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RESUMO

0 uso de plantas medicinais para o tratamento de doencas esta associado a medicina popular de diferentes
partes do mundo. A cavalinha, pertencente a familia Equisetaceae, & amplamente distribuida na regiao sul do
Brasil. Possui propriedades medicinais, tais como diurética, hemostatica, anti-inflamatoria, cicatrizante, dentre
outros principios ativos intrinsecos. O presente trabalho teve por objetivo a obtencao de extratos brutos da plan-
ta Equisetum hyemale por uso de dois métodos extrativos diferentes, a caracterizacdo dos extratos por meio de
suas propriedades e potencialidades medicinais e avaliagao do efeito da temperatura em ambos os extratos. Os
resultados permitiram a comparagao de ambos os métodos extrativos, por influéncia térmica (Soxhlet) e influén-
cia quimica (Maceracao), utilizando técnicas como espectroscopia no Uv-visivel e na regidao do Infravermelho,
que permitiram a quantificacao de clorofila e da atividade antioxidante. O cultivo celular em monocamadas como
modelo biol6gico permitiu avaliar a citotoxicidade dos extratos brutos. Tendo em vista a caréncia de pesquisas
cientificas sobre o mecanismo de extragao de ativos de origem vegetal, este trabalho contribui para a area de
produtos naturais, os quais sao utilizados para a melhoria da qualidade de vida.

Palavras-chave: Extracao. Caracterizacao. Cavalinha.

ABSTRACT

The use of medicinal plants for the treatment of diseases is associated with folk medicine from different parts
of the world. The “cavalinha’, belonging to the family Equisetaceae, is widely distributed in southern Brazil. It
has medicinal properties such as diuretic, hemostatic, anti-inflammatory, healing, among other intrinsic active
ingredients. The objective of the present work was to obtain crude extracts from the Equisetum hyemale plant
by using two different extractive methods, the characterization of the extracts by their medicinal properties and
potentialities and the evaluation of the temperature effect on both extracts. The results allowed the comparison
of both extractive methods, by thermal influence (Soxhlet) and chemical influence (Maceration), using techniques
such as UV-visible and Infrared spectroscopy, which allowed the quantification of chlorophyll and antioxidant
activity. Cell culture in monolayers as a biological model allowed to evaluate the cytotoxicity of crude extracts.
Given the lack of scientific research on the mechanism of extraction of plant-based assets, this work contributes
to the area of natural products, which are used to improve the quality of life.

Keywords: Extraction. Characterization. Cavalinha.
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1 INTRODUCAO

Algumas plantas se apresentam resistentes a diferentes agentes desencadeadores de doencas como
fungos e bactérias. Essa resisténcia pode estar relacionada a substancias presentes em sua estrutura
natural.

A determinacao do potencial biologico da planta Equisetum hyemale, conhecida popularmente como
Cavalinha, podera favorecer a sua aplicacao em métodos alternativos e economicamente viaveis para
um possivel futuro controle de doencas em seres humanos utilizando o extrato desta planta como
tratamento terapéutico.

A Cavalinha é conhecida por ser uma erva de consumo popular, sendo assim, de facil acesso aos
consumidores. O presente trabalho busca identificar beneficios para o uso da Cavalinha com fins
medicinais, contribuindo para o desenvolvimento de pesquisas na area de extracao de ativos de origem
vegetal, pouco explorada até o presente momento.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Algumas plantas se apresentam resistentes a diferentes agentes desencadeadores de doengas como
fungos e bactérias. Essa resisténcia pode estar relacionada a substancias presentes em sua estrutura
natural (VENTUROSO,2010).

A determinacgao do potencial biolégico da planta Equisetum hyemale, conhecida popularmente como
Cavalinha, podera favorecer a sua aplicagdo em métodos alternativos e economicamente viaveis para
um possivel futuro controle de doencas em seres humanos utilizando o extrato desta planta como
tratamento terapéutico (GUIMARAES, 2011). Estudos revelam que a Cavalinha apresenta grande
potencial no combate de doencas como diabetes, infeccoes na bexiga e garganta, calculo renal, pressao
alta, prostata e vesicula (BASTTITI, 2013).

