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RESUMO

A regido semidrida brasileira, onde o bioma predominante ¢ a Caatinga, apresenta uma alta
fitodiversidade quando se compara a outras formagdes naturais tropicais, porém esta
fitodiversidade € pouco explorada quanto ao potencial farmacolégico. O bioma Caatinga, por
ser inserido em uma regido com caracteristicas ambientais ¢ de solo peculiares apresenta
metabolismo diferenciado das espécies ali presentes e, em especial, das espécies vegetais.
Com base no exposto, este estudo objetivou avaliar a influéncia da sazonalidade na produgao
de metabolitos secundarios e na acgdo antimicrobiana frente a Streptococcus salivarius,
Streptococcus oralis, Straphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida krusei e
Candida guilliermondii dos extratos das espécies vegetais, Guapira graciliflora (Mart.)
Lundell e Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil., Juss. & Cambess.) A. Robyns. As coletas
dos espécimes vegetais foram realizadas no periodo de seca (fevereiro de 2011) e ao final do
periodo de chuvas (agosto de 2011). Apds a secagem, obteve-se os extratos etandlicos, os
quais foram submetidos a analise fitoquimica qualitativa e quantitativa, determinando-se o
teor de polifendis totais e flavonoides totais. Foi realizado ainda o screening microbioldgico
dos extratos frente a bactérias gram positivas, gram negativas e leveduras através do método
de microdiluicdo em caldo, definindo-se a CIM e a CMM. Constatou-se, em ambos o0s
extratos, a presen¢a de taninos, fenois, alcaloides e flavonoides para os dois periodos
analisados, no entanto, a concentrac¢ao de polifendis foi maior no inverno para P. marginatum
e no verdo para G. graciliflora, enquanto que para os flavonoides ocorreu o contrario. Quanto
a atividade antimicrobiana apenas P. marginatum apresentou inibicao contra S. salivarius, S.
oralis, S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae e C. guilliermondii e antibiose contra S.
salivarius, S. aureus, K. pneumoniae e E. coli, havendo variacdo na CIM e na CMM entre as
duas estagdes. Os resultados apresentados indicam que estas plantas podem ser utilizadas
como fonte natural de materiais para fins medicinais € como base para a producdo de
substancias sintéticas com finalidade terapéutica frente aos microrganismos que apresentaram
sensibilidade neste estudo.

Palavras-chave: Plantas medicinais, semidrido, fitoquimica, Ecofisiologia vegetal,
Concentragao Inibitoria Minima.



ABSTRACT

The Brazilian semiarid region, where the dominant biome is Caatinga, presents high
phytodiversity when compared to other tropical natural formations, but this phytodiversity is
not explored about its pharmacological potential. The Caatinga biome, being inserted into a
region with soil and environmental peculiar characteristics, features differentiated metabolism
of species presented, and in particular plant species. The objective of this study was to
evaluate the chemical composition and antimicrobial activity against Streptococcus salivarius,
Streptococcus oralis, Straphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Candida krusei and
Candida guilliermondii of the extracts from plant species Guapira graciliflora (Mart.)
Lundell and Pseudobombax marginatum (A. St .- Hil., Juss. Cambess &.) A. Robyns, testing
the hypothesis that there would be differences in the production of analyzed secondary
metabolites due to climatic changes occurring between the rainy and dry seasons, the
seasonality of rainfall striking the Brazilian semiarid region. The collects of plant specimens
were carried out during the dry season (February 2011) and at the end of the rainy season
(August 2011) in Vereda Grande location (7 © 32.013 'S, 36 © 3.018"' W), municipality of Barra
Santana. After drying of the plants the ethanolic extracts were obtained, and subjected to
qualitative and quantitative phytochemical screening, in order to determine the content of total
polyphenols and total flavonoids. Further microbial screening of extracts was conducted
against gram positive, gram negative bacteria and yeasts by broth microdilution method,
defining the MIC and the MMC. It was detected the presence of tannins, phenols, flavonoids
and alkaloids in tested species for both two time periods, however the concentration of
polyphenols was higher in the winter for P. marginatum and summer for G. graciliflora, while
for the flavonoids occurred otherwise. Antimicrobial activity only P. marginatum showed
inhibition against S. salivarius, S. oralis, S. aureus, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae and C.
guilliermondii and antibiosis against S. salivarius, S. aureus, K. pneumoniae and E. coli, with
variation in MIC and MMC between the two stations. The results presented indicate that these
plants can be used as a natural source of materials for medicinal purposes and as a basis for
the production of synthetic substances for therapeutic purposes against the organisms that
were sensitive in this study.

Keywords: Medicinal Plants, Semiarid, Phytochemical, Plant Ecophysiology, Minimum
Inhibitory Concentration



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Classes de substancias quimicas presentes nos extratos de Guapira

graciliflora e Pseudobombax marginatum .................cccceceveecueeeueennnnne.

Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Microbicida
Minima (CMM) dos extratos de Pseudobombax marginatum frente

A0S MICrorganismos teStados .......ceeevieriierirerieeieeieeeie e

Concentrag¢ao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida
Minima (CMM) dos extratos de Guapira graciliflora frente aos

MICrorganismos teStAAOS ......c.eevvieruiiriiieiieeie et

Pag.

45

53



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

LISTA DE FIGURAS

Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios .......eeeeveveveeevevevennns

Principais fatores que podem influenciar a producdo de

metabolitos secundarios em plantas .........cccceeevveeeviieeniieeniee e

Pseudobombax marginatum. A — Visdo geral; B — Detalhe da

CASCA; € —FOINA «.veviiiiiiiiieeee e

Guapira graciliflora. A — Visdo geral; B — Detalhe da casca; C —

Coleta do material vegetal. A - Guapira graciliflora, B -

Pseudobombax marginatum ...............ccceeeeeeeeceeenieeeniieenieeeeee e,

Mapa demonstrando o local da coleta do material vegetal,
municipio de Barra de Santana, Semiarido

)53 TSI (< o YO

Esquema representando a preparacdo dos extratos etandlicos .........

Curva de calibragio construida com padrdo Acido Galico (1 — 40

UE ML) @ 757 NN oo
Concentragdo de polifendis totais de G. graciliflora e P
marginatum em diferentes estagdes do ano .........ccceeceevericneeniennen.

Curva de calibracao construida com padrao Quercetina (2 — 30 pg

ML) @415 N oo,

Concentracdo de flavonoides totais de G. graciliflora e P

marginatum em diferentes estagdes do ano .........cecceeeeveeeeiiennnens

20

29

31

33

34

36

47

47



LISTADE QUADROS

Quadro1 Resultados dos testes para Antocianidina, Antocianina e

Flavonoqdes ...oooeeeeeeeeeeeeeeee e

Quadro 2 Resultados dos testes para Leucoantocianidinas, Catequinas e

FLAVONAS ..o e e e e e e e e e aaeaeeaaees



AESA
AlCl;
ANVISA
ATCC
BiONO;3
CsHsNa;O4
CHCl;
CIM

CLSI
DMSO
EMBRAPA
FeCls
FIOCRUZ
GAE

HCI

HNO;3
H,SO4
Hg,Cl,
IBGE

KI

MeOH
N3.2CO3

NaOH

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Agéncia Executiva de Gestdo das Aguas do Estado da Paraiba
Cloreto de Aluminio

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
American Type Culture Collection
Subnitrato de Bismuto

Citrato de Sodio

Cloroférmio

Concentrag¢ao Inibitoria Minima

Clinical and Laboratory Standards Institute
Dimetilsulféxido

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Cloreto Férrico

Fundagao Oswaldo Cruz

Equivalente em Acido Galico

Acido Cloridrico

Acido Nitrico

Acido Sulfurico

Cloreto de Mercurio

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Iodeto de Potassio

Quilémetro

Metanol

Carbonato de Sodio

Hidréxido de Sodio



NH4OH
pH

uv

°C
UEPB

UFC

Hidroxido de Amonio

Potencial hidrogenidnico
Ultravioleta

Graus Celsius

Universidade Estadual da Paraiba

Unidades Formadoras de Coldnias



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ...uoeeeerrerererererereresesesesesesesesssssesssesesesesesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesns

2. OBJETIVOS .uiiiiininicnnsnissessessississssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssseses

2.1, ODBJEtIVO GETAL .....veieiiiiieeeiie ettt ettt e e e e e s e e e snbae e nnee e
2.2.0bJetiVOS ESPECTTICOS ...iiiuviiiieiiiieiieeie ettt ettt ettt et e e ennee s

. REVISAQ DE LITERATURA ....uooeurerreersrerscnssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssans

3.1, MetaboliSmO SECUNAATIO ...ecueeiieiiriieiieie ettt
3.2. Resisténcia MICroDIANA ........c.ceviiriiiiiiiiiieiieeie ettt e
330 CAALNZA c..veicivieiieeieee ettt et ettt e e at e e rb e e taeenbeeneeenbeennes
3.4. Pseudobombax MArGINAIUNL ...............cccccouiiiieiiiiii et
3.5, Guapira @raciliflora ................ccocoueeeieviieiiiiiie et

. MATERIAL E METODOS ..voueeeeeeeeeeessesesssessssssssssssssssssssssssssasssssessssasssssesessssssssesns

4.1. Obtencao do material Ve@etal .........ccceevuieriieiiieniieiieeie e
4.2, SECAZEIN ..ottt ettt ettt ettt et b e et sa e bt et e bbbt st e sbe b eaeesae e
4.3, MOAZEIM ...cvvieeiieiiieeiie ettt eeeteeteeseeeebeesteeesseessseesse e seeesseessseensaessseesseensseenseensseanns
4.4, Obtengao dos extratos €tanOliCoS .........ocvuvieriiiieriiieeciie et e
4.5.Prospecgao fItOQUITIICA ....eeevvieeiiiieiiieeeiieecieeerieeestee et eere e aee e eaee e s beeesnneeeeaee s
4.5.1. Screening fitoquimico qUAlItAtiVO ........cceevviriereriiiniiiceiceceeeeeeen
4.5.2. Screening fitoquImco qUANLItAtIVO .....ccveevieriieiieeii e
4.5.2.1. Determinacao de Polifendis totais .........ccccceeeeciieevieeeciieeereeenee,
4.5.2.2. Determinacao de Flavonoides ...........ccceeevvieieieieiieeciieccreeee,

4.5.2.3. Figuras de METIto .......ccceevvuieriieniieiiieiieeieeiee e
4.6. Screening MiCTODIOIOZICO .......ceevvieviiieiieiieeie ettt
4.6.1. Cepas MICIODIANAS .........cevuieeiieriieeiieniieeieeiee et eiee et eee et seee et saee e
4.6.2. Preparacdo da Suspensao Microbiana ............ccccceeeveervrenieerveenneeseeennen.

4.6.3. Teste de Suscetibilidade MICTODIANG ......oooveveeeeeeeeeeiiiiiiiiie

Pag.
15
17
17
17
18
18
23
26
28
30
33
33
35
35
35
36
36
40
40
40

41



4.6.4. Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) .......................

4.6.5. Determinagdo da Concentragdo Microbicida Minima (CMM) ................

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospecgao FItOQUIMICA .....c.eeruieruiieriieriiieiieeieeite e eiteeeteetee e eaeeseseeaeesnneenes

5.1.1. Screening Fitoquimico QuUalitativo ..........ccceeveueeeeiiiieniiie e

5.1.2. Screening Fitoquimico QUantitatiVvo ...........ccceeeeveerieeiiienieeieenieeveeneeenne

5.1.2.1.  POLIfENOIS TOTALS .vueeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e

5.1.2.2. Flavonoides totais
5.2. Teste de Suscetibilidade Microbiana

6. CONCUSAQ .ooueeeeerererevenrenens

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




16

1. INTRODUCAO

O emprego de plantas no tratamento de doencas comecou de maneira empirica e ¢
conhecido desde a mais remota antiguidade. Através do efeito de algumas plantas por ele
ingeridas, o homem, com o passar do tempo, observou que se controlasse a dosagem, essas
plantas poderiam ser usadas para outros fins além da alimenta¢do, como curar e/ou aliviar
suas dores e enfermidades. Além disso, 0 homem também observou os animais, as plantas que
eles utilizavam para se curar e o efeito que estas causavam neles e em si proprio (LORENZI,
MATOS, 2002; SARTI, CARVALHO, 2004; DANTAS 2007). Todas as civilizagdes, em todos
os continentes, desenvolveram pesquisas para conhecer o mecanismo das propriedades
terap€uticas dos vegetais (SILVA, CARVALHO, 2004). Pouco a pouco a experimentagdo foi
selecionando os de maior interesse.

