Revista Brasileira de Farmacognosia
Brazilian Journal of Pharmacognosy

Recebido em 24/11/06. Aceito em 27/03/07 17(2): 209-214, Abr./Jun. 2007

Avaliacdo in vitro das atividades antiinflamatdria, antioxidante e
antimicrobiana do alcaloide montanina
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RESUMO: Diversas propriedades biolégicas, dentre as quais atividade antiparasitaria, antitumoral,
antiviral e anticolinesterasica sdo associadas aos extratos e produtos isolados, incluindo alcal6ides
de espécies de Amarilidaceas. Neste trabalho verificou-se para o alcaldide montanina, isolado
dos bulbos de Rhodophiala bifida (Herb.) Traub (Amaryllidaceae), atividade antioxidante e a¢éo
inibitdria sobre o crescimento de culturas de Saccharomyces cerevisae (ATCC 2601), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermides
(ATCC 12228) e Escherichia coli (ATCC 25922). A atividade antiinflamatéria avaliada através da
determinacdo da capacidade antiquimiotaxica da amostra apresentou resultados nao significativos
na dose empregada.
Unitermos: Amaryllidaceae, Rhodophiala bifida, montanina, alcaléides.
ABSTRACT: “In vitro evaluation of the antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial
activities of the montanine alkaloid”. Several biological properties, such as antiparasite,
antitumor, antiviral and anticholinesterasic activities, are associated with extracts and isolated
products, including alkaloids from Amaryllidaceae species. In this study, the antioxidant activity
and inhibitory action on the growth of cell cultures of Saccharomyces cerevisae (ATCC 2601),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus
epidermides (ATCC 12228) and Escherichia coli (ATCC 25922) were observed to the montanine
alkaloid, isolated from the bulbs of Rhodophiala bifida (Herb.) Traub (Amaryllidaceae). The anti-
inflammatory activity, which was evaluated through the sample antichemotaxis ability determination,
was not significant in the used dose.
Keywords: Amaryllidaceae, Rhodophiala bifida, montanine, alkaloids.
INTRODUCAO vegetais (Louw et al., 2002). Atividades bioldgicas
e farmacoldgicas marcantes tém sido atribuidas aos
As propriedades terapéuticas de plantas da alcaloides de Amarilidaceas, tais como atividade
familia das Amariliddceas sdo conhecidas desde a anticolinesterdsica da galantamina, citotoxicidade
antiglidade, quando exemplares de Narcissus poeticus e acdo antitumoral da licorina, além de atividades
L. eram utilizados pelo médico grego Hipdcrates no  antiinflamatoria, antiviral e antimalérica relatadas de
tratamento de tumores uterinos (Gabrielsen et al., 1992).  muitos ndcleos desses alcal6ides. (Harvey, 1995; Weniger
Em dias atuais, em paises dos continentes europeu e etal., 1995; Rhee etal., 2001; Sener et al., 2003; Barbosa-
africano, espécies desta familia ainda sdo empregadas Filho et al., 2006a,b).
na medicina tradicional sendo indicadas como agentes Em continuidade & nossa investigagdo
eméticos, purgativos e antiparasitarios, assim como no sistematica de estudo quimico e potencial farmacologico
tratamento de doencasurindrias, venéreas, gastrintestinais, das espécies de Amarilidaceas de ocorréncia no Rio
respiratorias, febres, entre outras (Shale et al., 1999; Grande do Sul (Hofmann Jr et al., 2003; Hofmann Jr et
Louw et al., 2002; Agra et al., 2007). al., 2004; Sebben, 2005; Silva, 2005) o presente estudo
Em estudos preliminares da composi¢ao quimica  envolveu a avaliagdo bioldgica in vitro das atividades
dos diferentes 6rgéos vegetais de espécies desta familia, antiinflamatéria, antimicrobiana e antioxidante do
verificou-se uma grande quantidade de compostos alcaléide montanina (Figura 1), substancia abundante nos
nitrogenados, dentre os quais, alcaldides estruturalmente  bulbos de Rhodophiala bifida (Herb.) Traub.
diferenciados, ndo encontrados em outras familias
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MATERIAL E METODOS
Amostra

O extrato etandlico dos bulbos frescos de R.
bifida foi submetido a extracdo &cido-base obtendo-se
uma fracdo diclorometano enriquecida de alcaldides. Essa
fracdo foi submetida a Cromatografia Liquida a Vacuo
(CLV) que ao ser eluida com diclorometano gerou o
alcal6ide isolado montanina (Figura 1) (Castilhos, 2004).
Uma exsicata do vegetal foi depositada no Herbario da
Universidade Estadual de Campinas, com o nlmero
13.6352. Para a identificacdo e determinagdo de pureza
do produto foram utilizadas técnicas espectroscopicas
(RMN H e RMN 3C), além de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), em analises frente a amostra de
referéncia conforme descrito por Castilhos (2004).