A Cavalinha, também conhecida como: rabo-de-cavalo, erva-canudo, lixa-vegetal entre outros;
pertence a familia Equisetaceae. A espécie Equisetum hyemale L. (Equisetaceae) é considerada uma planta
medicinal usada na forma de chas para combater doencas infecciosas ou inflamatérias, apresentando
varios compostos relacionados a essas acoes (QUEIROZ, 2015).

As plantas medicinais representam uma importante area para a satde, bem como um componente
econdmico, além de agregar a conservagao e uso sustentavel da biodiversidade (SANTQOS, 2017).
Informagoes sobre o conhecimento tradicional ou medicinal dessas plantas e seus usos representam
um papel vital na descoberta de novos produtos de origem vegetal para aplicacao na sadde humana
(CALIXTO, 2019).
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Mesmo com todo o desenvolvimento tecnologico presente atualmente, diversas culturas, provenientes
dos mais distintos lugares, ainda conhecem e fazem uso do potencial terapéutico dos vegetais no
tratamento de doencas. Este tipo de pratica acompanha o homem desde a pré-historia e tem evoluido
junto a ele ao longo dos anos (FABRI, 2011).

Ja foram comprovadas diversas propriedades medicinais da Equisitum hyemale e outras plantas da
mesma familia apresentam caracteristicas proximas as suas, sendo um exemplo a Cavalinha da espécie
Equisitum arvense (NAKATA, 2018) que apresenta poder antioxidante, estimulando o desenvolvimento
de pesquisas que posam vir a comprovar demais beneficios da Equisitum hyemale ainda nao explorados.

O termo extracdao denomina a retirada de algo da forma seletiva e completa. Quando aplicada a area
de pesquisas que envolvemn matéria prima vegetal, o termo extracao implica na obtencao de substancias
ou fracao ativa contida num dado vegetal, utilizando, para isso, um liquido ou mistura de liquidos que
sejam tecnologicamente apropriados e toxicologicamente seguros (MIYAKE, 2006).

Extratos vegetais sao misturas complexas constituidas, na maioria das vezes, por diversas classes de
substancias quimicas de origem natural, que contém em sua composicao diferentes grupos funcionais
(ATANASQV, 2015). O processo de separacao de um mais constituintes bioativos de extratos naturais é
composto por trés fases principais: extracao a partir da matéria vegetal, fracionamento do extrato ou
6leo e purificacdo do principio ativo (ALTEMIM, 2017). Atualmente ja sdo comprovados a viabilidade de
diversos métodos de extracao que possibilitam extrair de plantas componentes estruturais responsaveis
por lhes conferir propriedades medicinais que sao de grande interesse antropico (MIYAKE, 2006).

O presente trabalho teve por objetivo a obtencao de extratos brutos da planta Equisetum hyemale
por uso de dois métodos extrativos diferentes, caracterizar o extrato por meio de suas propriedades e
potencialidades medicinais e avaliar o efeito da temperatura em ambos extratos.

3 MATERIAIS E METODOS

O material vegetal, ou seja, a planta Equisetum hyemale empregada neste processo, da marca
Chinatown, foi adquirida em casas de produtos naturais, sendo que, cada pacote contém 20 g da planta
triturada e seca.

Para esta pesquisa foi feito uso de 4 (quatro) pacotes da planta, totalizando 80 g que foram divididas
em duas porcoes de 40 g. Para a execucao de dois métodos de extragao, a frio e a quente de acordo com
a Figura 1.
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Fonte - Os autores.

O extrato bruto obtido por maceracao foi preparado utilizando frasco ambar fechado hermeticamente
por um periodo de 7 dias sem iluminacao. As por¢oes da planta foram mantidas sob imersao em
metanol PA durante 48 horas na proporgao de 1:1 (m/v) segundo a metodologia descrita por Santos e
colaboradores (2016).

