato de etila, um IC50 

de 214,68 e 173,25 µg/mL, respectivamente. As frações metanol, éter de petróleo, 

clorofórmio e aquosa do caule de J. gendarussa mostraram valores de IC50 de 262,9, 481,66, 

482,5 e 366,66 µg/mL, respectivamente (KRISHMA et al., 2010). No caule de J. spicigera foi 

encontrado um IC50 de 391,41 µg/mL para o extrato metanólico e 944,67 µg/mL no aquoso 

(SEPÚLVEDA-JIMÉNEZ et al., 2009). Nossos resultados mostram que P. glandulosus foi 

mais potente em sequestrar o radical DPPH.  

Como forma de complementar o estudo in vitro do DPPH realizado para determinar a 

capacidade antioxidante de P. glandulosus, os extratos das folhas e dos galhos também foram 

avaliadas quanto à inibição da peroxidação lipídica pelo método do TBARS, uma vez que os 

compostos fenólicos têm recebido atenção especial nos últimos anos, sobretudo por inibirem a 

peroxidação lipídica.  

O sistema nervoso central é praticamente vulnerável à peroxidação lipídica, devido ao 

seu alto conteúdo lipídico, incluindo ácidos graxos poli-insaturados, alvos principais das 

espécies reativas de oxigênio (GRUNDMAN, 2000). O Fe (II), um pró-oxidante conhecido, é 

o metal de transição mais abundante no corpo humano, é essencial para transporte de oxigênio 

e diversas reações redox (HYNES; O'COINCEANAINN, 2004). Este metal pode induzir a 

neurotoxicidade, via estimulação da reação de Fenton, que são importantes geradoras de 

radicais livres endógenos, e seus níveis podem estar aumentados em algumas doenças 

degenerativas (BOSTANCI; BAGIRICI, 2008).  

Os compostos fenólicos são capazes de formar complexos com Fe (III) e estão 

associados com uma diminuição da absorção de ferro no organismo (LAYRISSE et al., 2000). 

O cérebro é particularmente suscetível a danos causados por radicais livres por causa do seu 

alto consumo de oxigênio e sua baixa concentração de enzimas antioxidantes e removedoras 

de radicais livres. Neste contexto, o potencial antioxidante do extrato bruto e das frações das 

folhas e dos galhos de P. glandulosus foram testados frente o Fe (II), utilizando o tecido 

encefálico de ratos para o ensaio do TBARS.  

A fração AcOEt das folhas apresentou uma redução significativa na peroxidação 

lipídica no intervalo de concentração entre 62,5 e 250 µg/ml, apresentando os melhores 
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resultados comparado com as outras frações (IC50 de 45,28 ± 7,81 µg/mL). A capacidade 

desta fração frente à peroxidação lipídica pode estar relacionada com o seu elevado teor de 

flavonoides e polifenóis.  

O EB e a fração DCM das folhas apresentaram um efeito antioxidante significativo 

apenas na maior concentração testada (250 μg/mL), apresentando um IC50 de 162,42 ± 4,20 e 

242,80 ± 5,64 µg/ml, respectivamente, o que pode ser explicado por estas frações possuírem 

os menores valores de flavonoides no EB e de polifenóis na fração DCM. A fração BuOH não 

foi capaz de reduzir significativamente a produção de ERO em relação ao nível basal nas 

concentrações testadas. 

Já nos galhos, a fração DCM foi a única fração que apresentou redução significativa na 

peroxidação lipídica, apresentando uma diminuição significativa na produção de ERO em 

relação ao nível basal, a partir da concentração de 125 µg/mL obtendo um IC50 de 135,75 

µg/mL. Este resultado pode estar relacionado com o maior teor de flavonoides encontrado 

para esta fração. No entanto, esta correlação não foi possível verificar com as demais frações 

que apresentaram valores de polifenois e flavonoides relativamente elevados. Através da 

análise da regressão linear, foi possível perceber que as concentrações testadas para as outras 

frações não foram capazes de reduzir a peroxidação lipídica, sendo necessárias concentrações 

maiores, o que poderá produzir um efeito tóxico.  

No entanto, existem diversos métodos para analisar a capacidade antioxidante, 

principalmente porque existem diversos mecanismos que extratos de plantas podem exercer 

esta ação. De acordo com Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes atuam em diferentes 

níveis na proteção dos organismos, como por exemplo, alguns compostos possuem forte 

capacidade em complexar com íons metálicos, impedindo a formação de radicais livres; 

outros atuam inibindo diretamente os radicais gerados pelo metabolismo celular ou por fontes 

exógenas, impedindo o ataque de lipídios, aminoácidos das proteínas, a dupla ligação dos 

ácidos graxos poli-insaturados e as bases do DNA, evitando a formação de lesões e a perda da 

integridade celular. Os resultados encontrados sugerem que P. glandulosus foi capaz de 

reduzir os níveis de malondialdeído e também a geração de ROS basal em ratos. 

