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RESUMO

As plantas séo usadas pelo homem desde a antiguidade para tratar doencas. Nesse
contexto, a espécie Schinopsis brasiliensis Engl. arvore endémica do semi-arido
encontrada no bioma Caatinga, é usada pela populacdo em razdo de suas
propriedades antiinflamatodrias. Estudos ja demonstraram atividades antimalarica,
antifangica, antinociceptiva, antiinflamatoéria, fotoprotetora, citotoxica, larvicida,
antioxidante e antimicrobiana de diversas partes da planta a partir, principalmente, de
extratos etandlicos, metanolicos e 6leos essenciais, mas ndo ha registro de estudos
com fracbes mais purificadas dos mesmos. Assim, 0 presente trabalho objetivou
avaliar a fracdo acetato de etila da S. brasiliensis para identificar as classes de
metabdlitos secundarios presentes nos mesmos pela prospeccado fitoquimica,
determinar o teor de fenodis e flavondides totais e suas atividades antioxidante e
antimicrobiana. A prospeccao fitoquimica da fracdo acetato de etila, usando métodos
colorimétricos e de precipitacdo, revelou a presenca de metabdlitos dos grupos
alcaloides, antocianinas, catequinas, flavonoides, leucoantocianidinas, saponinas,
taninos, triterpendides. O teor de fendis e flavonodides totais, respectivamente, foi de
807,28 + 0,002 mg EAG/g e 218,14 + 0,01 mg EQ/g. Quanto a atividade antioxidante
pelo método DPPH, foi observado um IAA de 4,3 £ 0,01 e ICs0 de 9,49 £ 0,01 pg/mL.
Na analise da atividade antimicrobiana, observou que as bactérias Streptococcus
pyogenes e Klebsiella rhinoscleromatis foram resistentes a fracdo acetato de etila,
com halos de inibicédo do crescimento de 8mm. As bactérias Streptococcus agalactiae,
Escherichia coli e E. coli derivada apresentaram um halo de inibicdo de 10 mm, sendo
assim classificadas como de sensibilidade intermediaria, enquanto a Staphylococcus
epidermidis apresentou o maior halo de inibicdo com 20 mm, mostrando sua alta
sensibilidade a fracdo. Quanto as concentracdes inibitérias minimas (CIM), a bactéria
S. epidermis ndo cresceu em nenhuma das concentracfes testadas, sendo que sua
CIM foi de 1,68 pg.mL?. As bactérias S. agalactiae, E. coli, E. coli derivada e K.
rhinoscleromatis apresentaram CIM de 6,75 ug.mL1, enquanto a S. pyogenes teve o
valor mais alto de CIM em 12,5 yg.mL* . Desse modo, a fracéo acetato de etila exibiu
diversos metabolitos secundéarios e mostrou atividade antioxidante e antimicrobiana,
demonstrando seu potencial para futuros estudos que avaliem sua composicao
quimica mais detalhadamente, determinando os compostos presentes na fracédo, bem
como estudos pré-clinicos e eventualmente clinicos sobre as suas propriedades.

Palavras-chave: Schinopsis brasiliensis. Antioxidante. Antimicrobiano. Compostos
fendlicos. Metabdlitos.



JESUS, Jaqueline Ribeiro de. Tutor: Charles dos Santos Estevam. Evaluation of
Schinopsis brasiliensis’ biological activity. Master's degree dissertation, Post-
graduate program in Biotechnology (PROBIO), 2023.

Abstract

Plants have been used by humanity since ancient times to treat diseases. In this
context, species Schinopsis brasiliensis Engl, an endemic semi-arid tree found in the
Caatinga biome, is used by the population due to its anti-inflammatory properties.
Studies have already demonstrated antimalarial, antifungal, antinociceptive, anti-
inflammatory, photoprotective, cytotoxic, larvicidal, antioxidant and antimicrobial
activities of various parts of the plant, mainly from ethanolic, methanolic and essential
oil extracts, but there are no records of studies with more purified fractions of these
extracts. Thus, the present study aimed to evaluate the ethyl acetate fraction of S.
brasiliensis to identify the classes of secondary metabolites present in it by
phytochemical prospection, determinate the total phenol and flavonoids contents and
its antioxidant and antimicrobial activities. The phytochemical prospection of the ethyl
acetate fraction, using colorimetric and precipitation methods, revealed the presence
alkaloid, anthocyanins, catechins, flavonoids, leucoanthocyanidins, saponins, tannins
and triterpenoids. The content of total phenol and flavonoids, respectively, was 807.28
+ 0.002 mg EAG/g and 218.14 + 0.01 mg EQ/g. As for the antioxidant activity by the
DPPH method, an IAA of 4.3 £ 0.01 and ICso of 9.49 + 0.01 ug/mL were observed. In
the analysis of the antimicrobial activity, it was observed the bacteria Streptococcus
pyogenes and Klebsiella rhinoscleromatis were resistant to the ethyl acetate fraction,
with halos of growth inhibition of 8mm. Bacteria Streptococcus agalactiae, Escherichia
coli and E. coli derived showed an inhibition halo of 10 mm, thus being classified as
having intermediate sensitivity, while Staphylococcus epidermidis had the largest
inhibition halo of 20 mm, showing its high sensitivity to the fraction. As for the minimum
inhibitory concentrations (MIC), S. epidermis did not grow in any of the tested
concentrations, and its MIC was 1.68 ug.mL1. S. agalactiae, E. coli, E. coli derived and
K. rhinoscleromatis had MICs of ug.mL1, while S. pyogenes showed the highest MIC
value at 12.5 ug.mL*. Thus, the ethyl acetate fraction exhibited several secondary
metabolites and showed antioxidant and antimicrobial activity, demonstrating its
potential for future studies that evaluate its chemical composition in more detalil,
determining the compounds present in the fraction, as well as preclinical and
eventually clinical studies on its properties.

Keywords: Schinopsis brasiliensis. Antioxidant. Antimicrobial. Phenolic compounds.
Metabolites.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém relevancia nos mais diversos aspectos da sociedade
e seu contexto de utilizacdo é relatado desde a pré-historia até a contemporaneidade.
Desde a antiguidade as plantas medicinais eram utilizadas para tratamento de
enfermidades, e, com isso, a descoberta de propriedades bioldgicas ativas direciona
a presenca de diversos compostos bioativos contribuindo para a busca de fontes
naturais (SILVA et al., 2017).

Atualmente, substancias presentes em plantas sao alternativas viaveis para o
tratamento de doencas. Nesse contexto, a barauna (S. brasiliensis Engl.) é uma planta
nativa do bioma caatinga e uma arvore endémica do semi-arido do Nordeste, utilizada
na medicina popular para fins antiinflamatérios, em geral, como gripe, febre, tosse,
diarréia, disenteria, fraturas (SETTE-DE-SOUZA et al., 2020). Pesquisas mostraram
a presenca de taninos, polifendis, flavonoides dentre outros na planta S. brasiliensis
(FERNANDES et al., 2015). De acordo com Saraiva et al. (2011), o extrato de S.
brasiliensis possui atividade antioxidante e antimicrobiana.

As regibes semiaridas caracterizam-se por secas prolongadas, irregularidade
pluviométrica, vegetacdo de plantas xerdfilas, as quais tém a capacidade de
armazenar agua. Nesse contexto, o semiarido apresenta uma grande diversidade de
plantas medicinais com potencialidades. Contudo, a caatinga é um bioma que sofre
degradacdo e, por conseguinte, acaba acarretando em problemas com relacdo a
desertificacdo da caatinga e a extingdo de espécies nativas de plantas para a
contribuicdo medicinal (SOUZA; ARTIGAS; LIMA, 2015).

A caatinga € um bioma que vem demonstrando potencialidade com fonte de
recursos farmacoldgicos, isso através de estudos atrelados a correta identificacédo e
comprovacéo das propriedades medicinais das plantas nativas da caatinga. Por isso,
€ importante a sua conservagdo, sobretudo, pelas acbes antrOpicas em que as
espécies vém sofrendo com o0 processo de extingdo. Assim, as atividades
antimicrobiana e antioxidante necessitam de mais estudos cientificos que justifiquem
0 uso do composto que possui substancias biolégicas ativas e seja de facil reproducao
(SOUZA et al., 2022).