Para elaboracao do extrato bruto obtido por Soxhlet foi observado a limpidez do solvente extrator
(metanol), em um periodo de aproximadamente 8 horas de extracao segundo a metodologia descrita por
Oliveira e colaboradores (2016).

Para a obtencao do extrato seco, o volume total de cada extrato foi exatamente medido e transferido
para erlenmeyer, previamente tarados e entao, concentrados por evaporagao a pressao elevada em um
Rotaevaporador Buchi R-114. O extrato concentrado foi transferido para placas de Petri e secos em
estufas a 40 °C (Figura 2b).

Figura 2 - (A) Rotaevaporador utilizado para concentrar os extratos; (B) extratos brutos secos.

Fonte - Os autores.
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Para analise da clorofila presente nos extratos, as amostras foram caracterizadas por espectroscopia
de absorcao no Uv-Visivel (Lambda20 da Perkin EImer-IP&D-UNIVAP) na faixa de 400 a 800 nm.

Para determinacao do potencial antioxidante, o potencial de reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) dos extratos foi analisado espectrofotometricamente a 515 nm conforme metodologia
descrita por Mensor e colaboradores (2001).

P06 seco de cada extrato vegetal foi utilizado para as analises de FTIR (espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier). 10 mg do extrato seco em p6 foi encapsulado em 100 mg de pastilha de
KBr, a fim de preparar discos de amostra translicidos. A amostra de cada um dos extratos foi carregada
no espectrofotdmetro (Spectrum Spotlight 400 FT-IR da Perkin Elmer), com uma faixa de varredura de
400 a 4000 cm™ com uma resolugao de 4 cm™.

A atividade mitocondrial foi avaliada pelo teste do MTT, que consiste na degradacao de sal MTT ([3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio)] em cristais de formazan pelas mitocondrias conforme
descrito por Mosmann (1983). Este ensaio é apropriado para se determinar espectrofotométricamente
o nimero total de células como funcao da atividade mitocondrial intacta, ou seja, células vivas. As células
utilizadas neste estudo foram fibrobasto de camundongo L-929 (ATCC CCL23). Culturas de monocamada
de L-929 foram cultivadas em meio Dubleco Eagle (DMEM) com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de
L-glutamina e 1% penicilina-estreptomicina (Gibco). As células foram utilizadas na fase logaritmica de
crescimento e mantido a 37 °C estufas com 5% CO, e 95% de ar.

Para o presente ensaio foram plaqueadas aproximadamente 10° células/pogo em placa de 24 pocos.
As células utilizadas foram mantidas em meio de cultura e incubadas em trés diferentes concentracoes
(0,250; 0,500 e 1000 mg). A estas células foi adicionada uma solucdao de MTT na concentragao de 1 mg/
mL. A cultura foi conduzida a incubadora por 4 horas. Apos o periodo de incubacao, as células foram
removidas da estufa de CO, e os cristais de formazam resultantes foram dissolvidos pela adicao de
isopropanol. A absorbancia foi determinada por espectrofotémetro com filtro de 570 nm.

Apobs incubacao foi realizada a avaliagao da viabilidade celular dos extratos e os dados foram
apresentados em formato de média + desvio padrao, e os testes estatisticos aplicados foram o ANOVA

seguido pelo teste de Tukey (p<0,05).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
A presenca de clorofilas nos extratos brutos foi medida diretamente por espectroscopia no UV-Vis.
Pela analise dos espectros de absorcao, o pico maximo de absorc¢ao esta localizado na regiao de 660 nm,

correspondendo a absorcao da clorofila presente no extrato (Figura 3).
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Figura 3 - Espectro de absorcao dos extratos a quente e a frio.
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Fonte - Os autores.

Os ensaios espectrofotométricos envolvem a resolucao de equacbes simultaneas em que as
concentracdes desconhecidas de pigmento sao modeladas em funcao da absorbancia medida nos
comprimentos de onda de pico especificos do pigmento (PORRA, 2006).

