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| - INTRODUCAO

O Brasil abriga um dos ecossistemas mais ricos do globo (ALVES et al, 2007), e a
ampla biodiversidade da sua flora, aliada & sua grande extensdo territorial, o tornam um dos
paises mais promissores do globo terrestre para a descoberta e desenvolvimento de novos
bioprodutos.

Entre os diferentes biomas encontrados no territorio nacional, encontra-se a Caatinga,
ocupando cerca de 70% da regido Nordeste. O uso de plantas medicinais nessa regido é
consequéncia da heranca histérica do pais, pois é uma préatica que sempre esteve presente nas
comunidades autdctones. As origens dessa pratica terapéutica datam dos primérdios da
espécie humana, que sempre usou as plantas, tanto na sua alimentacdo quanto com fins
medicinais (DA SILVA et al., 2005). Essa técnica é conhecida como fitoterapia e faz uso de
matérias-primas vegetais para a producdo de medicamentos com fins terapéuticos
(TAUFNER, 2006).

Giulietti et al. (2002), identificaram 318 espécies botanicas endémicas da Caatinga, e
salientam que ainda existem outras por descobrir, evidenciando a precariedade do
conhecimento sobre esta rica vegetacdo. A sua biodiversidade ndo é conhecida com preciséo,
tamanha a sua complexidade (SIMOES e SCHENKEL, 2002).

O uso de espécies vegetais como fitoterapicos e para o controle de pragas, tanto na
forma de extratos quanto seus insumos, bem como seus compostos isolados, vem crescendo
progressivamente nos Ultimos anos e, com isso, os estudos de plantas com potencial para
producdo de bioprodutos, com interesse particular para as industrias farmacéutica, cosmética,
alimenticia e agroquimica. Entretanto, mesmo com a intensificacdo dos estudos relacionados
as especies vegetais com propriedades medicinais e inseticidas, pouco se conhece do ponto de
vista quimico e bioldgico das espécies da flora mundial, principalmente da brasileira.

As plantas produzem metabolitos secundarios, também denominados de principios
ativos, que dentre outras fungdes atuam na sua prote¢do contra patdégenos e herbivoros. Sendo
assim, esses produtos podem ser uma fonte alternativa aos inseticidas e farmacos sintéticos.

Contudo, ha o perigo na ma utilizacdo das plantas medicinais, ja que muitas possuem
naturalmente grande toxicidade. Veiga Junior et al. (2005) e Parente & Rosa (2001),
descreveram a toxicidade de plantas medicinais, seja pelos efeitos adversos dos

fitomedicamentos, ou por acdes sinérgicas, ressaltando, assim, a importancia da cautela com o
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manuseio e a utilizacdo das plantas medicinais. Sendo assim, faz-se necessario uma maior
investigacao sobre as propriedades terapéuticas e tecnoldgicas de espécies da flora brasileira.

A Poincianella bracteosa (Fabaceae), encontrada na regido do semiarido nordestino,
amplamente difundida no bioma Caatinga, € uma destas espécies de interesse, sendo muito
utilizada pelas comunidades locais como planta medicinal e inseticida natural. Os trabalhos
sobre a Poincianella bracteosa ainda sdo bastante incipientes, necessitando de mais pesquisas,
com 0 objetivo de se obter informacdes sobre suas propriedades quimicas e farmacoldgicas,
para respaldar a sua utilizacdo como planta medicinal e inseticida botéanico.

A Poincianella bracteosa, conhecida popularmente como catingueira, foi escolhida para
esse estudo, a partir de dados de um levantamento etnoboténico, realizado por Cunha e Silva
et al. (2012), com as comunidades do entorno do municipio de Tanhagu, na Bahia. A pesquisa
baseou-se em uma pesquisa sobre quais as plantas medicinais a populacdo mais utilizava para
0 tratamento de suas enfermidades e como inseticidas, e uma das plantas citadas foi a
Poincianella bracteosa.

Segundo Brasileiro et al. (2008), o estudo de plantas medicinais, a partir de seu emprego
pelas comunidades, pode fornecer informacGes Uteis para a elaboracdo de estudos
farmacoldgicos, fitoquimicos e agrondmicos sobre estas plantas, com grande economia de
tempo e dinheiro.

Em vista disso, 0 presente trabalho teve por objetivo fazer uma prospec¢do quimica e
bioldgica do extrato etandlico e das diferentes fracfes obtidas da parte aérea da Poincianella
bracteosa, visando avaliar seus principais metabolitos secundarios, bem como verificar seu

potencial antibacteriano, inseticida e antioxidante através da realizag&o de testes in vitro.
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Il - REFERENCIAL TEORICO

2.1 ACAATINGA

A caatinga constitui um ecossistema exclusivamente brasileiro e estd localizada nas
regides semiaridas do Brasil (Figura 1), sendo um dos biomas mais diferenciados e com maior
distribuicdo territorial, compreendendo uma &rea de aproximadamente 844.453 km?
representando 11% do territério nacional, com grande riqueza de espécies vegetais e animais
(PALMEIRA et al., 2006). Encontra-se distribuida nos estados do Ceard, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, sudoeste do Piaui e partes do interior da Bahia
e do Norte de Minas Gerais, cobrindo 54,53% dos 1.548.672 km? de area da regido Nordeste
(ANDRADE et al., 2005).

A caatinga estd geograficamente localizada em planicies e depressdes acentuadas, com
geologia complexa, solos argilosos e arenosos e muitas vezes rochosos (RIZZINI, 1997).

A distribuicdo das plantas é influenciada pela grande variedade de solos, com diferentes
profundidades, baixa capacidade de retencdo de agua e teores de nutrientes (DIAS & KIILL,
2008).

Figura 1: Localizagdo dos diferentes biomas do territorio brasileiro

| Amazdnia
Caatinga
m Cemado
Mata Atlantica
B Pampa
Pantanal

Fonte: Ministério do Meio Ambiente (2004)
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Segundo Ross (2008), o termo caatinga significa em Tupi “Mata Branca”, caracterizado
por espécies vegetais que possuem atributos peculiares ao bioma, como matas secas, abertas e
deciduais. Durante a estacdo seca a maioria das arvores da Caatinga perdem suas folhas e os
troncos com aspecto esbranquicado passam a dominar a paisagem (PRADO, 2003).

Silva (2009) enfatiza que o bioma caatinga é caracterizado pela fragilidade do seu
ecossistema, que possui altas taxas de evapotranspiracdo, solos rasos e uma baixa capacidade
de retencdo de agua, aléem de longos periodos de seca.

Segundo Silva et al. (2003), até meados do século XX existia uma conviccdo
equivocada de que a caatinga possuia baixa diversidade bioldgica e que seria o resultado da
modificagdo de uma formacao vegetal anterior; por esse motivo foi 0 bioma brasileiro mais
desvalorizado, devastado e pouco estudado durante o periodo.

De acordo com Franca-Rocha et al. (2009), apenas 21,16% do bioma caatinga é coberto
por sua vegetagdo original. Estima-se que pelo menos 30,4% da Caatinga ja tenha sido
alterada, principalmente devido a acdo antrépica, o desenvolvimento dos povoados, pratica
agropecuaria e uso inadequado dos recursos naturais, sendo considerado um dos biomas mais
modificados do Brasil (CASTELLETTI et al., 2003).

A biodiversidade da caatinga contribui para o desenvolvimento de diversas atividades
econdmicas voltadas para fins agrossilvopastoris e industriais, especialmente nos ramos
farmacéutico, cosmético, quimico e alimenticio (MMA, 2008).

Para Hugu e Saraiva (2006), a biodiversidade da Caatinga € muito maior do que
expressam os dados relatados na literatura, uma vez que 41% da regido nunca foram
estudados.

A caatinga possui diferentes tipos de vegetacdo que se restabeleceram ap6s algum tipo
de modificacdo, estagios de sucessdo secundaria, dominada por espécies herbaceas anuais e
espécies lenhosas arbustivas, com um patrimdnio biolégico bastante diversificado e
ocorréncia de espécies endémicas e uma riqueza de espécies vegetais e animais (NOVELY,
1982).

Segundo Costa et al. ( 2002), a caatinga possui o0 tipo de vegetacdo mais caracteristica
do semiarido nordestino, apresentando aspectos diferenciados que podem ser entendidos
como respostas dos organismos ao ambiente fisico, como o desenvolvimento de tolerancia a
seca, folhas reduzidas, folhas transformadas em espinhos, suculéncia e raizes tuberosas
(PRADO, 2005; CHAVES e OLIVEIRA, 2004).

Para Rodal et al. (1992), a caatinga caracteriza-se por sua fisionomia xerdéfila e floristica

variadas. Esse bioma possui caracteristicas restritas e peculiares, que ao longo do tempo vem
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sofrendo grande degradacgéo, necessitando assim, de estudos para conhecimento e melhor
manejo das espécies. Estudos demonstram que a caatinga possui uma grande variedade de
espécies vegetais e um nivel elevado de endemismo, além de um alto poder de resiliéncia
(GIULIETTE et al., 2002).

O numero de estudos sobre plantas medicinais da regido da caatinga tem crescido
progressivamente, pois muitas espécies desse bioma sdo amplamente conhecidas e utilizadas
na medicina popular e na producdo comercial de produtos fitoterapicos (CABRAL e AGRA,
1998; ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002).

Devido aos poucos estudos divulgados sobre a regido da caatinga, ha a necessidade de
mais pesquisas sobre esse bioma, expandindo assim conhecimentos sobre a sua

biodiversidade e mais acdes para a preservacdo e protecdo desse ecossistema.
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2.2 Poincianella (Classificagdo e descrigéo)

A espécie Poincianella bracteosa, pertencente a familia Fabaceae, subfamilia
Caesalpinioideae, € conhecida popularmente como catingueira, devido ao seu mau odor
exalado, sendo sua caracteristica marcante.

A familia Fabaceae, antes denominada Leguminosae, constitui uma das maiores
familias das angiospermas, com representantes amplamente distribuidos em todo o globo,
sendo reconhecidos 727 géneros e cerca de 19.325 espécies (LEWIS et al., 2005). Para o
Brasil, atualmente, sdo conhecidos 210 géneros e 2.694 espécies, sendo 15 géneros e 1.457
espécies consideradas endémicas (LIMA et al., 2010).

A importancia econdmica da familia Fabaceae é grande, pois apresenta grande
variedade de espécies alimenticias, além de fornecer madeira de boa qualidade, racdo para
animais, latex, resinas, matéria-prima na fabricacdo de tintas, inseticidas, drogas medicinais
no seu estado bruto (Dioclea megacarpa, Vatairea paraensis e Dipteryx puncata) e arvores
ornamentais.

Essas espécies ocorrem predominantemente nos biomas Caatinga e Cerrado. A
catingueira (Figura 2) apresenta carater arboreo de porte médio. Em geral, um individuo
adulto pode medir de 3 a 10 metros de altura, dependendo das condigdes fisicas e nivel de
perturbacdo do ambiente onde estéo inseridos. Comumente, as arvores séo de porte pequeno,
devido a raridade de plantas de idade avangada e com troncos com poucos centimetros de

circunferéncia.

Figura 2: Imagem da Catingueira no seu habitat natural

-
|

Fonte: Santos, M. R. (2013)
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A catingueira é uma planta de grande importancia ecoldgica, muito resistente a seca,
cresce em locais pedregosos e arenosos, floresce rapidamente na estagdo chuvosa, propaga-se
por sementes e rebrota com intensidade ap6s o corte.

Segundo Da Silva et al. (2013), a catingueira tem grande destaque dentre as espécies
com capacidade de brotacdo ap6s o corte ou dano da parte aérea. Ao serem cortadas atingem
menor porte e mais troncos. Por terem crescimento rapido, sdo importantes para o
reflorestamento de areas degradadas e também em projetos de paisagismo urbano.

