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RESUMO

As plantas medicinais sdo potenciais recurso para o desenvolvimento de novas drogas, uma vez
que os produtos naturais vegetais apresentam ampla bioatividade, tornando-se assim meios
terapéuticos alternativos frente ao problema da multirresisténcia de microrganismos aos
antibiodticos existente e tratamentos de doencas degenerativas propiciado por estresse oxidativo.
O Cerrado detém uma vasta e diversa flora e muitas de suas espécies sdo utilizadas para fins
medicinais, como por exemplo, a Stryphnodendron adstringens (Barbatimao), popularmente
empregada no tratamento e assepsia de lesdes cutaneas e vaginais. No presente estudo, foi
avaliado a atividade antimicrobiana, a capacidade antioxidante e determinado o teor de fenois
totais do extrato hidroalcoolico (EHA) de cascas caulinares e folhas da S. adstringens. Todos
os EHAs mostraram efeitos contra as bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, cujos valores de Concentragdes Inibitdrias Minimas (CIM) variam
de 7,81 a 62,5 ng/mL, considerados significativamente ativos. No ensaio com DPPH, os
extratos apresentaram alta atividade antioxidante, acima de 75% na concentragdo de 100
pg/mL. Usando o reagente fenolico Folin-Ciocalteu, observou-se que o conteudo de fenois
totais dos EHAs foi mais alto na casca caulinar do que nas folhas. Diante disso, nota-se que os
EHAs da casca caulinar, que apresentaram maiores valores para fendis e maior atividade
antioxidante, em 50 pg/mL, é também o que proporciona os menores valores para CIM,
sugerindo-se assim que nessa parte existe maior disponibilidade de compostos com acdo
antimicrobiana e antioxidante. Esses resultados indicam a utilizagdo de S. adstringens como
antioxidante natural e, também, apontam seu uso como antimicrobiano. Para tanto, mais estudos
sd0 necessarios para validar e provar que esta espécie possa ser utilizada para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Palavras-chave: Produtos naturais; Farmacognosia; Resisténcia a antibioticos; Antioxidantes
naturais.



ABSTRACT

The emergence of multi-drug resistant microorganisms for the available medicines are
currently the main challenges for human health and thus promote studies aimed at finding new
therapeutic agents. Medicinal plants become a potential source for the development of new
medicines because the natural plant products have sufficient bioactivity. The Cerrado has a
diverse flora and many of its species are used for medicinal purposes, such as Stryphnodendron
adstringens, popularly used in the treatment and asepsis of cutaneous wounds. In the current
study, the antimicrobial activity, the antioxidant capacity and the total phenol content of the
hydroalcoholic extract (EHA) of the stem barks and leaves of S. adstringens were evaluated.
All EHAs showed effects against Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and S.
epidermidis, whose Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) range from 7.81 to 62.5 ug /
mL, considered to be significantly active. In the DPPH assay, the extracts showed high
antioxidant activity, above 75% in the concentration of 100 ug / mL. Using the Folin-Ciocalteu
phenolic reactant, it was observed that the total phenol content of the EHAs was higher in the
steam barks than in the leaves. Therefore, it was observed that the EHAs of the stem barks,
which presented higher values for phenols and greater antioxidant activity, at 50 ug / mL, also
gives the lowest values for MIC, suggesting that in this part there is a greater availability of
compounds with antimicrobial and antioxidant activity. These results indicate the use of S.
adstringens as a natural antioxidant and also point to its use as an antimicrobial. Therefore,
more studies are needed to validate and prove that this species can be used for the development

of new therapeutic agents.

Key words: Natural products;, Pharmacognosy, Resistance to antibiotics; Natural antioxidants.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ug — micrograma

uL — microlitro

um — micrometro

°C — graus Celsius

AMC — amoxicilina com acido clavulanico

AMP — ampicilina

ATB — antibiotico

ATCC — do inglés American type culture collection
ATM — aztreonam

AZT - azitromicina

CLSI — do inglés Clinical and Laboratory Standards Institute
cm — centimetro

DIC — delineamento inteiramente casualizado
DPPH - 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

EHA — extrato hidroalcodlico

EROs — espécies reativas de oxigénio

g — grama

IBTEC - Instituto de Biotecnologia

ICBIM - Instituto de Ciéncias Biomédicas

LB — Luria-Bertani

mg — miligrama

mgEAG — miligramas de equivalente de acido galico
MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MG — Minas Gerais

MHA — agar Mueller-Hinton

mL — mililitro

mm — milimetro

nm — nandmetro

Pa — pascal

PCA — agar de contagem padrao

TSA — agar triptona de soja

TSB — caldo triptona de soja

UFC — unidades formadoras de colonia

UFU — Universidade Federal de Uberlandia
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a comunidade cientifica se depara com um dos mais problematicos desafios
a saude humana, os microrganismos multiresistentes aos farmacos disponiveis. Nessa situagao,
relata-se que importantes patdgenos humanos, principalmente bactérias e fungos, estdo se
tornando cada vez menos susceptiveis aos medicamentos existentes, tornando-se urgente os
estudos para desenvolvimentos de novas estratégias terapéuticas.

Também, nos ultimos anos, as areas médicas tém sido impulsionadas a encontrar
moléculas terapluticas que combatam ou amenizem processos ligados as doengas
degenerativas. Cientificamente, ja se tem descrito que radicais livres e outros oxidantes estao
envolvidos no desenvolvimento de doencgas cronicas, uma vez que os efeitos toxicos dessas
moléculas promovem a danificacdo de componentes celulares. Sendo assim, biocompostos com
atividade antioxidante sd3o um dos principais alvos em trabalhos que propdem terapias para
patologias degenerativas, pois esses compostos podem neutralizar os oxidantes,
consequentemente, contém-se sua a¢ao degradante.