Sallé (1996) acrescenta que, desde o fim do século XIX, a medicina fez progressos
prodigiosos, evoluindo em especializagdes médicas e farmacéuticas. Com isso, 0 homem
conseguiu isolar e posteriormente sintetizar os principios ativos das plantas, com a finalidade
de obter produtos novos. A partir dai a medicina alopatica tornou-se oficial, em detrimento de
algumas formas das medicinas ancestrais, o ensino de fitoterapia foi entdo abandonado em
diversas Faculdades de Medicina e esta terapia foi caindo em desuso.

Paulatinamente as pesquisas com plantas medicinais foram retomadas na busca de
novos vegetais ou novas substancias que possam ser empregadas no tratamento de
enfermidades. Neste contexto, o Bioma Caatinga predominante na regido Semiarida brasileira
surge como uma fonte de recursos vegetais ainda pouco explorados do ponto de vista do seu
potencial farmacéutico. De acordo com Giulietti et al. (2003), apesar de bastante alterada, a
caatinga, vegetacdo predominante do bioma que leva o mesmo nome, contém uma grande
variedade de tipos vegetacionais, com elevado nimero de espécies e também remanescentes
de vegetagdo ainda bem preservados, que incluem um numero expressivo de taxons raros e
endémicos com forte potencial farmacoldgico, sendo, muitos deles, aplicados na
etnomedicina.

A necessidade de se avaliar este potencial farmacéutico presente nos fragmentos
residuais de Caatinga compreende ndo s6 a importancia de descobrir-se novas substancias a
partir de plantas ndo estudadas, mas também a valorizacdo ecoldgica dessa regido
fitogeografica, pois o conhecimento dessas espécies possibilitara a proposicao de plano de
gestdo para conservacdo da fitodiversidade existente, através do estimulo a exploracdo

sustentavel das plantas onde forem detectadas tais potencialidades.
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A utilizagdo de espécies vegetais da Caatinga pode ser de grande valia para tratar um
dos maiores problemas encontrados pelos pesquisadores da area farmacéutica, a resisténcia
microbiana. Os antimicrobianos estao entre os firmacos mais prescritos. Eles constituem uma
ferramenta indispensavel ao tratamento dos pacientes portadores de infec¢cdes microbianas,
contudo, seu uso inadequado acarreta sérios prejuizos para o paciente, € para a populacao,
uma vez que a resisténcia dos patégenos as varias classes de antimicrobianos ¢ mundialmente
crescente o que, de acordo com Silveira et al. (2006), estabelece sérias limitagdes as opgdes
para o tratamento de infec¢des causadas por microrganismos resistentes, representando uma
ameaga para a saude publica.

A Caatinga, dentre as demais formacdes vegetais ocorrentes no Brasil, apresenta
caracteristicas marcantes que influenciam na producao dos metabolitos das espécies vegetais,
citando-se entre outros, as caracteristicas climaticas como alta radiacdo solar, a alta
temperatura média anual, as baixas taxas de umidade relativa, evapotranspiragdo potencial
elevada, e, sobretudo, precipitagdes mais baixas (médias) e irregulares, sendo esta a
caracteristica principal do ponto de vista climatico e por conseguinte definidora dos processos
ecoldgicos chaves daquele ecossistema, a sazonalidade dos periodos chuvoso e de estiagem
(PRADO, 2003). Assim, essa sazonalidade que difere a regido semiarida de outras na mesma
faixa latitudinal proporciona a vegetagdo ali existente, periodos de abundancia e de estresse
hidrico que afetam na sintese de metabolitos secundarios e, consequentemente, nas atividades
biologicas da planta (LARCHER, 2004).

Considerando-se que pouco ainda se conhece sobre o potencial das espécies vegetais
encontradas nessa cobertura vegetal que ocupa aproximadamente 1.900 mil km? do Nordeste
brasileiro, buscou-se realizar um estudo que pudesse contribuir com informagdes sobre

aspectos ecofisiologicos e farmacoldgicos de plantas da Caatinga.



18

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Avaliar a composicdo quimica ¢ a agdo antimicrobiana dos extratos das espécies
vegetais, Guapira graciliflora (Mart.) Lundell e Pseudobombax marginatum (A. St.-Hil.,
Juss. & Cambess.) A. Robyns verificando diferencas na concentracdo de metabolitos
secundarios analisados em virtude das modificacdes climaticas ocorridas nos periodos seco e

chuvoso, marcantes da sazonalidade das chuvas da regido semiarida brasileira.

2.2.  Objetivos especificos

¢ Obter extratos das referidas plantas coletadas em diferentes épocas do ano;

e Realizar screenings fitoquimico e microbioldgico dos respectivos extratos;

e Verificar as mudancas ocorridas na concentracdo de metabolitos secundarios nos

respectivos extratos obtidos dos referidos materiais vegetais;

e Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida

Minima (CMM) dos extratos vegetais testados.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Metabolismo secundario

Metabolismo ¢ definido como o conjunto de reacdes que estdo ocorrendo
continuamente dentro da célula de um organismo. Estas reagdes visam, primeiramente, ao
aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula: ATP
(energia), NADPH (poder redutor) e biossintese das substancias essenciais a sua
sobrevivéncia (macromoléculas celulares). Os compostos quimicos formados, degradados ou
transformados sao denominados de metabolitos. Metabdlitos primarios sdo aqueles
considerados imprescindiveis a vida, exercendo papéis fundamentais associadas a
fotossintese, respiracdo, crescimento e desenvolvimento. O metabolismo secundario origina
compostos que sdo estruturalmente diferentes, sendo, muitos deles distribuidos entre um
numero muito limitado de espécies dentro do reino vegetal, pois ndo sdo necessarios para
todas as plantas, por isso podem ser utilizados para diagndsticos em estudos
quimiotaxondmicos (ALVES, 2001; SANTOS, 2002; CROZIER et al., 2006).

Segundo Favero e Pavan (1997) existem cerca de 40.000 substancias diferentes
identificadas a partir da andlise do metabolismo secundario vegetal, no entanto, nenhuma
delas sugere generalizacdo da atividade vital para a planta, sendo na grande maioria
micromoléculas, as quais indicam vantagem competitiva no reino vegetal.

Esses compostos estdo envolvidos na defesa contra herbivoros e patéogenos, como
atrativos para polinizadores e dispersdo de sementes por animais, controle da germinacao de
sementes e inibicdo das espécies de plantas concorrentes (alelopatia), sendo, portanto, parte
integrante das interacdes de espécies em comunidades vegetais e animais (BOURGAUD et
al., 2001; SANTOS, 2002; TAIZ, ZEIGER, 2004; MAKKAR et al., 2007). Peres (2011)
completa enunciando que produtos secundarios também possuem acao protetora em relacao a
estresses abidticos, como aqueles associados com mudangas de temperatura, conteudo de
agua, niveis deluz, exposi¢do a UV e deficiéncia de nutrientes minerais.

Os varios compostos provenientes do metabolismo das plantas interessam ao homem
por serem comercialmente importantes para os setores alimenticio, agrondmico, de
perfumaria e pincipalmente por sua potencialidade em se tornar um produto terapéutico.
Muitos desses componentes, quando utilizados em doses adequadas convertem-se em
medicamentos. A surpreendente variedade de metabolitos secundarios vegetais vem
despertando o interesse de pesquisadores de varios campos da ci€ncia que visam neles uma

promissora fonte de moléculas potencialmente uteis a0 homem (BRISKIN, 2000; SANTOS,



20

2002).

A abrangente atuacdo dos metabolitos secundérios dos vegetais, desde producdo de
substancias farmacologicamente ativas até a interferéncia na interagdo entre vegetais em um
sistema de producdo, mostra a importancia ¢ a necessidade do conhecimento sobre esses
compostos. Compreender a sua atuacdo pode abrir inimeras possibilidades de estudos que
direcionem a busca pela solu¢do de importantes problemas enfrentados atualmente como a
resisténcia microbiana as drogas sintéticas; prejuizos causados pelo uso desordenado de
pesticidas, enfim, conhecer esse lado pouco explorado das plantas pode abrir caminhos para
solucionar problemas de forma sustentdvel (BEZERRA, 2008).

Os metabdlitos secundarios sdo sintetizados por varios caminhos biossintéticos os
quais produzem moléculas dotadas de grande diversidade de esqueletos e grupamentos
funcionais (ALVES, 2001). A origem de todas essas moléculas pode ser resumida a partir do
metabolismo da glicose, via dois intermedidrios principais, o acido chiquimico e o acetato
(Figura 1). O primeiro origina os aminodcidos aromadticos, que por sua vez tem como
sucessores a maioria dos metabolitos secundarios aromaticos. Ja os derivados do acetato,
podem ser classificados segundo a via metabdlica em derivados do acetato via ciclo do acido
citrico, derivados do acetato via mevalonato e produtos da condensacao do acetato (SANTOS,
2002).

Santos (2002) completa que algumas moléculas de metabdlitos secundarios como as
antraquinonas, os flavonoides e os taninos condensados sdo resultantes da mescla de uma
unidade de 4cido chiquimico e uma ou mais unidades de acetato ou de seus derivados.

A sintese de metabolitos secundarios ¢ influenciada por diversos fatores (Figura 2).
Gobbo Neto, Lopes (2007) enfatizam que estudos sobre esse tema geralmente sdo restritos a
um pequeno grupo de espécies comercialmente importantes, com ocorréncia predominante em
regides temperadas e que podem ter sofrido pressdes seletivas intensas por humanos, visando
determinadas caracteristicas desejadas. Portanto, o comportamento dessas plantas pode nao
ser representativo de plantas selvagens ou de outros tipos de habitat.

A estagcdo em que uma planta ¢ coletada ¢ um dos fatores de maior importancia, visto
que a quantidade e, as vezes, até mesmo a composicao dos constituintes ativos ndo ¢ constante

durante o ano.
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Ncube et al., (2010) estudando a variagdo sazonal do contetido de taninos condensados
de plantas medicinais da Africa do Sul, observaram que os bulbos e folhas de Tulbaghia
violacea e Hypoxis hemerocallidea e as folhas de Merwilla plumbea exibiram maiores
concentragdes durante o inverno, enquanto bulbos e folhas de Drimia robusta durante a
primavera. J& os bulbos de M. plumbea tiveram os maiores valores dos referidos taninos
durante o verao.

No estudo realizado por Pala-Paul et al., (2001) que avaliou a variagao sazonal do 6leo
essencial extraido das partes aéreas de Santolina rosmarinifolia L coletadas na Espanha,
constatou-se os maiores valores de rendimento no més de abril. Angelopoulou et al. (2002)
realizando estudo semelhante com Cistus monspeliensis L. cujas amostras foram obtidas na
Grécia, constataram que o rendimento de o6leos essenciais das folhas foi maior no més de
maio. A maior quantidade de 6leo em Ocimum basilicum L. foi encontrada durante o més de
dezembro por Hussain et al., (2008) em estudo realizado com plantas coletadas no Paquistao.
Kamatou et al., (2008) estudando a composicdo do o6leo essencial de trés espécies Sul
africanas de Salvia constataram o maior rendimento em plantas coletadas no final do inverno
para Salvia africana-caerulea, e primavera para S. lutea-africana e S. lanceolata, bem como o
menor rendimento em todas as espécies no inicio ou meados de inverno.

