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RESUMO

SANTANA, L. G. A. Potencial antimicrobiano de extratos obtidos da Poincianella
bracteosa (FABACEAE). Itapetinga- BA: UESB, 2018, 66 pg. (Dissertacdo —
Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area de Concentragdo em Meio Ambiente e
Desenvolvimento).

A Caatinga se destaca como um bioma rico em diversidade vegetal, com elevado
potencial econdmico e farmacoldgico, atuando como uma verdadeira farmacia viva, em
gue a maioria das espécies apresentam inumeras utilizagdes na medicina popular.
Dentre elas, se insere a Poincianella bracteosa, muito utilizada para fins medicinais,
possuindo acdo antiinflamatoria, antimicrobiana, entre outras. Assim, com o0 presente
trabalho objetivou-se avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos e fragoes
obtidas de diferentes partes da Poincianella bracteosa, contra microrganismos
patdgenos. O material vegetal foi coletado na Floresta Nacional (FLONA) de Contendas
do Sincora. Para a obtencdo do extrato bruto, realizou-se a extracdo do material vegetal
por percolagdo exaustiva com solugdo hidroetandlica a 70%. Posteriormente, este
extrato foi fracionado pelo método de particdo liquido-liquido com solventes menos
polares, para obtencdo das diferentes fragdes: hexanica, diclorometanica e acetato de
etila. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras foi utilizado o ensaio de
susceptibilidade por microdiluicdo em caldo, para a determinagdo da Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM), utilizando-se seis cepas bacterianas patogénicas. Uma
prospeccao quimica preliminar foi feita com o objetivo de se identificar as principais
classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos, atraves de reacGes quimicas
in vitro, de acordo com a metodologia descrita por Matos (1997). As fracOes
provenientes do fracionamento mostraram-se mais ativas frente as cepas bacterianas que
seus respectivos extratos brutos. Os extratos provenientes da raiz da planta foram os
mais eficientes em inibir o crescimento microbiano, em compara¢do com os demais. A
CIM do extrato bruto da raiz foi de 0,62 mg.mL* para Enterococcus faecalis e de 1,25
mg.mL™? para Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris e
Enterococcus faecalis (CBAM 0278). A fracéo diclorometanica da raiz foi a mais ativa
frente &s cepas de Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, com CIM de 0,03 mg.mL™. Assim sendo, os ensaios realizados indicam o
potencial antibacteriano da espécie estudada frente aos microrganismos testados.

Palavras-chave: Caatinga; Atividade antimicrobiana; Prospeccéo quimica.

*Qrientadora: D.Sc. Simone Andrade Gualberto, UESB. Co-orientadora: D.Sc. Silmara
Almeida Carvalho, UESB.



ABSTRACT

SANTANA, L. G. A. Antimicrobial potential of extracts obtained from Poincianella
bracteosa (FABACEAE). Itapetinga- BA: UESB, 2018, 66 pg. (Dissertation - Master in
Environmental Sciences - Area of Concentration in Environment and Development).

The Caatinga stands out as a biome rich in plant diversity, with high economic and
pharmacological potential, acting as a true living pharmacy, in which most species have
numerous uses in folk medicine. Among them, Poincianella bracteosa, widely used for
medicinal purposes, has anti-inflammatory, antimicrobial action, among others. Thus,
the present work aimed to evaluate the antimicrobial activity of crude extracts and
fractions obtained from different parts of Poincianella bracteosa against pathogenic
microorganisms. The plant material was collected in the National Forest (FLONA) of
Contendas do Sincora. In order to obtain the crude extract, the vegetal material was
extracted by exhaustive percolation with 70% hydroethanolic solution. Later, this
extract was fractionated by the liquid-liquid partition method with less polar solvents, to
obtain the different fractions: hexane, dichloromethane and ethyl acetate. For the
evaluation of the antimicrobial activity of the samples, the microdilution susceptibility
test in broth was used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), using
six pathogenic bacterial strains. A preliminary chemical prospection was made with the
objective of identifying the main classes of secondary metabolites present in the
extracts, through in vitro chemical reactions, according to the methodology described by
Matos (1997). Fractions showed to be more active against bacterial strains than their
crude extracts. The extracts from the root of the plant were the most efficient in
inhibiting microbial growth, in comparison with the others. The MIC of the crude
extract of the root was 0.62 mg.mL™ for Enterococcus faecalis and 1.25 mg.mL™* for
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris and Enterococcus
faecalis (CBAM 0278). The dichloromethane fraction of the root was the most active
against strains of Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, with MIC of 0.03 mg.mL. Therefore, the tests performed indicate the
antibacterial potential of the species studied against the tested microorganisms.

Keywords: Caatinga; Antimicrobian activity; Chemical prospecting.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma das mais ricas biodiversidades do planeta, com
representantes de Vvarios taxons vegetais, sendo muitos destes empregados na medicina
popular, e outras tantas ainda por descobrir (GIULIETTI et al., 2005). Diversas
comunidades recorrem as plantas como recurso terapéutico e, nos ultimos anos,
intensificou-se 0 uso de espécies vegetais como forma alternativa ou complementar aos

tratamentos utilizados na medicina tradicional (DORIGONI et al., 2001).

A ampla biodiversidade do territério brasileiro, aliada ao acervo de
conhecimentos empiricos sobre plantas medicinais, acumulados por populacdes
tradicionais, tornam o Brasil um pais privilegiado para a realizacdo de estudos voltados
para 0 conhecimento e aplicacdo terapéutica das espécies vegetais (ALBAGLI, 2001).
Os conhecimentos tradicionais associados & utilizagdo das plantas medicinais
constituem a base da medicina popular no Brasil, formados a partir de uma mistura das
culturas indigena, européia e africana, oriundos do periodo da colonizacdo (MARTINS
et al., 2000).

As plantas medicinais representam a principal matéria médica utilizada pelas
chamadas medicinas tradicionais, ou ndao ocidentais, em suas praticas terapéuticas,
sendo a medicina popular a que utiliza o maior nimero de espécies diferentes
(HAMILTON, 2003).

Estas plantas tém contribuido fortemente para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas por meio do conhecimento dos seus metabdlitos secundarios,
sendo conhecidos por atuarem de forma direta ou indireta no organismo, podendo inibir
ou ativar importantes alvos moleculares e celulares (CALIXTO, 2005). O tratamento
realizado com plantas medicinais é denominado fitoterapia, e os fitoterapicos
representam o0s medicamentos produzidos a partir dessas plantas (SCHENKEL,;
GOSMAN; PETROVICK, 2003).
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Entre os biomas brasileiros, destaca-se a Caatinga, como 0 Unico bioma
exclusivamente nacional. Recentemente, tem sido descrito como um bioma rico, com
uma diversidade vegetal de elevado potencial econémico e farmacoldgico, onde grande
parte do seu patriménio quimico e biologico € encontrado na regido nordeste do Brasil
(IBAMA, 2010).

Quanto as plantas medicinais, a Caatinga atua como uma verdadeira farmacia
viva, em que a maioria das espécies é destacada por inimeras utilizagdes na medicina
popular. Contudo, a diversidade de vegetais desse bioma poderia ser mais bem
aproveitada economicamente, mediante a realizacdo de estudos pormenorizados,
especialmente explorando os principios ativos de cada uma dessas espécies, com

especial interesse para a industria farmacéutica (DRUMONT, 2012).

A Poincianella bracteosa (Tul.) L. P. Queiroz, popularmente conhecida como
Catingueira, Catinga de Porco Preta ou Pau de Rato, pertencente a familia Fabaceae,
apresenta caracteristica arb6rea de porte médio, sem espinhos, e se distribui amplamente
no semiarido nordestino. As espécies deste género ocorrem em areas de caatinga e sao
bastante utilizadas para aplicacdo medicinal, como combustivel, para obtencéo de lenha
e carvao vegetal, nas construcdes rurais e outros usos ndo madeireiros (FERRAZ et al.,
2012). Estudos etnoboténicos que visam o conhecimento das comunidades sobre o uso e
a eficacia dessas plantas sdo importantes, para fornecer informacdes Uteis para a
elaboracdo de estudos farmacoldgicos, fitoquimicos e agronémicos sobre estas plantas, com
grande economia de tempo e dinheiro.

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana e antifingica dos extratos brutos e das diferentes fracGes obtidas da
Poincianella bracteosa, através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Microbicida Minima (CMM), bem como realizar a prospeccao
quimica dos extratos brutos obtidos da P. bracteosa, através de ensaios in vitro, visando

avaliar seus principais metabolitos secundarios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas Ecoldgicas da Caatinga

A Caatinga é uma das maiores e mais distintas regides fitogeogréaficas
brasileiras, compreendendo uma area de aproximadamente 844.453 km?, representando
11% do territorio nacional (Figura 1) (PALMEIRA et al., 2006). O nome “caatinga” ¢
de origem Tupi-Guarani e significa floresta branca, que caracteriza bem o aspecto da
vegetacdo na estacdo seca, quando as folhas caem (PRADO, 2005). A ciéncia,
identificando sua fauna e flora, mostra que ndo existe apenas uma Caatinga, mas muitas
formas criadas pela interacdo de seus seres vivos com o conjunto edafoclimatico local.
O clima é semiarido, com uma estacdo chuvosa curta e longos meses sem chuva
(SCHISTEK, 2012).

A Caatinga sendo a Unica grande regido natural brasileira que possui limites que
estdo inteiramente restritos ao territorio nacional €, proporcionalmente, a menos
estudada entre as regides naturais brasileiras e também a menos protegida, pois as
unidades de conservacdo cobrem menos de 2% do seu territorio. Os extensos processos
de alteracdo e deterioracdo ambiental que vem sendo provocado pelo uso insustentavel
dos recursos naturais, esta levando a caatinga a rapida perda de espécies Unicas, como

também a eliminacdo de processos ecoldgicos chaves (LEAL, et., al, 2005).
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Figura 1. Extensdo territorial ocupada pela caatinga no Brasil
Fonte: Embrapa

As plantas neste bioma ndo possuem caracteristicas uniformes por se tratar de
uma area muito ampla. Alguns caracteres, como o desenvolvimento de tolerancia a seca,
folhas transformadas em espinhos, suculéncia e raizes tuberosas sdo fatores comuns a
maioria das espécies botanicas encontradas nesse bioma (PRADO, 2005; CHAVES e
OLIVEIRA, 2004).

