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RESUMO

MAGALHAES, M. Avaliacdo da atividade antimicrobiana e antioxidante de Oenocarpus
bacaba Mart., Cordia glabrata Mart. e Siparuna guianensis Aubl. 2018. [37f]. Trabalho de
Curso de Farmacia — Universidade Federal de Mato Grosso, Campus de Sinop.

INTRODUCAOQ: As plantas sd0 0s instrumentos mais antigos utilizados no tratamento de
doencas e no Brasil a miscigenacdo aliada a biodiversidade levaram a populacdo as mais
variadas formas de tratamentos com diferentes plantas. Ensaios cientificos que esclaregam as
propriedades biologicas de plantas que ainda ndo foram alvos de estudos multidisciplinares
sdo de grande importancia. Nesse contexto pesquisas envolvendo a avaliagcdo da atividade
biolégica da Oenocarpus bacaba Mart. (bacaba), Cordia glabrata Mart. (louro branco) e
Siparuna guianensis Aubl. (negramina) sdo relevantes para desvendar as lacunas presentes na
literatura sobre possiveis propriedades farmacologicas a elas atribuidas. OBJETIVO: Avaliar
a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos obtidos da O. bacaba, C. glabrata e S.
guianensis. MATERIAIS E METODOS: Extratos de cascas dos frutos de O. bacaba, de
flores de C. glabrata e folhas de S. guianensis foram obtidos através de extracdo com etanol
70%. A avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica foi realizada pela técnica de
microdiluicdo em caldo e a antioxidante pelo ensaio espectrofotométrico utilizando o radical
livre DPPH. RESULTADOS: Na avaliacdo da atividade antibacteriana, frente a Escherichia
coli a S. guianensis foi a espécie que apresentou maior inibicdo (89,3%), na maior
concentracdo testada, contudo ndo foi possivel determinar a concentracao inibitéria minima
(CIM) para nenhum dos extratos testados. Os extratos de C. glabrata, S. guianensis e O.
bacaba apresentaram CIM igual a 4000 pg/mL para a Pseudomonas aeruginosa. Ja para
Salmonella typhimurium a S. guianensis foi o Unico extrato em que foi possivel determinar a
concentracdo inibitoria (CIM = 4000 pg/mL). A O. bacaba ndo apresentou atividade contra o
Staphylococcus aureus, enquanto o extrato de S. guianensis revelou uma CIM de 1000 pg/mL
e 0 extrato de C. glabrata CIM de 4000 pug/mL. Na avaliacdo da atividade antifingica o
extrato de C. glabrata revelou CIM de 4000 pug/mL apenas para a C. parapsilosis. Ja para o
extrato de S. guianensis foi possivel estabelecer o valor de concentragdo inibitdria tanto para
C. albicans como para C. parapsilosis (CIM = 4000 pg/mL). Na avaliacdo da atividade
antioxidante a S. guianensis apresentou 0 menor valor de concentracéo eficiente - CEsp = 34,3
pug/mL, para a C. glabrata e O. bacaba as CEsgs obtidas foram de 41,5 e 44,3 pg/mL
respectivamente. CONCLUSAO: Dentre as espécies vegetais avaliadas, a Siparuna
guianensis apresentou o melhor potencial antimicrobiano, especialmente frente a bactéria S.
aureus, bem como seu extrato foi 0 que apresentou maior capacidade de reduzir o radical
DPPH, revelando a menor CExs.

Palavras-chaves: Oenocarpus bacaba, Cordia glabrata, Siparuna guianensis,
antimicrobiana, antioxidante.
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1. INTRODUCAO

As plantas podem ser consideradas instrumentos mais antigos utilizados no alivio, cura
ou prevencao de males que afetavam a humanidade em seus primordios. No antigo Egito,
foram encontrados papiros com escritos que mencionavam mais de 700 “drogas”, dentre elas
estavam extratos obtidos de plantas, bem como o procedimento para sua utilizagdo em
enfermidades conhecidas naquela época (TOMAZZONI; BONATO NEGRELLE; CENTA,
2006; OLIVEIRA; AKISUE, 2009).

Atualmente, em contraste com as poucas monografias de plantas descritas na ultima
edicdo da Farmacopeia Brasileira, 0 emprego popular das plantas para tratar ou prevenir
doengas é bastante comum no Brasil. Esse conhecimento sobre a utilizagdo de plantas no
tratamento de doencas foi disseminado ao longo dos anos por indigenas, europeus e negros, e
deste modo a miscigenacdo aliada a biodiversidade levaram a popula¢do as mais variadas
formas de tratamentos com diferentes plantas (BARRETO, 2011).

A biodiversidade brasileira corresponde de 15 a 25% de todas as espécies vegetais
encontradas no mundo, tendo alta taxa de endemismo bioldgico e presentes em biomas
unicos. Essa biodiversidade vegetal é fonte de varios metabdlitos micro e macromoleculares
importantes, responsaveis por diferentes propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, podendo
também ser prototipos para desenvolvimento de farmacos, cosméticos, agroquimicos e
suplementos alimentares (JOLY et al., 2011). No caso dos fitomedicamentos um dos fatores
que explica a limitada quantidade desses medicamentos desenvolvida, comparada a dos
sintéticos, é a falta ou mesmo a dificuldade das pesquisas cientificas em todas as fases do
processo, desde identificacdo de uma substancia ativa, isolamento, producdo até os estudos
clinicos (JOLY et al., 2011).

A diversidade vegetal encontrada no pais, 0 uso popular de plantas e a pequena
guantidade de estudos relacionados as espécies vegetais, evidenciam a necessidade de ensaios
cientificos que esclarecam as propriedades de plantas que ainda ndo foram alvos de estudos
multidisciplinares, bem como os mecanismos pelos quais 0s compostos nelas presentes atuam.
Além disso, pesquisas podem proporcionar um melhor aproveitamento da matéria prima
vegetal e seu uso racional e seguro, fatores esses que podem garantir sua eficicia e seguranca
(PINTO et al., 2002; BALBINO; DIAS, 2010; SOUZA et al., 2013).