Quanto a variagdo do conteudo de flavonoides, Brooks, Feeny (2004) estudando
Daucus carota, observaram os maiores niveis em junho, com decréscimo no restante do ano.
Ncube et al.,, (2010) observaram as maiores concentragdes de flavonoides em H.
hemerocallidea e M. plumbea no inverno, enquanto 7. violacea e D. robusta as apresentaram
no verao.

Roca-Pérez et al., (2004) avaliando a producdo sazonal de cardenolideo de Digitalis
obscura observaram que as produ¢des mais baixas foram registradas em maio, seguida por
uma fase de rdpido acimulo, e as méximas producdes foram alcangadas em julho. A producao
de cardenolideos diminuiu ap6s a temporada de verdo, representando uma fase decrescente
correspondente ao outono.

Ncube et al., (2010) observaram a variagdo na concentra¢do do total de saponinas,
onde todas as plantas apresentaram os maiores teores em extratos produzidos com amostras
coletadas no inverno, com excecao das folhas de D. robusta, onde as maiores concentragdes
foram registradas nas amostras coletadas no outono.

De acordo com Gobbo-Neto, Lopes, (2007) os outros fatores que podem influenciar o
conteudo de metabolitos secundarios (Figura 2) sdo o ritmo circadiano, desenvolvimento,

temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicao
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atmosférica e estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos.

Hogedal, Melgaard (2000) constataram que o contetido de iridoides em cultivares de
Antirrhinum majus variam durante o ciclo dia/noite, sendo, esta variacio entre 20 e 60 mg g
De forma similar, Angelopoulou et al. (2002) observaram que tal ciclo influenciou na variagdao
na quantidade e composi¢do do 6leo essencial das folhas de Cistus monspeliensis L.

Os resultados obtidos por Fillipini et al., (2010), avaliando varia¢des nos metabolitos
secundarios de Hypericum perforatum L., mostraram que o conteudo de flavonoides foi maior
no periodo em que se inicia a floragdo e menor durante a frutificagdo, enquanto o contetdo de
hipericina e hiperforina foram maiores no periodo apds a floragcdo e durante a frutificagdo,
respectivamente € os menores valores no inicio da floragdo. Hosni et al., (2011) também
observaram que o estdgio do desenvolvimento regula a biossintese de Oleo essencial de
Hypericum triquetrifolium Turra, havendo um aumento durante a floragdo e sua diminuicao
na fase de frutificacao.

Zobayed et al., (2005) avaliando se o estresse de temperatura pode alterar a
concentracdo dos metabolitos secundarios de Hypericum perforatum, evidenciaram que
temperaturas maiores que 35°C e menores que 15°C, reduziram a eficiéncia fotossintética das
folhas da planta citada, resultando em uma menor assimilagdo de CO;, o que influencia na
sintese de metabolitos secundarios. De acordo com os autores, a temperatura ¢ um importante
fator ambiental para otimizar a produ¢ao metabolitos secundarios em Hypericum perforatum.

Ao avaliar a influéncia da indu¢do de UV-B na mudanga na producdo de metabolitos
secundarios em folhas de Ginkgo biloba L, Sun et al., (2010) observaram que houve um
aumento no teor de flavonoides a medida que o tempo de exposicdo aumentava, chegando a
um aumento de 57,2% em 240 minutos com posterior decréscimo, chegando a 40,7% aos 360
minutos de exposi¢do. Eicholz et al., (2011) também observaram que a exposicdo de
Vaccinium corymbosum L. a UV-B resultou em um aumento em compostos fenolicos
mostrando um maximo na dose UV-B mais alta.

Vazquez-Flota et al., (2004) avaliando o efeito de danos artificiais em plantulas de
Catharanthus roseus, constataram que tais danos resultaram em cerca de 100% no contetdo

dos alcaloides ajmalicina e vindolina 48 horas ap6s o tratamento.

3.2. Resisténcia Microbiana
A resisténcia aos antimicrobianos foi relatada muito cedo no desenvolvimento desses

remédios milagrosos. O relatdrio original de Sir Alexander Fleming, em 1929, observou que
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algumas bactérias, incluindo o microébio chamado agora de Escherichia coli, foram resistentes
ao efeito da penicilina. Nos anos que precederam a produgdo de antibidticos em grandes
quantidades, as doencas infecciosas aterrorizaram geracdes, onde era comum o O6bito de
pacientes com infecgdes bacterianas sem tratamento. A partir da década de 1960, muitas
dessas doengas foram controladas e o risco de morte por causa delas diminuiu drasticamente.
Entretanto, com a producdo de antibidticos, surgiu um novo problema: os microrganismos
desenvolveram resisténcia a medicamentos até entdo eficazes (HOGG, 2004; GUILFOILE,
2007, SUMMERS, 2008). A consequéncia foi o aparecimento de patdgenos resistentes aos
referidos farmacos, levando a uma necessidade cada vez maior de novas substancias,
contribuindo para a elevacao dos custos da assisténcia médica (CHAMBERS, 2005).

A resisténcia a agentes antimicrobianos ¢ definida como a capacidade adquirida por
um micro-organismo para resistir aos efeitos de um agente quimioterapéutico ao qual ¢
habitualmente sensivel. Algumas espécies sdo resistentes de forma inata a determinadas
classes de antibidticos, enquanto, entre as espécies sensiveis, ha cepas que desenvolvem ou
adquirem resisténcia (MIMS et al., 1999; MADIGAN, 2003).

Os mecanismos de resisténcia incluem inativacdo da droga por enzimas
desintoxicantes, reducdo da permeabilidade celular ou a expulsdo da droga por bombas
especificas ou ndo especificas e alteracdo dos alvos dos antibidticos (BARBOSA, LEVY,
2000).

A aquisi¢do da resisténcia microbiana estd relacionada a mecanismos genéticos,
podendo ser desenvolvida através de mutagdes cromossomicas ou adquirida por meio de
plasmideos de resisténcia. O primeiro mecanismo pode ser originado por mutagdes que
ocorrem durante seu processo de divisdao celular e resultam de erros de copia na sequéncia de
bases que formam o DNA cromossdmico, sendo, os genes de resisténcia versdes mutantes de
genes normais. Os plasmideos sdo elementos extracromossdmicos que podem conceder
resisténcia ao micro-organismo hospedeiro, podendo um unico plasmideo levar tragcos de
resisténcia diversos agentes quimioterapicos. (MOAT et al., 2002; PRESCOT, et al., 2002;
DALE, PARK, 2004).

Genes de resisténcia a antibidticos sdo transferidos através de varios mecanismos: a
transformagdo, conjugagdo ou transducdo. Transformag¢do ¢ uma caracteristica do processo
fisiologico de muitas espécies de bactérias que envolve a absor¢ao de DNA a partir do liquido
que envolve o micrdbio. Esses fragmentos de DNA sdo procedentes da lise de outros
microrganismos . Se 0 DNA absorvido contém um gene de resisténcia, a bactéria pode ser

capaz de incorpora-lo em seu genoma e perder a sua suscetibilidade a um antibidtico (MIMS
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et al., 1999; DAVIES,WEBB, 2004; GUILFOILE, 2007).

O processo de conjugacdo pode ser considerado o equivalente ao sexo bacteriano.
Durante este processo, o material genético ¢ transferido de uma bactéria doadora para uma
bactéria destinataria. Especificamente plasmideos, sdao transferidos. Tais plasmideos
frequentemente contém genes de resisténcia a antibidticos, fazendo com que o destinatario
perca a sensibilidade bacteriana a um antibidtico. Este mecanismo ¢ considerado o mais
importante para a disseminagdo de genes de resisténcia antibidtica (JAWETZ, et al., 1998;
MOAT et al.,2002; MADIGAN et al.,, 2003). Outros elementos genéticos, chamados
transposons, tém a capacidade de se deslocar de uma regido de um cromossomo para outro
local no genoma, e, finalmente a partir de uma bactéria para outra. Estes elementos genéticos
sao transferidos de forma semelhante a um plasmideo e também frequentemente contém
genes de resisténcia a antibioticos (GUILFOILE, 2007).

Transducdo ¢ um outro método de transferéncia de DNA. Consiste no intercambio de
genes de bactérias mediada por um bacteriéfago ou fago e ocorre quando plasmideos ou
fragmentos cromossdmicos de DNA do hospedeiro sdo erroneamente empacotados junto com
o material genético do fago durante o processo de replicagio (BARBOSA, LEVY, 2000;
DALE, PARK, 2004; RYAN, RAY, 2004).

Esta atividade de transferéncia de DNA entre microrganismos, em especial as
transferéncias que cruzem as linhas de género, provavelmente estd sendo mediada por
transferéncia conjugativa de genes. Os processos de transformacdo e transducdo,
provavelmente, contribuem principalmente para transferéncias dentro de cada espécie ou
grupo de espécies intimamente relacionadas (SALYERS et al., 2008).

A selecdo de cepas resistentes ¢ mantida por uma forte pressao seletiva que favorece
bactérias resistentes, onde tais microrganismos sobrevivem ao ataque de um antibidtico ao
qual, normalmente, seriam susceptiveis (GUILFOILE, 2007). Essa pressdo ¢ ocasionada
principalmente pelo uso difundido de antibioticos em pacientes, animais, agricultura e
aquacultura. A utilizagdo dessas substancias juntamente com hormoénios visando a promog¢ao
rapida do crescimento e engorda dos animais, ¢ um importante fator da disseminagdo da
resisténcia as bactérias patogénicas para o homem (TAVARES, 2000; WANNMACHER,
2004).

Kolpin et al., (2002) estudando contaminantes organicos em corpos d’agua nos
Estados Unidos, evidenciaram que 22% dos rios e riachos amostrados apresentaram
quantidades detectaveis de antibioticos, o que pode ajudar bactérias a desenvolverem

resisténcia. A ligagdo entre a exposi¢do aos antibioticos e resisténcia foi constatada por
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Gilliver et al., (1999) que observaram que ratos e outros roedores silvestres em dois habitats
florestais na Inglaterra abrigaram uma grande populacdo de bactérias resistentes aos
antibioticos, onde 90% das bactérias intestinais estudadas pelos pesquisadores foram
resistentes a amoxicilina. Isto sugere que os animais que vivem muito proxXimos aos seres
humanos sdo mais propensos a abrigar bactérias resistentes, provavelmente devido a maior
exposicdo a essas substancias no meio ambiente.

O uso inadequado de drogas antimicrobianas por pacientes ¢ um problema comum,
principalmente em paises de baixa renda. Mamun et al., (2006) examinando a prescri¢ao e as
praticas no uso de antimicrobianos em Bangladesh, constataram que essas substancias sdo
frequentemente "prescritas" por profissionais ndo diplomados, ou estdo disponiveis
gratuitamente nos mercados em certas localidades do mundo. Em tais situagdes, doses sub-
terapéuticas sdo muitas vezes tomadas, aumentando o risco de sele¢do de cepas resistentes. A
transferéncia de cepas resistentes ¢ recorrente em comunidades caracterizadas pelo tratamento
de agua e instalagdes sanitarias inadequados (SHEARS et al., 1995). Estes autores realizando
um estudo na area rural de Bangladesh observaram que o transporte entérico de bactérias
resistentes tem sido responsavel pela contaminacdo das fontes de armazenamento de agua
com posterior transferéncia para outros membros da comunidade.

O aumento de casos de pacientes infectados por bactérias resistentes a varios agentes
antimicrobianos acarreta internacdes mais prolongadas, apresentam risco aumentado de
mortalidade devido a infeccdo, promovem a utilizagdo de drogas antimicrobianas mais
potentes, que normalmente sdo mais caras e/ou mais toxicas. Tais fatores elevam
substancialmente os custos associados a essa resisténcia que, nos Estados Unidos, sdo
estimados em US § 4 a US § 5 bilhdes por ano. Além disso, ha problemas complexos de
quantificar financeiramente, como mortes individuais devido aos referidos microrganismos ;
maior prevaléncia de infecgdes e, portanto, mais pessoas sofrendo a dor e o trauma associados
a uma doenc¢a; um maior nimero de infec¢des intrataveis, o que pode diminuir a confianga no
sistema médico, acarretando, entre outras coisas, 0 aumento da procura por tratamentos nao-
ortodoxos ineficazes (CASTRO et al., 2002; GUILFOILE, 2007).

