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RESUMO

A pesquisa de substancias biologicamente ativas, originadas principalmente de
plantas, tem levado a descoberta de moléculas clinicamente benéficas. Estudos quimicos
sobre a familia Leguminosae relatam a producdo de marcadores bioldgicos como os
compostos fendlicos que possuem notdvel atividade contra micro-organismos gram positivos
e negativos, fungos, virus, efeito analgésico, entre outros. No semi-drido da Bahia, s@o
encontrados diversos géneros desta familia, dentre estes a Cratylia, extensamente pesquisado
devida a sua capacidade forrageira, principalmente, em periodos de seca extrema. Este estudo
objetivou a investigacdo preliminar das classes de compostos, da atividade antioxidante e
antimicrobiana das folhas e caule da espécie Cratylia hypargyrea, coletada em Itaberaba -
Bahia. O material vegetal foi identificado, limpo, seco e triturado, com posterior maceragao
em metanol para obtenc¢do do extrato metandlico. O fracionamento deste extrato foi realizado
utilizando-se o método da particio liquido-liquido para obtencdo das fracdes: hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol. A a¢do antioxidante foi analisada por cromatografia
em camada delgada e por espectrofotometria, usando o método de sequestro do radical DPPH.
A atividade antimicrobiana foi avaliada contra quatro cepas de bactérias gram-positivas,
quatro gram-negativas e quatro leveduras através da determinagdo da concentracdo inibitdria
minima (CIM), da concentrac¢do bactericida minima (CBM) e concentrag¢ao fungicida minima
(CFM). Para as fracOes obtidas a partir dos extratos das folhas e caules foram detectadas a
presenca de terpenos, triterpenos, esterdides e compostos fendlicos. Na analise da capacidade
antioxidante foi observada que todas as amostras foram capazes de inibir o radical livre
DPPH, com destaque para a fracdo em diclorometano. Todas as amostras em analise
apresentaram também apresentaram acdo antimicrobiana, sendo que a fracdo em hexano de
ambos os 6rgdos apresentou as maiores poténcias bacteriostdtica contra, principalmente o
Bacillus cereus, Salmonella choleraesuis e Candida parapsilosis, enquanto a maior acao
bactericida e fungicida foi observada na fracdo em hexano dos caules contra S. choleraesuis e
C. parapsilosis. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que esta espécie apresenta
potencial antioxidante e antimicrobiano, assim investigacdes posteriores visando o isolamento
e identificacdo destas substancias sdo necessdrias.

Palavras-chave: Cratylia hypargyrea. Triagem fitoquimica. Atividade antioxidante.

Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

The research for biologically active substances, originated mainly from plants, has led to
discovery of molecules clinically beneficial. Chemical studies on the Leguminosae family
reported the production of biological markers such as phenolic compounds, that have
significant activity against gram-positive and gram-negative micro-organisms, fungi, viruses,
analgesic effect, among others. In semi-arid of Bahia are found several genus of this family,
among them, the Cratylia, extensively researched due to its fodder ability, especially in
periods of extreme dryness. This study aimed to preliminary investigation of classes of
compounds, the antimicrobial and antioxidant activity of leaves and stems of the specie
Cratylia hypargyrea, collected at Itaberaba - Bahia. The plant material was identified,
cleaned, dried and crushed, with subsequent maceration in methanol to obtain methanolic
extract. The fractionation of this extract was performed by using the method of liquid-liquid
partition to obtain the fractions: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol. The
antioxidant activity was analyzed by thin-layer chromatography and spectrophotometry using
scavenging of DPPH radical method. Antimicrobial activity was evaluated against four strains
of gram-positive bacterias, four gram-negative bacterias and four yeasts by determining the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC), the Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
and Minimum Fungicidal Concentration (CFM). In the fractions obtained from extracts of
leaves and stems were detected the presence of terpenes, triterpenes, steroids and phenolic
compounds. In the analysis of antioxidant capacity was observed that all samples were able to
inhibit the free radical DPPH, with reference to the fraction in dichloromethane. All samples
in analysis also showed antimicrobial activity, and the fraction of hexane in both organs
showed the highest bacteriostatic power against especially Bacillus cereus, Salmonella
choleraesuis and Candida parapsilosis, as the greatest bactericidal and fungicidal activity was
observed in fraction hexane of stems against S. choleraesuis and C. parapsilosis. The results
of this study indicate that this specie has antioxidant and antimicrobial potential, so further
investigations aimed at isolation and identification of these substances are necessary.

Keywords: Cratylia hypargyrea. Fitochemical Screening. Antimicrobial activity. Antioxidant

activity.



1 INTRODUCAO

Desde os primoérdios da civilizagdo, plantas e produtos naturais de origens diversas
vém sendo utilizados na terap€utica farmacoldgica. Ao conhecimento tradicional agregou-se
uma base cientifica, possibilitando assim a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
no tratamento de diversas doengas que afligem o ser humano e diversos animais. A partir do
século XIX, com o advento de novas tecnologias para o isolamento de diferentes substincias,
diversos farmacos foram descobertos e sdo utilizados até a atualidade em tratamentos
medicamentosos como a codeina, digitoxina, escolamina, atropina, hiosciamina e outras
(BRAGA In: LEITE, 2009).

A biodiversidade brasileira é considerada a maior diversidade e complexidade genética
vegetal do mundo, possuindo, aproximadamente, 550.000 espécies (DIAS apud GUERRA In:
SIMOES 2002; SIMOES 1996). Devido a esta grande diversidade de espécies vegetais hd
uma maior possibilidade de identificacdo de compostos bioativos contra diversas patologias.
Muitos destes compostos sdo dificeis de serem sintetizados em laboratdrio, pois o
metabolismo vegetal possui um arsenal enzimdtico que possibilita a biossintese de intimeras
substancias que a ciéncia atual ndo consegue reproduzir (SIMOES, 2004; SILVA, 2004;
GUERRA, 2002)

A familia Leguminosae ¢é representada por 482 géneros e 12.000 espécies,
aproximadamente. De acordo com Queiroz (2006), hd no Brasil 293 espécies distribuidas em
77 géneros, sendo que 144 espécies sao endémicas da regido do semi-drido destacando-se a
regido da Chapada Diamantina, estado da Bahia, nordeste do Brasil, com 40% da populagdo
desta familia no territério brasileiro. Estudos etnofarmacolégicos de espécies da familia
Leguminosae demonstram atividade bioldgica analgésica, antialérgica, anti-inflamatoria,
antimaldrica, cicatrizante, antidiarréica, preventivo de cancer, hemo-aglutinante,
antinociceptivo, antihipertensivo, citotoxica, alucinogénica, imunomoduladora, antioxidante,
antimicrobiana, anti-helmintica, analgésica, hipoglicemiante, diurética, laxativa, expectorante,
hepatoprotetor e inibidora da acetilcolinesterase.

O género Cratylia que, de acordo com Teixeira (2006), possui diversas espécies
endémicas da regido nordeste do Brasil, sendo muito utilizado como espécie forrageira com
grande resisténcia a seca. H4 diversas pesquisas relacionando espécies de Cratylia a
melhoramento de solos devido ao enriquecimento de nutrientes essenciais ao crescimento de

algumas espécies como fixagdo de fosforo, nitrogénio e calcio, além de tornarem o pH 4cido,



3,8a5,9 (CANO et al., 1994; XAVIER et al., 1996; PIZARRO et al., 1996; QUEIROZ, 2006;
SANCHES, 2006). Dentre as diversas espécies do género estd a Cratylia hypargyrea, que nio
possui estudos quimicos e de bioprospec¢do em literatura cientifica, sendo este o primeiro
trabalho de caracteriza¢do quimica e de atividades antioxidante e antimicrobiana.

Compostos com atividade antioxidantes possuem potencial de neutralizar os radicais
livres, retardando ou inibindo a sua a¢do de oxidacdo. Os radicais livres sdo compostos cuja
estrutura quimica possui um ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia,
altamente instdveis e reativos, possuindo, assim, meias vidas curtas e quimicamente reativas.
Possuem uma enorme capacidade de combinar-se com qualquer composto, a fim de captar um
elétron desse composto para adquirir estabilizacdo de sua estrutura molecular evitando a
interacdo destes compostos com macromoléculas necessdrias ao metabolismo normal da
célula. Os antioxidantes estdo em constante atividade nos organismos vivos, necessitando
estar em quantidades suficientes para neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sdo
constantemente produzidos (BIANCHI e ANTUNES, 1999). Industrias farmacéuticas,
cosméticas e de alimentos possuem grande interesse na producdao de compostos capazes de
inibir a proliferacdo de radicais livres com fim de ganho de estabilidade nos medicamentos,
vida de prateleira para alimentos e utilizagdo de cosméticos antioxidantes.

A cultura da populagdo em se automedicar com antibidticos proporcionou a alguns
micro-organismos a capacidade em desenvolverem resisténcia a um grande numero de
antibidticos em uma velocidade muito maior ao desenvolvimento de novos farmacos. O maior
risco na clinica devido a resisténcia a antimicrobianos € a capacidade desses micro-
organismos em transmitirem a resisténcia a outros micro-organismos dos agentes
antimicrobianos mais potentes utilizados na terapéutica médica. Nas ultimas décadas a
resisténcia microbiana a antibidticos tem sido um dos grandes problemas de satide publica
(GOODMAN e GILMAN, 2006; COUTINHO et al.; 2006). A pesquisa por compostos
provenientes de fonte renovdvel capazes de inibir a proliferacio de micro-organismos
patogénicos com reduzidos efeitos colaterais faz-se necessdrio para conter uma possivel

endemia causada por cepas patogénicas resistentes aos atuais antimicrobianos disponiveis.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante do caule e das folhas da espécie

Cratylia hypargyrea Mart.ex Benth, Leguminosae.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato metandlico e fracdes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol das folhas e caule da espécie Cratylia hypargyrea
pelo método de determinacdo da concentragdo inibitéria minima contra Escherichia coli
CCMB 284, Escherichia coli CCMB 261 (sensivel a trimetoprima e resistente a sulfonamida),
Staphylococcus aureus CCMB 262 (resistente a estreptomicina e dihidroestreptomicina),
Staphylococcus aureus CCMB 263 (resistente a novobiocina), Staphylococcus aureus CCMB
285, Bacillus cereus CCMB 282, Salmonella sp. CCMB 281, Pseudomonas aeruginosa
CCMB 268, Candida albicans CCMB 266, Candida albicans CCMB 286 (resistente a
anfotericina-B e fluconazol), Candida albicans CCMB 287 (sensivel a anfotericina-B e
fluconazol), Candida albicans CCMB 288 (resistente a anfotericina-B e fluconazol).

o Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracio
Fungicida Minima (CFM) do extrato bruto e fracdes dos 6rgaos de Cratylia hypargyrea;

° Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto e fracdes das folhas e caule da
espécie Cratylia hypargyrea através do método de seqiiestro do radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH) por cromatografia e espectrofotometria no UV-Vis

° Detectar as classes de metabdlitos presentes por testes com reveladores

especificos através de cromatografia em camada delgada



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 BIODIVERSIDADE

A biodiversidade ¢ definida como a variedade e variabilidade existentes entre
organismos vivos e as complexidades ecoldgicas nas quais eles ocorrem como, por exemplo,
ecossistemas, espécies e populacdes. Esta possui uma distribui¢do relativa desigual em um
determinado espaco geografico, favorecendo uma grande variedade de espécies de familias
diferentes em um mesmo ambiente. Sendo assim faz-se necessédrio a tomada de medidas de
carater emergencial para a conservagao de ecossistemas nos quais ha diversidade de espécies
(GUERRA, 2002 In: SIMOES, 2004; SILVA, 2004).

A biodiversidade brasileira é considerada como a maior diversidade genética vegetal
do mundo sendo de dificil precisdo devido a sua complexidade. Entretanto estima-se que ha
mais de 55.000 espécies vegetais distintas, de um total estimado de 550.000, representando
assim 10 % de todo o territério nacional (GUERRA In: SIMOES 2002). De acordo com
Guerra (2002) in Simdes (2004) quao maior a diversidade de espécies vegetais maior serd a
possibilidade para a identificacdo de produtos com compostos de possivel atividade bioldgica
como a presenca, em algumas espécies, de alcaléides com atividade inseticida,
anticancerigena, entre outras. Muitos destes compostos s@o dificeis de serem sintetizados em
laboratério, mas o metabolismo vegetal possui um arsenal enzimdtico que possibilita a
biossintese de intimeras substincias que a ciéncia atual ndo consegue reproduzir (SIMOES,
2004; SILVA, 2004)

A relevancia econdmica dos produtos naturais para a inddstria farmacéutica é
evidente, pois dos 35 farmacos de referéncia com maior volume de vendas no mercado
mundial, os oriundos de produtos naturais representam 40% das vendas mundiais em 2000,
aumentando 4% em 2001 e mais 6% em 2002; e dos farmacos novos no mercado, relatados do
periodo de 1981 a 2002, 48% foram de fontes naturais ou derivados destes (BRAGA In:
LEITE, 2009). A venda de farmacos derivados de espécies vegetais atinge valores de U$ 30
bilhdes/ano dos cerca de 320 bilhdes/ano movimentados somente em 2002 (ROBBERS et al.,
1996 apud GUERRA In: SIMOES, 2004; RASKIN et al., 2002 apud BRAGA In: LEITE,
2009). Farmacos derivados de plantas sdo, atualmente, uma das principais pecas nas

economias de diferentes paises industrializados como os Estados Unidos da America (EUA),



que dos 25 medicamentos mais prescritos 12 sdo derivados de produtos naturais. Cabe
destacar, que aproximadamente 25 % das drogas atualmente prescritas no mundo sdo
derivadas de plantas, enquanto que a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) estima que 25%
do receitudrio médico em paises desenvolvidos e 80% nos paises em desenvolvimento
prescrevem o uso de fitoterdpicos e que das 252 drogas consideradas essenciais 11 % sdo
obtidas, exclusivamente, de plantas (CRAGG et al., 1997; DAVID et al. In: GUILIETTI E
QUEIROZ, 2006; ROBBERS et al. apud GUERRA IN: SIMOES, 2006; BRAGA In: LEITE,
2009). No Brasil estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento, em 1996, da industria
farmacéutica nacional sejam originados de medicamentos derivados de plantas apesar de que
apenas 8% das espécies da flora brasileira foram estudadas em busca de novos compostos
bioativos e 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais
(GARCIA et al., 1996 apud GUERRA In: SIMOES, 2004) e destas, apenas 590 foram
registradas no Ministério da Satde (MS) para comercializagdo. Mesmo que este levantamento
reflita dados de 10 anos atrds, nesta ultima década, ndo houve uma mudanca significativa no
conhecimento da composi¢ao quimica da flora brasileira (GUILIETTI e QUEIROZ, 2006).
Um levantamento recente a respeito da quimica e farmacologia das substancias e
extratos das espécies vegetais da caatinga brasileira indicou que houve um pequeno progresso
no conhecimento quimico e bioldgico das espécies vegetais brasileiras (Quadro 01). Das 1981
plantas da caatinga, identificadas e arquivadas no herbario da Universidade Estadual de Feira
de Santana (UEFS), distribuidas em 84 familias, cerca de apenas 10% possuiam estudos

quimicos e farmacoldgicos (DAVID et al. In: GIULIETTI e QUEIROZ, 2006).

1981
2000 A
1500 -
1000 -
500 A 181
84 10
/
0 T T T 1
Familias Espécies Estudos Completos
Quimicos

Quadro 01 — Plantas da caatinga com estudos quimicos e farmacolégicos.

Fonte — DAVID et al. In: GIULIETTI, QUEIROZ (2006)



3.2 FITOTERAPIA

A OMS (Organizacao Mundial de Sauide) reconhece 150 espécies de plantas com valor
terapéutico e considera planta medicinal como “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais Orgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semisintéticos” (WHO, 1993).

A Agéncia de Vigilancia Sanitdria, ANVISA, do Ministério da Sadde, determina com
o deferimento da portaria n° 48, de 16 de marco de 2004, que um produto para ser
considerado um medicamento fitoterdpico deve ser “obtido empregando-se exclusivamente
matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de
seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficdcia e
seguranca sdo validadas através de levantamentos etnofarmacoldégicos de utilizagdo,
documentagdes tecnocientificas em publicagdes ou ensaios clinicos fase trés. Nao se
considera medicamento fitoterdpico aquele que, na sua composi¢ao, inclua substancias ativas
isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas com extratos vegetais” (ANVISA,
2004). A legislacdo visa regulamentar e oficializar o desenvolvimento e o uso de fitoterdpicos
a fim de reduzir os efeitos téxicos provocados pela administracdo de altas doses destas
substancias devido a falsa informac¢do disseminada para a populacdo pela midia televisiva de
que “o que € natural ndo possui efeitos colaterais”; além de definir critérios para beneficio da
populacdo nativa que possuem seu conhecimento explorado e discutido, mas nao possuem
direito ao lucro obtido dele. Salvo aquelas comunidades que providenciem o registro em
cartorio da espécie vegetal e do seu uso terapéutico, para que, mesmo indiretamente, possa ser
beneficiada pelos resultados obtidos a partir da exploragdo de seu conhecimento (ANVISA,
1996).