O periodo chuvoso (50-70%) é concentrado em trés meses consecutivos, apesar
da alta variagdo anual e de longos periodos de seca ser frequentes. O numero de meses
secos aumenta da periferia para o centro da regido (PRADO, 2005). O periodo de
chuvas extremamente irregular de ano para ano, resulta em secas severas periodicas
(KROL et al., 2001; CHIANG e KOUTAVAS, 2004). Essas secas tornam a vida na
Caatinga dificil para quem vive nesta regido.

Apresenta heterogeneidade em relacdo aos tipos de solo, a topografia e a
capacidade de retengdo de agua (ARAUJO, 2007). A caatinga arbdrea esta restrita aos
solos ricos em nutrientes. As florestas sdo mais Umidas e chamadas de brejos de
altitude. Estas se estendem sobre as encostas e topos das chapadas e serras com mais de

500 m de altitude e que recebem mais de 1.200 mm de chuvas orograficas (ANDRADE-
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LIMA, 1982; PRADO, 2005) Esses ambientes na caatinga encontram-se cada vez mais
raros, esparsos e fragmentados. Essas florestas foram largamente destruidas para a
construcédo de casas, cercas e fazendas de gado logo apds a colonizacdo europeia, ja no
inicio do século XV1 (COIMBRA-FILHO e CAMARA, 1996).

Apesar de ser a Unica grande regido natural brasileira, cujos limites estdo
inteiramente restritos ao territorio nacional, tem recebido pouca atencdo com relacdo a
conservacdo da sua variada e marcante paisagem (SILVA et al.,, 2004). Mas a
importancia da Caatinga ndo esti restrita somente & sua elevada biodiversidade e
inimeros endemismos. Como uma regido semiarida altamente imprevisivel e cercada de
biomas tropicais mésicos, a Caatinga funciona como um importante laboratorio para
estudos de plantas e outros seres que se adaptam a um regime de chuvas altamente
variavel e estressante (LEAL et al., 2005).

2.2 Caracteristicas Botanicas da Poincianella bracteosa

O género Poincianella, derivada do diminutivo Poinciana, pertence a familia
Fabaceae. Esta presente em regibes aridas, sazonalmente secas, com solos arenosos ou
calcérios caracteristicos da caatinga(BRITTON e ROSE, 1930).

A familia Fabaceae compreende espécies que estdo distribuidas em diversos
ecossistemas e apresentam acentuada importancia econdmica. Com relacdo a quimica
da familia é caracterizada pela presenca de isoflavonoides em grande variedade, sendo
que estes apresentam importantes atividades bioldgicas, promovendo beneficios a
salide, como a genisteina, que possui atividade antitumoral, por inibir a topoisomerase 11
e tirosina quinase, além de atuarem como antioxidantes naturais (BRANDI, 1997
AKIYAMA et al., 1987; WANG et al., 2001).

Encontrada no semiarido do nordeste brasileiro, com porte herbaceo, arbustivo e
arboreo, endémica do Bioma Caatinga, com mdltiplas utilidades, tais como: potencial
madeireiro, medicinal, uso veterinario, restauracdo florestal, forragem para o gado e
aplicacdes industriais (MAIA, 2004). Algumas espécies sdo utilizadas para uso
medicinal localmente, como também plantas ornamentais de jardim, arvores de rua e
decorativas (BRITTON e ROSE, 1930).

Neste género inclui-se a Poincianella bracteosa (Tul.) L.P.Queiroz, conhecida

popularmente como catingueira, catinga-de-porco; pau-de-rato, havendo sindnimos
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botanicos Ceasalpinia bracteasa Tul. (SAMPAIO et al., 2005). Possui um porte
arbéreo, podendo alcancgar entre 4-12 metros de altura, apresentando uma copa irregular,
sendo decidua durante a estacdo seca, o caule de cor acinzentado e abundancia em
lenticelas esbranquicadas (Figura 2) (SAMPAIO et al., 2005; LIMA, 2012; MAIA-
SILVA et al., 2012). As flores sdo amarelas com pontuacdes avermelhadas, dispostas

em racinos curtos, estando reunidas em inflorescéncias terminais (LIMA, 2012).

Figura 2. Poincianella bracteosa no seu habitat natural
Fonte: ANJOS. Q.Q.A. (2015)

Essa espécie apresenta tolerancia as condicdes de seca, devido a facilidade de
adaptacdo aos solos da caatinga, 0 que possibilita a ocorréncia da espécie em diversas
associages vegetais. ApOs o corte, a P. bracteosa possui capacidade de brotar
espontaneamente (SAMPAIO et al., 2005), no entanto, ndo possui tolerancia as

queimadas.

Bastante utilizada como combustivel, lenha, carvdo vegetal, construc@es rurais, e
outros usos ndo madeireiros e também para aplicacdo medicinal (FERRAZ et al., 2012).
Por apresentar um rapido crescimento € utilizada também como quebra-vento em
sistemas agroflorestais (SAMPAIO et al., 2005; RESENDE e CHAER, 2010),
contribuindo na recuperacdo de areas degradadas, auxiliando na fertilidade natural do
solo (RESENDE e CHAER, 2010) e em arborizacdo urbana (ALVAREZ et al., 2012).
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Suas folhas, flores e cascas sé@o utilizadas na medicina popular, mesmo com suas folhas
maduras apresentando odor desagradavel bem caracteristico. Ja as folhas jovens servem
de alimento para animais (LIMA, 2012; MAIA, 2012; MAIA-SILVA, 2012).

Segundo Castro (2010), suas folhas, bem como as cascas sdo utilizadas na
preparacdo de chas para cura de diarréias, gases, dor de barriga, hepatite, anemia, dores
estomacais e febre. Suas folhas quando imersas em cachaca sdo tidas como afrodisiacas,

apresentando grande potencial para utilizacdo pela indUstria farmacéutica.

Ainda que as plantas apresentem uma grande diversidade em moléculas com
diferentes estruturas, propriedades fisioldgicas e fisico-quimicas, que justificam o seu
uso popular, é importante conhecer a sua constituicdo quimica, uma vez que a
ocorréncia ou mesmo as concentracfes dos metabolitos secundarios produzidos séo
influenciadas por varios fatores ambientais, como sazonalidade, umidade, temperatura
entre outros (SIMOES et al., 2004; GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

2.3 Meétodos de avaliacdo da atividade antimicrobiana de espécies vegetais

Trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana de plantas tiveram inicio na
década de 1940, onde, em 1943, Obson realizou pesquisas com cerca de 2.300 plantas
superiores contra algumas bactérias. Ao longo das Ultimas décadas, desde a descoberta
das penicilinas naturais, 0 avanco da inddstria farmacéutica levou ao surgimento de
diversos antimicrobianos, com espectro de acdo cada vez mais amplo (CUNICO et al.,
2004). A descoberta dos antimicrobianos promoveu um grande avan¢o na medicina,
devido a sua importancia no tratamento de doencas infecciosas no homem e em uso
veterinario (TORTORA, 2004).

Propriedades antimicrobianas de extratos e 6leos essenciais de diversas espécies
vegetais tém sido reconhecidas e estudadas experimentalmente durante séculos, mas
foram cientificamente confirmadas apenas ha pouco tempo (ARANA SANCHEZ et al.,
2010; KARPANEN et al.,, 2010; LORENZI et al., 2009). O uso de plantas como
medicamentos € uma pratica comum em paises em desenvolvimento, sendo uma
solucéo alternativa para o tratamento de algumas doencas ja esta bem estabelecido em
algumas culturas e tradices, especialmente na Asia, América Latina e Africa (SHALE
etal., 1999).
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Algumas plantas possuem substancias que apresentam atividade antibacteriana e
antifungica, sendo frequentemente utilizadas na medicina popular como profiléticos ou
na cura de doengas causadas por microrganismos (SAKAGAMI, 1998). O potencial
antimicrobiano das plantas esta associado a composi¢cdo quimica de tais espécies. Uma
vez que as plantas medicinais possuem uma grande variedade de substancias com
propriedade antimicrobiana, espera-se que, através de programas de triagem, haja a
possibilidade de descoberta de prot6tipos para o desenvolvimento de novos antibidticos.

Segundo o CLSI (2003), os testes de sensibilidade a antimicrobianos séo
indicados para qualquer organismo que cause um processo infeccioso e exija uma
terapia antimicrobiana, para predizer a sensibilidade de alguns organismos, podendo ser
utilizados para verificar a sensibilidade in vitro dos microrganismos frente aos agentes

antimicrobianos.

Os métodos mais utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana sdo os de
difusdo em placa, diluicdo em agar e microdiluicdo em caldo. Os resultados obtidos para
cada um desses ensaios podem diferir por vérias razfes, principalmente aqueles que
afetam o crescimento microbiano, como a exposicdo do microrganismo ao extrato, a
solubilidade dos seus componentes em agua e o uso de agentes emulsificadores
(SILVEIRA, 2011).

Existem também outros métodos menos utilizados como a autobiografia, uma
técnica Util para determinar compostos bioativos com atividade antimicrobiana de
extratos de plantas, a partir da inibicdo do crescimento de microrganismos, através da
deteccdo de anticorpos antimicrobianos (ALCERITO et al., 2002; AGRIPINO et al.,
2004; SASIDHARAN et al., 2011) e a técnica Poison food, utilizada para determinar a

atividade antifingica a partir da inibicdo do crescimento micelial.

A técnica de microdiluicio é amplamente utilizada, pois é extremamente
vantajosa quando se refere a produtos naturais, uma vez que as amostras podem ser
utilizadas em quantidades minimas. E um teste de baixo custo, simples, rapido, de alto
rendimento, sendo 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura,
permitindo determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos produtos em estudo
(GABRIELSON et al., 2002; ALVES et al., 2008; SALAZAR-ARANDA et al., 2009;
PALOMBO, 2011). Mesmo havendo alguns contratempos, como células de alguns

microrganismos que se aderem a base do poco ou precipitacdo de compostos presentes



22

em alguns extratos, como também, as vezes, a coloracdo forte do extrato em alta
concentracdo pode interferir na anélise, essa técnica € a mais adequada (OSTROSKY et
al., 2008).