Para combater bactérias resistentes a antibioticos, muitos especialistas em saude
recomendam um foco renovado sobre o desenvolvimento de novas drogas, visto que na ultima
década, o ritmo de desenvolvimento de novos antibioticos tem diminuido substancialmente
(CHAMBERS, 2005; GUILFOILE, 2007). O tultimo autor aponta algumas estratégias
importantes para o combate a resisténcia, como melhorar as medidas de controle de infec¢ao,

especialmente em ambientes médicos, reduzir a prescricdo e a utilizagdo inadequadas de
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antibidticos e administrar simultaneamente multiplos antibidticos em determinados casos.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC N° 44, de 26 de outubro de 2010 estabeleceu novos
critérios para a embalagem, rotulagem, dispensacdo e controle de medicamentos
antimicrobianos de uso sob prescricdo, isoladas ou em associagdo. Tal resolugdo visa um
controle maior na prescricao e comercializagdo de 93 antimicrobianos registrados no referido
orgao.

Nessa perspectiva, acdes como essa de monitorizacao de agdes sobre o uso racional de
antimicrobianos associadas a busca de novos compostos antimicrobianos, sintéticos ou
naturais, devem ser intensificados no propodsito de controlar a acdo de microrganismos

patogénicos resistentes.

3.3. Caatinga

A Caatinga ocupa uma area de 844.453 Km?, o que equivale a cerca de 11% do
territorio brasileiro, estando, quase em sua totalidade, na regido semiarida do pais, incluindo
os estados do Ceara, Rio Grande do Norte, a maior parte da Paraiba e Pernambuco, sudeste do
Piaui, oeste de Alagoas e Sergipe, regidao norte e central da Bahia e parte de Minas Gerais
(DRUMMOND, 2000; PRADO, 2003).

A Caatinga possui clima semidrido, dispondo de abundante intensidade luminosa
durante todo o ano, com temperaturas elevadas. A disponibilidade hidrica ¢ bastante variavel,
com precipitacdes médias anuais menores que 750 mm irregularmente distribuidos,
contrastando com uma evapotranspiragdo bem menos variavel entre 1500 e 2000 mm anuais,
e que, conjugadas, caracterizam os déficits hidricos que definem a semiaridez climatica. Os
solos também apresentam uma grande variabilidade, com profundidades que vao desde o
quase nada das superficies rochosas até camadas de alguns metros, caracteristica que,
juntamente com o material originario, influencia na capacidade de reten¢do de agua e
disponibilidade de nutrientes (ARAUJO et al., 2005; SAMPAIO, 2010). O relevo da Caatinga
¢ caracterizado por planaltos, depressoes e planicies e sua rede fluvial ¢ composta por muitos
rios temporarios, que passam boa parte do ano secos (RIBEIRO et al., 2008).

Em virtude da heterogeneidade do relevo, clima e solo, a Caatinga apresenta diversas
fitofisionomias, onde se pode observar caatingas arboreas, com arvores de 15 a 20 metros, que
se interconectam com as matas secas, nas areas mais umidas e nos brejos de altitude

(PEREIRA et al., 2002; ALCOFORADO FILHO et al., 2003; CESTARO, SOARES, 2004;



28

PORTO et al., 2004). Na maior parte da caatinga a vegetagdo apresenta caracteristicas de
adaptagao ao déficit hidrico. Entre tais caracteristicas, Sampaio (2010) cita caducifolia,
plantas herbaceas anuais, suculéncia, aculeos e espinhos, predominancia de arbustos e
arvoretas e cobertura descontinua de copas.

Por ser mal conhecida botanicamente, a Caatinga tem sido descrita como pobre,
abrigando poucas espécies endémicas e, portanto, de baixo valor para fins de conservagao
(TABARELLI, VICENTE, 2003). Essa descri¢do contrasta com a diversidade observada em
estudos floristicos como os realizados por Amorim et al., (2005); Aragjo et al., (2005); Gomes
et al., (2006); Barbosa et al., (2007); Fabricante, Andrade (2007); Andrade et al., (2009);
Ramalho et al., (2009).

No mosaico de ambientes que forma a Caatinga, Giulietti et al., (2006) afirmam que o
numero de espécies de fanerégamas ultrapassa 5000, sendo 1512 presentes nas caatingas no
seu sentido mais restrito, com pelo menos 318 endémicas.

Apesar de ainda pouco estudada, a flora da Caatinga ¢ utilizada para as mais diversas
finalidades. Entre os principais usos dessa destaca-se o farmacologico, que, muitas vezes,
configura a unica fonte de recursos terapéuticos de muitas comunidades e grupos étnicos
locais. Diversos autores citam a utilizagdo de espécies vegetais nativas pelos efeitos
medicamentosos que produzem (BRAGA, 1978; AGRA, 1996; SILVA, ALBUQUERQUE,
2005; ANDRADE et al., 2006; TEIXEIRA, MELO, 2006; CHAVES et al., 2007; AGRA et al.,
2008; MOSCA, LOIOLA, 2009; GUERRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; SILVA,
FREIRE, 2010). Muitas dessas plantas ndo sao conhecidas quanto a sua constituicdo quimica
e suas atividades bioldgicas, sendo, as mesmas, empregadas através do conhecimento
tradicional acumulado ao longo dos séculos.

Entretanto, essa biodiversidade estd ameacada, pois a utilizagdo da mesma pelos
moradores locais, na maioria dos casos, ainda se fundamenta em processos que ndo respeitam
a complexidade da Caatinga e carecem de elementos basicos de sustentabilidade, como
expansdo pecudaria de bovinos, ovinos e caprinos, caga e desmatamento para utilizagdo da
lenha como matriz energética e conversao da mata nativa em pastagens e cultivos
(ALBUQUERQUE, ANDRADE, 2002; NUNES et al., 2006). Tal processo esta levando a
rapida perda de espécies endémicas, a elimina¢do de processos ecologicos chaves e a
formac¢ao de extensos nucleos de desertificacdo em varios setores da regido (BRASIL, 2002;
LEAL et al., 2003; SANTANA, 2007) de forma que muitas espécies podem desaparecer antes
mesmo de terem suas propriedades terapéuticas estudadas.

Nesse sentido, ¢ necessdria a intensificacdo dos estudos sobre a Caatinga para o
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entendimento da dindmica desse bioma visando a conservacao de sua biodiversidade.

3.4.  Pseudobombax marginatum

Originaria do Brasil, esta planta pertencente a familia Bombacaceae tem como
sinonimia cientifica Pachira marginata A. St. Hil., P. rufescens A. St. Hil. et Naud, Bombax
marginatum Schum., B. carolinum Vell. ex A. St. Hil & Naud. e ¢ conhecida popularmente
como embiratanha, imbiri¢u, paineira-imbirigu, sumaima, (CORREA, 1969; LORENZI,
1998).

P. marginatum (Figura 3) é uma arvore decidua, heliéfita, com altura entre 2,5-8 m
dotada de copa alongada e rala, com ramos novos grossos, com entrends alongados. Folhas
compostas sobre peciolo comum glabro na base e levemente pubescente no apice de 12-24 cm
de comprimento e 2 a 4 mm de grossura, glabro, mas, para o 4pice, um pouco pubescente;
Foliolos em numero de 7-9, com 4,5-17,5 cm de comprimento por 2-5 cm de largura, ndo
articulados, sésseis, lanceolados ou obovado-oblongos, de margens inteiras, tomentosos nas
duas faces, na ventral passando a glabros, na dorsal, ferrugineos; flores solitarias, geminadas
ou triades, geralmente nas extremidades dos ramos; pedinculo longo e grosso; corola com
pétalas muito mais longas que o calice, olivaceo-tomentelados por fora, vilosas na base e por
dentro, apresentando tricomas tanto na face adaxial como na abaxial; floresce durante um
longo periodo do ano, predominando entre abril-maio. Fruto tipo capsula elipsoide, lenhosa,
deiscente, de superficie denso-tomentosa, que se abre em 5-9 valvas, com muitas sementes
envoltas em fibras lanuginosas de cor esbranquigada. (CORREA, 1969; LORENZI, 1998; DU
BOCAGE, SALES, 2002; CARVALHO-SOBRINHO et al., 2009).

P. marginatum apresenta distribui¢do exclusiva na América do Sul, especialmente na
Bolivia, Paraguai, Brasil e Peru (FERNANDEZ-ALONSO, 2001; DU BOCAGE, SALES,
2002). No Brasil, ocorre nas regides Sudeste (SIQUEIRA, 2008) e Centro-Oeste (BORGES,
SHEPHERD, 2005; MORAIS, SILVA, 2010), alcangando o Nordeste nos Estados de
Pernambuco (DU BOCAGE, SALES, 2002), Ceara (CAMPANHA, ARAUJO, 2010) e
Paraiba (LUNA, COUTINHO, 2007; DAMASCENO et al., 2010).

Entre os seus usos destacam-se o da sua madeira que ¢ leve, sendo indicada para
confeccdo de caixotes, forros, brinquedos e cal¢ados. As fibras da casca sdo muito resistentes
e sdo utilizadas como matéria-prima na producao de cordas, usadas, entre outros fins, para a
constru¢do de casas de taipa. A raiz da planta jovem pode ser utilizada para alimentagdo
humana em tempos de escassez. Pode ser empregada também para restauracdo florestal, para

enriquecer capoeiras e matas ciliares (CAMPANHA, ARAUJO, 2010). Em virtude de sua
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copa ornamental e bela da floragdo, pode ser utilizada com fins paisagisticos (LORENZI,

1998).

Figura 3: Pseudobombax marginatum. A — Visdo Geral; B — Detalhe da casca; C — Folha.

Fotos: Thiago Pereira Chaves (2011)

Na comunidade de Estirdo Comprido, localizada as margens do Rio Cuiaba, Bardo de
Melgago, Pantanal Mato-grossense, seus frutos sao utilizados para pescar (MORALIS, SILVA,
2010), enquanto no semidrido paraibano P. marginatum ¢ utilizada como forrageira
(DAMASCENO et al., 2010).

Quanto a utilizagdo de P. marginatum como medicinal, a literatura é bastante escassa,

observando-se poucos registros como o da comunidade rural de Laginhas municipio de Caico
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— RN, onde a macerag¢do de sua entrecasca empregada contra dor na coluna (ROQUE et al.,
2010). Agra et al., (2008) citam o uso da decoccdo da casca dessa planta como anti-

inflamatorio no Nordeste brasileiro.

3.5.  Guapira graciliflora

Este vegetal pertencente a familia Nyctaginaceae, ¢ de origem brasileira e tem como
sinonimia cientifica Pisonia graciliflora Mart. ex J. A. Schmidt; e Pisonia graciliflora Mart.
var. B. subferruginosa Mart., popularmente ¢ conhecida como jodao-mole, pau-mole, jodo-
dormindo (LORENZI, 1998), pau-piranha (COELHO et al., 2005).

Os espécimes de G. graciliflora (Figura 4) sdo arbustos, arvoretas ou arvores com
altura variando entre 0,3-8 m, dotada de copa globosa, ramos novos rufo-tomentosos.
Apresenta tronco geralmente ereto e cilindrico, de 20-30 cm de didmetro, revestido por uma
casca pouco fissurada; os ramos novos sdo verde-ferrugineos a vinaceos. As folhas sdo
opostas, com peciolos com comprimento variando entre 1-7 cm, inteiras, coridceas, rigidas, de
margens um pouco revolutas, tamanho variando entre 5-12 cm de comprimento por 2-7 cm de
largura. As laminas sdo elipticas a oblongas, raro ligeiramente obovadas, base aguda, obtusa a
arredondada, apice obtuso a arredondado, curto acuminado, quando secas marrom-claras,
raramente verde-oliva, face adaxial lustrosa e abaxial opaca, nervuras salientes nas duas faces.
As inflorescéncias s3o dispostas em cimeiras corimbiformes terminais, 4,6-10,5 x 3,5- 6,8 cm,
as femininas menores, 2,8 x 2,3 cm, ramos opostos ou subopostos, patentes, ferrugineo
pubérulas a glabrescentes; pedunculos 1-4,5 cm compr., geralmente delgados, 0,2-0,5 mm de
espessura; Flores masculinas 3,5-4 x 2-3 mm, infundibuliformes, verdes a verde-
avermelhadas, glabras ou com tricomas ferrugineos na base; estames em numero de 5-9.
Flores femininas 2-3 x 0,6-1,8 mm, tubulosas, verdes, raramente com apice rosado; floresce
nos meses de agosto-setembro. O fruto ¢ uma drupa elipsoide, de cor vermelho-vinacea,
levemente pubescente, com polpa carnosa, contendo uma unica semente; amadurecem nos
meses de outubro a novembro (LORENZI, 1998; FURLAN et al., 2008).