A utilizagdo de vegetais para fins terapéuticos estd presente desde os primordios da
humanidade, sendo muito presente nos registros populares. As plantas medicinais sdo fonte de
compostos com variada atividade bioldgica, destacando-se aquelas com propriedades
interessantes a industria farmacéutica. Dessa forma, sabe-se que a célula vegetal ¢ capaz de
sintetizar metabolitos, como por exemplo, os compostos fenolicos que possuem atividade
antimicrobiana e antioxidante, tornando-os potenciais alvos para a prototipagem e
desenvolvimento de novas drogas.

O Cerrado brasileiro ¢ detentor de uma grande e diversa flora, sendo uma das maiores
do mundo. O uso popular evidéncia a aplicag¢do das plantas desse bioma para diversos fins, tais
como cosméticos, anti-inflamatorio, antitérmicos, anti-hipertensivo, entre outros. Também,
muitos trabalhos cientificos corroboram com o saber popular, uma vez que neles sdo
comprovados a atividade antimicrobiana e, também, antioxidante dos vegetais do Cerrado.

O Stryphnodendron adstringens, conhecida como Barbatimao, ¢ uma planta advinda do
Cerrado pertencente a familia Fabaceae. Popularmente, a casca desse vegetal ¢ usada como
cicatrizante de ferimentos e ja se tem descrito sua atividade antifiingica no patégeno Candida
albicans. Sendo assim, o S. adstringens torna-se potencial candidato para testes de

susceptibilidades em demais microrganismos patogénicos e caracterizagao fitoquimica.



Portanto, o presente estudo objetiva, quantificar o contetido de compostos fendlico totais e
avaliar a atividade e antimicrobiana antioxidante do extrato hidroalcodlico (EHA) da casca

caulinar e folha do Stryphnodendron adstringens.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O uso medicinal das plantas do Cerrado

O Cerrado abrange aproximadamente 22% do territorio nacional, apresentando-se como
o segundo maior bioma brasileiro, sendo superado apenas pela Amazonia. O Brasil possui uma
das maiores biodiversidades do mundo e parte dela tem o Cerrado como habitat. Essa vegetagao
possui a mais rica flora dentre as savanas do mundo, abrigando mais de 11.000 espécies
vegetais, das quais 4.400 sdo endémicas (MEDEIROS, 2011). Entretanto, essa vastidao
encontra-se em risco, pois verifica-se que nessa area o avanco do crescimento populacional e
atividades econdmicas, principalmente a pecuaria e agricultura, provocam degradacdo em
niveis alarmantes e, consequentemente, coloca em perigo a existéncia da sua diversidade
bioldgica (CUNHA,2008).

Planta medicinal ¢ a espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propositos
terapéuticos (BRASIL, 2011). Assim sendo, o uso da flora do Cerrado para fins medicinais faz
parte da cultura da comunidade local desse bioma. Nessa vegetacdo, muitas plantas sdo
exploradas devido a sua acdo curativa, como, por exemplo, o Echinodorus grandiflorus
(chapéu-de-couro) usado contra problemas renais e para assepsias, € a Gomphrena macrophala
(para-tudo-do-cerrado) utilizada para tratar febres e diarreia (OLIVEIRA, 2011).

O S. adstringens ¢ uma planta medicinal do Cerrado e ,anatomicamente, ¢ uma arvore que
possui de 2 a 8 metros; seu tronco tem de 20 a 30 cm de didmetro, com caules e ramos tortuosos;
apresenta folhas bipinadas, de 5 a 6 pares de folhas, e sua casca caulinar tem coloragdo
avermelhada (GOULART, 2010; SOUZA-MOREIRA et al., 2018). A espécie S. adstringens
se destaca no tratamento de feridas cutdneas e micoses vaginais. Como comprovado, as cascas
do caule desse vegetal possuem altos teores do metabolito secundario tanino, um composto

fenolico com propriedade cicatrizante e atividade micotica contra o fungo patogénico Candida



albicans, causador da infeccdo vulvovaginal candidiase (PASSARETI et al., 2016;
HERNANDES et al., 2010; ISHIDA et al., 2006).,

2.2 A bioatividade de compostos fendlicos

Os metabolicos secundarios sdo substancias de produgdo restrita a certos organismos,
mais presente em vegetais € microrganismo e, em menor quantidade, nos animais. Suas fungdes
estao ligadas a sobrevivéncia do ser vivo, garantindo defesa a patogenos e adaptagdo ao meio
ambiente. Comprova-se que os produtos secundarios estao relacionados com efeito terapéutico
para os seres humanos, por exemplo, os metabolitos secundarios citotdéxicos para patdogenos
microbianos vegetais podem ser uteis para o tratamento antimicrobiano em humanos. Essas
moléculas podem ser divididas em trés grandes grupos: compostos fenodlicos, terpenos e
componentes que contem nitrogénio (SIMOES et al., 2007; VIZZOTTO et al., 2010).

Os compostos fenolicos sdo uma vasta classe quimica que se caracterizam como
substancias que apresentam no minimo um anel aromatico em que pelo menos um hidrogénio
¢ substituido por um grupamento hidroxila. Nos vegetais, esses compostos conferem protecao
a insetos, microrganismos e radiacao ultravioleta (VIZZOTTO et al., 2010). Essas moléculas
tornam-se interessantes recursos de aplicacdo biotecnoldgica, visto que suas atividades
antimicrobiana e antioxidante podem ser uteis para o setor farmacéutico na formulagdo de
farmacos e cosméticos (STEFANELLO et al., 2016).

Quanto a atividade biologica dos compostos fenolicos interessantes aos homens,
destacam-se os flavonoides e taninos. Os flavonoides tém ac¢do antifingica e antibacteriana;
ainda, essas substancias sdo reconhecidas como antioxidantes naturais uma vez que podem
estabilizar radicais livres ao doar elétrons para eles (MARKS et. al, 2007; SIMOES et al.,2007).
Ja os taninos sdo polifenodis que possuem propriedade cicatrizante devido a sua capacidade de
se complexar com as proteinas do tecido lesionado fazendo com que elas se precipitem
formando uma camada protetora sobre a pele. E valido destacar que o S. adstringens é
reconhecido cientificamente como um potente produtor desse metabolito (PASSARETI et al.,

2016).