As atividades antimicrobiana e antioxidante da S. brasiliensis sdo as que mais
se destacam, especialmente em extratos da folha, além da casca do seu caule
(SOUZA et al., 2017). Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo
avaliar a Fracao Acetato de Etila (FAE) da S. brasiliensis em relagéo a identificacao
de seus metabdlitos através da prospeccao fitoquimica, determinacdo do teor de
compostos fendis totais e flavonoides totais, e sua atividade antioxidante e
antimicrobiana. A pesquisa foi realizada na fracdo acetato de etila, dando continuidade
em trabalhos ja realizados no laboratério de Quimica de Produtos Naturais e
Bioquimica (LQPNB). Ressaltamos que para este estudo ndo foram utilizados animais
como cobaias. Assim, a planta apresenta atividades biologicas bastante estudada,
entretanto necessita de mais pesquisas que enfatizem seus componentes, para
proporcionar novas descobertas que beneficiem a populacdo, ja que a planta

apresenta potencial bioldgico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia das Plantas Medicinais

Planta medicinal pode ser entendida como espécie vegetal, possuindo
substancias com carater terapéutico. Nesse sentido, a sua utilizacdo deve ser de
forma racional, pela possibilidade de ter contraindicacdes, necessitando de
aprofundamento com relacdo a suas propriedades farmacoldgicas de uso. Além do
mais, durante a evolucdo humana, ela foi usada como um dos primeiros recursos
terapéuticos pelos povos (ALMEIDA, 2011).

Com os avancos tecnoldgicos, ha um incentivo crescente em pautar cada vez
mais tal conhecimento no saber cientifico, como garantia de desenvolvimento
socioeconbmico e seguranca ambiental. Paralelamente, através do uso dessas
espécies vegetais, tem-se o objetivo de obter praticas do consumo de fitoterapicos,
mediante as substancias ativas terapéuticas (MAGALHAES; BANDEIRA;
MONTEIRO, 2020).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populacado dos
paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos
de saude e 85% usam plantas medicinais ou preparacfes dessas (SOUZA et al.,
2013).

A partir dos povos primitivos e indigenas, surge o0 interesse para o
desenvolvimento de pesquisa em produtos naturais e o descobrimento de substancias
toxicas e medicamentos ao longo do tempo. Ademais, a descoberta de principios
ativos naturais consiste, principalmente, na associacdo entre a quimica e a
farmacologia (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Neste viés, as plantas medicinais
tém potencialidade, uma vez que séo capazes de produzir substancias biologicamente
ativas. Assim, desde a antiguidade, ja é relatado o uso para o tratamento de diversas
doencas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI, 2006).

Outrossim, a fitoterapia € estabelecida como a terapéutica caracterizada pelo
uso de plantas medicinais em suas divergentes formas farmacéuticas, a qual nao se
utiliza de substancias ativas isoladas, mesmo que de origem vegetal, conforme a
Portaria n® 971/2006 (CRUZ; GONCALVES, 2022). Desse modo, mesmo com 0O



advento do desenvolvimento dos farmacos sintéticos, as plantas medicinais sédo fontes
de alternativa para o tratamento em vérias partes do mundo, de maneira que se
observa nas ultimas décadas uma valorizacdo das preparacdes de compostos a base
de plantas para fins terapéuticos (BADKE et al., 2012).

Assim, a utilizagéo de plantas medicinais no tratamento de doengas retoma a
antiguidade e os estudos contribuem para o entendimento através do isolamento dos
compostos para analise da possibilidade de substancias ativas benéficas ao ser
humano (REMPEL et al.,, 2019). Em 2006, foram criadas a Politica Nacional
juntamente com Préticas Integrativas e Complementares e a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, para o Sistema Unico de Salude (SUS)
(FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos criada em 2006 e o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, em 2008, tém como
premissa assegurar a populacao brasileira o0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos (BRASIL, 2016). Além disso, a Politica Nacional de Préticas
Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS), aprovada pelo
Ministério da Saude, explana a area de plantas medicinais e fitoterapia como um fator
crucial para o tratamento de agravos a saude (BRASIL, 2006). Permitindo, assim, o
uso seguro atendendo as normas de maneira racional e correta para fins medicinais
(PEDROSO; ANDRADE; PIRES. 2020).

Em 2008, o Ministério da Saude (MS) do Brasil criou o Comité Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, permitindo a garantia de acesso a plantas
medicinais e fitoterapicos e servicos relacionados ao SUS, com atribuicdo de
monitorar e avaliar o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, e, em
2010, instituiu a Farmacia Viva através da Portaria MS n° 886, de 22 de abril de 2010,
que, definitivamente, inseriu a fitoterapia no SUS, visando garantir a populacédo o
acesso seguro, incentivar o fortalecimento da agricultura familiar e o desenvolvimento
tecnoldgico e industrial da satude (BRASIL, 2008).



2.2 Bioma Caatinga

O bioma da caatinga é exclusivamente brasileiro, localizado na regido Nordeste
e parte no estado de Minas Gerais (Figura 1), com caracteristicas de uma flora
resistente a seca (LUNA et al., 2022). Além disso, possui aspectos peculiares, a saber:
irregularidade pluviométrica, vegetacdo espinhosa, presenca de espécies caducifdlia,
com pouca retencdo de agua nos solos, isso devido a ma distribuicdo de chuvas. A
cobertura vegetal é representada por formacdes xerdfilas muito diversificadas, um
bioma que possui espécies endémicas e apresenta potencial medicinal, o qual é rico
em biodiversidade, possuindo assim uma grande diversidade de plantas medicinais a
ser explorada para fins cientifico, dado que ainda séo pouco estudadas (MESQUITA;
PINTO; MOREIRA. 2017).
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Figura 1: Bioma da caatinga.
Fonte: Atlas SRH, 2012.



Considerando sua biodiversidade e caracteristicas especificas, assim como
suas particularidades, como: temperaturas elevadas, baixos indices pluviométricos
anuais, ventos fortes e secos, € possivel encontrar diferentes espécies neste bioma,
0S quais ndo sdo encontrados em outros, além de serem plantas com potencial
terapéutico e farmacoldgico (VALE et al., 2022).

Dessa maneira, hd necessidade de aprofundamento de estudos dessas
plantas, ainda desconhecidas, mas que podem produzir metabdlitos secundarios com
potencial farmacéutico e que contribui para a saude publica. Plantas com atividades
fitoterpicas sdo encontradas em diversas familias botanicas, destacando-se, entre
as angiospermas, as familias Anacardiaceae, Myrtaceae, Moraceae, Canellaceae e
Asclepiadaceae, dentre outras (MESQUITA; PINTO; MOREIRA, 2017).

2.3 Familia Anacardiaceae

Anacardiaceae tem sua familia composta por cerca de 80 géneros e 600
espécies, sendo da ordem Sapindales. Os seus géneros sao subdivididos em cinco
tribos (Anacardiaceae, Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae). As
espécies frutiferas dessa familia sdo a manga (Mangifera indica), originaria da Asia, e
o caju (Anacardium occidentale), nativo do Brasil (CERUKS et al., 2007).

No semiéarido brasileiro, a familia Anacardiaceae tem importancia social e
econbmica, uma vez que faz parte de frutiferas e espécies com grande potencial
madeireiro e medicinal dos géneros Schinus e Myracrodruon. A familia apresenta
importancia econdmica, desde a sua utilizagdo com seus frutos comestiveis, a
exemplo do uso como madeira e ornamentos, a exemplo do cajueiro (Anacardium
occidentale L.), do qual obtém-se, também, a castanha-de-caju (SANTOS; BORBA;
QUEIROZ, 2008).

Estudos na literatura mostram que espécies da familia Anacardiaceae tém se
mostrado promissoras na busca de substancias bioativas. Nesse contexto, o género
Schinopsis €é constituido basicamente por 14 espécies e sua utilizacao esta associada
ao uso de sua madeira no meio rural. Conforme o estudo, atividades bioldgicas ja
foram identificadas com destaque para a familia Anacardiaceae, relatando
propriedades antioxidantes (SARAIVA et al., 2011).



