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RESUMO

As infeccBes causadas por microrganismos € um desafio global devido ao aumento da
resisténcia aos antimicrobianos. A quantidade insuficiente de novos agentes terapéuticos para
enfrentar esse problema caracteriza o que os pesquisadores chamam de “era pos-antibiotica™.
Patégenos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa sdo frequentemente associados a infeccbes de dificil tratamento, especialmente de
pele, e podem possuir mecanismos de resisténcia a antimicrobianos considerados terapias de
primeira escolha, gerando custos elevados para o sistema de salde. Nesse cenario,
pesquisadores tém explorado extratos vegetais e 0leos essenciais como alternativas as terapias
convencionais. A Hancornia speciosa, uma arvore nativa do Brasil, tem sido investigada devido
as suas propriedades terapéuticas, mas poucos estudos avaliaram o efeito antimicrobiano dos
extratos dessa planta preparados com diferentes solventes de extragcdo. O presente estudo teve
como objetivo principal desenvolver extratos de folhas e cascas de H. speciosa e avaliar sua
atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa,
envolvidos em infec¢des dermatologicas. Para isso, os extratos foram produzidos pelo método
de extracdo exaustiva em série por Soxhlet e maceracdo a frio, sequido de quantificacdo de
fendis e flavanoides. Para avaliar a atividade antioxidante foram realizados testes com o radical
DPPH. Foram realizados também testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM), bem como testes de Difusdo em Disco para avaliar
0 sinergismo com antibioticos comerciais. A quantificacdo de fendis revelou que o extrato
hidroetandlico da casca teve o maior teor de fendis totais, seguido pelos extratos de acetato de
etila e hexano. Para flavonoides, os extratos de cloroférmio das folhas (3196,66+5,74 EQ/mg)
e hexano das folhas (1352,50+9,01 EQ/mg), extraidos por Soxhlet, apresentaram maior
concentracdo. No teste de atividade antioxidante com DPPH, o extrato hidroalcoolico da casca
extraido por maceracdo a frio apresentou o melhor resultado, com um CI50 de 6,46 pg/mL e
IAA de 15,47. Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana tanto isolada quanto sinérgica
com 0s antimicrobianos comerciais, destacando-se 0 extrato hexanico da casca obtido por
Soxhlet e o hidroetanodlico da casca extraido a frio, com CIM de 1,25 mg/mL e 5 mg/mL,
respectivamente. De maneira geral, 0s extratos de casca de H. speciosa mostraram-se superiores
aos de folhas em relacédo as atividades antimicrobiana e antioxidante. Este estudo € o primeiro
a comparar os extratos de H. speciosa preparados por Soxhlet com diferentes solventes, alem
de comparar os extratos das folhas e cascas extraidos a frio com etanol. Os resultados sugerem
que H. speciosa possui potencial como fonte de compostos bioativos com atividades
significativas contra patdgenos clinicos e propriedades antioxidantes, podendo ser considerada
uma alternativa terapéutica promissora para infeccdes dermatoldgicas.

Palavras Chaves: mangabeira, Apocynaceae, atividade bioldgica, soxhlet, extracdo em série.
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ABSTRACT