2.3 Atividade antioxidante em plantas do Cerrado



Os radicais livres sdo compostos altamente reativos com um ou mais elétrons ndo
pareados, assim sendo, as espécies reativas de oxigénio (EROs) sao importantes representantes
desse tipo molecular. Em condigdes normais, esses elementos sdo produzidos no organismo e
requeridos em alguns processos celulares, como por exemplo, na agdo bactericida dos
macrofagos. Entretanto, a taxa de geracdo de EROs pode exceder a capacidade de nos
protegermos delas, condi¢do essa denominada de estresse oxidante, acarretando em danos aos
componentes estruturais da célula (membrana plasmatica, acido nucleico, proteinas e lipidios).
A danificacdo provocada por EROs propicia o desenvolvimento de canceres, doengas
neurodegenerativas, arterial e autoimunes. (BENDER, 2014; BAYNES; DOMINICZAK,
2010).

Por sua vez, os antioxidantes atuam inibindo e/ou reduzindo os efeitos dos radicais
livres, pois esses compostos podem ser oxidados no lugar de componentes importantes para a
célula, prevenindo assim o dano celular. Estudos mostram que compostos fendlicos de origem
vegetal, tal como, o flavonoide age como antioxidantes, uma vez que essas moléculas podem
neutralizar radicais livres e inibir enzimas que estdo associadas a geragdo de EROs
(BANJARNAHOR; ARTANTI, 2015)

Os compostos antioxidantes sdo de grande interesse para a industria farmacéutica e
alimenticia, dessa forma, muitas pesquisas sdo desenvolvidas a fim de prospectar essas
substancias em vegetais (VANDAMME; REVUELTA, 2016). Frente a isso, varios trabalhos
pontuam que as plantas Cerrado sdao potencias fontes de antioxidantes. A capacidade
antioxidante desses vegetais estd correlacionada positivamente aos teores de metabolitos
secundarios, principalmente os compostos fendlicos presentes neles. Estudos comprovaram que
plantas nativas do Cerrado, tais como, Anacardium humile (cajuzinho-do-cerrado), Eugenia
dysenterica Dc.(cagaita) e Hymeneaea martiana Hayne (jatobd), da familia Fabacea, possuem

significante atividade antioxidante (ROCHA et al.,2013; ROCHA et al., 2018).

2.4 Atividade antimicrobiana em plantas do Cerrado

De modo geral, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ¢ um fendmeno genético
causado por genes do microrganismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a acfio dessas drogas (NASCIMENTO; ARAUJO, 2014). As infeccdes provocadas
por bactérias resistentes aos antibioticos mata, a cada ano e em todo o mundo, cerca de 700.000

pessoas. Alguns especialistas preveem que esse nimero pode subir para 10 milhdes até 2050 se



ndo forem feitos esfor¢os para reduzir a resisténcia ou desenvolver novos antibidticos
(WILLYARD, 2017).

As bactérias gram-positivas sdo notaveis agentes infecciosos, tais como, as espécies
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, que apesar de pertencerem a microbiota
normal dos seres humanos, se apresentam como um dos principais patdgenos humanos. As
infeccdes causadas por esses microrganismos sao preocupantes e frequentes no meio
nosocomial. O S. aureus esta associado a uma série de infecgdes invasivas e toxicogénicas,
principalmente aqueles que sdo resistentes a meticilina, denominado de MRSA (Methicillin
resistant Staphylococcus aureus), sendo ele o agente de bacteremias, osteomielites, pneumonias
e endocardites (TONG et al., 2015). Sobre o S. epidermidis, tem-se que em torno de 75% das
cepas dessa espécie sdo resistentes a nafcilina (BROOKS et al., 2014). As enfermidades
provocadas por esse bactéria oportunista estdo ligadas ao uso de cateteres e proteses, dessa
forma, esse microrganismo pode causar, por exemplo, endocardites, septicemias, meningites,
artrites e infec¢des no trato urinario (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

De acordo com Brasil (2007), os bacilos gram-negativos sdo o principal problema em
UTIs brasileiras, devido as altas taxas de resisténcia de antimicrobianos de tltima geragao
disponiveis. Dessa morfologia, o bacilo Pseudomonas aeruginosa e a enterobactéria
Escherichia coli destacam-se como importantes patogenos humanos. A P. aeruginosa pode
estar envolvida em infecgdes cutaneas, pulmonares, oculares e auriculares. Ja, a E. coli ¢
causadora oportunista, principalmente, de infec¢des gastrointestinais, mas também podem
infeccionar o trato urindrio e provocar a meningite neonatal (MURRAY et al., 2009). As cepas
dessas espécies resistentes aos antibidticos carbapenémicos sao listadas como uma das mais
letais ao homem, representando uma ameaga significativa a saude publica (WHO, 2017).

A bioprospeccdo de agentes antimicrobianos em plantas medicinais € uma alternativa
promissora frente ao problema da multirresisténcia aos antibidticos em microrganismos
patogénicos. Dessa forma, os extratos de plantas de uso medicinal apresentam resultados
significativos em ensaios de inibicdo do crescimento varios patogenos, principalmente, em
fungos e bactérias. Esse fato pode ser atribuido aos metabdlitos secundarios que esses vegetais
produzem que possuem atividade antimicrobiana (DUARTE, 2006). Ha trabalhos que
evidenciam que plantas medicinais do Cerrado possui essa caracteristica de interesse
farmacéutico, tendo como exemplo, a espécie Mimosa tenuiflora (jurema-preta), da familia
Fabaceae, que inibiu o crescimento de S. aureus, a Bowdichia virgilioides (sucupira-do-

cerrado) que se efetivou como um inibidor de fungos do género Candida ¢ a



Myracrodruon urundeuva (aroeira) que mostrou-se efetiva contra cepas de S. epidermidis, P.

aeruginosa ¢ E. coli (GONCALVES et al., 2005; SILVA JR et al., 2009; ARAUJO et al.,2017).