Assim, Costa et al. (2021), realcam substancias, como o &cido galico e
isotachioside, e as substancias como 3,4-dihidroxifeniletanol-5-3-D-glicosideo e 5-
hidroxi-4- metoxibenzoico-3-0-p-D glicosideo do &cido benzdico. Saraiva et al. (2020)
relatam que na planta tem sido identificado e/ou isolado a partir das folhas e caule de
S. brasiliensis os seguintes metabolitos secundarios: acido galico, galato de metila,
quercetina, quercetina-3-O-B-D-xilopiranoside 5,6,7,8,3, 4'-hexahidroxiflavonol,
5,7,4' 5'-tetrahidroxiflavon-3'-0-3-D-glicopiranosideo, megastigmona, gallic acid 4-O-
b-D-glucopyranoside, gallic acid 4-O-b-D-(60-Ogalloyl)-glucopyranoside, ethyl-O-b-D-
(6’-Ogalloyl)-glucopyranoside, 2-hydroxy-4-methoxyphenol, 2-hydroxy-4-
methoxyphenol 1-O-b-D-(6’-Osyringoyl) - glucopyranoside , &cido elagico,
5,6,7,8,3',4'-hexahidroxi-flavonol, aquil e alquenil fendis, Bsitosterol, estigmast-4en-3-

ona, estigmast-4-em-ona-6-3-ol, entre outros.

2.4 Género Schinopsis

O género Schinopsis € constituido por 14 espécies, sendo que a sua utilizacdo
esta associada ao uso madeireiro nos meios rurais e urbanos para curtimento de couro
ou na industria madeireira devido a resisténcia a degradacao por umidade, ou ao
ataque de insetos e radiacao ultravioleta (WILLIANS; MILLER; GNAGSTAD, 2001).
De acordo com Santos et al. (2018), esse género tem diversos compostos bioativos,
tais como compostos fendlicos, flavonoides, taninos, triterpenos, além de apresentar
diversas atividades biol6gicas, como anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante,

fotoprotetora, larvicida, moluscida, neuroprotetora, etc.

2.5 Barauna (Schinopsis brasiliensis Engl.)

Popularmente conhecida como barauna, bratna, baratuna-do-sertdo, coracao-
de-negro, maria-preta-da-mata, quebracho ou ubirarana, do género Schinopsis,
pertencente a familia Anarcardiaceae. A barauna (Schinopsis brasiliensis Engl.) &
considerada uma arvore tipica do bioma caatinga e endémica do Nordeste brasileira,
a qual pode alcancar 10-12 metros de altura (BRITO et al., 2020).

A utilizagdo da planta baraina na medicina popular destaca-se em

determinadas partes da arvore, como as folhas, casca, caule, entrecasca, resina e



frutos de S. brasiliensis, usados como anti-inflamatério, no tratamento de gripe, febre,
tosse, diarreia, disenteria e fraturas. Ademais, no combate das diversas inflamacdes,
em geral, incluindo dor de dente, e assim contribuindo para a melhoria da saude
publica da populacao (SETTE-DE-SOUZA et al., 2020).

Ademais, suas distribuicdes ocorrem nas regides Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste do pais, sendo que essa planta possui caracteristica da vegetacao caatinga
(Figura 2). Agregando valor econémico para a regido Nordeste, é amplamente
utiizada na medicina tradicional para fins anti-inflamatérios, analgésicos,
hemostaticos, antissépticos e antimicrobianos, tendo potencialidade para uso

medicinal (MEDEIROS; ALENCAR; FELISMINO, 2018).
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Figura 2: Locais de ocorréncia natural da Baratna (Schinopsis brasiliensis), no Brasil.
Fonte: Atlas SRH, 2012.
E considerada uma planta decidua, helidfita e seletiva higréfita, caracteristicas
de varzeas da regido semiarida. As flores da baraina sdo pequenas, apresentam

coloragdo creme e formato raso campanulado. Em suas flores femininas, o gineceu é



formado por um ovario pequeno, estilete Unico, estigma trifido e o androceu é
composto por cinco estames estéreis (KIILL; LIMA, 2011).

Destarte, a barauna (Figura 3) € uma arvore com comportamento deciduo,
sendo considerada uma das maiores arvores do bioma caatinga (CARVALHO, 2009).
Apresenta copa arredondada e densa, com caracteristicas botanicas de tronco
cilindrico, casca &spera de cor cinza-escura, flores em paniculas, enquanto os frutos
sao vagens cobertas por pelos finos e com uma Unica semente. Com relacéo a sua
fenologia, ela floresce geralmente no final da estacdo chuvosa, variando de regiao,
por isso ndo tem uma época definida e exata da floracdo da espécie; sua madeira
possui particularidades de ser excelente para uso externo e muito utilizada para

construcdes rurais, como moirdes (LORENZI, 1949).

Figura 3: Fotos de S. brasiliensis. A. Habito. B. Folha e flores. C. Frutos
Fonte: Wilson Araujo Lopes (2020), figuras B e C.



A espécie S. brasiliensis possui atividades biolégicas comprovadas
cientificamente, como antinociceptiva, anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana e
fotoprotetora. As investigacdes fitoquimicas indicam a presenca de taninos,
flavonoides, fendis, saponinas, triterpenos, quinonas, alcaloides, polifendis, acido
gélico, taninos condensados e &cido fendlico, contribuindo para os estudos futuros, ja
que é evidenciado a necessidade de estudar, de maneira mais aprofundada, as suas
moléculas (LINHARES et al., 2022).

Sette-de-Souza et al. (2020) enfatizam também seu uso popular, destacando-
se pela utilizacdo das folhas, entrecasca, resina e fruto de S. brasiliensis, indicados
mediante a medicina popular para o tratamento da gripe, febre, tosse, diarreia,
disenteria, dentre outros. Assim, é possivel perceber a sua eficicia, sobretudo, devido
a sua acao biologica ser ativamente benéfica ao tratamento de tais enfermidades,

proporcionando melhorias.

2.5.1 Compostos secundarios

Os metabdlitos secundérios extraidos das plantas sdo subdivididos em trés
classes principais: terpenoides, alcaloides e compostos fendlicos, os quais séo obtidos
pelo metabolismo da glicose em duas vias de base principais: via do acido chiquimico
e via do acetato (acetil-CoA) (BARRETO; GASPI; OLIVEIRA, 2020). Os metabdlitos
secundarios presentes nas plantas exibem uma série de substancias de interesse que
contribuiram para o desenvolvimento de farmacos terapéuticos (SA-FILHO et al.,
2021).

Na producéo dos metabdlitos (Figura 4), diversos fatores influenciam, como o
periodo de coleta do material vegetal, a sazonalidade, o indice pluviométrico, a
radiacdo UV, a composicédo atmosférica, a altitude, a temperatura, a idade da planta,
a agua, além da nutricAo de micronutrientes e macronutrientes, o que justifica a
producdo ser diferente de cada espécie de planta. Esses compostos sdo de ampla
utilidade, servindo como base para o desenvolvimento e a produgcdo de farmacos,
produtos agroquimicos, alimentos entre outros. Dessa maneira, contribuem para o
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos (BARRETO; GASPI; OLIVEIRA,
2020).
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Figura 4: Principais fatores que podem influenciar na producdo dos metabdlitos secundarios
Fonte: Gobbo Neto & Lopes (2007).

As espécies vegetais produzem compostos metabdlitos que resultam em uma
grande diversidade de produtos quimicos que podem ser classificados como
metabdlitos primarios e secundarios. Assim, o metabolismo primério das plantas esta
associado a todos os processos fotossintéticos que originam a formacdo de acidos
carboxilicos do ciclo de Krebs, (- aminoacidos, hidratos de carbono, &cido graxos,
proteinas e acidos nucléicos, todos envolvidos nos processos vitais e importantes para
as plantas. JA os metabdlitos secundarios sao especificos de cada espécie, e
determinadas plantas podem apresentar diferentes substancias biologicamente ativas
(TAIZ; ZEIGER, 2009).