2.3.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A susceptibilidade a antimicrobianos é também avaliada por meio da
determinacdo da concentracdo inibitéria minima. Um método que estd padronizado,
possui detalhamento técnico bem definido e fornece resultados quantitativos (WOODS
e WASHINGTON, 1995; NCCLS, 1997). Os resultados obtidos no teste podem ser
interpretados considerando as caracteristicas farmacologicas e farmacocinéticas dos
antimicrobianos e a concentragdo minima a ser alcancada (SUMANO e OCAMPO,
1992).

A atividade antimicrobiana de um agente pode ser medida determinando-se a
menor quantidade (concentracdo) desse agente necessaria para inibir o crescimento de
um microrganismo-teste, sendo esta quantidade denominada Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM). Para a determinacao da CIM, uma série de po¢os com meio de cultura é
preparada pela adicdo de uma concentracdo diferente do agente em cada poco, 0s quais
sdo, posteriormente, inoculados com diferentes cepas de micro-organismos. Apos a
incubacdo, os pogos séo inspecionados, verificando-se a ocorréncia de crescimento
visivel (turbidez). Os pocos que apresentarem a menor concentragcdo do agente capaz de
inibir completamente o crescimento do microrganismo-teste definem a CIM. Esse

procedimento é denominado técnica da diluigdo em pogos (OLIVEIRA, 2009).

A leitura dos resultados é feita com a adi¢do de um indicador, como a resazurina
(0,01%), onde, no decorrer de 2-3 horas, a presenca de cor pUrpura representa auséncia
de crescimento e de cor rosa a presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al.,
2002). A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona-10-6xido) € o indicador mais
utilizado em condicdes de reducdo em meios de cultura (FUKUSHIMA et al., 2003).

O mecanismo se baseia na reducdo da resazurina (cor purpura) em resarufina
(cor rosea), (Figura 3). A resarufina tem uma correlacdo direta com a
quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até
células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000).
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Figura 3. Reacdo de reducdo da resazurina

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ndo é constante para um determinado
agente antimicrobiano, uma vez que pode ser afetada pela natureza do micro-organismo
teste utilizado, como também a quantidade do in6culo, composi¢do do meio de cultura,
tempo e condi¢bes de incubacdo, tais como temperatura, pH e aeracdo (MADIGAN,
MARTINKO e PARKER, 2003). Se todas as condi¢fes sdo padronizadas, € possivel
comparar os diferentes agentes antimicrobianos, determinar qual o mais eficaz contra
um determinado microrganismo, ou realizar a avaliacdo da atividade de um Unico

agente contra varios microrganismos (OLIVEIRA, 2009).

2.4 Plantas medicinais como fontes de compostos bioativos

Muitos farmacos da atualidade sdo derivados direta ou indiretamente de
substancias produzidas por plantas superiores (GOTTLIEB e KAPLAN, 1993). As
primeiras descri¢bes sobre plantas medicinais feitas pelo homem remontam as antigas
escrituras e ao Papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado por Georg Ebers,
traduzido pela primeira vez em 1890, por H. Joachin. O material foi encontrado nas
proximidades da casa mortuaria de Ramsés Il, mas pertence a época da XVIII Dinastia
do Egito, e relata aproximadamente 100 doencas e um grande nimero de drogas de

natureza animal, vegetal ou mineral (VILELA, 1997).

No século XX ocorreu um avango muito grande na pesquisa de produtos
naturais, especialmente de plantas e microrganismos, no campo da oncologia,
favorecendo a descoberta de diversas substancias utilizadas atualmente na terapéutica
antineoplasica (COSTA-LOTUFO et al., 2010). O uso de plantas medicinais pode ser
influenciado pela questdo econdmica, pelo facil acesso, como também pelo alto custo

dos medicamentos sintéticos e o dificil acesso as consultas pelo Sistema Unico de Satde

OH
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(SUS), pela dificuldade de locomoc¢do daqueles que residem em areas rurais ou pela
tendéncia atual de utilizagdo de recursos naturais como alternativa aos medicamentos
sintéticos (BATTISTI et al., 2013). Assim, a utilizacdo de plantas medicinais, préatica
tradicional entre os povos de todo o mundo, tem recebido incentivos da Organizagédo
Mundial da Saude (OMS).

O interesse em se investigar novas moléculas eficazes no tratamento de doencas,
inclui o potencial antimicrobiano de compostos extraidos de plantas. O Brasil oferece
muitas possibilidades, pois possui uma das maiores diversidades vegetais do planeta,
contando com aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores, distribuidas nos
diferentes tipos de biomas (ALBERNAZ, 2010; VIEIRA et al., 2010).

A OMS considera fundamental que se realizem investigacdes cientificas acerca
das plantas utilizadas para fins medicinais e de seus principios ativos, para assim
garantir sua eficacia e seguranca terapéutica (SANTOS et al., 2008). No processo de
cultivo das espécies medicinais, ha fatores que podem afetar de alguma forma a
qualidade e a quantidade de principios ativos produzidos pelas plantas. 1sso se deve ao
fato de que rotas metabdlicas podem ser ativadas ou inativadas, levando a producéo de

diversos produtos do metabolismo secundario em cada situacéo (SILVA et al.,1995).

Segundo Molinari (2009), a evolucdo das rotas biossintéticas dos produtos
naturais esta ligada as necessidades funcionais de seus ligantes, por isso, hd uma grande
expectativa quanto a afinidade dos produtos naturais pelos diversos alvos bioldgicos
existentes. Devido a atividade metabolica secundaria, os vegetais sdo capazes de
produzir substancias antibidticas, utilizadas como mecanismo de defesa contra a

predacdo por microrganismos, insetos e herbivoros.

Os antibidticos de origem vegetal possuem uma estrutura quimica que difere
daquela dos antibidticos derivados de microrganismos, 0 que pode vir a regular o
metabolismo intermediério de patégenos, ativando ou blogueando reacGes e a sintese

enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de membranas (MICHELIN et al., 2005).

Quando se fala em producéo de extratos naturais, a bioprospecgéo possui grande
importancia, porém, em paises em desenvolvimento e com grande potencial em termos

de biodiversidade, as novas realidades legislativas e comerciais levam a busca de



25

produtos naturais bioativos por parte das grandes companhias farmacéuticas (KHOSLA
e CHEMTRACTS, 1998).

Os principais passos para a obtencdo de um composto bioativo a partir de
recursos vegetais incluem a extracdo, a triagem farmacoldgica, o isolamento, a
caracterizacdo quimica, a avaliacdo toxicoldgica e a avaliagdo clinica. Todos estes
passos sdo essenciais, principalmente este ultimo, para garantir a eficdcia de um
composto bioativo, podendo ser investigados, também, a biodisponibilidade, a
seguranca e as interagfes medicamentosas (SASIDHARAN et al., 2011).

2.5 Utilizacdo de Fitoterapicos: Os desafios para producédo

Segundo a legislacdo sanitaria brasileira, fitoterapico € o medicamento obtido
empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, sendo caracterizado
pelo conhecimento da eficAcia e dos riscos de seu uso, assim como pela
reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL, 2004). Em 1978, a
Organizacdo Mundial da Saude reconheceu oficialmente o uso de fitoterapicos para o

tratamento e prevencao das enfermidades (ANVISA, 2011).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando
com mais de 20% do numero total de espécies do planeta. O comércio de plantas
medicinais € utilizado tanto dentro de um contexto cultural, na medicina popular,
quanto na forma de fitoterapicos, pelo fato dessas plantas serem fontes importantes de
produtos naturais biologicamente ativos, apresentando alta diversidade em termos de

estrutura e de propriedades fisico-quimica e bioldgica (WALL e WANI, 1996).

O avangco na area cientifica permitiu o desenvolvimento de fitoterapicos
confiaveis e seguros. No entanto, ainda faltam estudos cientificos que comprovem a

utilizacdo segura e eficaz de varias plantas (VIEIRA et al., 2010).

Atualmente, a padronizacgéo de fitoterapicos é realizada baseada no teor de uma
substancia marcadora, que esteja presente no extrato, indicando que, se a mesma estiver
presente em quantidade apropriada, também os demais componentes estardo igualmente
representados (DAVID et al., 2004). Essa substancia ndo necessariamente apresenta a
atividade farmacoldgica esperada, ou para a qual o extrato é empregado.

Com o aumento da utilizacdo de produtos naturais é observada a participacdo

cada vez mais intensa da fitoterapia na assisténcia a salde da populagdo. Assim, a
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tendéncia observada para a Fitoterapia é de que nao se pode prescindir da avaliagdo dos
efeitos terapéuticos de cada fitomedicamento, com base em estudos clinicos, conduzidos
dentro de padrdes éticos e cientificos (KLEIN et al., 2009).

Os fitomedicamentos podem ser produzidos atraves da sintese quimica dos
compostos bioativos. Assim, a transformacdo de uma planta em um medicamento
prioriza a preservacdo da integridade quimica dos principios ativos tendo por
consequéncia, a acdo farmacoldgica do vegetal, que garante a constancia da acdo
bioldgica desejada (TOLEDO et al., 2003).

Segundo Carvalho (2007), o uso de fitoterapicos e de plantas medicinais deve
ser orientada, para que ndo causem problemas a salde, que vao desde a ineficécia
terapéutica até reacOes adversas severas, dependendo do uso. Portanto, é necessario que
se tenha um controle sanitario dos produtos e que se conscientize a populacdo sobre 0s
riscos que podem ocorrer (ANVISA, 2013).