G. graciliflora corre nos estados de Alagoas, Paraiba, Sergipe, Bahia, Mato Grosso do
Sul, Sao Paulo (LORENZI, 1998), Minas Gerais (FURLAN et al., 2008), Goias (SILVA,
SCARIOT, 2004), Tocantins (COELHO et al., 2005), Mato Grosso (MARIMON JUNIOR,
HARIDASAN, 2005; SILVEIRA et al., 2009), Maranhdao (AQUINO et al., 2007), Ceara
(ARAUIJO et al., 1999) e Distrito Federal (FONSECA, SILVA JUNIOR, 2004).
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Figura 4. Guapira graciliflora. A — Visao Geral; B — Detalhe da casca; C — Folha.

Foto: Thiago Pereira Chaves

A madeira ¢ indicada para instrumentos agricolas, caixotaria e confec¢do de
brinquedos, bem como para lenha e carvdo. Também ¢ indicada para a composi¢ao de
reflorestamentos heterogéneos destinados a recuperagdo da vegetacdo em areas degradadas.
Os frutos sdo muito apetecidos por diversas espécies de passaros (LORENZI, 1998; AQUINO
et al., 2007) e até por alguns mamiferos (ALVES-COSTA, ETEROVICK, 2007).

A arvore possui qualidades ornamentais que a recomendam para paisagismo,
principalmente para a arborizacdo urbana, como no trabalho realizado por Silva e
colaboradores (2007) que indicaram G. graciliflora para a arborizagdo de ruas em Americana-

SP.
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Na literatura sdo encontrados poucos registros de uso medicinal de G. graciliflora. Em
um levantamento etnofarmacologico realizado na comunidade Mumbuca, municipio de
Jalapao — TO, evidenciou-se que a infusdo da entrecasca ¢ utilizada como cicatrizante
(COELHO et al., 2005).

Costa et al., (2010) realizando testes de toxicidade aguda em plantas medicinais da
bacia do Araripe, constatou que o extrato G. graciliflora, provocou letalidade de larvas de

Artemia salina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtenciao do material vegetal

O material vegetal, que consistiu em cascas do caule de Jodo-Mole (Guapira
graciliflora e Embiratanha (Pseudobombax marginatum), foi obtido nos periodos seco
(fevereiro de 2011) e chuvoso (agosto de 2011) a partir de plantas adultas devidamente
selecionadas levando-se em consideracao as carateristicas fitossanitarias e anotadas em ficha
de campo.

A coleta do material botanico (Figura 5) foi realizada na Fazenda Vereda Grande,
localizada na zona rural do municipio de Barra de Santana-PB, sendo, os pontos de coleta
georreferenciados com auxilio de um aparelho de GPS. Estando a espécie Guapira
graciliflora localizada nas coordenadas 7° 31,613’ S, 36° 2,991’ W com elevagdo de 514 m ¢
Pseudobombax marginatum a 7° 32,013 S, 36° 3,018" W, com elevacao de 416 m.

Figura 5. Coleta do material vegetal. A- G. graciliflora; B- P. marginatum.

Foto: Thiago Pereira Chaves.
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O referido municipio esta inserido na Microrregido de Barra de Santana, Mesorregiao
Borborema do Estado da Paraiba, limitando-se ao norte com os municipios de Caturité e
Queimadas, a leste com Gado Bravo, ao sul com Santa Cecilia, Alcantil ¢ Riacho de Santo
Antonio e a oeste com Boqueirdo, entre as coordenadas 7° 31’ 12" S, 36° 0’ 0" W (Figura 6),
estando, dessa forma incluido na area geografica de abrangéncia do semidrido brasileiro. A
sede do municipio tem uma altitude aproximada de 350 metros distando 133,15 Km da capital

do Estado, Jodo Pessoa. (MASCARENHAS et al., 2005; BRASIL, 2008; IBGE, 2010).
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Figura 6. Mapa demonstrando o local da coleta do material vegetal, municipio de Barra de
Santana, Semiarido Brasileiro.

O relevo ¢ bastante movimentado, sendo moderadamente dissecado, apresentando
altitudes entre 300 e 700 metros. A vegetacdo ¢ composta por Floresta Caducifdlia, Cerrado e
Caatinga. O clima € caracteristicamente muito quente, com estacdo chuvosa no inverno. O
periodo de chuvas inicia-se em margo e se estende até setembro. Com respeito aos solos, nos
topos de relevos arredondados e vertentes ingremes ocorrem os solos do tipo Litdlicos, rasos
pedregosos e fertilidade natural média; nas baixas vertentes os solos sdo Bruno ndo Calcicos,
textura argilosa, e fertilidade natural alta e nos topos (MASCARENHAS et al., 2005).

Apos a coleta do material botanico houve o acondicionamento em sacos de papel tipo

Kraft, sendo estes transportados para o Laboratério de Botanica da Universidade Estadual da



36

Paraiba, na cidade de Campina Grande. As amostras coletadas durante o periodo seco (verdo)
foram denominadas G. Graciliflora 1 e P. Marginatum 1, enquanto as amostras coletadas na
estacao chuvosa (inverno) foram denominadas G. graciliflora 2 e P. marginatum 2.

Além das cascas, foram realizadas coletas de 6rgaos das plantas nos estados vegetativo
e reprodutivo, sendo, o material botanico prensado no local e submetido a dessecacdo em
estufa elétrica de 60°C, segundo as técnicas de herborizagdo, para a posterior confeccio de
exsicatas, as quais foram identificadas e depositadas no Herbario Arruda Camara (HAC) da

UEPB sob os nimeros 906 e 907 para P. marginatum e G. graciliflora, respectivamente.

4.2.Secagem
Nesse processo, o material vegetal foi acondicionado em sacos de papel, sendo
posteriormente levados a uma estufa de circulagdo de ar (FANEM®, modelo 330), & uma

temperatura de 40 °C até a obtencao de peso constante.

4.3. Moagem

Apbs a secagem, o material foi triturado em um moinho do tipo Willey®, até a
obtencdo de um po6 fino, o qual, posteriormente foi peneirado em tamis de numeragdo 10
mesh. Sendo, em seguida, acondicionado em recipientes de vidro, hermeticamente fechados e

protegidas do ar e da luz solar.

4.4. Obtencao dos extratos etanolicos

Foram obtidos extratos etanolicos por percolacdo a frio (Figura 7), adotando
procedimento semelhante ao proposto por Chernoviz (1920) e Prista et al., (1990). As
amostras foram umedecidas com alcool etilico absoluto, logo apds, foram transferidas para
um recipiente de vidro, onde permaneceram em repouso por 20 minutos. Em seguida foi
realizado o processo de lixiviagdo convencional, onde o material vegetal foi transferido para
percoladores de aco inoxiddvel, onde permaneceram durante 5 dias. Apds a retirada do
extrato, foi realizada uma segunda extracdo para o esgotamento dos principios ativos. Apds
esse processo, os extratos foram acondicionados em recipientes de vidro ambar e
armazenados a temperatura ambiente protegido da luz solar.

Para a retirada do solvente utilizou-se evaporador rotativo (Quimis® Q344M) a 40°C

com bomba de vacuo.
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Material
vegetal

Secagem

Moagem

Percolacao a frio

Extrato
Etandlico

Evaporacao
rotativa a 40°C

Extrato
Etanolico Bruto

Figura 7. Esquema representando a preparacao de extratos etandlicos.

4.5. Prospeccao Fitoquimica

45.1. Screening fitoquimico qualitativo
A prospeccgao fitoquimica dos principais grupos de substincias ativas foi realizada
através de reacdes quimicas que caracterizam a presenga dos mesmos através de precipitagao,
floculagdo ou coloracao, segundo protocolos especificos propostos por Morita € Assumpgao

(1972), Matos (1988), Costa (2000) e Simdes (2004):

Taninos
Solugdo aquosa de FeClza 1%. 1 g de cloreto férrico foi dissolvido em quantidade suficiente
de agua para 100 ml. A presenca de precipitagdo de cor azul indica taninos pirogalicos

(taninos hidrolisaveis) e verde, taninos catéquicos (taninos condensados).

Solugdo alcodlica de FeCl; a 9%: foram dissolvidos 9 g de cloreto férrico em 50 ml de agua e
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2 ml de 4cido cloridrico 3 N. O volume foi completado para 100 ml com alcool etilico.
Precipitacao escura de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos e verde, a

presenca de taninos catéquicos.

Em dois tubos de ensaio depositou-se 6 mL do extrato, sendo 3 mL em cada e
posteriormente adicionou-se algumas gotas da solu¢do de FeCls a 1% no tubo 1 e da solucao

de FeCls a 9% no tubo 2, observando-se a formagao de precipitado e a mudanca na coloragao.

Fenois
Reagente de Candussio: 1 g de ferricianeto de potassio foi dissolvido em 100 ml de agua e
adicionado amoénia a 10 a 20%. Esta solugdo reage com varios compostos fenolicos, formando

um precipitado ou coloragao.

Foi utilizada também a Solucao alcoolica de FeCl; a 9%. A coloragao variando entre o
azul e o vermelho indica a presencga de fenois. Para cada reagdao, tomou-se um tubo de ensaio

contendo 3 mL do extrato ao qual adicionou-se algumas gotas do respectivo reagente.

Antocianidina, Antocianina e Flavonoides

Para este teste, foram adicionados, em trés tubos de ensaio diferentes, 3 mL do extrato.
O extrato no primeiro tubo foi acidulado a pH variando entre 1 e 3, enquanto outro foi
alcalinizado a pH 8,5 e o terceiro a pH 11. A mudanga na coloragdo do extrato indicou a

presenca dos compostos testados (Quadrol).

Quadro 1: Resultados dos testes para Antocianidina, Antocianina e Flavonoéides

Cor em meio
Constituintes -
pH 3 (Acido) | pH 8,5 (Alcalino) | pH 11 (Alcalino)
Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilés Azul-Purpura
Flavonas, Flavonodis ¢ Xantonas - - Amarela
Chalconas e Auronas Vermelha - Verm. Purpura
Flavonoides - - Verm. Laranja

Fonte: Matos (1988)
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Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Para identificagdo destas substancias foram tomados dois tubos de ensaio, cada um
contendo 3 mL do extrato, onde o primeiro foi acidificado por adigao de HCI até pH 1-3 ¢ o
outro alcalinizado com NaOH até pH 11. Os tubos foram aquecidos cuidadosamente durante
um periodo de 2-3 minutos. Modifica¢do ou intensificacdo de cor, em comparagdo com 0s
tubos correspondentes usados no teste anterior indicam a presenga de constituintes

especificados no Quadro 2.

Quadro 2: Resultados dos testes para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavonas

Cor em meio
Constituintes -
Acido Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelho -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo amarelada -
Flavonas - Verm. Laranja

Fonte:Matos (1988)

Flavondéis, Flavanonas e Xantonas

Para a identificagcdo desses metabolitos utilizou-se a solugdo de cloreto férrico a 4,5%
em alcool. Em um tubo de ensaio contendo 3 mL do extrato foram adicionadas algumas gotas
do referido reagente. O resultado positivo ¢ evidenciado pela mudanca de coloracdo, variando

entre verde, amarela, castanha ou violeta.