De acordo com Barros et al. (2021), devido a presenca de compostos bioativos
em determinadas espécies de plantas, hA um menor custo de producdo. Nesse
contexto, temos como exemplo, 0s quimioterapicos para o cancer, a vimblastina e a
vincristina, extraidas da Catharanthus roseus. Ademais, o etoposideo, o teniposideo
e o taxol sdo considerados importantes farmacos por beneficiarem a populacdo, bem
como pelo interesse da industria farmacéutica, tornando assim pertinente seu uso em
escala industrial e no desenvolvimento de farmacos, dado que ha estudos cientificos
comprovando sua aplicabilidade. Com isso, a aplicagdo dos compostos bioativos
como agentes antioxidantes e antimicrobianos, tem gerado perspectivas na producéo
de farmacos eficazes atuando como potencialidade de novas substancias que visem

contribuir para o bem-estar da populacéo (VIEGAS JUNIOR; BOLSANI, 2006).
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Na literatura os extratos hexanicos e cloroférmicos do caule de S. brasiliensis
ja tém sido isolados aquil e alquenil fendis, lignanas, esterdides (B-sitosterol,
estigmast-4-en-3-ona, estigmast-4-en-ona-6--ol e 5a, 8a-epidioxiergosta-6,22-dien-
3B-ol), assim como triterpenos (CARDOSO, 2001; CARDOSO et al., 2005).

J4 em referéncia a parte da folha da mesma planta foram isolados e
identificados compostos, como a quercetina, megastigmona, 5,6,7,8,3',4'-
hexahidroxiflavonol, galato de metila, acido elagico e acido galico (MOREIRA, 2009;
SOUZA, 1990).

Em pesquisas realizadas por Chaves et al. (2011), foi verificada a presenca de
compostos quimicos, como os taninos pirogalicos, fendis, flavonoides, resinas e
alcaloides, no extrato hidroalcodlico da S. brasiliensis. Mediante os compostos
organicos originarios dos metabolitos secundarios, encontram-se os flavonoides que
constituem a classe referente aos fendlicos vegetais. E nessa classe que se
encontram as antocianinas, flavondis, flavonas, isoflavonas, flavonas de interesse
medicinal e biotecnolégico, devido a presenca de atividade antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatdéria e antitumoral (LINHARES et al., 2011).

Sette-de-Souza et al. (2020) enfatizam também seu uso popular, destacando-
se pela utilizacdo das folhas, entrecasca, resina e fruto de S. brasiliensis, indicados
mediante a medicina popular para o tratamento da gripe, febre, tosse, diarreia,
disenteria, dentre outros. Assim, é possivel perceber a sua eficacia, sobretudo, devido
a sua acao biologica ser ativamente benéfica ao tratamento de tais enfermidades,
proporcionando melhorias.

A espécie S. brasiliensis possui atividades biolégicas comprovadas
cientificamente, como antinociceptiva, anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana e

fotoprotetora, entre outras, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Atividades bioloégicas de Schinopsis brasiliensis.

ATIVIDADE PARTE .
i EXTRATO REFERENCIA
BIOLOGICA UTILIZADA
Antifangica Folha Etanodlico JOVITO, 2016
Anti-inflamatoria Raiz Metanolico MOREIRA, 2014
Antimalarica Casca do caule Alcodlico OLIVEIRA, 2011
Alcodlico CHAVES et al., 2011
Metandlico SARAIVA et al., 2011

Antimicrobiana

Folha

Oleo essencial

SARAIVA et al., 2013
DONATI et al., 2014

Casca do caule Hidroalcodlico SILVA, 2011
Etandlico SOUZA, 2015
Antinociceptiva Raiz Metandlico MORREIRA, 2015
Antioxidante Folha Metandlico SARAIVA et al., 2011
Casca do caule Etandlico CASTRO, 2014
Metanolico LIMA, 2011
SANTOS et al., 2017
Raiz Metanolico MOREIRA, 2014
Citotoxica Folha Hexanico MELO et al., 2017
Fotoprotetora Casca do caule Etandlico LIMA-SARAIVA et al., 2017
Larvicida Casca do caule Hidroetandlico SANTOS et al., 2014
Moluscicida Casca do caule Hidroetandlico SANTOS et al., 2014
Mutagénica Casca do Caule Nebulizado SILVA, 2011
Neuroprotetora Folha Etandlico CASTRO, 2014

Fonte: Silva et al. (2017).
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2.6 Atividade antimicrobiana

Calvo e Martinez-Martinez (2009), enfatizam a descoberta da penicilina em
1929, que contribuiu para a populacdo. Nesse viés, uma evolucdo no marco da saude,
0s antimicrobianos utilizados exercem sua a¢éo em algumas das seguintes estruturas
ou fungdes bacterianas: inibir a sintese da parede bacteriana, alterar a integridade da
membrana citoplasmatica, impedir a sintese de proteinas ou bloquear as fungcdes de
sintese ou acido nucleico antimicrobiano cuja funcéo é proteger outros compostos de
enzimas hidroliticas bacterianas, como os inibidores de 3-lactamase. Com base nisso,
0s antimicrobianos tém uma grande potencialidade a depender da maneira que sejam
utilizados, proporcionando um melhor aproveitamento acerca de seu uso para a
comunidade.

Considerando que aumenta o numero de microrganismos resistentes aos
antibiéticos em uso, a busca por novos farmacos com potencial antimicrobiano é
urgente (SPEZIA et al., 2020). Assim, na contemporaneidade, € perceptivel a
resisténcia de antibioticos, cada vez mais frequente, e isso fez com que a industria
farmacéutica desenvolva novas drogas com meios de resisténcia, destacando-se
alguns organismos probleméticos, tais como MRSA, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae com B-lactamases
de espectro estendido, enterococos e MRSA resistentes a vancomicina (SCHERER,;
BOTONI; COSTA-VAL, 2016).

A luz dos resultados da pesquisa na literatura, foi demonstrada atividade
antimicrobiana das fracdes n-hexano, acetato de etila e metanol das folhas de S.
brasiliensis, sendo que frente as cepas S. aureus MRSA multirresistentes, as menores
CMI foram iguais ou menores que 100 ug/mL sendo assim, classificadas como muito
ativas e ativas, mostrando que foi promissor, contribuindo para a continuidade da
pesquisa (SARAIVA et al., 2013). Na literatura aborda que foi observado moléculas
ativas relacionadas a atividade antimicrobiana tais como galato de metila e acido
galico, além de moléculas ja isoladas referentes as folhas de S. brasiliensis (SARAIVA
etal., 2011).

Ainda, Saraiva e colaboradores (2013) realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar a atividade antimicrobiana e sinérgica de 4 fracdes das folhas de S. brasiliensis

Engl. frente as cepas Staphylococcus aureus MRSA multirresistentes. Os métodos
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utilizados no experimento foram pocos de difusdo em agar, concentracdo minima
inibitéria (CIM) - diluicdo em &gar e bioautografia. Neste mesmo contexto, os autores
evidenciaram em sua pesquisa que o0 uso das fracbes das folhas de S.
brasiliensis associado aos antibiéticos tetraciclina e oxacilina in vitro aumenta a acao

antimicrobiana dos antibiéticos.

2.7 Atividade Antioxidante

Um antioxidante pode ser compreendido como uma substancia que em baixas
concentracdes, consegue retardar ou prevenir a oxidacao, além de possuir diferentes
niveis do processo de oxidacao envolvendo moléculas de lipidios (SUCUPIRA et al.,
2012). Os principais mecanismos de acao de compostos antioxidantes sdo a captacao
de radicais, bem como a supressao de estados excitados (CERQUEIRA; MEDEIROS;
AUGUSTO, 2007).

A literatura ainda evidencia que diversos extratos de plantas vém contribuindo
de maneira significativa para a populacédo, isso devido ao fato de exercerem acéo
antioxidante. Nesse contexto, compreende-se que as plantas em geral produzem uma
diversidade de substancias antioxidantes que atuam prevenindo o0s danos
moleculares, isso causado por espécies reativas de oxigénio (ERRO) (NUNES et al.,
2008). As classes de compostos presentes em plantas com atividade antioxidante,
sdo principalmente os flavonoides e os taninos que exercem uma inibicdo da
peroxidacao lipidica (MORAES et al., 2009).