Nesse contexto estudos envolvendo a avaliacdo da atividade bioldgica da Oenocarpus
bacaba Mart., Cordia glabrata Mart. e Siparuna guianensis Aubl. s&o relevantes, afim de
desvendar as lacunas presentes na literatura sobre possiveis propriedades farmacologicas que

essas plantas possuem e justificar o possivel emprego tradicional pela populagéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 O uso tradicional das plantas e a pesquisa de metabolitos com atividade bioldgica

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo e, devido a sua dimensao
continental e a grande variacdo geomorfoldgica e climatica, abriga sete biomas (considerando
a inclusdo da zona costeira e marinha), 78 ecorregides e um numero incalculavel de
ecossistemas. Segundo o Ministério do Meio Ambiente e Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), os biomas brasileiros sdo:
Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal, Campos Sulinos e Costeiros/Marinho
(MMA, 2017; ICMBIO, 2018). O Mato Grosso &€ o Unico estado brasileiro a possuir
caracteristicas de trés biomas: o Pantanal, o Cerrado e a Amazonia, possuindo grande nimero
de espécies vegetais, sendo muitas delas medicinais e endémicas (GOVERNO DE MATO
GROSSO, 2018).

Atualmente, apesar do volume de publicacdes, sabe-se, que a pesquisa envolvendo
plantas, incluindo as nativas do Brasil, € complexa e apresenta um carater multidisciplinar,
principalmente quando o objetivo € avaliar diferentes acdes bioldgicas e farmacologicas, bem
como obter extratos, fraces e isolar substancias ativas Uteis para a terapéutica (MACIEL et
al., 2002; FERREIRA, 2005). Além da multidisciplinaridade, o sucesso das pesquisas com
plantas depende da selecdo adequada das espécies a serem estudadas.

A escolha com base no conhecimento tradicional (etnofarmacologia) é importante
devido ao acimulo, muitas vezes milenar, de informacgdes sobre o emprego de determinadas
plantas no tratamento de doencas (HOLETZ et al., 2002; DE LA CRUZ, 2008). Nesse sentido
0 Estado de Mato Grosso possui diversas comunidades tradicionais, em diferentes areas
incluindo de Cerrado e de Pantanal, que utilizam plantas medicinais mediante o conhecimento
popular transmitido dos seus ancestrais (MACEDO; FERREIRA, 2004).

Assim agregar conhecimentos cientificos ao uso tradicional ou popular das plantas traz
grandes vantagens, principalmente, em paises cuja maioria da populacdo e de baixo poder
econémico. Estudos envolvendo ensaios quimicos e bioldgicos tornam-se cada vez mais
importantes, para uma abordagem cientifica para o uso terapéutico de plantas empregadas na
medicina tradicional ou popular. Sabe-se que as plantas produzem uma variedade de
metabolitos secundarios e, assim, podem ser fontes potenciais de novas substancias ativas
com diferentes atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana e antioxidante, e de interesse
farmacoldgico (SIMOES et al., 2007; BRAZ FILHO, 2010; MARQUES et al., 2013; ZAIN et
al., 2013).
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2.2 Espécies vegetais presentes no estado de Mato Grosso

A Oenocarpus bacaba Mart. popularmente conhecida como bacaba, trata-se de uma
palmeira da familia Arecaceae, pertencente a regido amazoénica e encontrada, especialmente,
em areas abertas. A bacaba apresenta grande potencial econdmico, ecoldgico e alimentar,
constituindo-se em uma espécie passivel de ser incorporada aos sistemas agroflorestais
(SHANLEY; MEDINA, 2005; QUEIROZ; BIANCO, 2009).

A bacaba € utilizada de diversas formas, os estipes sdo aproveitados por comunidades
tradicionais na construcdo de casas e suas fibras servem de suplementos para caca e
combustivel. Enquanto as folhas, além de usos medicinais, sdo empregadas na construcao de
telhados e as inflorescéncias costumam ser utilizadas na confecgé@o de vassouras e artesanatos.
O oleo, extraido dos frutos, é utilizado no tratamento de infec¢Ges pulmonares, como
bronquite, sendo também usado no tratamento da tuberculose (CAVALCANTE, 1991 apud
DOMINGUES; CARVALHO; BARROS, 2014; VIEIRA, 1991 apud DOMINGUES;
CARVALHO; BARROS., 2014; ALMANAQUE DO CAMPO, 2018).

Os frutos da bacaba estdo presentes em cachos inseridos no estipe, possuem coloracao
negro-violeta, com formato de drupas globosas, a polpa é mucilaginosa e muito oleaginosa,
residindo grande interesse no aproveitamento desses frutos para producdo de 6leo e outros
produtos derivados. O potencial econdmico de palmeiras nativas da Amazonia, incluindo a
bacaba, é reportado e o reconhecimento do rendimento e da qualidade do 6leo, encontrado,
por exemplo, na polpa e na améndoa dos frutos possibilita diversas op¢des a agroindustria
amazonica, podendo ser utilizado nas industrias alimenticias, de cosméticos, de farmacos, de
biocombustiveis e de racfes animais (SILVA; MOTA; FARIAS NETO, 2009;
GUIMARAES, 2013; OLIVEIRA; RIOS, 2014).

O género Cordia abrange um numero significativo de plantas, cerca de 250 espécies,
dentre elas a C. verbenacea DC, C. leucocephala Moric., C. eucalyculata Vell. e a C.
glabrata Mart. Algumas sdo empregadas na medicina tradicional ou popular, como no caso da
C. verbenacea, como agente anti-inflamatorio, antitlcera e antirreumatico, com estudos que
mostram a presenca de substancias fendlicas que apresentam acao antibacteriana, antiflngica,
antioxidante e cicatrizante (ROLDAO et al., 2008; CARVALHO; SILVA; MATIAS, 2014,
MATIAS et al., 2016).