Os extratos das folhas e dos galhos de P. glandulosus também foram avaliados quanto 

oxidação da 2′,7′- dichlorofluoresceina (DCFH), pois é também, um método muito utilizado 

para determinar o estresse oxidativo em células, devido a sua alta sensibilidade. Quando 

adicionada às células, a sua forma diacetato (DCFH-DA) é hidrolisada liberando DCFH que, 

ao reagir com ERs produzidas pelo metabolismo celular normal, forma o composto 

fluorescente 2'-7'-diclorofluoresceína (DCF), cuja intensidade é medida (ROTA; CHIGNELL; 
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MASON, 1999; BONINI et al., 2006). Assim, na presença de substâncias antioxidantes, estas 

reagem preferencialmente com as ERs neutralizando-as, resultando em menor formação de 

DCF e consequentemente uma menor intensidade da fluorescência é observada. 

Neste trabalho, o EB e as frações das folhas e dos galhos de P. glandulosus foram 

testados em diferentes concentrações, utilizando o sobrenadante do homogeneizado de 

cérebro de ratos como meio e o BHT como padrão. 

 Nos resultados encontrados para as folhas de P. glandulosus, apenas a fração DCM 

foi capaz de reduzir a oxidação da DCFH de modo significativo na concentração de 31,2 

μg/mL e as demais frações tiveram resultados significativos a partir da concentração de 62,5 

μg/mL. Tal fato está de acordo com o resultado encontrado para a fração DCM das folhas na 

inibição da peroxidação lipídica que foi capaz de diminuir significativamente a produção de 

ERO na mesma concentração eficaz deste ensaio. O padrão BHT apresentou resultado 

significativo a partir da concentração de 15,6 μg/mL. 

 Os resultados encontrados para a fração DCM dos galhos foram os mesmos 

encontrados para as folhas, apresentou diminuição significativa da oxidação da DCFH na 

concentração de 31,2 μg/mL. Já para as demais frações, o comportamento foi um pouco 

diferente, pois apenas a fração AcOEt foi capaz de reduzir de forma significativa os níveis da 

oxidação da DCFH a partir da concentração de 62,5 μg/mL e a fração BuOH, apenas na maior 

concentração testada (250 μg/mL). O EB não foi capaz de reduzir a oxidação da DCFH de 

modo significativo. Nossos resultados sugerem que P. glandulosus foi capaz de reduzir a 

geração de ERO em sobrenadante de homogeneizado do cérebro de rato. 

Diante do estudo etnofarmacológico, constatou-se que um dos principais usos 

populares da gaiana para inflamações, fato que motivou a realização da atividade anti-

inflamatória do CE das folhas de P. glandulosus, uma vez que esta parte do vegetal 

apresentou maior teor de polifenois e flavonoides e em geral, se destacou nos testes de 

atividade antioxidante, como também, é o extrato que mais se assemelha ao uso popular. 

Dentre os diversos agentes irritantes existentes para avaliar o potencial 

antiinflamatório tópico, o óleo de Croton, extraído da planta Croton tiglum, tem como 

princípios irritantes ésteres de forbol, destacando-se como majoritário o 13-acetato de 12- 

otetracanoilforbol (TPA, do inglês 12-o-tetracanoilphorbol-13-acetate), é um modelo bem 

estabelecido para a investigação dos efeitos de compostos antiinflamatórios esteroidais e 

não esteroidais (TOWBIN et al., 1995). É um modelo que permite avaliar a resposta 

inflamatória, uma vez que esse agente flogístico induz inflamação cutânea e 
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hiperproliferação celular em animais, semelhantes a diversas doenças de pele como, por 

exemplo, a psoríase (GÁBOR, 2000).  

Estudos afirmam que a inflamação aguda induzida pela aplicação tópica de TPA 

ocorre devido ao aumento da permeabilidade vascular e vasodilatação, resultando em 

migração de leucócitos polimorfonucleares (principalmente neutrófilos), liberação de 

histamina e serotonina e moderada síntese de eicosanoides (6-ceto-PGF1α, PGE2 e LTB4) 

(PUNGERÓ et al., 1998; BADILLA et al., 2007). 