Infections caused by microorganisms pose a global challenge due to the increasing resistance
to antimicrobials. The insufficient number of new therapeutic agents to address this issue
characterizes what researchers refer to as the "post-antibiotic era."” Pathogens such as
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, and Pseudomonas aeruginosa are
frequently associated with hard-to-treat infections, especially skin infections, and may possess
resistance mechanisms against antimicrobials considered first-choice therapies, resulting in
high healthcare costs. In this context, researchers have been exploring plant extracts and
essential oils as alternatives to conventional therapies. Hancornia speciosa, a tree native to
Brazil, has been investigated for its therapeutic properties; however, few studies have assessed
the antimicrobial effect of extracts from this plant prepared with different extraction solvents.
This study aimed to develop extracts from the leaves and bark of H. speciosa and evaluate their
antimicrobial activity against the microorganisms S. aureus, S. epidermidis, and P. aeruginosa,
which are involved in dermatological infections. For this purpose, the extracts were produced
using the Soxhlet serial exhaustive extraction method and cold maceration, followed by phenol
and flavonoid quantification. Antioxidant activity was assessed using the DPPH radical assay.
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
tests were performed, as well as disk diffusion assays to evaluate synergism with commercial
antibiotics. Phenol quantification revealed that the hydroethanolic bark extract had the highest
total phenol content, followed by the ethyl acetate and hexane extracts. Regarding flavonoids,
the chloroform extract from leaves (3196.66+5.74 EQ/mg) and the hexane extract from leaves
(1352.50+£9.01 EQ/mQ), both extracted by Soxhlet, showed the highest concentrations. In the
antioxidant activity test with DPPH, the hydroalcoholic bark extract obtained through cold
maceration showed the best result, with an 1C50 of 6.46 pg/mL and AAI of 15.47. The extracts
demonstrated antimicrobial activity both individually and synergistically with commercial
antimicrobials, with particular highlights for the hexane bark extract obtained by Soxhlet and
the hydroethanolic bark extract obtained through cold maceration, which had MIC values of
1.25 mg/mL and 5 mg/mL, respectively. Overall, the bark extracts of H. speciosa proved to be
superior to the leaf extracts in terms of antimicrobial and antioxidant activities. This study is
the first to compare H. speciosa extracts prepared using Soxhlet with different solvents, as well
as to compare leaf and bark extracts obtained through cold ethanol extraction. The results
suggest that H. speciosa has potential as a source of bioactive compounds with significant
activity against clinical pathogens and antioxidant properties, making it a promising therapeutic
alternative for dermatological infections.

Keywords: Mangabeira, Apocynaceae, biological activity, Soxhlet, serial extraction.
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1 INTRODUCAO

A literatura reporta a resisténcia as drogas antimicrobianas em diversos patdgenos e 0s
microrganismos mais frequentemente citados sdo as bactérias Staphylococcus aureus, a
Pseudomonas aeruginosa e o fungo Candida albicans, todas frequentemente envolvidas em
infecgBes nosocomiais (BERKOW; LOCKHART, 2017; SOUZA et al., 2019). Além disso,
esses microrganismos séo frequentemente associados a infec¢des cutaneas (TENG et al., 2023),
que podem invadir camadas mais internas e alcancar os tecidos adjacentes, incluindo o
sanguineo, 0 que ocasiona internacdo e custos elevados aos sistemas de salide (UBEROI,
MCCREADY-VANGI; GRICE, 2024). A imunidade da pele est4 intimamente relacionada a
sua microbiota. Microrganismos como o Staphylococcus epidermidis atuam na estimulacdo da
secrecdo de peptideos antimicrobianos e desempenha papel na educacdo e manutencdo da
imunidade (BAQUER et al., 2023), no entanto, em situa¢des adversas como 0 rompimento da
barreira cutdnea e baixa imunidade podem levar a condi¢cdes patologicas envolvendo

microrganismos que em situa¢fes normais poderiam ser comensais (BECK et al., 2024a).

A Hancornia speciosa Gomes (Apocynaceae) é uma arvore conhecida popularmente
como “mangabeira” o seu fruto ¢ a “mangaba” (que significa coisa boa para comer, no dialeto
indigena tupi-guarani) (NUNES et al., 2022). A H. speciosa € nativa do Brasil, pode ser
encontrada nas regides Centro-Oeste, Sudeste, Norte e Nordeste nas areas do cerrado e caatinga.
Sua frutificacdo varia de acordo com a regido em que esté localizada, mas ocorre principalmente
entre outubro e dezembro, sendo as areas de tabuleiros e baixadas litordneas do Nordeste 0s
maiores produtores nacionais (NASCIMENTO; CARDOSO; COCOZZA, 2014; NUNES et al.,
2022).