Ao que se diz respeito a Cordia glabrata, essa espécie ndo é considerada endémica,
mas pode ser encontrada na maior parte do territério brasileiro, incluindo Espirito Santo,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Parg, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e

também todos os estados da regido Nordeste. Também conhecida como louro branco, louro-
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de-mato-grosso e claraiba, a C. glabrata apresenta porte médio, aproximadamente 8 a 18
metros de altura, suas folhas tem caracteristica coriacea e o fruto do tipo aquénio, quando esta
florida entre os meses de julho e setembro é extremamente ornamental tendo flores brancas
que ficam dispostas em paniculas terminais que atraem abelhas e colibris por seu perfume. A
populacdo emprega os chas das folhas e cascas contra dores no corpo e reumatismo (NETO,
2006; LORENZI; SOUZA; MATOS, 2008; MOULIN et al., 2016).

A Siparuna guianensis Aubl. é uma espécie vegetal neotropical que se distribui
principalmente por areas de cerrado no Brasil, chamada popularmente de negramina,
(VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010; ANDRADE, 2013). A partir das
folhas da S. guianensis sdo preparadas decoctos para uso topico, e a populagdo do Estado de
Mato Grosso a utiliza na medicina popular principalmente contra febre, gripe, reumatismo,
sinusite e dores no corpo (VALENTINI et al., 2009). Bessa et al. (2013) relataram que a
fitoquimica do extrato bruto de folhas de negramina sugere potencial antimicrobiano,
provavelmente por causa da presenca de terpenos, taninos e flavondides. Estudos relatam a
presenca de flavonoides também com potencial anti-inflamatério e ansiolitico obtidos a partir
das folhas dessa espécie (FACUNDO et al., 2012; NEGRI; DE SANTI; TABACH, 2012).

Apesar do destaque econdomico, alimentar, e/ou ornamental para regido, existem
poucos dados na literatura sobre o potencial farmacolégico da bacaba, negramina e,
especialmente, do louro branco. Assim, estudos sobre a avaliagdo do potencial medicinal

dessas espécies vegetais é de grande relevancia.

2.3 Perspectivas de novas substéncias antimicrobianas de origem vegetal

A busca de novos agentes com agdo antimicrobiana tem se mostrado necessaria, uma
vez que, conforme evidenciado por Guimardes, Momesso e Pupo (2010), a resisténcia
microbiana que antes era somente associada a ambientes hospitalares, atualmente se associa a
diversos ambientes podendo atingir individuos saudaveis. Dentre as implicacGes decorrentes
da resisténcia de microrganismos tém-se o aumento do periodo de tratamento e
hospitalizagdo, 0 aumento do custo do tratamento e também o aumento da taxa de mortalidade
evidenciando, portanto, um problema de satude publica (GURGEL; CARVALHO, 2008).

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos tem se tornado cada vez mais frequente,
sendo descritas na literatura resisténcia adquirida por diferentes espécies bacterianas e
fangicas. Impulsionados por esses fatos 0s pesquisadores, tem cada vez mais buscado, novas

alternativas para o problema. Nesse sentido, as plantas detentoras de uma enorme diversidade



13

molecular, tem se demostrado uma excelente fonte de substancias com agéo antimicrobiana
(TAVARES, 2000; NOVAIS et al., 2003; MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009).

Na literatura ainda € possivel identificar relatos de atividade antibacteriana de
palmeiras (com caracteristicas semelhantes a bacaba), com inibigcdo de Staphylococcus aureus
por Oleos obtidos de sementes de acai e cascas de duas espécies de pupunha. Na Amazonia ha
relatos do emprego de Oleo extraido dos frutos de Oenocarpus bacaba por indigenas como
medicamento para tratamento da tuberculose e também o uso de raizes adventicias da mesma
palmeira para eliminar vermes intestinais, e contra diarreia, dor de cabega e males do
estdbmago (LORENZI; SOUZA; MATOS, 2008; MELHORANCA FILHO; PEREIRA, 2012).

Matias et al. (2010) e Pereira (2013) demostraram o potencial antifingico e
antibacteriano de extratos obtidos de partes aéreas da C. verbenacea, planta do mesmo género
que a C. glabrata (louro branco). Sobre a negramina é possivel encontrar relatos sobre sua
atividade antiplasmodial e antifingica (ALBERNAZ, 2010; DE ASSIS, 2013). Montanari
(2010) demonstrou a atividade antifingica e antibacteriana pelo método de disco difusdo de
6leo extraido das folhas de Siparuna guianensis.

O potencial antimicrobiano pode ser encontrado em diferentes espécies de plantas,
tendo em vista que a flora brasileira apresenta grande diversidade em espécies, e que na sua
maioria ainda ndo foram pesquisadas cientificamente quanto a agdo antimicrobiana, trabalhos
que envolvam a avaliacdo de tal atividade podem contribuir na busca de novas substancias
com potencial farmacolégico (ALVARENGA, 2007).