OBJETIVOS

Objetivo geral

Quantificar fenois totais e avaliar a atividade antioxidante ¢ antimicromiana nos extratos

hidroalcoolicos (EHAs) da casca do caule e folhas de S. adstringens.

Objetivos especificos

o Coletar a casca e folhas de S. adstringens;
. Obter o EHAs da casca e folhas da espécie em estudo;
. Avaliar entre rotoepavoragao ¢ aquecimento em manta qual o melhor processo

para retirada de solvente dos EHAs;

o Determinar o teor de compostos fendlicos totais presentes nos EHAs;
° Avaliar a atividade antioxidante dos EHAs;
. Avaliar a atividade antimicrobiana dos EHAs contra os microrganismos S.

aureus, S. epidermidis, E. coli e P. aeruginosa.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do material vegetal

As amostras de folhas e casca caulinar de S. adstringens foram coletados no bioma
Cerrado de fitofisionomia campo sujo, zona rural municipio de Patos de Minas (18°40°57.4 S
e 46°28°27.2 W) no dia 5 de dezembro de 2017. A planta foi identificada baseada em suas
caracteristicas morfologicas pela Profa. Dra. Terezinha Aparecida Teixeira, Engenheira

Agronoma e docente do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade Federal de



Uberlandia (UFU) - Campus Patos de Minas. Apos a coleta, os 6rgdos foram levados para o
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da UFU - Campus Patos de Minas, onde foram
devidamente higienizadas em agua corrente e, posteriormente, colocadas no ultrafreezer a -
80°C por 24 horas. Passado esse tempo, as amostras seguiram para o liofilizador (marca: Liotop,
modelo: L101) e ap6s 48 horas os 6rgdos liofilizados foram triturados no moinho de facas
(marca: Fortinox, modelo: Willye Star FT 50) para obtencao do pd que foi utilizado para a

preparagao dos extratos hidroalcoodlicos.

3.2 Preparacio dos extratos hidroalcoolicos (EHASs) das amostras

Os EHAs foram obtidos seguindo a metodologia de Pinho (2012) com adaptagdes.
Separadamente, pesou-se 20 g dos pds de cada 6rgdo que posteriormente foram misturados com
200 mL de etanol 50% em frasco ambar, apds isso, foram incubadas em banho-maria a 60 °C
por 1 hora. Em seguida, a mistura foi filtrada em papel filtro com o auxilio de uma bomba a
vacuo, a 200 pascal (Pa). Para fins de comparacdo metodoldgicas quanto a retirada do solvente
dos extratos, as amostras foram divididas em EHAT1 (extrato hidroalcoolico da casca caulinar
de S. adstringens rotoevaporado), EHA2 (extrato hidroalcodlico da casca caulinar de S.
adstringens aquecido em manta aquecedora), EHA3 (extrato hidroalcoolico da folha de S.
adstringens rotoevaporado), EHA4 (extrato hidroalcodlico da folha de S. adstringens aquecido
em manta). Dessa forma, as amostras que foram rotoevaporadas passaram em um
retoevaporador (marca: Fisatom, modelo: 802), aquecido a 45 °C, sob pressao de 500 Pa. J4 as
amostras que foram submetidas ao aquecimento em manta foram postas no equipamento a 40
°C, por 30 minutos. Por fim, uma vez retirado o solvente das amostras, a por¢ao aquosa restante
seguiu para ultrafreezer a -80 °C por 24 horas. Passado esse tempo, as amostras foram para um
liofilizador por 48 h. Apds a liofilizagdo, obtivemos uma porg¢ao residual de aspecto farinaceo,
esse seguiu para ser utilizado nos métodos de avaliagdo de atividade antimicrobiana e

antioxidante e dosagem de fendis totais.

3.3 Determinacio do teor dos compostos fendlicos totais em EHAs

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-Ciocalteu de

acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-se 0,5 mL das



diferentes concentragdes dos EHAs concentrados a 100 pg/mL com 2,5 mL de 0,2 mol L™ do
reagente Folin-Ciocalteu. Posteriormente, 2 mL de solugdo saturada de carbonato de sodio (75
g L") foram adicionados a mistura reacional. As leituras de absorbancia foram realizadas a 760
nm apos incubagdo a temperatura ambiente durante 1 h. O teor de fenois totais foi determinado
por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao utilizando o acido
galico como padrao de referéncia (16,125; 31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/ mL). Os resultados
foram expressos em miligramas de equivalente de acido galico (mg EAG) por grama de EHA.

Todos os testes foram realizados em triplicata.

3.4 Determinacio da atividade antioxidante pelo método DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com a metodologia de Lopes-
Lutz e colaboradores (2008), seguidas de pequenas modificagdes. Uma solugdo etanolica de
DPPH foi preparada na concentragio de 40 ug mL™!. Para a avaliacdo, 2,7 mL da solugio de
DPPH foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos da adi¢do de 0,3 mL de cada
concentracdo dos extratos (100; 50; 25 e 12,5 yg mL™!). Em paralelo, o controle negativo foi
preparado contendo todos os reagentes, exceto o extrato. Apos 60 minutos, as leituras de
absorbancia foram realizadas utilizando o espectrofotometro no comprimento de onda de 517

nm. A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a seguinte equagao:

Equacdo 1: Porcentagem de atividade antioxidante. Legenda: (AA%) atividade antioxidante; (A®N)
absorbancia do DPPH com o etanol; (A*M) absorbancia do DPPH com a amostra; (100) fator de conversdo para

porcentagem.

ACN_ AAM
AA% = ———x 100

AC

3.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos EHAs

3.5.1 Microrganismos



As cepas bacterianas utilizadas para a avalia¢do da atividade antimicrobiana dos EHAs
foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (cepa isolada de um
paciente com infec¢ao de corrente sanguinea identificada pelo método automatizado Vitek II no
HC-UFU), Escherichia coli (ATCC 25922) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As cepas
foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Rosineide Ribas, coordenadora do Laboratorio de
Microbiologia Molecular, do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), UFU. A principio, as
bactérias estavam estocadas a -20°C em Caldo Triptona de Soja (TSB) acrescido de glicerol a
20%.