A quantificacao de clorofila A e B presente em cada um dos extratos brutos foi realizada utilizando as

seguintes equagoes conforme descrito por Rajalakshmi (2015):
Clorofilaa: 12.7(,,) — 2.69(

AGAS)
Clorofila b: 22.9(,,.) — 4.68(

A663)

onde, os comprimentos de onda de 663 e 645 nm, sao correspondentes para as clorofilas A e B,
respectivamente.

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1- quantificacao das clorofilas tipo A e B presentes nos extratos.

- Extracao a frio Extracao a quente
Abs,, 0,339752138 0,217200637
Abs,. 0,665558279 0,378074080
Clorofila A (mg Clorofila/g folha) 1,2451 1,4103
Clorofila B (mg Clorofila/ g folha) 0,7133 0,8085

Fonte - Os autores.

Os verdes sao fontes importantes de alimentos protetores que sao altamente benéficos para a
manutencao de uma boa satde e prevencao de doencas. Neste estudo, os extratos brutos obtidos da
planta Equisetum hyemale foram usadas para estimar o teor de clorofila presente.

A espectroscopia no UV-visivel demonstrou que o extrato a quente tem absorbancia menor que o
extrato a frio na regiao de 660 nm, que corresponde a absorbancia da clorofila presente na amostra
(LICHTENTHAL, 2001), 0 que se comprova a partir de calculos de quantificacao da clorofila, onde o extrato
a quente tem maior concentragao das clorofilas tipo A e B do que o extrato a frio, o que possivelmente
pode ser atribuido ao aquecimento da extragao. A diminuicao da quantidade de clorofila com aquecimento
pode ser atribuida a degradacdao da clorofila por via enzimatica por acao da clorofilase, que atua
preferencialmente em temperaturas mais elevadas (40 °C-60 °C) (FANG, 1998).

A Figura 4 ilustra o espectro no Infravermelho para ambos os métodos extrativos.

Figura 4 - Espectro no infravermelho dos extratos a quente e a frio.
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Fonte - Os autores.
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As bandas identificadas em cada amostra sao exibidas na Tabela 2 e 3.
Tabela 2 - Bandas identificadas no espectro de FTIR da amostra por extracao a frio.

N° da Banda da amostra de

Extragdo a Frio N° de Onda (cm) Atribuicao aproximada
1 3352 v da ligagao O-H e da ligagao N-H
2 3011 v da ligacao O-H e da ligagao N-H
3 2925 v, daligacdo C-H no grupo -CH,
4 2854 v_daligagéo C-H no grupo -CH,
5 1736 v da ligagao C=0 no grupo éster: pectina
6 1614 v de anel aromatico: lignina
7 1455 6, daligacao C-H no grupo -CH,

d_da ligacao C-H no grupo -CH,

8 1398 6 _da ligagao C-H no grupo -CH,

9 898 Arabinose

10 759 Deformacao do CH2 do grupo etila
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Tabela 3 - Bandas identificadas no espectro de FTIR da amostra por extracao a quente.

N° da Banda da amostra de o .
~ N° de Onda (cm™") Atribuicao aproximada
Extracao a Quente
11 3352 v da ligagao O-H e da ligagao N-H
2 e e
13 2924 v, daligacdo C-H no grupo -CH,
14 2852 v_da ligagdo C-H no grupo -CH,
15 1735 v da ligagao C=0 no grupo éster: pectina
16 1603 v de anel aromatico: lignina
17 1455 9, daligacdo C-H no grupo -CH,
6_da ligacao C-H no grupo -CH,
(P T [ [oem——
19 900 Arabinose
20 762 Deformacao do CH2 do grupo etila