2.6 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana pode ser definida como um fendmeno ecoldgico que
ocorre como resposta adaptativa das bactérias frente ao grande uso de antibioticos e sua
presenca no meio ambiente (LEVY, 2001). Ela ocorre quando as bactérias se
multiplicam rapidamente, sofrem mutacdo e sdo promiscuas, podendo trocar material
genético entre linhagens de mesma espécie ou de espécies diferentes. Antes do século
XXI, a resisténcia bacteriana ocorria predominantemente em ambientes hospitalares.
Hoje em dia, esta resisténcia esta ligada a diversos ambientes e pode vir a atingir
individuos que estejam saudaveis (GUIMARAES, et al., 2010).

A resisténcia desenvolvida por patégenos humanos a medicamentos € um dos casos
mais bem documentados de evolucdo bioldgica, se tornando um sério problema tanto
em paises desenvolvidos como em desenvolvimento. O consumo exacerbado diario de
antibioticos em alguns paises da Europa tem causado resisténcia nas populacoes
bacterianas, como também as mas condicdes de higiene, fluxo continuo de viajantes e a
demora no diagndstico das infeccGes bacterianas, tém favorecido o aumento da
resisténcia microbiana (DUARTE, 2006; NUSSBAUM et al., 2006).

A penicilina, descoberta em 1928, por Alexandre Flemming, foi a primeira
molécula com propriedades bactericidas a ser identificada. A sua utilizagdo como agente
terapéutico s6 foi possivel 11 anos mais tarde, apés Howard Foley e colaboradores
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terem extraido, purificado e identificado a substancia com atividade bactericida
(SHAMA, 2008). A utilizacdo da penicilina durante a segunda Guerra Mundial salvou
muitas vidas, sendo o grande marco para o tratamento de infec¢fes bacterianas, onde até
entdo ndo havia cura. Depois das penicilinas, muitas outras classes de antibidticos foram
desenvolvidas, passando as infeccdes bacterianas a serem consideradas patologias

comuns e de facil tratamento.

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos & um dos principais
fatores que estimulam a busca por novos antimicrobianos naturais. O conhecimento dos
mecanismos bioguimicos e genéticos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia é de
grande importancia para se entender como a bactéria pode desenvolvé-la. Apesar dos
mecanismos variarem de patdgeno para patdgeno, a resisténcia é causada por alguns
fatores bésicos: inativacdo do antibidtico diretamente na molécula bioativa por
alteracdes quimicas; modificacdo do alvo que leva a perda de sensibilidade ao
antibidtico; mudancas na bomba de efluxo e permeabilidade externa da membrana que
promovem a reducdo da concentracdo do antibiotico sem sua modificacdo quimica e
transmisséo do alvo (GUIMARAES, et al., 2010).

A resisténcia bacteriana também pode estar relacionada a alteracfes na parede
celular. A parede celular das bactérias Gram-positivas é constituida majoritariamente
por uma espessa camada de peptidioglicano, ao qual se ligam &cidos teicdicos (contendo
residuos de glicerol fosfato ou ribitol fosfato). Ja a parede celular de bactérias Gram-
negativas possui uma camada de peptidioglicano menos espessa que as Gram-positivas
(Figura 4). Sobre esta camada encontra-se uma nova bicamada fosfolipidica que possui
polissacaridos ligados covalentemente a lipidios, formando lipopolissacaridos (LPS).

Esta segunda membrana é denominada membrana externa ou simplesmente LPS.
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Eiéﬁra 4. Parede celular das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

Devido a parede celular das bactérias Gram-negativas ser mais complexa, estes
organismos sdo mais resistentes a acdo de antibidticos, devido a dificuldade que
encontram em cruzar efetivamente a barreira lipidica. Para acessar a célula bacteriana,
os antibioticos devem cruzar a parede celular através de canais proteicos de porina,
embebidos na estrutura lipidica, que apresentam o interior com caracteristicas
hidrofilicas. Sendo assim, os antibidticos com maior atividade contra bactérias Gram-
negativas sdo aqueles que apresentam grupos ionizaveis em suas estruturas quimicas
(GUIMARAES, et al., 2010).

Apesar do crescente aumento da resisténcia bacteriana, algumas medidas podem
ser tomadas para evitar seu avango, Como 0 uso de vacinas para prevenir 0 surgimento
de infeccbes bacterianas, uso racional de antibioticos, controle e prevencdo da
disseminacdo de microrganismos resistentes, descoberta e desenvolvimento de novos
antibidticos menos agressivos (MOELLERING et al., 2008). Outra estratégia seria a
caracterizacdo dos genes responsaveis pela resisténcia, assim como sua localizacdo e
diversidade, pois sdo de grande importancia para o entendimento dos fatores envolvidos

na resisténcia.
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2.7 Metabolitos secundarios de vegetais com acdo antimicrobiana

O metabolismo representa o conjunto de reagdes quimicas que esta sempre
ocorrendo em cada célula. Os compostos quimicos que sdo formados, degradados ou
transformados recebem o nome de metabdlitos (SIMOES et al., 2010), onde estes

podem ser divididos em metabdlitos primarios e secundarios.

Os metabolitos primarios sdo encontrados em todos 0s vegetais e sdo essenciais
ao desenvolvimento do individuo, a exemplo dos aminoacidos, nucleotideos, acidos
organicos, acil-lipideos e fitoesterdis (BUCHANAN, 2000).

O conjunto de reacdes onde os produtos, apesar de ndo serem necessariamente
essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens para a sobrevivéncia e para a
perpetuacdo da espécie em seu ecossistema, € chamado de metabolismo secundéario
(SIMOES et al.,, 2010). As plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra
herbivoros, patdégenos e outros agentes de estresse, através da sintese de metabdlitos
secundarios com forte acdo tdxica sobre predadores (OLIVEIRA, 2000). Alguns desses
compostos podem atuar como antibioticos, antifungicos, antivirais e, também,

apresentar atividades toxicas para outras plantas (Figura 5).
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Figura 5. Estruturas de alguns constituintes quimicos sintetizados pelos vegetais com ac0es
farmacologicas
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A composicdo dos metabdlitos secundarios nas plantas é resultado do balanco
entre biossintese e transformac6es que ocorrem durante o crescimento, em consequéncia
principalmente de fatores genéticos, ambientais e do manejo agronémico utilizado
(BOTREL et. al., 2010). As principais classes de metabolitos secundarios produzidos
pelos vegetais pertencem as classes dos policetideos ou acidos graxos, terpenoides e
esteroides, fenilpropanoides, lignanas, flavonoides, alcaloides, aminoécidos e peptideos
especiais e carboidratos especiais (MEDRADO, 2011).

2.8 Perspectivas para obtencéo de novos agentes antifungicos

Fungos sdo organismos eucariontes e heterotroficos incluidos no Reino Fungi
(DEACON, 2006). Apresentam parede celular espessa, constituida por glicoproteinas e
polissacarideos, principalmente glucano e quitina, além de uma membrana celular, cujo
principal componente € o ergosterol (BOWMAN e FREE, 2006).

Sua relacdo com os humanos é variada, podendo desempenhar Varios papeis,
como causar doencas em culturas vegetais, gerando consideraveis perdas econémicas;
decompor e reciclar matéria organica; produzir metabdlitos toxicos em alimentos e
animais; desempenhar grande atividade bioquimica, produzindo antibidticos, esteroides,
ciclosporinas e enzimas alimentares; auxiliar no processamento alimentar de pao,
produtos lacteos e bebidas alcoolicas; (DEACON, 2006). Nos ultimos dez anos, a
incidéncia de infec¢des importantes causadas por fungos tem aumentado. Estas, estando
com mais frequéncia em individuos com sistema imunoldgico baixo (CASE, FUNKE,
TORTORA et al., 2010).

Visto a necessidade de tratamentos mais eficazes e menos tdxicos para 0s
individuos acometidos, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas na expectativa de se
obter novos produtos antifungicos. Assim, o acervo terapéutico antifungico tem
aumentado bastante nos ultimos anos, buscando atender a essa demanda crescente de
casos na micologia médica (SIDRIM, ROCHA, 2004).

Os agentes terapéuticos podem ser amplamente classificados em dois grupos,
sendo os antibidticos antifungicos que ocorrem naturalmente, como 0s poliénicos e as
equinocandinas, e os farmacos sintéticos, incluindo os azois e as pirimidinas fluoradas.
Os principais alvos das drogas antifingicas, sdo a parede celular, membrana e nucleo da
célula fungica (RANG, DALE, RITTER, 2007).
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O surgimento de cepas resistentes aos antifingicos convencionais tem
aumentado, o que intensifica a preocupagdo com o desenvolvimento de novos agentes
antifungicos mais seguros e eficazes descobertos a partir de produtos naturais (Oliveira
etal., 2011, Zapata et al., 2010; Coutinho et al., 2009).

A atividade antifingica de 6leos essenciais, cumarinas, terpenos, flavondides,
amidas e alcaléides tem sido cientificamente comprovada (AQUINO et al., 2003;
MOREIRA et al., 2007).
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3 METODOLOGIA

3.1 Material Vegetal

3.1.1 Coleta e Identificacdo do Material Botanico

Diferentes partes da Poincianella bracteosa (folhas, talos mais finos, caules e
raizes) foram coletadas na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA), Unidade
de Conservacdo Federal, situada entre os municipios de Contendas do Sincora-Ba e
Tanhagu-Ba, mesorregido do centro-sul baiano, no més de Agosto de 2016. As
coordenadas geograficas do local de coleta foram: S: 13° 57,622°; WO: 41° 6,685;
Elevacdo: 1.188m; Distancia 13,93; AZ: N.

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.

3.1.2 Preparacao do Material Vegetal

O material vegetal coletado foi levado ao Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais (LAPRON) da UESB, 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 da agua superficial e, em seguida, as partes da planta foram
trituradas, separadamente, em moinho de facas, para que a amostra adquirisse uma
maior superficie de contato, facilitando a extragdo pelo solvente. O material vegetal foi

pesado antes e apds a secagem.
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3.2 Obtencéo do Extrato Etanolico (EE)
O material vegetal triturado foi colocado em um funil de separagéo de 2 litros,
onde se adicionou aproximadamente 1 litro de solucdo hidroetandlica a 70%, e realizou-

se a percolacédo exaustiva com o solvente.

