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RESUMO

A Agave sisalana é uma planta de origem mexicana que se destaca por fornecer a
fibra mais dura do mundo: o sisal. No Brasil, essa planta representa uma importante
fonte de renda para agricultores de regides semi-aridas principalmente dos estados
da Bahia e Paraiba. A capacidade de gerar empregos esta relacionada a
manutencdo das lavouras, colheita, desfiboramento, beneficiamento da
fibra,industrializacdo e confeccdo de artesanato. O objetivo desse trabalho foi
determinar as atividades antimicrobiana, antioxidante e de citotoxicidade da Agave
sisalana Perrine, em residuos obtidos da desfibrilagcdo das folhas. Foram utilizados
os residuos liquido (RL-0), liquido seco em spray drying (RL-1), extrato etandlico
concentrado bruto do residuo sdlido (EEB-0) e extrato etandlico concentrado bruto
seco em spray drier do residuo solido (EEB-1). A atividade antibacteriana foi
determinada em cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosae a antifungica em cepa de Candida albicans. A atividade antioxidante foi
realizada com o método do 2,2-difenil-1-pricril-hidrazil (DPPH). A citotoxicidade foi
verificada em células HelLa utilizando o reagente de proliferacdo celular composto
terrazélico (WST-1). A atividade antibacteriana foi encontrada no RL-0 (E. coli, P.
aeruginosa) e no EEB-1 (S.aureus). A atividade contra C. albicans foi encontrada em
RL-0, EEB-0 e EEB-1. Os extratos etandlicos apresentam atividade antioxidante. O
ensaio de citotoxicidade demonstrou como esperado que o RL-0O é toxico nas
concentracfes que apresentaram atividade antimicrobiana. Os extratos RL-1, EEB-0
e EEB-1, mostram viabilidade celular acima do controle positivo (células + DMSO)
qguando nas concentragbes de 5 mg/mL, 1 mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente.
Esses resultados demonstram que os residuos de decorticacdo de Agave sisalana,

gue atualmente sédo desperdicados, podem ser fonte de novos ativos terapéuticos.

Palavras-chave: sisal, residuos de decorticacdo de agave, DPPH, Hela,

microdiluicdo, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Agave sisalana is a plant of Mexican origin that is characterized by providing the
stiffest fiber in the world: the sisal. In Brazil, this plant is an important source of
income for farmers in semi-arid regions mainly in the states of Bahia and Paraiba.
The ability to create jobs is related to maintenance of the crops, harvesting, refining,
processing fiber, industrialization and production of crafts. The aim of this study was
to determine the antimicrobial, antioxidant and cytotoxicity of Agave sisalana Perrine
in wastes obtained from the leaves of defibrillation. Antibacterial activity was
determined against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa and against fungiCandida albicans. The antioxidant activity was
performed with the method of DPPH. The cytotoxicity was detected in HelLa cells
using the cell proliferation reagent WST-1. The antibacterial activity was found in RL-
0 (E. coli, P. aeruginosa) and EEB-1 (S. aureus). Activity against C. albicans was
found in RL-0, EEB-0 and EEB-1. Ethanol extracts have antioxidant activity, this
analysis was not performed with liquid waste because they do not solubilized in
ethanol. The cytotoxicity assay showed that the RL-0 is toxic at concentrations that
have antimicrobial activity. The RL-1, EEB-0 and EEB-1, above extracts showed cell
viability of the positive control (cells + DMSO), when the concentrations of 5 mg/ml, 1
mg/ml and 1 mg/mL, respectively. These results demonstrate that Agave sisalana

can be a source of new therapeutic assets.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas como fonte alternativa de compostos com atividade
biologica para tratamento de diferentes enfermidades acompanha a propria historia
do homem. Em parte, a exploracdo de culturas vegetais como fonte de substancias
quimicas de interesse terapéutico, se deve ao fato de as plantas sintetizarem
metabdlitos secundarios, possiveis candidatos a farmacos, como as saponinas,
flavonoides, fendis e carboidratos (WHO, 2012; RIBEIRO et al., 2013; ZHOU et al.,
2014; LUO et al., 2014; LEGUA et al., 2014).

De fato, quer seja baseando-se no uso popular de culturas vegetais, quer seja
apoiados por comprovacdo cientifica das propriedades medicinais de extratos
vegetais, as plantas tem sido avaliadas como fonte potencial para importantes e/ou
novos ativos farmacéuticos, eficazes, por exemplo, como agentes antibiéticos,
anticancerigenos, anti-HIV e antioxidantes (FERNANDES et al.,, 2014; GURIB-
FAKIM et al., 2005; MEDEIROS; LADIO; ALBUQUERQUE, 2013; MENGUE, S. S;
MENTZ, L. A.; SCHENKEL, 2001).

Plantas nativas da regido do semiarido ou exéticas cultivadas e amplamente
distribuidas no Nordeste do Brasil tém despertado atencdo quanto a possibilidade de
serem fontes de ativos farmacéuticos. As razdes estdo relacionadas com a
necessidade de se descobrir agentes farmacoldgicos mais eficazes e, ao mesmo
tempo, com o0 objetivo de agregar valor a estas culturas vegetais que s&o
importantes na economia local. (BOTURA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013)

O género Agave abrange diversas espécies de interesse cultural,econémico e
medicinal.No México encontra-se a maior biodiversidade com 150 espécies das mais
de 300 existentes (AHUMADA-SANTOS et al., 2013). No Brasil, a espécie de maior
interesse € a Agave sisalana por ser dela extraida o sisal, a fibra mais dura do
mundo. A producdo nacional de sisal esta concentrada na regido Nordeste, em
areas de clima semiarido, com predominio de pequenos agricultores de agricultura
familiar. Os estados da Bahia e Paraiba sdo os principais produtores, onde quase
um milhdo de trabalhadores dependem diretamente do cultivo dessa fibra como
Unica forma de trabalho. Ela é matéria-prima para a producdo de cordas, fios,
tapetes, vassoura, papel e outros produtos (BOTURA et al., 2013).

A producéo do sisal concentra-se no Nordeste, uma das regides mais pobres

do Brasil. Destacam-se os estados da Paraiba e Bahia. Nos locais de plantio,
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predomina a agricultura familiar sendo esta forma a principal fonte de renda e
emprego. A Agave € um importante agente de fixacdo do homem na regido do
semiarido, sendo em alguns locais a Unica alternativa de cultivo com bons resultados
econdmicos (LOPES et al, 2012; SCOPEL et al, 2013).

Contudo, a fibra representa de 3 a 5% da folha da Agave sisalana. O residuo
proveniente da desfibrilagdo ndo é aproveitado. Sabe-se que essa planta é rica em
metabdlitos secundarios responsaveis por algumas atividades bioldgicas
encontradas nesse vegetal (CHEN et al, 2009; BOTURA et al., 2013; RIBEIRO et al.,
2013).