Essas bandas eram: 3352 cm-1 (grupos OH) (BARUD, 2013), 2924 cm™ (vCH, alifatico), 1735 cm™
(principalmente devidoa C=Ce C=0), 1603 cm™ (vibragbes CH e aromaticas), 1455 cm™ (vCH, alifatico)
(OLIVEIRA, 2016), 1398 cm™" (provavelmente relacionadas ao CO de poliois) e 900 cm pode ser devido
a vibracao do anel aromatico (SHARAF, 2013) ou ao metanol (GUTIERREZ-GONCALVES, 2009). Além das
bandas descritas anteriormente, outras bandas foram encontradas, porém nao foram identificadas.
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Apos a atribuicao de bandas na espectroscopia no IV foi possivel observar uma intensidade menor
de bandas nas amostras que receberam o aquecimento (extracdo por Soxtlet), sugerindo estrutura
desordenada pelo efeito de temperatura e alteragdes das intensidades das bandas indicando diminuicao
da quantidade de biomoléculas que constituem a planta. Buitrago e colaboradores (2016) demonstraram
que o estresse de temperatura causou mudancas significativas nos espectros de infravermelho das
plantas (duas espécies de plantas (Fagus sylvatica e Rhododendron cf. catawbiense)

Para o teste de viabilidade celular, as células foram plaqueadas aproximadamente 10° células/pogo
em placa de 24 pocos. As células L-929 (fibrobasto de camundongo - ATCC CCL23) utilizadas foram
mantidas em meio de cultura e incubadas com 160 mg de cada tipo de extrato que foram divididos em
trés diferentes concentragdes (0,250; 0,500 e 1000 mg) dissolvidos em 1mL de DMSO por 24 e 48 horas
segundo a metodologia descrita por Ogbole e colaboradores (2017).

0 ensaio colorimétrico de MTT & um método sensivel, quantitativo e confiavel que mede a viabilidade
celular. O ensaio baseia-se na acao da enzima desidrogenase mitocondrial,

presente apenas em células metabolicamente viaveis, que clivam o anel de tetrazélio, transformando-
se de um composto de coloragao amarela em um composto de coloragao azul

escuro/roxo, chamado de formazan, que sao cristais insolGveis em solugdes aquosas. Assim sendo, a
producao de formazan reflete o estado funcional da cadeia respiratéria (RISS, 2016).

Os testes de toxicidade permitem verificar a seguranca do uso de produtos naturais, representando
assim um importante fase no processo de obtencao de compostos farmacologicamente ativos. O teste
de citotoxicidade in vitro € um teste de avaliagao preliminar que pode discriminar espécies vegetais e seus
compostos derivados que realmente produzem beneficios para a satde do ser humano (NGUTAA, 2012).

Apods incubacao foi realizada a avaliagao da viabilidade celular dos extratos e os dados foram
apresentados em formato de média + desvio padrao, e os testes estatisticos aplicados foram o ANOVA
seguido pelo teste de Tukey (p<0,05) no ensaio do MTT. A Figuras 5A e 5B mostra o resultado do teste de
MTT para o extrato a frio e a quente, respectivamente.
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Figura 5 - viabilidade celular para os extratos a frio (A) e quente (B) com 24 e 48 horas de incubacao.
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Fonte - Os autores.

Observa-se que no teste de MTT da extracao a frio (Figura 5A), no periodo de 24 e 48 horas ha uma
diferenca entre o controle e as concentragdes do extrato bruto, onde na concentracao de 1000 mg/mL
teve maior citotoxicidade.

Queiroz e colaboradores (2014) avaliaram o efeito da citotoxicidade extratos metandlicos de E. hyemale
foram utilizando linhagem celulares de fibroblastos de cornea de coelho (SIRC,CCL-60) e macréfagos
murinos (J774) na faixa de concentracao de 2000 pg/mL até 15.65 pg/mL. Os autores observaram que o
extrato metanalico foi citotoxico nesse intervalo de concentracao para ambas as células.

Na extracao a quente, no periodo de 24 horas a maioria das concentragdes nao apresentam diferenca
significativa ja em 48 horas apresentam diferenca significativa, contudo ndo apresentou citotoxicidade.
Este fator pode estar correlacionado a degradacao pela temperatura de substancias ativas existentes
no extrato bruto, uma vez que o efeito térmico também gerou alteracdes no espectro de absorbancia no
UV-vis, na quantificacao de clorofila e no espectro de IV, sendo um indicio de que ha principios ativos na
planta que sao sensiveis a agao da temperatura, o que pode culminar com perda na sua atividade.
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Sulaiman e colaboradores (2017) avaliaram a influéncia dos parametros de extracdo, como a
temperaturas (60—80 ° C) na extracao de compostos fendlicos na planta Clinacanthus nutans. Os autores
relatam que com um tempo de extracao prolongado a 80 °C, ocorre diminui¢dao no rendimento da extragao
porque a alta temperatura causa a oxidacao e degradacao dos compostos desejados.