O solvente permaneceu em contato com o material vegetal por cerca de 24
horas, a temperatura ambiente. Apos esse periodo o solvente foi recolhido e evaporado
em evaporador rotativo (Fisatom), a 45°C e 80 rpm, para a obtencdo do extrato
etandlico. Esse processo foi repetido até que o liquido recolhido apresentasse uma
coloracdo amarela clara. O extrato etandlico obtido foi colocado em frasco ambar e

mantido em refrigerador, a 10°C, até 0 momento do fracionamento e das analises.

3.2.1 Obtencéo das Fracoes

Os extratos etandlicos (EEs) obtidos das diferentes partes da planta foram
fracionados por parti¢do liquido-liquido, utilizando solventes menos polares. A parti¢do
foi realizada a partir de 50 g dos EEs diluidos em uma solucdo hidroetandlica a 70%.
Iniciou-se o fracionamento dos extratos etandlicos utilizando-se como solvente o
hexano, seguido do diclorometano e do acetato de etila, para obterem-se,
respectivamente, as frages hexanica (FH), diclorometénica (FD), acetato de etila (FAE)
e 0 que restou da solugdo hidroalcodlica passou a denominar-se fracdo hidroalcodlica
(FHA).

Obtencédo da Fracao Hexanica (FH)

As solucdes hidroetandlicas dos extratos obtidos anteriormente foram
adicionadas porcdes de 200 mL de hexano, agitando-se pelas paredes do funil com
cuidado. O processo foi repetido até completa extracdo, sendo utilizados
aproximadamente 2 litros de hexano (Synth). Os extratos hexanicos foram recolhidos
em um erlermeyer e, posteriormente, evaporados em evaporador rotativo a temperatura
de 40°C, para obtencdo da Fracdo Hexanica (FH). As porcdes inferiores das solugdes
hidroetanolicas que ndo foram extraidas com o hexano foram reutilizadas para o

fracionamento com o diclorometano.

Obtengéo da Fracéo Diclorometanica (FD)
As solucBes hidroetanolicas reservadas da particdo anterior foram entdo
fracionadas com porcdes de 100 mL de diclorometano, até completa extracdo, usando-

se cerca de 700 mL de diclorometano. Para facilitar as extracdes, foram adicionadas
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solugdes saturadas de NaCl (Synth) as misturas nos funis de separacdo. Apds a
separacdo das fases, foram recolhidas as porcGes inferiores (diclorometénicas), e as
fraces superiores, as hidroalcoolicas, permaneceram nos funis para a ultima etapa do
fracionamento. Os extratos diclorometanicos reunidos foram evaporados em evaporador

rotativo a temperatura de 40°C.

Obtencdo da Fracao Acetato de Etila (FAE)

Nas solucdes reservadas da extragdo com o diclorometano (partes superiores),
foram adicionadas porc¢Bes de 100 mL de acetato de etila. As solugbes hidroalcodlicas
foram extraidas até a exaustao, 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 obtencéo da Fracdo Acetato de Etila (FAE).

3.3 Avaliacédo da Atividade Antibacteriana

Os testes de avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos foram realizados
utilizando o ensaio de susceptibilidade por microdiluicdo em caldo, para a determinacgéo
da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), recomendada pelo CLSI (2003), com
algumas modificagdes.

3.3.1 Microrganismos Teste

As cepas padrdo dos microrganismos utilizados neste estudo pertencem aos
cultivos do “American Type Culture Collection” (ATCC), “Colecdo de Bactérias da
Amazonia” (CBAM) e (INCOS) cedida pelo laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC (Tabela 1). Os microrganismos foram
cultivados em Agar Mueller-Hinton (AMH), e incubados em estufa bacteriologica a
37°C, entre 18 e 24 horas.

Tabela 1. Informagdes sobre as cepas padrdo de microrganismos utilizados nos testes

Microrganismos Cddigo do Isolado Classificacdo quanto a
parede celular
Enterococcus faecalis ATCC 31299 Gram-positiva
Staphylococcus aureus ATCC 43300 Gram-positiva
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-negativa
Enterobacter cloacae INCOS 006 Gram-negativa
Proteus vulgaris CBAM 0169 Gram-negativa

Enterococcus faecalis CBAM 0278 Gram-positiva
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3.3.2 Avaliacdo da atividade antibacteriana pela determinacédo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacgdo da concentracao inibitéria minima dos extratos foi utilizado
0 ensaio de susceptibilidade. Foram utilizadas placas de poliestireno estéreis, com 96

pocos, préprias para microdiulicao.

Os extratos dos caules e das folhas foram diluidos em solugdo aquosa de Tween
80 a 10% e o extrato da raiz diluido em solucdo aquosa de etanol a 20%. Apos a
diluicdo, os extratos foram esterilizados por filtracdo através de membrana

bacterioldgica de acetato de celulose (0,22 um).

Para a obtencdo dos inéculos dos microrganismos, estes foram inicialmente
diluidos em solugéo salina numa concentracgdo equivalente a 1 x 108 células por mL, de
acordo com a turbidez de 0,5 na escala McFarland e, posteriormente, diluidos até a

concentracéo de 1 x 10° células por mL, sendo a quantidade utilizada.

Foram adicionados 90 pL de caldo Mueller Hinton (CMH) nos micropocos e,
em seguida, foram acrescentados mais 90 pL dos extratos na concentracéo inicial de 5,0
mg.mL? nas cavidades da linha A até a coluna 9. Seguiu-se com 8 dilui¢cBes seriadas
dos extratos em CMH, retirando 90 uL do micropogo mais concentrado para o sucessor,
obtendo-se, assim, concentracdes decrescentes (5,0; 2,5; 1,25; 0,62; 0,31; 0,15; 0,07;
0,03 mg.mL™). Depois de realizadas as diluicdes seriadas, inoculou-se, em cada
micropoco, 10 pL da suspensdo bacteriana e, em seguida, as placas foram incubadas a
37°C em estufa bacterioldgica por 24 horas. Os testes foram realizados em triplicata. As
colunas 10, 11 e 12 foram utilizadas para 0s controles positivo e negativo dos

microrganismos, caldo e extrato (Figura 6).

Para melhor garantir a confiabilidade do experimento foram feitos cinco
controles: 1) para avaliar a esterilidade do meio de cultura; 2) para avaliar a esterilidade
do extrato-teste; 3) para avaliar a atividade do antibi6tico Cloranfenicol (20 mg.mL™),
4) para certificar a viabilidade dos microrganismos testados; 5) para verificar a
interferéncia dos diluentes dos extratos acrescidos dos microrganismos-teste. Todos 0s

testes foram realizados em triplicata.
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Figura 6. Esquema do ensaio antibacteriano realizado para a determinagédo da CIM. C1, C2 e
C3: Controle dos microrganismos; EXT.: Controle do extrato; CMH: Controle do meio de
cultura; CMS: Controle do diluente; CMB: Controle com antibidtico; M.O: Microrganismos.

Ap0s o periodo de incubacdo, para a revelacdo final das bactérias adicionou-se
50 pL de resazurina (0,01%), como indicador de crescimento bacteriano nos pogos de
ensaio, 0 que permitiu detectar a viabilidade celular. As coloracGes rosa e vermelha
indicam a presenca de células vidveis em crescimento e a coloracdo azul indica a
auséncia. Para verificar se os extratos testados que deram resultado positivo possuiam
efeito bactericida ou bacteriostatico, foi realizado o teste da Concentracdo Microbicida
Minima (CMM).

3.3.3 Determinacdo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM)

Para a determinacio da CMM foram utilizadas placas de Petri contendo Agar
Mueller Hinton (AMH). Para os pogos que apresentaram resultados positivos no teste de
CIM, foram retiradas aliquotas de 5,0 uL e plaqueadas sobre AMH, sendo as placas
posteriormente incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24h. A CMM ¢
considerada a menor concentracdo do extrato onde ndo ha o crescimento celular sobre a
superficie do AMH.

O crescimento de coldnias de bactérias durante o desenvolvimento dos testes
indica o efeito bacteriostatico dos extratos, enquanto a auséncia de crescimento dos

microrganismos indica o efeito bactericida dos extratos.
3.4 Avaliacdo da atividade antifiingica dos extratos

O efeito inibitério dos extratos sobre o crecimento de fungos filamentosos foi
verificado utilizando-se o teste de difusdo em discos, aceito pelo Food and Drug
Administration (FDA) e estabelecido pelo National Committe for Clinical Laboratory
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Standards (NCCLS) (2013). Inicialmente, os fungos foram repicados em Agar Extract
Malt (MEA). Para isso, foi utilizado um indculo na concentracdo de 107 esporos/mL,
com contagem em camaras de Newbauer. O inoculo foi transferido para a placa
contendo meio MEA, pela técnica de espalhamento em superficie.

Discos de papel-filtro de 5 mm de didmetro embebidos com 10 pL de extrato
etandlico e suas fragdes, nas concentragdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,62,
7,81 pg. mL! foram colocados sobre o meio de cultura, como sugerido por Karaman et
al. (2003). O controle negativo foi realizado por meio de discos embebidos em 10 uL de
DMSO (dimetilsulfoxido) e, para o controle positivo, foi utilizado um fungicida
controle (hipoclorito de s6dio a 2%). As placas foram incubadas em BOD a 25°C, por
um periodo de 72 horas.

A avaliacdo foi feita comparativamente, a partir das medidas dos halos de
inibicdo do crescimento dos micro-organismos, realizadas para as amostras e para 0
padrdo de referéncia (controle positivo). Os halos de inibicdo correspondem as regides
de inibicdo do crescimento dos fungos, partindo-se da circunferéncia do disco, até a
margem onde houve crescimento do fungo, realizando-se medi¢bes ortogonais do
diametro, sendo cada medicdo correspondente a média de duas medidas diametralmente
opostas. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo dos extratos na qual se identificou a presenca do halo de inibigédo
(ZACARONI et al., 2011).

3.4.1 Microrganismos teste

As colonias dos fungos utilizadas nos experimentos foram cedidas pelo
laboratdrio de Micologia da Universidade Federal de Lavras — UFLA, (Tabela 2). Os
fungos foram repicados em meio Agar Extract Malt (MEA) e incubados em temperatura
de 30°C.