Avaliacdo da atividade antiinflamatéria

Para avaliacdo da atividade antiinflamatdria
foi empregado o modelo de quimiotaxia, investigado
através do método da camara de Boyden (Boyden,
1962), conforme descrito por Suyenaga (2002). Nesta
técnica, o potencial antiinflamatdrio da montanina (100
ug/mL) pdde ser avaliado por meio da sua influéncia
inibitéria sobre a motilidade dos leucdcitos em
suspensdo (compartimento superior) frente a um agente
quimiotaxico (compartimento inferior), determinada
pelo espaco percorrido pelo leucécito através do filtro
de policarbonato colocado entre os compartimentos da
camara. Microscopio 6ptico (Nikon modelo Alpha-Phot2
YS2-H.A), com ampliacdo de 40 vezes, foi utilizado
na leitura dos filtros e esta foi desenvolvida com o foco
inicialmente ajustado no plano superior do filtro, sendo
este plano de observacdo lentamente aprofundado até que
apenas duas células fossem visiveis em foco. A leitura foi
realizada em cinco campos de cada filtro e a capacidade
migratdria dos leucdcitos foi avaliada de acordo com a
distancia, em micrémetros, medida entre o plano superior
do filtro e o plano final de observacdo (Zigmond; Hirsch,
1973). Os resultados expressaram a média das distancias
encontradas nas leituras. Os resultados foram expressos
como média +/- erro padrdo da média (epm), analisados
pelo teste t de Student e comparados com a média das
distancias determinadas para células-controle ndo tratadas
(Snedecor; Cochran, 1974). A diferenca foi considerada
estatisticamente significativa quando p < 0,05.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana e antifingica da
montanina foi avaliada de acordo com o método de
bioautografia por imersdo modificado (Rios et al.,
1988). Para este teste foram utilizados os seguintes
microrganismos: Micrococcus luteus (ATCC 9341),
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Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermides (ATCC
12228), Escherichia coli (ATCC 25922), Candida
albicans (ATCC 10231) e Saccharomyces cerevisae
(ATCC 2601), na concentragdo de 108 UFC/mL, sendo
utilizados 5 mL de caldo para a suspensdo. Deve-se
ressaltar que 108 UFC/mL correspondem a metade da
concentracdo de microorganismos segundo o tubo 1 da
escala de MacFarland e ainda, que os meios de cultura
utilizados no estudo sdo descritos por Grove e Randall
(1955) e adquiridos comercialmente. Primeiramente,
para as bactérias, as culturas foram repicadas para tubos
inclinados contendo meio de cultura nimero 1 de Grove-
Randall e estes foram incubados a 37 °C durante 24 horas.
A partir destas novas culturas, foram realizados repiques
incubados em meio nutritivo nimero 3 de Grove-Randall,
por mais 24 horas a 37 °C. Ap6s este periodo, esta
suspensdo de bactérias foi adicionada na proporgdo de
1% (v/v) a frascos erlenmeyer contendo meio de cultura
nimero 11 de Grove-Randall previamente liquefeito,
obtendo-se assim os indculos a serem utilizados. Para 0s
fungos, as suspensdes de leveduras foram preparadas a
partir de repiques das culturas mantidas sob refrigeracéo,
para 5 mL de caldo Sabouraud, enquanto na preparacéo
dos in6culos, também preparado na proporcdo de 1%
em relacdo as suspensBes adicionadas, empregou-se
agar Sabouraud liquefeito. Placas de Petri estéreis (20
mm de altura x 100 mm de didmetro) foram utilizadas
para a realizagdo do ensaio. Nestas, foram depositadas
cromatoplacas de gel de silica GF ., (50 mm de altura
x 70 mm de largura) onde a solucdo-teste (montanina; 1
mg/mL) foi aplicada, em pontos distintos, em aliquotas
de 5, 10, 15, 20 e 50 pL. Soro fisioldgico e cloroférmio
marca Sigma, foram utilizados como branco e controle
de solvente, respectivamente, aplicados em volume de
5 uL, da mesma forma que as substancias de referéncia
preparadas a umaconcentragdo de 1 mg/mL.: cloranfenicol
(bactérias) e cetoconazol (fungos). As placas foram
incubadas durante um periodo 24 horas a 37 °C e logo
apos, para melhor visualizagdo das zonas de inibicéo
do crescimento microbiano, sofreram nebulizacdo com
solucéo aquosa de 2,3,5-trifenil-cloreto de tetrazdlio (20
mg/mL) sendo incubadas por mais 1 hora (Hamburger;
Cordel 1967; Hamburger; Hostettman, 1991). Os testes
foram realizados em triplicata para cada microrganismo
e os resultados basearam-se exclusivamente na formacéo
ou ndo de halos de inibi¢do, caracterizando o carater
qualitativo do método.

Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante da montanina
foi determinada através do método de doseamento
fotocolorimétrico do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil-
hidrato (DPPH), em processo guiado pela reducdo e
descoloracdo deste em solugdo alcodlica na presenca de
agentes antioxidantes, conforme a técnica descrita por
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Mensor et al. (2001) sendo utilizada como substéncia
controle, padréo de rutina (Merck) a 1 mg/mL. A amostra
adicionada de 1 mL de etanol foi utilizada como branco e
a solucéo de DPPH (1 mL) também adicionada de etanol
(2,5 mL) serviu de controle negativo. O controle positivo
foi submetido as mesmas condicdes de preparacdo e

AAY% = 100 — {[(ABS

Os testes foram feitos em triplicata e os
resultados representados em média +/- desvio padrdo. O
teste t de Student foi utilizado para a comparacédo entre
duas médias obtidas e a varidncia entre duas ou mais
médias foi determinada através da analise da variancia
(ANOVA). A diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados do tratamento prévio e da
influéncia do alcal6ide montanina sobre a locomocéao dos
neutréfilos em suspensdo estdo apresentados na Tabela
1, onde sdo comparados com os valores obtidos para as
celulas-controle.

Considerando-se a distancia migrada (em pM)
pelas células-controle ndo tratadas como valor equivalente
a 100% de migracdo celular, foi possivel determinar para
a suspenséo de leucdcitos tratados com montanina (100
pug/mL), valores muito proximos aqueles apresentados
pelo grupo controle, caracterizando a incapacidade
da amostra, na dose utilizada, em impedir a migracao
leucocitaria, uma das etapas do processo inflamatério.

Durante a avaliacdo da atividade
antimicrobiana, somente M. luteus (ATCC 9341) e C.
albicans (ATCC 10231) foram resistentes a adicdo de
montanina em todas as quantidades testadas. Para os
demais microrganismos, apesar da natureza qualitativa
do teste, a aplicacdo da amostra em aliquotas de
concentracdes crescentes possibilitou que os valores de
concentragdo inibitdria minima sobre cada microrganismo
pudessem ser estimados, sendo apresentados na Tabela
2. A atividade antimicrobiana ndo foi observada para o
solvente utilizado na solubilizacdo da amostra.

Apesar de um percentual de atividade
antioxidante médio determinado em cerca de 36%
para montanina a 3,5 ug/mL, a amostra ndo apresentou
comportamento linear no que se refere ao acréscimo dessa
atividade quando testada em concentra¢Bes crescentes.
Conforme o Gréfico 1, valores negativos de percentual de
atividade foram observados para montanina a 17,5 e 35
pug/mL, enquanto percentuais de atividade antioxidante
média de 0,7 e 3,6%, puderam ainda ser observados para
o0 produto a 87,5 e 175 pg/mL, respectivamente, porém
estes ndo foram considerados significativos.

amostra

analise utilizadas para a amostra. Ap6s uma reacdo de
30 min a temperatura ambiente, a absorvancia (ABS) foi
determinada a 518 nm em espectrofotdmetro Shimadzu
UV-2200 e o percentual de atividade antioxidante obtido
através da formula abaixo:

ABS, ) x100]/ABS

branco controle}

DISCUSSAO

O género Rodophiala contempla cerca de
30 espécies ja relatadas, (Traub, 1953; Dahlgren, 1985;
Meerow et al., 1998), entretanto, no estado do Rio
Grande do Sul exemplares desse género nunca haviam
sido relatados anteriormente. Ainda, deve-se salientar
gue além de R. bifida (Herb) Traub ser a Unica espécie
representante deste género no estado, é também a Unica
gueteve seu contetdo quimico jainvestigado (Wildmann;
Brow, 1968; Cordell etal., 1989). Apresenca da montanina
como produto majoritario nos bulbos de R. bifida ja havia
sido relatada por Wildmann & Brow (1968) em estudo
onde também foi evidenciado o isolamento de pancracina,
outro alcaldide de mesmo ndcleo fundamental. Mais
recentemente, em trabalho desenvolvido por nosso grupo
de pesquisa (Castilhos, 2004), detectou-se a presencga
de nangustina em extratos de R. bifida, confirmando a
predominancia de alcaléides de um mesmo tipo de nicleo
como produtos da biossintese dessa espécie.