Separadamente, as bactérias foram reativadas utilizando uma al¢a de platina para
inocula¢do em tubos com 5 mL de caldo Luria-Bertani (LB). Apos 24 horas de incubagdo a
37°C, os microrganismos foram semeados em placas de petri contendo meio agar Triptona de
Soja (TSA), e em seguida, novamente, incubados por 24 horas a 37°C. E valido ressaltar que
apenas a cepa de S. epidermidis foi incubada por 48 h devido essa apresentar dificuldade em
formar colonias. Apos esse tempo, a fim de assegurar que ndo houve contamina¢do nos
cultivos, as coldnias crescidas de cada espécie bacteriana foram submetidas ao teste de
coloracdo de Gram (BRASIL, 2011) para avaliagcdo das caracteristicas morfotinturiais. Ainda,
a cepa de S. aureus foi cultivada no meio seletivo agar manitol salgado, dando assim mais uma

garantia que estdvamos realmente trabalhando com essa referida espécie patogénica.

3.5.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar

A fim de determinar a atividade antibacteriana dos EHAs de S. adstringens foi realizado
o método de difusdo em 4agar de acordo com a metodologia descrita pela Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (2018). Dessa forma, as bactérias foram reativadas em
meio PCA, incubadas por no maximo 48h, e em seguida preparadas suspensdes contendo 108
unidades formadoras de colonia (UFC) por mL dos microrganismos em solug¢ao salina a 0,8%,
ajustadas de acordo com o padrao de 0,5 da escala de MacFarland. Com o auxilio de um swab,
as suspengdes bacterianas foram semeadas homogeneamente em agar Mueller—Hinton (MHA).
Apos 5 minutos, foram adicionados, em triplicata e, em posigdes equidistantes, discos de papel
filtro de 6 milimetros (mm) de diametro, impregnados com os EHAs na concentracdo 500
pg/mL. Como controle negativo, foram testados discos impregnados em agua destilada estéril.
Como controle positivo, foram utilizados os antibidticos: amoxicilina + acido clavulanico

(AMC 30 pg) para S. aureus; azitromicina (AZT 15 nug) para S. epidermidis, aztreonam (ATM
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30 pg) para P. aeruginosa e ampicilina (AMP 10 ug) para E. coli. Ap6s a adi¢ao dos discos, as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e, posteriormente, medidos os halos de inibigao em

mm. Halos maiores ou iguais a 7 mm foram considerados como resultados positivos.

3.5.3 Determinagao da concentragdo inibitoria minima dos EHAs

A determinagdo da concentracao inibitoria dos EHAs foi feita de acordo a metodologia
descrita por CLSI (2018) com adaptagdes. Assim sendo, somente os EHAs que apresentaram
atividade antimicrobiana no teste de difusdo em Agar seguiram para esse ensaio. A
determinagdo da concentracao inibitoria minima (CIM) baseou-se no método de microdiluigao,
utilizando microplacas de 96 pocos de fundo chato. Os extratos dos diferentes 6rgdos foram
diluidos em agua destilada estéril a uma concentra¢ao de 500 pg/mL. 100 pL do caldo Luria-
Bertani (LB) foi previamente adicionado em todos os pogos que foram utilizados da placa. Em
seguida, 100 puL dessa mistura (extrato a 500 pg/mL + caldo LB) presente no primeiro pogo foi
transferido para o segundo poco da placa, atingindo-se entdo a concentracdo de 250 pg/mL. A
partir dai, foram realizadas dilui¢des seriadas dos extratos até a concentragdo de 3,91 pug/mL.
Dessa forma, na primeira coluna de cavidades, os compostos se encontravam na maior
concentra¢do (500 pg/mL) e na oitava coluna na menor concentracao (3,91 pg/mL).

O inodculo bacteriano consistiu na preparacdo de uma suspensdo bacteriana em solugao
salina, com turvagdo correspondente a 0,5 da escala de McFarland (102 UFC/mL). Assim, 10
pL dessa solucao foram inoculadas em cada pogo da placa contendo as diluigdes sucessivas dos
extratos em meio de cultura LB. As culturas foram incubadas a 37 °C por 24 h.

Posteriormente, para avaliar a viabilidade celular das bactérias foram adicionados 10 pL
de MTT em cada pogo, e em seguida a placa foi incubada novamente por 4 h. O MTT € um sal
de tetrazolium, cuja coloracdo inicial ¢ amarela. No entanto, em células vidveis, as enzimas
mitocondriais reduzem esse sal a formazan que apresenta coloragdo azul, logo, indicando o
crescimento bacteriano. Portanto, a menor concentragdo dos EHAs em que ndao houve
crescimento (amarelo) foi considerada a CIM do extrato.

No experimento foi utilizado meio LB + cloranfenicol (10 pg/mL) + indculo bacteriano
como controle positivo; meio LB + indculo bacteriano como controle negativo € o meio de
cultura sem indculo bacteriano como controle de esterilidade. Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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3.6 Analises estatisticas

Para a avaliagdo dos dados do teste antioxidante (DPPH) os experimentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (3 x 4), sendo
3 extratos em 4 diferentes concentragdes (100; 50; 25 e 12,5 pg/mL), com 3 repeti¢des. J& para
o teor de compostos fendlicos totais, o experimento também foi disposto em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) para 4 tipos de extratos com 3 repeticdes. O programa
estatistico utilizado foi o Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar
(FERREIRA, 2011), sendo os dados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Os resultados foram plotados em
graficos de barras com os valores de porcentagem antioxidante em relagdo as concentragdes
analisadas. Ja para a avaliagdo do teor de compostos fenolicos equivalente ao acido galico os
resultados foram plotados em graficos de barras e os resultados foram expressos em miligramas
de equivalente de 4cido galico (mg EAG) por grama de extrato. O software empregado foi o
GraphPad Prism versao 5.01.