Tabela 2. Fungos utilizados nos testes

Fungos

Aspergillus flavus
Aspergillus carbonarius
Aspergillus niger
Penicillium comune

Penicillium clodosporoides




38

3.5 Testes de Prospeccdo Quimica

3.5.1 Testes in vitro para a identificagcdo dos constituintes quimicos

Os extratos etanolicos foram submetidos a triagem fitoquimica prévia, para a
identificacdo das principais classes de metabdlitos secundarios presentes nas amostras,
através de reacBes quimicas in vitro, usando reagentes capazes de produzir complexos
coloridos e/ou precipitacdo e efervescéncia tipicos para cada classe de substancias
analisadas (MATOS, 1997, SIMOES et al., 2004).

Para a realizacdo dos testes, utilizou-se 2 g do extrato etanolico, que foi
solubilizado em 40 mL de solucdo hidroetandlica a 70%. PorcGes de 5 mL dessa
solucdo foram transferidas para diferentes tubos de ensaio enumerados e submetidos as

andlises, de acordo com a metodologia descrita por Matos (1997), descritas a seguir.

Identificacédo de Alcaloides

No teste para identificacdo de alcaloides utilizou-se 2,0 mL da solucéo
hidroetanolica dos extratos, adicionou-se 2,0 mL de HCI 0,1 M e essa mistura foi
aquecida por 10 minutos. Esfriou-se, filtrou-se e dividiu-se o filtrado em trés tubos de
ensaio, adicionando-se algumas gotas dos reativos de reconhecimento: Dragendorff,
Mayer e Wagner. Uma leve turbidez ou precipitado (respectivamente roxo a laranja,

branco a creme e marrom) evidencia a possivel presenca de alcaloides.

Identificacdo de Taninos

Em tubos de ensaio adicionaram-se 2,0 mL das solucdes hidroetandlicas dos
extratos e adicionou-se 5,0 mL de agua destilada. Filtrou-se e ao sobrenadante
acrescentou-se 1 a 2 gotas de solucdo de cloreto férrico a 10%. O aparecimento de
coloracdo azul indica a possivel presenca de taninos hidrolisaveis e coloracdo verde de

taninos condensados.

Identificacéo de Saponinas

Em tubos de ensaio adicionaram-se 5,0 mL de agua fervendo a 2,0 mL das
solugdes hidroetanolicas. Esfriou-se, agitou-se vigorosamente e deixou-se o liquido em
repouso por 20 minutos. Classifica-se a presenca de saponinas pela formacgdo de

espumas.
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Identificacdo de Flavonoides

Em tubos de ensaio adicionaram-se 2,0 mL das solucGes hidroetandlicas e
alguns fragmentos de magneésio metalico e agregou-se, pelas paredes do tubo, algumas
gotas de HCI diluido. Observou-se a producéo de coloracao, que varia para as diferentes

estruturas.

Identificacdo de Cumarinas

Em tubos de ensaio adicionaram-se 2,0 mL das solugdes hidroetandlicas,
tampou-se com papel de filtro impregnado com solugdo a 10% de NaOH e levou-se a
banho-maria por 10 minutos. Removeu-se o papel filtro e examinou-se sob luz

ultravioleta. A fluorescéncia amarela ou verde indica a presenca de cumarinas.

Identificacdo de Glicosideos Cardiotdnicos

A 2,0 mL das solucGes dos extratos adicionaram-se 3,0 mL de solucdo de acetato
de chumbo a 10% e 2,0 mL de &gua destilada. As misturas foram aquecidas em banho-
maria durante 10 minutos. Filtrou-se e adicionou-se aos filtrados 10,0 mL de
cloroférmio, agitou-se com cuidado e deixou-se o funil em repouso para a separacao da
fase cloroférmica. Posteriormente, evaporou-se o solvente e adicionou-se 1,0 mL de
Reativo de Baljet. O aparecimento de coloracdo roxa, laranja-arroxeada ou violeta
indica a presenca de glucosideos cardiot6nicos.

Identificacdo de Catequinas

Palitos de fosforo de madeira foram umidecidos com o0s extratos e,
posteriormente, em &cido cloridrico concentrado. Secou-se flambando ao calor de uma
chama forte. Foi avaliada a formacdo de cor na madeira. O aparecimento de cor

vermelha denota a presenca de catequinas.
Heterosideos antocianicos

Adicionou-se em 4 tubos de ensaio 1 mL do extrato hidroalcoolico. Um deles foi
usado como padrdo, os demais foram tratados da seguinte forma: o primeiro foi
alcalinizado com solugdo de NaOH a 5%, o segundo foi acidificado com acido
cloridrico a 10% e o terceiro foi mantido a pH neutro. Para a verificagdo do pH dos
extratos contidos nos tubos de ensaio foram usadas fitas de pH. A mudancga de
coloragéo ou o aparecimento de coloracdo nos diferentes tubos indica a presenca de

heterosideos antocianicos.
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Identificacdo de Gomas e Mucilagens

Adicionou-se 1 mL dos extratos hidroalcodlicos em tubos de ensaio e, aos
poucos, foram adicionadas gotas de acetato de chumbo neutro, até cessar o
aparecimento de precipitado. A mistura foi filtrada em papel de filtro e, aos filtrados,
adicionados 0,5 mL de acetato de chumbo acido. O aparecimento de precipitado indica

reacao positiva.

3.5.2 Determinacéo do teor de flavonoides totais

A concentracdo dos flavonoides totais foi determinada por ensaio colorimétrico
usando cloreto de aluminio como agente cromoforico, de acordo com a metodologia
descrita por Marinova et al. (2005), com modifica¢Oes. Para a realizacdo do ensaio foi
utilizada a concentragdo de 250 pg.mL™? para o extrato etandlico dos caules e para as
fracdes hexanica (FH), diclorometénica (FD) e hidroalcodlica (FHA), ja para fracéo
acetato de etila (FAE) foi utilizada a concentracdo de 100 pg.mL™, usando-se metanol
como solvente em todas as amostras. A leitura foi realizada a 510 nm em
espectrofotdbmetro Shimadzu UV mine 1240, sendo utilizada a quercetina como padrédo
de referéncia par obtencdo da curva analitica.

Aliquotas de 1,0 mL de cada amostra foram adicionadas em baldes volumétricos
de 10,0 mL, contendo 4,0 mL de 4gua deionizada. Em seguida, acrescentou-se 0,3 mL
da solucéo aquosa de nitrito de sodio (NaNO2) a 5% e agitados em agitador de tubos.
Ap06s cinco minutos, 0,3 mL de solucdo aquosa de cloreto de aluminio (AICIl3) a 10%
foram adicionados e as solugbes homogeneizadas. Ap6s seis minutos, 2,0 mL de
solugéo aquosa de NaOH a 1,0 M foram adicionados e o volume acertado para 10,0 mL
com agua deionizada. As solugdes foram agitadas e as absorbancias foram lidas a 510
nm, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos as amostras. Todas as
amostras foram preparadas em triplicata e em ambiente escuro.

Para determinar o teor de flavonoides construiu-se a curva analitica com padrao
de quercetina (20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 pg.mL™?), sendo as absorbancias das
amostras interpoladas na curva padrdo da quercetina. O teor de flavonoides totais foi

expresso como mg de EQ (equivalente de quercetina) por g de extrato.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi definida como a menor concentracdo do material testado capaz de
inibir totalmente o crescimento visual das bactérias. As fracdes obtidas dos extratos
etandlicos da raiz da P. bracteosa mostraram-se mais eficientes na inibicdo das cepas
bacterianas avaliadas nos testes. Os extratos etandlicos obtidos das partes aéreas e do
caule da P. bracteosa ndo inibiram as cepas de microrganismos avaliados, em nenhuma

das concentraces testadas.

A CIM encontrada para a fragdo diclorometanica das partes aéreas da P.
bracteosa foi de 2,5 mg.mL™, para as cepas de E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa e E.
faecalis (CBAM 0278). As cepas E. cloacae e P. vulgaris foram inibidas na
concentracdo de 1,25 mg.mL™? do extrato. A fragdo acetato de etila ndo provocou a
inibicdo dos microrganismos em nenhuma das concentragbes testadas. A fragdo
hexanica se mostrou eficiente na concentracdo de 0,15 mg.mL™ para E. faecalis, S.
aureus, P. aeruginosa e E. faecalis (CBAM 0278), de 1,25 mg.mL™ para E. cloacae e

P. vulgaris e de 0,62 mg.mL™ para as demais bactérias (Tabela 3).

De acordo os resultados descritos na Tabela 4, as fracdes obtidas do caule da P.
bracteosa inibiram as cepas de E. faecalis, S. aureus, P. aeruginosa e E. faecalis
(CBAM 0278) na concentragdo de 2,5 mg.mL™ e as cepas de E. cloacae e P. vulgaris na
concentragio de 5,0 mg.mL?. A fracdo acetato de etila, com excecdo da cepa E.
cloacae, que nédo foi inibida em nenhuma das concentragdes testadas, inibiu todos os
outros microrganismos na concentracdo de 5,0 mg.mL™. E a fragdo hexanica n&o inibiu

as cepas microbianas em nenhuma das concentracgdes testadas.



42

Tabela 3. Resultados dos testes de avaliagdo da atividade antibacteriana expressos em
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos das folhas da Poincianella bracteosa frente
a diferentes cepas bacterianas

CIM (mg.mL™?)
Microrganismos Extrato Fracéo Fracéo AFragéo
Etanolico Hexanica Diclorometénica Y e
etila
E. faecalis (ATCC 31299) NT 015 250 NI
S. aureus (ATCC 43300) NT 031 250 NI
P. aeruginosa (ATCC 27853) NI 031 250 NI
E. cloacae (INCOS 006) NI 0.62 1.95 NI
P. vulgaris (CBAM 0169) NI 0.62 1.95 NI
E. faecalis (CBAM 0278) NI 0,62 2,50 NI

*NI: N&o ocorreu inibicdo.