As plantas constituem uma fonte rica e renovdvel de moléculas biossintetizadas
capazes de causar alteragdes bioldgicas na fisiologia animal. O homem desde a pré-histéria
buscava a cura de suas enfermidades através de preparacdes botanicas, mas com o passar do
tempo e o desenvolvimento industrial no século XX, a populacdo residente nos grandes
centros urbanos abandonou o uso de plantas medicinais, devido ao avango da tecnologia na
producdo de farmacos sintéticos e a evolu¢@o da medicina alopatica (BRISKIN, 2000; LIMA,
2001; MACIEL, 2002; SIMOES, 2004). Porém, os paises em desenvolvimento possuem a
maior parcela de sua populacdo formada por individuos de baixo poder aquisitivo que nao

possuem acesso aos hospitais de sua regido ou aos medicamentos sintéticos. A necessidade



desta populacdo carente de manter um tratamento terapéutico com menor custo favoreceu a
continuidade do uso de plantas medicinais devido a facilidade na obtencdo e na tradicao do
uso destas para cura de diversas enfermidades. Outros fatores que contribuem para a
utilizag¢do de plantas medicinais sdo: o alto custo e os efeitos adversos dos farmacos sintéticos,
a automedicacgdo, o conhecimento quimico, farmacolégico e o controle e qualidade das drogas
vegetais (SILVA, 2004; SIMOES et al., 2006; MACIEL et al., 2002; MATOS, 2000).

A utilizagdo de preparacdes fitoterdpicas pela populacio como chds, emplastos,
ungiientos, entre outros; pode a principio, ser tdo eficiente quanto o uso de medicamentos
sintéticos, porém com o conhecimento prévio dos compostos deste fitoterdpico, ja ha a
presenca de inimeras substincias que podem produzir efeitos inesperados e desconhecidos
(SIMOES, 2002). O uso indiscriminado de fitoterdpicos pode produzir em longo prazo,
efeitos toxicos, havendo assim a necessidade de estudos etnobotanicos/etnofarmacologicos e
ensaios clinicos. A etnobotanica, de acordo com Elisabetsky in Simdes (2002), retrata o
conhecimento empirico de uma determinada populacdo tradicional sobre os efeitos biolégicos
dos espécimes vegetais utilizados na cura de suas enfermidades e etnofarmacologia como “a
exploracdo cientifica interdisciplinar dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente
empregados ou observados pelo homem” (BRUHN e HOLMSTEDT, 1982; HOLMSTEDT e
BRUHN, 1983 apud ELISABETSKY In: SIMOES, 2002)

As pesquisas com plantas medicinais envolvem dreas de conhecimento diversas como
a etnobotanica, investigacdes da medicina tradicional e popular; a fitoquimica para realizar o
isolamento, purifica¢do e caracterizacdo de principios ativos; a sintese organica de farmacos e
transformagdes quimicas de principios ativos; estudo da relacdo estrutura/atividade, quimica
farmacéutica, a farmacologia dos mecanismos de acdo dos componentes quimicos e a
incorporagdo destes farmacos em veiculos, formulacdes, para a producdao de medicamentos,
farmacotécnica. Estes estudos favorecem a ampliacdo dos conhecimentos sobre a flora
regional enriquecendo o conhecimento da populacdo sobre quais espécies sdo benéficas ou
prejudiciais 4 satide aumentando a seguranca no consumo das espécies estudadas (SIMOES,
2002; GOODMAN e GILMAN, 2006).

Além da obtencao de dados etnobotanicos e etnofarmacologicos a quimiossistematica
€ uma das principais ferramentas utilizadas pelos pesquisadores de instituicdes particulares e
universidades na deteccdo de plantas capazes de curar certas patologias, pois esta utiliza o
conhecimento de rotas de biossintese para produ¢ao de micro e macromoléculas de diferentes

familias, aumentando assim a possibilidade de encontrar moléculas bioativas. Apesar de haver



alteracdes da producdo destes compostos biossintéticos devido a alteracdo do ambiente no
qual a planta esta inserida (SIMOES, 2002).

O subito e rapido crescimento no consumo de fitoterdpicos favorece o interesse de
inddstrias farmacéuticas em todo o mundo para a comercializacdo de fitoterdpicos.
Atualmente, o mercado de medicamentos fitoterdpicos vem sendo expandido em todo o
mundo devido ao progresso nas praticas terapéuticas utilizando espécies vegetais,
impulsionando o mercado mundial de fitoterdpicos chegando a movimentar 40 bilhdes de
dolares por ano (SILVEIRA, 2003). De acordo com a Associacdo Brasileira da Industria de
Fitoterapicos, o setor chega a movimentar R$ 1 bilhdo por ano e emprega mais de 100 mil
pessoas (SILVA-JUNIOR e PEREIRA, 2009).

Apesar da ampla biodiversidade brasileira o setor de producdo e comercializacdo de
fitoterdpicos fica atrds de paises menos desenvolvidos, fazendo-se necessario a intervengao do
governo em viabilizar investimento para estimular a producdo de fitoterdpicos, visto que ja ha

uma legislacdo e normas que regem a fabricagdo destes.

3.3 ANTIBIOTICOS

No século XIX nao havia o controle sobre o crescimento microbiano. Nos hospitais
era comum o 6bito de pacientes (cerca de 25 %) devido a infec¢des transmitidas pelas maos e
instrumentos utilizados por médicos e enfermeiras que os atendiam. Ignatz Semmelweis,
médico hingaro que trabalhava em Viena, e Joseph Lister, médico inglé€s, foram os primeiros
a introduzir o conceito de controle dos micro-organismos simplesmente for¢ando o corpo
médico a lavar as méaos reduzindo drasticamente o nimero de 6bitos (TORTORA, FUNK,
CASE, 1993)

Os farmacos usados no tratamento de doencas infecciosas sio denominados agentes
antimicrobianos. Este termo passou a ser utilizado apds a descoberta, por Fleming em 1929,
da penicilina, primeiro antibiético produzido em escala industrial em 1932 (GOODMAN E
GILMAN, 2006). O termo antibidtico € definido, por alguns autores, como toda substincia
biossintetizada por um ser vivo com a capacidade de inibir o crescimento e€/ou matar outros
micro-organismos (TORTORA, FUNK, CASE, 2000, 1993; BLACK, 2002; GOODMAN e
GILMAN, 2006).



Na literatura a classificacdo dos antibidticos segue critérios diferentes a depender do
autor, por exemplo, segundo Silva (1998) os antibidticos devem ser classificados conforme
sua estrutura quimica, origem, farmacocinética e farmacodinamica. J4 Souza et al. (2003)
classificam-os como especificos, atuando somente contra 0 micro-organismo patogénico sem
afetar o hospedeiro, e inespecificos, aqueles capazes de matar ou inibir o crescimento
microbiano. Outra classificagdo € intrinseca aos resultados in vitro da atividade dos agentes
antimicrobianos, sendo classificados como bactericida, causando a morte dos micro-
organismos na fase de crescimento logaritmico (periodo no qual hd o aumento da atividade
metabdlica aumentando a susceptibilidade ao antimicrobiano) ou bacteriostético, inibindo o
crescimento exponencial dos micro-organismos (SILVA, 1998; SOUZA et al., 2003;
GOODMAN e GILMAN, 2006; FERREIRA, 2007).

Diversos sdo os mecanismos conhecidos de acao dos agentes antimicrobianos, como a
inibicdo da sintese do peptideoglicano da parede celular dos micro-organismos, lesdo da
membrana citoplasmdtica através da inibicdo de algumas enzimas citoplasmdticas,
interferéncia na sintese de acido nucléico e proteinas através da alteragdo da sintese e
replicacdo de DNA ou da inibicdo da enzima RNA-polimerase, e inibi¢do competitiva da
sintese de metabdlitos essenciais (TORTORA, FUNK, CASE, 2000; TORTORA et al., 2006;
BLACK, 2002; TRABULSI, TOLEDO, 2004; GOODMAN e GILMAN, 2006).

Penicillins Bacitracin Polymyxins
Cephalosporins Vancomycin Tyrothricin
Parede DNA RNA | | Membrana
Celular Celular
Tetrahydro-
folate —> > » Protein
synthesis
| Sulfonamides | | n: : __TetracycT_
Bactéria Trimethoprim Rifampin Aminoglycosides _/
Chloramphenicol
"Gyrase-inhibitors" Erythromycin
Nitroimidazoles Clindamycin

Figura 01 - Possiveis locais da agdo de farmacos sobre as bactérias

Fonte: LULLMANN et al., 1996



3.4 RESISTENCIA MICROBIANA AOS ANTIMICROBIANOS

Devido ao uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos pela populagao alguns
micro-organismos desenvolveram resisténcia a acdo destes. Os principais mecanismos de
resisténcia acontecem através de ativacdo enzimdtica como, por exemplo, a atividade de
penicilinases, cefalosporinases, enzimas modificadoras de aminoglicosideos; modificacao de
receptores intracelulares causando alteragdes ribossOmicas, alteracdes de enzimas
intracelulares e transporte alterado do antibidtico no interior do microrganismo (BLACK,
2002; TORTORA, FUNK, CASE, 2003; TOLEDO, 2004; TRABULSI, TOLEDO, 2004;
MOREIRA, 2004; GOODMAN e GILMAN, 2006).

Apesar das industrias farmacéuticas e universidades investirem na pesquisa e producao
de novos farmacos antibidticos, a cultura da populagcdo, em se automedicar com antibiéticos,
proporcionou a estes micro-organismos uma oportunidade em adquirirem resisténcia a um
grande nuimero de antibiticos. O grande problema da clinica com a resisténcia a
antimicrobianos € a capacidade desses micro-organismos em adquirir e transmitir a resisténcia
a outros micro-organismos. Como a resisténcia a antibidticos € crescente e a perspectiva de
novos farmacos para combater estes micro-organismos € incerta, faz-se necessdrio, tomar
medidas para enfrentar esse grande problema como, por exemplo, aumentar a politica contra a
automedicacdo pela populacdo, o desenvolvimento de pesquisas a fim de encontrar ou
produzir farmacos capazes de matar ou inibir o crescimento desses micro-organismos
resistentes assim como melhorar o conhecimento dos mecanismos genéticos que envolvem a
resisténcia microbiana (GOODMAN e GILMAN, 2006; BOROWSKI ET. AL., 2002).

A pesquisa fitoquimica estuda a potencialidade de aplicacdo comercial de extratos
vegetais e fitoquimicos, principalmente, com fins medicinais, sendo esta uma das formas mais
antigas de tratamento medicinal da humanidade (DUARTE, 2006). A OMS estima que,
aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam plantas
medicinais para cuidados bdsicos com a saide (TUROLLA E NASCIMENTO, 2006). As
atividades metabdlicas secunddrias dos vegetais superiores sdo capazes de produz substancias
antibidticas, inseticidas e herbicidas; como mecanismo de defesa contra o estresse causado
pela presenca de microrganismos, insetos e herbivoros (GONCALVES; ALVES FILHO;
MENEZES, 2005).



O Brasil € um dos paises que possuem uma enorme diversidade botanica e uma
populacdo, de baixa renda, que tradicionalmente faz uso de plantas medicinais para
tratamentos de diversas enfermidades, dentre estas as infec¢des causadas por micro-
organismos patogé€nicos, como os responsaveis pela a esquitossomose, a leishmaniose, a
maléria e infec¢Oes flngicas e bacterianas. Entretanto, apesar da rica flora, somente os dados
de algumas plantas estdo disponiveis, incluindo espécies nativas e exéticas (DUARTE, 2006).

Nascimento et al. (2000) estudaram a composi¢ao quimica e atividade antimicrobiana
de extratos de diversas espécies de plantas do centro-oeste do Brasil. Estes autores
observaram que em todas as amostras foi possivel identificar compostos da classe dos
compostos fendlicos, flavondides e terpenos e com inibi¢des de até 64,2 % dos micro-
organismos em teste, apresentando também um grande efeito inibidor na prolifera¢do de cepas
resistentes.

O trabalho de Duarte (2006) demonstrou que a flora brasileira possui um enorme
potencial biotecnoldgico, pois em sua pesquisa este avaliou a atividade antimicrobiana de
extratos de 80 espécies de plantas medicinais comumente utilizadas na medicina popular
brasileira. Foi observado que, das 80 espécies analisadas, 11 apresentaram resultados
positivos para inibicdo do crescimento dos micro-organismos. Os extratos de duas destas
espécies, Mikania glomerata e Mikania laevigata, apresentaram forte atividade, com inibi¢des
de 0,04 a 0,12 mg/mL para Bacillus subtilis, Staphylococus aureus e Enterococcus faecium,
possuindo assim concentragdes similares a do cloranfenicol (0,12 mg/mL).

Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005) realizaram testes com extratos alcodlicos
obtidos de 17 espécies de arvores nativas do Brasil. Dos 170 testes realizados, 25 %
mostraram atividade antioxidante, as maiores atividades foram observadas em Mimosa
tenuiflora contra Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei e
Staphylococcus aureus; e nos extratos de Stryphnodendron adstringens e Eugenia uniflora
contra Escherichia coli, Providencia spp., Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis,

Shigella sonnei e Staphylococcus aureus.

3.5 MICRO-ORGANISMOS TESTADOS

3.5.1 Staphylococcus aureus



E uma bactéria em forma de cocos, gram-positiva, medindo de 0,5 a 1,5 um de
diametro, aerébias ou anaerdbias facultativas, com obtencdo de maior massa celular em
ambiente anaerobiose, coagulase-positiva e que ocorrem agrupados na forma de cachos de
uvas nos esfregacos corados. Embora faca parte da microbiota da pele e mucosas humana este
¢ o patégeno mais importante entre os estafilococos, pois pode produzir infecc¢des
oportunistas em baixa de imunidade fisiol6gica como, por exemplo, impetigo, furinculo,
abscessos renais e cerebrais, osteomielite, endocardite, septicemia, pneumonia, meningite,
artrite infecciosa e intoxicagdo alimentar. InfeccOes causadas por este micro-organismo
apresentam alto indice de mortalidade principalmente em pacientes imunocomprometidos. O
S. aureus € relativamente resistente ao meio ambiente, seu estado vegetativo resiste até 60° C,
radiacdo, dessecacdo e locais de elevada pressdo osmotica; produzem muitas toxinas que
contribuem a sua patogenicidade a aumentam sua capacidade de invadir e danificar tecidos,
sendo este o agente etiolgico da sindrome do choque t6xico, uma infec¢do grave que produz
febre elevada, vomitos podendo levar a morte. A toxina produzida é termoestavel podendo
resistir a 30 minutos de ebulicio (TORTORA, FUNKE, CASE, 1993; KONEMAN et al.,
2001; TRABULSI, TEIXEIRA, BUERIS In: TRABULSI e ALTERTHUM, 2004)

3.5.2 Escherichia coli

E uma bactéria em forma de bacilos, gram-negativa, aerObias e anaerdbias facultativas,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Comumente encontrada no trato intestinal de seres
humanos e animais. Pode provocar complicacdes clinicas como diarréia, disenteria, colite
hemorragica, redu¢do das microvilosidades, septicemias, gastroenterites, infec¢des do trato
urindrio, pneumonia em pacientes imunocomprometidos € meningites em neonatos. Sua
presenca na agua e alimentos € indicativa de contaminacdo fecal. A diarréia infantil €
facilmente tratada com antibidticos, porém nos hospitais o seu tratamento deve-se manter
vigilancia constante, pois a E. coli adquire resisténcia ao antibidtico (RAVEL, 1997,
TORTORA, FUNKE, CASE, 1993; KONEMAN et al., 2001; TRABULSI e ALTERTHUM,
2004).

3.5.3 Pseudomonas aeruginosa

Sao bactérias em forma de bacilos, gram-negativas, aerdbia, podendo -crescer

anaerobicamente se houver a presenca de nitratos como aceptor de elétrons, ndo sdo



fermentadoras e ndo esporulantes. A importancia clinica de P. aeruginosa estd baseada na
resisténcia natural e adquirida aos diversos antibacterianos de uso habitual, mecanismos os
quais sdo expressos de forma individual ou combinados como, por exemplo, a sintese de [3-
lactamase cromossomal, impermeabilidade da membrana, a capacidade de colonizar
superficies em forma de biofilme, a presenca de sistemas de efluxo, a aquisicao de plasmidios
de resisténcia transferidos por processos de transdu¢do e conjugacdo. Sdao encontrados
habitando o solo, d4gua ndo poluida, intestino de animais, nos alimentos € nos ambientes
hospitalares. A P. aeruginosa € a espécie de Pseudomonas que estd mais envolvida em
doencas humanas, principalmente em pacientes com interrup¢ao das barreiras cutaneas ou
mucosas como pacientes que sofreram traumas, cirurgias, queimaduras, didlises, transplantes,
hemoterapia, diabetes, imunodeficiéncia ou uso prolongado de cateter, hospitalizados com
cancer e fibrose cistica; podendo levar a morte em casos de pacientes com sistema
imunolégico enfraquecido como prematuros, neonatos e idosos ou com o uso de farmacos
como corticéides, radiacdo e quimioterdpicos (KONEMAN et. al., 2001; LICOPAN e
TRABULSI In: TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).