A correlagdo (r) existente entre os valores de teor de fenois totais e atividade
antioxidante dos EHAs, na concentracdo de 100 ug/mL, foi calculada utilizando o software

Microsoft Excel, no qual os dados foram submetidos a funcdo CORREL.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A planta medicinal S. adstringens ¢ um destaque no bioma Cerrado devido a ampla
biotiavidade que possui. Popularmente, esse vegetal ¢ explorado como cicatrizante, antisséptico
e anti-inflamatério, sendo usado, sobretudo, em casos de lesdes cutaneas. As propriedades
terapéuticas desse vegetal estdo correlacionadas com metabolitos secundarios presentes nele,
principalmente, aos taninos (GOULART, 2010; PASSARETTI et al., 2016). Visto isso, o S.
adstringens torna-se um potencial candidato para estudos que comprovem suas atividades
biologicas e identifiquem e caracterizem os produtos naturais presentes nele. No presente
estudo, os extratos hidroalcodlicos obtido a partir da casca caulinar e folhas de S. adstringens
foram submetidos a determinacao de fendis totais, avaliacao da atividade antioxidante e testes

de susceptibilidade contra microrganismos.
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Os compostos fenolicos sao metabdlitos secundarios de um amplo espectro de atividade
biologica, tais como, acdo antimicrobiana e antioxidante, sendo assim, torna-se importante
dosa-los nesse estudo. A dosagem de fendis totais nos extratos, feita por meio do reagente Folin-
Ciocalteu, expressos como miligramas equivalentes de 4cido galico por grama de extrato (mg
EAG/g), mostrou que os extratos EHA1, EHA2, EHA3 e EH4 apresentam 970,4; 608,7; 693,8;
208,7 mg EAG/g de EHA, respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Dosagem de fendis totais nos extratos em estudo por meio do reagente Folin-Ciocalteu. O ensaio
realizado permitiu o calculo dos valores das médias dos teores de compostos fendlicos totais nos EHAs de S.
adstringens. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste
de Scott-Knott. EHA1: extrato hidroalcoolico da casca caulinar rotoevaporado; EHA2: extrato hidroalcodlico da
casca caulinar aquecido em manta; EHA3: extrato hidroalcodlico da folha rotoevaporado; EHA4: extrato

hidroalcodlico da folha aquecido em manta.
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Observa-se, que entre os Orgdos de S. adstringens utilizados no estudo, as cascas
caulinares, em detrimento das folhas, foram as que apresentaram maiores dosagens de fendis
totais, indicando que nessa parte encontra-se mais desse composto. Ainda, ¢ notavel que as
amostras que foram submetidas ao aquecimento em manta sdo aquelas que possuem menores
teores de fenois totais, reduzidos quase pela metade quando comparados as amostras que
passaram pelo rotaevaporador. Esse fato pode ser explicado devido ao maior contato que essas
amostras tiveram com a fonte de calor na manta, uma vez que os compostos fenolicos sao
termossensiveis e métodos de extragdo sob altas temperaturas podem degradar esses

metabélitos (CVETANOVIC et al., 2017). Ressalta-se ainda que a manta é um equipamento
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mais instavel quanto ao controle de temperatura e rustico quando comparado ao rotoevaporador,
isso pode ter influenciado na deterioragdo dos metabolitos presentes nas amostras.

Até o presente momento, ndo ha trabalhos registrados que mensurem fendis totais em
extrato hidroalcodlico das cascas e folhas de S. adstringens. Entretanto, ha pesquisas utilizando
diferentes solventes que determinam fendis totais nas cascas desse vegetal para finalidades
diferentes desse estudo. Para exemplo disso, Baldivia e colaboradores (2018), tendo como
objetivo principal avaliar atividade anticancerigena da casca do Barbatimdo em linhagem
celular de melonoma, mostrou que o extrato aquoso da casca de barbatimdo (SAAE) na
concentragdo de 200 ug/mL, utilizando o reagente Folin—Ciocalteu, apresentou significante
dosagem de fenois totais, 195,16 mg EAG/g de SAAE. Sendo assim, embora utilizando
solventes e concentragoes de extrato diferentes, as valores de fendis totais mantem-se
expressivos, evidenciando-se que a casca caulinar do Barbatimao ¢ um destacavel fornecedor
de compostos fendlicos.

Os antioxidantes sdo moléculas capazes de conter a degradacdo de produtos e
componentes pelos radicais livres. Devido a essa propriedade, esses compostos sao requeridos
tanto pelo setor farmacéutico quanto pelo alimenticio. Os efeitos toxicos de antioxidantes
sintéticos tém movido estudos para a prospeccao de antioxidantes naturais (ROCHA, 2011),
como feito nesse trabalho.

O ensaio de atividade antioxidante dos extratos avaliada pelo método do sequestro dos
radicais livres DPPH também apresentou resultados expressivos como observados na Figura
2. Na concentrag¢ao de 100 yg/mL, todos os extratos apresentaram atividade antioxidante acima
de 75%. O contrério ocorre em 12,5 pg/mL no qual se tém as menores medigdes, % AA abaixo
30%. Portanto, observa-se uma relagcao crescente entre a concentracao dos EHAs e a atividade
antioxidante, ou seja, quanto maior a concentragdo do extrato, maiores sdo as medi¢des para
%AA. De modo geral, observa-se que entre os extratos hd uma equivaléncia, pelo teste de Scott-
Knott, de valores para atividade antioxidante, com exce¢do da concentragdo de 50 pg/mL, na
qual a casca (EHA1) se destaca moderadamente da folha (EHA3).