Apesar da sua grande importancia, econémica e social, o sisal € pouco
explorado. A descoberta de uma utilidade para o residuo pode representar mais uma
fonte de renda para os agricultores. As pesquisas para descobertas de novos ativos
farmacéuticos podem ser uma alternativa interessante visto que ja se conhece
algumas atividades deste vegetal, tais como: larvicida, antiulcerosa, anti-helmintica,
antimicrobiana (PIZARRO et al, 1999; CERQUEIRA et al, 2012; BORUTA et al,
2011; SANTOS et al, 2009). Evidencia-se um enorme campo de estudo que pode

fortalecer a agricultura do sisal e possibilitar a descoberta de ativos farmacéuticos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Género Agave

A familia Agavaceae inclui mais de 480 espécies, reunindo plantas
herbaceas, arvores e arbustos rizomatosos, com folhas alternas, espiraladas e
dispostas em roseta. Ocorrem nos Estados Unidos, na América Central e nas
Antilhas, com diversificacdo maior noMéxico.Entre os diversos géneros destaca-se 0
Agave com vérias espécies de grande importancia econémica (LOPES; CUNHA;
MARTINS, 2012). Muitas espécies de agave sdo usadas para diferentes aplicacdes
(alimentos, bebidas, fibras, ornamentacdes) que contribuem para a sustentabilidade
das culturas mesoamericanas(PEREZ et al., 2013;VALENZUELA-SANCHEZ et al.,
2006;LOPES; CUNHA; MARTINS, 2012). Algumas espécies tém sido amplamente
estudadas em suaspropriedades biologicas, como é o caso deAgave tequilana,
Agave americana, Agave angustifolia, Agave salmiana e Agave sisalana(SEMENYA
et al, 2012; ZAMORA-GASGA et al, 2014; MORENO-VILET et al., 2014;
AHUMADA-SANTOS et al., 2013;BOTURA et al., 2013).

O sisal é a fibra obtida da Agave sisalana. Ele é produzido em vérios paises
tais como Quénia, Cuba, Tanzania, China, Haiti, Madagascar, México e Brasil,
sendo esse Ultimo o maior produtor e exportador mundial. A producéo brasileira da
fibora, em 2011, foi de 111.000 toneladas(SILVA et al, 2008;SCOPEL; ANGELO;
GREGOLIN, 2013; NAVES, 2012). O cultivo se concentra na regidao Nordeste, sendo

os estados produtores: Bahia, Paraiba, Rio Grande do Norte e Ceara.

A Agave sisalana é uma herbacea monocotiledénea série Liliflorea, familia
Agavaceae, subfamilia Agavoidea, género Agave, subgénero Euagave.Pelo fato de
ser uma planta monocérpica, floresce apenas uma vez, no final do ciclo vegetativo,
emitindo o que os agricultores denominam de flecha (ALVES; SANTIAGO; LIMA,
2005). Das folhas, através de um processo denominado desfibramento, retira-se o

sisal a principal fibra dura produzida no mundo (Figura 1).
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Figura 1. Processo de desflbrllagao da Agave sisalana

/’l‘"ﬂ ‘ r l
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Fonte: a autora.

Cada folha contém aproximadamente 1.000 fibras de comprimentos de 50 a
100 cm e de cor creme ou amarelo palido (SILVA et al,2008). O sisal € uma fibra
altamente resistente utilizada para produzir artesanatos, vassouras, sacos, bolsas,
chapéus, barbantes, cordas, capachos e tapetes, bem como na fabricacdo de
celulose para a producao de papel Kraft (de alta resisténcia) e outros tipos de papel
fino (para cigarro, filtro, papel dielétrico, absorvente higiénico, fralda etc). Ainda pode
ser usada na industria automotiva, de moveis, de eletrodomésticos, de geotéxteis
(para utilizagdo em protecdo de encostas, na agricultura e revestimento de
estradas), na mistura com polipropileno, em substituicdo a fibra de vidro, na
composicdo de objetos plasticos e na construcdo civil (ALVES; SANTIAGO; LIMA,
2005; ALVES; SANTIAGO, 2006).

O desfibrilamento consiste no processo de eliminacdo da polpa ou
mucilagem que envolve a fibra da folha, mediante uma raspagem mecanica. A
principal desfibriladora utilizada pelos agricultores nordestinos ainda é a maquina
“Paraibana”, que apresenta baixa capacidade operacional (em torno de 150 a 200kg

de fibra seca, em um turno de 10 horas/dia), além de desperdicar em média 20 a
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30% das fibras/folhas e de expor os operadores a constantes riscos de acidentes.
Esse, entretanto, € um dos Unicos equipamentos disponiveis no mercado brasileiro,
de baixo custo aquisitivo e de facil manutencdo(ALVES; SANTIAGO, 2006). Apdos o

desfibramento, as fibras sdo colocadas ao sol para secar (figura 2).

Figura 2. Fibras de sisal secando na cidade de Monteiro-PB

Fonte: a autora.

As fibras do sisal se inserem no grupo das fibras estruturais que tem a
funcdo de da sustentacdo a rigidez as folhas. Elas estdo dispostas em forma de
feixes, variando em comprimento desde 40 cm a 2 m (média de 1,2 m)(LI; MAI; YE,
2006). As fibras séo rigidas, inflexiveis, com resisténcia muito superior as demais
fibras naturais, além de ter boa durabilidade(SAPUAN et al, 2006) Séo constituidas,
assim como todas as fibras lignocelulésicas, de celulose, hemicelulose, lignina,
pectina, cera e substancias sollveis em agua, sendo as trés primeiros componentes
responsaveis pelas propriedades fisicas da fibora(GEORGOPOQULOS et al., 2005).

Em geral, o material restante, cerca de 96%, consiste em agua, tecido
parenquimatoso, celulose,componentes do metabolismo primario e secundario, e
compostos inorganicos(BRANCO et al., 2010).Esse residuo é utilizado como

fertilizante orgéanico, suplemento para a alimentacdo de bovinos e caprinose como
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material na producdo de medicamentos (BOTURA et al.,, 2011;DEBNATH et al.,
2010;ALVES; SANTIAGO, 2006).

Além de constituir fonte de renda e emprego, o sisal € agente de fixacdo do
homem a regido semi-arida nordestina, sendo, em algumas dessas regides, a Unica
alternativa de cultivo com resultados econbmicos satisfatérios a um grande
contingente de trabalhadores. Estima-se que mais de 500 mil postos de trabalho sao
gerados nessa atividade que vai da manutencdo das lavouras, colheita,
desfibramento, beneficiamento da fibra até a industrializacdo e confeccdo de
artesanato(MARTIN; SILVA, 2009).