Alcaloides
A reagdo geral para alcaloides foi baseada na formacdo de complexos insoluveis
(precipitados). Para a identificacdo da presenca de alcaloides foram separadas por¢des de 3

mL dos extratos em tubos de ensaio diferentes e adicionados os seguintes reagentes:

Tubo 1: Solu¢cdo de Erdmann: 1 ml de HNOj; foi diluido em 60 mL de H,SO4 concentrado e

homogeneizado. A mudanca de coloragdo indica a presenca de alcaloides.

Tubo 2: Solugdo de Marquis: 4 mL de solu¢ao de formaldeido a 40% foi misturado com 100
ml de H>,SO4 concentrado. A presenga de alcaloides ¢ indicada pelo surgimento de coloragdo

caracteristica.



40

Tubo 3: Reagente de Mayer: foi dissolvido 1,35 g de Hg,Clye 5 g de KI em 4gua e até chegar
a 100 mL. Esta solucdo reage com quase todos os alcaloides em meio acido dando

precipitados brancos.

Tubo 4 : Solug¢do de Acido tanico: foram dissolvidos 10 g de 4cido tnico em 80 mL de 4gua e

12 mL de alcool. Os alcaloides reagirao formando precipitado branco ou amarelo.

Tubo 5: Reagente de Bouchardat: foram dissolvidos 4 g de KI e 2 g de I, em 100 mL de agua.

A solugdo reage com alcaloides formando precipitado marrom.

Tubo 6: Reagente de Dragendorff: para este reagente foram preparadas duas solugdes:
- Solucdo A: 8g de BIONO;.H,Oforam dissolvidos em 20mL de Acido Acético.
- Solucgao B: dissolveu-se 27,2g KI em 50mL de agua destilada.
A solugdo A foi adicionada aos poucos sobre a solucdo B. A formagao de precipitado

vermelho ap0s a adi¢do deste reagente indica a presenca de alcaloides.

Albumina
Para este teste foram utilizados trés tubos de ensaio, com 3 mL do extrato. Aos tubos

foram adicionadas algumas gotas dos seguintes reagentes:

Tubo 1: Reagente de Molisch: 20 g de alfa-naftol foram dissolvidos em 100 mL de alcool. Em
um tubo de ensaio 2 gotas deste reagente foram adicionadas a 1 ml de amostra e 5 ml de
acido sulfurico concentrado. A coloragdao vermelha ou violeta indica a presenga de albumina
ou peptona.

Tubo 2: Reagente de Claudius: foram dissolvidos 2 g de acido tricloro-acético, 0,5 g de acido
tanico e 0,1 g de fucsina acida em 100 mL de agua. A presenga de albumina seré indicada pela

formacao de precipitado.

Tubo 3: Reagente de Dohmée: foram dissolvidos 1 g de &cido picrico, 1 g de acido tricloro-
acético e 10 mL de acido acético glacial em agua e até chegar a 100ml. Se tal solugdo

apresentar precipitado, indicard a presenca de albumina.
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Glicose

Reagente de Benedict: 17,3 g de C¢HsNa3;Ose 10 g de Na,COs anidro em cerca de 80 mL de
agua de volume total. Em seguida, foi colocada gradativamente solucdo de sulfato de cobre
(1,8 g dissolvida em 10 ml de 4gua) agitando-se continuamente até chegar a 100 ml. Algumas
gotas deste reagente foram acrescentadas a um tubo de ensaio contendo 3 mL do extrato. A
presenca de glicose € observada pela formagao de precipitado que pode variar de vermelho a

verde por aquecimento.
4.5.2. Screening fitoquimico quantitativo

4.5.2.1.Determinacio de polifendis totais

O conteudo de polifendis totais dos extratos vegetais foi mensurado por meio de
espectroscopia na regido do visivel através do método de Folin-Ciocalteu descrito por
Chandra ¢ Mejia (2004) com adaptagdes. Os extratos etandlicos (25 mg) foram dissolvidos
em agua destilada, e filtrados conforme o caso, e posteriormente transferidos para um baldo
volumétrico de 25 mL. Estas solu¢des foram diluidas de modo a obter uma concentragao final
de 300e 200 ug/mL para G. graciliflora e P. marginatum respectivamente. De cada solucao,
uma aliquota de 1 mL foi adicionada a 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteu IN. Esta mistura
permaneceu em repouso durante 2 minutos antes da adi¢do de 2 mL da solugdo de Na,COs a
20% (p/v). A solucdo foi deixada em repouso pelo periodo de 10 minutos e posteriormente foi
realizada a leitura no comprimento de onda de 757 nm em espectrofotdometro UVmini — 1240,
marca Shimadzu, tendo como “branco” dgua destilada. A curva de calibragdo foi obtida com
solucdo estoque de 4cido galico (Img mL™), da qual foram feitas dilui¢des seriadas nas
concentracoes 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40 pg mL"! em baldes volumétricos de 10
mL. As leituras foram realizadas da mesma forma descrita anteriormente, substituindo-se as
amostras dos extratos vegetais pelas solugdes de acido galico. O contetdo total de polifendis

foi expresso em miligramas equivalentes do padrao utilizado.

4.5.2.2.Determinacio de Flavonoides totais

O total de flavonoides foi determinado através do método descrito por Meda et al.,
(2005). Inicialmente 5 mL dos extratos vegetais diluidos em metanol nas seguintes
concentragdes: G. graciliflora 1 ¢ 2 e P marginatum 1 a 1000 ug mL™" e P. marginatum 2 a
5000 pg mL™". A 5mL de cada solugio foi adicionado o mesmo volume da solugdo de AICl; a

2% em metanol (p/v). Esta mistura permaneceu em repouso durante 10 minutos antes da
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leitura da absorbancia no comprimento de onda de 415 nm. Foram realizadas ainda leituras
dos extratos com metanol no lugar da solucdo de AICl; e o valor da absorbancia da leitura
anterior foi subtraido do valor desta para que a coloragdo dos extratos nao influenciassem na
absorbancia, superestimando a quantidade de flavonoides. A amostra do “branco” consistiu
em metanol. O total de flavonoides foi determinado utilizando a curva de calibragao
utilizando quercetina (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) nas concentragdes 2, 4,

6, 8,10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 ¢ 30 png mL"' e expresso em mg equivalente de quercetina.

4.5.2.3. Figuras de Mérito
As figuras de mérito de interesse para analise univariada para os extratos sdo descritas

a seguir.

a) Limites de Concentragao

O sinal de branco foi medido no comprimento de onda de interesse nos dois extratos.
Com este procedimento foi possivel calcular os limites de detec¢do (LOD, do inglés “Limit
Of Detection”) e de quantificacdo (LOQ, do inglés “Limit Of Quantification”), para cada um
dos extratos. O valor do LOD representa a menor concentracdo do extrato que pode ser
detectada ao nivel de 95% de confianca estatistica. Para isso, foram utilizados os parametros
da curva analitica construida para cada extrato e a estimativa do desvio-padrio de 20
medig¢des do sinal do branco. O valor estimado para o LOQ, corresponde a 3,33 vezes o valor

do LOD.

b) Linearidade

Para cada um dos analitos foram obtidas as faixas lineares de trabalho, que
correspondem as concentragdes do analito que fornecem uma resposta analitica diretamente
proporcional a estas concentragdes. A concentracdo de uma dada solugdo em que comeca a
existir uma falta de linearidade em sua resposta ¢ denominada de limite de linearidade (LOL,

do inglés “Limit Of Linearity”).

¢) Precisdo (repetitividade)
Foram realizadas medidas em replicatas auténticas, 03 (n = 3), dos padrdes para cada
um dos analitos para o calculo do desvio-padrao, o qual representa a dispersdo dos resultados

entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, sob condi¢des definidas.
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3.3.2.2 — Etapas do procedimento

As etapas seguintes foram utilizadas a fim de estimar os valores das figuras de mérito
dos métodos para quantificagdo de cada analito.
a) Medida dos sinais do branco.

b) Medida dos sinais das solugdes-padrao.

¢) Regressdo linear, pelo Método dos Minimos Quadrados (MMQ), para obtengdo da relagdo

absorbancia—concentracao.

d) Analise de Varidncia (ANOVA) (BARROS NETO et al., 2003) utilizando o teste F com 95
% de confianga para ajuste do modelo linear.

Caso a ANOVA indique que a relacdo absorbancia-concentracdo nao estad
adequadamente ajustada a um modelo linear, o limite superior da faixa de concentracdo ¢
eliminado e as etapas ¢ e d sdo executadas novamente, até¢ que a faixa dinamica de trabalho
seja determinada.

e) Medida dos sinais das solugdes-padrio para construgdo da curva analitica pelo MMQ.
f) Estimativa dos valores de LOD e de LOQ, empregando as equagdes
LOD=3*s/S (1)

LOQ=10*s/S ()

onde: s ¢ o desvio-padrdo do branco (Etapa 1).

S é a inclinagdo da curva analitica.

g) Aplicacdo da curva analitica para obtencao dos valores de concentra¢do do analito.
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4.6. Screening Microbiologico

4.6.1. Cepas Microbianas

Para avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir das espécies
vegetais coletadas, foram utilizadas cepas padrao American Type Culture Collection (ATCC)
dos microrganismos patogénicos Staphylococcus aureus (25923), Escherichia coli (25922),
Pseudomonas aeruginosa (27853), Klebisiella pneumoniae (4352), Streptococcus mutans
(25175), Streptococcus oralis (10557), Streptococcus salivarius (7073), Enterococcus faecalis
(29212), Candida albicans (10231), Candida guilliermondii (6260) e Candida krusei (34135)
as quais foram disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ). As cepas
liofilizadas foram reativadas, em camara asséptica, seguindo as recomendacdes da referida

Fundacao.

4.6.2. Preparacao da suspensiao microbiana

A suspensdo de cada microrganismo foi obtida transferindo a culturas crescidas sobre
o meio de cultura, com alga estéril, para um tubo de ensaio contendo 3 ml de solucdo salina
0,9% estéril.

O indéculo microbiano foi padronizado de acordo com Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005), em espectrofotometo BIOSPECTRO® com comprimento de
onda a 625 nm, onde as referidas suspensdes foram diluidas de modo a obter-se uma

~ . . ~ ;. -1
preparagdo microbiana com concentragdo final proxima a 10® UFC ml™.

4.6.3. Teste de Suscetibilidade Microbiana

Para este teste, houve a tentativa de dissolu¢ao dos extratos na concentragao de 200
mg mL" na solugio de DMSO a 10% entretanto, apenas P. marginatum foi soluvel. G.
graciliflora, na concentragdo citada, se mostrou insoluvel em diversos tensoativos como
solucdo de DMSO a 10%, Miristato de Isopropila e Tween 80, mostrando-se soluvel apenas
em Cloroférmio na concentragdo de 50 mg mL™. Nio se tentou dissolver esse extrato em
outros solventes como acetato de etila e metanol, pois estes apresentaram atividade
antimicrobiana, conforme testes realizados, o que iria interferir no resultado final.

A suscetibilidade microbiana aos extratos foi determinada pelo método de
microdilui¢do em caldo utilizando microplacas com 96 pogcos como descrito pelo CLSI
(2003), com adaptacdes.

Para S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniaee E. faecalis utilizou-se caldo

Mueller Hinton, para S. oralis, S. salivarius utilizou-se caldo BHI e para as cepas de Candida
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utilizou-se caldo Saboraud dextrose.

Nas microplacas foram distribuidos assepticamente 100 pL do respectivo meio de
cultura em cada poco. Na cavidade 1 da linha A da placa, adicionou-se 100 puL do extrato,
fazendo-se, em seguida, dilui¢des sucessivas transferindo-se 100uL da linha 1A até a linha 1H
da placa. Apos as dilui¢des, adicionou-se em cada cavidade 10 pL do indculo bacteriano. As
placas contendo bactérias foram incubadas a 37°C e as placas com fungos a 25°C, ambas por
um periodo de 24 h.