Nessa direcdo, os estudos na literatura enfatizam a acédo antioxidante de S.
brasiliensis, principalmente em extratos da folha. No estudo é demonstrado que as
folhas de S. brasiliensis apresentaram atividade antioxidante significativa e isso pode
estar atrelado a presenca de terpenos (DONATI et al., 2014).

Na pesquisa realizada por Moreira (2009) foi demonstrado que os extratos das
fracOes acetato de etila e diclorometéanico das folhas de S. brasiliensis, além das
substancias isoladas tais como quercetina-3-O-B-D-xilopiranosideo, &cido galico e
galato de metila tém excelente atividade antioxidante in vitro. No extrato etandlico, isso
na casca da mesma planta estudada, apresentou atividade antioxidante e
antimicrobiana (LIMA-SARAIVA et al., 2017). Santos et al.,, (2017), ao avaliar o
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potencial antioxidante no extrato etandlico da casca do caule desta espécie, observou
atividade redutora de radicais livres.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar a atividade biolégica do extrato fracdo acetato de etila (FAE) da

entrecasca de S. brasiliensis.

3.2 Especificos

e Realizar a prospeccao fitoquimica do extrato da FAE da entrecasca de S.
brasiliensis;

e Quantificar os fendis totais da FAE;

e Realizar a quantificacédo do teor total de flavonoides totais da FAE;

e Avaliar a atividade antioxidante, através do meétodo radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH) da FAE;

e Determinar a CIM do extrato da FAE de S. brasiliensis.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e ldentificacdo do Material Vegetal

As entrecascas da planta S. brasiliensis Engl. foram coletadas na cidade de
Piranhas, Alagoas - Brasil, nas coordenadas geograficas 9° 35'54,37" S, 37°
46°08,31°0.

4.2 Preparo do Extrato

Foram separados 3 kg da entrecasca do vegetal e colocados para secagem em
estufa de circulacao de ar a 37°C até o peso constante. Posteriormente, o material foi
reduzido a po, com o auxilio de um moinho, e submetido a extracdo por maceragao
exaustiva em etanol 90%. Posteriormente, o extrato foi filtrado e concentrado em
evaporador rotatério sob presséo reduzida para eliminacdo do solvente e obtencéo do
extrato hidroetandlico de S. brasiliensis; parte do extrato hidroetandlico foi dissolvido
em solugdo de Metanol/Agua (2:3) e submetido & extracg&o liquido/liquido com acetato
de etila para obtencéo da fracdo acetato de etila (FAE).

4.3 Prospeccao Fitoquimica

A prospeccao foi realizada com a fracdo acetato de etila de S. brasiliensis
conforme Santos et al., (2022), tendo como objetivo detectar a ocorréncia dos
constituintes quimicos presentes na amostra. Foram utilizados 10 mg da fracdo
acetato de etila, dissolvida em metanol, 3 mL do extrato diluido foram distribuidos em
7 tubos para realizacdo dos testes descritos a seguir.

4.3.1 Teste para Flavonoides

Neste teste, foram colocados em um tubo de ensaio 5 mL de solucéo

metandlica do extrato (1 mg.ml1). Apés, foi adicionado 5 mg e magnésio granulado.
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Ao final da efervescéncia, observou-se o aparecimento de uma coloracdo résea a

vermelha.

4.3.2 Teste para fenois e taninos

Este teste baseia-se na capacidade dos grupos dos taninos de se complexar
com metélicos formando precipitados, e de cloreto de ferro em oxidar os fendis. Ao
tubo de ensaio contendo a fracdo acetato de etila foram adicionados trés gotas de
solucéo alcodlica de cloreto férrico (FeCls) 1 mol.L! , depois de agitar foi observado
qualquer variacdo de cor e/ou formacdo de precipitado escuro abundante. Para
controle da reacdo, foi utilizada uma amostra contendo somente agua e FeCls. O
surgimento de cor variando entre azul e vermelha é indicativo da presenca de fendis,
enquanto a formacgédo de precipitado azul escuro indica a presenca de taninos
pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e de cor verde, a presenca de taninos flobabénicos

(taninos condensados ou catéquicos).
4.3.3 Teste para leucoantocianidinas e catequinas

Neste teste, em um tubo de ensaio foram colocados 4 mL da solug&o do extrato,
e posteriormente acidificou-se até o pH 3,0. Apés, foi aquecida com auxilio de uma
lampada de alcool durante 2-3 minutos e observou-se a formacdo de coloracao
vermelha (indicativo de leucoantocianidinas) ou amarelada (indicativo de catequinas).
4.3.4 Teste para catequinas (derivados de taninos condensados)

Em 3 mL de solugcdo metandlica do extrato (1 mg.mL) foi adicionado 1 mL de

solucéo de vanilina 1% e 1 mL de HCL concentrado, e foi observado o aparecimento

de coloracéo vermelha intensa.
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4.3.5 Testes para antocianinas

Em trés tubos de ensaio foram adicionados 4 mL da solucdo do extrato.
Acidulou-se uma delas até pH 3,0, alcalinizou-se outra até 8,5 e a terceira até 11.0.
Caso tenha havido a formacéo de coloracao vermelho, lilas e azul-purpura nos 3 tubos

de ensaio, respectivamente, fica confirmada a presenca de antocianinas.

4.3.6 Teste para saponinas

Este teste baseia-se no fato de que os heterosideos saponosideos (saponinas)
tém propriedades detergentes e surfactantes e, quando tratados com HCI e aumento
de temperatura, sofrem hidrélise, precipitam as agliconas e perdem suas propriedades
detergentes. Foi usado neste ensaio os residuos insoluveis em cloroférmio, separados
no teste anterior, o0 material foi solubilizado em agua destilada e filtrado em um tubo
de ensaio. Agitou-se fortemente o tubo com a soluc¢éo por 2-3 minutos e foi observado
a formacéo de espuma. O aparecimento de espuma persistente e abundante indica a
presenca de saponinas. Para confirmacédo da presenca do metabdlito, adicionou-se
2mL de HCI concentrado ao contetdo do tubo de ensaio e colocado imerso em banho-
maria. Posteriormente, neutralizou-se, resfriando-o e agitando-o. A presenca de

precipitado na formacgéo de espuma confirma a presenca de saponina.

4.3.7 Teste para esteroides e triterpenoides

Este teste € utilizado para averiguar a presenca de nucleo esteroidal ou
triterpenoidal. Para este ensaio foram utilizados 10 mL de uma solugdo contendo a
fracdo acetato de etila em béquer e, foi deixada para secar em banho-maria. Extraiu-
se o residuo seco do béquer por trés vezes com porc¢des de 1-2 mL de cloroférmio
(CHCL3). A solucéo cloroférmica foi filtrada em um pequeno funil fechado com algodao
coberto com alguns miligramas de sulfato de sédio (NA2SOa4) anidro para um tubo de
ensaio seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Foi
acrescentado trés gotas de acido sulfarico (H2SOa4) concentrado, agitou-se e foi

observado se ocorria o desenvolvimento de cores. A coloracdo azul seguida de verde
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permanente € um indicativo a presenca de esteroides livres, enquanto a cor parda a

vermelha indica triterpenoides pentaciclicos livres.

4.3.8 Teste para alcaloides

Este teste baseia-se na precipitacao de alcaloides ao interagir com o reagente
Dragendorff. Este reagente consiste numa solucao de iodeto de bismuto de potassio,
em acido diluido. Quando em contato com a amostra que contém alcaloides e
compostos nitrogenados, formam-se precipitados e a solugao apresenta mudanca de
coloragdo que varia de amarela a vermelha alaranjada. O precipitado € obtido através
da formacdo de um complexo entre o &tomo de bismuto e os grupamentos aminas
presentes nos compostos a serem analisados. Foi diluida uma pequena quantidade a
fracédo acetato de etila, transferiu-se para o tubo de ensaio e foram adicionadas 3 gotas
de Dragendorff observando o resultado.