Na tradicdo popular, a H. speciosa é utilizada como planta medicinal para o tratamento
de inimeras condic6es, como a tuberculose, diabetes, obesidade, dermatites, doencas hepaticas,
hipertenséo, Ulceras gastricas, disturbios estomacais e doencas inflamatorias (MORAES et al.,
2008). Essas atividades farmacoldgicas que sdo popularmente mencionadas impulsionaram
estudos cientificos, onde esses e outros efeitos como a atividade anticancerigena,
antimicrobiana e antioxidante foram experimentalmente evidenciados (NUNES et al., 2022;
REIS et al., 2022; SANTOS et al., 2016). As atividades farmacoldgicas da planta estdo
distribuidas em diferentes estruturas da mesma, como a casca, folha, fruto, latex e sementes

sendo este Ultimo o componente menos abordado nas pesquisas (REIS et al., 2022).
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O trabalho de Sousa et al. (2022) evidenciou o potencial do dleo fixo das sementes como
modificador da atividade antibidtica dos aminoglicosideos amicacina e gentamicina, esse
estudo é apontado como pioneiro na aplicacdo do 6leo fixo da semente da mangaba para fins
microbioldgicos. Estudos como os dos autores Silva et al. (2024) evidenciaram efeito
antimicrobiano dos extratos etandlicos da casca do caule de H. speciosa e ressaltam a
importancia de novos agentes antimicrobianos, frente a crescente resisténcia aos medicamentos

disponiveis.

Apesar do que foi mencionado anteriormente, sdo poucos estudos que abordam o
potencial antimicrobiano da planta, que ndo é sequer mencionado por alguns trabalhos de
revisdo recentes, como € o caso da revisao narrativa de Reis et al. (2022). Outro ponto pouco
explorado é o efeito antimicrobiano de acordo com diferentes tipos de extracdo ou com
solventes diferentes do etanol (NUNES et al 2022). O desenvolvimento de estudos de novos
agentes antimicrobianos é importante devido a capacidade que 0S microrganismos possuem,
principalmente as bactérias, de se tornarem resistentes aos farmacos atualmente existentes no
mercado farmacéutico (AGUILAR-CAMACHO; DOONAN; MCCORMACK, 2019). Em
junho de 2024 foi publicado pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) um relatorio sobre
agentes antibacterianos, incluindo antibioticos em desenvolvimento clinico e pré-clinico em
todo o mundo. O documento reforca a necessidade urgente de produtos novos e melhores para

combater infeccdes sérias e substituir medicamentos que estdo se tornando ineficazes.

Dado o exposto, este trabalho se empenhou em avaliar o potencial antimicrobiano contra
microrganismos envolvidos em infec¢des cutdneas dos extratos vegetais de cascas e folhas de
H. speciosa, popularmente conhecida por mangabeira. Extraidos exaustivamente por solventes
seriados em aparato de soxhlet e por maceracéo a frio. Além de quantificar os teores de fendis

e flavonoides totais e avaliar seu potencial antioxidante.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrutura e funcéo da pele humana

A pele € uma estrutura dindmica, sua espessura varia e pode apresentar funcGes
especificas em diferentes regibes. A pele recobre toda a extensdo externa do corpo e €
considerado o maior érgdo humano, representando 15% do peso total de um individuo adulto.
(MCKENNA; ALLMAN; HARGEST, 2024). E formada por duas camadas principais que
apresentam funcGes distintas: a epiderme, localizada mais superficialmente e mais fina,
composta por tecido epitelial estratificado pavimentoso, ndo vascularizado (RUBE et al., 2024)
e a derme, composta por tecido conjuntivo que esta conectado a hipoderme, que é considerada
uma estrutura subcutanea (Figura 1) (RAABE et al., 2024).

- Epiderme

- Derme

- Hipoderme

Figura 1- Anatomia da pele UNA SUS- 2017

A epiderme é constituida principalmente por queratinécitos, que sdo células capazes de
produzir queratina que é uma proteina capaz de conferir resisténcia e impermeabilidade a pele
(PILLAI et al.,, 2022). Além dos queratindcitos, outras células desempenham papéis
importantes: Melandcitos, responsaveis pela producdo do pigmento melanina, que confere
protecédo contra os danos da radiacdo ultravioleta e determina a cor da pele (SNYMAN et al.,
2024). Células de Langerhans, que atuam no sistema imunolégico como sentinelas,

identificando e processando antigenos. Células de Merkel, conectadas com as terminacGes
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nervosas e funcionam como receptores sensoriais (KONSTANTINOU; LONGANGE; KAYA,
2024). A epiderme ¢ ainda subdividida em camadas ou “estratos”. Esses sdo denominados, do
superficial ao profundo, da seguinte forma: estrato corneo, estrato licido (presente apenas na
pele espessa, como nas palmas das maos e solas dos pés), estrato granuloso, estrato espinhoso
e estrato basal, também conhecidos respectivamente como camadas cornificada, clara, granular,
espinhosa e basal (ORTIZ-LOPEZ; CHOUDHARY; BOLLAG, 2022).