O crescimento microbiano foi indicado pela adi¢ao de 20 uL da solugao aquosa de
resazurina (Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada poco e incubacdo de 2 h a temperatura
ambiente. A resazurina ¢ um corante azul ndo-fluorescente e ndo-toxico que se torna rosa e
fluorescente quando reduzido a resorufina por oxidorredutases dentro das células microbianas
viaveis (PALOMINO et al., 2002; SARKER et al., 2007; ANG et al., 2010).

Controles do meio de cultura, do indculo microbiano e apenas dos extratos de plantas
foram incluidos no experimento. Como controle negativo foram utilizados os solventes
utilizados para dissolver os extratos e como controle positivo, utilizou-se gluconato de
clorexidina a 0,12% para S. oralis, S. salivarius e E. faecalis; Cefalotina para S. aureus;
Gentamicina para E. coli, P. aeruginosa ¢ K. pneumoniae e Nistatina para os fungos. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.4. Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

A leitura foi realizada de forma visual, observando-se a mudanca de coloragcdo da
resazurina. A mudang¢a da colora¢do azul para rosa, caracterizada pela redu¢do do corante,
indica a presenca de células microbianas vidveis, enquanto nas cavidades onde a coloragdo
permaneceu azul, ndo houve reducdo do corante, indicando inviabilidade microbiana. Dessa
forma, pode-se determinar a CIM, ou seja, a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o

crescimento microbiano.

4.6.5. Determinacido da Concentragao Microbicida Minima (CMM)

Para a detec¢do de atividade microbicida, 20uL. das suspensdes dos pogos que nao
apresentaram mudanca de coloragcdo foram repicados em placas de Petri contendo dgar BHI,
as quais foram incubadas nas mesmas condi¢des descritas para as microplacas. A auséncia de
crescimento microbiano indicou a atividade bactericida/fungicida do extrato. A menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, apds a repicagem em placas

de Petri foi considerada a CMM.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccio Fitoquimica

5.1.1.8creening Fitoquimico Qualitativo

Os resultados obtidos no screening fitoquimico realizado com os extratos das
espécies estudadas, nos dois periodos analisados, podem ser observados na Tabela 1.
Pelos resultados expostos observa-se que taninos, fenois, alcaloides e flavonoides estao
presentes nas duas espécies analisadas, Guapira graciliflora e Pseudobombax
marginatum ¢ que nao houve influéncia da sazonalidade climéatica na produgao de tais
metabolitos.

A presenca de antocianidina, antocianina, leucoantocianidinas, catequinas,

flavanonas, glicose e quinonas ndo foi observada.

Tabela 1: Classes de substancias quimicas presentes nos extratos de Guapira

graciliflora e Pseudobombax marginatum nos dois periodos de estudo.

Constituintes Fitoquimicos G. graciliflora P. marginatum
Taninos + +
Fenois + +

Antocianidina e Antocianina - -
Flavonoides + +

Leucoantocianidinas, Catequinas e - -
Flavanonas

Flavonois, Flavanonas ¢ Xantonas + +
Saponinas -
Alcaloides + +
Albumina
Glicose

Quinonas

+ (Presenga); - (Auséncia)

Boligon et al., (2009) e Rodrigues et al., (2009) relatam que a ocorréncia de

resultados negativos no screening fitoquimico ndo necessariamente sugere a auséncia
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dos grupos quimicos na planta, podendo ocorrer que o solvente utilizado na fase de
extragdo nao tenha sido o mais apropriado para determinadas classes de compostos ou
que concentracao da substancia a ser pesquisada seja muito baixa nos tecidos da planta
inviabilizando sua detec¢do por reagdes qualitativas. Gindri et al., (2010) confirmaram
esta afirmacdo realizando anélise fitoquimica em Urera baccifera (L.) Gaudich, onde os
testes preliminares para alcaloides totais foram negativos e os testes para doseamento
desses compostos os detectaram, embora em baixos valores.

Estudos que buscam conhecer a fitoquimica de plantas da Caatinga ainda sao
escassos, ainda mais no que se refere a influéncia das condi¢des climaticas e/ou
ambientais sobre a producdo dos seus constituintes. Com esse interesse, porém nao com
plantas da Caatinga, pode-se citar os trabalhos de Ma et al. (2003), Brooks, Feeny
(2004), Ercisli et al., (2008), Ruiz-Teran et al., (2008); Kaye (2009), Siatka, Kasparova
(2010) e Chavarria et al., (2011), havendo todos eles identificado a interferéncia do
meio na producdo de algumas substancias.

Paula et al., (1997) procederam uma revisao de todos os estudos quimicos
realizados em espécies da familia Bombacaceae ¢ verificaram que as substancias mais
significativas isoladas foram alcaloides, naftalenos oxidados, cumarinas, lignanas e
acidos graxos com anel ciclopropeno. Verma et al.,, (2011) desenvolvendo estudo
semelhante com Bombax ceiba L. reporta a presenga de lupeol, B-sitosterol, flavonoides,
glicosideos, esterol, terpenoides e auséncia de alcaloides e saponinas. A analise
fitoquimica de Ceiba glaziovii (Kuntze) K. Schum (Bombacaceae) realizada por Leal et
al., (2011) indicou a presenga de taninos catéquicos, flavonodis, fenois, flavonas,
xantonas, alcaldides, albumina e quantidades menores de antocianina e antocianidina na
casca, enquanto nas folhas constatou-se a presenca de taninos catéquicos, flavonois,
alcaldides, albumina, antocianina, antocianidina e tracos de saponina. Paula et al.,
(2006) estudando os constituintes quimcos de Bombacopsis glabra (Pasq.) A. Robyns
isolaram e identificaram o lupeol, os esteroides, B-sitosterol e estigmasterol e as
flavonas 5-hidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona e 5-hidroxi-3,6,7,4’-tetrametoxiflavona, da
casca do caule, além da naftoquinona isoemigossipolona e do éster p-cumarato de
triacontila, da casca externa da raiz.

Investigacdes fitoquimicas de plantas da familia Nyctaginaceae encontraram em
algumas espécies, classes de substancias quimicas em comum com G. graciliflora,
podendo-se citar os estudos realizados por Edeoga e lkem (2002) com Boerhavia

coccinea € B. erecta que levaram ao isolamento de taninos e saponinas, enquanto Severi
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(2007) constataram a presenca de esteroides, terpenoides e flavonoides em Guapira
noxia. Palanivel et al., (2008) em estudo com Pisonia aculeata L. encontraram
alcaloides, esteroides, triterpenos, saponinas, flavonoides e compostos polifendlicos.
Darsini et al., (2009) em screening fitoquimico em Boerhaavia diffusa Linn. detectaram
a presenca de glicosideos, flavonoides, taninos e triterpenos. Rinaldo et al., (2007) em
investigacdo fitoquimica das folhas de Neea theifera permitiu o isolamento e
identificacao da nova flavona luteolina-7-O-[2"-O-(5"'-O-feruloil)-B-D-apiofuranosil]-p-
D-glucopiranosideo, além dos oito compostos conhecidos vitexina, isovitexina,

isoorientina, orientina, vicenina-2, crisoeriol, apigenina e luteolina.

5.1.2.8creening Fitoquimico Quantitativo

5.1.2.1. Polifendis totais

A curva de calibracdo obtida com 4cido gélico nas concentragdes descritas no
item 4.5.2.1. estd representada na figura 8, juntamente com a equagdo da reta e o
coeficiente de relagdo. O conteudo de polifenodis totais determinados nas plantas
estudadas estd descrito na figura 9. Observa-se que a maior concentragdo das referidas
substancias em P. marginatum foi detectada no inverno, onde atingiu 37,21 pg g,
enquanto no verdo o valor mensurado foi de 19,54 pg g'. Com G. graciliflora ocorreu o

oposto, no verdo a concentracio atingiu 14,19 pg g”' e no inverno 9,5 pg g™

1.6
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Figura 8:Curva de calibracio construida com padrio Acido Galico (1-40 pg mL™") a 757 nm.
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As diferencas observadas nas concentracdes de polifenois nos vegetais estudados
decorrem, provavelmente, das distintas caracteristicas climaticas nas duas estagdes,
inverno e verao, na regido de estudo, uma vez que o metabolismo ¢ influenciado, em
muitos aspectos por essas condigdes. Fatores como, nivel de dgua no solo, taxa de
evapotranspiragdo, intensidade luminosa, eficiéncia fotossintética, potencial hidrico
vegetal, estddio da planta respondem diretamente a essas variacdes (FERRI 1986;
LARCHER 2004; TAIZ, ZEIGER, 2004). Para Ncube et al., (2010), que encontraram
variacdo na produgdo de polifenois em Tulbaghia violacea, Hypoxis hemerocallidea,
Merwilla plumbea e Drimia robusta em estagdes diferentes a explicacdo esta justamente
na diferencas no clima, condi¢des bidticas e ambientais além das condi¢des genéticas.

Gobbo Neto, Lopes (2007) relatam que tais fatores apresentam correlacdes entre
si e ndo atuam isoladamente, podendo influir em conjunto no metabolismo secundério,
como por ex.: desenvolvimento e sazonalidade; indice pluviométrico e sazonalidade;
temperatura e altitude, entre outros. Como o material vegetal analisado neste estudo foi
coletado de plantas que crescem em condigdes naturais, ndo € facil separar os efeitos de

fatores individuais da influéncia multifatorial do meio ambiente.
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Figura 9: Concentracdo de polifenois totais de G. graciliflora e P. marginatumem

diferentes estagoes do ano.
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De acordo com Ma et al. (2003) e Brooks, Feeny (2004) estudos sobre variacao
sazonal de polifendis ainda s3o raros e t€m indicado que alteragdes no fendtipo da
planta, que alteram seu padrao de producdao de polifendis, sdo influenciados pelas
alteragdes climaticas ocorridas ao longo do ano, principalmente aquelas relacionadas a
quantidade de precipitagdo e variacdo de temperatura, induzindo aclimatagdo da planta
para situacdes como excesso ou caréncia de agua. Estudos realizados por Santos, Kaye
(2009) e Chavarria et al., (2011) verificando a influéncia de estresse hidrico em Vitis
vinifera L. concluiram que a restricdo hidrica proporcionou maiores teores polifenois
totais.

Siatka, KaSparova (2010) avaliando a variagdo sazonal no conteudo de
polifendis nas flores de Bellis perennis L. em trés regides da Republica Tcheca em trés
anos diferentes observaram que o conteudo de fendlicos totais variam de 2,94-3,41,
3,03-3,52,e 2,81-3,57 mg 100 mg'l, e o valor maximo foi de 1,16; 1,16 ¢ 1,27 vezes
maior do que o minimo em flores de Usti nad Labem, Dobre, e Hradec Kralové,
respectivamente. Os autores atribuiram essa variacao a flutuagdes imediatas dos fatores
ambientais, como a temperatura do dia e da noite, chuvas e secas, bem como a duragao
e intensidade da luz do sol.

Ercisli et al., (2008) também fizeram referéncia a tais condigdes ambientais
como responsavel pela variagdo da concentracdo de Polifendis em Camellia sinensis
var. sinensis obtidas na Turquia. O maior nivel de Polifendis (80,69 png mg‘l) foi
observado em julho, més mais quente, com maior duragdao do dia e maior incidéncia
solar.

Ruiz-Teran et al., (2008) determinando o conteudo total de Polifenodis dos
extratos metanolicos de plantas utilizadas na medicina popular mexicana, entre elas
Pseudobombax ellipticum HB&K, encontraram valores proximos a 230 mg de acido
galico por cada grama de extrato, valores muito maiores do que os encontrados em P,
marginatum.