Os troncos da catingueira sdo bastante utilizados para a obtencdo de lenha e carvao
vegetal, em construgdes rurais e outros usos ndo madeireiros, como fenagem para alimentagéo
animal, suas cinzas sao utilizadas para a fabricacdo de sabdes e também apresenta
propriedades medicinais. E considerada uma espécie pioneira com significativa importancia
melifera, zootécnica, farmacoldgica e para a producdo de lenha (SANTANA et al., 2011).
N&o possui espinhos, suas flores sdo amarelas, dispostas em cachos, e as folhas divididas,
com 5 a 10 foliolos alternos e oblongos, apresentando tronco estreito e de coloracao
acinzentada.

A catingueira € uma espécie que apresenta caracteristicas importantes para a
manutencdo do ecossistema, pois apresenta grande quantidade de biomassa, destacando-se
pela sua capacidade de armazenar carbono, que é de fundamental importancia para a estrutura
fisica do solo, facilitando o armazenamento de &gua. Os troncos mais velhos sdo utilizados
por muitas espécies de abelhas sociais e solitarias, que utilizam a catingueira para construirem
suas colmeias (MAIA-SILVA et al, 2012).

A catingueira possui ampla utilizacdo na medicina, sua atividade inseticida também ja é
reconhecida nos meios cientificos (SANTOS et al, 2009).

Segundo Castro (2010), preparadas sob infusdo, as folhas sdo utilizadas para tosse e
bronquite; utilizando-se da mesma técnica de preparo, as flores funcionam como ténico
estomacal e peitoral. As cascas cozidas séo utilizadas para ma digestdo e quando imersas em
cachaca, séo afrodisiacas.

Hé& poucos trabalhos publicados sobre a espécie, alguns disponiveis sdo relacionados a
sua atividade inseticida, estrutura vegetal e sua funcdo na regeneragdo de &reas degradadas. O
grupo de pesquisa SOMA (Sociedade e Meio Ambiente) estuda essa espécie vegetal e tém

trabalhos divulgados.
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2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo vegetal compreende o conjunto de reacdes quimicas que buscam o
aproveitamento de nutrientes e que, continuamente, estdo ocorrendo em cada célula. Estas
reag0es visam primariamente o aproveitamento de nutrientes para satisfazer exigéncias
energéticas e de substancias essenciais a sobrevivéncia (SANTOS, 2004). A presenca de
atividade metabolica € uma das caracteristicas dos seres vivos. Os compostos quimicos
formados, degradados, ou simplesmente transformados por essas reacdes sdo chamados de
metabdlitos (SIMOES et al, 2004). As plantas produzem uma larga e diversa quantidade de
constituintes quimicos e seu metabolismo € dividido em primario e secundario (VAINSTEIN,
et al, 2001).

Os metabolitos primarios estdo associados as suas funcgbes vitais, pois estdo
relacionados ao crescimento e desenvolvimento do vegetal, reproducdo celular,
armazenamento de energia e outros compostos. Ja os metabdlitos secundarios, que sdo
derivados dos primarios, tém a funcao de proteger as plantas contra herbivoros e patdgenos,
servem como atrativos para polinizadores e funcionam como fatores de competicdo entre

plantas e de simbiose entre plantas e microrganismos (Figura 3) (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Figura 3: Rotas do metabolismo primario do carbono e biossintese dos
metabdlitos secundarios
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Os metabdlitos secundarios ja foram considerados produtos de excregdo vegetal,
entretanto, sabe-se que essas substancias sdo responsaveis pela adaptacdo dos organismos ao
meio. Possuem funcBes biologicas importantes, como repelentes naturais, antiinflamatérios,
antimicrobianos, antitumorais, e sdo de grande importancia nas areas farmacéutica, alimentar,
agrondmica e cosmética (BARBOSA, 1994).

Os metabolitos secundarios ndo séo obrigatoriamente necessarios aos processos basicos
de crescimento dos organismos, mas tém carater essencial em sua sobrevivéncia, adaptacao e
interacdo com o ambiente (VEEPORTE ALFERMANN, 2000).

Segundo Makkar et al. (2007), a producdo dos metabolitos secundarios constitui um
mecanismo de defesa bioquimica desenvolvida pela planta contra herbivoros e outras espécies
de plantas (alelopatia), ou sobre animais de diferentes filos, com efeitos toxicos, o0 que do
ponto de vista ecoldgico garante vantagens adaptativas as espécies.

Estes compostos podem atuar como antibioticos, antifingicos, antivirais e, também,
apresentar atividades antigerminativas ou toxicas para outras plantas. (Li et al., 1993).

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos quimicamente em trés grandes grupos:
terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (SIMOES et al., 2007), como exemplificado na

Figura 4.

Figura 4: Exemplos das classes dos metabdlitos secundarios e suas respectivas estruturas
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e TERPENOS:

Os terpenos apresentam férmula quimica geral (CsHg),. S&o compostos que ocorrem em
todas as plantas e compreendem uma classe de metabdlitos secundarios com uma grande
variedade estrutural (RAVEN et al., 2001).

Os terpenos sdo dotados de inumeras atividades farmacoldgicas, inclusive propriedades
analgésicas. H& um crescente interesse na sua aplicagdo clinica, por apresentarem
propriedades bioldgicas tais como antitumoral, antimicrobiana, antifungica, antiviral, anti-

hiperglicémica, analgésica, anti-inflamatoria e antiparasitaria (PADUCH et al., 2007).

e COMPOSTOS FENOLICOS:

Os compostos fenolicos (Fendis) sdo substancias amplamente distribuidas no reino
vegetal e estdo entre as mais difundidas classes de metabdlitos secundarios, sendo conhecidos
pela sua grande importancia no sistema solo-planta.

Estdo largamente presentes na natureza como componentes naturais da madeira (lignina
e tanino) e sdo responsaveis pelas propriedades organolépticas e cores de muitas frutas e
flores (CAMPANELLA et al 1993). Sdo responsaveis pela atividade antioxidante em frutos
(HEIM et al., 2002), ndo somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas
também, por serem capazes de formar radicais intermediarios estaveis (CUVELIER et
al.,1992; MAILLARD et al.,1996).

Os fendis sdo citados como o0s principais responsaveis pelas propriedades
antibacterianas e servem também como pigmentos de flores, agindo na protecdo constitutiva
contra pragas e doengas, funcionando como moléculas sinalizadoras e atuando como
compostos alelopaticos, sendo componentes estruturais e funcionais da matéria organica do
solo (SIQUEIRA et al., 1991).

e ALCALOIDES:

Os alcaloides, termo que significa “semelhante aos alcalis” deriva da palavra arabe

alquali/alcali, que significa “base”, sdo compostos nitrogenados, farmacologicamente ativos
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e, na sua grande maioria, possuem carater alcalino, com algumas exce¢cdes (KUTCHAN,
1995; EVANS 1996).

Segundo Pelletier (1983), um alcaloide seria uma substancia organica de origem natural
ciclica, contendo um nitrogénio em um estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicdo é
limitada entre os organismos vivos. Os alcaloides podem ser sintetizados em laboratério, mas
sua origem é vegetal.

Os alcal6ides possuem estruturas complexas que permitem sua utilizacdo em
medicamentos, como por exemplo, 0s analgésicos e anestésicos. Normalmente, atuam como
estimulantes do sistema nervoso central, no entanto, podem causar dependéncia fisica e
psiquica.

Os mais conhecidos do grupo dos alcaléides sdo: cafeina, cocaina, morfina e quinina. A
colchicina e a estricnina sdo exemplos de alcaloides venenosos para 0s seres humanos, pois

agem como inibidores da divisdo celular.
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2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O estudo da atividade antimicrobiana de espécies vegetais vem crescendo notavelmente,
tanto no Brasil quanto em outros paises (RIOS & RECIO, 2005). Segundo Ostrosky et al.
(2008), varias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas & descoberta de novos
agentes antimicrobianos, provenientes de extratos e principios ativos de plantas. O grande
aumento no desenvolvimento de resisténcia de microrganismos patogénicos a maultiplas
drogas, devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, também direciona a busca de
pesquisadores e profissionais da saude, intensificando a procura por novas alternativas
terapéuticas (OLIVEIRA et al., 2007).

Muitas espéecies vegetais tém sido usadas como agentes antimicrobianos, por
comunidades tradicionais. Entretanto, pesquisas que comprovem as propriedades
farmacoldgicas destas espécies sdo extremamente necessarias, para respaldar a sua utilizagéo
como fitoterdpicos. Atualmente, existem vérios métodos para avaliar a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais (Figura 5). Os mais conhecidos incluem o método de
difusdo em disco, método de macrodiluicdo e microdiluicdo (OSTROSKY et al., 2008).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais e principios ativos
constitui um ensaio de grande relevancia dentro das analises de prospeccdo bioldgica de
plantas, dada & importancia e o elevado nimero de doencas infecciosas que acometem o
homem (COWAN, 1999; LIMA et al., 2001).

Figura 5: Metodologias para a avaliagdo da atividade antimicrobiana

Métodos para avaliagio da atividade
antimicrobiana

Meétodos de difusdo Meétodo de diluicio em caldo

|
| | | |

Teste de difusdo em disco Perfuracio em Agar Macrodiluicdo Microdiluicdo

Cilindro de aco inoxidavel

Fonte: Adaptado do autor Ostrosky (2008)
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2.4.1 Métodos de difusdo e CIM

O meétodo de difusdo em disco, ou difusdo em placas, € um método fisico, no qual um
microrganismo é desafiado a crescer frente a uma substancia biologicamente ativa, em meio
de cultura solido (PINTO et al., 2003).

O teste de difuséo é aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e estabelecido
como padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards) (BARRY
& THORNSBERRY, 1991).

Consiste na aplicagao de 10 pulL da solugdo do agente antimicrobiano em discos de
papel, nas diferentes concentragdes a serem testadas, de acordo com metodologia descrita por
Rabanal et al. (2002) e por Karaman et al. (2003), observando se ha ou ndo formacéo de halo
de inibicdo ao redor dos discos de papel impregnados com as diferentes concentracdes das
substancias.

Os halos sdo formados devido a capacidade que moléculas antimicrobianas possuem em
inibir o crescimento dos microrganismos. S&o observados pela formacdo de uma regido
transparente ao redor do disco de papel. Quanto maior o halo formado, maior o efeito
antimicrobiano da amostra sobre 0 microrganismo.

Como testes comparativos positivos e negativos sdo utilizados os antibidticos (padrdes
de referéncia) e os solventes com 0s quais as amostras sao preparadas.

De acordo com o tamanho do halo os microrganismos podem ser classificados como:

e Sensivel a substancia microbiana: a multiplicacdo celular do microrganismo
teste ndo acontece, devido a presenca da substancia analisada.

e Intermediario: o microrganismo € inibido somente se doses grandes sdo
administradas.

e Resistente: quando ndo h inibigdo de crescimento.

Segundo Pinto et al. (2003), em extratos vegetais, a atividade antimicrobiana é avaliada
através da determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria Minima), que € a menor
concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento do microrganismo-teste.

Segundo Fennel et al. (2004), ndo existe método padronizado para expressar 0S
resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais. As variagcdes da CIM podem estar
relacionadas a técnica aplicada, microrganismo testado, modo de preparo do extrato e até

mesmo da quantidade de extrato utilizada.
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Portanto, os resultados obtidos passam a ser influenciados pelos micro-organismos
usados para realizar o teste, pelo método selecionado e pelas caracteristicas de solubilidade de
cada substancia (VANDEN BERGHE; VLIETINCK, 1991, VALGAS et al., 2007).

A técnica de difusdo em disco foi escolhida por ser um metodo simples e de facil
execucao e com materiais e equipamentos disponiveis.