O mecanismo pelo qual o TPA exerce seu efeito é decorrente da ativação da 

proteína quinase C (PKC), bem como da ativação seqüencial de outros grupos enzimáticos, 

como as proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) e a fosfolipase A2 (PLA2), 

que induz a liberação de Fator de Ativação Plaquetária (PAF) e Àcido Araquidônico (AA) 

que, consequentemente, desencadeia a produção de eicosanoides inflamatórios via enzimas 

ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX) (FERRANDIZ et al., 1996; WANG et al., 

2001; MURAKAWA et al., 2006). O TPA também parece induzir a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias em queratinócitos da pele, desencadeando o processo 

inflamatório (WILMER et al., 1994; REDONDO  et al., 1997). 

A aplicação tópica do EB das folhas de P. glandulosus resultou na inibição dose 

dependente do edema de orelha induzido pelo óleo de Croton, apresentando inibição 

máxima de 87±2% e a dexametasona, glicocorticóide utilizado como controle positivo, 

inibiu 89±3%. Com a finalidade de verificar o efeito do CE sobre a infiltração de 

neutrófilos induzida pelo óleo de cróton, foi avaliada a atividade da mieloperoxidase 

(MPO). Como era esperado, o óleo de cróton causou um aumento da atividade da MPO e o 

EB de P. glandulosus inibiu a atividade desta enzima (64±12%) enquanto que a 

dexametasona reduziu a atividade e 50±3%. Para confirmar o aumento da infiltração de 

neutrófilos medido pela enzima MPO, foi realizada a análise histológica das orelhas dos 

ratos que revelou intenso aumento da espessura e migração celular expressiva quando 

submetidos à aplicação tópica única de óleo de cróton. Já o EB de P. glandulosus e a 

dexametasona reduziram a espessura da orelha e a infiltração de células inflamatórias. 

Sugere-se, portanto, que a ação antiedematogênica do CE de P. glandulosus possa 

estar interferindo na expressão de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, inibindo a 

síntese ou atividade da COX-2 e conseqüentemente a inibição da síntese/liberação de 

prostaglandinas (PGs) ou ainda estar agindo diretamente na via da COX-2 e LOX 

(BOLLER, 2007). A presença dos metabólitos secundários encontrados neste trabalho para 
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P. glandulosus, tais como cumarina, compostos fenólicos e triterpenos podem estar 

colaborando para esta atividade. 

O estresse oxidativo está relacionado à citotoxicidade. Ele é caracterizado pelo 

desequilíbrio entre as espécies reativas (ERs) e os agentes antioxidantes. As ERs podem 

causar danos nos componentes celulares, como material genético, membrana celular e 

proteínas celulares. Uma das suas principais consequências são as quebras na estrutura do 

DNA, resultando em instabilidade cromossômica, alterações genéticas e problemas 

relacionados à divisão celular (KLAUNING; KAMENDULI; HOCEVAR, 2010). 

Compostos fenólicos, uma vez que impede a ação de radicais livres, acabam por 

proteger moléculas de DNA, podendo vir a abortar o desenvolvimento de alguns tipos de 

câncer. Neste sentido, devido ao fato dos extratos das folhas de P. glandulosus se destacarem 

pelo seu maior conteúdo de polifenois e flavonoides verificado neste estudo, bem como foram 

evidenciadas pela sua capacidade antioxidante, realizou-se o ensaio de toxicidade somente 

com essa parte do vegetal. 

As Células Mononucleadas de Sangue Periférico (CMSP) têm sido aplicadas por 

décadas como biomarcadores de efeitos cito e genotóxicos, entre outros. Por serem 

abundantes na circulação sanguínea, são expostas a qualquer agente mutagênico e são capazes 

de refletir danos recentes. As CMSP semeadas em cultura tornaram-se o modelo in vitro 

bastante promissor para diversos estudos, o que ressalta a utilidade desta linhagem celular em 

estudos de cito-genotoxicidade (MALUF et al., 2011). 

 Neste estudo foram utilizados CMSP para determinar parâmetros de toxicidade in vitro, 

onde foram avaliados a citotoxicidade MTT e genotoxicidade das suspensões, sendo definidas as 

mesmas concentrações do extrato bruto e frações utilizadas nos testes de capacidade 

antioxidante: 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125 e 250 µg/mL. Os resultados de cito e genotoxicidade 

apontam que, em linfócitos humanos, o extrato buto e as frações das folhas de P. glandulosus não 

povocaram alterações na estrutura normal do DNA, sem causar quebras de cadeia e não houve 

alterações cromossômicas e metanucleares nas concentrações testadas. O peróxido de hidrogênio 

utilizado como controle, apresentou essas alterações.  No ensaio MTT observou-se que não houve 

redução da viabilidade das células nas concentrações testadas, sugerindo que os extratos não 

apresentaram atividade citotóxica. Além disso, verificou-se um estímulo à proliferação celular 

em algumas concentrações testadas das frações DCM (7,8, 31,25 e 62,5 µg/mL), AcOEt (7,8, 