2.3 Metabolitos secundarios
2.3.1 Compostos Fendlicos

Sao moléculas que possuem pelo menos um anel aromatico no qual, no
minimo, um hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila(SIMOES et al,
2007). Séo sintetizados naturalmente pelas plantas.As propriedades antioxidantes
de compostos fendlicos sao principalmente por causa de suas propriedades redox,
que lhes permitem agir como agentes doadores de hidrogénio(KAUR; KAPOOR,
2001).

Pertencem a essa classe os fenois simples, acidos fendlicos, xantonas,
flavondides, ligninas, xantonas, dentre outros. Os flavondides representam um dos
grupos mais importantes dessa classe de metabdlitos secundarios. Trata-se
substancias biossintetizadas a partir da via dos fenilpropandides, possuem um ou
mais nucleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados. Estdo envolvidos em
varias propriedades farmacologicas, tais como: atividade antiviral, antioxidante,
antinflamatoéria, antitumoral (SIMOES et al, 2007).

2.3.2 Saponinas

Sao glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Essas substancias
representam interesse farmacéutico por serem adjuvantes em formulacdes,
componentes ativos em drogas vegetais e matéria prima para a sintese de
esteroides. Dentre as atividades bioldgicas podem ser citadas: agdo moluscocida,

antimicrobiana, inseticida, hemolitica, antinflamatéria, entre outras(FRANCIS et al.,
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2002; RIBEIRO; COELHO; MARRUCHO, 2013; BOTURA et al, 2013)

2.3.3 Carboidratos

Sao polimeros de alto peso molecular, resultantes da condensacdo de um
grande numero de moléculas de aldoses e cetoses. Tém grande distribuicdo na
natureza e sao constituintes essenciais de todos 0s organismos vivos. Nas plantas
superiores, os carboidratos atuam no processo de reproducdo e como protecao
durante os periodos de seca(PRAZNIK et al., 2013; ARRIZON et al., 2010;SIMOES
et al, 2007).

Alguns carboidratos possuem grupos carbonilicos e cetbénicos livres, capazes
de se oxidarem na presenca de agentes oxidantes. Eles sdo chamados de acucares
redutores, trata-se dos monossacarideos frutose e glicose(DEMIATE et al,
2002;SIMOES et al, 2007).

2.4Atividade antimicrobiana
2.4.1 Staphylococcus aureus

Embora seja da microbiota normal, o S. aureus é uma bactéria patogénica,
gram positiva, que atua em uma ampla gama de infec¢ées. E um importante agente
patogénico humano que causa uma ampla variedade de doencas, desde infeccbes
da pele e dos tecidos moles até doencas graves, tais como pneumonia, sindrome de
choque toxico, bacteremia e endocardite. A morbimortalidade associadas a
infeccbes por S. aureus permanece levada devido, em parte, capacidade dessa
bactéria desenvolver resisténcia a praticamente todos os antibioticos, incluindo

vancomicina(LIU et al., 2014).
2.4.2 Escherichia coli

A Escherichia coli é uma bactéria gram negativa presente no trato intestinal
dos seres humanos e de outros animais de sangue quente. A maioria das cepas séo
comensais, porem algumas linhagens apresentam grande viruléncia podendo causar
varias manifestacdes clinicas como: diarreia, infeccdo urinaria, meningite e

septicemia. Esse microrganismo acarreta doencas diarreias agudas e persistentes,
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especialmente em lactantes, podendo levar & morte. E transmitido através do
consumo de agua e alimentos contaminados(REBELLO; REGUA-MANGIA, 2014)
(WHO 2011).

2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Sao bacilos gram negativos oportunistas responsaveis pela maioria da
infeccbes nosocomiais e, em alguns casos, a principal causa de morte. Apresenta
dificuldades de tratamento devido a multiplas resisténcias a antibacterianos, sendo
disponivel poucos farmacos efetivos contra esse microrganismo. A resisténcia pode
ser natural ou adquirida através da troca de material genético(HE et al., 2014;
NEVES;, 2011; STOVER et al., 2000)

2.4.4 Candida albicans

E uma levedura presente na flora normal, principalmente, dos tratos
gastrointestinal e genitourinario dos seres humanos, tornando-se um patdgenos
oportunista em imunocomprometidos. Geralmente sdo sensiveis a todas as drogas
antifingicas de uso sistémico, porém existem relatos de resisténcia adquirida em
pacientes que usam prolongadamente os farmacos da classe dos antifungicos
azOis(BERMAN; SUDBERY, 2002; CHANG et al., 2014; SILVA, 2006)

2.5Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é o resultado de um desequilibrio entre a espécimes
ativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes, e esta relacionado ao
surgimento de varias enfermidades, tais como: doencas cardiovasculares,
degeneracédo neuronal como Alzheimer e Parkinson, cancer, reumatismo, doencas
autoimunes, envelhecimento precoce, diabetes mellitus, doencas inflamatdrias.
Antioxidantes tém sido relatados para desempenhar um papel importante
blogueando esse estresse induzido por radicais livres(TABARAKI; NATEGHI;
AHMADY-ASBCHIN, 2013;KAUR; KAPOOR, 2001;YOUNG, 2001;FU et al.,
2014;SINDHI et al., 2013).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas e instaveis energizadas

tendo elétrons desemparelhados. Podem ser formados naturalmente durante o


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans
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metabolismo e/ou pelo sistema imunolégico, que cria essas espécies com o intuito
de mediar a sinalizagdo celular no combate a virus e bactérias.No entanto, fatores
ambientais como poluicéo, radiacdo, fumaca de cigarro, herbicidas,fadiga excessiva,
ingestao de alcool e dietas ricas em gordura, também podem gerar radicais livres em
excesso causando sérios danos celulares(KAUR; KAPOOR, 2001; FU et al., 2014).

O oxigénio € o principal elemento que desencadeia o processo de formacao
desses radicais. Os radicais livres reagem rapidamente com outros compostos,
tentando capturar os elétrons necessarios para obter a estabilidade. O dano
oxidativo ocorre por espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, tais como: radical
hidroxila(0H ™), radical peroxil(GQOR™), anion superéxido (0;) e peroxinitrito
(ONOO™)(SINDHI et al., 2013).