Em relag&o a atividade antimicrobiana, ndo existe um consenso sobre o nivel de inibi¢do
aceitavel para produtos naturais, quando comparados com antibidticos padrdes, tanto que,
alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto outros
consideram com bom potencial, mesmo aqueles com niveis de inibicéo inferiores (DUARTE,
2006).

2.4.2 Bactérias

As bactérias sao microrganismos unicelulares, procariotos, com tamanho microscopico,
medindo cerca de 0,2 a 1,5 um de comprimento. Sua organizagdo celular € relativamente
simples; considerando o aspecto estrutural geral, uma bactéria é basicamente constituida por
uma membrana plasmatica.

O material genético localiza-se normalmente em uma regido chamada de nucleoide,
havendo, em alguns casos, moléculas menores de DNA (os plasmideos). Algumas bactérias
transformadas através de processos de recombinacdo génica adquirem genes capazes de fazer
com que as mesmas degradem compostos, como, por exemplo, alguns farmacos, tornado-as
resistente aos mesmos (GWENDOLYN, 2005).

As bactérias podem formar pares, cadeias, grupos ou outros agrupamentos, que
geralmente sdo caracteristicas de um género particular ou uma espécie de bactérias. Os
bacilos, 0s cocos e 0s espirilos estéo entre as formas mais comuns (TORTORA, 2012).

Segundo Trabulsi et al. (1999), a parede celular das bactérias Gram positivas sdo
compostas de aproximadamente 90% de peptidoglicanos, diferindo das Gram negativas que
sdo mais complexas e mais resistentes. Portanto, de acordo com a estrutura da parede celular
bacteriana, elas serdo coradas de vermelho ou violeta, de acordo com a técnica de Gram,

sendo classificadas em Gram positivas ou negativas, respectivamente.
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2.4.2.1 Escherichia coli

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, a bactéria Gram negativa Escherichia coli é
um habitante normal do intestino grosso dos vertebrados, incluindo humanos. Sua presenca é
benéfica, pois ajuda na producdo de certas vitaminas e participa da digestdo de alimentos que
n&o seriam digeridos sem a sua presenca (TORTORA, 2012).

Segundo Rubin (2006), a E. coli esta entre os patdgenos bacterianos de seres humanos
que ocorre com mais frequéncia, provocando mais de 90% de todas as infeccdes do trato
urinario e muitos casos de doencas diarreicas do mundo todo.

Apos a adesdo, E. coli toxigénicas produzem toxinas que induzem a hipersecrecao pelas
células do intestino, ou que interferem com a sintese proteica das células, acarretando diarréia
nos animais (Holland, 1990; Fairbrother e Gyles, 2006).

2.4.2.2 Staphylococcus aureus

Segundo Tortora et al (2012), Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva, é a
espécie mais importante dos estafilococos, assim denominada pela pigmentacdo amarelada
das suas coldnias. Os membros dessa espécie sdo anaerobicos facultativos.

Podem ser encontrados na microbiota humana, podendo causar infeccdes de pele, como
espinhas e furdnculos. Produz muitas toxinas que contribuem para a patogenicidade da
bactéria e, € um importante causador de infec¢des hospitalares, as chamadas infecgdes
nosocomiais, levando a casos de choque-tdxico (GWENDOLY N, 2005).

2.4.2.3 Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis € a espécie mais frequentemente associada com infeccbes em
humanos (FACKLAM et al 1999). Comp6em a microbiota intestinal de seres humanos e
animais saudaveis e estdo amplamente distribuidos no ambiente (BIAVASCO et al. 2007,
CASAL et al. 2009, LOPEZ et al. 2009, RIBOLDI et al. 2009).

Pertencente ao género Enterococcus, E. faecalis é a espécie mais prevalente
(PORTENIER et al., 2003). Sdo cocos Gram-positivos, que se apresentam como células de
formato esférico, oval ou cocobacilar, que podem se arranjar aos pares ou em pequenas

cadeias.
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Na sua grande maioria sdo anaerobicos facultativos, mas algumas espécies sdo
estritamente aerdbias (PORTENIER et al., 2003).

2.4.2.4 Proteus vulgaris

Proteus vulgaris sdo bactérias Gram-negativas que possuem forma de bastonetes e
flagelos que lhes ddo mobilidade. Habitam o solo, a 4gua poluida e o trato gastrointestinal de
animais. Estdo frequentemente relacionadas as causas de infec¢bes do trato urinario, mas
também podem produzir graves abscessos e estdo associadas com infec¢des hospitalares
(O'Hara et al.2000 e Struble 2009).

2.4.2.5 Streptococcus pneumoniae

O Streptococcus pneumoniae (pneumococo) é conhecido como um importante agente
causal de morbidade e mortalidade em individuos de todas as idades (KIM et al, 1999).
Segundo Tortora et al (2012), S. pneumoniae é um diplococo Gram-positivo encapsulado e de
formato ovoide. Habitam normalmente o aparelho respiratério humano, nariz e garganta,

sendo o agente causador da pneumonia estreptocécica

2.4.3 Crescimento bacteriano

Em microbiologia, o crescimento microbiano esta associado ao crescimento de uma
populacdo de células, e ndo ao tamanho da célula, onde uma célula dara origem a duas ao
final de determinado tempo. A taxa de crescimento é definida pela variacdo do nimero de
celulas por unidade de tempo.

Devido a variacdo da taxa de crescimento microbiano ao longo do tempo, a curva de
crescimento pode ser dividida em diferentes fases: a LAG; a LOG ou exponencial; fase
estacionaria e a fase de declinio ou morte celular (Figura 6).

Algumas espécies completam este ciclo de 4 fases em poucos dias, outras, no entanto,
podem permanecer com poucas células viaveis indefinidamente (TORTORA et al., 2000).

e Fase LAG (Latente): Periodo inicial correspondente a etapa de adaptacdo, com intensa
atividade metabolica e auséncia de divisdo longa. Periodo de tempo em que 0 nimero

de células sofre pequenas variagdes, ainda ndo ha reproducéo celular.
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e Fase LOG (Fase exponencial): corresponde ao periodo em que as células iniciam seu
processo de divisdo, atingindo um tempo de geracdo constante. E o periodo de maior
atividade metabdlica da célula e de crescimento celular.

e Fase estacionaria: E a fase de limites, onde ha o fim de alguns nutrientes e alguns
produtos liberados inibem o crescimento bacteriano. Ha a estabilidade de crescimento
da populacdo, o numero de individuos que morrem é equivalente ao nimero de
individuos que se desenvolvem.

e Fase de declinio: Etapa onde ocorre a lise celular, fase de declinio correspondente ao
periodo em que o nimero de mortes excede o numero de células novas, até a populacao

desaparecer totalmente.

Figura 6: Curva de crescimento bacteriano
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Fonte: TORTORA et al., 2000

2.4.4 Mecanismos de resisténcia bacteriana

O desenvolvimento de farmacos eficientes no combate a infec¢Bes bacterianas
revolucionou o tratamento médico, ocasionando a redugdo drastica da mortalidade causada
por doengas microbianas. Por outro lado, a disseminacdo do uso de antibioticos
lamentavelmente fez com que as bactérias também desenvolvessem defesas relativas aos
agentes antibacterianos, com o consequente aparecimento de resisténcia (SILVEIRA, et al
2006).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno geneético, e esta relacionado a
existéncia de genes contidos nos microrganismos. Esses genes codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas (TAVARES, 2000). Pode ser

considerado também como um fendmeno ecoldgico, que ocorre como resposta da bactéria
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frente a0 amplo uso de antibidticos e sua presenca no meio ambiente. As bactérias

multiplicam-se rapidamente e sofrem mutacdo (LEVY, 2002).

Segundo Tortora et al. (2012), os quatro principais mecanismos (Figura 7) de resisténcia

microbiana a agentes antimicrobianos sao:

Bloqueio da entrada da droga na célula:

Devido a natureza de suas paredes celulares, bactérias Gram-negativas sao relativamente
mais resistentes a antibidticos, pois algumas bactérias sdo capazes de restringir a absorcao
de moléculas, através da alteracdo da permeabilidade da sua parede celular, de forma que

0s antibioticos sdo incapazes de entrar no espaco periplasmatico.

Inativacdo da droga por enzimas:

A destruicdo ou inativacdo enzimatica afeta principalmente antibiéticos que sdo produtos
naturais. Grupos de antibioticos totalmente sintéticos, apresentam menor probabilidade de
serem afetados dessa maneira, embora possam ser neutralizados de outras formas. 1sso
pode refletir simplesmente o fato de que 0s microrganismos tiveram pouco tempo para se

adaptar a essas estruturas quimicas menos familiares.

Alteracao nos sitios-alvo da droga:

A sintese de proteinas envolve 0 movimento de um ribossomo ao longo de uma fita de
MRNA. Vaérios antibioticos possuem um modo de acao que inibe a sintese proteica nesse
sitio. Pequenas modificacdes no sitio podem neutralizar os efeitos dos antibioticos sem

que ocorram alteraces significativas nas funcGes celulares.

Efluxo celular da droga:

Certas proteinas na membrana plasmatica de bactérias Gram-negativas agem como
bombas que expelem os antibidticos, impedindo que alcancem uma concentracéo efetiva.
As bactérias normalmente apresentam muitas dessas bombas de efluxo para eliminar

substancias toxicas.
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Figura 7: Principais mecanismos de resisténcia microbiana aos agentes quimicos
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O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), conhecido como mosquito da
dengue, é originario da Africa, onde existem populagdes selvagens e domésticas. Foi descrito

pela primeira vez no Egito, de onde originou seu nome especifico (Aedes aegypti). O Ae.

aegypti foi disseminado para as Ameéricas, durante o processo de colonizacdo, onde
desenvolveu elevado grau de sinantropia (LIMA et al., 2009; HEMME et al., 2010).

Os mosquitos geralmente possuem pequeno porte, corpo delgado e patas longas, além da

presenca de manchas brancas na maioria das partes do corpo. As larvas diferem-se de outros
insetos aquaticos pela auséncia de patas (FORATTINI, 2002; HARBACH, 2011) (Figura 8).

Figura 8: Ciclo evolutivo do Aedes aegypti
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O Aedes aegypti é o principal vetor responsavel pela transmisséo dos virus causadores da
dengue, chikungunya e zika, sendo, portanto de grande importancia epidemioldgica. Ele
possui habitos doméstico e diurno, e utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais de
agua limpa para colocar os seus ovos. Os virus sdo transmitidos pela picada do mosquito
fémea infectado. No Brasil sua existéncia € conhecida desde o século XVII (HALSTED et al.,
1997; CDC, 2009; TAUIL, 2001).

A expansao dos mosquitos no Brasil e no mundo esta associada a diversos fatores, tanto
relacionados ao processo de urbanizacdo, propicios a proliferacdo de criadouros através de
recipientes artificiais expostos, quanto a “globalizacdo” da economia. Tais fatores contribuem
ndo s6 para a dispersdo ativa do mosquito como também para a disseminacdo dos varios
sorotipos dos virus causadores de doencas (VASCONCELOQOS, 1993; FORATTINNI 2012).

Segundo Carvalho (2004), no Brasil, a principal estratégia para o controle do Ae. aegypti
tem sido a eliminagdo do vetor, atraves do uso intensivo de inseticidas. Porém, o uso
frequente desses produtos quimicos pode levar ao desenvolvimento de populagdes resistentes
dos mosquitos a estes compostos, comprometendo o controle e favorecendo a transmissao de
doencas, além de causar inimeros danos ao meio ambiente.

Assim, o surgimento de populacdes de mosquitos resistentes revela a necessidade de
mudangas nas ac¢Oes de controle e manejo destes produtos e, nesse contexto, ressalta-se a
importancia de estudos que visem encontrar novas formas de controle desses vetores, a
exemplo do desenvolvimento dos inseticidas boténicos, integrando, assim, programas de
manejo ambiental ao controle desses insetos (GARCEZ et al. 2013).