31,25 e  125 µg/mL) e BuOH (15,6 e  125 µg/mL). Tal fato pode estar associado com a sua 

ação anti-inflamatória verificada neste trabalho, visto que em um processo inflamatório ocorre 

aumento da proliferação celular como defesa do nosso organismo e consequente liberação de 
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citocinas pró-inflamatórias (GOTTLIEB, 2005) e neste sentido, os extratos de P. glandulosus 

estimularam a poliferação de linfócitos. 

Segundo dados da literatura, os produtos naturais são ainda a maior fonte de agentes 

terapêuticos inovadores para diferentes condições, incluindo doenças infecciosas. Essas 

propriedades terapêuticas são atribuídas a produtos do metabolismo secundário, como 

terpenoides e compostos fenólicos (CLARDY; WALSH, 2004). As doenças infecciosas 

causadas por bactérias, fungos, vírus e parasitas são ainda a maior ameaça à saúde pública 

apesar do progresso da medicina humana. Seu impacto é particularmente grande em países em 

desenvolvimento devido à inviabilidade relativa de medicamentos e a emergente resistência 

dos micro-organismos às drogas em uso (OKEKE et al., 2005). O aparecimento de resistência 

é causado principalmente pelo uso crescente e inadequado de antimicrobianos, procedimentos 

invasivos, grande número de hospedeiros susceptíveis e falhas terapêuticas, ocasionando 

aumento da transmissão de organismos multirresistentes. Muitas cepas são resistentes a 

compostos antimicrobianos (CATÃO et al., 2005).  

Neste trabalho, foi avaliado o potencial antimicrobiano de P. glandulosus, de modo a 

investigar a capacidade dos diferentes extratos de inibir o crescimento de bactérias e 

micobactérias causadores de infecções relevantes. Para isso, utilizou-se o método de 

microdiluição em caldo, que considera a relação entre a densidade da turbidez provocada pelo 

crescimento microbiano no meio de cultura e a concentração do extrato analisado, fornecendo 

resultados quantitativos (CIM) (OSTROSKY et al., 2008). 

Os resultados encontrados para as folhas foram capazes de inibir um número maior de 

micro-organismos em relação aos galhos, que incluem as bactérias Gram-positivas (E. 

faecalis, S. aureus, S. mutans, S. saprophyticus) e Gram-negativa (Proteus mirabilis) com 

uma variação dos valores de CIM de 6,48 a 19,66 mg/mL. As melhores atividades 

encontradas para o EB das folhas foi contra as bactérias S. mutans, S. aureus e S. 

saprophyticus com CIM de 6,48 mg/mL e para os galhos, o EB foi efetivo apenas para S. 

mutans e L. monocytogenes com CIM de 3,36 mg/mL.  

A fração AcOEt das folhas se destacou neste estudo, inibindo o crescimento de E. 

faecalis (19,66 mg/mL), S. mutans (9,83 mg/mL), S. aureus (9,83 mg/mL) e S. saprophyticus 

(9,83 mg/mL) sendo que para os galhos, esta fração foi efetiva apenas para E. coli cepa A. A 

fração BuOH das folhas foi eficaz contra P. mirabilis (15,38 mg/mL), já os galhos, apresentou 

inibição frente as duas cepas de E. coli. A fração DCM das folhas não apresentou inibição 

frente aos micro-organismos testados e os galhos, apenas contra P. gluconolypticus.  
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O melhor efeito encontrado para o EB, especialmente sobre bactérias Gram-positivas, 

pode ser atribuído, a uma interação entre os diferentes metabólitos presentes em sua 

composição, que é bastante complexa.  Alguns estudos atribuem este resultado, considerando 

que as bactérias Gram-negativas são tipicamente mais resistentes aos agentes antimicrobianos, 

o que pode ser explicado pela presença de uma barreira de permeabilidade na membrana 

externa (camada de lipopolissacarídeos), que limita o acesso destes agentes aos seus alvos na 

célula bacteriana, conferindo assim, maior resistência à bactéria, fato não partilhado pelas 

bactérias Gram-positivas (OLIVEIRA et al., 2008; MALHEIRO et al., 2012; MARTINS, et 

al., 2013).  