4.4 Quantificacao dos Fendis Totais (FT)

A determinacéo do teor de fendis totais foi realizada utilizando o método de
Folin-Ciocalteau (SOUZA et al., 2007). A fracdo acetato de etila (FAE) foi dissolvida
em metanol, em seguida, transferida para um baldo volumétrico de 10 ml e o volume
completado com metanol, formando assim uma solu¢do metanélica de 1 mg.ml L.

O extrato fracao acetato de etila da S. brasiliensis foi pesado (5 mg) e dissolvido
em MeOH. O reagente Folin-Ciocalteu (0,5 mL) foi adicionado aos tubos falcon
contendo 0,5 mL dos extratos. O contetudo foi misturado em 1 mL de uma solucéo
saturada de carbonato de sédio (Na2COs3) e foi adicionado a cada tubo, para chegar
ao volume de 10 mL com agua destilada. O contetudo dos tubos foi misturado em
vortex e levado ao banho-maria a 50° C por 7-10 min.

Posteriormente, 2 mL de Na2COs 15% foram adicionados a mistura e agitada
por 30 segundos. As analises foram conduzidas em triplicata e em trés repeticoes; e
o teor de FT determinado por interpolacdo da média das absorbancias contra uma
curva de calibracdo construida com padrdes de acido galico e expresso como mg de
equivalentes de acido galico (EAG) por g de extrato (EAG mg/g extrato) e + desvio

padrao.
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A concentracdo de fendlicos totais foi medida apds 2 horas de repouso da
mistura e seu valor comparado com o do padrdo de &cido gélico. A leitura das
absorbancias foi medida a 750 nm num espectrofotbmetro UV visivel. Utilizando
cubetas de vidro, tendo como “branco” o metanol, no lugar de FAE, e todos os demais

reagentes.

4.5 Quantificacao de Flavonoides Totais (FLT)

O método do cloreto de aluminio foi usado para determinar o teor de
flavonoides, usando um padréo de quercetina (CHAVES et al., 2013), na concentragao
final de 1 mg/mL. Em seguida, o extrato foi misturado com uma solucéo de cloreto de
aluminio (2% em metanol) na proporcéo de 1:1 e deixado em repouso por 10 min. A
curva de calibracdo foi preparada com um padrdo de quercetina em diferentes
concentracdes. Os resultados foram expressos em microgramas de quercetina/mg do

extrato (EQ pg/mg extrato) + desvio padrao.

4.6 Avaliagédo da Atividade Antioxidante

4.6.1 Método através do radical DPPH

A atividade de eliminacéo de radicais livres foi medida usando o 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) (SANTOS et al., 2011). Na concentracéao final de 1 mg/mL, as
solucdes foram deixadas em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz, e as amostras
foram medidas a 515 nm. Para o controle negativo, a solugdo DPPH foi usada, a
atividade antioxidante foi calculada por meio de uma curva de calibracdo obtida pela
porcentagem de antioxidante, atividade expressa como a concentracdo eficiente
(ICs0), ou seja, a concentragdo da amostra necessaria para reduzir a absorbancia do
controle negativo de 50%.

A curva de calibracdo do DPPH foi construida a partir dos valores de
absorbéancia a 515 nm. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram expressos em ug/ml + desvio padrao. Além dos valores ICso, também a atividade
antioxidante foi expressa pelo indice de atividade antioxidante (IAA). Sobre isso, os

autores Scherer & Godoy (2009) consideram amostras que apresentam atividade
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antioxidante pobre, quando IAA for menor que 0,5; atividade antioxidante moderada
quando IAA estiver entre 0,5 e 1,0; atividade antioxidante forte quando IAA estiver

entre 1,0 e 2,0 e; atividade antioxidante muito forte quando I1AA for maior que 2,0

4.7 Atividade Antimicrobiana

Os testes de susceptibilidade microbiana pelo método de difusdo em agar
Mueller-Hinton (CLSI, 2003) e determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (MIC)
foram realizados em triplicata para cada bactéria, em ambos os testes, sendo as cepas
dos microrganismos Escherichia coli derivada (ATCC 25922), Staphylococcus
epidermidis derivada (ATCC 12228), Escherichia coli enteropatogénica classica (0111
derivada CDC 01111), Klebsiella rhinoscleromatis derivada (CDC 06/IAL 06/02),
Streptococcus agalactiae (beta hemolitico do grupo B) derivada (ATCC 13813) e
Streptococcus pyogenes (NEWPS- 0015). A atividade antimicrobiana foi avaliada pela
determinacdo dos halos de inibicdo em milimetros, seguindo a interpretacdo dos
resultados de acordo com Santos et al. (2022), de tal forma que os halos de inibicao

formados foram comparados com a tabela de referéncia.

4.7.1 Teste de difusdo em agar

O teste foi realizado pelo método de acordo com Santos et al., (2022), onde foi
colocado em placa de petri 0 meio de cultura Agar Mueller-Hinton, contendo os
microrganismos, em seguida colocados 20 uL do extrato vegetal na concentragcéo de
100 mg/mL; em seguida, foram depositados na superficie do meio de cultura inoculado
com 0s microrganismos. Para o controle negativo foram utilizados todos os reagentes
em uso para diluicAo das amostras, enquanto para o controle positivo foi utilizado
Gentamicina.

Apbs incubacéo, decorridas 24h, foram realizadas as medidas dos halos de
inibicdo. Para interpretacdo dos resultados, recomendacdes do CLSI (2003) e Santos
et al., (2022) foram seguidas, de tal modo que os valores dos halos de inibicdo

formados foram comparados com os de referéncia para o teste.
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4.7.2 Determinacgdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada a partir do teste
guantitativo, realizada em triplicata e determinada para cada microrganismo no qual
as amostras vegetais apresentaram atividade antimicrobiana. Foi utilizado o método
de microdiluicdo em caldo proposto pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 2003).

Os testes foram realizados em placa de ELISA com 96 pocos, adicionados 100
pg de caldo million hintonaliquotas de 20 pL de cada extrato nas concentracfes de
1,68, 3,36, 6,75, 12,5 e 25 pg. Foram depositadas em cada poco da placa 100 L de
caldo Muller Hinton. Em seguida, foram acrescidos 50 pL das fracdes nas
concentragées de 1-100 pg.mL2. Em cada po¢o também foram adicionados 50 pL do
inoculo. Para o controle negativo foi utilizado o meio de cultura, averiguado se ndo ha
contaminac¢do do meio. O controle positivo foi 0 meio de cultura com indculo para
verificar a viabilidade das cepas bacterianas testadas.

Para outros controles também foram utilizados 100 pL de meio de cultura mais
20 pL de DMSO e 80 pL da suspenséao bacteriana. Foi utilizado como substancia
referéncia o antibidtico gentamicina e as bactérias que apresentaram resultado no
teste de difusdo em disco (SANTOS et al., 2022).

Posteriormente, a microplaca foi envolvida em plastico filme e incubada durante
24 horas a 35 £ 2° C. ApOs o periodo de incubacao, foram adicionados em cada poc¢o
20 pL de solucdo aquosa de resazurina 0,01% e, em seguida, a microplaca foi
incubada novamente durante 1 hora para posterior leitura de maneira visual, onde a
coloracdo azul nos pocos indicava a auséncia de crescimento bacteriano e a cor
rosa/avermelhada mostrava a presenca de metabolismo dos microrganismos no meio.
Os ensaios foram realizados em triplicata e considerou-se como CIM a menor
concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento microbiano. Os resultados

foram exprimidos pelas médias das triplicatas realizadas (SANTOS et al., 2022).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do extrato

O extrato FAE de S. brasiliensis foi pesado para a realizacdo do calculo do

rendimento do extrato, calculado pelas expressoes: rendimento (%) = (massa do

extrato/massa do material vegetal) x 100. A fracao acetato de etila (FAE) obteve um

peso total de 2,89 g, obtendo um rendimento de 0,0963%.