Geralmente esses radicais atacam moléculas estaveis mais préximas,
‘roubando” seus elétrons. A molécula atacada perde seu elétron e torna-se um
radical livre em si, iniciando uma reacdo em cadeia. Uma vez que 0 processo €&
iniciado, ele provoca a peroxidacdo lipidica que resulta na desestabilizacdo e
desintegracdo de membranas celulares ou de oxidacdo de outros componentes
celulares tais como proteinas e DNA. O cérebro é particularmente vulneravel a lesdo
oxidativa, devido a sua alta taxa metabdlica e niveis elevados de lipidios
poliinsaturados, o alvo da peroxidacdo lipidica(FU et al., 2014)

O préprio organismo tem meios para interromper esse processo, tais como 0s
antioxidantes,que sdo substancias que, em baixas concentracdes,atrasam a
oxidacdo de proteinas, hidratos de carbono, lipidos e DNA. Eles neutralizam os
radicais livres doando um de seus proprios elétrons, sem no entanto se converterem
em radicais livres. Dentre os principais antioxidantes enddgenos, destacam-se as
enzimas superoxido dismutases, catalases e glutationa peroxidase(KAUR;
KAPOOR, 2001; SINDHI et al., 2013).

Os antioxidantes exdégenos, por sua vez, podem ser adquiridos na dieta
diretamente de frutas e vegetais frescos. Séo ricos em flavondides e suplementos
antioxidantes que contribuem para a protecao contra efeitos dos radicais livres.Eles
desempenham um papel tanto no corpo humano, para reduzir 0S processos
oxidativos, como nos alimentos retardando a peroxidacao lipidica, ajudando assim
manter sabor, textura e cor do produto alimentar durante armazenamento(SINDHI et
al., 2013).
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Podem ser usados no tratamento de lesbes cerebrais e doencas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer, de Parkinson, e esclerose
lateral amiotrofica, ou ainda como uma forma de prevenir a perda auditiva induzida
por ruido. Os chamados antioxidantes naturais, obtidos a partir de alimentos, tais
como a vitamina C, podem ser utilizados como alternativas aos antioxidantes
sintéticos (SINDHI et al., 2013).

2.5.1 Método do DPPH’

Essa técnica foi descrita pela primeira vez por Blois em 1958. O DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) é um radical livre estavel que apresenta uma cor purpura
escura e absorcdo no intervalo de 515-520 nm.Ele reage com os compostos que
podem doar um atomo de hidrogénio. Esse método baseia-se na eliminacdo de
DPPH através da adicdo de uma espécie ou um radical antioxidante.A medida que
ocorre reducdo, o DPPH fica cor amarelo palida, é possivel determinar a atividade
antioxidante por espectrofotometro.Quanto maior a capacidade de eliminacdo de
radicais livres de umcomposto antioxidante, mais reducdo de DPPH e menos cor
plrpura existe na amostra.E o ensaio mais utilizado por ser simples, eficiente e
barato (JIMENEZ et al., 2014; KRISHNAIAH; SARBATLY; NITHYANANDAM, 2011).

2.6 Toxicidade

A toxicidade limita a liberacdo e o uso de farmacos. Estudos de toxicidade
servem de indicador para a conducdo de estudos pré-clinicos e devem ser
realizados em células e posteriormente em animais (MARTINS et al, 2009).

A analise de citotoxicidadepermite a avaliagdo da atividade celular em meio
controlado na presenca de uma substancia em teste. Mudancas como a reducéo da
funcdo mitocondrial, alteragcdes morfolégicas e de replicacdo, sdo 0s eventos
observados nos testes, porém a modificagdo da funcdo mitocondrial € a resposta

mais comum como indicadora de citotoxicidade (MARTINS et al, 2009;

As células HelLa sao oriundas de um tumor da cérvice uterina humana.
Receberam essa designacédo porque foram retiradas de uma paciente com tumor
cervical, chamada Henrietta Lacks, de 30 anos. S&o genética e

morfologicamentediferentes do tecido original, e ndo possuem dependéncia de
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ancoragem nem inibicAo por contato, além de serem capazes de proliferar
infinitamente quandoem cultura(PUCK, T. T.; MARCUS, 1955;MOLINARO;
CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010).

Os meios de cultura sao suplementados com 5 a 20% de soro fetal. As
células necessitam de fatores de crescimento, hormonios, proteinas, lipidios e outras
substancias que podem ser supridas por esse fluido animal. Atualmente os soros
mais utilizados sdo os de origem bovina, de cavalo e humano (MOLINARO;
CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010).

2.6.1 Método do WST-1

E umatécnica colorimétrica ndo radioativa usada para quantificar proliferacéo
celular, viabilidade e citotoxicidade presente em substancias ou formulacdes. O
WST-1 é um sal soluvel em agua que, quando adicionado ao meio de cultura, é
clivado pelas células viaveis. O sal de tetrazélio € reduzido a uma substancia
chamada de formazan, indicando a viablidade celular, ou seja, a quantidade de
farmazan formada é diretamente proporcional ao numero de células viaveis. O
ensaio € realizado em placa de 96 pocos e a leitura € efetuada, geralmente, em
ELISA (NGAMWONGSATIT et al., 2008; TAN; BERRIDGE, 2000).
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3. OBJETIVOS
3.10bjetivo geral
e Determinar as atividade antimicrobiana, antioxidante e de citotoxicidade de

produtos extraidos daAgave sisalana Perrine.

3.20bjetivos especificos

e Processar os residuos obtidos da decorticacédo de A.sisalana

¢ Quantificar metabdlitos secundarios dos residuos de A.sisalana;

e Determinar a concentracdo inibitéria minima dos residuos contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans.

e Aplicar o método do DPPH para avaliacao da atividade antioxidante;

¢ Classificar os extratos quanto a toxicidade em células HelLa.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
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4. METODOLOGIA
4.1 Coleta da amostra

A Agave sisalana foi coletada no municipio de Monteiro-PB, Brasil,
(7°52'40.50" S e 37°07'34.91" W)em janeiro de 2013 na fazenda experimental da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA). A exsicata foi
depositada no Herbario Manoel de ArrudaCamara da Universidade Estadual de
Paraiba, Campina Grande, PB, Brasil, sob o nimero 210. Foram retiradas folhas de
plantas com 6 anos de idade. O residuo, coletado da desfibrilacdo das folhas na
maquina paraibana, foi prensado manualmente sendo assim divido em residuo

liquido (suco) e residuo sélido (bagaco).
4.2 Preparo dos extratos
4.2.1 Residuo Liquido:

Apébs prensa manual do residuo da desfibracao, o liquido (suco) resultante foi
chamado de Residuo Liquido O (RL-0). Essa amostra (2,36 L) foi submetida a
secagem por spray drying (MSD 0,5, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) nas seguintes
condi¢bes: bico de pulverizagdo com um diametro de entrada de 1,0 mm, bomba de
regulacdo de 0,3 L/h, fluxo de ar de atomizacdo de 40 L/min, configuracdo do
aspirador de 3,8 m*/min e temperatura de entrada de 70 + 2 °C. O p6 obtido
(137,6829) foi chamado de Residuo Liquido 1 (RL-1).