A derme, esta localizada abaixo da epiderme, e é a camada mais espessa da pele,
formada por tecido conjuntivo. Entre as trés camadas da pele, a derme desempenha um papel
na manutenc¢io da tensdo, elasticidade e hidratagio da pele (MACHALINSKI et al., 2024).
Possui subcamadas de tecido conjuntivo que consistem em derme reticular e derme papilar, é
rica em colageno, uma proteina estrutural abundante que contribui para as propriedades
estruturais e funcionais desta camada da pele (YASUI; TOHNO; ARAKI, 2004). A derme
reticular e papilar apresentam diferencas histologicamente notaveis. Enquanto a derme papilar
é caracterizada por feixes de colageno frouxamente dispostos, compostos majoritariamente por
colageno tipo 11l e apresenta grande quantidade de fibroblastos, a derme reticular abaixo é
caracterizada por baixa densidade de fibroblastos e fibras de colageno espessas, direcionais e
compactas, formadas por colageno tipo I e 111 (CHITTURI; LEASK, 2024). Os fibroblastos por
sua vez, sdo celulas fusiformes, mesenquimais, que mantém a matriz extracelular, garantindo o
papel estrutural dos tecidos conjuntivos moles, secretam citocinas e fatores de crescimento,
comunicam-se entre si e com outros tipos de células, estdo envolvidos na remodelacdo de
tecidos, fibrose e cicatrizacdo de feridas (BORALDI et al., 2024).

A hipoderme, conhecida como tecido subcutaneo € a camada mais interna da pele no
corpo humano (ARDA; GOKSUGUR; TUZUN, 2014). Formada por tecido conjuntivo frouxo,
o tecido hipodérmico confere mais do que suporte estrutural. Suas fung¢ées incluem cicatrizacéo
de feridas, prevencdo do equilibrio energético, termorregulacdo, protecdo contra impactos
mecanicos e conexdo entre tecidos (LIU; LU; FENG, 2024). Os tipos de células encontradas na
hipoderme incluem fibroblastos, células adiposas e macré6fagos, que desempenham um papel
especifico na homeostase dos adipdcitos na obesidade, possivelmente associado a remodelacdo
tecidual, e podem estimular a termogénese da gordura durante a exposicdo ao frio e exercicios
(WONG et al., 2016).

De forma abrangente, a pele fornece funcdo de termorregulacéo, protecdo, reservatorio

de sangue, sensibilidade cutanea, excrecdo, absorgéo e sintese de vitamina D (BUOTE, 2024).
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Possui queratina protege os tecidos subjacentes contra microrganismos, abraséo, e substancias
quimicas, além disso 0s queratindcitos intimamente unidos resistem a invasdo por
microrganismos (TORTORA, 2016).

2.1.1 A microbiota da pele
Os ecossistemas da pele séo individuais e complexos, a estrutura e a estabilidade da

barreira cutanea sdo afetadas por fatores que variam de acordo com caracteristicas do
hospedeiro, como raga, idade, sexo, estilo de vida e ambiente (figura 2) (WU; YAO, 2024). A
pele abriga mais de 10' microrganismos e contém 622 espécies procaridticas, dessas, 174
foram identificadas recentemente. As bactérias predominantes pertencem aos filos
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria. Fungos do género Malassezia sao 0s mais comuns
na microbiota cutanea (KASHAF et al., 2022). Enquanto os géneros bacterianos residentes mais
frequentemente encontrados nas camadas superficiais da pele sdo os: Staphylococcus (filo
firmicutes), Propionibacterium, Micrococcus e Corynebacterium (pertencentes ao filo
Actinobacteria) (CHRISTENSEN; BRUGGEMANN, 2014), o Staphylococcus epidermides
representa 0 microrganismo comensal mais abundante na pele, sendo um residente importante
(BROWN; HORSWILL, 2020).
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Figura 2-Fatores que afetam a composicéo e diversidade da microbiota cutdnea nas diferentes
fases da vida (SIVIERI et al., 2021).
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Microrganismos comensais fortalecem a imunidade do hospedeiro ao inibir o
crescimento de patdgenos, competindo por nutrientes e espaco na superficie da pele
(SANFORD; GALLO, 2013). A imunidade da pele esta diretamente relacionada a sua
microbiota, e microrganismos como Staphylococcus epidermidis atuam na estimulacdo da
secrecdo de peptideos antimicrobianos, desempenhando papel na educacdo e manutengdo da
imunidade do hospedeiro (BAQUER et al., 2023). O equilibrio da microbiota € de suma
importancia para manutencdo da satde do hospedeiro, uma vez que havendo mudancas nesse
microambiente a organizacdo dessa comunidade podera ser afetada, dando oportunidade para