3.5.4 Salmonella cholaraesuis

E uma bactéria em forma de bacilos, gram-negativa, aerdbia e anaerdbia facultativa,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Bactérias desta espécie ndo sdo hospedeiras
normais do trato gastrointestinal e em caso de infec¢cdo indicam uma fonte do ambiente como,
por exemplo, a ingestdo de alimentos, d4gua ou leite contaminado por fezes humanas ou de
animais e carnes mal passadas. Em caso de infeccdo a febre moderada € indicativa, devido a
resposta do corpo a infeccao, sendo acompanhada de néduseas, diarréia aguda, dor e caimbras
abdominais; frequentemente causa gastroenterites, infeccdo aguda da mucosa intestinal,
acompanhada de bacteremia. A taxa de mortalidade é baixa, menor do que 1 % (RAVEL,
1997; TORTORA, FUNKE, CASE, 1993; KONEMAN et al., 2001; CAMPOS In:
TRABULSI e ALTERTHUM, 2004)

3.5.5 Bacillus cereus
E uma bactéria em forma de bacilo grande e esporulado, gram-positiva e anaerébia. O

Bacillus cereus € um dos contaminantes mais comuns em casos de intoxica¢ao alimentar em

diversos paises, principalmente em paises orientais, pois a base de sua alimentagdo é o arroz



sendo este utilizado como meio de crescimento propicio para a proliferacdo do B. cereus.
Apresentam duas formas clinicas de intoxicagdo: uma de forma emética, apresentando
vomitos, sendo mediada por uma toxina termoestdvel, seu periodo de incubacdo é de seis
horas possuindo duracdo de média dos sintomas de nove horas; e outra na forma diarréica,
mediada por uma toxina termolédbil semelhante a toxina colérica, seu periodo de incubacio é
de 8-10 horas com duragdo de sintomas de 24 horas, sendo os vegetais e carnes comumente
implicados na contamina¢do deste micro-organismo (TRABULSI e MARTINEZ In:
TRABULSI e ALTERTHUM, 2004).

3.5.6 Candida albicans

C. albicans € uma levedura que apresenta forma oval, longa e reproduz-se por
brotamento. Habita, normalmente, o trato gastrointestinal e regides mucocutaneas, incluindo
boca, sendo considerada comensal nesta cavidade e vagina. Apesar de ser um micro-
organismo que habita normalmente o corpo humano, € freqiientemente relacionado a
contaminacdo superficiais ou profundas. Imunossupressao (pacientes portadores do virus da
imunodeficiéntia humana (HIV - sigla em inglés)), debilidade orgadnica como, uso de
corticoides, uso de préteses ou de aparelhos ortodonticos, alteracdes enddcrinas, discrasias
sanguineas, entre outros fatores, podem tornar o fungo patogénico, resultando em uma grave
infeccdo sistémica pelo aumento da quantidade de leveduras no sangue e tecidos (BOPP et al.,
2006). Candidiase oral e esofdgica sdo caracteristicas clinicas da sindrome da deficiéncia
imune adquirida (AIDS - sigla em inglés). A taxa de mortalidade em caso de candidiase
sist€émica esta acima de 70 % mesmo em pacientes com inicio de terapia antiftingica. Apds a
infeccdo dos tecidos causados por Candida, as patologias podem ser diversas como
osteomielites, endocardites, candidiase hepdtica e na maioria dos casos hd recorréncia se
houver falha no tratamento. Devida a rdpida adaptacao adquirida a antifingicos, este tem sido
0 micro-organismo que tem causado sérios problemas no ambiente hospitalar (MOREIRA,

2002; SERRACARBASSA E DOTTO, 2003).

3.5.7 Candida krusei

A C. krusei, uma levedura, assim como as demais espécies de Candida sao

comumente encontradas em infeccdes flngicas em mucosas animais € no meio ambiente

como bebidas fermentadas, produtos derivados do leite. Apesar da Candida albicans ser



considerada a cepa de maior morbidade, a C. krusei estd se tornado uma cepa patogénica
emergente devido a um grande nimero de pacientes imunodeprimidos terem sido infectados,
principalmente em ambientes hospitalares (PFALLER e DIEKEMA, 2007). De acordo com
OROZCO (1998), sdo cepas que adquirem resisténcia a antifingicos da classe quimica azole
com muita facilidade podendo tornar-se um sério problema de satde publica devido ao uso
indiscriminado de agentes antifingicos principalmente se o0s pacientes apresentam
imunossupressao, debilidade organica, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, entre outros
fatores; pois podem acarretar uma grave infec¢do sist€mica pelo aumento da quantidade de
leveduras no sangue e tecidos. Manifestagdes clinicas como endoftalmites, artrites e
endocardites sdo os achados clinicos mais comuns em pacientes infectados por C. krusei. O
fluconazol € o farmaco de primeira escolha devido a sua ampla acdo contra infecg¢des

causadas por espécies de Candida.

3.5.8 Candida parapsilosis

C. parapsilosis, uma levedura, é considerada um dos principais fatores de infec¢des da
musculatura cardiaca, endocardites, vaginites, lesdes de mucosas e pele e aumento dos casos
de oncomicoses, aflingindo pricipalmente pacientes imunodeprimidos, principalmente aqueles
alimentados por via parenteral. Ha indicios de que esta espécie é produtora de um biofilme
capaz de aumentar a incidéncia de bactérias. De acordo com a literatura, infec¢des fingicas
causadas pela C. parapsilosis estd, epidemiologicamente, associada a nutri¢do parenteral e

implantes como marcapasso (WEEMS et at., 1987; PORTINERI, 2001)

3.6 METODOS ANTIMICROBIANOS

Os laboratérios de microbiologia possuem vdérios testes para andlise de sensibilidade
microbiana, desde métodos convencionais a metodologias mais modernas. Entre os mais
utilizados pode-se citar os métodos da difusdo do disco, microdiluicdo em caldo, entre outros.
Os laboratérios de pesquisa t€ém utilizado, preferencialmente, a andlise da concentragcdo
inibitéria minima (CIM), microdilui¢do seriada em caldo, uma vez que este teste, além de
avaliar a atividade antimicrobiana, possibilita a determinacdo da minima concentracao

necessdria para inibir o crescimento dos micro-organismos (NCCLS, 2003).



Os resultados e a interpretacdo dos resultados dos testes de sensibilidade podem ser
considerados como sendo: sensivel, significando que o micro-organismo € passivel de
inibicdo ou morte em contato com o agente antimicrobiano; intermedidrio, significa que o
crescimento ou morte do micro-organismo pode ser conseguido com doses maiores do que os
antimicrobianos de referéncia; e o resistente, quando o micro-organismo ndo € inibido mesmo
em altas concentragdes dos antimicrobianos (NCCLS, 2003).

Segundo a NCCLS (2003):

Os testes de sensibilidade sdo indicados para qualquer organismo que contribua a
um processo infeccioso que justifique quimioterapia antimicrobiana, se sua
sensibilidade ndo pode ser predita, de maneira confidvel, a partir da identifica¢do do
organismo. Os testes de sensibilidade s@o iniciados, com mais freqiiéncia, quando se
acredita que o organismo causativo pertence a uma espécie capaz de apresentar
resisténcia aos agentes antimicrobianos mais freqiientemente usados. Os
mecanismos de resisténcia incluem a producio de enzimas que inativam as drogas, a
alteracdo do sitio-alvo das drogas e a alteracdo da absorcao ou do efluxo das drogas.
Alguns organismos ainda possuem sensibilidade previsivel a agentes
antimicrobianos, e a terapia empirica ¢ amplamente reconhecida. Os testes de
sensibilidade sdo raramente necessirios quando a infeccdo se deve a um
microrganismo reconhecidamente sensivel a uma droga muito eficaz (ex., a
sensibilidade continuada de Streptococcus pyogenes a penicilina nos Estados
Unidos). Com S. pyogenes proveniente de pacientes alérgicos a penicilina, pode-se
testar a eritromicina ou outros macrolideos, de maneira a detectar as cepas
resistentes a esses agentes. Os testes de sensibilidade também sdo importantes nos

estudos da epidemiologia da resisténcia e de novos agentes antimicrobianos.

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da
microdilui¢do é um ensaio quantitativo in vitro aplicado a avaliacdo da poténcia da atividade
antimicrobiana de misturas ou substancias puras. Este método de microdilui¢do avalia o
comportamento de diferentes micro-organismos frente a concentracdes crescentes dos
compostos analisados em meio de cultura liquido. A menor concentracdo capaz de inibir a
multiplicagdo dos micro-organismos é denominada de CIM (NCCLS, 2003).

O método de microdiluicdo, CIM, é determinado em placas de cultura de 96 pocos
onde uma série de diluigdes da amostra € realizada em meio liquido. Os pocos sdo entdao
inoculados com uma suspensdo de micro-organismos e as placas sdo incubadas. O
crescimento microbiano (turvacdo) e a CIM sdo observados visualmente, sendo que as

culturas que ndo apresentam crescimento sdo usadas para inocular placas com meio sélido, de



forma a determinar a Concentracio Bactericida Minima (CBM), para bactérias, ou

Concentracdo Fungicida Minima (CFM), para leveduras e fungos (NCCL, 2003).

3.7 ANTIOXIDANTES

A aproximadamente 3,5 bilhdes de anos surgiu a vida na Terra. A evolugdo comecou
em um ambiente aquitico completamente diferente do atual em termos de composi¢do,
osmolaridade e temperatura. Os organismos desde entdo estdo sofrendo alteracdes
morfoldgicas e bioldgicas devido a fortes modificagdes ambientais como, por exemplo,
aumento da salinidade, pressdo atmosférica, composi¢do atmosférica, e grandes variagdes de
osmolaridade e salinidade. Com o desenvolvimento da vida no planeta, alguns seres
desenvolveram a capacidade de produzir energia através da fotossintese sendo necessirio um
aumento no uso e acimulo de oxigénio, que permitiu o surgimento de mecanismos novos e
eficientes de produgdo de energia, possibilitando a geracdo de calor e luz. Porém, com o uso
freqiiente de oxigénio pelas células vivas, os seus produtos do metabolismo, conhecidos como
radicais livres, podem atacar macromoléculas importantes para a manutencdo da célula
(HENRIQUES et al. In: SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001).

Os radicais livres sdo compostos cuja estrutura quimica possui um ou mais elétrons
desemparelhados na camada de valéncia, altamente instaveis e reativos. Possuem uma enorme
capacidade de combinar-se com qualquer composto, a fim de captar um elétron desse
composto para adquirir estabilizacdo de sua estrutura molecular. Os principais radicais livres
sdo os originados por reacdes do oxigénio molecular através de reagdes de oxidacdo ou
reducdo, que podem ocorrer no ciclo da fosforilacdo oxidativa ou em outras reacoes, isto &,
através de doagdo ou recebimento de elétron na camada de valéncia, sendo denominadas de
Espécies Reativas do Metabolismo do Oxigénio (ERMO) ou somente Espécie Reativa do
Oxigénio (ERO). Esta denominagdo ndo € apenas para indicar a producdo de radicais livres,
mas também para qualquer substincia capaz de reagir quimicamente e gera-los como, por
exemplo, o per6xido de hidrogénio (H;O;). Os ERO’s e outros radicais livres podem ser
produzidos pela mitocondria (metabolismo oxidativo normal), pelos peroxissomos, durante o
processo de fagocitose celular, e citocromo P-450, considerados fontes enddgenas; e as

principais fontes exdgenas sdo: a radiagcdo, o cigarro, solventes organicos, drogas de abuso



como cocaina, heroina, dcido lisérgico (LSD), entre outros (FERREIRA e MATSUBARA,
1997; HENRIQUES et al. In: SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001)

O metabolismo bioldgico das células animais, para obtencdo de energia, ¢ dependente
de reacdes com o oxigé€nio. Os processos oxidativos bioldgicos sao: a fosforilagdo oxidativa,
reacdo que ocorre na mitocondria e gera energia nos organismos dos mamiferos. A molécula
de oxigénio que entra na reagdo recebe quatro elétrons, reduzindo-se até formar dgua, porém
parte do oxigénio consumido ndo é reduzido completamente (2-5%) produzindo ERO como
produtos intermedidrios reativos, como os radicais superéxidos (O;™), hidroperoxila (HOy),
hidroxila (OH) e o per6xido de hidrogénio (H,O,) (HENRIQUES et al. In: SERAFINI;
BARROS; AZEVEDO, 2001; SALVADOR. e HENRIQUES, 2004).

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acdo das ERO. Porém, a membrana
celular € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, acarretando
alteracoOes na estrutura e na permeabilidade, alterando a seletividade através dos canais i6nicos
e liberagcdo do conteddo de organelas como, por exemplo, a liberacdo de enzimas hidroliticas
lisossomais provocando, assim, a morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O radical superdxido (O,~) € considerado pouco reativo em solugdes fisioldgicas,
sendo formado apds a primeira redu¢do do O,, ocorrendo em quase todas as células aerdbicas
e amplamente produzidos durante a ativacdo de neutrdfilos, mondcitos, macréfagos e
eosindfilos durante o processo inflamatério. Na producdo deste radical observa-se lesdo
bioldgica secunddria, seja enzimdtica, fagocitica ou quimica. O radical hidroperoxila é a
forma protonada do radical superéxido. De acordo com Ferreira e Matsubara (1997), ha
evidéncias de que este radical € mais reativo do que o superoxido, devido a sua maior
facilidade em destruir membranas bioldgicas. Ja o radical hidroxila é extremamente reativo
em sistemas bioldgicos, principalmente na presenca de metais como o ferro ou enxofre. Se a
hidroxila for produzida préoxima ao acido desoxinucleico (DNA) poderd provocar alteragao
nas bases purinicas e pirimidinicas levando a inativacdo ou mutacdo no DNA, além de causar
a inativacdo de proteinas de membrana ou enzimas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) e
as pontes dissulfeto (-SS); podendo oxidar, também, &4cidos graxos polinsaturados das
membranas celulares (lipoperoxidacdo) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Estudos sobre os mecanismos de propagacdo na producdo de radicais livres e,
consequentemente, a promocao da lesdo oxidativa tem demonstrado a influéncia de metais
capazes de catalisar a produ¢ao dos ERO’s. As reacdes de Fenton e Haber-Weiss confirmam o
papel dos metais na formacao de ERO fisiologicamente, como, por exemplo, a agdo do cobre

e do ferro, metal mais abundante no corpo humano e altamente ativo na catdlise de reacdes de



oxida¢@o de biomoléculas, na promoc¢do da producdo de ERO (FERREIRA e MATSUBARA,
1997). Segundo Halliwell (1992), em casos de traumatismo craniano, o aumento da
quantidade de ferro disponivel é devido a falhas no processo de inativagdo na propagacdo de
radicais livres pela inefici€ncia de enzimas antioxidantes. O aumento da excrecao intracelular
e baixa ligacdo proteina-ferro ampliam os riscos de lesdo celular via mecanismo de Fenton
(Esquema 01).

Fe™+ 0, _——=> Fe™ + O,

207 + gt — O+ Hyty

Fe™" + H,0, —= Fe™™"'+ OH +

Esquema 01 — Reac¢do de Fenton

Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997

Estudos realizados em coragdes de ratos com sindrome da reperfusdo pds-isquemica,
submetidos a sobrecargas de ferro (Fe™), indicam que pode aumentar a producdo de ERO’s
via reacdo de Haber-Weiss (Esquema 02), uma vez que apds a reperfusdao hd uma reducgdo da
contratilidade do miocardio sem lesdo tecidual, sendo entdo sugerido que o excesso de Fe*,
catalisa a reagdo de Haber-Weiss, promovendo a producdo de ERO como, por exemplo,
radical hidroxila que aumenta a lipoperoxidacdo de membranas reduzindo assim a
contratilidade (FERREIRA e¢ MATSUBARA, 1997, HENRIQUES et al. In: SERAFINI;
BARROS; AZEVEDO, 2001).

Fe™ + o~ Z——= Fe™ + 0,

Fet* + H,0, ——= Fe'™"+ OH + O
Oy + HyOy —> Oy + OH + -
Esquema 02 — Reagdo de Haber-Weiss.

Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997

A membrana celular € um dos componentes celulares mais agredidos pela acdo das
ERO’s devido, principalmente, a peroxidacao lipidica que acarreta alteragdes na estrutura e na
permeabilidade e, consequentemente, a perda da seletividade na troca i0nica e liberacao do
conteddo intracelular. A lipoperoxidagdo estd associada ao mecanismo de envelhecimento e
cancer, mas alguns produtos da lipoperoxidacdo estdao envolvidos diretamente na cascata da

producdo de prostaglandinas, a partir do &4cido araquidénico, e, portanto, na resposta



inflamatéria. Este processo € uma reacdo em cadeia, assim como a formacdo de qualquer

ERO, representada pelas etapas de inicializa¢ao, propagacao e terminacdo (Esquema 03)

LH + og(ouLOy —= - + HyO(ouL¢) Imaalizagio

Lt o, —> LOO Propagagio
LH + Loo —> - + LOOH Propagacio
Loo TL ——> LOOL Termmacio
Loo T Loo ——> LOOL+ o), Termiacao
#L — Lipidio

Esquema 03 - Reacdo de Lipoperoxidacao
Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997

Os radicais livres podem ser neutralizados pela acdo de compostos antioxidantes. Sies
e Stahl (1995) apud Bianchi e Antunes (1999), definem antioxidantes como sendo ‘“‘qualquer
substancia que, presente em baixas concentragdes quando comparado a do substrato oxidavel
atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira eficaz”. Os antioxidantes estdo em
constante atividade nos organismos vivos, necessitando estar em quantidades suficientes para
neutralizar os efeitos toxicos dos radicais livres que sdo constantemente produzidos
(BIANCHI e ANTUNES, 1999). Quando nao h4 este equilibrio fala-se em estresse oxidativo.
Nos organismos vivos hd um sistema de feed back negativo formado por antioxidantes
enzimaticos, gerados no interior das células como, por exemplo, superéxido dismutase,
catalase, NADPH-quinona oxidoredutase, glutationa peroxidase (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; BIANCHI e ANTUNES, 1999; KIM, JEONG e LEE, 2003; MENDEL
e YOUDIM, 2004) e dos sistemas nao enzimaticos como, por exemplo, a atuagcdo de «-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno, dcido ascérbico (vitamina C), flavondides, proteinas do
plasma, selénio, glutationa clorofilina L-cisteina, curcumina e licopeno (OLIVEIRA,
VALENTIM, GOULART, 2009; BIANCHI e ANTUNES, 1999; POLYAKOV et al., 2001;
AMAROWICZ et al., 2004). A acdo destes antioxidantes ocorre por reacdo de oxiredugdo
onde estes entram como reagentes ou por interagdo com metais de transic@o, principalmente,
ferro e cobre.