As bactérias utilizadas neste ensaio muitas vezes estão associadas a doenças de 

importância clínica, como por exemplo, E. faecalis está geralmente associada a infecções 

nosocomiais, e pode ocasionar infecções urinárias e endocardites (PARADELLA; KOGA-

ITO; JORGE, 2007), a espécie S. aureus pode causar desde uma infecção cutânea simples, 

como foliculite e furúnculo ou, em casos mais graves, pneumonia, meningite, artrite e 

septicemia (SANTOS et al., 2007), S. saprophyticus é um importante patógeno em infecções 

do trato urinário, especialmente em mulheres jovens sexualmente ativas, mas também, 

acomete homens. Sua patogenicidade está relacionada com a capacidade de aderir à célula do 

epitélio do trato urinário. Ocasionalmente pode ser isolado em infecções de feridas e de casos 

de septicemia (SCHAECHTER et al., 2002). 

O EB e as frações de P. glandulosus também foram avaliados quanto a sua ação frente 

às micobactérias M. tuberculosis, M. avium e M. smegmatis. Estas espécies de micobactérias 

são pouco virulentas e de crescimento rápido, que podem ser usadas com confiabilidade para 

testes de antimicobacterianos (TANEJA; TYAGI, 2007). 

Foi possível observar que as frações DCM e AcOEt das folhas foram eficazes contra 

M. smegmatis, apresentando um MIC de 312,5 e 625 µg/mL, respectivamente. Já nos galhos, 

a fração DCM foi a que obteve os melhores resultados em relação às demais, sendo eficaz 

frente a M. smegmatis (MIC: 312,5 µg/mL), M. avium (MIC: 625 µg/mL) e M. tuberculosis 

(MIC: 1250 µg/mL). A fração DCM, se destaca mais uma vez, como visto na capacidade 

antioxidante pelo método da DCFH, o que pode ser atribuído à sua composição fitoquímica. 

 O micro-organismo Mycobacterium tuberculosis é o agente etiológico da tuberculose 

(COPP, 2003), uma doença infecciosa que vem aumentando sua incidência e que muitas vezes 

está associada a infecções virais (vírus da imunodeficiência humana). Neste sentido, tem 

havido um grande interesse na descoberta de novas alternativas para o tratamento desta 

doença, principalmente, devido ao surgimento de novos casos, ao surgimento de cepas de M. 
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tuberculosis resistentes e aos efeitos adversos do tratamento convencional, (NEWTON; LAU; 

WRIGHT, 2000; GARCÍA et al., 2012). Diversos estudos têm demonstrado atividade 

inibitória, frente à micobactérias, de extratos e substâncias isoladas de plantas com resultados 

promissores (ELDEEN; STADEN, 2007; RAMOS et al., 2008; CHEN et al., 2010; TEKWU 

et al., 2012). Essas informações são bastante importantes pelo fato de que poucas espécies 

deste gênero foram relatadas para o uso contra micro-organismos resistentes aos 

medicamentos utilizados normalmente. 

No presente estudo, as folhas de P. glandulosus apresentaram atividade significativa 

frente às cepas testadas destacando um maior potencial para o EB frente a bactérias e para a 

fração DCM para micobactérias, que foram capazes de inibir importantes marcadores 

patogênicos. 

Diante dos resultados obtidos na atividade antimicrobiana descrita acima, utilizou-se os 

mesmos valores das concentrações inibitórias mínimas para realizar-se o ensaio da capacidade 

de inibição do biofilme frente à formação de biofilmes de S. aureus para o EB e a fração 

AcOEt das folhas e S. mutans e L. monocytogenes para o EB dos galhos. 

O EB e a fração AcOEt das folhas de P. glandulosus apresentaram redução na formação 

de biofilme formado por S. aureus, com percentual de 23,79% e 24,66%, respectivamente. 

Em relação aos galhos, o EB apresentou um percentual de inibição de 44,1% frente ao 

biofilme formado por S. mutans e 26,76% frente a L. monocytogenes. 

Após o estabelecimento do biofilme, a difusão de antibióticos é dificultada, as 

camadas interiores das bactérias começam a ter uma baixa taxa metabólica, as alterações 

fisiológicas crescem de modo significativo, entre outros mecanismos de resistência 

(OLIVEIRA et al., 2006). 

A resistência à meticilina é um adicional importante fator no estabelecimento de 

infecções causadas por S. aureus e está se tornando cada vez mais prevalente. Este perfil de 

resistência, juntamente com a capacidade de formar biofilme complica o tratamento de 

infecções causadas por este agente patogênico (CHAMBERS; DELEO, 2009; KOKSAL et 

al., 2009; MARTINS et al, 2013; SHORE; COLEMAN, 2013).  