4.2.2 Residuo so6lido

O bagaco foi seco em estufa de circulacdo de ar a 40°C e moido em moinho
de facas. O po, resultante, foi submetido a maceracédo com etanol 96% na proporcao
de 1:5 (droga vegetal:alcool 96°). Foram usados 2,25 Kg de droga vegetal e obteve-
se 215,379 de Extrato Etandlico Bruto (EEB-0). Esse produto foi suspenso em agua

e seco no spray drying, rendendo 24,30g.
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4.3 Quantificagdo de metabdlitos secundarios nos extratos de Agave sisalana

4.3.1 Determinacgdo de Fendis Totais pelo método de Folin Ciocalteau / padrao acido

galico

Para determinar a concentracdo de fendis totais procedeu-se da seguinte
forma: foi retirada uma amostra de 0,50 mL do extrato, diluido em agua. A este
volume foi acrescido 2,5 mL de Folin Ciocalteau 10% e 2,0 mL de solugcéo de
carbonato de sodio 7,5%, totalizando 5,0 mL correspondentes a cada ensaio em
tubo se ensaio. Esta mistura foi mantida em banho de agua a uma temperatura de
50 °C por 5 minutos. Foi feito isso para os 4 extratos. As amostras foram resfriadas a
temperatura ambiente sendo em seguida realizada a medida da absorbancia a 760
nm. O conteldo total de compostos fendlicos foi expressa em mg/g de equivalente
acido galico. Procedeu-se de forma semelhante com as solucbes-padrdo de &cido
galico (curva de calibracdo) e com o branco, neste, ao invés de colocar extrato, foi
colocado 0,5 mL de &agua destilada (AMORIM; QUEIROZ; AFONSO, 2002;
ORDONEZ et al., 2006).

4.3.1.1 Curva de calibracdo fendis totais

A curva de calibragéo foi preparada a partir das medidas de absorbancia da
solucéo aquosa de acido galico nas concentragdes 5, 10, 20, 40, e 80 ug por 0,5 mL,
ver Tabela 1. A este volume foram acrescentados 2,5 mL de Folin Ciocalteau 10% e
2,0 mL de solucéo de carbonato de sédio 7,5%, totalizando 5,0 mL correspondentes
a cada ensaio. Esta mistura foi mantida em banho de dgua a uma temperatura de
50°C por 5 minutos. As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente sendo em

seguida realizadas as medidas da absorbancia a 760 nm contra um branco de agua.

Tabela 1. Preparo da curva de calibracdo para fendis totais

Tubos Diluicdo para volume final de Folin Ciocalteau | Carbonato de
500 pL 0 L 0
Solucdo-mée de | Agua | Concentracdo 10% sodio 7,5%
acido galico de de leitura
100 pg/mL
1 25uL 475 5 pg/mL 2,5mL 2,0mL




34

2 50 pL 450 10 pg/mL 2,5mL 2,0mL
3 100 pL 400 20 pg/mL 2,5mL 2,0 mL
4 200puL 300 40 pg/mL 2,5mL 2,0 mL
5 400 pL 100 80 pg/mL 2,5mL 2,0 mL
6 800 pL 200 | 160 pg/mL 2,5mL 2,0 mL

Para calcular a quantidade de fendis foi usada a equacgéo obtida a partir da

curva de calibracdo: Y = 0,0019x + 8.10°, R? = 0,9999, em que x é a absorbancia e

Y é o equivalente de &cido galico, ver figura 3.

Figura 3. Curva de calibracdo de fenais totais
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4.3.2 Determinacéao dos flavonéides usando padrdo quercetina

Para determinar a quantidade de flavonoides procedeu-se da seguinte forma:

um volume de 0,5 mL de solugéo de AICl; a 2% em etanol foi adicionado a 0,5 mL do

extrato. A mistura resultante foi incubada durante 1 h, para o desenvolvimento de cor

amarela o que indica a presenca de flavonoides. A absorbancia foi medida a 420

nm, utilizando espectrofotometria de UV-VIS. O teor de flavonoides total foi

calculado como de equivalentes quercetina (mg/g). Para o branco, ao invés de
colocar extrato, foi colocado 0,5 mL de agua destilada (ORDONEZ et al., 2006). Os

dados do preparo da curva de calibracdo podem ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2. Preparo da curva de calibracdo para determinacao de flavonoides nos

extratos de Agave sisalana

Tubos Diluicdo para volume final de Cloreto de
2mL aluminio 2 %
Solucdo-mae Agua | Concentracao de
guercetina de leitura
100 pg/mL
1 200 pL 450 10 pg/mL 2 mL
2 400 pL 400 20 pg/mL 2 mL
3 600 pL 350 30 pg/mL 2 mL
4 800 pL 300 40 pg/mL 2 mL
5 1000 pL 250 50 pg/mL 2 mL
6 1200 pL 200 60 pg/mL 2 mL

O célculo da quantidade de flavonoides foi feito utilizando

a equacao (Y =

0,0114x, R2 = 0,9995) obtida a partir da curva de calibracdo. O x representa a

absorbéancia e Y é o equivalente quercetina. Ver Figura 4.

Figura 4. Curva de calibracéo de flavonoides
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4.3.3 Determinacédo dos agucares totais pelo método do fenol acido

Para determinacdo de acucares totais precedeu-se da seguinte forma: Foi

adicionado 1 mL do extrato a 1 mL de fenol 5% e, rapidamente, 5 mL de acido

sulfarico concentrado. Isso foi feito com os 4 extratos. Como a reacao € exotérmica,
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sé apods as amostras ficarem com temperatura ambiente, procedeu-se a leitura da

absorbancia em 490 nm. Para o branco, ao invés de colocar extrato, foi colocado 1
mL de agua destilada. (DEMIATE; WOSIACKI, CZELUSNIAK; NOGUEIRA, 2002).

Curva de calibracao para agucares totais

Para realizar a curva de calibracdo foram colocados em tudo de ensaio: agua,

solugdo mae, fenol 5% e o acido sulfarico concentrado, conforme consta na Tabela

3. Apos ficarem em temperatura ambiente, as amostras foram colocadas em banho-

maria a 30°C por 20 min. A leitura foi feita no comprimento de onda de 490nm.

Tabela 3. Preparo da curva de calibracdo para determinacdo agUcares totais nos

extratos de Agave sisalana

Tubos Diluic&o para volume final de 1mL Fenol | Acido
_ sulfurico
Solugcédo-mée de sacarose | Agua | Concentragédo de
Img/ ml leitura
1 0,01 0,99 10 pg/mL 1mL 5mL
2 0,03 0,97 30 pg/mL 1mL 5mL
3 0,05 0,95 50 pg/mL 1mL 5mL
4 0,07 0,93 70 pg/mL 1mL S mL
5 0,1 0,90 100 pg/mL | 1 mL 5mL

O célculo da quantidade de acucares totais foi feito utilizando a equacao

obtida a partr da curva de calibragéo:

Y

0,4123x

+

0,0563

R2 = 10,9937, onde x é a absorbancia e Y € o equivalente de sacarose. Ver Figura 5.