Nos organismos vivos, a funcdo dos antioxidantes é impedir que radicais livres
danifiquem células e tecidos (FOGLIANO et al., 1999; POLOVKA et al., 2003). Na industria
alimenticia o uso de antioxidantes ndo é recente e, de acordo com algumas pesquisas, estes

antioxidantes sintéticos utilizados apresentam efeitos deletérios a saide humana, sendo



necessdria a pesquisa com a finalidade de substituir antioxidantes artificiais por naturais

(VALENTAO et al., 2002; AMAROWICZ et al., 2004).

3.7.1 Antioxidantes Enzimaticos

O estresse oxidativo pode ser entendido como um estado de desequilibrio entre a
producdo de radicais livres e a capacidade de defesa do organismo contra estes compostos
reativos, levando a um progressivo dano oxidativo celular, mas seus danos bioldgicos sdao
reduzidos pela ac@o do sistema de defesa enzimatico do interior das células impedindo tanto a
inicializacdo quanto na propagacdo dos radicais livres (FERREIRA e MATSUBARA, 1997;
SALVADOR e HENRIQUES, 2004). Entretanto, é importante destacar que, de acordo com
Salvador e Henriques (2004), este sistema ndo estd completamente elucidado sendo de grande
interesse para futuras pesquisas.

O estresse oxidativo é considerado um dos principais mecanismos de processo
fisiopatologico durante os processos isquémicos, na degeneracdo do tecido neural e na
proliferacdo de células tumorais (OLIVEIRA e ALVES, 2002). Na isquemia inimeros
eventos aumentam a formagdo de ERO’s nos tecidos cerebrais, como a rdpida redugdo na
producio de adenosina trifosfato (ATP), a perda da homeostasia de Ca®* intracelular, produtos
téxicos do metabolismo normal da célula como a producao e liberagcao de 4cido araquiddnico
no interior da célula, acidose e/ou alcalose metabdlica, entre outros (CAMPOS E YOSHIDA,
2004). Apos a isquemia cerebral, observa-se a reperfusdo do liquido acumulado nos vasos
para o interior dos tecidos causando, assim, uma disfun¢ao celular promovendo a formacao de
espécies instaveis de compostos que no tecido cerebral pode causar injiria por reacdes com as
macromoléculas como proteinas e lipideos; interferir na sinalizag@o celular e/ou na regulagcdo
da expressdo génica (SEABRA, 2008). O desenvolvimento de farmacos capazes de interferir
na producdo exagerada de compostos radicalares, como no estresse oxidativo, € de extrema
importancia, pois ao reduzir o dano oxidativo observa-se protecdo as macromoléculas das
células.

A maioria das macromoléculas celulares € susceptivel a acdo de ERO’s e a membrana
plasmética € um dos mais afetados na acdo dos agentes oxidantes. Quando os lipideos sofrem
a acdo desses radicais o fendmeno € conhecido como lipoperoxidacdo, podendo provocar

alteracoes na estrutura das membranas celulares. Ocorre perda de seletividade na



permeabilidade e na troca idnica, assim como na liberagdo de enzimas por algumas organelas
e/ou a formacdo de produtos citotéxicos, levando a perda da integridade celular (MELLO et
al, 1984; FERREIRA e¢ MATSUBARA, 1997). A lipoperoxidacdo estd associada aos
mecanismos de envelhecimento € do cancer. O ferro e o radical hidroxila (OH) sdo as
espécies radicalares marcadores da lipoperoxida¢do. O malondialdeido (MDA) € o principal
produto da lipoperoxidagdo, obtido ao final da degradacdo ndo enzimdtica de acidos graxos
poli-insaturados, podendo, em altas concentracdes, elevar a formacdo de lipoperéxidos
(COLPO, 2007; FERREIRA e MATSUBARA, 1997; KASHYAP et al., 2005). Na literatura
especifica hd diversos trabalhos sobre o aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica em
pacientes com cancer, como a andlise realizada por Oltra et al. (2001) que observaram o
aumento de MDA em pacientes com leucemia linfocitica cronica devido a altas taxas de
peroxidacao lipidica.

Os radicais livres também reagem com as proteinas, sendo estas consideradas alvos
imediatos para a modificacdo oxidativa. O ataque dos radicais as proteinas altera de forma
irreversivel a estrutura tridimensional das proteinas podendo oxidar os grupos de cadeias
laterais de aminodcidos, causando fragmentacdo, modificagdes na hidrofobicidade e na
conformacgdo e formacdo de novos grupos reativos (BATTISTI, 2008). O dano causado a
estrutura da proteina causa alteracdo na atividade bioldgica como, por exemplo, no caso de
enzimas, resultando em modificagdes ou inatividade em sua atividade catalitica ou nas
proteinas com a funcdo de canais i0nicos poderia causar danos ao transporte ativo através da
membrana celular (DEAN et al., 1997).

O equilibrio entre a geracdo e a neutralizacdo de oxidantes por diferentes mecanismos
de defesa intra e extracelular € responsavel pela manuten¢do dos componentes celulares vitais
(ZIMMERMANN et al., 2004). A defesa enzimdtica envolve a acdo cooperativa de trés
principais enzimas intracelulares antioxidantes como o superéxido dismutase, encontrado no
citosol e na mitocondria; glutationa peroxidase e catalase, presentes no citosol e
peroxissomos, respectivamente (NORDBERG e ARNER, 2001; BAGATINI, 2008).

A super6xido dismutase € uma enzima abundante nas células aerébias apresentando
diversas isoformas, diferindo pelo tipo de metal presente no sitio ativo e na constitui¢ao dos
aminodacidos; sendo considerada uma das defesas antioxidantes mais efetivas. Esta catalisa a
dismutacdo do radical superdxido (O,") a per6éxidos de hidrogénio (H,O,) através de
sucessivas oxidagdes e reducdes do metal de transi¢do no sitio ativo (Esquema 04). Esta
enzima € capaz de aumentar em 10.000 vezes a velocidade de reagao de dismutagdo do radical

super6xido a H,O, em pH fisiol6gico. Durante o processo hemolitico provocado por uma



agressdo térmica, os glébulos vermelhos humanos exibem queda da atividade da superdxido
dismutase, esta que protege também o DNA de lesdes provocadas pela sobrecarga de

Fe’*(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; MATES, GOMES, CASTRO 1999).

20, +2H"=>H,0,+0,

Esquema 04 — Reacdo de oxidagdo catalizada pela superoxido dismutase.

Fonte: FERREIRA e MATSUBARA, 1997

A enzima glutationa-peroxidase € uma enzima capaz de inativar peroxido de
hidrogénio a custa da conversdo da glutationa reduzida a glutationa oxidada. O consumo de
glutationa reduzida nos organismos ¢ alto, no entanto, a enzima glutationa redutase, que
funciona dependente de nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida, faz com que a
forma oxidada de glutationa retorne a forma reduzida. Embora esta enzima tenha agdo
fundamentalmente no citosol esta pode, ainda, reduzir hidroper6xidos de membrana
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SALVADOR e HENRIQUES, 2004)

A catalase é uma enzima tetramérica, hemeproteina citoplasmatica, consistindo de
quatro subunidades idénticas de 60 KDa, com massa molecular de 240 KDa, possui fun¢do de
catalisar a reducdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) em &dgua (H,O) e oxigénio (O,),
encontrada em células animais, de plantas e bactérias aerdbias, no sangue, medula dssea,
mucosas, rim e figado dos animais. Esta enzima € dependente de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo-fosfato reduzida para manter sua atividade. O H,O, possui um longo tempo de
meia vida, sendo capaz de atravessar as membranas plasmadticas, reagir com a membrana
eritrocitdria e com proteinas ligadas ao ferro (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). A
catalase pode converter 6 milhdes de moléculas de H,O, em H,O e O, em um

minuto(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; MATES, GOMES, CASTRO 1999).

3.7.2 Antioxidantes Nao Enzimaticos

Os antioxidantes ndo-enzimaticos incluem o dcido ascérbico (vitamina C), o tocoferol
(vitamina E), glutationa, B-caroteno e vitamina A, e podem ser de origem enddgena ou

exdgena, apresentando uma grande capacidade de defesa, atuando de maneira direta ou



indireta a fim de manter o equilibrio celular. As acdes destes compostos sdo principalmente a
de neutralizar radicais livres, quelar metais e bloquear a a¢do de espécies reativas como, por
exemplo, o oxigénio (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; MATES et al., 1999).

A principal fonte ex6gena de antioxidantes € a dieta alimentar. Vegetais e frutos sdo
ricos em vitaminas, compostos fendlicos e diversas substancias que auxiliam a manter a satde
celular inibindo a instalacdo de patogenias ligadas ao estresse oxidativo. A vitamina A ndo é
obtida diretamente pela dieta, mas sim pela clivagem de carotendides e retindides, que sdo
obtidos de diversos produtos animais e vegetais. Os carotendides sao compostos que formam
grupos de pigmentos coloridos, normalmente amarelados ou réseos, encontrados em plantas e
tecidos de alguns animais marinhos. Dos mais de 600 tipos de carotendides,
aproximadamente, 50 sdo precursores da vitamina A, mas podemos destacar -caroteno, O-
caroteno e licopeno. Embora os carotendides, precursores da vitamina A, sdo tidos como
antioxidantes, alguns estudos indicam que também podem se apresentar como pro-oxidantes
aumentando a quantidade de radicais livres no sistema (POLYAKOV et al., 2001).

A vitamina C (4cido L-ascorbico) é encontrada em quantidades significativas em
diversos frutos e vegetais, sendo sintetizada a partir da glicose. Devido ao seu baixo peso
molecular e grande hidrosolubilidade € capaz de neutralizar rapidamente ERO por
transferéncia de elétrons, inibindo a lipoperoxidacdo com a doacdo de um elétron, agente
redutor. Os humanos ndo sdo capazes de sintetizd-la, obtendo-a a partir da dieta. A vitamina C
atua como doador de elétrons ao radical da vitamina E, o-tocoferil, promovendo a
regeneracao do a-tocoferol; porém, pode funcionar como um pré-oxidante quando este estiver
em grande quantidade ou quando exposta a metal, levando a lipoperoxidacdo(FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SALVADOR e HENRIQUES, 2004).

A vitamina E designa todos os tocoferdis que sao provavelmente os inibidores mais
importantes na reacdo em cadeia da peroxidagdo lipidica em animais, sendo extremamente
eficiente em ambiente de alto teor de O, e possui atividade limitada em situacdes de
sobrecarga de Fe*. A alta atividade dos tocoferdis contra a oxidagdo de lipideos se explica
por ser lipossolivel atuando e protegendo as membranas celulares. (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SALVADOR e HENRIQUES, 2004)

Os compostos fendlicos s@ao formados por um ou mais anéis arométicos carregando
grupos hidroxilas, sendo capazes de quelar metais, reduzindo as reacdes de Fenton e Weiss
inibindo a propagacdo e proliferacdo de radicais peroxila, e eliminar radicais livres. A

presenca dos elétrons T, que estabilizam o radical formado pela oxidaciao do fenol ao perder



um 4tomo de hidrogénio, ajuda a explicar a grande atividade antioxidante destes compostos.
A acdo antioxidante dos compostos fendlicos pode ocorrer pelo mecanismo de transferéncia
de hidrogénio, pela transferéncia de préton combinado com transferéncia eletronica ou pela
estabilizacdo adquirida pela formacdo de ligacdo intramolecular de hidrogénio

(KVIECINSKI, 2007).

3.8 FAMILIA LEGUMINOSAE

A familia Leguminosae € a terceira maior familia das Angiospermas em nimero de
espécies superada somente pelas familias Compositae e Orchidaceae. A familia Leguminosae
possui trés subfamilias: Papilionoideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae, em alguns sistemas
de classificacdo sdo tratadas como familias distintas: Fabaceae, Caesalpinioideae e
Mimosaceae, respectivamente; composta por, aproximadamente, 900 géneros e mais de
19.000 espécies distribuidas em todo o mundo, sendo endémica em regides tropicais e
subtropicais (RAVEN, 1981 apud VARELA et al., 2004; QUEIROZ, 2006). A subfamilia
Faboideae apresenta aproximadamente 482 géneros e 12.000 espécies (BARROSO, 1991;
JOLY, 1998; BARROSO et al., 2002). De acordo com Queiroz (2006) ha no Brasil 293
espécies distribuidas em 77 géneros, sendo que 144 espécies sao endémicas da regido do
Semi-arido destacando-se a regido da Chapada Diamantina, estado da Bahia, nordeste do
Brasil, com 40% da populacdo desta familia no territdrio brasileiro.

Espécies de leguminosas sdo extensivamente utilizados no campo com fim de
melhoramento de pastagens devido a sua caracteristica de fixacdo de nitrogénio atmosférico
aumentando, consequentemente, a qualidade protéica da biomassa das forrageiras. Um dos
fatores que mais limita a produgdo de carne nos tropicos € a baixa qualidade e disponibilidade
das forragens em periodos de seca, principalmente, se esta estiagem durar periodos acima de 2
meses, dependendo da localidade. Uma das principais alternativas para solucionar este
problema € a inser¢do de leguminosas como fonte de proteinas para alimentacdo dos animais,
infelizmente a maioria das gramineas utilizadas para alimentacdo ndo possuem ficil
adaptabilidade a solos de pH baixo, com pequena quantidade de minerais ou baixo teor de
nitrogénio. A presenca de 20% a 40 % de leguminosas nas pastagens tropicais tem sido
associada a aumentos na producdo de carne e leite (LASCANO, 1995; LASCANO In:

PIZARRO, 1996). O uso de leguminosas arbustivas tem sido a alternativa de pecuaristas para



alimentacdo de seus rebanhos na maior parte da America do Sul como Brasil, Peru, Argentina,
Chile, entre outros, principalmente em periodos de estiagem, geadas ou infertilidade do solo.
Algumas leguminosas tém sido estudadas como fonte de alimentacdao de rebanhos, como a
Leucaena leucocephala, Gliricidia sepium, e algumas espécies de Cratylia, como a Cratylia
argentea que possui a capacidade de melhor se adaptar a solos dcidos, de baixa fertilidade e
em regides de seca prolongada resistindo a periodo de até seis meses, € uma alternativa para a
regido do semi-drido (LASCANO, 1995; ARGEL, 2000).

A literatura especifica relata a presenca de compostos quimicos derivados dos grupos
dos 4cidos graxos, acucares, acetofenona, antracetona, antraquinona, alquilaminas,
aminodcidos, cumarinas (PEITZ, 2003), estilbendides, cassanos, 6leos, compostos fendlicos
(ALVES ET AL., 2008; CANDIDO, 2007), flavonéides (ALVES ET AL., 2008; CANDIDO,
2007; PEITZ, 2003), terpenos (CANDIDO, 2007), triterpenos (CANDIDO, 2007), saponinas
triterp€nicas, alcaldides (CANDIDO, 2007; CANDIDO, 2007), esterdides, biflavondides
(ALVES ET AL., 2008), antraquinona, naftopirona, polissacarideos, lactonas, quinolona,
fenilpropanéides, xantona, turgoninas e taninos, entre outros (OLIVEIRA, 2002).

Estudos etnofarmacoldgicos de espécies da familia Leguminosae demonstram
atividade biolégica analgésica, antialérgica, antiinflamatéria, antimaldrica, cicatrizante,
antidiarréica, preventivo de cancer, hemo-aglutinante, antinociceptivo, antihipertensivo,
citotéxica, alucinogénica, imunomoduladora, anti-oxidante, antimicrobiana (PEITZ, 2003),
anti-helmintica, analgésica, hipoglicemiante, diurética, laxativa, expectorante, hepatoprotetor

e inibidora da acetilcolinesterase (MUKHERIJEE et al., 2007).

3.9 GENERO CRATYLIA

O género Cratylia foi inserido por Bentham (1837) apud Queiroz (1991) na tribo
Phaseoleae e subtribo Diocleinae (Quadro 02), sendo este género distinguido dos demais
géneros dessa subtribo “pelo vexilo ndo apendiculado, semente com hilo curto e oblongo e
sutura do legume ndo aladas nem espessadas”. Porém este género apresenta dificuldade em
sua identificacdo devido a semelhangas com o género Camptosema e Dioclea, levando em
consideragdo poucas caracteristicas, sem considerar a similaridade entre as espécies. Além
disso, cada taxonomista desenvolve seus estudos em floras regionais, dando pouca

importancia a distribuicdo geogréfica e as preferéncias ecoldgicas das plantas estudadas.



Havendo, assim, identificacdes erroneas de algumas espécies devido a confusdo causada pela
dificuldade no enquadramento das espécies no grupo. Segundo Queiroz (1991), apds os
trabalhos de identificacdo realizados por Bentham, no inicio do século XX, poucas alteracdes

foram realizadas a circunscricdo do género ou a discussdao de suas afinidades como, por

exemplo, a descri¢do de novos tdxons ou rediscussio da validade de tdxons publicados.