Tabela 4. Resultados dos testes de avaliacdo da atividade antibacteriana expressos em
Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos do caule da Poincianella bracteosa frente a
diferentes cepas bacterianas

CIM (mg.mL™?)
Microrganismos Extrato Fragéo Fragéo Fragdo
- e . . . Acetato de
Etandlico Hexanica Diclorometanica etila
E. faecalis (ATCC 31299) NI NI 25 50
S. aureus (ATCC 43300) NI NI 25 50
P. aeruginosa (ATCC 27853) NI NI 25 50
E. cloacae (INCOS 006) NI NI 50 NI
P. vulgaris (CBAM 0169) NI NI 50 50
E. faecalis (CBAM 0278) NI NI 2,5 50

*NI: N&o ocorreu inibicdo.

Os extratos da raiz da P. bracteosa foram o0s que apresentaram melhores
resultados na avaliacdo da atividade antibacteriana, em comparagdo com os demais. O
extrato etandlico mostrou-se eficiente na concentracdo de 0,62 mg.mL* para a cepa de
E. faecalis. Ja para S. aureus, P. aeruginosa, P. vulgaris e E. faecalis (CBAM 0278) foi
ativo na concentracdo de 1,25 mg.mL™? e ndo foi capaz de inibir a cepa de E. cloacae

em nenhuma das concentragdes testadas.
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A fracdo diclorometanica da raiz da P. bracteosa foi a que apresentou 0s
melhores resultados nos testes de inibi¢do do crescimento bacteriano. Inibiu as cepas de
E. faecalis, S. aureus e P. aeruginosa na concentracdo de 0,03 mg.mL™, as cepas de P.
vulgaris e E. faecalis (CBAM 0278) na concentracio de 0,15 mg.mL* e de E. cloacae

na concentragdo de 5,0 mg.mL™* (Figura 7).

Controle
e

Figura 7. Fotos das microplacas onde foram realizados os testes de avaliacdo da atividade
antibacteriana da fracdo diclorometénica da raiz de P. bracteosa. 1: E. faecalis; 2: S.aureus; 3: P.
aeruginosa; 4: E. cloacae; 5: P.vulgaris; 6: E. faecalis

A fragdo acetato de etila da raiz da P. bracteosa inibiu a cepa de E. faecalis na
concentragéo de 0, 15 mg.mL* e a cepa de E. cloacae na concentragdo de 2,5 mg.mL™,
A fracdo hexanica da raiz da P. bracteosa inibiu as cepas de E. faecalis e de E. cloacae
na concentracdo de 0,62 mg.mL™ e as demais cepas na concentragdo de 1,25 mg/mL
(Tabela 5).

Tabela 5. Resultados dos testes de avaliacdo da atividade antibacteriana expressos em
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos da raiz da Poincianella bracteosa frente a
diferentes cepas bacterianas

CIM (mg.mL™)
Microrganismos Extrato Fracéo Fracéo IR
Etandlico Hexanica Diclorometénica Aceta_lto e

etila
E. faecalis (ATCC 31299) 0.62 062 003 015
S. aureus (ATCC 43300) 195 195 003 031
P. aeruginosa (ATCC 27853) 1.95 1.25 0.03 0.31
E. cloacae (INCOS 006) NI 1.25 50 250
P. vulgaris (CBAM 0169) 125 125 0.15 0.62
E. faecalis (CBAM 0278) 1,25 0,62 0,15 0,31

*NI: N&o ocorreu inibicdo.
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O fato das fragOes e ndo dos extratos brutos da P. bracteosa terem apresentado
os melhores resultados nos testes de atividade antibacteriana, pode ser explicado pela
maior concentracdo dos compostos ativos nas fracdes. Posteriormente, sera necessario o
isolamento e a elucidacdo dos constituintes responsaveis pela inibicdo do crescimento
dos microrganismos.

Ensaios larvicidas realizados com o extrato etandlico da raiz da Poincianella
bracteosa demonstraram potencial atividade, especialmente a fracdo diclorometanica,
que quando comparada as demais fragdes e com o extrato etandlico, apresentou maior
toxicidade sobre as larvas do A. aegypti (CRUZ et al., 2015).

Testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato metandlico das folhas
de Caesalpinia pyramidalis (Poincianella pyramidalis), frente a P. aeruginosa,
mostraram valores de CIM de 0,125 mg.mL™. O extrato metandlico da raiz, frente a
cepa de E. faecalis (AM128) foi moderadamente ativo. Para a fracdo acetato de etila da
raiz da mesma espécie os valores de CIM foram de 050 e 0,25 mg/mL?,
respectivamente, frente as cepas de E. coli e S. aureus, resultados estes semelhantes aos
obtidos no presente trabalho (SARAIVA et al., 2012). Em todos os extratos foi
observada a presenca de metabdlitos secundarios com reconhecida propriedade
antimicrobiana, tais como: flavondides (COWAN, 1999), sitosterol (VIRTUOSO, 2005)
e derivados cindmicos (ALMEIDA, 2002).

Mazzutti et al. (2012) indicam a seguinte classificacdo antimicrobiana para
produtos naturais a partir dos valores de CIM encontrados para seus extratos: CIM de
até 0,5 mg.mL? sdo inibidores potentes, entre 0,6 € 1,5 mg./mL? s&o inibidores
moderados, acima de 1,6 mg.mL™ s&o inibidores fracos. O potencial antimicrobiano de
varios produtos naturais é determinado a partir desta classificacdo.

Estudos comparativos com plantas medicinais sdo de dificil realizacdo, tendo em
vista 0s varios fatores abioticos envolvidos no crescimento dos vegetais, que vao desde
0s aspectos climaticos, exercendo influéncia na composicdo quimica do vegetal, como o
estdgio do seu desenvolvimento na coleta, a parte da planta estudada, preparo do
material para estudo, até os protocolos seguidos nos experimentos (AURICCHIO et al.,
2003).

Para analisar os resultados da atividade antimicrobiana é necessario levar em

consideracdo que fatores naturais podem influenciar no metabolismo e na producédo de
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metabolitos secundarios pelos vegetais, como radiacdo solar, raios UV, periodos de seca
ou chuva, temperatura, solo, nutrientes e estacdo do ano. Outros fatores também podem
influenciar na producdo de metabdlitos secundarios, como a presenca de poluentes e
mecanismos de defesa contra patdgenos como virus, bactérias, fungos e insetos
(BECHO et al., 2010; SILVA Jr. et al., 2009).

As bactérias desenvolvem mecanismos que incluem a resisténcia, a tolerancia e
a persisténcia, que as tornam capazes de sobreviver a acdo letal dos antibi6ticos e
quimioterapicos (FREITAS, 1989; VAN ASSETT, 1996). A diversidade de compostos
encontrados nos extratos vegetais e seus distintos mecanismos de acdo inibem a
adaptacdo microbiana, dificultando que os microrganismos se tornem resistentes aos
antimicrobianos naturais (MATIAS et al., 2013).

4.2 Determinacédo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM)

Apds a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), os pogos em
que os extratos se mostraram eficientes foram testados para determinar a Concentragéo
Microbicida Minima (CMM).

Os resultados dos testes bacteriostaticos/bactericidas revelaram que tanto 0s
extratos etandlicos quanto as fragdes da Poincianella bracteosa, de todas as partes da
planta estudadas, apresentaram acao bacteriostatica nas concentra¢bes onde ocorreu a
inibicdo dos microrganismos, isto é, os extratos ativos nas concentragdes verificadas nos
testes de microdiluicdo em caldo, ndo provocaram a morte das bactérias testadas, apenas
houve a inibicdo da sua multiplicacdo. A fracdo hexanica da folha foi a Gnica que

apresentou atividade bactericida contra Staphylococcus aureus na avaliacdo da CMM.

Os antibidticos podem agir sobre as bactérias susceptiveis afetando seu
crescimento e reproducdo, causando, assim, um efeito bacteriostatico, e/ou induzindo

sua morte, provocando um efeito bactericida (FERREIRA et al., 2007).

Quando um microrganismo desenvolve resisténcia a um antibiotico significa que
este, antes sensivel a acdo de um antibidtico, ndo é mais afetado por ele. Um fato
relevante na resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos é que muitas drogas sao
bacteriostaticas (BLACK, 2002).
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4.3 Avaliagdo da atividade antifungica dos extratos de P. bracteosa

Os extratos das folhas da P. bracteosa ndo apresentaram atividade antifungica
frente aos micro-organismos testados. A fracdo acetato de etila se mostrou eficiente na

inibicdo da A. carbonarius, P. comune e P. cladosporioides (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados dos testes antifungicos dos extratos das folhas da Poincianella bracteosa
frente a diferentes cepas de fungos

CIM (ug. mL?)
Fungos Extrato Fracéo Fracéo Fracéo HP
Etandlico Hexanica Diclorometénica Aceta_lto de
A. flavus NI NI NI elt\lllla 100
A. carbonarius NI NI NI 1000 100
A. niger NI NI NI NI 100
P. comune NI 250 1000 250 100
P.cladosporioides 500 500 250 500 100

*NI: Ndo ocorreu inibigdo; HP: Hipoclorito 2%.

Os extratos do caule da P. bracteosa apresentaram melhores resultados para P.
comune e P. cladosporioides, onde os resultados variaram de 31,25 a 500 pg mL™*
(Tabela 7 ). Ja para o fungo A. flavus ndo foi observada inibicdo em nenhuma das
concentracgdes testadas, se mostrando mais resistente.

Tabela 7. Resultados dos testes antifungicos dos extratos do caule da Poincianella bracteosa
frente a diferentes cepas de fungos

CIM (ug. mL?)
Fungos Extrato Fracéo Fracéo Fracéo HP
Etandlico Hexanica Diclorometénica Acetato de
A. flavus NI NI NI elt\lllla 100
A. carbonarius 500 1000 NI 1000 100
A. niger NI NI NI 1000 100
P. comune 62,5 250 125 125 100
P.cladosporioides 250 500 250 31,25 100

*NI: N&o ocorreu inibi¢do; HP: Hipoclorito 2%.