Segundo Costa et al (2005), a dengue é uma doenca infecciosa aguda de curta duracdo
podendo assumir formas graves e letais. A maneira mais usual ao seu controle € a aplicacdo
de produtos toxicos, o que podem resultar na resisténcia do mosquito e maiores danos ao meio
ambiente, faz-se entdo assim necessario, a descobertas de novos produtos mais

potencialmente ativos e menos toxicos.
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2.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

De acordo com Sousa et al. (2007), denominam-se antioxidantes as substancias que,
presentes em baixas concentracbes, comparadas ao substrato oxidavel, retardam
significativamente ou inibem a oxidacdo do substrato. S&o substancias que retardam ou
previnem significativamente a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, ao inibirem a
iniciacdo e/ou propagacdo da reacdo de oxidacdo em cadeia (Figura 9) (LIMA et al., 2006).

As espécies reativas de oxigénio (EROs); que podem exercer a funcdo de agentes
oxidantes, atuando como receptores de elétrons, ou de agentes redutores, atuando como
doadores de elétrons; incluem todos os radicais e ndo radicais derivados do oxigénio, os quais
sdo eletronicamente instaveis e, por isso, altamente reativos, tendo a capacidade de reagir com
um grande nimero de compostos que estejam proximos. (Agarwal et al., 2005).

A formacdo de radicais derivados do oxigénio em varios processos metabdlicos exerce
um papel importante no funcionamento do organismo. Quando em baixas concentragdes, sdo
responsaveis pelo transporte de elétrons na cadeia respiratoria, atuando como moléculas
sinalizadoras (DOWNLING e SIMMONS, 2009). As ERO passam a ter um efeito prejudicial
ao organismo quando ocorre um aumento excessivo na sua producdo ou quando ha

diminuigéo de agentes oxidantes.

Figura 9: Principais fatores causadores do estresse oxidativo e seus agentes antioxidantes
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Os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo considerados nos ultimos anos como
causadores de varias doencas, como cancer, doencas cardiovasculares, degenerativas e

catarata (SOUSA et al., 2007). Quando em excesso, podem gerar 0 estresse oxidativo (EO),



36

que pode ser definido como as circunstancias nas quais os radicais livres causam danos
teciduais.

Os organismos em geral sdo protegidos contra os danos causados pelos radicais livres.
Quando os mecanismos de protecdo antioxidante se tornam ineficientes, por inimeros fatores,
resulta em doencas e aceleracdo do envelhecimento. Entretanto, suplementos alimentares
antioxidantes podem ser usados para ajudar o corpo humano a reduzir os danos oxidativos
(YANG et AL, 2000).

Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sao reativos para propagar a reacao
em cadeia, sendo neutralizados por reagdo com outro radical, formando produtos estaveis, ou
podem ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al., 2006 )

O consumo de antioxidantes naturais, como 0s compostos fendlicos presentes na
maioria das plantas e alimentos, ajudam a inibir a formacdo de radicais livres, também
chamados de substancias reativas. Isso tem sido associado a uma menor incidéncia de doengas
relacionadas ao estresse oxidativo (DROGE, 2002).

Antioxidantes podem ser classificados em dois grupos: enzimaticos e ndo enzimaticos.
Os enzimaticos consistem das enzimas: Superéxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase
(GPx) e Catalase (Cat), enquanto os ndo enzimaticos sao representados pelos oligoelementos,
vitaminas, carotendides, flavonoides, dentre outros compostos (MARTINS, 2010).

Segundo Gulcin et al. (2003), muitas substancias naturais, obtidas das plantas, tém sido
identificadas como captadoras de espécies reativas de oxigénio, protegendo o corpo humano
dos efeitos destes, bem como retardando o aparecimento de muitas doencas cronicas. Atribui-
se o efeito antioxidante das plantas aromaticas a presenca de grupamentos hidroxilas em seus
compostos fenolicos (SHAHIDI et al., 1992).
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111 - MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A parte aérea (folhas e talos) da Poincianella bracteosa (Figura 10) foi coletada na
Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA) (Figura 11), unidade de conservacéao
federal, localizada entre os municipios de Contendas do Sincora-Ba e Tanhagu-Ba,
mesorregido do centro-sul baiano, no més de Dezembro de 2013. As coordenadas geograficas
do local de coleta foram: S: 13° 57,622”; WO: 41° 6,685; Elevagao: 1.188m; Distancia 13,93;
AZ: N.

Figura 10: Parte aérea da Poincianella bracteosa
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Fonte: Santos, M. R. (2013)

Figura 11: Sede da Floresta Nacional Contendas do Sincora

S S s

Fonte: Santos, M. R. (2013)
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A FLONA tem uma é&rea de aproximadamente 11.000 ha, altitude média de 350 m,
temperatura média anual de 23°C e precipitagdo média anual de 596 mm. O clima da regido é
semiarido com alta sazonalidade e periodo chuvoso de novembro a abril (BRASIL, 2006).

Exsicatas do material botanico foram encaminhadas para o Herbario da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (HUESB), para serem analisadas, identificadas e estdo
registradas no acervo sob n°® HUESB 5894.

3.2 LOCAL DE EXECUCAO DOS EXPERIMENTOS

As etapas de extracdo e obtencdo das fracOes a partir do material vegetal foram
realizadas no Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais (LAPRON) e a avaliacdo da
atividade inseticida no Laboratério de Produtos Inseticidas (LAPIN), ambos vinculados ao
Nucleo de Pesquisa em Quimica Aplicada (NUPESQ). A avaliagdo microbioldgica foi
desenvolvida no Laboratério de Microbiologia e a antioxidante no Nucleo de Estudos em
Ciéncia de Alimentos (NECAL), todos pertencentes a Universidade Estadual do Sudoeste da

Bahia, Campus Juvino Oliveira.

3.3 PROCESSAMENTO / PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal coletado foi levado ao Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais
(LAPRON) para separacdo, pesagem e secagem. A pré-secagem foi realizada em estufa de
circulacdo de ar a temperatura de 40°C, por um periodo de 48 horas, para a retirada de agua e,
em seguida, as folhas foram trituradas manualmente, para que a amostra adquirisse uma maior
superficie de contato, facilitando, assim, a extracdo pelo solvente. O material vegetal foi
pesado antes e apds a secagem para obtencdo do percentual de umidade perdido durante o

processo.

3.4 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO (EE)

O material vegetal triturado (80 g) foi colocado em um funil de separacdo de 2 litros,
onde adicionou-se aproximadamente 2 L de solugdo hidroetandlica a 70%, e realizou-se a
percolacdo exaustiva com o solvente (Figura 12).

O solvente permaneceu em contato com o material vegetal por cerca de 24 horas a

temperatura ambiente, apds esse periodo o solvente era recolhido e evaporado em evaporador
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rotativo a 45°C e 80 RPM, para a obtencdo do extrato etanolico. Esse processo foi repetido até
que o liquido recolhido apresentasse uma coloragdo amarela clara. O extrato etan6lico obtido
foi armazenado em frasco ambar e mantido em refrigerador a 10°C até o momento das

analises.

Figura 12: Processo de percolacéo e rotaevaporacéao

Fonte: Santos, M. R. (2013)

3.5 OBTENCAO DAS FRACOES

O extrato etanolico foi fracionado através de particdo liquido-liquido utilizando-se
solventes menos polares, resultando nas fragdes correspondentes.

Para a realizacdo da particdo foram pesadas 50 g do extrato etanolico em um béquer de
600 mL e adicionados 300 mL de solucdo hidroetandlica a 70%. Apds solubilizar

completamente o extrato, a solucdo foi transferida para um funil de separacéo de 1000 mL.

¢ Obtencéo da Fracédo Hexanica (FH)

A solucéo hidroetandlica do extrato foram adicionadas porgdes de 200 mL de hexano,
agitando-se pelas paredes do funil com cuidado, até completa extracdo. O processo foi
repetido até completa extracdo, sendo utilizado aproximadamente 2 litros de hexano. Os

extratos hexanicos (parte superior) foram recolhidos em um elermeyer e, posteriormente,
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evaporados em evaporador rotativo a temperatura de 40°C, para obtencdo da Fracdo Hexanica
(FH). A parte inferior foi reutilizada para o fracionamento com o diclorometano.

¢ Obtencéo da Fracao Diclorometénica (FD)

A solucdo hidroalcoolica reservada da particdo anterior foi entdo fracionada com
porcbes de 100 mL de diclorometano, até completa extracdo, utilizando—se cerca de 700 mL
de diclorometano. Para facilitar a extracéo, foi utilizada uma solucdo de NaCl saturada. Apos
a separacdo das fases, foram recolhidas as fracGes inferiores (diclorometanicas), e a parte
superior, a hidroalcoolica, permaneceu no funil para a Gltima etapa do fracionamento. Os
extratos diclorometanicos reunidos foram evaporados em evaporador rotativo a temperatura

de 40°C, para obtencédo da Fracdo Diclorometanica (FD).

¢ Obtencao da Fragdo Acetato de Etila (FAE)

Na solucdo reservada da extracdo com o diclorometano, foram adicionadas porcoes de
100 mL de acetato de etila. A solucdo hidroalcodlica foi extraida até a exaustdo,
correspondendo a um volume de 500 mL de acetato de etila. Os extratos superiores foram
reunidos e evaporados em evaporador rotativo a temperatura de 40°C, para obtencdo da
Fracdo Acetato de Etila (FAE).

Antes de eliminar os solventes no rotavapor, cada extrato individualmente, foi seco com
sulfato de sédio anidro (NaSQ,), filtrados em funil de vidro com o auxilio de um algodéo e
transferidos para um baldo de fundo redondo. Os bal6es contendo os extratos foram entédo
conduzidos para o evaporador rotativo, até a secagem total dos solventes. Ap6s a completa
eliminacdo dos solventes, os baldes foram resfriados e os residuos foram pesados para a
obtenc¢éo dos pesos correspondentes das fracdes. Estas fracdes foram transferidas para frascos

ambar, identificados e guardadas em refrigerador a 10°C até o0 momento das analises.
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3.6 PROSPECCAO QUIMICA

Realizou-se a identificagdo preliminar dos constituintes quimicos do extrato etanolico
da Poincianella bracteosa e suas fragcdes, por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
utilizando-se solucBes reveladoras especificas para as diferentes classes de compostos
organicos analisados.

As placas cromatogréaficas foram preparadas no laboratorio, através da obtencdo de uma
suspensdo, contendo 7 g de silica gel com indicador de ultravioleta (marca Marcherey-Nagel)
em 15 mL de &gua deionizada. Esta foi espalhada em placas de vidro de 10 x 3 cm de
comprimento, com 25 mm de espessura de silica. As cromatoplacas foram secas por duas
horas em estufa de secagem a 110°C, para ativacdo antes da sua utilizagéo.

As analises qualitativas dos constituintes quimicos presentes no extrato e fracdes foram
realizadas utilizando-se solucGes reveladoras preparadas de acordo com os protocolos
descritos.

e Sulfato Cérico (CeSO,) a 1% em Acido Sulfarico (H,SO,): pesou-se 2,5 g de CeSO4 em
um béquer e adicionou-se uma quantidade de agua deionizada suficiente para dissolver

o soluto, transferindo o contetido do béquer para um baldo volumétrico de 250 mL. Na

capela, utilizando-se uma proveta graduada, acrescentou-se 13,6 mL de H,SO,4

concentrado, e completou-se o volume com &gua deionizada, agitando o baldo para
homogeneizar a solucéo.

¢ Vanilina a 0,1% em etanol acidificado com H,SO,4: em um béquer pesou-se 100 mg de
vanilina e dissolveu-se com 20 mL de etanol absoluto, transferindo-se seu conteudo
para um baldo volumétrico de 100 mL. Acrescentou-se 20 gotas de H,SO,4 concentrado
a solucdo, completando-se o volume com etanol.