situacOes patogénicas ocorrerem, desencadeando as infe¢fes cutaneas (BAY; RING, 2022).

2.1.2 Infeccdes de pele
As infeccOes de pele e tecidos moles (SSTIs) ocorrem devido a invasdo microbiana e ao

comprometimento das defesas da pele (MAHER; ANOKHIN, 2024). Geralmente causadas por
bactérias, sdo classificadas em primarias, que afetam pele saudavel, e secundarias, que infectam
pele previamente lesionada. Embora frequentemente localizadas, podem se disseminar via
sangue ou sistema linfatico (SILVERBERG, 2021), ocasionando infec¢des que incluem sepse,
endocardite, infeccdes dsseas e articulares (ALEXANDER et al., 2020). Quando a barreira da
pele € danificada, o tecido subjacente fica vulneravel a contaminacdo microbiana. A
cicatrizacdo ideal ocorre em etapas interligadas, como coagulacdo e remodelacdo tecidual,
resultando no fechamento da ferida em até 14 dias. Alteracdes nesse processo podem levar a
feridas cronicas (GUO; DIPIETRO, 2010).

Segundo Uberoi, Mccready-Vangi e Grice (2024), a microbiota contaminante e
colonizadora desempenha um papel importante no progresso das infeccdes em feridas,
influenciando a viruléncia e a dindmica microbiana. O contato dos microrganismos com a ferida
pode impactar os desfechos, pois microrganismos contaminantes podem preparar o ambiente,
alterando gradientes quimicos e induzindo respostas do hospedeiro, facilitando a invaséo por
patdgenos mais agressivos (QUINN et al., 2018). As principais bactérias que causam infec¢cdes
de pele incluem Propionibacterium acnes, S. epidermidis, S. aureus e Streptococcus pyogenes
e Pseudomonas aeruginosa. Esses patdgenos levam a complicacdes como acne, impetigo,
erisipela, celulite e infeccdes de feridas (QUINN et al., 2018; TENG et al., 2023).
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2.2 Staphylococcus aureus
E um microrganismo de formato esférico que pertence ao grupo de bactérias gram-

positivas. O peptidoglicano € o principal componente da parede celular gram-positiva (figura
3) e envolve a membrana citoplasméatica como uma unica macromolécula (SUTTON et al.,
2021). Bactérias Gram-positivas geralmente sdo mais suscetiveis a penicilinas e cefalosporinas.
Em contrapartida, as Gram-negativas tendem a apresentar uma resisténcia natural maior, pois a
camada de lipopolissacarideos (figura 3) impede a penetracdo desses antibioticos. A resisténcia
observada em ambos o0s tipos de bactérias pode ser parcialmente atribuida a capacidade das
préprias bactérias de inativar os antibiéticos (TORTORA et al., 2017).
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Figura 3-Parede celular Gram-positiva. (TORTORA et al., 2017).