Figura 2. Atividade antioxidante dos extratos de S. adstringens em estudo pelo método de DPPH. O ensaio
realizado permitiu o calculo da porcentagem (%) da atividade antioxidante em relag@o as concentragdes analisadas.
As médias seguidas por diferentes letras (A, B, C e D), diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-Knott, as maiusculas para comparar a concentrag@o entre os extratos e as minusculas para comparar
a concentragdo dentro de cada extrato EHAL: extrato hidroalcodlico da casca caulinar rotaevaporado; EHA2:

extrato hidroalcodlico da casca caulinar aquecido em manta; EHA3: extrato hidroalcoodlico da folha rotaevaporado;
EHAA4: extrato hidroalcoolico da folha aquecido em manta.
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Na concentragdo de 50 pg/mL, verificou-se que as amostras que foram submetidas a
rotoevaporagdo apresentaram maiores valores para % de atividade antioxidante quando
comparadas aquelas aquecidas na manta. Essa diferenga pode ser explicada devido ao processo
de retirada do solvente por aquecimento em manta ser mais deteriorante, que resulta na perda
de metabolitos que por sua vez teriam capacidade antioxidante. Também, dentre todos os
extratos, observa-se que o EHA1 mostra-se com as melhores %AA, em contra partida, vé-se
que EHA4 apresenta as menores, indicando-se assim que hd maior preserva¢dao dessas
moléculas se utilizado o rotoevaporador para remocao do solvente e que a casca caulinar do S.
adstringens fornece mais compostos antioxidantes do que suas folhas.

Ademais, o 1Cso de atividade antioxidante para EHA1, EHA2, EHA3 ¢ EHA4 foram,
respectivamente,24,1;41,2; 29,2; 58,8. Observa-se que as amostras que foram rotaevaporadas
necessitam de menor concentracao de extrato para se atingir 50% de capacidade antioxidante.
Também, para esse dado, nota-se que as EHAs da casca caulinar se destacam, mais uma vez,
dos EHA das folhas. Portanto, reforca-se que a casca caulinar possui maior presenga de
composto com acdo antioxidante do que a folha. Congruente aos objetivos desse trabalho,
Sabino e colaboradores (2018), utilizando a folha de S. adstringens como objeto de estudo,
constatou que ¢ necessaria uma baixa concentracdo do extrato acetonico desse orgdo (6,70
pg/mL) para atingir 50% de inibi¢cdo do radical DPPH (ICso). No presente estudo, para se obter
50% de atividade antioxidante, necessita de aproximadamente 42 pg/mL de extrato

hidroalcéolico das folhas.
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Outra constatacao notavel nos resultados obtidos € a correlagao positiva de r = 0,82 entre
as dosagens de fenois totais e capacidade antioxidante, dessa forma, a atividade antioxidante ¢
maior nos extratos em que a quantidade de fenois totais dosados também ¢ maior. Essa mesma
correlacdo também foi observada no estudo de Sousa e colaboradores (2007), no qual avaliou-
se a capacidade antioxidante e fenois totais do extrato etandlico das plantas medicinais do
Cerrado Terminalia brasiliensis, Copernicia cerifera e Cenostigma macrophyllum, sendo essa
ultima espécie pertencente a familia Fabaceae, assim como a S. adstringens. Sugerindo assim,
que as plantas medicinais do Cerrado sdo interessantes meios para se obter novos compostos
terapéuticos que visem conter a acao de oxidantes em processos patologicos e que precisam ser
investigadas a fundo.

O surgimento de microrganismo multirresistentes frente aos antibidticos disponiveis no
mercado tornou-se um grave problema de saude publica, consequentemente, as pesquisas que
propde descoberta de novos antimicrobianos sdo urgentes. No presente trabalho,
primeiramente, a atividade antibacteriana dos EHAs foi testada pelo método qualitativo de
difusdo em agar contra as bactérias Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis e contra as

bactérias Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos de S. adstringens em estudo pelo método de difusdo em
agar. Tamanho dos halos de inibigdo dos microrganismos (mm) frente aos EHAs de S. adstringens. *: cepa S.
epidermidis isolada de um paciente com infec¢do de corrente sanguinea identificada pelo método automatizado
Vitek II. EHA1: extrato hidroalcodlico da casca caulinar rotoevaporado; EHA2: extrato hidroalcoolico da casca
caulinar aquecido em manta; EHA3: extrato hidroalcodlico da folha rotoevaporado; EHA4: extrato hidroalcoolico
da folha de aquecido em manta. Antimicrobianos para controles positivos, AMC: amoxicilina + acido clavulanico;
ATM: aztreonam; AZT: azitromicina). Controle negativo, H,O destilada estéril. S/A: sem atividade
antimicrobiana. N/T: ndo testado. Os resultados do teste de difusdo em agar sdo apresentados em mm, como a
média de trés experimentos e o desvio padrao (valores entre parénteses).

Concentracio / S. aureus P. aeruginosas E. coli
Composto Quantidade (ATCC 25923) S. epidermidis* (ATCC 27853) (ATCC 25922)

EHA | 500 pg/mL 22,7 (£1,5) 26,7 (£1,5) S/A S/A
EHA 2 500 pg/mL 23,7 (2,1 26,3 (£1,5) S/A S/A
EHA 3 500 pg/mL 21,0 (+2) 25,0 (1) S/A S/A
EHA 4 500 pg/mL 19,0 (£1,5) 22,6 (+2) S/A S/A
AMC 30 mg/mL 21,6 (£2) N/T N/T N/T
AZT 15 ug N/T 49,6 (+1) N/T N/T
ATM 30 pg N/T N/T 22,0 (£1,5) N/T
AMP 10 pg N/T N/T N/T 19,1 (£1,5)
HO destilada

estéril 10pL S/A S/A S/A S/A

Verificou-se que todos os extratos na concentragdo de 500 pg/mL inibiram o
crescimento apenas das bactérias Gram-positivas. Possivelmente, essa constatacdo se deve a

difereng¢a morfologica entre as Gram-positivas e negativas. Enquanto a primeira tem a parede
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celular mais simples formada basicamente por peptidioglicano (cerca de 75%), as gram-
negativas sao mais complexas, pois possuem uma membrana externa, uma fina camada de
peptideoglicano e o espaco periplasmatico. A membrana externa confere a bactéria uma barreira
hidrofébica, o que dificulta a penetragdo de substancias (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).
Também, por se tratar de um extrato bruto, provavelmente, algum composto que teria atividade
antimicrobiana em Gram-negativas pode ter sido inibido por estar misturado com tantos outros.
Ou ainda, durante o processo de retirada do solvente pode-se ter perdido determinado
metabolito que agiria sobre as bactérias desse tipo.