Figura 5: Curva de calibracéo de agucares totais
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4.3.4Determinacado dos acucares redutores/ Padréo Frutose

Na determinacao dos acguUcares redutores utilizou-se o seguinte procedimento:
adicionou-se 0,5 mL do extrato a 0,5 mL do reagente DNS em tudo de ensaio. Apés
agitar em vortex, a mistura foi incubada em banho-maria a 100 °C durante 5 minutos.
Deixou-se esfriar a temperatura ambiente e o volume foi completado para 5 mL com
agua destilada, agitou-se em vértex. (ARRIZON et al., 2010). Para o branco, ao

invés de colocar extrato, foi colocado 0,5 mL de 4gua destilada.
Preparo do DNS

O reagente DNS foi preparado da seguinte forma: 10 g de DNS e 300 g
tartarato de sédio e potassio foram dissolvidos em 800 mL de NaOH a 0,5 N que foi
levemente aquecido para dissolver os reagentes. O volume foi completado para 1 L

com agua destilada.
Curva de calibracdo para agucares redutores

Para realizar a curva de calibragéo, procedeu-se conforme tabela 4. Foram
acrescentados em tudo de ensaio a solugcdo mae, a agua e o reagente DNS. Essa
mistura foi agitada e incubada em banho-maria a 100 °C durante 5 minutos. Ao
esfriar em temperatura ambiente, o volume foi completado para 5 mL com &agua
destilada. Agitou-se em vortex e a leitura foi feita em 540nm no espectrofotdmetro
UV (ARRIZON et al., 2010)
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Tabela 4. Preparo da curva de calibracéo para determinacdo de acucares redutores
nos extratos de Agave sisalana

Tubos Diluic&o para volume final de 0,5 mL Reagente | Agua
Solugéo mée de Agua Concentragao PNS
frutose 5mg/mL de leitura
1 0,01 mL 0,49 mL 0,2 mg/mL |0,5mL 4 mL
2 0,05 mL 0,45 mL 0,5mg/mL | 0,5mL 4 mL
3 0,1 mL 0,4 mL 1,0mg/mL | 0,5mL 4 mL
4 0,15 mL 0,35 mL 1,5mg/mL |[0,5mL 4 mL
5 0,2 mL 0,3 mL 20mg/mL | 0,5mL 4 mL
6 0,25 mL 0,25 mL 25mg/mL | 0,5mL 4 mL

O calculo da quantidade de acuUcares redutores foi feito utilizando a equacao

obtida

a partir

da

curva

de calibracao:

Y=0,6098x+0,01

R2 = 0,996, onde x é a absorbancia e Y € o equivalente de frutose. Ver figura 6.

Figura 6. Curva de calibracdo de acucares redutores

2,0000 -
1,5000 -

1,0000 -

Absorbancia

0,5000 -

0,0000 -

y = 0,6098x + 0,01

R?=0,996

1

15

2

Equivalentes de frutose

25

4.3.5 Determinacdo das Saponinas totais utilizando o padrédo diosgenina

Para determinar a quantidade de saponinas, procedeu-se da seguinte forma:

adicionou-se 0,25 ml de extrato, 0,25 mL de vanilina 8 % e em seguida, 2,5 mL de

72% (v/iv) de acido sulfarico lentamente pelas paredes do tubo de ensaio. Apos

misturar bem, os tubos foram transferidos para banho-maria a 60 ° C. Depois de 10

minutos, os tubos foram arrefecidos em banho de gelo e agua fria durante 3-4 min.
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Em seguida, procedeu-se a leitura das absorbancias em 544 nm. Para o branco, ao

invés de colocar extrato, foi colocado 0,25 mL de agua destilada.
Curva de calibracao para saponinas

A vanilina a 8% foi preparada em etanol a 99,5% (grau analitico). O &cido
sulfrico 72% foi preparado em agua destilada. A solucdo méae de diosgenina foi
feita em uma concentragcdo de 0,5 mg/mL em metanol. As quantidades de cada

solugao foram feitas conforme a Tabela 5.

Tabela 5. Preparo da curva de calibracdo para saponinas

Tubos Diluic&o para volume final de Vanilina Acido
reagente sulfarico
0,25 mL (8%) 72%
Solucédo-mée de | Metanol | Concentracéo de
diosgenina leitura
0,5mg/mL
1 50 pL 200 100 pg/mL 0,25 mL 2,5mL
2 100 pL 150 200 pg/mL 0,25 mL 2,5mL
3 150 pL 100 300 pg/mL 0,25 mL 2,5mL
4 200 uL 50 400 pg/mL 0,25 mL 2,5mL
5 250 pL 0 500 pg/mL 0,25 mL 2,5mL
O célculo da quantidade de saponinas foi feito utilizando a equacéo obtida a
partir da curva de calibracao: Y=0,6098x+0,01

R2=0,996, onde x é a absorbancia e Y é o equivalente de diosgenina. Ver figura 7.

Figura 7. Curva de calibracdo de saponinas
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4.4 Avaliacdo das atividades biologicas
4.4.1 Atividade antimicrobiana

A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi determinada em placa de micro
diluicdo, em meio de cultura especifico: Staphylococcus aureus(ATCC
10390)ePseudomonas aeruginosa(ATCC 9721)foi o TSB (Tryptic Soy Broth),
Escherichia  coli(ATCC 25922) o LB (Difco™ LB  Broth),Candida
albicans(ATCC10231) o Sabouraud (Difco™ Sabouraud Dextrose Broth)(AMARAL et

al., 2014).0s extratos foram solubilizados no préprio meio de cultivo.
Preparo dos microrganismos

As solucdes-mde de cada bactéria foram preparadas a partir de culturas
reserva que estavam armazenadas a 4°C. Colocou-se 1 mL dessa cultura em 25 mL
de meio de cultivo (para S. aureuseP. aeruginosafoi o0 TSB e para E. coli foi o LB),
incubou-se por cerca de 4h até o meio ficasse turvo. ApGs obter a solucdo mae,
foram feitas sucessivas diluicdes e estas foram semeadas em placa de petri. Essas
placas foram incubadas em estufa de circulacdo de ar a 35°C por 24h. Em seguidas
as colonias foram contadas. Considerou-se placas que estivessem com numeros de
colénias entre 30 a 300 UFC/mL. A diluicdo escolhida para o ensaio foi a que
continha 10° UFC/mL.