O S. aureus € um dos patdgenos bacterianos mais notorios e disseminados, causando
um namero dificil de estimar de infecgdes ndo complicadas e centenas de milhares a milhdes
de infec¢des invasivas mais graves em todo o mundo por ano (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021).
Essas infeccOes resultam em alta morbidade, mortalidade e elevados custos para o sistema de
salde. Como causador de diversas doencas clinicas, as condi¢des associadas incluem
bacteremia, endocardite, osteomielite, além de infec¢bes na pele, tecidos moles, articulacdes,
pulmdes e em dispositivos médicos (SHAHROKH et al., 2024). A eficiéncia do S. aureus como
patdgeno é extremamente relacionado com efetividade de seus fatores de viruléncia,
especialmente ao que diz respeito a producdo de toxinas por esse microrganismo (OTTO,
2014). Estas toxinas sdo associadas a diversas condi¢des clinicas graves, incluindo a sindrome
do choque toxico (provocada por exotoxinas superantigénicas de S. aureus) (ATCHADE et al.,
2024), a sindrome da pele escaldada estafilococica (provocada pelas toxinas do tipo
esfoliativas) (GIRMA, 2025), pneumonia necrosante (fortemente relacionada a toxina

leucocidina de Panton—Valentine) e infeccGes profundas de pele (agravadas pelas toxinas
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Modulinas soltveis em fenol e leucocidina de Panton—Valentine) (AHMAD-MANSOUR et al.,
2021). Elas atuam danificando as membranas celulares do hospedeiro, seja pela degradacao das
conexdes intercelulares ou pela modulacdo da resposta imune (OLIVEIRA; BORGES;
SIMOES, 2018; YAMAZAKI et al., 2024).
2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram-negativo (Figura 4), aerobico,
reconhecido por sua adaptabilidade e natureza oportunista. Ela representa um desafio em
ambientes hospitalares devido aos seus mecanismos de resisténcia a antibiéticos e capacidade
de causar infeccdes persistentes (ELFADADNY et al., 2024). Em sua superficie existem
apéndices, como flagelos e pili tipo 1V, que s&o os principais sistemas de adesdo e motilidade
celular; e exopolissacarideos, tambem responsaveis pela adesdo as células hospedeiras e
formacéo de biofilme (SENDRA et al., 2024).
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Figura 4- Parede celular Gram-negativa. Fonte: (TORTORA et al., 2017).

E um microrganismo presente tanto em ecossistemas terrestres quanto aquéaticos, que
vive como comensal e no ambiente, mas pode causar infeccdes graves, como pneumonia
associada a ventiladores, infeccGes do trato urinario e da corrente sanguinea. Além disso, P.
aeruginosa afeta animais, causando otite e infeccBes urinarias em cdes, mastite em vacas
leiteiras e pneumonia em visons e raposas (DE SOUSA et al., 2021). E frequentemente
associada a infecgdes de feridas que podem se disseminar pelo sistema circulatorio, resultando
em bacteremia, faléncia de maltiplos 6rgdos e potencialmente morte (VALAPPIL et al., 2024).

Além disso, € mundialmente responsavel por cerca de 45% da mortalidade em pacientes
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hospitalizados por queimaduras, como consequéncia a perda da integridade da pele (ABDI et
al., 2024). Bactérias gram-negativas como P. aeruginosa se distinguem de gram-positivas pela
estrutura de suas paredes celulares, o que contribui para diferencas em resisténcia a antibiéticos.
As gram-positivas tém uma camada espessa de peptidoglicano, que retém o corante violeta
durante a coloragdo de Gram. Em contraste, as gram-negativas apresentam uma camada mais
fina de peptidoglicano e uma membrana externa rica em lipopolissacarideos (TORTORA et al.,
2017). Essa membrana externa funciona como uma barreira adicional que restringe a entrada
de muitos antibiéticos como glicopeptideos, macrolideos, aminocumarinas, rifamicinas e
oxazolidinonas, que séo eficazes contra organismos gram-positivos tornando as gram-negativas
inerentemente mais resistentes a esses tratamentos (KLOBUCAR; BROWN, 2022).

Devido a alta adaptabilidade e resisténcia intrinseca de P. aeruginosa 0s
antimicrobianos frequentemente apresentam eficacia limitada (THI; WIBOWO; REHM, 2020),
além, disso ela é considerada uma das bactérias mais letais e foi classificada pelo manual da
OMS como um dos patogenos prioritarios para a pesquisa e desenvolvimento de novos
antibioticos.