5.2 Prospeccéao Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica € o ensaio inicial e qualitativo para obter

conhecimentos a partir da amostra vegetal, permitindo avaliar as suas classes de

7

metabdlitos. A prospeccdo fitoquimica é o ensaio inicial e qualitativo para obter

conhecimentos a partir da amostra vegetal, permitindo avaliar as suas classes de

metabalitos.
Tabela 2: Constituintes quimicos presentes da fracdo acetato de etila na entrecasca de S.
brasiliensis.

Constituintes quimicos Fracdo Acetato de Etila
Alcaloides +
Antocianinas +
Catequinas +
Catequinas (derivados de taninos condensados) +
Cumarinas -
Esteroides -
Fenois +
Flavonoides +
Leucoantocianidinas +
Saponinas +
Taninos +
Triterpendides +

*O sinal (+) indica a presencga de metabdlito, enquanto o sinal (-) indica auséncia do metabdlito.

Fonte: Elaborag&o da autora (2020).
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Na literatura mostra Spondias purpurea L., conhecida popularmente como
Seriguela, em um estudo sobre a prospeccéo fitoquimica qual € pertencente a familia
Anacardiaceae em que a S. brasiliensis também faz parte, apresentou, em sua
composicdo quimica do extrato, compostos metabdlitos secundarios como taninos,
saponinas e flavonoides semelhantes a planta estudada (ANDRADE et al., 2020).

A espécie M. urundeuva (aroeira) mostrou por meio da prospeccao do seu
extrato etandlico a presenca de alcaloides, fendis e taninos. Estes dados encontrados
corroboram com os obtidos na literatura, sendo que a presenca dos constituintes
guimicos é identificada na familia Anacardiaceae (BESSA et al., 2013).

A FAE da S. brasiliensis apresentou importantes compostos, dentre eles os
taninos que sdo metabdlitos que atuam no sequestro de radicais livres permitindo
assim uma série de aplicacdes. A fracdo em estudo apresentou compostos do grupo
flavonoides, isso associado a atividades bioldgicas tais como atividade antibacteriana,
anti-inflamatéria, antioxidante e diurética (FERNANDES et al., 2005).

De acordo com os resultados obtidos através da prospeccao fitoquimica, a
espécie estudada mostrou a presenca dos alcaloides a qual possui propriedade
antibacteriana, antifangica, antiplasmodica e antitumoral, nesse contexto, sao
exemplos de alcaloides utilizados: a morfina (analgésico), a escopolamina
(anticolinérgicos), teofilina  (diuréticos), vincristina  (antitumorais), codeina
(antitussigenos) (SOARES et al., 2016).

5.3 Quantificacdo dos Fendis Totais (FT)

Teor de Fendis Totais (FT) da fracao foi expresso, utilizando como equivalente
0 acido galico (EAG) pelo método Folin-Ciocalteu. De acordo com os resultados,
demonstrou-se que a FAE da S. brasiliensis, teve uma concentracdo de 807,28 +
0,002 mg EAG/g. Resultados na literatura, obtidos na determinagcéo dos fendis totais
no estudo com a mesma espécie estudada, evidenciaram um valor de fendis totais de
624,6 + 0,42 (mg EAG/g) (LIMA-SARAIVA et al., 2017).

Na pesquisa de Santos et al. (2017), no extrato etandlico de S. brasiliensis, a
casca do caule apresentou alto teor de fendis totais determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau e expresso em equivalente de acido galico com resultado de 403,26 mg

EAG/g de extrato. Contudo, as plantas do género Schinopsis possuem uma
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diversidade de fitocompostos, como os fendlicos, flavonoides, taninos, terpenos,
saponinas, dentre outros (SOUZA et al., 2007). A partir da figura 5, é possivel as

diferentes concentracdes expostas da FAE referente ao equivalente de fendis totais.
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Figura 5: Fendis totais do extrato em pg.mL™2.
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Resultados na literatura, obtidos na determinacéo dos fendis totais no estudo
com a mesma espécie estudada, evidenciaram um valor de fendis totais de 624,6 +
0,42 (mg EAG/g) (LIMA-SARAIVA et al., 2017).

Na pesquisa de Santos et al. (2017), no extrato etandlico de S. brasiliensis, a
casca do caule apresentou alto teor de fendis totais determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau e expresso em equivalente de &acido galico com resultado de 403,26 mg
EAG/g de extrato. Contudo, as plantas do género Schinopsis possuem uma
diversidade de fitocompostos, como os fendlicos, flavonoides, taninos, terpenos,
saponinas, dentre outros (SOUZA et al., 2007).

Considerando os teores de fenois totais no extrato FAE, € possivel que os
principais constituintes fendlicos encontrados nesse extrato, sejam 0s taninos e
flavonoides, como mostrado na técnica da prospeccao fitoquimica. Dessa forma, o
resultado de fendis totais no extrato FAE corrobora com os achados da prospeccao
fitoquimica. Contudo, fatores ambientais podem alterar a biossintese dos metabolitos
especiais nos vegetais, desta maneira afetando na composi¢cdo quimica dos

metabdlitos presentes na planta (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
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5.4 Quantificagao do Teor Total de Flavonoides Totais (FLT)

Os teores de flavonoides totais da fracdo foram expressos como equivalente a
qguercetina. Mediante os resultados, demonstrou-se que a FAE do extrato de S.
brasiliensis apresentou flavonoides totais de 218,14 + 0,01 mg EQ/g, corroborando
com outros resultados encontrados. Na pesquisa de Lima- Saraiva et al. (2017), sobre
a analise quimica e a avaliacdo das atividades antioxidante, antimicrobiana e
fotoprotetora de S. brasiliensis Engl., encontraram-se valores para flavonoides 132,4
+ 1,76 (EQ pg/mg). Ja nesta pesquisa, o teor de flavonoides foi 218,14 + 0,01 (EQ
pMg/mg). A partir destes dados, observa-se que os valores de flavonoides totais foram
maiores neste estudo. A partir da figura 6, abaixo observa os resultados das diferentes
concentracdes de flavonoides totais, isso referente ao equivalente.
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Concentragdo de Extrato (ug.mL-1)

Figura 6: Flavonoides totais do extrato em pg.mL™.
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Corroborando com outros resultados encontrados, na pesquisa de Lima-
Saraiva et al. (2017), sobre a andlise quimica e a avaliagdo das atividades
antioxidante, antimicrobiana e fotoprotetora de S. brasiliensis Engl., encontraram-se
valores para flavonoides 132,4 + 1,76 (EQ pg/mg). JA nesta pesquisa, o teor de
flavonoides foi 218,14 + 0,01 (EQ pg/mg). A partir destes dados, observa-se que 0s

valores de flavonoides totais foram maiores neste estudo.
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5.5 Avaliacéo da atividade antioxidante - Através do Método Radical DPPH

Uma das técnicas utilizada para detectar a presenca de compostos
antioxidantes, € um método baseado na eliminacao do radical livre estavel 1,1-difenil-
2-picrilhidrazil (DPPH), na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a
intensidade de absorcdo diminui e a solugdo com o radical perde cor, tornando-se
amarela, mediante ao numero de elétrons capturados (OLIVEIRA, 2015). A avaliacéo
da atividade antioxidante em plantas medicinais € de suma importancia em pesquisas
que se detém a essa temética, sendo que muitos dos efeitos nocivos causados a
populacao sdo provocados por radicais livres. Nessa dire¢céo, o extrato FAE o material
vegetal na concentracdo mostrou ter potencial antioxidante. De acordo com os dados
observados na tabela 3, sobre a atividade antioxidante da entrecasca da S.

brasiliensis referentes ao ICso e |AA.

Tabela 3. Atividade antioxidante da frac@o acetato de etila da entrecasca de S. brasiliensis.
Extrato DPPH (IC50 mg/L) IAA (ug/mL)

FAE 9,49 +0,01 4,3+0,01

Os resultados do extrato da planta S. brasiliensis demonstraram um indice de
atividade antioxidante (IAA) obtido na FAE com IAA de 4,3 + 0,01, apresentou uma
atividade antioxidante muito forte de acordo com a classificacdo de Scherer & Godoy
(2009). Os autores consideram amostras que apresentam atividade antioxidante
pobre, quando IAA for menor que 0,5; atividade antioxidante moderada quando IAA
estiver entre 0,5 e 1,0; atividade antioxidante forte quando IAA estiver entre 1,0 e 2,0;
e atividade antioxidante muito forte quando IAA for maior que 2,0.