¢ Ninhidrina a 0,2% em metanol: em um béquer pesou-se 0,2 g de Ninhidrina e dissolveu-
se com metanol, transferindo-se para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se
0 volume com metanol.

e Cloreto Férrico (FeCl3) a 0,5% em etanol: em um béquer pesou-se 0,5 g de FeCl; e
dissolveu-se com quantidade suficiente de etanol. Transferiu-se a solugdo para um baléo
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com etanol.

¢ Reagente de Dragendorff Modificado: este reagente € preparado através da mistura de
duas solugdes, A e B. Para preparar a solucdo A, dissolveu-se 1,7 g de nitrato de

bismuto (111) e 20 g de &cido tartdrico em 80 mL de agua deionizada; a solucéo B foi
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preparada com 16 g de iodeto de potéassio dissolvidos em 40 mL de agua deionizada. O
reagente foi obtido misturando-se partes iguais das duas solug¢des. Transferiu-se 25 mL
do reagente para um baldo volumétrico de 100 mL, acrescentou-se 10 mL de acido

acetico glacial e completou-se o volume com agua deionizada.
Cada solucéo reveladora é responsavel por identificar determinada classe de metabdlito
secundario, a partir da coloracdo apresentada na placa cromatografica, como descrita na

Figura 13.

Figura 13: Solugdes reveladoras e classes de constituintes quimicos que identificam

CLASSES DE COLORACAO
_ REVELADORES
CONSTITUINTES QUE APRESENTADA
IREAGENTES
IDENTIFICAM (RESULTADO POSITIVO)
Alcaloides Dragendorff Azul — arroxeado
Compostos Aminados Nihidrina Purpura
Compostos Fenolicos Cloreto Férrico Azul escuro
Terpenoides e Esteroides Vanilina Azul —roxo
Sulfato Cérico Varias classes Diferentes cores

Em uma placa de toque, uma pequena quantidade do extrato etanolico foi solubilizada
com algumas gotas de etanol, para a avaliacdo qualitativa dos metabdlitos secundarios
presentes no extrato, por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), segundo as técnicas
descritas por Moreira (1979), Lock de Ugaz (1988) e Matos (1997). As fracdes foram
solubilizadas com os préprios solventes com os quais foram obtidas.

Com o auxilio de tubos capilares de vidro as amostras foram aplicadas em placas
cromatograficas preparadas com silica-gel. Para a elui¢do nas cubas, o0 extrato etanolico e a
fracdo diclorometanica foram eluidas com acetato de etila e hexano (7:3). Para a fracdo de
acetato de etila utilizou-se acetato de etila e acetona (8:2) e para a fragdo hexanica utilizou-se
hexano e diclorometano (1:1).

Apobs a eluicdo, as placas foram pulverizadas com as solugdes reveladoras (Figura 11) e
aquecidas por 60 segundos em placa aquecedora para a andlise das diferentes classes de
compostos organicos. Apds o aquecimento, ocorria a reacdo da substancia com o revelador,
formando manchas coloridas. O processo foi repetido com as fracdes hexanica,

diclorometanica e de acetato de etila.
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3.6.1 Teste in vitro para a identificacdo dos constituintes quimicos:

O extrato etandlico também foi submetido a triagem fitoquimica preliminar para a
deteccdo das principais classes de metabolitos secundarios através de reacdes quimicas in
vitro, utilizando reagentes capazes de produzir complexos coloridos e/ou precipitagéo
caracteristicos para cada classe de substancias analisadas (MATOS, 1997, SIMOES et al.,
2004).

Para a realizacdo dos testes, utilizou-se 1 g do extrato etandlico, que foi solubilizado em
100 mL de Etanol Absoluto. Porgdes de 5 mL dessa solucdo foram transferidas para diferentes
tubos de ensaio enumerados e submetidos a analises de acordo com a metodologia descrita
por Matos (1997), descritas a seguir.

Alcaldides

No teste para alcaldides utilizou-se dois tubos com o extrato etandlico, que foi
acidificado com 10 mL de HCI 0,1 M. Logo ap06s, adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer
no primeiro tubo e outras 3 gotas de reagente de Dragendorff no segundo tubo. Apds o
procedimento observou-se a reac¢ao, o precipitado floculoso indica o resultado positivo para
alcaldides.

Fenadis e taninos

O extrato etanolico foi colocado em um tubo de ensaio numerado como tubo 1. A um
segundo tubo de ensaio foi adicionada apenas agua destilada e solucdo alcodlica de FeCl; e
numerado como branco (tubo 2). No tubo 1 foram adicionados 3 gotas da solucéo de FeCls,
agitou-se bem e observou-se a ocorréncia ou ndo de coloracdo, comparando-se com o tubo 2
(branco). O resultado positivo para fendis é indicado pela coloracéo entre o azul e o vermelho,

quando o “branco* for negativo.

Antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Adicionou-se em 3 tubos de ensaio 5 mL da solucdo hidroalcodlica do extrato etanolico.
No tubo 1 acidulou-se com HCI concentrado até pH 3; no tubo 2 alcalinizou-se com solugéo
de carbonato de sodio a 10% até pH 8,5 e no tubo 3 alcalinizou-se com solugéo de NaOH 1,0
M até pH 11. O aparecimento da coloracdo azul-purpura e vermelho alaranjado s&o

indicativos da presenca de antocianinas, antocianidinas e flavonoides, respectivamente.
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Heterosideos cianogénicos

Adicionou-se em um tubo, contendo o extrato etandlico, 2 gotas de H,SO,4 tapou-se o
tubo com uma tira de papel filtro impregnado com picrato de sodio de sédio. O tubo de ensaio
foi levado ao banho Maria permanecendo por 2 horas. O aparecimento da cor vermelho-

castanho no papel filtro indica a presenca de heterosideos cianogénicos.

Flavonois, flavonas, flavanonois e xantonas

Adicionou-se em um tubo de ensaio o0 extrato etandlico e a este colocou-se um pedaco
de fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Foi aguardado o término da reacdo que foi
indicada pelo fim da efervescéncia e observou-se a mudanca de coloracdo. O aparecimento ou
intensificacdo da cor vermelha é indicativo para flavondis, flavonas, flavanondis e/ou

xantonas livres ou seus heterosideos.

Catequinas

Dissolveu-se alguns miligramas do extrato em 3mL de Metanol, filtrando se necessario.
Acrescentou-selmL de solucdo aquosa de Vanilina 1% e 1mL de HCI concentrado. O
resultado € indicado pelo o surgimento de uma coloracdo vermelha intensa indica reacdo

positiva.

Glicosidios cardiacos
Dissolveu-se alguns miligramas do extrato em 5 mL de Metanol, filtrando se necessario.
Em 2 tubos de ensaio contendo 2 mL cada, adicionou-se gotas do reativo de KEEDE. O

indicativo de resultado positivo é o aparecimento da coloracdo azul ou violeta.

Esteroides e triterpendides

Dissolveu-se alguns miligramas do extrato em 10mL de Cloroférmio filtrando se
necessario. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio completamente seco. Adicionou-se
ImL de Anidrido Acético e agitou-se suavemente, em seguida, foi adicionado
cuidadosamente, 3 gotas de H,SO, concentrado. A solucdo foi agitada suavemente. O
resultado positivo € observado se ha rapido desenvolvimento de cores, que vao do azul

evanescente, ao verde persistente.
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Saponinas

Dissolveu-se alguns miligramas do extrato etandlico em 5mL de &gua destilada. Em
seguida, diluiu-se para 15mL e agitou-se durante 2 minutos. Resultado: formacéo de espuma,
se a camada de espuma permanecer estavel por mais de meia hora, o resultado é considerado

positivo para saponina espumidica.

Polissacaridios

Dissolveu-se alguns miligramas do extrato etanolico em 5mL de &gua destilada.
Adicionou-se duas gotas de lugol. Resultado: O aparecimento de coloracdo azul, indica
resultado positivo.

Proteinas e aminoéacidos

Dissolveu-se alguns miligramas do extrato etandlico em 3mL de &gua destilada e
filtrou-se o necessario. Foi adicionado 0,5mL de solucdo aquosa de Nihidrina a 1%, aquecer
até a ebulicdo. Resultado: o aparecimento de coloracdo violeta persistente indica reacao

positiva.
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3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

3.7.1 Repique e preparacdo do meio de cultura

Para a execucdo do experimento, foram realizados repiques com as oitos diferentes
cepas bacterianas (Figura 14) cedidas pela Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC).
Inoculos das bactérias, guardados em eppendorfs sob refrigeracdo, foram transferidos para o
meio de cultura e semeados em forma de estrias de esgotamento para a obtencédo de colbnias
isoladas de bactérias.

Para o preparo das placas para repiques foram utilizados 37,5 g de BHI (Brain Heart
Infusion) e 15 g de Agar nutriente para cada 1 L de agua destilada, sendo que para cada placa
de petri, sdo necessarios aproximadamente 25 mL de meio de cultura. As placas e o meio de
cultura foram autoclavados previamente a sua utilizacdo e a atividade foi executada dentro da
capela de fluxo laminar para evitar possiveis contaminacoes.

As placas repicadas e devidamente identificadas foram levadas a estufa de incubacéo a

37°C por 24 horas para ativagdo e crescimento bacteriano.

Figura 14: Cepas bacterianas utilizadas nos ensaios antimicrobianos

Microorganismo N° de identificacéo
ATCC Escherichia coli 35288
ATCC Escherichia coli 25922

ATCC Pneumoniae 700603
ATCC Proteus vulgaris -
ATCC Staphylococcus aureus 25923
ATCC Staphylococcus aureus 43300
ATCC Enterococcus faecalis 51299

ATCC Enterococcus faecalis 292012



http://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enterococcus_faecalis
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3.7.2 Obtencéo das concentragdes das amostras

Para a obtencdo das diferentes concentracbes de cada amostra, pesou-se 60 mg do
extrato etanodlico e das respectivas fracdes e foram diluidos individualmente em balGes
volumeétricos de 10 mL, com o solvente correspondente, obtendo-se a concentracdo A (6,0
mg/mL). Essa solucdo foi diluida para obter-se as concentra¢des B (3,0 mg/mL) e C (1,5

mg/mL).

3.7.3 Técnica de difusédo em agar

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico e das fracGes da
Poincianella bracteosa foi realizada por meio da adaptacdo da técnica de difusdo em agar,
utilizando-se discos de papel esterilizados (BAUER et al., 1996).

Apo6s a ativacdo das bactérias, indculos isolados de cada microrganismo foram
transferidos para tubos de ensaios contendo 9 mL de BHI. Estes foram incubados no Shaker
(Incubadora Shaker SL 222/CFR) a 37°C a 160 RPM por um periodo de aproximadamente 18
horas.

Ap0s este periodo, a suspensdo bacteriana retirada do Shaker era diluida 10 vezes e, em
seguida, realizada a leitura da densidade ética (D.O.) da suspensdo em espectrofotbmetro a
600 nm. Para a calibracdo do aparelho foi utilizado o BHI sem a presenca de bactérias (Figura
10).

Apos a leitura, acertou-se a D.O. para 0,2 e, em seguida, a suspensédo foi levada para
incubacdo no Shaker (Figura 10), por mais 1 hora e realizada a segunda leitura sem diluicéo.
Apbs obter a D.O. desejada (0,6 - 0,8), na fase LOG de crescimento bacteriano (Figura 15),
foram colocados 1 mL da suspensdo bacteriana em placas estéreis e, em seguida, foi

adicionado o meio BHI semi solido, contendo agar (10%).
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Figura 15: Imagens dos testes de atividade antimicrobiana

- *FDFF'a

A: Solucdo bacteriana; B: Incubadora Shaker;
C: Espectofotémetro; D: Estufa incubadora
Fonte: SANTOS, M. R. (2014)

Discos de papel filtro de 6 mm de diametro foram impregnados com 10 pL das
diferentes concentracfes do extrato ou das fracfes a serem analisadas. Apos a solidificagcdo
das placas, esses discos contendo as amostras em diferentes concentra¢fes foram colocados
sobre o0 as placas cultivadas com os microrganismos. Os testes foram realizados em triplicata.