Neste sentido, devido a difícil difusão dos antibióticos e aos mecanismos de 

resistência, torna-se importante o estudo de terapias alternativas, como as plantas medicinais 

que vem se mostrado eficientes em inibir a formação do biofilme. Albuquerque e 

colaboradores (2013) demonstraram o efeito antibiofilme dental in vitro do extrato das folhas 

de Lippia sidoides Cham, sendo o S. aureus, uma das bactérias responsáveis pela aderência 

deste biofilme. 
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Em um estudo realizado com Rosmarinus officinalis Linn, foi demonstrada sua ação 

efetiva na inibição de aderência de bactérias, dentre elas, encontraram-se a S. mutans ATCC 

25175 (SILVA et al, 2008). Nyila e colaboradores (2012) relataram o efeito inibidor de β-

sitosterol frente ao biofilme formado por L. monocytogenes e evidenciaram que este composto 

pode desempenhar um importante papel como agente desinfetante contra a biofilmes desta 

bactéria e poderia ser utilizado para a limpeza de superfícies de processamento e utensílios. 

Alguns autores sugerem que alguns compostos oriundos de produtos naturais podem agir 

danificando a membrana das células bacterianas, diminuindo os flagelos, impedindo a adesão 

das bactérias e reduzindo a estabilidade dos biofilmes (SILVA et al., 2008; REN et al., 2015).  

A equinococose é uma zoonose de ampla distribuição geográfica, podendo ser 

encontrada em diversas partes do mundo (BART et al., 2006), inclusive no sul do Brasil (DE 

LA RUE et al., 2011). Em humanos o tratamento depende basicamente do órgão 

comprometido pela parasitose, do estágio biológico larvário, bem como da quantidade de 

cistos hidáticos presentes no órgão afetado. O cisto hidático desenvolve-se principalmente em 

órgãos como fígado (50%) e pulmões (20%), podendo, em menor probabilidade, alojar-se nos 

rins, baço, cérebro, útero, ossos, órbita ocular e bexiga (ECKERT et al., 2001).  

O procedimento cirúrgico torna possível a retirada total do cisto hidático presente nos 

seres humanos, sendo que este é o método de escolha dos médicos no intuito da obtenção de 

cura da doença (NELL et al., 2011; SCARLATA  et al., 2011). No entanto, nem sempre isto 

ocorre, pois além das dificuldades relacionadas com o procedimento, o risco de o cisto 

romper-se é muito grande, podendo causar choque anafilático devido ao extravasamento do 

líquido hidático, além de acarretar recidivas da doença anos após a cirurgia (ECKERT et al., 

2001). 

Outro método de tratamento também utilizado é o PAIR 

(punção/aspiração/introdução/reaspiração), onde se faz uso de um agente escolicida, 

geralmente salina hipertônica e/ou álcool 95%, para inativar os protoescóleces no interior do 

cisto. Após, retira-se todo líquido presente no cisto, a fim de inativá-lo (SILVA et al., 2001).  

Devido ao lento desenvolvimento do cisto hidático no organismo humano, há uma 

nítida dificuldade de diagnóstico e consequentemente, de tratamento da doença. Novas 

terapias que visam um tratamento seguro e menos invasivo no combate desta parasitose são 

de extrema importância, bem como a descoberta de novos protoescolicidas que aumentem a 

ação diminuindo os efeitos indesejados aos pacientes acometidos (MAGGIORE et al., 2012; 

KAVOOSI; PURFARD, 2013).  
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Na busca por protoescolicidas eficientes no tratamento da equinococose cística, alguns 

autores têm analisado o efeito dos óleos e extratos de plantas frente aos protoescóleces de 

Echinococcus spp., evidenciando sucesso terapêutico em diversas concentrações testadas, 

buscando alternativas de tratamento eficientes para esta importante parasitose (MOAZENI; 

NAZER, 2010; HAILONG et al., 2013; MOAZENI et al., 2012; NOAL, 2014).  

Diante deste contexto, este trabalho demonstrou a eficácia do CE das folhas e dos 

galhos de P. glandulosus quanto a sua atividade frente à protoscoleces de E. ortoleppi. Este 

ensaio foi realizado com o CE visto que o tratamento PAIR é uma forma de introdução do 

agente escolicida no interior do órgão afetado onde se localiza o agente escolicida. Além 

disso, foi verificada a ação do AG frente a este parasita visto que esta substância foi verificada 

nesses extratos. No entanto, o AG foi encontrado em todas as frações das folhas e dos galhos 

de P. glandulosus, mas em maior concentação na fração BuOH de ambas as partes do vegetal, 

motivo pelo qual nos levou a realizar este estudo com esses extratos em uma tentativa de 

justificar esta atividade. 