2.2.2 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis € uma espécie de estafilococo Gram-positivo coagulase-negativa,
encontrado em abundancia na pele e em epitélios proximos, como o das narinas. Atua como um
patdgeno oportunista, uma vez que cateteres e outros pontos de acesso facilitam sua entrada no
corpo humano (BECK et al., 2024a). Embora considerado menos agressivo do que S.aureus,
as infeccdes por S. epidermides associadas a biofilme causam altos custos para o sistema de
salde e alta morbidade aos pacientes (BECK et al., 2024b; JOUBERT et al., 2022).

Devido a sua ampla distribuicdo, S. epidermidis era frequentemente considerado uma
contaminacdo acidental em amostras clinicas. No entanto, com o tempo, passou a ser
reconhecido como um patégeno importante em infeccBes associadas a dispositivos médicos
implantdveis (BURKE; ZEDEN; O’GARA, 2024). Esse reconhecimento trouxe desafios
diagndsticos, uma vez que sua presenca em hemoculturas levanta davidas sobre se se trata de
uma contaminacdo durante a coleta ou uma infeccéo real (DARGERE; CORMIER; VERDON,
2018), Por isso, recomenda-se o uso de dois conjuntos de hemoculturas para diferenciar entre
infeccdo e contaminacdo (OSAKI et al., 2020). Essa precisdo diagnostica é especialmente
crucial em pacientes neonatais, principalmente prematuros, uma vez que S. epidermidis é uma
das principais causas de sepse tardia (3—28 dias de vida), particularmente em ambientes de

recursos avancgados (JOUBERT et al., 2022), tornando o diagndstico correto fundamental.
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As cepas de S. epidermidis podem apresentar genes de resisténcia a antibioticos, como
a resisténcia a meticilina, que anteriormente era o principal tratamento para infecgdes. A
resisténcia ocorre principalmente pela aquisicdo do gene mecA. Em isolados hospitalares de S.
epidermidis a resisténcia foi observada em cerca de 70% dos casos (SEVERN; HORSWILL,
2023). Glicopeptideos, como a vancomicina, sdo usados para tratar infecgbes por
staphylococcus coagulase negativa, resistentes a meticilina, mas casos de resisténcia devido a
transferéncia de genes de enterococos e falhas terapéuticas associadas a heterorresisténcia tém
sido relatados. (SZEMRAJ; GLAJZNER; SIENKIEWICZ, 2023) S. epidermidis ndo dispde de
ampla variedade de fatores de viruléncia como o S. aureus, mas por ser formador de biofilme
apresenta facilidade para infectar superficies de muitos materiais médicos além de conferir
capacidade de escapar do sistema imunologico do hospedeiro, reduzindo a penetracdo dos
fagadcitos na matriz do biofilme (SICILIANO et al., 2023).

2.2.3 A Crise dos Antimicrobianos
A resisténcia aos antibioticos é quase tdo antiga quanto a propria descoberta da

penicilina por Alexander Fleming, pois a mesma equipe que desvendou os efeitos da penicilina
apurou também, em seguida, as primeiras penicilinases, antes mesmo do acesso generalizado
ao antibiotico (MUTEEB et al., 2023). A resisténcia a antimicrobianos (RAM) é considerada
uma emergéncia global de saude. Atualmente, para todos os antibidticos em uso clinico ha
resisténcia ja detectada, havendo apenas alguns medicamentos novos em desenvolvimento
(DARBY et al., 2023). A RAM ocorre quando 0s patdgenos conseguem resistir aos
medicamentos antimicrobianos por diversos mecanismos (Figura 5), que incluem, mas nao se
limitam a: (1 e 5) modificacdo ou inativagcdo de farmacos por enzimas; (2) alteracdo da estrutura
alvo do medicamento, impedindo a ligacdo dos antimicrobianos; (3) alteracdo da
permeabilidade celular; (4) pelo uso de bombas de efluxo que expelem os farmacos
antimicrobianos da célula, reduzindo as concentracGes intracelulares do agente; (5)
transferéncia de genes de resisténcia (DARBY et al., 2023; JIANG et al., 2024).
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(adaptado de autores Sherrard; Tunney; Elborn, 2014).