Os extratos da raiz foram os que se mostraram mais ativos nos testes de
atividade antifingica, estando em concordancia com os resultados encontrados nos

testes antibacterianos (Tabela 8). O extrato bruto da raiz foi o Unico que conseguiu
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inibir o fungo A. flavus, na concentracdo de 500 ug mL™. Tanto o extrato bruto quanto

as fracOes foram eficientes na inibicdo do P. comune e P. cladosporioides.

Tabela 8. Resultados dos testes antifingicos dos extratos da raiz da Poincianella bracteosa
frente a diferentes cepas de fungos

CIM (ug. mL?)
Fungos Extrato Fracéo Fracéo Fracéo HP
Etandlico Hexanica Diclorometénica Acetato de
A. flavus 500 NI NI elt\;lla 100
A. carbonarius 500 1000 500 1000 100
A. niger NI NI 1000 1000 100
P. comune 62,5 250 125 125 100
P.cladosporioides 31,25 500 250 31,25 100

*NI: N&o ocorreu inibicéo; HP: Hipoclorito 2%.

4.4 Prospeccdo Quimica
Os resultados dos testes de prospecgdo quimica realizados no extrato etandlico
das folhas da P. bracteosa indicaram a presenca de glicosideos, flavonoides, gomas e

mucilagens, taninos e heterosideos antocianicos (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados da prospeccdo quimica in vitro do extrato etanolico obtido das folhas da
Poincianella bracteosa

Constituintes Resultados

Cumarinas -
Saponinas -
Glicosideos +
Alcaloides -
Flavonoides +
Catequinas -
Gomas e mucilagens
Taninos condensados

+ + +

Heterosideos antocianicos
(+) Resultado positivo (-) Resultado negativo

Na prospecgdo feita com o extrato etanolico do caule da P. bracteosa foram

encontrados flavonais, flavonas, taninos e esteroides terpenoides (Tabela 10).
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Tabela 10. Resultados da prospeccao quimica in vitro do extrato etandlico obtido do caule da
Poincianella bracteosa

Constituintes Resultados

Antocianinas -
Flavonas
Flavonois
Xantonas

+ + +

Saponinas -
Taninos pirogalicos +
Antocianinas -
Alcaloides -
Esterdides terpenoides +
Catequinas -

(+) Resultado positivo (-) Resultado negativo

Nos testes realizados com o extrato etandlico da raiz, identificou-se a presenca

de catequinas, flavonas e xantonas (Tabela 11).

Tabela 11. Resultados da prospeccdo quimica in vitro do extrato etandlico obtido da raiz da
Poincianella bracteosa

Constituintes Resultados

Saponinas -
Heterosidios Cardiotonicos -
Antocionas e antocionidinas -
Catequinas +
Flavonas +
Xantonas +
Chalconas -
Auronas -
Flavonois -

Alcaloides -

(+) Resultado positivo (-) Resultado negativo

Os taninos apresentam uma grande importancia nas interac@es entre a planta e o
meio, onde exercem papel relevante na inibicdo de herbivoros, atuando, também, no
papel de agentes antimicrobianos, sendo compostos fenolicos de grande interesse
econdmico e ecoldgico (SANTANA et al., 2002).
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Estudos sobre a bioatividade dos taninos demonstraram que eles possuem
importante acdo antibacteriana, acdo sobre protozoarios, na reparacdo de tecidos,
regulacdo enzimatica e protéica, entre outros. Estes efeitos vdo depender da dose, tipo
de tanino estudado e periodo de ingestdo. De acordo com Mello e Santos (2004),
diversas atividades biologicas tém sido atribuidas aos taninos, como acdo bactericida,
fungicida e antiviral. Contribuem também no processo de cura de feridas, queimaduras e
inflamacdes, através da formacdo de uma camada protetora sobre a pele ou mucosa
danificada. Acredita-se que as atividades farmacologicas dos taninos devam-se a trés
propriedades: complexacdo com ions metalicos, atividade antioxidante e sequestradora
de radicais livres e habilidade de se complexar com macromoléculas como proteinas e

polissacarideos.

Os terpenos também apresentam funcGes variadas nos vegetais, podendo atuar
desde a atracdo de polinizadores até a protecdo das plantas contra fungos e bactérias.
Sdo também precursores de hormonios de crescimento vegetal (GERSHENZON e
DUDAVERA, 2007).

Nos testes fitoquimicos realizados por Cruz et al. (2015), utilizando o extrato
etandlico da raiz da Poincianella bracteosa, indicou-se a presenca de acidos fixos
fortes, alcaloides, bases quaternarias, flavonois, flavanonodis, flavanonas, resinas,
taninos condensados, triterpendides e xantonas, sendo alguns destes metabdlitos

encontrados também no presente trabalho.

Os resultados das prospeccdes quimicas realizadas em todas as partes da P.
bracteosa demonstraram a presenca de compostos da classe dos flavonoides. A
atividade antibacteriana destes compostos é comprovada por varios autores. Cushnie e
Lamb (2011) propbem que a atividade dos flavonoides esta relacionada a danos
provocados na membrana citoplasmatica (causada por perfuracdo e/ ou reducdo da
fluidez da membrana) e inibicdo da sintese de acidos nucleicos (causada pela inibigcdo
da topoisomerase) (CUSHNIE e LAMB, 2011).

No estudo fitoquimico de diferentes partes de Caesalpinia pyramidalis (folha,
casca do caule e da raiz, exocarpo do fruto e flor) revelou-se a presenga, em todos 0s
extratos testados, de varios polifendis (flavonoides e derivados cindmicos), esterdides

(sitosterol) e agucares (glicose).
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A determinacdo dos teores de flavonoides nos diferentes extratos da planta demonstrou
que esta classe de compostos estd presente em alta concentragdo nas amostras
analisadas. A fracdo diclorometanica foi a que apresentou os maiores teores de
flavonoides. Os extratos das folhas mostraram 0s menores teores de flavonoides,

qguando comparados as outras partes da P. bracteosa (Tabela 12).

Tabela 12. Teores de flavonoides encontrados nos extratos das folhas da Poincianella
bracteosa

Extratos Atividade Antibacteriana Flavonoides totais
mg.mL* (mg EQ g* de extrato)
Extrato Etandlico - 186,67
Fracdo Diclorometanica 1,25-25 240,70
Fracdo Acetato de Etila - 543,16
Fracdo Hexanica 0,15-0,31-0,62 -

Na tabela 13, € possivel observar que, as fragdes obtidas dos caules da
Poincianella bracteosa com atividade antimicrobiana, foram as que apresentaram
maiores teores de flavonoides, demonstrando, assim, que hd uma relacdo entre a
presenca de flavonoides nos extratos e o efeito inibitério nas bactérias.

Tabela 13. Teores de flavonoides encontrados nos extratos do caule obtidos da Poincianella
bracteosa

Extratos Atividade Antibacteriana Flavonoides totais
mg.mL? (mg EQ g de extrato)
Etandlico - 86,66
Fracdo Diclorometanica 25-5 579,62
Fracdo Acetato de Etila 5,0 723,10
Fracdo Hexanica - 81,90

Os extratos da raiz da P. bracteosa apresentaram maiores teores de flavonoides
em relacdo aos extratos das outras partes da planta (folha e caule) e, também, foram os
que promoveram uma maior inibicdo do crescimento das cepas bacterianas avaliadas
(Tabela 14). A fracdo diclorometanica foi a que se mostrou mais ativa frente as
bactérias avaliadas. Dessa forma, pode-se inferir que a atividade antimicrobiana deve

estar relacionada a composicéo dos flavonoides presentes na planta estudada.
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Tabela 14. Teores de flavonoides encontrados nos extratos da raiz obtidos da Poincianella
bracteosa

Extratos Atividade Antibacteriana Flavonoides totais
mg.mL? (mg EQ g de extrato)
Etanolico 0,62 -1,25 280,00
Fracdo Diclorometanica 0,03-0,15-5,0 837,0
Fracdo Acetato de Etila 0,15-0,31-0,62-2,5 453,7
Fracdo Hexanica 0,62 -1,25 587,0

Segundo Cowan (1999), o efeito inibitério dos flavonoides contra
microrganismos pode ser devido a interacdo destes com a membrana celular dos
microrganismos alvo, provavelmente devido a sua capacidade de complexar com

proteinas extracelulares e com a parede celular.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a espécie Poincianella bracteosa apresenta

efeito antimicrobiano frente a varias cepas de bactérias e fungos testadas.

O extrato etandlico obtido da raiz da espécie, bem como suas fracGes foram os
que apresentaram os resultados mais promissores nos testes de avaliacdo da atividade

antibacteriana realizados.

A fracdo diclorometanica obtida do extrato etandlico da raiz da P. bracteosa foi
a que se mostrou mais ativa contra 0s microrganismos testados, apresentando um valor
de CIM de 0,03 mg.mL™?, frente as cepas de E. faecalis, S. aureus e P. aeruginosa e de
0,15 mg.mL* frente as cepas de P. vulgaris e E. faecalis (CBAM 0278).

A fracdo hexanica obtida a partir do extrato etandlico das folhas de P. bracteosa
foi a Unica que apresentou atividade bactericida contra Staphylococcus aureus, nas
concentragdes de 0,15 mg.mL™* a 0,62 mg.mL™. Os demais extratos ativos contra 0s
microrganismos testados mostraram atividade bacteriostatica nas concentragOes

avaliadas.

Nos testes de avaliacdo da atividade antifingica das amostras, o extrato
etanolico da raiz e suas fragbes foram os que apresentaram melhores resultados quando

comparados aos demais extratos das outras partes da Poincianella bracetosa.

Com relacdo a prospeccdo fitoquimica, foram encontrados flavonoides
(flavonas, favonois), taninos, glicosideos, esteroides, entre outros compostos nos

extratos etanolicos avaliados.

Observou-se uma relagdo positiva entre a atividade antimicrobiana e o teor de

flavonoides presentes nos extratos avaliados, podendo-se inferir que esta classe de
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metabolitos secundarios deve estar relacionada a atividade antimicrobiana da espécie

estudada.
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