Para a realização deste trabalho, as protoscoleces foram identificadas molecularmente 

como E. ortleppi. O CE e a fração BuOH das folhas e dos galhos foram preparadas na 

concentração de 350 mg/mL e o AG em 7 mg/mL. O CE e a fração BuOH das folhas foram 

capazes de causar a morte de todos os protoescóleces em 5 minutos de exposição. Já o CE e a 

fração BuOH dos galhos obtiveram um efeito protoescolicida (100%) em um tempo um 

pouco maior, 10 e 15 minutos após aplicação dos extratos, respectivamente. O padrão AG foi 

capaz de matar todos os protoescólices em 15 minutos de exposição. 

Este efeito significativo dos extratos de P. glandulosus pode ser explicado por uma boa 

atividade do AG que foi identificado por análise de HPLC-DAD nesta espécie. O AG 

apresenta uma variedade de ações farmacológicas, mas, este é o primeiro relato sobre a 

atividade escolicida deste composto. A relação entre as atividades antiparasitária e 

antioxidante de compostos naturais têm sido objeto de investigação e discutidas, 

especialmente na geração de ROS, mas ainda não está bem esclarecido (Ribeiro et al., 1997; 

Moazeni et al, 2012). Outros compostos presentes na espécie podem estar contribuindo para 

esta atividade, visto que apresentou elevado teor de polifenóis e flavonóides, além do ácido 

maslínico, uvaol e sitosterol e outros ainda não identificados. 

Yones e colaboradores (2011) relataram a utilização de extratos alcoolicos de Thymus 

vulgaris, Salvia offiinalis e compostos puros de timol e mentol frente a protoescóleces de 

Echinococcus spp., onde descrevem uma ação protoescolicida em 7 dias após contato com os 

extratos e 2 a 5 dias com os compostos puros. Neste sentido, os extratos de P. glandulosus 
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podem vir a ser uma alternativa como agente escolicida frente a E. ortleppi, visto que 

apresentou efeito eficaz em  um curto período de tempo. No entanto, testes in vivo podem ser 

realizados para confirmar esta ação, bem como identificar possíveis compostos presentes na 

espécie que possam estar colaborando para esta atividade. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 O estudo etnofarmacológico permitiu coletar dados sobre a espécie junto aos 

usuários de P. glandulosus para fim medicinal, verificando seu nome popular, uso medicinal, 

tipo de extrato, entre outros. 

 Os resultados da análise fitoquímica preliminar indicaram a presença de 

triterpenoides e esteroides, cumarinas, catequinas, fenóis, ácidos orgânicos, amino-grupos, 

antocianinas, antocianidinas e flavonoides, heterosídeos antociânicos, heterosídeos 

cardioativos. 

 Através da análise por CLAE foi revelado a presença de AG em todas as 

frações testadas (folhas e galhos) de P. glandulosus. Também foi revelada a presença de ácido 

maslínico, uvaol, sitosterol e α-amirina no extrato bruto e fração diclorometano da espécie.  

 A fração acetato de etila apresentou o maior teor de polifenóis nas folhas e nos 

galhos de P. glandulosus. Em relação ao teor de flavonoides, a fração diclorometano 

apresentou o maior valor no galhos e a fração acetato de etila nas folhas da espécie vegetal. 

 Na avaliação da capacidade antioxidante, a fração AcOEt dos galhos e o EB 

das folhas, se destacaram em relação a inibição pelo radical DPPH. As frações AcOEt das 

folhas e a CH2Cl2 dos galhos reduziram significativamente a peroxidação lipídica comparado 

com as demais. Em relação ao teste da DCFH, a fração CH2Cl2 das folhas e dos galhos se 

destacou na redução da oxidação de ERO. 

 A aplicação tópica do EB das folhas de P. glandulosus resultou na inibição 

dose dependente do edema de orelha induzido pelo óleo de Croton. 

 Os extratos obtidos das folhas de P. glandulosus não apresentaram 

citotoxicidade e genotoxicidade nas concentrações testadas. 

 Na avaliação da atividade antimicrobiana através de microdiluição em caldo, o 

EB e frações demonstraram boas atividades contra bactérias Gram-positivas, sendo 

promissora a atividade da fração DCM frente à micobactéria M. smegmatis. 

 O EB e a fração AcOEt das folhas de P. glandulosus apresentaram redução na 

formação de biofilme formado por S. aureus e o EB dos galhos foi eficaz frente a S. mutans e 

a L. monocytogenes. 