Como controles negativos utilizaram-se 0s solventes nos quais foram solubilizados o
extrato e suas respectivas fragbes (EE: Etanol; FD: Diclorometano; FH: Hexano e FAE:
Acetato de etila).

As placas foram levadas para uma estufa de incubacgdo a 37°C por um periodo de 5 dias
e, posteriormente, foram medidos os halos de inibicdo. As medidas dos halos foram realizadas
em trés dias consecutivos e repetidas novamente no quinto dia. As médias das leituras foram
calculadas, os valores foram somados e divididos por 3.

Para a medig&o dos halos, utilizou-se régua e compasso, segundo a metodologia descrita
por Wong-Leug (1988), onde foram consideradas como possuidoras de atividade
antimicrobiana, as amostras que provocaram a formacdo de halos de inibicdo de tamanho
igual ou superior a 10 mm de didmetro, incluindo os milimetros dos discos de papel.

Sdo considerados halos as areas ao redor dos discos de papel, onde o crescimento das
bactérias foi inibido ap6s a adicdo do extrato/fracao.
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3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA

Os experimentos relativos a avaliacdo larvicida foram conduzidos no Laboratério de
Pesquisa de Inseticidas Naturais, a partir de uma criacdo estoque de Aedes aegypti,
estabelecida a partir de ovos da linhagem Rockefeller cedidos Laboratorio de Fisiologia e
Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE), da Fundacdo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro.

Para a avaliacdo da atividade larvicida utilizou-se o extrato etandlico (EE) e suas
fracdes, diclorometanica (FD), hexanica (FH) e acetato de etila (FAE). Os experimentos
foram conduzidos em sala climatizada com médias de temperatura: 26,68 °C (EE), 26,64 °C
(FD), 26,7 °C e 26,62 °C (AE), e umidade de 53,6%, (EE e FD), 53,6% (FH) e 53,5% (AE).

3.8.1 Avaliacéo da atividade larvicida

Para a realizacdo dos ensaios de atividade larvicidas utilizou-se larvas do terceiro e
quarto instar do Ae. aegypti. Foram utilizadas cinco concentracdes (2,4; 1,5; 0,9; 0,6 e 0,3
mg/mL), com cinco repeticdes cada. Em cada repeticdo foram utilizadas 30 larvas do Ae.
aegypti. As observacdes da mortalidade das larvas foram realizadas nos tempos 0,5; 1; 2; 4; 8;
16 e 24 horas, ap6s a montagem do experimento (Figura 16).

Figura 16: Montagem do experimento com as larvas
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Fonte: COSTA, R. K. B. S (2015)

Para a solubilizagdo do extrato etanolico e suas fragbes utilizou-se os seguintes
solventes: Extrato etandlico: dimetilsulfoxido (DMSO) e agua deionizada (4:6); Fracdo
diclorometanica: etanol e 4gua (4:6); Fracdo hexanica: Fracdo acetato de etila:
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dimetilsulfoxido (DMSO) e agua deionizada (1:1). O grupo controle foi composto de agua e
solvente, sem a presenca da amostras, nas mesmas propor¢oes utilizadas para diluir o extrato
e suas fracoes.

As observacOes da mortalidade larval foram realizadas nos tempos 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 e
24 horas, apdés a montagem final do experimento. Considerou-se como mortas as larvas que
nédo apresentavam movimento quando estimuladas com a ponta de um pincel (n° 1).

As solucbes foram guardadas em frascos ambar devidamente -etiquetados sob
refrigeracdo até a sua utilizacdo. Como controle negativo, utilizou-se uma mistura de solvente

e 4gua nas mesmas proporcdes nas quais as amostras foram diluidas.

3.8.1 Andlise estatistica

A relacdo entre a mortalidade larval e o tempo de exposicdo aos extratos, foi obtida a

partir da analise de regressao linear. Para o célculo da concentracdo letal 50 (CLsp) foi

utilizado o programa computacional Probit for Logit Analysis (POLO-PC).



51

3.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etanolico da Poincianella bracteosa,
utilizou-se dois diferentes métodos: Sequestro de Radicais Livres DPPH e Poder Redutor de
fons Ferro (FRAP).

3.9.1 Método DPPH

Para a quantificagdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, adotou-se a
metodologia descrita por Rufino et al. (2006).

A solucdo de DPPH foi preparada pesando-se 2,4 mg do reagente 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (Sigma-Aldrich), dissolvidos em Metanol PA em bal@o volumétrico de 100 mL,
para obter-se uma solugdo de concentra¢do 0,06 mM.

Foram preparadas dilui¢ces do Extrato Etandlico em Metanol PA, de forma a obter-se
as concentracdes de 0,039, 0,078, 0156, 0,3125, 0,625 e 1,25 mg/mL.

Em ambiente escuro, transferiu-se para tubos de ensaio, 3,9 mL da solu¢do metandlica
de DPPH a 0,06 uM e 0,1 mL de cada uma das seis diferentes concentracdes do extrato
etandlico, homogeneizando-se as solu¢des em agitador de tubos.

As solucBes foram mantidas em ambiente escuro a temperatura ambiente e, ap6s 30
minutos, tempo 6timo determinado atraves da cinética de reacdo, foram feitas as leituras em

espectrofotbmetro UV-Vis, em comprimento de onda de 515 nm.

3.9.1.1 Cinética de reacao

Para a determinacdo do tempo 6timo de reacdo das amostras com o radical livre
DPPH, realizou-se o0 monitoramento das absorbancias a cada 10 minutos, até a observacao de
sua estabilizacdo. As leituras foram realizadas em triplicata em espectofotdmetro a 515 nm.
Como branco, utilizou-se a mistura de 3,9 mL da solugdo de DPPH e 0,1 mL de metanol PA,

SEM a presenca do extrato.
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3.9.1.2 Construcéo da curva do DPPH
A partir da solucdo inicial de DPPH (60 uM), foram preparadas, em balGes
volumétricos de 10 mL, solugcbes nas concentracfes de 10 a 60 uM, conforme descrito na

Tabela 1.

Tabela 1: Preparo das solu¢bes para curva do DPPH

Solucéo de DPPH Alcool metilico Concentracéo final de
(mL) (mL) DPPH (mL)

0 10 0
1,7 8,3 10
3,3 6,7 20
5,0 5,0 30
6,7 3,3 40
8,3 1,7 50

10 0 60

Apobs um periodo de 30 minutos em ambiente escuro, aliquotas de cada concentracéo
da solucdo de DPPH foram transferidas para uma cubeta de vidro, e realizou-se as leituras em
espectrofotometro com absorbancia a 515 nm. Como branco, para calibrar o
espectrofotémetro, utilizou-se o alcool metilico. As médias dos valores das absorbancias lidas
foram utilizadas para a construcéo da equagéo de regresséo do DPPH.

Posteriormente, o valor correspondente a metade da absorbancia inicial do controle foi
substituido pelo y da equacdo da curva do DPPH, para encontrar o consumo de DPPH em uM
e, em seguida, transformou-se o valor para gramas de DPPH.

A partir das médias das absorbancias obtidas com as leituras das diferentes
concentragdes do extrato, foi construida uma nova equagdo de regracdo, através da plotagem
das absorbancias no eixo Y e das concentra¢@es do extrato no eixo X.

Para calcular a atividade antioxidante do extrato, substituiu-se o y da equacdo obtida
da curva do extrato pela absorbancia equivalente a 50% da concentragdo do DPPH e
encontrou-se o resultado que corresponde a quantidade de extrato necessaria para reduzir em
50% a concentracdo inicial do radical DPPH, denominada de concentracdo efetiva (CEsp). O

resultado final também foi expresso em g extrato/g DPPH.
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3.9.2 Método FRAP

A capacidade antioxidante do extrato etanolico da parte aérea da Poincianella bracteosa
foi determinada seguindo o comunicado técnico 125 da Embrapa (2007). O objetivo deste
método é avaliar o potencial dos componentes presentes no extrato em reduzir o Fe*,
componente do reagente FRAP, para Fe?", através da sua quantificacdo por método

espectrofotométrico.
3.9.2.1 Preparacéo da solucdo do reagente FRAP

O reagente FRAP foi obtido a partir da mistura de 25 mL de uma solucdo tampéo
acetato a 0,3M acrescido de 2,5 mL de uma solucdo de TPTZ (Sal de 2,4,6-Tri-(2-Piridil)-
1,3,5-Triazina 1:3 com Acido p-Toluenosulfénico)a 10 uM e 2,5 mL de uma solugio

aquosa de cloreto ferrico a 20 uM.

3.9.2.2 Preparacéo da solu¢do padrao de Sulfato Ferroso a 2 uM

Dissolveu-se 27,8 mg de sulfato ferroso em 50 mL de agua destilada, em bal&o
volumeétrico, e transferiu-se para um frasco de vidro ambar devidamente etiquetado até a sua
utilizacdo.

3.9.2.3 Curva Padréo do Sulfato Ferroso (FeSO,)

A partir da solucdo padrdo de sulfato ferroso (2 uM), preparou-se em baldes
volumétricos de 10 mL, solucBes de concentracdes variando de 500 a 1500 uM, conforme a

tabela 2.

Tabela 2: Volumes utilizados para o preparo das solugdes
Solucéo padréo de FeSO4(mL) | Agua destilada (mL) Concentracéo final (mL)

2,5 7,5 500
50 50 1.000
7,5 2,5 1.500

10 0 2.000
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Em ambiente escuro, transferiu-se aliquotas de 90 pL de cada solucdo de sulfato
ferroso (500 pM, 1.000 uM, 1.500 pM e 2.000 pM) para tubos de ensaio, acrescentando 270
pL de dgua e 2,7 mL do reagente FRAP, esse processo também foi utilizado para a preparacéo
do controle positivo BHT, todos em triplicata. Manteve-se em banho-maria a 37° C,
realizando-se a leitura a 595 nm ap6s 30 minutos. Para calibrar o espectofotdmetro, utilizou-
se o reagente FRAP como branco.

Os valores das absorbancias obtidos foram inseridos no eixo Y e as concentracGes de
sulfato ferroso (uM) no eixo X, para a construcdo da equacéo da reta.

Para a avaliagdo da atividade antioxidante, em ambiente escuro, transferiu-se
aliquotas de 90 pL da solugdo do extrato na concentracdo de 0,3125 mg/mL para tubos de
ensaio, acrescentou-se 270 uL de &gua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, e manteve-
se em banho-maria a 37 °C. A leitura foi realizada a 595 nm apds 30 minutos e 0 reagente
FRAP utilizado como branco para calibrar o espectrofotdometro.

Construiu-se a curva padrdao com solucbes de sulfato ferroso, nas concentracGes de
500,0 a 2000,0 uM. As absorbancias das amostras foram lidas e os resultados foram expressos

em mg de Fe2+ / g de extrato.

3.9.3 Andlise Estatistica

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado (DIC) e os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o pacote STAT do software
Statistical Analisys System (SAS) verséo 9.0.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Com a extracdo da parte aérea da Poincianella bracteosa foram obtidos 180,5 g do
extrato etandlico. Apos seu fracionamento, a partir de 50 g do extrato etandlico, foram obtidas
5,0 g da fracdo hexanica (FH), 3,0 g da fracdo diclorometanica (FD) e 2,4 g da fracdo acetato
de etila (FAE). O restante do extrato permaneceu dissolvido na solucdo hidroalcodlica. O
melhor rendimento obtido foi da fracdo hexanica, com a 10%, seguido da fracdo acetato de
etila, correspondente a 6% e da fragdo diclorometanica, com 4,8%, em relagdo ao extrato
etandlico.