2.4 Atividade antioxidante das espécies vegetais

A producdo de radicais livres e outras espécies reativas no organismo pode estar
relacionada com reacBes quimicas e fisioldgicas do préprio metabolismo, ou ainda estar
envolvida a mecanismos exdgenos como fatores ambientais (exposicdo a poluicdo ambiental,
radiacdo ultravioleta, cigarros entre outros). O oxigénio da via respiratdria € o principal
responsavel pela formacdo dessas espécies reativas, nessa via sdo transportados quatro
elétrons no interior da membrana da mitocondria para que seja feita a reducao do oxigénio em
agua, porém, durante esse transporte 1 a 2% dos elétrons se perdem, e podem formar
intermediarios reativos de oxigénio. VAarios outros processos no organismo também podem
gerar radicais livres e uma variedade de outras espécies reativas (BIANCHI; ANTUNES,
1999; DA SILVA; GONCALVES, 2010; ENGERS; BEHLING; FRIZZO, 2011; MANI,
2015; PORTAL SAO FRANCISCO, 2018).
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Apesar de estarem envolvidos muitas vezes em processos fisiologicos importantes
relacionados com a manutencdo do organismo, na sinalizagéo e regulacgdo celular, producéo
de energia, regulacdo do crescimento celular e sintese de algumas substancias, entre outras
funcOes, as espécies reativas presentes no organismo também podem ser, em contrapartida,
prejudiciais e durante o estresse oxidativo causar danos as proteinas de tecidos, membranas
celulares, DNA e ocasionar a peroxidacéo de lipidios (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006).

Nesse contexto a presenca de substancias antioxidantes durante o estresse oxidativo é
fundamental para que o reestabelecimento da homeostase oxidativa, ja que podem atuar
doando elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, se comportando assim como antioxidante
primario; ou ainda atuar na complexacdo juntamente com metais, na decomposi¢do de
hidroperdxidos para que ndo ocorra formacdo de espécies reativas, na absorcdo da radiacéo
ultravioleta ou desativando oxigénio siglete, sendo um antioxidante secundéario (DEL RE;
JORGE, 2012).

Diante desses fatos a crescente busca por substancias com acdo antioxidante se
justifica, além disso, a atividade antioxidante de plantas da flora brasileira também se destaca
devido a sua diversidade. Extratos obtidos das plantas possuem uma grande variedade de
compostos como vitaminas, carotendides, compostos fendlicos, como flavonoides, e outras
substancias que tem essa capacidade de impedir a oxidacdo por radicais livres e outras
espeécies reativas (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996; DE OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar do perfil fitoquimico da Cordia glabata e da Oenocarpus bacaba ndo estarem
totalmente elucidados, assim como suas respectivas acles bioldgicas, alguns autores
verificaram a atividade antioxidante de extratos e 6leos obtidos a partir de plantas dos géneros
Cordia e Oenocarpus.

Sousa et al. (2016), através da técnica do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e
ABTS (acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)), verificaram o potencial
antioxidante dos frutos de espécies de Oenocarpus e determinaram teores significativos de
compostos fendlicos, como antocianinas na planta. Em recente trabalho com extratos
metanolicos de polpa e sementes de O. bataua determinou-se a sua atividade antioxidante e o
isolamento de derivados hidroxilados do resveratrol, como o piceatanol a partir da polpa. O
piceatanol possui propriedades farmacologicas descritas, algumas inclusive superiores ao
resveratrol, um antioxidante bem conhecido (HIDALGO; NUNOMURA; NUNOMURA,
2016).
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Santi et al. (2014) constataram que diferentes extratos obtidos das folhas de Cordia
verbenacea apresentaram agdo antioxidante frente ao radical livre de DPPH, sendo que o0s
ensaios quantitativos por espectrofotometria revelaram altas concentracdes de fenois e de
flavonoides no extrato que apresentou melhor atividade. Considerando que substancias
antioxidantes podem capturar e/ou inibir a producao de espécies reativas envolvidas em varios

processos patoldgicos a investigacao de plantas com tal propriedade é muito relevante.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante dos extratos de Oenocarpus bacaba
Mart., da Cordia glabrata Mart. e Siparuna guianensis Aubl.
3.2 Objetivos especificos
- Avaliar a atividade antibacteriana e/ou antifungica dos extratos obtidos da casca dos frutos
de bacaba (O. bacaba), das flores do louro branco (C. glabrata) e das folhas da negramina (S.
guianensis), pela técnica de microdiluicdo em caldo.
- Determinar o potencial antioxidante dos extratos de bacaba, louro branco e negramina pelo

ensaio espectrofotométrico utilizando o radical livre DPPH.

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao dos extratos
4.1.1 Obtencéo do extrato de cascas de O. bacaba
O extrato hidroalcodlico a 70% foi obtido a partir da casca do fruto da bacaba foi
preparado e fornecido pelo Laboratério de Controle de Qualidade da UFMT, campus de

Sinop, sob responsabilidade da professora Dénia Mendes de Sousa Valladao.

4.1.2 Obtencéo do extrato de flores de C. glabrata e folhas de S. guianensis

As flores do louro branco foram coletadas no Pantanal de Poconé — MT (Exsicata em
etapa de tombamento no Herbario Centro-Norte-Mato-Grossense da UFMT) e as folhas de
negramina adquiridas em Chapada dos Guimardes — MT. O material vegetal (flores ou folhas)
foram secos em estufa com circulacéo de ar (40°C), moido em moinho de facas e armazenado,
sob o abrigo da luz, para posterior extracdo. O material foi submetido a extracdo por
maceracdo em etanol a 70% a temperatura ambiente por 15 dias e foi mantida a relacéo

droga:solvente de 1:10 (m:v). O extrato bruto foi obtido apds filtracdo e evaporagdo do



16

solvente sob pressdo reduzida (evaporador rotatério). Para realizacdo dos ensaios, 0 extrato
foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) e mantido a -20°C ao abrigo da luz.

4.2 Microrganismos
4.2.1 Manutencéo das bactérias

Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella typhimurium ATCC 14028 foram
cultivadas em agar Mueller Hinton. Todas as placas foram incubadas por 24 horas a 36°-37°C,

em atmosfera de aerobiose.

4.2.2 Manutencéo das leveduras

Cepas de Candida albicans ATCC 90028 e Candida parapsilosis ATCC 22019 foram
cultivadas em &gar Sabouraud Dextrose sem a adi¢do de cloranfenicol e incubadas por 48
horas a 36°-37°C, em condicOes aerdbicas.