A avaliacao da atividade antioxidante se da através do monitoramento do consumo do radical livre
DPPH pelas aliquotas de ensaio das amostras, através da medida do decréscimo das respectivas medidas
de absorbancia. As medidas foram realizadas em espectrofotémetro UV-Vis no comprimento de onda
de 515 nm. As leituras (515 nm) foram monitoradas a cada minuto, onde é observada a reducao da
absorbancia até sua estabilizacao.

A linearidade de um método analitico pode ser definida como a capacidade de obter resultados dos
testes que sao diretamente proporcionais a concentracao do analito. Analises de regressao linear foram
realizadas pela plotagem da atividade antioxidante - AA% versus concentracdo de extrato bruto (pg/
mL). A faixa de linearidade satisfatoria (0.43-0.67 pg/mL para extrato a quente e 0.31-0.55pg/mL para
extrato a frio) foi detectada por métodos espectrofotométricos (Uv-visivel). A regressao por minimos
guadrados para o método espectrofotométrico mostrou coeficientes de correlacao: r = 0,96823 para o
extrato a quente e r = 0.99764 para o extrato a frio. As figuras 6 e 7 apresentam a correlacao linear do

DPPH nos dois tipos de extracao para determinar o potencial antioxidante efetivo (Ec,).

Figura 6 - Correcao linear do DPPH extracao a quente.

—— 043 mg/mL y=64,11217x-6,97344
07 —— 0,55 mg/mL | R=0,96823
—0,67 mg/mL
06 —Controle |

364 [ ]

324

304 (P4

28

Abs

AA (%)

264

244

224

T T T

50 00 700 05 06
Comprimento de Onda (nm) Concentragdo (mg/mL)

Fonte - Os autores.
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Figura 7 - Correcao linear do DPPH extracao a frio.
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Fonte - Os autores.

Os valores calculados do potencial antioxidante efetivo (ECSO) dos extratos brutos foram de 0,88 mg/
mL para extracao a quente e 0,59 mg/mL para extracao a frio. De acordo com a literatura, quanto maior
o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua Ec_, e maior a sua atividade antioxidante, entao
esses valores mostram que o extrato a frio tem poder maior de atividade antioxidante do que a extragao
a quente (SOUSA, 2007). Além disso, a maioria dos ativos presente em materiais de origem vegetal
sao sensiveis ao calor e sao facilmente oxidaveis (ROBARDS, 2003), portanto, uma temperatura limite
superior deve ser observado para preservar seus componentes (teis.

5 CONCLUSOES

0 uso de diferentes métodos extrativos, permitiu avaliar o efeito da temperatura, nos extratos brutos
obtidos da planta Equisetum hyemale, analisados por espectroscopia no UV-visivel e no Infravermelho,
possibilitando também analisar o efeito térmico em moléculas como a clorofila e outras biomoléculas
presentes naplanta, comolignina, pectina e proteinas. Neste trabalho foi possivel realizar acomparacao de
ambos os métodos extrativos, por influéncia térmica (Soxhlet) e influéncia quimica (Maceracao), utilizando
técnicas como espectroscopia no Uv-visivel e na regiao do Infravermelho, que permitiram caracterizar o
extrato bruto tanto quanto a quantificagao de clorofila, quanto a quantificacao de atividade antioxidante.
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E o teste bioldgico utilizando a cultura celular em monocamadas permitiu avaliar a citotoxicidade dos
extratos brutos utilizados neste estudo.

A execucao deste trabalho permitiu que pesquisas na area farmaco-terapéutica baseada em plantas
medicinais fosse realizada com baixo custo de extracao e contribuindo para a popularizando da utilizacao
de fitoterapicos.
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