Ao buscar a comparagdo entre a concentracdo de polifendis de P. marginatum e
com outras plantas das mesmas familias, poucos estudos foram encontrados. Lamien-
Meda et al., (2008) observaram que os frutos de Adansonia digitata L. (Bombacaceae)
coletados em Burkina Faso obtiveram valores de 3.518,33 £ 17.80 e 4.057,50 + 57,34
de GAE/100 g do fruto em extragdes com MeOH e acetona respectivamente. Vaghasiya
et al., (2011) encontraram valores de 31,11 + 0,77 para o extrato acetonico e 45,64 +

0,24 para o extrato metanolico de Bombax ceiba L.



o1

5.1.2.2. Flavonoides totais

Na figura 10 observa-se a curva de calibragdo obtida com quercetina, bem como
a equacdo da reta e o coeficiente de relagdo. Os teores de flavondides determinados de
acordo com a metodologia descrita no item 4.3.3.3.podem ser observados na figura 11.
O teor dessas substincias em G. graciliflora quase dobrou, indo de 7,56 pg g no verdo
para 14,52 ug g no inverno, enquanto em P. marginatum esse numero foi menos
variavel, sendo ligeiramente maior durante o verdo, com 7,82 pg g e decrescendo para

6,45 ug ¢’ no inverno, nio havendo diferenca significativa.
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Figura 10: Curva de calibragdo construida com padrio Quercetina (2 — 30 pgmL™") a

415 nm.

A variacdo para os teores de flavonoides entre as duas espécies avaliadas,
apresenta tendéncia contraria observada para os teores com Polifenois. Para P,
marginatum o teor de Polifendis foi maior no inverno, estacdo em que foi observada o
menor teor de flavonoides. Em G. graciliflora esta situacao se inverteu. Observa-se que
as referidas plantas respondem de maneira diferente a mudangas ambientais, e de acordo
com Gobbo Neto, Lopes (2007) e Ncube et al., (2010) as caracteristicas fisioldgicas

associadas as condigdes genéticas sao responsaveis pelas variagdes citadas.
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Figura 11: Concentragdo de flavonoides totais de G. graciliflora e P. marginatum no

VErao € no inverno.

Nas plantas os Flavonoides tém varias fungdes fisiologicas, entre elas, efeitos
protetores contra radiagdo UV (KOES et al., 2005). Dessa forma, era de se esperar que
as maiores concentracdes de Flavonoides fossem maior durante o verdo, onde a
intensidade luminosa € maior, e apenas P. marginatum apresentou tal caracteristica.

Caracteristica semelhante foi observada por Ncube et al., (2010) que trabalharam
com quatro espécies da Africa do Sul, das quais 7. violacea e D. robusta apresentaram
os maiores niveis de flavonoides durante o verdo e H. hemerocallidea e M. plumbea,
durante o inverno.

Modak et al., (2011) estudando a variagdo sazonal de flavonoides de
Heliotropium stenophyllum cultivado no Chile observaram um padrdo na variacdo
desses metabdlitos, com um aumento da producgdo nas estacdes primavera-verao, exceto
em janeiro, com uma diminuicdo considerdvel no outono-inverno, particularmente
durante o trimestre maio-julho. Tais autores atribuiram a radiacao UV, alta temperatura,
estresse hidrico e aumento da pressdo de insetos herbivoros, o rendimento mais elevado

no periodo primavera-verdo. Coutinho et al., (2010) e Siatka, Kasparova (2010) também
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constataram variacdo sazonal na producdo de flavonoides em Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg e Bellis perennis L., respectivamente, embora, na
segunda planta, as diferencas nos teores dessa substancia tenham sido relativamente
pequenas. Por outro lado, Cardoso et al, (2010) observaram que extratos obtidos a partir
das folhas de Aloe arborescens Mill. coletadas durante as quatro estagdes climaticas,
ndo foram influenciados pelas variacdes estacionais, apresentando teores de flavonoides
semelhantes.

Comparar os teores de flavonoides das plantas estudadas com os teores obtidos
em outros estudos com a mesma espécie, espécies do mesmo género ¢ da mesma familia
se torna uma tarefa dificil pela escassez de trabalhos referentes a tal assunto. Vaghasiya;
Chanda (2011) constataram em Bombax ceiba L. 25,74 + 0,14 mg g' no extrato
acetonico e 76,94 + 0,60 mg g'1 no extrato metanolico. Lamien-Meda et al., (2008)
encontraram valores de 31,70 + 3,35 e 42,73 + 0.46mg QE/100 g para os extratos
metanolico e acetonico em Adansonia digitata L. respectivamente.

Com relacdo &4 G. graciliflora, ocorreu situagdo semelhante, com tal planta
apresentando menores indices de flavonoides totais que outros representantes da familia
Nyctaginaceae. Kaisoon et al., (2011) reportaram o valor de 140.3 + 7.8ug g para
Bougainvillea hybrida ¢ Hajji et al., (2010), o valor de 65.2 + 4.50 mg g’ para o extrato

metanolico de Mirabilis jalapa.

5.3. Teste de Suscetibilidade Microbiana

A Tabela 2 apresenta os valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e de
Concentracdo Microbicida Minima (CMM) dos extratos de P. marginatum. Nas
concentragdes testadas, os extratos geraram inibicdo do crescimento e morte de todas as
cepas avaliadas, com excecdo de Pseudomonas aeruginosa. O extrato de verdo
apresentou a menores CIM frente a Klebsiella pneumoniae com valor de 12,5 mg mL™
enquanto, para o extrato 2, a menor CIM obtida foi frente a Straphylococcus aureus, na
mesma concentragio. A menor CMM para ambos os extratos foi de 50 mg mL™ frente a
S. aureus. Das leveduras testadas, apenas Candida guilliermondii teve seu crescimento
inibido por ambos os extratos, na concentragdo de 100 mg mL’l, embora esta

concentragdo ndo tenha sido fungicida.
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Tabela 2: Determinagdo da Concentra¢do Inibitoria Minima (CIM) e Concentraciao
Microbicida Minima (CMM) dos extratos de Pseudobombax marginatum frente as

bactérias testadas.

Concentracio mg mL™’

Microrganismos Pseudtfbombalx Pseudtfbombazx Con.tlrole
marginatum marginatum positivo
CIM CMM CIM CMM CIM CMM
Streptococcus salivarius 50 100 50 100 <1 <1
Streptococcus oralis 100 >100 100 >100 <1 <1
Straphylococcus aureus 25 50 12,5 50 <1 <1
Enterococcus faecalis 50 >100 100 >100 <1 <1
Escherichia coli 50 >100 50 100 <1 <1
Pseudomonas aeruginosa >100 >100 >100 >100 <1 <1
Klebsiella pneumoniae 12,5 100 >100 >100 <1 <1
Candida albicans >100 >100 > 100 > 100 <1 <1
Candida krusei > 100 > 100 > 100 > 100 <1 <1
Candida guilliermondii 100 > 100 100 > 100 <1 <1

1 : ~ 2 . .
Coleta realizada no verdo; “ Coleta realizada no inverno;

Os resultados de CIM e CMM dos extratos de G. graciliflora frente aos
microrganismos testados estdo expostos na Tabela 3. Nenhuma das cepas testadas se

mostrou sensivel aos extratos nas concentracdes testadas.
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Tabela 3: Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao

Microbicida Minima (CMM) dos extratos de Guapira graciliflora frente as bactérias

testadas.
Concentracio mg mL™"!
Microrganismos Gu.ap ira 1 Gu.a 4 ira 2 Con.t I:OIe
graciliflora graciliflora positivo
CIM CMM CIM CMM CIM CMM
Streptococcus salivarius >25 >25 >25 >25 <1 <1
Streptococcus oralis >25 >25 >25 >25 <1 <1
Straphylococcus aureus >25 >25 >25 >25 <1 <1
Enterococcus faecalis >25 >25 >25 >25 <1 <1
Escherichia coli >25 >25 >25 >25 <1 <1
Pseudomonas aeruginosa >25 >25 >25 >25 <1 <1
Klebsiella pneumoniae >25 >25 >25 >25 <1 <1
Candida albicans >25 >25 >25 >25 <1 <1
Candida krusei >25 >25 >25 >25 <1 <1
Candida guilliermondii >25 >25 >25 >25 <1 <1

1 . ~ 2 . .
Coleta realizada no verdo; © Coleta realizada no inverno.

Apesar de G. graciliflora e P. marginatum apresentarem metabolitos secundarios
com atividade antimicrobiana comprovada (COWAN, 1999; MONTEIRO et al., 2005),
a atividade aqui apresentada foi discreta. Isso talvez possa ser explicado porque os
metabolitos que apresentam a referida atividade biologica ndo estejam presentes em
quantidades suficientes para que o extrato apresente atividade antimicrobiana, o que
pode estar relacionado com o solvente extrator utilizado na sua preparagdo. Outra
explicagdo ¢ que a atividade ndo pode ser atribuida unicamente a um unico composto,
mas sim compostos ou combinagdes diferentes com os mesmos efeitos e / ou sinérgicos
sobre o micro-organismo (NCUBE et al., 2010), pois, de acordo com Silva et al. (2003),
a atividade antimicrobiana de extratos vegetais ocorre pela agdo conjunta de compostos
quimicos presentes nas plantas, e ndo pela atividade de compostos isolados.

A atividade antimicrobiana apresentada por P. marginatum foi ligeiramente

melhor no verdo, onde os flavonoides apresentaram maior concentragdao, mostrando que



56

a sazonalidade influenciou a atividade bioldgica em questdo, o que ndo aconteceu com
G. graciliflora.

Estudos que procuram observar a agdo da sazonalidade sobre o potencial
antimicrobiano de extratos vegetais ainda sdo muito escassos. Hess et al. (2007)
estudando o feito da sazonalidade sobre o potencial antibacteriano de extratos etanolicos
obtidos a partir de partes aéreas de Elyonurus miticus observaram que os extratos da
primavera foram mais efetivos sobre bactérias gram-positivas avaliadas. Em
contrapartida, Schimidt et al., (2008) observaram que a atividade antimicrobiana de
Baccharis trimera (Less.) DC. ndo foi alterada significativamente em func¢io do periodo
de coleta.

Ordonez et al., (2004) avaliando a atividade antimicrobiana de Boerhaavia
erecta L. (Nyctaginaceae) encontraram pequena atividade bacteriostitica frente a K.
pneumoniae (CMI=100 mg mL™") e resisténcia de C. albicans a todas as concentragdes
testadas do extrato. Por outro lado, o extrato de Bougainvillea glabra Choisy.
Apresentou atividade antimicrobiana frente a E. coli, S. aureus e K. pneumoniae
(EDWIN et al., 2007) assim como Mirabilis jalapa L. que, além desses
microrganismos, apresentou atividade frente a P. aeruginosa e C. albicans (WALKER et
al., 2009).

Estudos microbioldgicos realizados com espécies da familia Bombacaceae
foram semelhantes aos resultados de P. marginatum, cujos extratos apresentaram melhor
atividade frente a S. aureus. Em screening microbioldgico realizado por Leal et al.,
(2011) com extrato da casca de Ceiba glaziovii Kuntze K. Schum. observou-se que S.
aureus se mostrou sensivel enquanto E. coli e C. albicans foram resistentes ao referido
extrato. O extrato de Adansonia digitata avaliado por Masola et al., (2009), mostrou
atividade antimicrobiana significativa frente a diversos microrganismos , entre eles, S.

aureus.
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6. CONCLUSAO

Estudos fitoquimicos e antimicrobianos de G. graciliflora e P. marginatum
foram realizados pela primeira vez neste trabalho. Tais plantas apresentam metabodlitos
secundarios que lhes conferem diversas atividades farmacoldgicas, o que pode justificar
sua utilizacdo na medicina popular. Os grupos de substancias ativas avaliados quanto a
variacdo sazonal, mostraram diferengas de concentragdo entre as estagdes de chuva e de
estiagem nas duas espécies. Com relacdo a atividade antimicrobiana, a Concentragdo
Inibitéria Minima e a Concentragdao Bactericida Minima também apresentaram algumas
variagdes, porém apenas P. marginatum, mostrou atividades inibitoria e bactericida
frente a bactérias gram positivas e gram negativas testadas. Nenhum micro-organismo
foi inibido pelos extratos de G. graciliflora nas concentragdes testadas. Sugere-se uma
investigacdo fitoquimica mais detalhada, bem como estudos sobre as condi¢des
ambientais que aumentam a producao de substancias ativas de interesse, os quais podem

ter impacto positivo no uso farmacoldgico e no aproveitamento do material vegetal.
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