Dominio - Eucaryota
Reino — Plantae
Subreino — Viridaeplantae
Divisao ou filo — Magnoliophyta
Subdivisao ou Subfilo — Euphyllophytina
Infrafilo — Radiatopses
Classe — Magnoliopsida
Subclasse — Rosidae
Superordem — Fabanae
Ordem - Fabales
Familia — Fabaceae ou Leguminosae
Subfamilia — Faboideae
Tribo — Phaseoleae ou Papilionoideae)
Subtribo — Diocleae ou Diocleinae
Género — Cratylia

Espécie — Cratylia hypargyrea Mart. ex Benth.

Quadro 02 — Biossistematica da espécie C. hypargyrea

O género Cratylia aparenta ser um grupo recente em termos evolutivos devido a
evidéncias em sua morfologia, biogeografia e hibridacdo natural. As espécies de Cratylia
morfologicamente apresentam semelhanca em um grande numero de caracteristicas com
espécies de outros géneros, apresentando assim pequena variacdo morfoldgica, o que pode
representar uma adaptacao a diferentes habitats. A distribui¢do do género ocorre em todo o
continente sul-americano, com excecao da margem esquerda da Bacia Amazonica ou a oeste
da cordilheira dos Andes, as quais ndo apresentam individuos desse género, isto leva a crer
que regides de grandes cursos d’dgua e de altitude elevada, a partir de 950 m do nivel do mar,

formam uma barreira efetiva a distribuicdo destas espécies. Acredita-se que a existéncia de




algumas espécies nessas regides € devida a sua insercdo antes do periodo do surgimento da
cordilheira dos Andes (SARMIENTO, 1975; GENTRY, 1982 apud QUEIROZ, 1991;
QUEIROZ e CORADIN In: PIZARRO, 1996)

O centro de diversidade de Cratylia localiza-se no leste avancando para o oeste-
noroeste do Brasil, com distribui¢do extra-amazonica, preferencialmente em dreas de campo
rupestre, chaco e cerrado, penetrando na regido Amazonica até a base das montanhas dos
Andes. As espécies de Cratylia, durante o Pleistoceno, foram expostas a periodos de
alternancia de estiagem prolongada e alta umidade do ambiente justificando a capacidade
destas na obtencdo de grande massa vegetal tanto em periodos de seca quanto em periodos de
estacdo chuvosa (QUEIROZ, 1991). Segundo Hutchinson (1964) e Lanckey (1981) apud
Queiroz (1991) um nimero maximo de 05 espécies pertencentes ao género Cratylia Mart. Ex.
Benth foi reconhecido: (1) C. hypargyrea Martius ex. Bentham, (2) C.bahiensis L. P. de
Queiroz sp. nov., (3) C. argentea (Desvaux) O. Kuntze, (4) C. mollis Martius ex Bentham e
(5) C. intermédia (Hassier) L. P. de Queiroz comb. et stat. Para a Bahia Nov. Lewis (1987)
apud Queiroz (1991) reconheceu quatro espécies de Cratylia: (1) C.bahiensis L. P. de
Queiroz sp. nov.,(2) C. argentea (Desvaux) O. Kuntze, (3) C. mollis Martius ex Bentham e
(4) C. intermedia (Hassier) L. P. de Queiroz comb. et stat. Nov. (QUEIROZ ¢ CORADIN In:
PIZARRO, 1996).

O género Cratylia é endémico de regides neotropicais e essencialmente extra-
amazonico, ocorre do Peru até a bacia do rio Parand (nordeste da Argentina e oeste do estado
do Parand, Brasil), sendo que as espécies seguem um padrao restrito de distribuicao
geografica. Como, por exemplo, a Cratylia mollis, que ocorre exclusivamente em dreas de
caatinga do nordeste do Brasil, do centro-norte do estado da Bahia até a regido limitrofe dos
estados do Piaui; restingas e borda de Mata Atlantica; a Cratylia hypargyrea em florestas
estacionais do sudoeste do estado da Bahia; a Cratylia intermedia do oeste do estado do
Paranad a nordeste da provincia de Missionen e a Cratylia argentea, que ocorre em maior
variedade de habitats, como cerrado, mata ciliar, contato caatinga-cerrado e florestas
estacionais (QUEIROZ, 1991; QUEIROZ e CORADIN In: PIZARRO, 1996). Espécies deste
género crescem bem em altitudes acima de 930 m, mas preferem altitudes entre 300 e 800 m e
com {indice pluviométrico variando em 900 mm anual. Sobre estudos quimicos como 0s
apresentados por Lascano (1996) e Sanchés (2006), em contraste com outras leguminosas
tropicais, as espécies de Cratylia contém somente tracos de taninos que possuem como
estrutura bdsica, compostos fendlicos, os quais possuem atividades bioldgicas como

antioxidante, inseticida, antifingica, antimicrobiana, entre outras.



Algumas espécies do género Cratylia como, por exemplo, as espécies Cratylia mollis
e Cratylia argentea foram extensamente estudadas pelo Centro de Pesquisas Agropecudrias
do Trépico Semi-Arido (CPATSA — EMBRAPA) como forrageira para regides de clima
semi-drido devido a sua caracteristica de resisténcia a periodos longos de seca (BRASIL,
1937 apud QUEIROZ, 1991; VARGAS et al., 2004; TEIXEIRA, 2006). De acordo com
estudos realizados por Xavier et al. (1998) na regido de Minas Gerais, o arbusto de Cratylia
argentea tem mostrado boa producdo de forragem, além de uma boa adaptacdo ao baixo pH
do solo (WILSON e LASCANO, 1997). Um estudo comparativo foi realizado por Xavier e
Carvalho (1996) entre a Cratylia argentea, como espécie de potencial forrageiro em
condi¢Oes de dreas montanhosas da Zona da Mata de Minas Gerais, € as espécies Cajanus
cajan e Leucaena leucocephala, utilizando as mesmas quantidades e fontes de calcério e
adubos. Foi observado pelos autores que as diferengas foram expressivas quando houve os
acréscimos de calcdrio, o qual enriqueceu o solo com minerais favorecendo o aumento da
massa seca vegetal da espécie Cratylia argentea em relagdo as demais espécies do estudo.
Porém, segundo as andlises de Pizarro et al. (1996), que avaliaram o desempenho do
crescimento de massa seca da Cratylia argentea durante um ano contra outras espécies de
leguminosas forrageiras usuais, um aumento de 0,5-2,2 t/ha sobre as demais espécies foi
observado, com periodos alternados de seca e elevada umidade do ambiente. Nos periodos de
seca a Cratylia argentea apresentou massa seca e qualidade nutricional cerca de 33 %
superior as demais espécies ao final de cinco anos. O potencial forrageiro da Cratylia
argentea tem sido estudado também em associagdes com outras espécies como foi
demonstrado no trabalho de Hess et al. (2006), que avaliaram a associacdo de Calliandra
calothyrsus com Cratylia argentea, obtendo assim uma maior massa vegetal e teor protéico
da Calliandra calothyrsus.

Poucos relatos de estudos bioldgicos e quimicos de espécies do género podem ser
encontrados na literatura, sendo que a maioria deles se refere ao estudo das lectinas. Lectinas
sdo proteinas de alta afinidade a macromoléculas biolégicas como os carboidratos sendo de
sintese de algumas plantas na natureza. Esta classe de proteinas possui a capacidade de
aglutinar células, precipitar polissacarideos ou glicoconjugados e reconhece carboidratos
livres ou ligados a superficies celulares através de sitios de ligagdo, sendo de interesse clinico
para explorar superficies celulares, como avaliacdo de tipagem sanguinea, sinalizacdo celular
ou ativacdo celular e detector de alteracdes celulares (CHARLAND et al., 1995); além da
habilidade das lectinas induzirem ao aumento da liberacdo de histamina por mastocitos em

testes com a administracdo peritoneal de lectinas em ratos (DAM et al., 1998). Esta forte



ligacdo com macromoléculas das membranas celulares animais ddo a este composto a
caracteristica da maior especificidade sendo principalmente utilizados para identificacdo e
tratamento de cancer, particularmente para aqueles de glandulas mamdrias, ttero e cérebro
como foi demonstrado no estudo in vivo de Beltrdo et al. (1998), com seu estudo sobre
lectinas de Cratylia mollis sobre ratas com cancer nas glandulas mamadrias.

Andrade (2004) também avaliou a atividade hemoaglutinante, com influéncia de
agitacdo mecanica e ultra-som, e antitumoral de lectinas extraidas da Cratylia mollis contra o
sarcoma 180 induzido em ratos Swiss (7 mg/Kg/dia durante 7 dias), in vivo, e encapsulados
em lipossomas, uma forma farmac€utica de liberacdo controlada, assim como realizou a
avaliacdo histoldgica do figado, rins e baco nestes animais. O estudo da atividade hemo-
aglutinante foi afetada quando se expds ao ultra-som, mas a atividade manteve-se quando a
lectina da Cratylia mollis foi encapsulada na forma lipossOmica, assim como a atividade
antitumoral foi potencializada. A encapsulacdo da lectina de Cratylia mollis produziu uma
reducdo da sua citotoxidade contra figado, rins e bago, assim como uma citoprote¢do aos
tecidos contra a atividade do infiltrado linfocitario e reduziu as dreas de necrose nos tumores
tratados.

Virias espécies de leguminosas contém peptideos inibidores de Bowman-Birk (IBB)
com habilidade de inibi¢do de enzimas bioldgicas possuindo, assim, um grande potencial
biotecnolégico com diferentes atividades bioldgicas como, por exemplo, inseticida,
antitumoral e de interesse da indudstria farmacé€utica e alimenticia devido ao aumento da
estabilidade de produtos frente a enzimas proteoliticas e hidroliticas. A detec¢ao de IBB em
leguminosas € importante para avaliar a capacidade de manuten¢do do valor nutritivo das
sementes de leguminosas (J OSE, 2002). Paiva et al. (2006) avaliou a capacidade inibitdria de
IBB do extrato bruto, da fracdo acetato e dos compostos isolados por cromatografia de
sementes de Cratylia mollis. O resultado de sua pesquisa revelou que os compostos
purificados por ensaios cromatogriaficos apresentaram alta especificidade a inibicdo de
tripsina e quimiotripsina em comparacdo com a mesma atividade apresentada pelo extrato
bruto.

A acdo bioldgica frente a endoparasitas de Cratylia floribunda (sin. Cratylia argentea)
foi também avaliada por Menezes et al. (1992) e a farinha das sementes desta espécie na dose
de 50 mg foi eficaz para inibir a eclosdo de 15,5% dos ovos de Haemonchus contortus,
atingindo valores de 99,9 % na dose de 500 mg.

Algumas micromoléculas foram também isoladas a partir de Cratylia mollis. Lima et

al. (2005) realizaram testes para verificar atividade anti-oxidante de extratos polares e utilizou



procedimentos cromatograficos para isolar os constituintes quimicos de extratos em
cloroférmio e metanol das folhas e caules. Observou-se uma pequena atividade antioxidante
das amostras no extrato em acetato de etila, e foram isolados dos extratos das folhas, o bis-
norsesquiterpeno, 3,6-dihidroxi-5,6-dihidro-b-ionol; o esterdide, 5a 8a-epidioxiergosta-6,22-
dien-3-b-ol e a flavana, 4,3’,4’-triidroxi-2’-metoxi-6,7-metilenodioxiisoflavana, e dos extratos
do caule a flavana, 2’-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana.

A presencga de taninos também foi detectada por Santoro et al. (2004) em Cratylia
argentea, sendo este fator responsavel pela menor palatabilidade das ra¢des contendo esta
espécie. A intoxicacdo de animais por alimentos principalmente pastoris também sdo
freqiientes devido a grande ingestdo desta planta ou derivados, como néctar, pelos animais.
Estudos relatam a alta toxicidade dos taninos principalmente contra as abelhas e efeito

nefrot6xico em bovinos podendo levar a morte dependendo da concentragao.

3.10 CRATYLIA HYPARGYREA

A planta Cratylia hypargyrea (Figura 02) apresenta-se, segundo Queiroz (1991) como:
Arbustos eretos variando a lianas com caule lenhoso, muitas vezes voluvel.
Estipulas lanceoladas, acuminadas, raramente bifidas, base espessada ndo
prolongada abaixo da insercdo. Folhas pinado trifoliadas, estipeladas, as estipelas
seticeas, rigidas, peciolo munido de pulvino na base; foliolos membraniceos a
carticeos, ovais, elipticos, oblongos ou orbiculares, com dpice caudado ou obtuso e
5 — 7 pares de nervuras secunddrias, a superficie superior glabra, raro velutina, a
inferior sericea ou vilosa, raro glabrescente; foliolos laterais assimétricos, raro
simétricos. Inflorescéncia axilar, raro terminal, ereta ou patente, em pseudoracemo
nodoso, as nodosidades capitadas ou clavadas; bricteas de primeira ordem
lanceoladas, persistentes ou caducas, de segunda ordem membrandceas, caducas;
bractéolas mambeandceas, persistentes ou caducas. Flores de 1,5 — 3,0 cm de
comprimento com célice campanulado ou cilindrico, 4 — lobado, os lobos mais
curtos que o tubo, raramente iguais, lobo superior inteiro e o inferior do mesmo
comprimento que os demais. Pétalas unguiculadas, o estandarte oval, eliptico ou
orbicular, com superficie externa sericea em toda a extensdo ou apenas proxima ao
dpice, ndo auriculado, a drea alvo discolor, ndo calosa, glabra ou pubescente; alas
eliptico-oblongas, ligeiramente aderidas as pétalas da carena, a superficie externa
com esculturacdo lunado-lamelada; carena com margem superior aberta, pétalas

oblongo-elipticas, plicadas longitudinalmente préximo a base. Androceu pseudo



monadelfo, os 10 estames soldados, formando um tubo, mas com o vexilar livre na
base; anteras uniformes. Gineceu estipitado, o estipe ca. metade do comprimento do
ovdrio; ovdrio adpresso lanoso, com 7 — 18 dvulos; estilete glabro; estigma capitado
a trucado; disco nectarifero conico com &pice inteiro e margem lisa, ndo lobado.
Legume estreito oblongo, compresso, com dpice rostrado e margens retas ou
ligeiramente sinuosas; suturas superior e inferior pouco distintas, a superior
ligeiramente costada; deiscéncia eldstica; valvas lenhosas, constritas entre as
sementes, pubescentes. Sementes 4 — 8§, compressas, lenticulares, elipticas a
orbiculares, com testa macia, enrugada quando seca, castanho escura a atropurpurea,
8 — 12 mm de comprimento, 6 — 8 mm de largura, 2 — 3 mm de espessura; hilo curto,

oblongo, ca. 3 mm, com porcédo do arilo da bordaseco e persistente.

De acordo com a biogeografia relatada por Queiroz (1991), a Cratylia hypargyrea
“[...] ocorre preferencialmente em 4reas de restinga, do sul do estado da Bahia até o estado do
Rio de Janeiro. No sul da Bahia e norte do Espirito Santo algumas popula¢des podem penetrar
para o interior, ocorrendo em dareas abertas dentro do dominio da Mata Atantica, seja em
clareiras ou na beira da mata, Sua penetracdo para o interior dd-se ao longo do curso de rios
(por exemplo, Coldnia, Contas, Doce e Pardo) e estd, provavelmente, associada ao acelerado

desmatamento de areas de Mata Atlantica, criando novos habitats propicios a colonizacio por

esta espécie.”

Figura 02 — Imagens da Cratylia hypargyrea coletada no municipio de Itaberaba, pr6ximo ao morro do Orobé.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Caule e folhas da espécie Cratylia hypargyrea (Figura 02) foram coletados no més de
julho, em 2007, na regido do municipio de Itaberaba (Figura 03), pr6ximo ao morro do
Orobd, em altitude minima de 425 m, regido de floresta estacional semidecidual; uma exsicata
foi depositada sob o n® 96018 no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS). O material foi acondicionado em sacos de nylon, em
formato de rede. Logo apds a coleta, o material foi seco a temperatura ambiente no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais ¢ Bioativos (LAPRON), localizado na UEFS,
Feira de Santana, BA.
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Figura 03 - Mapa da Bahia indicando a cidade da coleta.
Fonte: http://www.transportes.gov.br/bit/estados/port/ba.htm. Acessado em 22-04-2009.

4.2 OBTENCAO DO EXTRATO METANOLICO BRUTO

As folhas e caule da Cratylia hypargyrea foram limpos, separados, secos e triturados
em moinho de facas tipo Wiley. As massas de 768,8 g e 1.879,0 g das folhas e caule,

respectivamente, foram extraidas pelo processo de macera¢do em metanol em recipientes de



vidro, com trocas sucessivas de solvente (em periodos de cinco dias) durante dois meses.
Apos filtragdo, o solvente foi removido usando evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, em
temperatura de 40-45 °C e o residuo de solvente retirado por evaporagdo em capela de
exaustdo para obtenc¢do do extrato metandlico bruto, que foi mantido em frascos de vidro a

temperatura ambiente para as andlises seguintes.

4.3 OBTENCAO DAS FRACOES

Os extratos metandlicos das folhas e caules (40 g) foram dissolvidos em mistura
metanol:dgua (2:1, V/V) e submetidos a um processo de particdo liquido-liquido, com
solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) (Figura
04). Em seguida, as fracdes foram concentradas utilizando o evaporador rotatério sob pressdao
reduzida, em temperatura de 40-45 °C. Ap6s remogéo do residuo de solvente por evaporacdo
em capela de exaustdo, o extrato metandlico bruto obtido, que foi mantido em frascos de vidro

a temperatura ambiente para as andlises seguintes.