4.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifungica) e determinacgao
da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A avaliacgdo da atividade antimicrobiana foi realizada por técnica de diluicdo em caldo
e seguindo recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI,
2008; CLSI, 2012; CLSI 2013). A CIM ¢ definida como a menor concentracdo do
antimicrobiano que inibe o crescimento do microrganismo de forma visivel ou determinado
espectrofotometricamente. Neste trabalho a CIM foi definida como a menor concentragdo do
extrato ou fracdo que reduziu em > 90% o crescimento microbiano comparado ao crescimento
controle (CLSI, 2008, CLSI, 2012; OSTROSKY et al., 2008; HAWSER; ISLAM, 1999 apud
ROZATTO, 2012; HORNER et al., 2008 apud ROZATTO, 2012).

4.3.1 Método de microdiluicdo em caldo para avaliagdo da atividade antibacteriana
Cavidades de microplaca (96 pocos) foram preenchidas com 100 pL de caldo Mueller
Hinton contendo diferentes concentragdes do extrato (4000, 2000, 1000, 500 e 250 pg/mL)
sobre os quais foi adicionado o mesmo volume de suspensdo bacteriana contendo 10°
UFC/mL em caldo Mueller Hinton. Leitura espectrofotométrica em 620 nm foi realizada e a
microplaca incubada a 36°-37°C, em atmosfera de aerobiose, por 24 horas. Apos incubagdo, a
placa foi homogeneizada e nova leitura espectrofotométrica foi realizada em mesmo

comprimento de onda. Os testes foram acompanhados de crescimento bacteriano controle (na
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auséncia do extrato) e controle de absorbancia para cada amostra testada (meio de cultura
acrescido de diferentes concentragdes do extrato). Os testes foram realizados em triplicata e

repetidos trés vezes.

4.3.2 Método de microdiluicdo em caldo para avaliacdo da atividade antifungica

O meio de cultura utilizados para o preparo dos indculos e diluicdo do extrato foi o
caldo Mueller Hinton. A concentracéo inicial da suspenséo flngica preparada foi de 1 x 10° a
5 x 10° UFC/mL e no momento do uso foi realizada uma diluicdo 1:100 em meio liquido
Mueller Hinton. Para o teste, cavidades de microplaca (96 pogos) foram preenchidas com 100
puL de caldo Mueller Hinton contendo diferentes concentracGes dos extratos (4000, 2000,
1000, 500 e 250 pg/mL) sobre os quais foi adicionado o mesmo volume de suspensdo
fangica, incubadas a 36°C-37°C, durante 48 horas. A leitura para a determinacao da CIM foi
realizada por espectrometria. Os testes também foram acompanhados de crescimento
bacteriano controle e controle de absorbancia para cada amostra testada. Os testes foram

realizados em triplicata e repetidos, no minimo, trés vezes.

4.4 Atividade antioxidante
4.4.1 Avaliacéo da capacidade sequestradora (ou redutora) de radical DPPH

Solucdo de DPPH a 0,004% em metanol foi utilizada neste ensaio
espectrofotométrico. A cada 50 puL da amostra teste (extrato) em diversas concentrac@es (100
a 0,1 pg/mL) foram adicionados 100 pL da solucdo de DPPH, sendo as absorbancias
determinadas a 495 nm em espectrofotdmetro multicanal, ap6s 30 minutos de reacdo a 25°C
(FENGLIN et al., 2004; CHENG; MOORE; YU, 2006). Solugdo de DPPH (100 uL)
adicionada de 50 pL de solu¢cdo de DMSO em etanol foi empregada como controle de
maxima absor¢do. A equacdo utilizada para determinar a porcentagem de inibicdo (% A) ¢
apresentada a seguir, onde Ao representa a absorbancia do DPPH sem a adi¢édo dos extratos e
A corresponde a absorbancia obtida na presenca da amostra, apos 30 minutos de reacéo.

%A = Ag—A_ x 100
A,

A concentracao eficiente 50% (CEsp), concentracdo do antioxidante necessaria para
reduzir em 50% a quantidade do radical DPPH em solucdo, foi determinada por anélise de
regressdo linear e obtencdo da equacdo da reta. Todos 0s ensaios foram realizados em
triplicata, repetidos, no minimo, trés vezes e acompanhados de quercetina como antioxidante

controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas ao longo de sua evolucdo desenvolveram um extraordinério sistema de
biossintese que possibilita a geragdo de um complexo de moléculas bioativas provenientes do
seu metabolismo secundario. Este fitocomplexo tem a funcdo primitiva de defesa da planta
contra possiveis ameacas ou mesmo atrair insetos no periodo de polinizagdo, porém o homem,
ao perceber que esses produtos também tratavam males adquiridos por ele, passou a utilizar
na terapéutica, difundindo assim, ao longo de sua evolugédo, o uso tradicional de plantas
(SAAD et al., 2009).

Nesse sentido, as plantas sdo excelentes fontes de compostos e substancias com
diferentes propriedades bioldgicas, tais como: antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante e vérias outras. Existem varios medicamentos importantes na
terapéutica desenvolvidos a partir de fontes vegetais como, por exemplo, a atropina,
pilocarpina, o quinino, a artemisinina, o taxol, a digoxina e a morfina (ALVES, 2001).

Tendo em vista o alto indice de resisténcia microbiana ocasionada pelo uso
indiscriminado de diversas classes de antimicrobianos, bem como as dificuldades encontradas
na descoberta de novos antibioticos, a busca de compostos de origem vegetal, através da
triagem inicial de extratos obtidos de diferentes partes vegetais, tem sido o principal objetivo
de muitos grupos de pesquisa, visto a grande variedade de metabdlitos secundarios com
potencial farmacol6gico derivados de plantas (SOARES, 2001; YUNES; CALIXTO, 2001;
AQIL et al., 2005; CORREIA et al., 2008; BESSA et al., 2013).