Nos dados obtidos para a capacidade antioxidante expressos em ICso
(Concentracdo efetiva de extrato em pg.mL* capaz de reagir com 50% do radical
presente na solucdo de DPPH), foram observados valores de ICso de 9,49 + 0,01
pMg/mL. O extrato da planta S. brasiliensis possui propriedades antioxidantes, esse
potencial pode ser atribuido principalmente a presenca de inumeras outras
substancias como flavonoides e taninos (MOURE et al., 2001).

Com base no método do DPPH, a pesquisa de Saraiva et al. (2011) apresentou
ICso de 8,80 pug.mL?, isso no extrato metandlico da folha da mesma planta; ja no

presente estudo, na FAE mostrou-se um ICso maior, de 9,49 pg.mL™.
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7

Na literatura é relatada a associacdo de alta atividade antioxidante ao
biomarcador acido galico presente na planta (LIMA-SARAIVA et al., 2017). Esses
efeitos estdo relacionados a presenca de metabdlitos secundarios como taninos,
saponinas, terpenodides, esteroides e flavonoides e compostos fendlicos,

principalmente os taninos e flavonoides (SILVA et al., 2018).

5.6 Atividade Antimicrobiana

5.6.1 Difusdo em agar

Os resultados obtidos mostraram que a FAE da S. brasiliensis exibiu halos de
inibicéo classificados como muito ativos para determinados microrganismos testados.
A avaliacdo da atividade antimicrobiana de um extrato é estabelecida pela medida do
didmetro do halo de inibicdo frente aos microrganismos testados (SANTOS et al.,
2011).

De acordo com os critérios de medidas para determinar o valor do halo de
inibicdo e classificar a suscetibilidade do microrganismo frente a amostra, Santos et
al. (2011) sugerem o seguinte padrdo: diametro do halo de inibigdo do crescimento >

15 mm é considerado sensivel; 9 a 15 mm (intermediario) e < 8 (resistente).

Tabela 4: Diametro do halo de inibicdo (mm) da frac&o acetato de etila de S. brasiliensis.

_ _ Diametro de Halo de Inibi¢céo de
Microrganismos
Crescimento (mm)
Staphylococcus epidermidis derivada 20+ 1,41
Streptococcus agalactiae 10+ 0,51
Streptococcus pyogenes 8 0,22
Escherichia coli 10+ 0,47
Escherichia coli derivada 10 + 0,47
Klebsiella rhinoscleromatis 8+ 0,81

*Dados referente ao diametro do halo de inibigdo em (mm) + desvio padrdo da média.
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A partir dos dados expostos na tabela 3 acima, é possivel observar que os halos
de inibicao obtidos do extrato de S. brasiliensis mostraram a ocorréncia de resisténcia
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apenas para 0s microrganismos S. pyogenes e K. rhinoscleromatis. Ambos
apresentaram halos de inibicdo de crescimento igual ou inferior a 8 mm.

Em se tratando das S. agalactiae, E. coli e E. coli derivada, todas demonstraram
um halo de inibicdo de 10 mm, portando classificado como intermediéario, e a S.

epidermis derivada apresentou-se sensivel, ja que foi um halo de inibicdo de 20 mm.

5.6.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A classificacdo para produtos naturais proposta por Aligianis et al. (2001) esta
baseada nos resultados de CIM, considerando: inibigdo forte com CIM < 0,5 pg/mL;
inibicdo moderada com CIM entre 0,6 e 1,5 pg/mL e fraca inibicdo com CIM = de 1,6
pg/mL.

A partir dos dados da tabela 4, os resultados da concentragédo inibitéria minima
evidenciaram que a cepa S. epidermis derivada ndo apresentou crescimento
antimicrobiano em nenhuma das concentragfes testadas, sendo que sua CIM foi de
1,68 pg.mL?t. Ja para as bactérias S. agalactiae, E. coli, E. coli derivada, K.
rhinoscleeromatis apresentaram CIM nas concentracdes de 6,75 pug.mL™, e para a

bactéria S. pyogenes 12,5 pg.mL™.

Tabela 5: Concentracgdo inibitéria minima (CIM) da fragdo acetato de etila de S. brasiliensis.

Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) -
Microrganismos Hg.mL=
Staphylococcus epidermidis derivada 1,68
Streptococcus agalactiae 6,75
Streptococcus pyogenes 12,5
Escherichia coli 6,75
Escherichia coli derivada 6,75
Klebsiella rhinoscleromatis 6,75

*Dados referente a concentragédo inibitdria minima capaz de inibir o crescimento dos microrganismos
mostra-se em pg.mL™2.
Fonte: Elaborada pela autora (2022).

De acordo com Fernandes (2011), a atividade antimicrobiana da planta foi
comprovada em estudos frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
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aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Candida albicans.

A partir dos resultados da prospeccao fitoquimica dos grupos metabdlitos
secundarios, qual indicaram a presenca de diferentes grupos, e a atividade
antimicrobiana estar associados aos constituintes fitoquimicos como saponinas,
taninos, flavonoides, alcaloides, antocianidinas, entre outros (BESSA et al., 2013).

As saponinas tém funcdes moluscida, antifungica, antimicrobiana,
antiparasitaria, antiviral, citotoxica e antitumoral. Com relacdo, aos taninos sao
compostos fendlicos e 0 mesmo desempenham funcdo de antioxidante e sua
utilizacdo destaca-se como antissépticos, adstringentes, antidiarreicos, cicatrizantes
de feridas, queimadura e inflamacdes. Os flavonoides possuem atividades anti-
inflamatorias, antialérgicas, antiulcerogénicas, antivirais, antiproliferativas,
antioxidantes, hepatoprotetores, antitrbmbicas e anticarcinogénicas (SOARES et al.,
2016).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram que a fracdo acetato de etila
da entrecasca da S. brasiliensis apresenta atividades biolégicas com potencial. Na
prospeccao foi observada a presenca de grupos de metabdlitos do tipo flavonoides;
além disso, foi constatada a presenca de metabdlitos como alcaloides, antocianinas,
catequinas, leucoantocianidinas, saponinas, taninos, triterpenoides. Os compostos
fendlicos para fendis totais mostraram-se equivalente com os valores de 807,28 +
0,002 mg EAT/g e R2 = 0,9959, e para flavonoides 218,14 + 0,01 mg EAT/g e R?
0,9962.

Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, a espécie

analisada apresentou um ICso de 9,49 + 0,01 pg/mL. Quanto aos resultados do ensaio
antimicrobiano, a fragdo acetato da concentragdo inibitéria minima (CIM), foram
observadas que as cepas Escherichia S. epidermis derivada ndo apresentaram
crescimento antimicrobiano em nenhuma das concentracfes testadas, sendo que sua
CIM foi de 1,68 pg.mL1. Ja para as bactérias S. agalactiae, E. coli, E. coli derivada,
K. rhinoscleromatis apresentaram CIM nas concentra¢bes de 6,75 ug.mL?, e 12,5
ug.mL? para a bactéria S. pyogenes. O efeito antimicrobiano observado neste estudo
pode ser atribuido a presenca de metabdlitos secundarios do tipo flavonoides, taninos,
terpendides que foram encontrados no teste qualitativo da prospeccéo fitoquimica do
extrato da planta.

Por fim, assentimos que sobre os compostos em relacdo a fracao de etila de S.
brasiliensis é importante que novos estudos e debates ampliem os resultados
abordados nesta pesquisa, uma vez que os dados aqui evidenciados fornecem

informacgdes suficientes para a continuidades de outras producdes.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos, a fragdo acetato de etila da entrecasca da S.
brasiliensis demostrou propriedades antioxidantes e antimicrobianas, sendo assim
necessario mais pesquisas para aprofundar e dando continuidade para a avaliacdo de

meétodos quimicos para a identificacdo de compostos bioativos presentes no extrato.
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