 O EB das folhas e dos galhos apresentou efeito escolicida frente a 

Echinococcus ortleppi em um curto período de tempo. 
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 Diante das constatações obtidas neste estudo foi possível validar as 

informações sobre o uso da espécie para fim medicinal, conhecer as principais classes de 

metabólitos secundários presentes nas folhas e nos galhos de P. glandulosus, identificando 

pela primeira vez a composição química, a avaliação da capacidade antioxidante, atividade 

anti-inflamatória, toxicidade, antimicrobiana, antibiofilme e escolicida desta espécie.  
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

 Identificar e isolar e metabólitos secundários presentes na espécie e posteriormente, 

um estudo biodirecionado com as atividades biológicas estudadas neste trabalho entre 

outras. 

 Avaliar a toxicidade in vivo dos extratos de P. glandulosus. 

 Realizar o efeito de extratos de P. glandulosus através de ensaios em linhagens 

celulares tumorais.  

 Verificar uma formulação tópica contendo extrato bruto da gaiana e avaliar sua 

possível atividade anti-inflamatória. 

 Determinar a atividade in vivo de P. glandulosus frente à protoscoleces de E. 

ortoleppi. 
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APÊNDICE A – Questionário 

 

ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO DE Poikilacanthus glandulosus Ariza (Nees) NA 

REGIÃO DE SANTIAGO/RS  

 

Apresentação: Este questionário destina-se exclusivamente ao levantamento para o trabalho 

de Doutorado do curso de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas da Universidade 

Federal de Santa Maria (UFSM), no qual pretende-se verificar através deste questionário, o 

uso na medicina popular na região de Santiago/RS e informações adicionais a respeito da 

espécie Poikilacanthus glandulosus (gaiana). Neste sentido, contamos com a sua colaboração. 

 

POR FAVOR, NÃO SE IDENTIFIQUE, OBRIGADA. 

 

DATA: ____________________ 

 

Dados do informante 

 

Faixa etária ( ) até 20 ( ) 21-30 ( ) 31-40 ( ) 41-50 

( ) 51-60  Maior de 60 anos 

Escolaridade ( ) alfabetizado ( ) não alfabetizado 

( ) ensino fundamental completo 

( ) ensino fundamental incompleto 

( ) ensino médio completo 

( ) ensino médio incompleto 

( ) ensino superior 

( ) pós-graduado 

Sexo ( ) feminino ( ) masculino 

Nacionalidade  

Cidade atual  

 
Dados sobre a planta medicinal 

 

Conhece a planta “gaiana” ( ) sim ( ) não 

Local de coleta  ( ) no quintal de casa ( ) mato ( ) outro: 

________________________________________________ 

Época de coleta ( ) verão ( ) outono ( ) inverno ( ) primavera 

Cultiva em casa ( ) sim ( ) não 

Indicação terapêutica ________________________________________________ 

________________________________________________ 

 

Fonte de conhecimento do 

uso 

( ) familiares e vizinhos ( ) profissional da saúde ( )  

Modo de preparo ( ) fresca ( ) depois de seca ( ) infusão ( ) maceração ( ) 

outro: ____________________ 

Qual parte da planta utiliza ( ) folha ( ) galhos ( ) raiz ( ) flores ( ) todas as partes 

Conhece outro nome popular 

além de gaiana? 

( ) Sim ( ) não, se sim, qual o(s) nome(s): 

________________________________________________ 



149 

 

Forma de administração ( ) uso externo ( ) via oral ( ) chá ( ) outra via, qual (is): 

________________________________________________ 

Tempo de tratamento  

Resultados obtidos ( ) satisfatórios ( ) regular ( ) nenhum efeito 

Motivo do uso da planta ( ) mais barato ( ) não faz mal a saúde ( ) bom resultado ( ) 

outro: __________________________________________ 

Conservação ( ) planta seca ( ) planta fresca ( ) macerado 

Se macerado em qual solvente: ______________________ 

Efeitos colaterais ( ) sim ( )não, Qual (is): ____________________________ 

Utiliza a planta sozinha ou 

em associação com outra 

planta 

( ) sim ( ) não, se sim, para qual finalidade: 

______________________________________________ 

Observações adicionais:  
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA INTITULADO PELA 

PLATAFORMA BRASIL 
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ANEXO B – APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITÊ DE 

ÉTICA NO USO DE ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 
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ANEXO C – APROVAÇÃO DO MANUSCRITO NO PERIÓDICO JOURNAL OF 

APPLIED PHARMACEUTICAL SCIENCE 

 

 

 

 