As concentracfes dos extratos usadas nos ensaios estdo especificadas na
tabela 6.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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Tabela 6. Concentracdes dos extratos usados para determinacédo da CIM

RL-0 RL-1 EEB-0 EEB-1
S. aureus 200 pL/mL 45 mg/mL 24 mg/mL 26 mg/mL
P. 200 pL/mL 45 mg/mL 24 mg/mL 26 mg/mL
aeruginosa
E. coli 200 pL/mL 49 mg/mL 22 mg/mL 18 mg/mL
C. albicans 200 pL/mL 2 mg/mL 2 mg/mL 2 mg/mL

No controle negativo ndo foi adicionado o microrganismo e no controle
positivo ndo se acrescentou extrato. Apés o periodo de incubacgédo, 24h em estufa a
25°C, foi retirado 5 pL de cada poco e transferido para uma placa de petri com 2%
de Agar Agar type | juntamente com o meio de cultura correspondente, logo apos a
placa foi incubada em estufa (25°C por 24h) e depois efetuada a leitura. Os testes

foram feitos em triplicata.
4.4.2 Citotoxicidade

Esse ensaio foi feito utilizando o Reagente de Proliferacdo Celular WST-1
(Roche Applied Science). As células HelLa crescidas até ~80% de confluéncia em
placa de 96 pocos. Cada poco continha 100 pL de meio F12 suplementado com 10%
de soro fetal bovino. As células foram encubadas por 48h em uma atmosfera de 5%
CO; a 37°C. Apods isso 0 meio foi substituido e foram adicionados 10 uL de amostra

por poco. O experimento foi feito em triplicata. Controles:

e Controle negativo: apenas as células com 10uL de agua (amostras preparadas
em agua)

e Controle positivo: células + 10 uL de DMSO.

As células foram incubadas por 21 horas com o0s produtos, ap6és esse
periodo: o meio foi substituido, e adicionou-se 10 uL WST-1, apds 1 h de incubacgao
seguiu-se a leitura em ELISA (440 nm)(FAVARO et al., 2014).
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4.4.3 Atividade antioxidante

Atividade antioxidante foi avaliada segundo o método do DPPH adaptado de
Zhang, Liu e Lin(2014). As amostras de EEB-0 e EEB-1 foram diluidas em alcool
etilico 96°GL em concentra¢gbes de 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL. O padréo foi o &cido
ascorbico e este também foi utilizado nas mesmas concentra¢cdes dos extratos. A
leitura foi feita em 530 nm. Foi utilizada uma solucdo de DPPH a 100pug/mL em
etanol PA. O branco, o controle e as amostras foram preparados de acordo com a
Tabela 7.

Tabela 7. Preparo do branco, controle e das amostras

Aliguota Diluicdo em etanol
BRANCO 100 pL da solugdo de 100 pL e etanol PA
amostra
CONTROLE | 100HLdasolugdo de 100 pL e etanol PA
DPPH
AMOSTRA 100 pL da solucéo de 100 pL da solucao de
amostra DPPH

Para cada concentracdo usada foi feito um branco correspondente. ApGs
obter as absorbancias a seguinte equacao foi utilizada para obter os valores da

atividade antioxidante:

AA% = 100 — (Arzmosrrrz - ﬂbrﬂncoj £ 100

A

controla
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Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Screening quantitativo de metabolitos secundarios

Os resultados das quantificacdes dos metabdlitos secundarios podem ser
vistas nas Tabelas 8 e 9. Essas substancias desempenham diversas fun¢des nos
vegetais. Em relacdo as atividades bioldgicas, varios autores justificam as acdes
encontradas a esses compostos. Aos fenois e flavonoides séo atribuidos efeitos
antioxidantes. As saponinas podem ser anti-inflamatadrias, antimicrobianas, antivirais,
tensoativas e outras acdes. Os acuUcares podem ser utilizados na alimentagcédoe
podem ter propriedades antioxidantes(AGATI et al., 2012; LIU et al., 2013;
BITENCOURT et al., 2014; VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010; WHITTAKER et
al., 2009).

Tabela 8. Quantificacbes no RL

RL-0 RL-1
Fendis Totais 15,5824 + 0,4019 268,9052 + 2,4118
Flavonoides 0,4324 + 0,0037 14,4871 £ 0,1110
Saponinas 0,0947 = 0,0068 1,9363 + 0,0958
AclUcares Totais 0,0530 + 0,0045 1,6017 +0,1147
Aclcares Redutores 2,2096 + 0,0946 43,2678 £ 0,1110
Tabela 9. Quantificacbes no EEB

EEB-0 EEB-1
Fendis Totais 73,4666 + 2,4872 123,6421 £ 0,9116
Flavondides 100,9358 + 5,6341 138,4615 + 15,4749
Saponinas 8,0302 £ 0,1793 0,0519 +0,0011
AclUcares Totais 0,0370 £ 0,0025 0,0519 + 0,0011
Acucares Redutores 35,7142 + 0,7935 51,9345 + 1,1547

Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), fatores como sazonalidade, ritmo
circadiano, idade ou estagio de desenvolvimento, temperatura, disponibilidade de

agua e nutrientes, radiacdo UV, herbivoria, estimulo mecanico, poluicdo atmosférica
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e ataque de patdgenos podem influenciar na quantidade e natureza dos metabdlitos
secundérios das plantas. Variagfes nesses parametros podem interferir em quase
todos o0s metabdlitos, como Oleos essenciais, fenois, flavonoides, taninos,
saponinas, alcalbides, entre outros. S8o0 esses compostos que, isolados ou em
conjunto, promovem a atividade biolégica (BENAVIDEZ ROZO et al.,, 2014,
DARROW; DEANE BOWERS, 1997; LINDROTH; HSIA; SCRIBER, 1987).

5.2 Avaliacéo das atividades biolégicas
5.2.1 Atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana foi investigada frente a trés microrganismos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Os resultados
sao apresentados nas figuras 8, 9 e 10, respectivamente. A atividade contra Candida
albicans pode ser vista na Figura 11.

e Staphylococcus aureus:

Figura 8. Atividade antimicrobiana de RL-0 e RL-1/ S. aureus
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RL-0 foi usado puro e ndo apresentou atividade. RL-1, EEB-0 e EEB-1 foram
usados nas concentragOes de 45, 24 e 26 mg/mL, respectivamente, porque nessas
concentragbes 0s extratos solubilizaram no meio de cultura TSB. O EEB-1 teve
atividade em 26 mg/mL. Os demais extratos nao tiveram atividade contra S. aureus.