Labrafia et al. (2002) verificaram para
pancracina fraca atividade antiparasitaria sobre
Trypanosoma brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi
e Plasmodium falciparum, enquanto nangustina foi
considerado inativo frente a esses microrganismos. Dentre
estes alcaldides de nucleo idéntico ao observado para
montanina, somente para nangustina e pancracina séo
encontrados dados referentes a avaliagdes bioldgicas.

Conforme Cassels et al. (1995) a presenca
de um sistema difendlico orto-substituido por dois
grupamentos metoxila esta intimamente associada & acao
antioxidante da boldina, enquanto que em apomorfina e
outros alcaldides benziltetraisoquinolinicos, associa-se tal
atividade a ocorréncia de nucleo catecol (Martinez et al.,
1992), caracteristicas ausentes na estrutura de montanina.
Além disso, também a atividade antiinflamatéria parece
ser influenciada pela presencga de grupamentos hidroxila
(Harborne; Williams, 2000) e metoxila, estes ultimos
encontrados em significativo nimero na estrutura da
colchicina, antiinflamatério natural cuja acdo deve-se
principalmente & diminui¢do da motilidade e adesividade
dos neutréfilos envolvidos no processo inflamatério
(Bruneton, 2001). Neste estudo preliminar sobre as
potencialidades farmacoldgicas da montanina, néo
foi constatada atividade antiinflamatéria e verificada
atividade antioxidante moderada (36%) a 3,5 pg/mL,
podendo ter relagdo com caracteristicas estruturais do
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alcaldide como, por exemplo, a auséncia de determinados
substituintes-chaves, essenciais para o desencadeamento
da atividade.

Da mesma forma observa-se, nos ensaios
in vitro, a auséncia de muitos processos metabolicos
que, em teste realizado in vivo, poderiam contribuir
para a ocorréncia da atividade bioldgica. Sobretudo,
considerando-se os resultados descritos por Suyenaga
(2002), comprovando o mascaramento da atividade
antiquimiotaxica de produtos metoxilados, devido a alta
afinidade entre esse substituinte e a albumina presente
no tampdo utilizado no teste de quimiotaxia in vitro.
Assim, para montanina, cuja molécula apresenta C,-
metoxilagdo, talvez a atividade antiinflamatoria deva ser

melhor avaliada por meio da combinagdo do resultado ja
obtido para o ensaio in vitro, com dados provenientes da
realizacdo de métodos in vivo.

Porém, como estes resultados revelaram um
grande potencial antimicrobiano para montanina, os quais
corroboraram os dados farmacoldgicos e etnobotanicos
disponiveis na literatura cientifica, os mesmos passam a
ter importancia se considerarmos que o desenvolvimento
de novos antibidticos que inibam microrganismos cada
vez mais resistentes, inclui a pesquisa com produtos
naturais (Cole, 1994). Assim, estudos envolvendo
alcaléides de Amarilidaceas e modificacGes estruturais
podem constituir uma ferramenta para o desenvolvimento
de novos produtos de interesse farmacéutico.

_OCH;

Figura 1. Estrutura quimica do alcaldide Montanina.
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Gréfico 2. Representacdo grafica da avaliagdo da atividade antioxidante da montanina cujos resultados ndo foram considerados

significativos.

Tabela 1. Resultados da avaliagdo da atividade antiinflamatéria da montanina através do método da Camara de Boyden segundo a

locomogdo dos neutrofilos em suspenséo.

Amostra Distancia Migrada (uM)
Controle 133+14
Montanina 126 £ 0,9

Teste t de Student p < 0,05
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Tabela 2. Concentragdo inibitdria minima de montanina frente aos microrganismos sensiveis.

Microorganismo testado Montanina (ug)
P. aeruginosa (ATCC 27853) 20
S. aureus (ATCC 6538) 5
S. epidermides (ATCC 12228) 15
E. coli (ATCC 25922) 5
S. cerevisiae (ATCC 2601) 10
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