Anteriormente, Pinho e colaboradores (2012), no seu trabalho com plantas do Cerrado,
também verificaram, pelo método de difusdo em agar, que o extrato hidroalcodlico a 300 pg/mL
das folhas de S. adstringens ¢ capaz de inibir o crescimento de S. aureus, nesse caso, os halos
de inibi¢do foram de 10 mm. No presente estudo, os halos de inibi¢do dos extratos foliares na
concentragdo de 500 ug/mL de S. adstringens foram de > 20 mm. Esse dado reforca que a
folha do S. adstringens possui propriedades antimicrobianas. Também, ressalta-se que espécie
E. coli ndo foi sensivel aos extratos uma vez que ndo houveram halos de inibi¢do mensuraveis
contra essa espécie.

Os extratos que mostraram atividade inibitéria nas bactérias Gram-positivas no método
qualitativo de difusdo em disco seguiram para ensaio quantitativo de Concentragdo Inibitoria

Minima (CIM) por microdiluigdo (Tabela 2).

.....

*: cepa de S. epidermidis isolada de um paciente com infec¢do de corrente sanguinea identificada pelo método

automatizado Vitek II. C+:controle positivo.

CIM (pg/mL)
Microrganismos
Extratos S. aureus (ATCC 25923) S. epidermidis*
EHA 1 31,25 pg/mL 7,81 pg/mL
EHA 2 31,25 pg/mL 7,81 pg/mL
EHA 3 62,5 pg/mL 15,6 pg/mL
EHA 4 62,5 pg/mL 15,6 pg/mL
Cloranfenicol (C+) 10 pg/mL 10 pg/mL

Os resultados apresentados nessa técnica reafirmam que os extratos da casca sdo
melhores inibidores quando comparados aos extratos das folhas. Também, novamente, reforca-
se que o S. epidermidis, em relacdo ao S. aureus, ¢ mais sensivel aos EHAs.

De acordo com Nayim (2018), um extrato de planta ¢ muito ativo se tem um CIM< 100

pg/mkL; significativamente ativo se 100 < CIM < 512 pg/mL; moderadamente ativo quando 512
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< CIM <2048 ng/mL e fracamente ativo para uma CIM > 2048 pug/mL. Portanto, baseando-se
nessa escala, todos os EHAs desse estudo sdo considerados muito ativos, uma vez que
apresentaram CIM < 100 pg/mL.

E importante destacar que o método de retirada do solvente por rotaevaporagio ou por
aquecimento em manta ndo interferiram nos resultados dessa técnica, uma vez que as CIMs se
mostraram iguais entre os EHAs de folha e casca.

Em estudo anterior, Hasenack e colaboradores (2008), atestaram que o extrato alcodlico
da casca de S. adstringens tem atividade antimicrobiana contra S. aureus isoladas de feridas
cronicas de pacientes ambulatoriais, com CIM de 12,5 mg/mL, determinada pela técnica de
macrodilui¢do em caldo. De modo semelhante, Souza e colaboradores (2006) verificaram que
o extrato seco da casca de S. adstringens, obtido por percolagdo utilizando-se etanol 50%,
apresenta CIM de 75 mg/mL tanto para S. aureus quanto para S. epidermidis. Sendo assim,
apesar de utilizarem diferentes técnicas para extracao e determinagdo de CIM, os resultados
obtidos no presente trabalho contribuem para corroborar que a casca caulinar de Barbatimao
possui expressiva atividade antimicrobiana.

Nota-se nesse trabalho que os menores valores para CIM estdo presentes nos extratos
das cascas caulinares (EHA1 e EHA), que por sua vez foram as amostras que apresentaram
maior dosagem de fendis totais e melhores % para atividade antioxidante, dessa forma, sugere-
se que ha maior presenca e disponibilidade de metabolitos que agem como antimicrobiano e

antioxidante na casca caulinar do que na folha do S. adstringens.

5 CONCLUSAO

¢ O estudo constata que a casca caulinar do S. adstringens se destaca em todos os testes
que foram realizados, sendo esse 6rgdo o que apresentou maior teor de fenois totais e melhores
valores para atividade antioxidante e antimicrobiana.

e As amostras que foram submetidas a rotaevaporacdo para retirada do solvente sdo as
que possuem os melhores resultados para fenodis totais e atividade antioxidante. Sendo,

portanto, o método mais confidvel do que o aquecimento em manta.
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e Os EHAs apresentaram atividade antimicrobiana apenas contra as bactérias gram-
positiva: S. aureus e S. epidermidis. Os valores de CIM para todos os EHAs possuem forte
atividade microbiana, visto que as concentragdes foram menores do que 100 pg/mL.

¢ Cientifica e popularmente, em relacdo a suas propriedades fitoquimicas e atividade
bioldgica, a folha do Barbatimao € pouco explorada em comparagdo a casca caulinar, logo os

dados apresentados nesse trabalho sobre esse 6rgao podem contribuir para estudos posteriores,
uma vez que evidenciou-se que a folha, ndo tanto quanto a casca, também ¢ uma notavel fonte
de fenois, apresenta interessante atividade antioxidante e expressiva atividade antimicrobiana.

e Os resultados encontrados nesse trabalho indicam a utilizag@o de S. adstringens como
antioxidante natural e, também, apontam seu uso como antimicrobiano. Para tanto, mais
estudos sdo necessarios para validar e provar que esta espécie possa ser utilizada para o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
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