No presente trabalho foi avaliada a atividade antibacteriana dos extratos das flores de
C. glabrata, da casca dos frutos de O. bacaba e das folhas de S. guianensis contra cepas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus
e 0s resultados sdo apresentados nas Tabelas de 1 a 4.

Com relacdo aos testes de avaliacdo do potencial antibacteriano das espécies vegetais
frente a bactéria E. coli (Tabela 1) ndo foi possivel determinar o valor da CIM para nenhum
dos extratos testados, entretanto, foi possivel observar que o extrato da negramina inibiu o
crescimento bacteriano em 89,3% na maior concentracdo testada, quase alcangando o valor
para estabelecimento da CIM, além disso, também apresentou 67,9% de inibicdo na
concentragéo de 2000 pg/mL.

Para a cepa de Pseudomonas aeruginosa (Tabela 2) os trés extratos revelaram inibicéo

superior a 90% na méxima concentragdo empregada, sendo possivel estabelecer a CIM de
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4000 pg/mL. O extrato de negramina também revelou capacidade de inibicdo superior
comparada aos demais extratos, inibindo em 44,4% e 89,4% o crescimento microbiano nas

concentragdes de 1000 e 2000 pg/mL, respectivamente.

Tabela 1 - Resultado da inibicdo do crescimento de Escherichia coli por extratos
hidroalcoodlicos de Cordia glabrata, Oenocarpus bacaba e Siparuna guianensis

o Inibicdo de crescimento (%)
Espécie vegetal

(parte da Concentrag&o (ug/mL)
planta)
250 500 1000 2000 4000 CIM™
Cordia
glabrata 0,0+0,0 0,0+0,0 22+38 0,02+0,0 62,1+7,72 >4000
(flores)
Oenocarpus

0,0+0,0 0,0+0,0 16+23 135+86 86,0+19,9 >4000
bacaba (cascas)

Siparuna
guianensis 0,0+0,0 19,7+1,1 469+46 679+86 89,3+93  >4000
(folhas)

*Valor apresentado como média + desvio padrdo; **CIM — concentracdo inibitoria minima.

Tabela 2 - Resultado da inibicdo do crescimento de Pseudomonas aeruginosa por extratos
hidroalcodlicos de Cordia glabrata, Oenocarpus bacaba e Siparuna guianensis

- Inibicao de crescimento (%)
Espécie vegetal

(parte da Concentrac&o (ug/mL)
planta) =
250 500 1000 2000 4000 CIM
Cordia
glabrata 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,3+0,5 98,8+ 1,2 4000
(flores)
Oenocarpus

3,2+3.2 78+100 29,7+73 576+x10 992%04 4000
bacaba (cascas)

Siparuna
guianensis 0,0+0,0 39+6,8 444+56 894+90 100,000 4000
(folhas)

*Valor apresentado como média + desvio padréo; **CIM — concentracéo inibitéria minima.
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Tabela 3 - Resultado da inibicdo do crescimento de Salmonella typhimurium por extratos
hidroalcoodlicos de Cordia glabrata, Oenocarpus bacaba e Siparuna guianensis

Inibicdo de crescimento (%)

Espécie vegetal

(parte da Concentracéo (pg/mL)
planta) -
250 500 1000 2000 4000 CIM
Cordia
glabrata 0,0£0,0 56+14 166+10 244+59 67,1+55 >4000
(flores)
Oenocarpus

bacaba (cascas) 22+38 226+55 389+88 391+27 822+76 >4000

Siparuna
guianensis 41+48 147+21 318+54 608+10,8 100,0+0,0 4000
(folhas)

*Valor apresentado como média + desvio padrao; **CIM — concentracdo inibitoria minima.

Tabela 4 - Resultado da inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus por extratos
hidroalcodlicos de Cordia glabrata, Oenocarpus bacaba e Siparuna guianensis

Inibicdo de crescimento (%)

Espécie vegetal

(parte da Concentracdo (ug/mL)
planta) —
250 500 1000 2000 4000 CIM
Cordia
glabrata 330+6,4 459+0,0 54,3+0,8 70,3+6,0 100,0+0,0 4000
(flores)
Oenocarpus -

0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 )
bacaba (cascas)

Siparuna
guianensis 0,0+0,0 275+44 1000+00 100,0+0,0 100,0+x0,0 1000
(folhas)

*Valor apresentado como média *+ desvio padrdo; **CIM — concentracdo inibitéria minima; ***(-) Sem
atividade — ndo foi possivel estabelecer o valor da CIM, pois na méaxima concentracdo empregada o extrato ndo
inibiu, em nenhuma porcentagem, o crescimento microbiano.
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O extrato de S. guianensis (CIM = 4000 pg/mL) também apresentou melhor
capacidade inibitoria contra S. typhimurium (Tabela 3) que a observada para os extratos de
bacaba e, especialmente, louro branco (CIMs superiores a 4000 pg/mL). Ressalta-se que
apesar de nao ter sido possivel a determinacdo da concentracdo inibitoria para o extrato de
bacaba, na maxima concentracdo avaliada (4000 pg/mL) ele inibiu em 82,2% o crescimento
de Salmonella.

Os resultados obtidos para a bactéria Gram positiva (Tabela 4) demonstraram que o
extrato das cascas dos frutos bacaba ndo foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus em
nenhuma das concentracdes testadas. Assim, a atividade antibacteriana, mesmo que baixa, da
Oenocarpus bacaba parece se limitar as bactérias Gram negativas, tendo em vista, que nos
testes com E. coli, P. aeruginosa e S. typhimurium, houve inibicdo do crescimento na maior
concentracdo avaliada, permitindo até a determinagédo da CIM para P. aeruginosa.