Figura 04: Método de fracionamento por
particdo do extrato bruto do caule da
Cratylia hypargyrea.




4.4 TRIAGEM FITOQUIMICA
4.4.1 Cromatografia em camada delgada

A metodologia de cromatografia em camada delgada (CCD) foi selecionada para
detec¢do das principais classes de compostos presentes nos extratos e fracdes das folhas e
caule da espécie Cratylia hypargyrea.

A presenga das classes de compostos quimicos foi detectada através de seus perfis
cromatograficos em placas de camada delgada analitica, utilizando placas (3 X 10 cm) com
base de aluminio revestidas com silica gel 60 com 0,25 mm de espessura com indicador
florescente (Modelo Alugram Sil G/UV,s4, produzidas pela Machere-Nagel), ativadas em
estufa a 115 °C por 30 minutos. Para a aplicagdo da amostra na superficie das placas foi
utilizada um tubo capilar (Figura 05).

B &
— .i-k

Figura 05: Método da aplicacdo das amostras utilizando capilares das respectivas fracdes das folhas, a direita, e

caule, a esquerda nas cromatoplacas.

As placas foram eluidas em cubas cromatogréficas nos seguintes sistemas de solventes
(relagdo V/V): (1) hexano-acetona (80:20) para eluir as amostras da fracdo em hexano, sendo
esta eluida 3 (trés) vezes para aumentar a resolucdo e visualizacdo das bandas; (ii)
diclorometano-acetona (80:20) para eluir a fragdo em diclorometano; e (iii) acetato de etila-
metanol-dgua destilada (100: 13: 10) para eluir as fracdes em acetato de etila e butanol

(Figura 06).



Figura 06: Cuba cromatografica saturada tendo
como eluente uma solucdo de diclorometano e
acetona  (8:2, wv:v), amostra da fracdo
diclorometano das folhas, a esquerda, e do caule,
a direita.

Apos eluicdo as placas foram secas e visualizou-se em luz UV-254 nm e 365 nm em
uma camara escura, sendo, posteriormente, reveladas com o reagente Anisaldeido — Acido
Sulfurico (AS), reagente Dragendorff com Acido Cloridrico (DRG), reagente de Liebermann-
Burchard (LB), reagente Hidréxido de Potdssio (KOH) e reagente Produtos Naturais-
Polietilenoglicol (NP/PEG), conforme metodologia de Wagner e Bladt (1995). As coloracdes
dos cromatogramas revelados foram comparadas com as figuras presentes no Atlas de

Wagner e Bladt (1995). Os fatores de retencdo foram determinados através da expressao:

R.= d_, (distdncia (cm, mm) percorrida pela substancia
f

d ., (distdncia (cm, mm) percorrida pela frente da fase movel

Equacio 01 - Calculo para determinar o fator de reteng@o das amostras.



Figura 07: Cuba cromatogrifica
saturada tendo como eluente uma solugo
de diclorometano e acetona (80:20, v:v)
apresentando as distancias percorridas
pela amostra (dr) e pela frente do
solvente (dm).

4.4.1.1 Reagente Anisaldeido - Acido Sulfiirico

Para obtencao deste reagente seguiu-se a seqiiéncia de mistura: 0,5 mL de anisaldeido
com 10 mL de 4cido acético glacial, seguido de 85 mL de metanol e 5 mL de 4cido sulfirico
concentrado, nesta ordem.

As cromatoplacas, ap0s a elui¢do, foram borrifadas com um pulverizador de vidro que
continha, aproximadamente, 10 mL da solucdo final, e em seguida foram aquecidas a 100 °C

por 10 minutos para permitir a visualizacdo a luz visivel ou UV 365 nm das bandas.




Figura 08: Imagem a esquerda apresenta a capela forrada com papel metro e o pulverizador acoplado a uma
bomba de pressdo positiva. A imagem a direita demonstra a pulverizac¢do da solucdo reagente Dragendorff sobre

as placas previamente eluidas.

4.4.1.2 Reagente Dragendorff com Acido Cloridrico (DRG)

Para o preparo deste reagente foram misturadas 0,85 g de nitrato de bismuto bésico
que foi dissolvido em 10 mL de &cido acético glacial e 40 mL de 4dgua destilada sob
resfriamento, sendo esta solucdo chamada de solucdo A. Separadamente pesou-se 8 g de
iodeto de potéssio que foi dissolvido em 30 mL de dgua destilada, sendo esta denominada
solucdo B.

Procedeu-se a mistura das solu¢des na proporcao de 1:1 (v:v), e acrescentou-se 2 mL
de 4cido acético glacial e 10 mL de 4gua, nesta ordem. As cromatoplacas, apds a eluigdo,
foram borrifadas com um pulverizador de vidro que continha, aproximadamente, 10 mL da
solucdo, podendo ser observados, a luz visivel, o surgimento das bandas com zonas de

coloragdao marrom ou marrom-laranja apds a aspersao.

4.4.1.3 Reagente Liebermann-Burchard

Para o preparo deste reagente misturou-se 5 mL de anidrido acético com 5 mL de
acido sulfdrico, que foram adicionados cuidadosamente a 50 mL de etanol absoluto,
previamente em banho de gelo. As cromatoplacas, apds a eluicdo, foram borrifadas com um
pulverizador de vidro que continha, aproximadamente, 10 mL da solucdo final, aquecidas a
110 °C por 10 minutos, sendo observadas a luz UV 365 nm as bandas.

A presenca de compostos terpenicos, glicosideos diterpenos e triterpenos € detectada

pela visualizac@o de zonas de coloracdo verde ou vermelho-marrom.

4.4.1.4 Reagente Hidréxido de Potéssio (KOH)



Preparou-se uma solucdo a 5% de hidréxido de potéssio dissolvidos em etanol grau
PA. As cromatoplacas, apos a elui¢do, foram borrifadas com um pulverizador de vidro que
continha, aproximadamente, 10 mL da solu¢do final e em seguida foram aquecidas a 100 °C

por 10 minutos para permitir a visualizacdo a luz visivel ou UV 365 nm.

4.4.1.5 Reagente Produtos Naturais — Polietilenoglicol (PN/PEG)

Para o preparo deste reagente o éster difenilbérico dcido P-etilamino (PN) foi
solubilizado em metanol a 1%; separadamente o polietilenoglicol 400 foi dissolvido em
etonol a 5% (PEG). As cromatoplacas, ap6s a elui¢do, foram borrifadas com um pulverizador
de vidro que continha inicialmente, aproximadamente, 10 mL da solu¢do PN, e em seguida
foram borrifadas com a solucdo PEG para permitir a visualizagdo a luz UV 365 nm das
bandas.

A metodologia descrita por Wagner e Bladt (1996) permite um aumento da
sensibilidade na deteccao, pois a solugao PN marca os compostos fenélicos na massa minima
de 10 ug e o PEG aumenta a sensibilidade aos compostos fendlicos para 2,5 ug. A
manuten¢cdo da visualizagdo da fluorescéncia dependerd da estrutura molecular dos
compostos.

A detec¢ao na incidéncia de raios UV-254 nm nas amostras caracteriza a identifica¢ao
de todos os compostos da classe dos flavondides, mas na incidéncia de luz UV-365 nm ha
uma variacdo na identificacdo dos compostos dependendo do tipo de estrutura, pois
compostos flavonodides apresentam fluorescéncia de coloragdo amarelo escuro, verde ou azul,

os quais sdo intensificados e alterados pelo uso dos varios reagentes.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os microrganismos utilizados neste estudo foram Escherichia coli CCMB 284,
Escherichia coli CCMB 261 (sensivel a trimetoprima e resistente a sulfonamida),

Staphylococcus aureus CCMB 262 (resistente a estreptomicina e dihidroestreptomicina),



Staphylococcus aureus CCMB 263 (resistente a novobiocina), Staphylococcus aureus CCMB
285, Bacillus cereus CCMB 282, Salmonella sp. CCMB 281, Pseudomonas aeruginosa
CCMB 268, Candida albicans CCMB 266, Candida albicans CCMB 286 (resistente a
anfotericina-B e fluconazol), Candida albicans CCMB 287 (sensivel a anfotericina-B e
fluconazol), Candida albicans CCMB 288 (resistente a anfotericina-B e fluconazol);
gentilmente cedidos pela Colecdo de Cultura de Microrganismo da Bahia (CCMB/UEFES) e as
andlises das atividades antimicrobianas foram realizadas no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia (LAPEM) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS). As bactérias
utilizadas na pesquisa foram cultivadas em meio sélido de dgar Miiller Hinton (AMH) a 37 °C
por 24 horas e as leveduras a 28 °C por 48 horas para obten¢do de biomassa para os testes
antimicrobianos.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela determinacdo da concentracdo minima
inibitdria para as bactérias (NCCLS, 2003) e leveduras (NCCLS, 2002) com adaptagdes.

As andlises foram realizadas em placas de microtitulacdo estéreis de 96 pocos,
possuindo marcagdes em linhas de “A” a “F” e colunas de 1 a 12 (Figura 09), onde se efetuou
uma série de dilui¢des geométricas de 95 pL amostras em 95 pL. de caldo Miieller-Hinton
(CMH). A concentragdo inicial do extrato foi de 42,1 mg/mL em sulf6xido de dimetila
(DMSO), sendo esterilizado por filtragdo utilizando membrana de acetato de celulose de 0,22
wm de diametro. A concentracdo das amostras de folhas e caule no primeiro pogo foi de 21,05
mg/mL e o ultimo pogo de 0,01 mg/mL. Apéds a dilui¢do adicionou-se 5 UL de uma suspensao
microbiana em solu¢do salina 0,45 % e 0,85 % para bactérias e leveduras, respectivamente,
com aproximadamente 7,5 X 10° UFC/mL e 4,5x105 UFC/mL para bactérias e leveduras,
respectivamente, em cada pogo. Totalizando em cada pogo o volume de 100 uL (95 uL do
CMH + amostra do extrato + 5 mL do microrganismo testado). Os controles da esterilidade do
meio de cultura, do crescimento dos microrganismos, da acdo antimicrobiana do DMSO e da
esterilizadade das amostras filtradas também foram realizadas. Como controles positivos
utilizou-se nistatina, (antifingico) e cloranfenicol (antibidtico) na concentracdo estoque de 20
mg/mL e 10 mg/mL, respectivamente. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por
24 horas e 28 °C por 48 horas, condi¢des de crescimento para as bactérias e leveduras,
respectivamente. Apds o periodo de incubacdo, observou-se o crescimento microbiano,
indicado por alteracdo da coloracdo dos pogos pela adicao de 50 pL da solucdo de cloreto de

1,3,5-trifeniltetrazélio a 0,5 %, conforme o indicado pelo fabricante. Todas as anélises foram



realizadas em triplicata. Neste trabalho consideram-se como resultados representativos de
CIM os seguintes valores:

a) Menor do que 5,262 mg/mL para: B. cereus CCMB 282, E. coli CCMB 284, E. coli CCMB
261, S. choleraesuis CCMB 281, S. aureus CCMB 262 e todas as leveduras testadas;

b) Menor do que 2,631 mg/mL para: P. aeruginosa

¢) Menor do que 10,525 mg/mL para: S. aureus CCMB 263 e S. aureus CCMB 285.

Uma vez que, andlises prévias realizadas com o DMSO na concentragdo inicial de 100
% revelaram atividades contra o crescimento dos diferentes microrganismos testados.

Para os pocos que ndo apresentaram crescimento microbiano na anélise da CIM foram
retirados 10 L. que foram inoculados nas placas de Petri contendo meio dgar Miieller-Hinton,
onde foram determinadas a Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e a Concentragdo
Fungicida Minima (CFM) para bactérias e leveduras, respectivamente, sendo consideradas

como a menor concentragio da substancia onde nao ocorre crescimento microbiano.

CMH + extrato
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Figura 09 — Figura ilustrativa da montagem da placa de 96 pocos para o experimento de determinagdo da
concentracdo inibitéria minima dos extratos de Cratylia hypargyrea contra microrganismos patogénicos. CMH:
Caldo Miieller-Hinton.
Fonte: GADEA (2008)



4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A anélise da atividade antioxidante foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais e
Bioativos (LAPRON) situado no Departamento de Ciéncias Exatas (LABEXA). A atividade
antioxidante foi avaliada utilizando-se cromatografia em camada delgada e a capacidade de
seqiiestro do radical livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) foi quantificada por

espectrofotometria no UV-Vis.

4.6.1 Cromatografia em Camada Delgada

Inicialmente realizou-se uma andlise preliminar na qual aplicou-se, em uma
cromatoplaca ativada a 115 °C, 10 pL de uma solucao de 250 pg/mL dos extratos brutos e das
fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol das folhas e do caule da Cratylia
hypargyrea com posterior pulverizacdo de solucdo metandlica do composto radicalar DPPH
0,05 %. A leitura foi realizada pela visualizacdo das zonas amareladas de inibic@o frente a um
fundo de coloracdo purpura em toda a cromatoplaca. Como controle positivo foi utilizada uma
solucdo de rutina a 2,5 pg/mL, que também foi aplicada (0,7 uL) na cromatoplaca.

O método aplicado para avaliacio da atividade antioxidante do extrato bruto das folhas
e caule e de suas respectivas fracdes hexanicas, diclorometano, acetato de etila e butanol foi
descrita por Souza (2007), com adaptacdes. Os compostos presentes, nos 6rgaos de Cratylia
hypargyrea, de diferentes polaridades foram analisados quanto a atividade antioxidante frente
ao composto 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) 90 %, SIGMA-ALDRICH do lote 12K1944.
A atividade antioxidante foi observada quando o DPPH foi reduzido apds reacdo com
compostos antioxidantes, os quais podem doar elétrons para o reagente radicalar (SIMOES et
al., 2004).

Inicialmente realizou-se uma triagem preliminar para determinacdo da quantidade de
amostras a ser aplicada para determinagdo da atividade antioxidante dos extratos e fracdes dos
orgdos da Cratylia hypargyrea, aplicando-se volumes e concentracdes variados das amostras
nas cromatoplacas, 3 X 10 cm, com tubos capilares de vidro, sem a realizacdo de elui¢des
nestas cromatoplacas. Procedeu-se a pulverizacdo do DPPH 0,05 % sobre toda a superficie

das cromatoplacas (Figura 11).



Para a andlise do teste antioxidante foram aplicados 10 puL de solu¢do metandlica,
metanol grau espectroscopico, a concentracoes de 25 mg/mL, das fracbes em hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol dos 6rgaos da C. hypargyrea, utilizando micropipeta
(Figura 10), sobre as cromatoplacas, 5 X 10 cm. Em cada cromatoplaca aplicou-se amostras
de folhas e caule e 0,7 pL do controle positivo, rutina, na concentracdo de 0,1 mg/mL. As
placas foram eluidas em cubas cromatograficas tendo como fase mével os seguintes sistemas
de solvente: hexano-acetona (80:20) para eluir as amostras da fracdo em hexano, sendo esta
eluida 3 (trés) vezes para aumentar a resolucdo e visualizagdo das bandas; diclorometano-
acetona (80:20) para eluir a fragdo diclorometano; e acetato de etila-metanol-dgua destilada
(100:13:10) para eluir as fracdes em acetato de etila e butanol. As cromatoplacas foram
reveladas com solucdo metandlica de DPPH 0,05 % e a atividade antioxidante evidenciada

com a presenca de bandas brancas em contraste com a colorag¢do purpura no restante da placa.

Figura 10 - Aplicagdo de 10 pL. das amostras
sobre a cromatoplaca utilizando uma pipeta
automatica

Figura 11 - Cromatoplacas contendo as amostras do
extrato bruto e fracdes em hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol, da esquerda para a direita,
respectivamente: (A) caule e (B) folhas de C.
hypargyrea em analise ap6s a pulverizagdo com DPPH
0,05 %. Onde ha inibi¢do do radical observa-se halos
brancos.

4.6.2 Espectrofotometria



O método aplicado para avaliacio da atividade antioxidante do extrato bruto das folhas
e do caule e de suas respectivas fragdes foi descrita por Brand-William, Cuvelier e Berset
(1995), com adaptacdes, frente a 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) 0,004%. Na
metodologia com o radical DPPH o decréscimo da absorbancia foi monitorado em 517 nm no
espectrofotometro 700 Plus FENTO.

Para andlise quantitativa preparou-se a solu¢do de DPPH 0,004 % e utilizou-se como
branco 3 mL de metanol grau espectroscopico. Foram empregados como controle da amostra
a mistura de 2 mL de metanol com 1 mL da amostra e como controle do DPPH a reagdo de 2
mL de DPPH com 1 mL de metanol. Para andlise da atividade antioxidante das amostras, 2
mL do DPPH foram adicionados a 1 mL da amostra na concentracdo de 250 pg/mL. As
andlises foram realizadas em triplicata. As amostras foram mantidas ao abrigo da luz e, as
medidas de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro a 517 nm 30 minutos apds o
inicio da reacdo da amostra com o DPPH. O calculo da porcentagem de inibi¢ao do radical foi
realizado pela seguinte formula:

%% Inibicio = {(ADbs. do controle da amostra — Abs. da reacio final)— Abs. do DPPH 100
Abs. do DPPH

Equacio 2 - Porcentagem de inibicao do radical livre DPPH



5 RESULTADOS E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os extratos brutos das folhas e caule da Cratylia hypargyrea foram obtidos,
respectivamente, com rendimentos de 13,3% (102,24 g) e 8,0% (150,03 g). Para as fragdes em
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol os rendimentos obtidos das folhas e caules
foram de 25,9% (26,48 g), 4,6% (4,7 g), 2,8% (2,86 g) e 9,6 % (9,81 g), respectivamente; e
das mesmas fracdes no caule foram de 9,0% (13,5 g), 7,2% (10,8 g), 5,9% (8,85 g) € 9,5%
(14,3 g), respectivamente. Durante o processo de fracionamento houve a formagdo de
precipitado em ambas as amostras, sendo que a massa precipitada foi de, aproximadamente,
58,4 g (57,11 %)e 102,6 g (68,4 %) para as folhas e caule, respectivamente. Esse material
precipitado esta sendo analisado devido a caracteristica de baixa solubulidade em solventes de

baixa e alta polaridade.