Figura 9. Atividade antimicrobiana de RL-0 e RL-1/E. coli
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RL-O apresentou atividade no pogo 3. RL-1, EEB-0 e EEB-1foram usados
nas concentragbes de 49, 22 e 18 mg/mL, respectivamente, porque nessas
concentragbes 0s extratos solubilizaram no meio de cultura LB. Apenas RL-0

apresentou atividade.
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Figura 10. Atividade antimicrobiana de RL-0 e RL-1/ P. aeruginosa
- i e

RL-1 apresentou atividade no poc¢o 2. RL-1, EEB-0 e EEB-1 foram usados
nas concentragbes de 45, 24 e 26 mg/mL, respectivamente, porque nessas
concentragbes os extratos solubilizaram no meio de cultura TSB. Apenas RL-0
apresentou atividade.
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Figura 11. Atividade antimicrobiana de RL-0 e RL-1/C. albicans

RL-1 apresentou atividade no poco 4. RL-1, EEB-0 e EEB-1 foram usados na
concentragcdo de 2 mg/mL. S6 EEB-0 e EEB-1 apresentaram atividade, a CIM foi de
1 mg/mL para ambos.

Santos et al.(2009) verificou que o extrato etandlico de Agave sisalana nao
apresentou atividade contra as mesmas bactérias do presente estudo. Em 2013,
Ahumada-santos et al, investigou a atividade antibacteriana de 5 espécies do género
Agave (Agave ornithobroma, Agave rzedowskiana, Agave schidigera, Agave
angustifolia, Agave tequilana). S6 Agave schidigera e Agave tequilana apresentaram
atividade contra Pseudomonas aeruginosa,as outras espécies nao tiveram atividade

contra nenhum microrganismo testado.
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Os extratos RL-1, EEB-0 e EEB-1 apresentaram atividade conta Candida
albicans nas concentracdes de 25 mg/mL, 1 mg/mL e 1 mg/mL respectivamente.
Santos et al (2009), verificou a atividade contra Candida albicans na concentragéo
de 0,39 mg/mL.

5.2.2Citotoxicidade

A citotoxicidade dos extratos apresentou um padrdo dose-dependente que

pode ser visto na Figura 12.

Os pogos claros representam a existéncia de dano celular, os extratos, nas
concentracbes usadas, causaram toxicidade as células HelLa. Nos pogos de
coloracdo amarela as células estdo viaveis (o corante formazan foi produzido). A

figura 13 mostra os valores de viabilidade das células tumorais.

Figura 13. Citotoxicidade dos extratos de Agave sisalana.
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Em relacdo ao RL-0, a viabilidade celular foi bastante reduzida tanto no
extrato puro quanto nas diluicdes que tinham 50 e 25% de extrato em &gua.
Provavelmente, esse fato esta relacionado com questfes do armazenamento, pois 0
mesmo ndo apresentava, no momento das analises, a mesma coloracdo e cheiro
caracteristicos do suco do sisal logo apés ser coletado. Isso pode ser evidenciado,
também, pelo fato do RL-1 s6 apresentar viabilidade celularreduzida (2,81%) na
concentracdo de 10 mg/mL, nas concentracdes de 5, 2,5, 1 e 0,5 mg/mL a
viabilidade foi de 61,70%, 82,60%, 88,77%, 94,22% respectivamente.O EEB-1
apresentou menor citotoxicidade do que EEB-0. Isso pode ser atribuido a presenca
de alcool na amostra de EEB-0, esse solvente foi retirado quando a amostra foi seca
no spray drying, tornando-se o EEB-1. N&o foi encontrado na literatura estudos que
comparassem a citotoxicidade de extratos vegetais antes e depois de serem

submetidos a um processo de secagem.
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Essas diferencas de toxicidade entre os extratos antes e depois de serem
submetidos a secagem por spray drying tém significancia estatistica avaliada pela

analise de variancia (ANOVA) fator duplo com p<0,05.

Giocondo (2007) realizou uma andalise com extratos de Cryptocarya
mandioccana e verificou que a citotoxicidade, em células HeLa, aumentou conforme
0 aumento da concentragao dos extratos. Em 2013, Souza verificou que o aumento
da concentracdo dos extratos deBertholletia excelsatambém ocasionava o aumento
da citotoxicidade em macrofagos de camundongos. Os estudos citotoxicidade in vitro
tém a vantagem de evitar 0 uso de animais e de serem ensaios relativamente
simples. Além disso, eles possibilitam predizer que se um material apresenta
toxicidade em células, é muito provavel que quando aplicado em tecido vivo ocorra
toxicidade (CHRISTINA et al., 2009).

5.2.3Atividade antioxidante

A atividade antioxidante natural est4 associada a presenca de compostos
fendlicos, flavonoides, saponinas, carboidratos e taninos. O método do DPPH tem
sido bastante utilizado para extratos de plantas. A partir dos dados do grafico (Figura
14), verifica-se que o aumento da concentracdo do extrato € proporcional ao
aumento da atividade antioxidante. O controle utilizado foi o &cido ascorbico nas
mesmas concentracdes usadas para os extratos. O RL-0 e 0 RL-1 ndo solubilizaram
no etanol e, portanto, ndo foi possivel realizar o ensaio com essas amostras. O

resultado pode ser visto da figura 14.
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Figura 14. Atividade antioxidante dos extratos etandlicos da A. sisalana
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Ribeiro et al.(2013), relata que Agave sisalana apresenta uma reduzida
atividade antioxidante, pois requer uma grande quantidade de extrato para eliminar
os radicais livres, essa atividade mesmo que reduzida, é atribuida a presenca de
saponinas. Hua et al.(2014) descreve um estudo no qual um polissacarideo (GP70-
2) extraido de Psidium guajava Linn apresentam atividade antioxidante. Silaghi-
Dumitrescu e Sarbu (2011)verificaram a presenca desse efeito em extratos de
propolis e atribuiram a presenca de polifendis.Luo et al.(2014) atrubuiram a atividade
antioxidante encontrada em Eleocharis tuberosa aos flavonoides presentes nesse
vegetal.Zhang, Liu e Lin(2014) constataram, pela mesma técnica do DPPH, a

atividade antioxidante de polissacarideos extraidos da Agave sisalana.
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Conclusao
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados, pode-se concluir que Agave sisalana
representa uma alternativa para a busca de novos agentes terapéuticos. A
concentracdo antifingica encontrada esta dentro do que recomenda a literatura para
plantas medicinais. A atividade antioxidante, mesmo que modesta, representa um
ganho na busca de novos agentes contra 0 estresse oxidativo, ja que trata-se de

residuos..

Dentre os produtos estudados, os extratos etanodlicos poderdo embasar
estudos para o desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica antifingica. Vale
salientar que estudos de isolamento de compostos devem ser realizados com o
intuito de se encontrar qual ou quais as substancias estdo relacionadas com o0s

efeitos bioldgicos.
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