Ao contrario da bacaba, o extrato das folhas de Sipurana guianensis demonstrou ter
maior potencial de inibicdo do crescimento de S. aureus (Gram positiva) exibindo CIM de
1000 pg/mL. O louro branco também foi capaz de inibir o crescimento desta cepa Gram
positiva, mas em concentracdes superiores comparadas as do extrato de negramina, revelando
uma CIM de 4000 pg/mL, e em 2000 pg/mL inibindo o crescimento bacteriano em 70,3%.

Segundo diversos autores extratos vegetais que apresentam CIM acima de 1000
Hg/mL ndo sdo promissores quanto ao potencial antimicrobiano. Trabalhos reportam atividade
de moderada a alta para extratos com valores de CIM abaixo de 500 pg/mL (HOLETZ et al.,
2002; DE FARIA et al., 2017), entretanto, outros autores descrevem para extratos com
atividade moderada concentraces inibitorias entre 250 a 1000 pg/mL (DOLAB et al., 2018).
Considerando tais referéncias o extrato de negramina pode ser considerado o melhor dentre 0s
extratos avaliados no presente estudo, especialmente, considerando a inibicdo para S. aureus.

A crescente incidéncia de infeccdes por fungos oportunistas, a resisténcia destes aos
antifungicos disponiveis e as reacdes adversas produzidas por tais substancias disponiveis
para uso clinico, tem atraido a atencdo dos pesquisadores para a busca e o desenvolvimento de
novos antifingicos, bem como métodos para testes de susceptibilidade in vitro (SILVA,
2004). As plantas sdo fontes de uma variedade de metabolitos secundarios que podem
apresentar atividades bioldgicas promissoras e de interesse farmacoldgico (FUMAGALI et
al., 2008). Substéancias ativas podem ser encontradas em caule, folhas, raizes, inflorescéncias,

flores, frutos e sementes das espécies vegetais e varios trabalhos tém reportado propriedades
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antifingicas de extratos obtidos de diversas partes de plantas medicinais (MULLER;
LYMAN; WALSH, 1999; SILVA, 2004; DIBA et al., 2010; GIORDANI; SANTIN; CLEFF,

2015).

As atividades antifangicas, frente a cepas das leveduras Candida albicans e Candida

parapsilosis, dos extratos de C. glabrata e S. guianensis sdo apresentadas nas Tabelas 5 e 6,

entretanto, a quantidade disponivel do extrato de O. bacaba néo foi suficiente para realizagao

dos ensaios antifungicos.

Tabela 5 — Resultado da inibicdo do crescimento de Candida albicans por extratos
hidroalcodlicos de Cordia glabrata e Siparuna guianensis
Espécie Inibicdo de crescimento (%)
vegetal
(parte da Concentragéo (ug/mL)
planta) 250 500 1000 2000 4000  CIM”
Cordia
glabrata 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 40,9 +1,7 83,6 £4,7 >4000
(flores)
Siparuna
guianensis 14,6+ 8,4 34,1+16,7 375x15 70,2+13,8 100,0+0,0 4000
(folhas)
*Valor apresentado como média + desvio padrdo; **CIM — concentracdo inibitoria minima.
Tabela 6 - Resultado da inibicdo do crescimento de Candida parapsilosis por extratos
hidroalcoodlicos de Cordia glabrata e Siparuna guianensis
Espécie Inibicdo de crescimento (%)
vegetal
(parte da Concentragdo (ug/mL)
planta) 250 500 1000 2000 4000 cim”
Cordia
glabrata 0,0£04 15+£84 0,0+10,0 61,6 + 3,8 100,0£0,0 4000
(flores)
Siparuna
guianensis 7,3 6,7 472+8,1 488102 579+4,1 100,0£0,0 4000
(folhas)

*Valor apresentado como média + desvio padrdo; **CIM — concentracdo inibitoria minima.
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A atividade antifangica frente a C. albicans revelou que a Cordia glabrata inibiu em
40,9% e 83,6% o crescimento microbiano, nas concentragdes de 2000 pg/mL e 4000 pg/mL,
respectivamente, e ndo foi possivel assim estabelecer o valor da CIM. Entretanto, para C.
parapsilosis o extrato do louro branco apresentou concentracao inibitoria de 4000 pg/mL.

Para o extrato das folhas de Siparuna guianensis foi possivel verificar, tanto para C.
albicans como para C. parapsilosis CIM de 4000 pg/mL. Também foi possivel observar que
esse extrato, nas concentracbes de 1000 pg/mL e 2000 pg/mL, inibiu o crescimento de C.
parapsilosis em 48,8% e 57,9%, respectivamente, e nessas mesmas concentracdes inibiu a C.
albicans em 37,5% e 70,2%.

Uma variedade de substancias é encontrada em espécies do género Cordia, como
flavondides, triterpenos, sesquiterpenos, saponinas, hidroguinonas, além de quantidades
expressivas de naftoquinonas e benzoquinonas terpénicas, essas substancias estao associadas a
algumas atividades bioldgicas, dentre elas antiflngica e antibacteriana (DE MENEZES et al.,
2005; CASTEJON, 2011; FLAMBO, 2013). No presente trabalho a Cordia glabrata ndo se
mostrou promissora quanto ao potencial antimicrobiano, apesar de revelar alguma atividade
para S. aureus.

Em relacdo a O. bacaba, a literatura descreve, no fruto, a presenca de flavonoides,
triterpenos livres e &cidos linoleico e linolénico (MEYER, 2012; PINA et al., 2014),
entretanto, tal espécie vegetal ndo revelou significativa atividade antibacteriana.