A solucdo restante da particdo do extrato etanolico, foi denominada Fracéo

Hidroalcodlica (FHA) e ndo foi utilizada nesse estudo.

4.2 PROSPECCAO QUIMICA PRELIMINAR

Com a avaliacdo preliminar por CCD foi possivel identificar diferentes classes de
metabdlitos secundarios na espécie. Os resultados das placas cromatogréaficas foram
analisados de acordo com a presenca (+) ou auséncia (-) dos metabolitos identificados pelos
diferentes reveladores. Os resultados sdo mostrados na Tabela 3 e as placas cromatograficas
correspondentes sao mostradas na Figura 17.

As andlises qualitativas dos constituintes quimicos utilizando diferentes solugdes
reveladoras apresentaram

Segundo Dourado (2006), o conhecimento prévio dos componentes quimicos
encontrados nos vegetais é necessario, pois fornece a relacdo dos seus principais metabdlitos.
Uma vez que a presenca de determinados grupos quimicos séo detectadas, direciona-se para

futuras analises.
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Tabela 3: Resultados da prospeccao quimica por CCD

- Resultados
Classes de metabdlitos
EE FD FH FAE
Alcaloides + + + +
Compostos aminados + - + -
Compostos fendlicos + - + +
Terpenoides e esterdides - + - +

(+) Presenca do metabdlito (-) Auséncia do metabolito

Figura 17: Placas cromatograficas obtidas das revelacdes do extrato etandlico (EE) e fragdes (FH, FD
e FAE) com diferentes solugdes reveladoras

Extrato etandlico bruto

Sulfato Cérico Vanilina Dragendorff




Fracdo hexanica

Sulfato Cérico Vanilina Dragendorff

Fracéo diclorometénica

Sulfato Cérico Vanilina Dragendorff
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Fracgéo acetato de etila

Sulfato Cérico Vanilina

Fonte: SANTOS E PORTO (2014)

Dragendorff
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4.2.1 Teste in vitro para a identificacao dos constituintes quimicos:

A partir dos testes de prospeccdo quimica in vitro foram identificados os seguintes

compostos, conforme apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Prospeccdo quimica in vitro do extrato etanolico obtido
da parte aérea de Poincianella bracteosa.

Metabdlitos secundarios Resultados
Antocianinas -
Antocianidinas -
Flavonas +
Flavanoidess +
Xantonas +
Flavonois +
Saponinas -
Polissacarideos -
Proteinas e aminoé&cidos -
Taninos pirogalicos +
Chalconas -
Auronas -
Alcaléides -
Glicosideos Cardiacos -
Esteroides e triterpenoides +
Catequinas -
Fendis
Taninos
Heterosideos cianogénicos -
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4.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.3.1 Controles negativos e positivos

Os valores das medicdes dos halos de inibigdo para os controles negativos (solventes)
variaram entre 7,0 e 8,5 mm. As cepas bacterianas foram resistentes aos controles negativos,
comprovando, que os solventes ndo interferiram no crescimento dos microrganismos e,
portanto, ndo interferem nos ensaios de atividade antimicrobiana.

Como controle positivo utilizou-se o antibiético Cloranfenicol (na concentracdo de 3,0
mg/mL), para a avaliagdo comparativa das amostras frente ao padrédo de referéncia. O
Cloranfenicol é um antibiético com amplo espectro de acdo, que interfere na sintese proteica
bacteriana, tanto das bactérias Gram-positivas quanto das Gram-negativas.

Os halos de inibicdo obtidos com as amostras tiveram tamanhos entre 10 e 25 mm
(Figura 18). Mesmo sendo uma bactéria Gram-negativa e, portanto, mais resistente, a ATCC
E. coli 25922, foi a cepa que sofreu a maior inibi¢cdo pelo antibidtico, indicando sua maior

susceptibilidade ao mesmo.

Figura 18: Tamanhos dos halos de inibicdo (em milimetros) obtidos nos ensaios
antimicrobianos com o controle positivo (Cloranfenicol) na concentracdo de 3,0 mg/mL
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4.3.2 Extrato etandlico e suas fragdes:

O extrato etandlico obtido das partes aéreas da Poincianella bracteosa apresentou bom
potencial antimicrobiano. Os halos de inibicdo formados tiveram tamanhos variando entre 10
e 13 milimetros. No geral, 70,83% das cepas foram inibidas pelo EE (Figura 19).

As cepas bacterianas foram bem suscetiveis ao EE que foi mais ativo frente a cepa
ATCC P. vulgaris, pois ocorreu a formacdo de halo de inibicdo nas trés concentracdes
testadas.

O EE provocou a formacdo de halos de inibicdo com tamanhos iguais ou superiores a 10
mm frente as cepas ATCC P. vulgaris e ATCC S. aureus 25923, na menor concentracdo
testada, correspondente a 1,5 mg/mL.

A CIM para o EE foi de 6,0 mg/mL para a cepa ATCC E. coli 25922. Nas cepas ATCC
E. coli 35288, ATCC Pneumoniae 700603, ATCC S. aureus 43300, ATCC E. faecalis 51299 e
ATCC E. faecalis 292012 a CIM foi de 3,0 mg/mL. J& nas cepas ATCC P. vulgaris e ATCC
S.aureus 25923 a CIM foi de 1,5 mg/mL.

O EE apresentou na concentracao de 3,0 mg/mL, frente a cepa E. coli 35288, um halo
com tamanho igual ao do antibiotico testado e, na concentracdo de 6,0 mg/mL, o tamanho foi
superior; na ATCC Pneumoniae 700603, na concentragdo de 6,0 mg/mL, o halo foi
equivalente ao obtido com o antibidtico e na cepa ATCC E. faecalis 51299, nas concentracGes
de 3,0 e 6,0 mg/mL, os halos apresentaram tamanhos superiores ao formado pelo antibiético,
apresentando assim boa atividade antimicrobiana

Segundo Veluri et al. (2004), a presenca de taninos e flavonoides pode conferir
atividade antimicrobiana a um extrato, portanto, a presenca desses compostos no extrato da

planta, leva a expectativa de uma atividade antimicrobiana nas suas fracdes.
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Figura 19: Tamanhos dos halos de inibi¢do (em milimetros) obtidos com o Extrato Etanélico (EE) em
diferentes concentragdes e com o controle positivo (Cloranfenicol 3,0 mg/mL)

Extrato Etandlico

W6,0mg/mL
m3,0mg/mL

B1,5mg/mL

M Cloranfenicol 3,0 mg/mL

A fracdo hexanica foi a que apresentou 0 menor potencial antimicrobiano sobre as cepas
bacterianas avaliadas. A CIM da FH foi de 6,0 mg/mL frente as cepas ATCC E. coli 35288,
ATCC P. vulgaris, ATCC S. aureus 43300 e ATCC E. faecalis 51299. Sendo assim estas
cepas bacterianas foram relativamente resistentes a FH, na maior concentracdo testada. Frente
as cepas ATCC E. coli 25922, ATCC Pneumoniae 700603, ATCC S.aureus 25923 e ATCC E.
faecalis 292012 a CIM da FH foi de 3,0 mg/mL. A FH na concentracdo de 1,5 mg/mL néo
provocou a formacao de halos de inibicdo em nenhuma das cepas testadas, demonstrando que
a mesma nao apresenta potencial antimicrobiano na menor concentracao testada.

Comparando-se ao Cloranfenicol, a FH produziu halos de inibicdo de tamanhos muitos
inferiores ao antibidtico, demonstrando sua menor eficiéncia frente as cepas ATCC E. coli
25922, ATCC P. vulgaris, ATCC S.aureus 25923, ATCC S. aureus 43300 e ATCC E. faecalis
292012 (Figura 20).

Entretanto, a FH na concentracdo de 3,0 mg/mL, frente as cepas ATCC E. coli 35288,
ATCC Pneumoniae 700603 e ATCC E. faecalis 51299, demonstrou resultados similares ao
antibidtico, apontando assim seu potencial antimicrobiano nessa concentracao, frente a estas

cepas mais sensiveis.
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Figura 20: Tamanhos dos halos de inibi¢do (em milimetros) obtidos com a Fragcdo Hexanica (FH) em
diferentes concentragdes e com o controle positivo (Cloranfenicol 3,0 mg/mL)

Fracao Hexanica
25
20
15
10 - W6,0mg/mL
> m3,0mg/mL
O_Cb o 5 M O O 0 m1,5mg/mt
P A A D
,,g;" q:oo’ & &@ ,{oo’ @O’ (,)‘\j’ 099 M Cloranfenicol 3,0 mg/mL
M PR A
L O S A Y S
& L P P
C C £
¥ v &L & (&
v &L
¥ v

A fracdo diclorometénica (FD) inibiu 58,33% das 8 cepas testadas. Os halos variaram
entre 10 e 12 milimetros (Figura 21). Essa também foi uma fragdo ativa frente a cepa ATCC
S.aureus 25923 na menor concentracdo testada.

Nas cepas ATCC E. coli 25922, ATCC Pneumoniae 700603, ATCC P. vulgaris, ATCC
S.aureus 25923 e ATCC E. faecalis 292012, a CIM da FD foi de 3,0 mg/mL. Ja frente as
cepas ATCC E. coli 35288, ATCC S. aureus 43300 e ATCC E. faecalis 51299, a CIM foi de
6,0 mg/mL. Nestes casos, 0S microorganismos apresentaram resisténcia intermediaria, sendo
inibidos somente na maior concentracao ensaiada.

A fracdo Diclorometanica, através da CCD, indicou a presenca de compostos fendlicos,
como taninos e flavonoides. Estes possuem potencial como anti-inflamatérios, antifingicos,

antimicrobianos, agentes antioxidantes e de cicatrizagéo de feridas (SANTOS, 2004).
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Figura 21: Tamanhos dos halos de inibi¢do (em milimetro) obtidos com a Fracdo Diclorometéanica
(FD) em diferentes concentra¢fes e com o controle positivo (Cloranfenicol 3,0 mg/mL)
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A Fracdo Acetato de Etila (FAE) apresentou um bom potencial antimicrobiano,
indicado pela formacdo de halos de inibi¢do de até 25 mm nos testes, como com a cepa ATTC
P. vulgari. A concentracdo inibitéria minima (CIM) para a FAE foi de 3,0 mg/mL (Figura
22), pois foi a menor concentracdo que inibiu 87,5% das cepas bacterianas, exceto para a cepa
ATCC Pneumoniae 700603, para a qual a CIM da FAE foi de 6,0 mg/mL (Figura 23).

Os resultados demonstraram que as cepas bacterianas foram sensiveis frente a FAE,
pois o crescimento bacteriano foi inibido com eficacia com as concentragdes testadas.

Comparando-se 0s resultados dos testes da FAE com os do controle positivo
(Cloranfenicol) (Figura 21), observou-se que a FAE produziu halos de inibicdo maiores que 0
cloranfenicol, frente as cepas ATCC E. coli 35288 e ATCC E. fecalis 51299, demonstrando o
potencial antimicrobiano da fragéo analisada.

A FAE apresentou resultados positivos contra S. aureus e E. coli, sendo esta atividade
associada a presenca de substéncias fendlicas, que possuem capacidade de complexar-se a
proteinas extracelulares da membrana bacteriana, provocando sua morte (COWAN, 1999).