5.1 TRIAGEM FITOQUIMICA

A cromatografia em camada delgada foi a metodologia adotada para detectar as
classes de metabdlitos presentes nas fracdes de diferentes polaridades, possibilitando uma
indicacdo para estudos posteriores de isolamento de compostos bioativos, os quais,
geralmente, sdo grupos de metabdlitos que apresentam-se em pequenas quantidades em
relacdo aos metabolitos primarios, sendo de dificil deteccdo e de estudo pela fitoquimica
classica (SIMOES, 2004; PINTO, 2008).

A determinacdo das classes quimicas presentes nas fragdes foi determinada utilizando
reagentes quimicos que revelam a presenca de grupamentos quimicos especificos como o
reagente Anisaldeido-Acido sulfiirico para visualizagio de compostos das classes dos
terpenos e esterdides, o reagente de Dragendorff-Acido cloridrico para visualizacio de
alcaldides, o reagente de Liebermann-Burchard para visualizacdo de triterpenos e esterdides, o
reagente de Hidr6xido de Potdssio para cumarinas e antraquinonas, € o reagente de Produtos
Naturais e Polietilenoglicol para dcidos fendlicos e flavondides, segundo a metodologia
aplicada por Wagner e Bladt (1995).

A andlise para determinacdo de terpenos e esterdides, utilizando o reagente

Anisaldeido-Acido sulftrico, apresentou resultados positivos para ambos os 6rgdos com a



excecdo da fracdo em acetato de etila de ambos os 6rgdos e da fracdo em butanol das folhas.
Com este reagente visualizou-se um maior nimero de compostos violetas, rosas e azuis na
fracdo em hexano do caule da C. hypargyrea, com cinco bandas (Rf 0,11; 0,16; 0,25; 0,41 e
0,65) enquanto nas folhas apenas uma banda com Rf de 0,65 foi detectada. Para a fracdo em
diclorometano das folhas e do caule da C. hypargyrea observou-se uma banda de Rf 0,75 e de
Rf 0,68, respectivamente, e na fracdo em butanol observou-se uma banda de Rf 0,17 no caule.

Na andlise realizada com o reagente Dragendorff e Hidroxido de Potdssio nao houve o
surgimento de bandas, indicando, assim, que nesta espécie ndo foi possivel observar a
presenca de alcaldides, cumarinas e antraquinonas.

Os resultados observados nos testes com o reagente de Liebermann-Buchard
indicaram a presenga de triterpenos e esterdides, principalmente nas fracdes menos polares
como, por exemplo, na fracdo em hexano, onde foi possivel visualizar 7 bandas nas folhas (Rf
0,25; 0,36; 0,41; 0,45; 0,67, 0,8 ¢ 0,96) e 10 bandas no caule (Rf 0,10; 0,13; 0,25; 0,35; 0,43;
0,61; 0,75; 0,78; 0,86 € 0,96). A fracdo em diclorometano apresentou 5 bandas nas folhas (Rf
0,46; 0,58; 0,62; 0,65 e 0,87); e apenas uma banda de Rf 0,86 no caule. Na fracdo em acetato
de etila de ambos os 6rgdos os resultados foram negativos. J4 na fracdo em butanol foi
revelada uma banda de Rf 0,12 apenas no caule.

Na triagem fitoquimica utilizando o reagente de Produtos Naturais-Polietilenoglicol
para confirma¢do de compostos fendlicos foi observada uma unica banda fluorescente (Rf
0,71) na fracdo em hexano e na fracdo em diclorometano (Rf 0,87) do caule. Nao foram
observadas bandas referentes a compostos desta classe quimica nas fragdes das amostras das
folhas. Na fracdo em acetato de etila foram visualizadas bandas de Rf 0,56 e 0,65 nas
amostras de caule e de Rf 0,66 na amostra de folhas; e na fracdo butanol foi possivel
visualizar uma banda (Rf 0,78) na amostra de folhas e 3 bandas na amostra de caule (Rf 0,18;
0,25 e 0,78).

Considerando os resultados dos reveladores quimicos, na Tabela 01, € possivel sugerir
a presenca de terpenos, esterdides, dcidos fendlicos e flavondides nas folhas e caules da
espécie C. hypargyrea. Embora os estudos quimicos para este género sejam ainda incipientes,
Lima et al. (2005) isolaram flavonédides de C. mollis e para a familia diversos relatos da
ocorréncia de compostos pertencentes a estas classes podem ser encontrados (OLIVEIRA,

2002).



Tabela 01: Resultado da triagem fitoquimica das fra¢cdes em hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de
etila (AcOEt) e butanol (BuOH) dos extratos de folha e caule de C. hypargyrea

TESTES AS DRG LB KOH NP/PEG

CLASSE DE COMPOSTOS

FRACOES 5
¢ Terpenos e . Triterpenos e Antraquinonas Flayopmdes
" Alcaloides . . e Acidos
Esteroides Esteroides e Cumarinas s
fendlicos
Folha + - + - -
HEX
Caule + - + - +
Folha + - + - -
DCM
Caule + - + - +
Folha - - - - +
AcOEt
Caule - - - - +
Folha - - - - +
BuOH
Caule + + - +

(+) presenca das classes de compostos relacionada ao reagente; (-) auséncia da classe de composto
relacionada ao reagente. HEX: Fragdo em hexano; DCM: Fracdo em diclorometano; AcOEt: Fracéo
em acetato de etila; BUOH: Fragcdo em butanol

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Na avaliacdo preliminar, 10 uLL das amostras de extratos e fragdes na concentracio de
0,25 pg/mL foram aplicadas diretamente nas cromatoplacas, seguidas pela revelagdo com
solu¢do metandlica do radical padrao DPPH 0,05% para uma andlise qualitativa da presenca
ou nao de compostos com atividade antioxidante. Nesta técnica a presenca de substincias
antioxidantes € revelada pela formacdo de halos amarelos contra o fundo purpura, cor esta
devida ao radical DPPH. Rutina na concentracao de 0,25 pg/mL foi empregada como controle
positivo para confirmag¢ao da ac@o antioxidante. Conforme resultados ilustrados na Figura 12,
observou-se que apenas para as amostras da fracdo em hexano das folhas ndo foi possivel

observar atividade antioxidante.



Figura 12 — Cromatoplaca com amostras de folhas e de caule da C. hypargyrea
do extrato bruto (A) e fracdes em hexano (B), diclorometano (C), acetato de etila
(D) e butanol (E), revelada com DPPH 0,05%.

A atividade antioxidante dos mesmos extratos e fracdes também foi avaliada por CCD
apos eluicdo das cromatoplacas. Observou-se que nas fragdes em hexano, apenas a fragdo do
caule apresentou halo de inibicdo localizado no ponto de aplicacdo das amostras. Na fragao
em diclorometano também foi observado halo de inibi¢cdo no ponto de origem das folhas, e no
caule, além de um halo de inibicdo no ponto de origem, verificou-se outras zonas com
diversos halos de inibi¢do até Rf de 0,58. Na fracdo em acetato de etila das folhas também foi
possivel visualizar halo de inibi¢do somente na origem da amostra de folhas, enquanto no
caule observou-se, também, zonas de inibi¢do até Rf de 0,63, com destaque para algumas
bandas com halos mais nitidos em Rf de 0,10; 0,19; 0,37 e 0,63. Na fracdo em butanol das
folhas e caule o comportamento foi similar, com uma zona de inibi¢do até Rf de 0,64, com
destaque para as bandas em Rf de 0,20, com tempo de retencdo equivalente ao controle
positivo utilizado, a rutina (Figura 13). Comparando-se estes resultados com a triagem
fitoquimica foi possivel verificar que estas zonas de inibicdo correspondem as bandas
reveladas para compostos fendlicos. No estudo de Lima (2005) para uma espécie deste género
(Cratylia mollis) foram isolados dois compostos fendlicos da fracdo em acetato de etila das

folhas, que apresentaram atividade antioxidante frente ao radical DPPH.



Figura 13 - Cromatogramas ap6s pulverizacdo com DPPH 0,05%, correspondendo as amostras de folhas, caule
e rutina sucessivamente, das fragdes em hexano (A), diclorometano (B), acetato de etila (C) e butanol (D).

A atividade antioxidante também foi quantitativamente determinada por
espectrofotometria, onde € avaliada a capacidade de seqiiestro do radical livre, sendo este
mensurado pela absorbancia da reacdo final do radical com a amostra. A atividade
antioxidante (porcentagem de inibicdo do DPPH) estd demonstrada na Tabela 02.

E possivel observar que tanto nas folhas quanto nos caules de C. hypargyrea do
extrato bruto e das fracdes, a seguinte ordem decrescente na capacidade na inibicdo dos
radicais livres foi obtida: fracdo diclorometano, extrato bruto, fracdo acetato de etila, butanol
e hexano (Figura 14). Foi possivel observar que a sequéncia de inibicdo das amostras do
extrato bruto e de suas fracdes apresentadas pelas folhas e caule foram semelhantes, porém,
comparando as poténcias das amostras dos 6rgdos analisados observamos que o caule foi mais
efetivo nas amostras da fracdo em diclorometano, extrato bruto, fracdo em acetato de etila e
em butanol (Figura 15). A fracdo em hexano das folhas da C. hypargyrea apresenta nesta uma
maior capacidade de inibicao do radical livre do que a mesma fracdo do caule, o que ndo foi
observado na analise preliminar e no teste cromatografico da atividade antioxidante, devido,
talvez, a intensa coloragcdo verde-marrom apresentada por estas amostras, o que explicaria a
falta de visibilidade do halo de inibi¢do, no teste preliminar, e na analise cromatografica como
relatada por Malheiros e Peres (2001) in: Yunes e Calixto (2001) a qual pode ser explica pelo
pré-isolamento dos compostos antioxidantes o que reduziria a quantidade de compostos

possuindo assim uma reducdo na atividade antioxidante.



Tabela 02 - Capacidade de inibi¢do do radical livre DPPH, valores expressos em porcentagem, de 250 pg/mL
dos diferentes 6rgaos da Cratylia hypargyrea

Amostras Orgaos

Folhas Caule
Extrato Bruto 37+3,7 53+3,8
Hexano 21+6,3 12+0,4
Diclorometano 51+7,6 66+2,0
Fracoes | Acetato de Etila 3542.6 51422
Butanol 31+5.4 36+2.4

Rutina 96+2

M Folhas mCaule

Figura 14 - Grificos demonstrativos da capacidade inibitéria dos radicais livres de 250 pg/mL dos 6rgios da
Cratylia hypargyrea contra o DPPH

5.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA, CONCENTRACAO BACTERICIDA
MINIMA E CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA

Os extratos metandlicos brutos e as suas respectivas fracdes das folhas e do caule da
Cratylia hypargyrea foram testados contra doze microrganismos: quatro Gram-positivos (uma
cepa de Bacillus cereus e as trés de Staphylococcus aureus de diferentes sensibilidades a
antibidticos), quatro Gram-negativos (duas cepas de Escherichia coli de diferentes

sensibilidades a antibidticos, uma cepa de Pseudomonas aeruginosa e outra de Salmonella



cholaraesuis) e quatro leveduras (duas cepas de Candida albicans de diferentes sensibilidades
a alguns antiftingicos, Candida krusei e Candida parapsilosis).

Para a realizag¢do da anélise antimicrobiana foi adotado a concentracao inicial de 42,1
mg/mL para os extratos brutos e as suas respectivas fracdes. O solvente, DMSO, que foi
utilizado para dissolver os extratos e as respectivas fragdes das folhas e caule da Cratylia
hypargyrea, possui atividade inibitéria do crescimento sobre todas as bactérias e as leveduras
analisadas em concentracdes varidveis dependendo do microrganismo avaliado (Tabela 3).
Desta forma devido a ac¢do antimicrobiana diferenciada do DMSO frente aos microrganismos,
apenas os extratos e suas respectivas fracdes com valores de concentracio inibitéria minima
(CIM) inferior a 5,263 mg/mL para o B. cereus CCMB 282, E. coli CCMB 284, E. coli
CCMB 261, S. choleraesuis CCMB 281, S. aureus CCMB 262 e todas as leveduras testadas;
a 2,631 mg/mL para P. aeruginosa; e a 10,525 mg/mL para S. aureus CCMB 263 e S. aureus
CCMB 285 foram considerados como sendo ativos. Nao foi observada atividade bactericida
do DMSO contra as cepas testadas, mas foi observado atividade fungicida contra Candida
albicans CCMB 266 e Candida albicans CCMB 286 no poco equivalente a concentragdo do
extrato de 21,050 mg/mL, e a Candida krusei CCMB 287 na concentragao de 10,525 mg/mL,
portanto para estas cepas foram consideradas atividade fungicida dos extratos e fracdes

apenas as concentracdes inferiores a estes respectivos valores.

Tabela 03 - Avaliagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), Concentragdo Bactericida Minima (CBM) e
Concentra¢do Fungicida Minima (CFM), dos controles positivos (C+), cloranfenicol (antibacteriano) e nistatina
(antifingico), em mg/mL e do DMSO (%).

Microrganismos C + (mg/mL) DMSO (%)
CIM CBM/CFM CIM | CBM/CFM

Bacillus cereus CCMB 282 0,039 - 12,5 -
Escherichia coli CCMB 284 0,625 - 12,5 -
Escherichia coli CCMB 261 0,625 5,000 12,5 -
Pseudomonas aeruginosa CCMB 268 0,312 - 6,3 -
Salmonella choleraesuis CCMB 281 0,010 - 12,5 -
Staphylococcus aureus CCMB 263 0,005 0,039 25,0 -
Staphylococcus aureus CCMB262 0,010 0,156 12,5 -
Staphylococcus aureus CCMB 285 0,010 0,039 25,0 -
Candida albicans CCMB 266 0,040 - 12,5 50
Candida albicans CCMB 286 0,080 - 12,5 50
Candida krusei CCMB 287 0,010 - 12,5 25
Candida parapsilosis CCMB 288 10,295 - 12,5 -

De acordo com os dados obtidos do estudo antimicrobiano, pela determinagao da CIM,

dos extratos brutos das folhas e do caule o que segundo Sartori et al. (2005) pode ser



explicado devido ao efeito antagbnico entre substancias que fazem parte da mistura complexa

de substancias contidas no extrato bruto e o DMSO.

E possivel verificar atividade de ambos os Grgdos, porém observa-se que o extrato
bruto das folhas foi capaz de inibir 92% dos microrganismos testados (com exce¢do apenas de
P. aeruginosa CCMB 268), enquanto o extrato bruto do caule, inibiu apenas B. cereus CCMB
282, S. aureus CCMB262, C. albicans CCMB 286, C. krusei CCMB 287, C. parapsilosis
CCMB 288 , ou seja cinco microrganismos que correspondem a 67% dos avaliados (Tabela
04). Todos os microrganismos Gram-positivos foram inibidos pelos extratos brutos de caule e
folhas, sendo assim mais sensiveis do que os microrganismos Gram-negativos, pois dos
Gram-negativos testados, trés foram inibidos pelas folhas (E. coli CCMB 284, E. coli CCMB
261 e S. choleraesuis CCMB 281) e apenas um pelos caules (S. choleraesuis CCMB 281).
Este resultado pode ser explicado pelo fato que as bactérias Gram-negativas possuem uma
parede celular, formada de uma pequena camada de peptideoglicano e uma membrana
externa, esta camada de peptideoglicano estd em um espaco periplasmatico (TORTORA et al.,
2005). De acordo com Sartori (2005), a membrana celular das bactérias pode agir como uma
barreira contra difusdo de substdncias bioativas presentes nos extratos. Esta dificuldade na
difusdo de particulas € devido a natureza polarizada da membrana celular externa das
bactérias e pela presenga de enzimas capazes de quebrar substancias introduzidas no espago
periplasmatico (KONEMAN et al., 2001; SARTORI, 2005). Além disso, pode estar associado
também ao mecanismo de bomba de efluxo, a qual pode expulsar substancias do interior da
bactéria através de canais protéicos de fons, evitando o acumulo de substincias antibidticas
(COSTA et al., 2008).

A melhor atividade bacteriostética foi observada pelo extrato bruto das folhas contra o
B. cereus CCMB 282, a S. cholaraesuis CCMB 281 e o S. aureus CCMB 285; e a fungistatica
foi contra a C. albicans CCMB 286, na concentracao de 1,316 mg/mL. J4 para o extrato bruto
do caule as melhores atividade bacteriostitica e fungistitica, somente foram observadas na
mesma concentracdo de 1,316 mg/mL, contra o B. cereus CCMB 282 e C. albicans CCMB
286. A melhor atividade bactericida foi verificada no extrato bruto do caule contra o Bacillus
cereus, na concentracao de 1,316 mg/mL. Os extratos brutos de folhas e caules apresentaram
atividade bactericida frente a todos os microrganismos e fungicida somente contra a C.
parapsilosis CCMB 288, uma vez que para as demais leveduras a concentracdo do extrato
bruto de ambos os 6rgaos foi maior do que a concentracdo da a¢do fungicida apresentada pela

acdo somente do DMSO, o que segundo Sartori et al. (2005) pode ser explicado devido ao



efeito antagdnico entre substancias que fazem parte da mistura complexa de substincias

contidas no extrato bruto e o DMSO.