Dentre as 3 espécies vegetais avaliadas no presente estudo, a Siparuna guianensis,
especialmente frente ao S. aureus (CIM = 1000 pg/mL), revelou melhor atividade. A
composicao de extratos obtidos de folhas e de outras partes de S. guianensis pode variar de
acordo com o local e periodo de colheita, mas de forma geral ¢é relatada a presenca de
alcaldides e outros metabolitos como saponinas, flavonodides, xantonas, taninos, fendis,
catequinas, cumarinas, esterdides, triterpendides, entre outros (LORENZI; SOUZA; MATOS,
2008; VALENTINI; RODRIGUEZ-ORTIZ; COELHO, 2010; BESSA et al., 2011; JAVAE,
2014), sendo muitos desses metabolitos detentores de propriedades antimicrobianas
(COMPEAN, K.; YNALVEZ, 2014; DJOUOSSI et al., 2015; PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016).

Mesmo que o0s extratos avaliados ndo apresentem alto potencial antifungico e
antibacteriano, a literatura relata que a baixa atividade antimicrobiana demonstrada por alguns

extratos in vitro ndo implica, necessariamente, na incapacidade de atividade in vivo (NDIP et
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al., 2007). Bever (1983) e Garcia et al. (2003) demonstraram que o potencial imunomodulador
de compostos e preparagfes vegetais, com baixa atividade antimicrobiana in vitro, pode
contribuir para a destruicdo de agentes infecciosos. Alem disso a combinagdo de extratos de
plantas com os antibioticos ja empregados na clinica médica pode potencializar a acdo desses
medicamentos. Os metabolitos vegetais podem modificar a atividade dos antibioticos,
melhorando seu desempenho e diminuindo a sua dose terapéutica (COUTINHO et al., 2008;
MATIAS et al., 2010; SANTANA et al., 2016).

Nos ultimos anos questionamentos sobre o estresse oxidativo, bem como danos e
patologias associadas a ele, como diabetes, artrites inflamatorias, arteriosclerose e ulceras
evidenciaram a importancia das substancias com agdo antioxidante no metabolismo. O
Potencial antioxidante é frequentemente observado em extratos de plantas, que por sua vez
apresentam uma série de compostos fenolicos (acidos fendlicos e flavonoides), carotenoides,
algumas vitaminas, que comprovadamente auxiliam o organismo em seu balanco oxido redox
e consequentemente evitando os danos que podem ocorrer em decorréncia da geragédo
espécies reativas (FORLENZA, 2005; DA COSTA SILVA; CERCHIARO; HONORIO,
2011). No presente trabalho, os resultados do potencial antioxidante dos extratos de C.
glabrata, O. bacaba e S. guianensis, frente ao radical DPPH sdo apresentados na Tabela 7.

Através da andlise dos resultados, considerando a CEsp, 0 extrato das folhas da
Siparuna guianensis foi 0 que apresentou maior capacidade de reduzir o radical DPPH,
revelando a menor CEsg de 34,3 pg/mL. O louro branco, assim como a bacaba demonstraram
potencial antioxidante, porém em concentracdes maiores de extrato comparado a negramina,
tendo seus respectivos CEspde 41,5 pg/mL e 44,3 pg/mL.

A comparagdo da atividade de um extrato, que compde uma mistura de substancias,
com uma substancia pura como a quercetina (empregada como antioxidante controle) é dificil,
entretanto, é possivel verificar que o extrato das folhas da negramina foi 0 que apresentou
valor mais proximo de CEsp daquele obtido com uma substancia pura comprovadamente com
alto potencial antioxidante.

Compostos fendlicos, como flavonoides, sdo os importantes compostos presentes nas
folhas da S. guianensis e, pesquisadores, ao estudarem o perfil fitoquimico da negramina,
isolaram trés flavonodides por cromatografia contracorrente, a quercetina e dois de seus
derivados glicosilados (LEITAO et al., 2005). Como ja mencionado nessa espécie também

séo encontrados alcaloides e Leitdo et al. (1999) relata a presenca de liriodenina, um alcaloide
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dioxoloaporfinico, em espécies do género Siparuna, e atribuiu atividade antioxidante a tal substancia. Assim, possivelmente a presenca de

compostos fenolicos e mesmo determinados alcaldides pode ter contribuido para potencial antioxidante demonstrada pela S. guianensis.

Tabela 7 — Resultado da reducdo do radical DPPH por extratos hidroalcoolicos de Cordia glabrata, Oenocarpus bacaba e Siparuna guianesis

Espécie vegetal

% de Reducdo do radical DPPH*

(parte da Concentrag&o (pg/mL)
planta) =
0,1 0,5 1 5 10 20 40 50 80 100 CEx
Cordia glabrata
(flores) 09+22 36+40 3444 138+09 198+54 38473 676+50 747+36 849+10 896%08 415
Oenocarpus
00+00 10x17 0,000 43+£75 12,4+£6,7 28,9+9,8 578+89 683+104 733x10,1 73,2+10,8 443
bacaba (cascas) ’
Siparuna
guianensis 3309 43+x13 50x14 130£1,6 26,220 46,0+ 0,4 72517 81,6 3,7 82444 81,133 34,3
(folhas)
Qé’(fr:tcfotl'ga 46+58 138+40 284+#102 91,308 91,7+10 920+06 91,709 908+13 911+10 91,2+13 38

*Valor apresentado como média + desvio padrdo; **CEs, — concentragdo eficiente 50%.
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6. CONCLUSOES

De acordo com andlise dos resultados obtidos com os extratos podemos concluir:

- A espécie vegetal Cordia glabrata ndo apresentou-se promissora quanto ao potencial

antibacteriano e/ou antifingico;

- Oenocarpus bacaba também ndo revelou-se promissora quanto a atividade antibacteriana,

entretanto, seu extrato ndo foi avaliado quanto ao potencial antifungico;

- A espécie Siparuna guianensis revelou o melhor potencial antimicrobiano, especialmente,

para Staphylococcus aureus na concentracdo de 1000 pg/mL;

- Todas as plantas demonstraram potencial antioxidante, entretanto, o extrato das folhas da
Siparuna guianensis foi o que apresentou maior capacidade de reduzir o radical DPPH,

revelando a menor concentracao eficiente (CEsp).
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