Deve-se levar em consideracdo, também, que a FAE é constituida por uma mistura de
metabolitos secundario e que, ao serem isolados, estes poderdo apresentar uma atividade

melhor que o controle positivo frente as cepas avaliadas.
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Figura 22: Formac&o de halo de inibigdo provocado pela FAE na concentracdo de 3,0 mg/mL, frente a
cepa ATCC S.aureus 25923

Fonte: Santos, M. R. (2013)

Figura 23: Tamanhos dos halos de inibigdo (em milimetros) obtidos com a Fracdo Acetato de Etila
(FAE) em diferentes concentracdes e com o controle positivo (Cloranfenicol 3,0 mg/mL)

Fragao Acetato de Etila

W6,0mg/mL
m3,0mg/mL

m1,5mg/mL

M Cloranfenicol 3,0 mg/mL

De acordo com os resultados obtidos, considera-se que o extrato etandlico e as fracdes
obtidas das partes aéreas da Poincianella bracteosa tém potencial antibacteriano sobre as
cepas de microrganismos testadas. Os melhores resultados encontrados foram produzidos pela
FAE, onde a maioria das cepas foram inibidas na concentracéo de 3,0 mg/mL. A presenca de
compostos fendlicos e alcaloides na espécie em estudo é responsavel pela atividade

antibacteriana demonstrada, sendo necessario estudos mais avangados que visem o isolamento
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e determinacgdo estrutural destes constituintes quimicos, bem como a realizacdo de outros
testes de atividade bioldgica, que auxiliem na determinacdo do perfil farmacoldgico da
espécie estudada.

Na figura 24 sdo mostradas as placas com os testes de difusdo em disco, com a amostra
do extrato bruto nas diferentes fracbes (A: 6,0 mg/mL; B 3,0 mg/mL; e C: 1,5 mg/mL) e 0

controle negativo (Etanol).

Figura 24: Testes de difusdo em disco: Fragdo extrato ettandlico nas difentes concentragdes e com o
controle negativo (solvente etanol

Fonte: Santos M. R. (2014)
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4.4 ATIVIDADE LARVICIDA:

A mortalidade larval no extrato etandlico, obtido da parte aérea da Poincianella
bacteosa, foi diretamente proporcional ao tempo de exposicdo nas concentracdes 2,4 mg/mL
(R2=10,37), 1,5 mg/mL (R2 = 0,04), 0,9 mg/mL (R2 = 0,04), 0,6 mg/mL (R% = 0,17), porém
ndo houve mortalidade na concentracdo 0,3 mg/mL. Contudo, embora a mortalidade tenha
aumentado com o tempo de exposicdo das larvas, ela ndo ocasionou 50% de mortalidade,
apos 24 horas de exposicdo das larvas ao extrato etanélico (Figura 16). O mesmo ocorreu com
a fracdo acetato de etila, que ndo atingiu, também, 50% de mortalidade larval, apds 24 horas
de exposicdo, no entanto, essa fracdo ocasionou um percentual de mortalidade maior que o

extrato etanolico a partir de 16 horas de exposicdo das larvas (Figura 25).

Figura 25: Percentual de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposi¢do
as diferentes concentracGes do extrato etanolico, obtido da parte aérea da Poincianella bracteosa
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Figura 26: Percentual de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicéo
as diferentes concentracGes da fracdo acetato de etila, obtida da parte aérea da Poincianella bracteosa,
a partir do fracionamento do extrato etanolico
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No que diz respeito as fragbes hexanica (2,4 mg/mL (R? = 0,48), 1,5 mg/mL (Rz =
0,45), 0,9 mg/mL (Rz = 0,37), 0,6 mg/mL (R? = 0,37) e 0,3 mg/mL (Rz2 = 0,48) e
diclorometanica (2,4 mg/mL (R? =0,67), 1,5 mg/mL (R? = 0,66), 0,9 mg/mL (R? = 0,63), 0,6
mg/mL (R2 = 0,86) e 0,3 mg/mL (R2 = 0,60)), a mortalidade das larvas de Ae. aegypti também
foi diretamente proporcional ao tempo de exposi¢cdo em todas as concentracGes avaliadas.
Contudo, diferentemente do extrato etandlico e da fracdo acetato de etila, ocasionaram uma

mortalidade larval maior que 50%, com 24 horas de exposicdo das larvas (Figura 25 e 26).
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Figura 27: Percentual de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de exposicéo
as diferentes concentracBes da fracdo hexanica, obtida da parte aérea da Poincianella bracteosa, a
partir do fracionamento do extrato etandlico
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Figura 28: Percentual de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposi¢do
as diferentes concentracGes da fracdo diclorometénica, obtida da parte aérea da Poincianella
bracteosa, a partir do fracionamento do extrato etanélico
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Ao avaliar a concentragdo letal 50 observou-se um aumento na toxicidade com o
fracionamento, visto que o extrato etanélico foi 0 menos téxico para as larvas (5,92 mg mL™),
sequido pela fracdo acetato de etila (3,78 mg mL™), a hexanica (2,10 mg mL™) e a

diclorometanica (0,74 mg mL™), conforme apresentado na tabela 5.
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Tabela 5: Concentracéo letal 50 ( CLs, ) do extrato etandlico e de suas fragfes, obtidos a partir da
parte aérea da Poincianella bracteosa, sobre larvas de Aedes aegypti expostas por 24 h

CONCENTRACAO LETAL (mg mL '1)
EXTRATO/FRACOES
ClLso Intervalo de Confianca
Etandlica 5.92 4.68 - 8.62
Hexanica 2.10 1.93-2.30
Diclorometéanica 0.74 0.70-0.78
Acetato de etila 3.78 3.32-4.43

Estudos realizados pela equipe do grupo SOMA (Sociedade e Meio Ambiente)
divulgaram alguns estudos da catingueira:

Cruz et al. (2012), utilizaram a raiz de Poincianella bracteosa com o objetivo de avaliar
a propriedade larvicida da fracdo diclorometanica sobre o Aedes aegypti. Foram utilizados
cinco concentracBes diferentes nos ensaios bioldgicos, revelando que ndo houve diferenga
significativa na atividade larvicida entre as diferentes concentragdes.

Amorim et al. (2012), avaliaram a propriedade larvicida da fracdo acetato de etila,
obtida a partir do extrato etandlico das folhas de Poincianella bracteosa, sobre larvas do
Aedes aegypti. Os ensaios bioldgicos foram realizados com cinco tratamentos (13,3 mg/mL,
6,7 mg/mL, 4,0 mg/mL, 2,0 mg/mL e 0,7 mg/mL) e observou-se que a concentragdo de 13,3
mg/mL foi significativamente mais efetiva que as demais concentragdes, obtendo-se 67,5% de
mortalidade das larvas e ndo ocorrendo mortalidade no grupo controle.

Cruz et al. (2012), avaliaram a acdo inseticida do extrato etandlico da raiz de
Poincianella bracteosa, sobre larvas de Aedes aegypti, sendo utilizadas cinco concentragdes
do extrato (13,3 mg/mL, 6,7 mg/mL, 4,0 mg/mL, 2,0 mg/mL e 0,7 mg/mL). A anélise da
concentracdo letal demonstrou que ap6s algumas horas de observacdo, obteve-se uma
mortalidade de 50% de larvas de Aedes aegypti, em condigdes de laboratorio.

Os autores Cruz et al. (2012) e Amorim et al. (2012), comprovaram que as diferentes
partes da Poincianella bracteosa apresentaram potencial larvicida e inseticida sobre o Aedes

aegypti , o que demonstra a necessidade de se dar continuidade dos estudos.
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4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A triagem fitoquimica preliminar, realizada pela avaliacdo do extrato etanolico por
CCD, sugeriu a existéncia de substancias com potencial atividade antioxidante na espécie.
Muitas substancias naturais, oriundas de plantas, tém sido identificadas como captadoras de
espécies reativas de oxigénio, protegendo o corpo humano dos efeitos destes, bem como
retardando o aparecimento de muitas doencas cronicas (GULCIN et al., 2003).

O teste do sequestro do radical livre estdvel DPPH baseia-se na capacidade de
determinadas substancias em doar um &tomo de hidrogénio ao radical, reduzindo-o a
hidrazina, provocando mudanca de coloragdo da solucdo, de violeta para amarelo (Alves et
al., 2010).

A Figura 29 refere-se a curva de calibracdo empregada para o experimento do sequestro

de radicais livres DPPH.

Figura 29: Curva do DPPH: Absorbancia x Concentragado
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Para a curva do DPPH obteve-se a equacdo da reta y = 0,0109x + 0,0083 (R*=0,999),
comparando ao BHT, controle positivo, que apresentou a reta y = -0,001x + 0,587
R2 = 0,989. Segundo Alves et al. (2007), quanto maior o consumo de DPPH pela amostra,
maior é sua atividade antioxidante. A capacidade antioxidante dessas plantas é explicada pela

presenca de substancias capazes de inibir os radicais livres.

A atividade antioxidante foi expressa pelos valores de ECsy, correspondente a

concentracdo da amostra ou padrdo que causa 50% de inibicdo da concentracdo inicial dos
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radicais DPPH. O valor de ECs, foi encontrado a partir da média das absorbéancias (0,473;
0,264 e 0,220) das trés concentracdes utilizadas (0, 15625; 0,3125 e 0,625).

Esse parametro estima qual é a concentracdo da amostra (em ug/mL), necesséria para
reduzir em 50% a concentragdo inicial do radical livre DPPH. O valor de ECs para o extrato
etanolico testado foi de 0,056 g de extrato para reduzir 1 g de DPPH.

Segundo Borguini (2006), o método DPPH é um recurso facil e preciso para avaliar a
atividade antioxidante in vitro em extratos, fraces e compostos isolados de plantas. Também
é amplamente usado por requerer tempo de andlise relativamente curto em relacdo aos outros
métodos. O efeito dos antioxidantes sobre o sequestro do radical DPPH é atribuido a
habilidade destes compostos de doar hidrogénio.

Durante a realizacdo do método FRAP, o complexo Fe**-TPZ é reduzido ao complexo
Fe?*-TPZ, na presenca de um antioxidante e em condiges cidas (Sucupura et al., 2012). No
teste realizado pelo método FRAP, o extrato etandlico apresentou um moderado poder redutor
sobre os fons Fe®*, pois a quantidade de fons Fe?* produzidos na solucdo ndo foram t&o

elevadas, correspondente a 35485 mg de Fe® por grama de extrato.
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V - CONCLUSOES

Com o desenvolvimento desse trabalho, com a parte aérea da Poincianella bracteosa,

concluiu-se que:

O extrato etanolico e as fragcGes obtidas da planta inibiram o crescimento das cepas
bacterianas testadas, em diferentes concentra¢des, demonstrando o potencial antibacteriano da
espécie estudada. A fracdo acetato de etila, demonstrou o maior potencial antimicrobiano
frente as cepas testadas.

A avaliacdo qualitativa do extrato etan6lico por CCD demonstrou a presenca de varias
classes de metabolitos secundarios, como por exemplo, os alcalbides, as flavonas, flavonois,
xantonas, taninos e esteroides.

O extrato etanolico da Poincianella bracteosa apresentou uma boa atividade
antioxidante, sendo eficiente na reducdo de radicais DPPH e na producdo de fons Fe®* pelo
método FRAP.

O conhecimento das propriedades antioxidantes de produtos naturais utilizados na
medicina popular pode direcionar mais apropriadamente a populacdo na escolha de plantas
com maior efeito medicinal.

Na avaliacdo da atividade larvicida, a fracdo diclorometéanica foi a que apresentou maior
toxicidade frente as larvas do Aedes aegypti testadas, seguida pelas fracGes hexanica, acetato
de etila e o extrato etandlico. Nota-se que com o fracionamento do extrato, ocorreram maiores
percentuais de mortalidade das larvas, ressaltando que ha uma correlacdo entre a mortalidade
e 0 tempo das larvas expostas as amostras.

Diante do estudo realizado, observa-se que esse trabalho fornece parametros ecoldgicos
e quimicos, que podem desencadear projetos de conservacdo e de desenvolvimento
sustentavel com a flora do semiarido baiano, principalmente de Contendas do Sincora-Ba. A
utilizacdo de espécies vegetais endémicas da caatinga é uma fonte viavel para a obtencédo de

bioprodutos para o controle de microorganismos e insetos.
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