Tabela 04 - Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida (CBM)/Fungicida
Minima (CFM), em mg/mL, dos extratos brutos metanélico das folhas e caule da Cratylia hypargyrea

Amostras

Microorganismos Extrato Bruto Metandlico

CiMm CBM/CFM

Folhas Caule Folhas Caule
B. cereus CCMB 282 1,316 1,316 2,631 1,316
E. coliCCMB 284 2,631 5,263 10,525 10,525
E. coliCCMB 261 2,631 5,263 21,050 10,525
P. aeruginosa CCMB 268 2,631 2,631 5,263 5,263
S. choleraesuis CCMB 281 1,316 2,631 10,525 10,525
S. aureus CCMB 263 2,631 5,263 10,525 10,525
S. aureus CCMB262 2,631 2,631 10,525 10,525
S. aureus CCMB 285 1,316 5,263 5,263 10,525
C. albicans CCMB 266 2,631 5,263 10,525 10,525
C. albicans CCMB 286 1,316 1,316 5,263 10,525
C. krusei CCMB 287 2,631 2,631 21,050 21,050
C. parapsilosis CCMB 288 5,263 5,263 21,050 21,050

Considerando os resultados de acdo antimicrobiana obtidos a partir do extrato bruto
metandlico, as fracdes em hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol de folhas e caule

foram também testadas frente a todos os microrganismos.



Tabela 05 - Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) das fracdes em

hexano, diclorometano, acetato de etila e dlcool butilico das folhas e caule da Cratylia hypargyrea.

Fracoes
Hexano Diclorometano Acetato de Etila Alcool Butilico
Microrganismos
CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM CIM CBM/CFM
Folha | Caule | Folha | Caule | Folha | Caule | Folha Caule | Folha | Caule | Folha | Caule | Folha | Caule | Folha | Caule
Bacillus cereus CCMB 282 1,316 | 0,164 | 2,631 | 1,316 | 1,316 | 1,316 | 10,525 | 5,263 | 2,631 | 2,631 | 10,525 | 10,525 | 0,658 | 1,316 1,316 | 1,316
Escherichia coli CCMB 284 5,263 | 0,658 | 21,05 | 5,263 | 5,263 | 2,631 10,525 | 10,525 | 5,263 | 5,263 5,263 | 10,525 | 1,316 | 5,263 1,316 | 5,263
Escherichia coli CCMB 261 2,631 | 0,329 | 10,525 | 5,263 | 2,631 | 2,631 10,525 | 10,525 | 2,631 | 5,263 5,263 | 5263 | 1,316 | 2,631 1,316 | 2,631
Pseudomonas aeruginosa CCMB 268 | 5,263 | 0,658 | 10,525 | 2,631 | 1,316 | 2,631 5,263 2,631 | 2,631 | 2,631 5,263 | 10,525 | 5,263 | 5,263 5,263 | 5,263
Salmonella cholaraesuis CCMB 281 2,631 | 0,082 | 10,525 | 5,263 | 5,263 | 2,631 2,631 5,263 | 2,631 | 2,631 | 10,525 | 10,525 | 5,263 | 5,263 5,263 | 5,263
Staphylococcus aureus CCMB 263 5,265 | 1,316 | 10,525 | 2,631 | 2,631 | 1,316 | 10,525 | 2,631 | 5,263 | 5,263 | 10,525 | 10,525 | 5,263 | 5,263 5,263 | 5,263
Staphylococcus aureus CCMB262 2,631 | 1,316 | 21,05 | 5,263 | 2,631 | 1,316 5,263 1,316 | 2,631 | 2,631 | 10,525 | 10,525 | 5,263 | 5,263 5,263 | 5,263
Staphylococcus aureus CCMB 285 5,263 | 1,316 | 5,263 | 1,316 | 2,631 | 2,631 10,525 | 5,263 | 5,263 | 5,263 | 10,525 | 10,525 | 2,631 | 5,263 2,631 | 5,263
Candida albicans CCMB 266 5,263 | 52263 | 5,263 | 5,263 | 2,631 | 1,316 21,05 10,525 | 2,631 | 2,631 21,05 | 21,05 | 2,631 | 5,263 5,263 | 5,263
Candida albicans CCMB 286 1,316 | 1,316 | 5,263 | 5,263 | 1,316 | 1,316 21,05 10,525 | 1,316 | 2,631 21,05 | 21,05 | 2,631 | 5,263 5,263 | 5,263
Candida krusei CCMB 287 1,316 | 0,658 | 21,05 | 5,263 | 1,316 | 1,316 21,05 10,525 | 2,631 | 2,631 21,05 | 21,05 | 2,631 | 2,631 2,631 | 2,631
Candida parapsilosis CCMB 288 2,631 | 0,164 | 5,263 | 0,658 | 0,658 | 0,658 | 10,525 | 5,263 | 2,631 | 2,631 | 10,525 | 21,05 | 5,263 | 5,263 | 10,525 | 10,525




Todas as fracdes testadas foram capazes de inibir o crescimento microbiano de, no
minimo, cinco dos doze microrganismos avaliados. As fracdes em hexano e diclorometano do
caule foram as que inibiram a maioria dos microrganismos testados (11 microrganismos), em
extensdes variadas, com destaque para as fracdes em hexano que apresentaram os menores
valores de CIM frente a Bacillus cereus CCMB 282, Escherichia coli CCMB 284,
Escherichia coli CCMB 261, Pseudomonas aeruginosa CCMB 268, Salmonella cholaraesuis
CCMB 281, Candida krusei CCMB 287 e Candida parapsilosis CCMB 288. Esta ampla
atividade das fracdes mais apolares também foi observada por Tadeg et al. (2005) que, ao
analisarem a acdo antimicrobiana de extratos e fragdes de Lippia adoensis, verificaram que,
com o aumento da polaridade, a atividade da amostra frente aos microrganismos era reduzida,
indicando que os compostos ativos, responsaveis por esta atividade, se encontram em maiores
concentracdes nas fracdes menos polares. Nas fragdes em hexano, diclorometano das folhas e
nas fragdes em hexano, diclorometano e butanol do caule estdo presentes terpenos, conforme
resultados apresentados na Tabela 1, classe de compostos conhecida por possuir acdo
antimicrobiana, como o observado por Schneider et al.(2008) e por Almeida et al. (2008), os
quais avaliaram a composicao quimica e a acao antimicrobiana de espécies distintas, mas com
presenca de terpenos como compostos majoritarios, com potente acdo contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Embora esta acdo das fragcdes apolares seja elevada, no presente
trabalho ndo € possivel descartar a presenca de compostos antimicrobianos também nas
fragdes polares, como no caso da fra¢do butandlica das folhas, que apresentou valores de CIM
de 0,658 mg/mL frente a B. cereus CCMB 282 e de 5,263 mg/mL para a C. parapsilosis
CCMB 288. Além disso, os melhores resultados na CIM, CBM e CFM, frente ao maior
nimero de microrganismos, foram observados para a fracdo em hexano do caule e na fragdo

em butanol das folhas, indicando assim a presenca de compostos ativos nestas fracoes.

Ao se comparar a acdo antimicrobiana de caules e folhas, observaram-se variagdes
entre os resultados, conforme Cechinel Filho e Yunes (1998), a constituicdo quimica de
diferentes 6rgdos pode variar, como no caso da fracio em hexano frente a P. aeruginosa
CCMB 268, onde apenas o resultado do caule foi considerado satisfatério (CIM de 0,658
mg/mL), pois a CIM da fracdo das folhas foi de valor inferior ao observado para o DMSO.
Embora para os extratos metanodlicos a atividade antimicrobiana da folha tenha sido superior
ao do caule, com o fracionamento dos extratos esta mesma tendéncia ndao foi observada,
como, por exemplo, a a¢do inibitdria da fracdo em hexano do caule (0,082 mg/mL) sobre a S.

cholaraesuis CCMB 281 que foi mais potente do que a atividade da mesma fracao das folhas



(2,631 mg/mL), porém a medida que a polaridade das fragdes aumentou, observamos uma
queda na poténcia do caule igualando-se a mesma concentracdo da folhas na fracdo em

butanol (5,263 mg/mL).

Apesar da fracdo hexanica das folhas da Cratylia hypargyrea ter inibido 9 dos
microrganismos testados (excetuando a acdo desta amostra contra a E. coli CCMB 284, P.
aeruginosa CCMB 268 e C. albicans CCMB 266), esta foi menos eficaz em inibir do
crescimento microbiano em comparagdo com o extrato bruto metandlico, uma vez que em seis
microrganismos foi observado um aumento da concentragcao da fracao em hexano para inibir o
crescimento. Provavelmente, a maior atividade do extrato bruto € observada devido a um
sinergismo entre compostos de polaridades diferentes que foram separados durante a particao.
O oposto € observado nos dados apresentados pela fracdo em hexano do caule que demonstra
maior poténcia na inibi¢ao do crescimento dos microrganismos testados, tal atividade pode ser
devido a retirada de compostos que estejam antagonizando 0s compostos ativos na amostra
(SARTORI et al. 2005), levando assim a selecdo das substincias bioativas. A fracdo em
hexano do caule foi a amostra que apresentou uma maior poténcia bacteriostatica contra o B.
cereus CCMB 282 e S. cholaraesuis CCMB 281, na concentra¢do de 0,164 mg/mL e 0,082
mg/mL, respectivamente; fungistatica e fungicida contra a C. parapsilosis CCMB 288, na
concentracao de 0,164 mg/mL e 0,0658 mg/mL., respectivamente.

E possivel observar maior eficiéncia da fracdio em diclorometano do caule se
comparada a de folhas, pois inibiu 91,7% dos microrganismos testados (ndo inibindo o
crescimento da P. aeruginosa CCMB 268) contra 83,3%, respectivamente (excetuando a acdo
desta amostra contra a E. coli CCMB 284 e S. cholaraesuis CCMB 281). A fracdo
diclorometano das folhas apresenta maior atividade contra bactérias Gram-positivas do que
contra as Gram-negativas, pois 0s compostos presentes nesta fragdo foram incapazes de inibir
o crescimento da E. coli CCMB 284 e S. choleraesuis CCMB 281. Os dados obtidos nesta
fracdo demonstram uma perda na poténcia da acdo antimicrobiana principalmente do caule
em relacdo a fracdo em hexano do mesmo 6rgao, devido, talvez, a perda dos compostos ativos
durante o fracionamento, corroborando com a idéia de que os compostos ativos possuam
polaridades mais baixas. A fracdo em diclorometano das folhas foi mais potente do que a
mesma fracdo do caule somente contra a P. aeruginosa. Ja a fragdo diclorometano do caule
foi mais potente do que a mesma fracdo das folhas contra a E. coli CCMB 284 e S.
cholaraesuis, na concentracdo de 2,631 mg/mL; S. aureus CCMB 263 e S. aureus CCMB 262
e C. albicans CCMB 266, na concentracio de 1,316 mg/mL. Observou-se atividade



bactericida por ambas as fragdes dos 6rgdos, porém a fracdo em diclorometano do caule
apresentou maior poténcia bactericida do que a mesma fracdo das folhas contra S. aureus
CCMB 262 na concentragao de 1,316 mg/mL; P. aeruginosa e S. aureus CCMB 263 na
concentracdo de 2,631 mg/mL; e contra B. cereus na concentragdo de 5,263 mg/mL. A
atividade bactericida da fracdao em diclorometano das folhas foi somente mais potente do que
a do caule contra S. cholaraesuis na concentragdo de 2,631 mg/mL.

H4 uma reducdo na atividade antimicrobiana da fracdo em acetato de etila em
comparacdo com os resultados obtidos dos diferentes 6rgdos das fracdes em hexano e
diclorometano apoiando a hipétese da menor polaridade dos compostos ativos na inibi¢do do
crescimento dos microrganismos testados. Avaliando a atividade inibitéria do crescimento
dos microrganismos observamos maior poténcia da fracdo acetato de etila das folhas em
relacdo a atividade antimicrobiana do caule contra E. coli CCMB 261, na concentragao de
2,631 mg/mL e C. albicans CCMB 286 na concentracdo de 1,316 mg/mL. A atividade
fungicida mais potente foi obtida com a fracdo acetato de etila das folhas contra a E. coli
CCMB 284 e P. aeruginosa CCMB 268, na concentragdo de 5,263 mg/mL, e contra C.
parapsilosis CCMB 288, na concentracao de 10,525 mg/mL.

A fracdo em butanol das folhas apresenta maior poténcia do que a fracdo
diclorometano das folhas e da fracdo em butanol do caule contra o B. cereus, na concentracao
de 0,658 mg/mL; contra E. coli CCMB 284, E. coli CCMB 261 e S. aureus CCMB 263, na
concentracdo de 1,316 mg/mL; e contra S. aureus CCMB 285, C. albicans CCMB 266, C.
albians CCMB 286 e C. krusei, na concentracao de 2,631 mg/mL. Na atividade bactericida
foi observada maior poténcia na fracdo butanolica das folhas contra E. coli (CCMB 284), E.
coli (CCMB 261) e S. aureus (CCMB 263), na concentragdo de 1,316 mg/mL. Estes
resultados indicam a presenca de compostos antimicrobianos de maior carater polar devido a
maior atividade inibitéria do que a apresentada pelos compostos da fracdo em diclorometano
das folhas contra quatro microrganismos, B. cereus CCMB 282, E. coli CCMB 284, E. coli
CCMB 261 e S. aureus CCMB 263. As folhas apresentaram maior poténcia na inibi¢cdo do
crescimento contra o B. cereus CCMB 282, na concentracao de 0,658 mg/mL.

Deentre os microrganismos avaliados, a P. aeruginosa CCMB 268 foi a bactéria
menos sensivel, tendo sido inibida apenas pela fracdo em hexano do caule, na concentragdo de
0,658 mg/mL, e diclorometano da folha, na concentragdo de 1,316 mg/mL. Segundo
Livermore (2002) e Fuentefria et al. (2008) a P. aerugina possui uma grande resisténcia a

antimicrobianos provavelmente devido a uma maior expressio de bombas de efluxo,



produgdo de B-lactamase e a perda ou expressdo reduzida de proteinas de membrana externa,
o que explicaria uma menor atividade das amostras da Cratylia hypargyrea.

E importante destacar que todas as amostras apresentam resultado bactericida contra
B. cereus CCMB 282, E. coli CCMB 284, P. aeruginosa CCMB 268 e S. cholaraesuis
CCMB 281; e fungicida contra todas as leveduras em andlise mais potentes do que a
apresentada pelos controles positivos. Todas as amostras analisadas apresentaram valores de
CIM inferiores aos valores do controle positivo, nistatina, contra C. parapsilosis CCMB 288,
sendo que a fracdo em hexano do caule foi a amostra que apresentou menor valor de CIM
(0,164 mg/mL) e de CFM (0,658 mg/mL). Estes resultados indicam a fragdo em hexano do
caule da Cratylia hypargyrea como um promissor fitoterdpico antifingico, entretanto a
avaliacdo da citotoxidade e outros testes pré-clinicos deverdo ser realizados para determinar
as doses letais e de eficicia, entre outros parametros farmacocinéticos, seguidas por testes

clinicos.

6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho apresentou o primeiro estudo de triagem fitoquimica e bioldgica
da espécie Cratylia hypargyrea detectando as principais classes dos constituintes presentes
nas folhas e caule, bem como sua acdo anti-oxidante e antimicrobiana. Para as folhas e caules
desta espécie observou-se a presenca de constituintes da classe dos terpenos, triterpenos,
esteroides, acidos fendlicos e flavonoides.

O extrato metandlico bruto e suas fracdes hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as linhagens testadas neste
trabalho pelo método da concentragdo inibitéria minima (CIM), concentragdo bactericida
minima (CBM) e concentragdo fungicida minimo (CFM), em concentracdes variadas. Com a
metodologia CIM o extrato bruto e suas fracdes demonstraram atividade, com concentragdes
variando de 0,082 a 21,05 mg/mL. A amostra de maior eficiéncia foi a fracio em hexano do
caule que apresentou um potente efeito bacteriostatico e fungiostitico em comparagdo as
demais fracOes de ambos os 6rgdos vegetais; sendo que a atividade fungistatica da amostra da
fracdo em hexano do caule apresentou poténcia aproximada de 100 vezes maior do que o
controle positivo. Todas as amostra das folhas e caule da Cratylia hypargyrea apresentaram

acdo bactericida contra B. cereus, E. coli CCMB 284, P. aeruginosa e S. choleraesuis a qual



nao foi observada na andlise com o cloranfenicol; assim como a maior poténcia fungistatica
em relacdo ao controle positivo, nistatina, contra todas as leveduras testadas.

Segundo a andlise da atividade anti-oxidante, todas as fracdes e extratos apresentaram
esta acdo com capacidade de inibicdo do radical livre entre 12 e 66%, entretanto com
destaque para as fragdes em diclorometano do caule e das folhas, que apresentaram os
maiores potenciais de sequestro do radical DPPH.

Os resultados obtidos neste trabalho apontam o potencial antimicrobiano e
antioxidante de C. hypargyrea, que aliados aos testes de triagem fitoquimica, indicam a
necessidade de complementacdo destes estudos e aplicagdes, com isolamento dos possiveis

agentes bioativos.
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