Em junho de 2024 foi divulgado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) um
relatorio sobre agentes antibacterianos, incluindo antibioticos em desenvolvimento clinico e
pré-clinico em todo o mundo. O relatério destaca um aumento de antibidticos em
desenvolvimento no ano de 2023, mas reforca que muitos ainda ndo sdo inovadores o bastante,
com 12 dos 32 antibidticos em desenvolvimento sendo considerados inovadores e apenas 4
tendo acdo contra patdgenos classificados como criticos. O documento reforca a necessidade
urgente de produtos novos e melhores para combater infecgdes sérias e substituir medicamentos

que estdo se tornando ineficazes devido a RAM.

O autor (KARIUKI, 2024) relatou projecdes alarmantes para 2050, utilizando
modelagem estatistica, e estimou que, em 2050, a RAM podera causar até 1,91 milhdo de
mortes atribuiveis e 8,22 milhGes de mortes associadas anualmente. Mesmo com intervengdes
para o desenvolvimento de novos antimicrobianos, espera-se que 28,03 milhdes de mortes

anuais por RAM ainda ocorram até essa data.

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos é amplamente atribuida ao uso inadequado e

excessivo desses medicamentos em humanos e animais (HOSSAIN et al., 2023; OLIVEIRA et
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al., 2020). Estudos indicam que o uso empirico, sem diagnostico confirmado, internacdo
prolongada e a automedicacdo sdo praticas que aumentam a pressdo seletiva, permitindo a
sobrevivéncia de microrganismos resistentes (CHANDRASEKHAR et al., 2024). Isso tem sido
relevante, principalmente em hospitais, onde infec¢des por bacilos gram-negativos resistentes
representam desafios (KUFEL et al., 2024; KUMAR et al., 2024). Além disso, o uso de
antibidticos como promotores de crescimento na pecuéria intensifica a resisténcia, levando a
disseminacdo de cepas resistentes entre humanos e animais, solos e ecossistemas aquéticos
(FREITAS et al., 2024; LI et al., 2020). Revisdes recentes apontam que a pandemia de COVID-
19 contribuiu para o aumento da resisténcia, devido ao uso indiscriminado de antibidticos,
agravando a situacdo e limitando a capacidade de vigilancia em alguns paises
(ABDELMONEIM et al., 2024; BANCIU et al., 2024; DARIA; ISLAM, 2022).

A OMS divulgou em maio de 2024 um relatorio atualizado com a lista dos Patdgenos
bacterianos prioritarios (BPPL), onde as familias de bactérias resistentes foram agrupadas em

categorias criticas, altas e médias de priorizagdo, como apresentado no quadro 1.

Quadro 1-Classificagdo dos microrganismos prioritarios quanto a resisténcia antimicrobiana.

Grupo Microrganismo Resisténcia
Acinetobacter baumannii Carbapenémicos
Critico Enterobacterales Cefalosporinas de terceira
geracao
Enterobacterales Carbapenémicos
Mycobacterium tuberculosis (RR-TB) * Rifampicina
Salmonella tiphi Fluoroguinolonas
Shigella spp. Fluoroguinolonas
Enterococcus faecium Vancomicina
Alto Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Salmonella néo-tifoide Fluoroguinolonas
Cefalosporinas de terceira
Neisseria gonorrhoeae geragao e/ou
fluoroquinolonas
Staphylococcus aureus Meticilina
Streptococcus do grupo A Macrolideos
.- Streptococcus pneumoniae Ampicilina
Médio - ——
Haemophilus influenzae Ampicilina
Streptococcus do grupo B Penicilina

*RR-TB: Tuberculose resistente a rifampicina foi incluida ap6s uma analise independente com critérios
adicionais. FONTE: Adaptado de WHO (2024).

Os antibiodticos sdo fundamentais para diversas praticas médicas modernas, como
prevencdo de infeccOes, transplantes de Orgdos e quimioterapia. No entanto, a perda ou

diminuicdo de sua eficacia representa um grande risco para a medicina como conhecemos
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(LING et al., 2022). Infelizmente, a literatura cientifica j& relata que vivemos uma era pés
antibidtica e os autores ressaltam a importancia de investimento em pesquisa e desenvolvimento
de novos agentes (CHANDRASEKHAR et al., 2024; KWON; POWDERLY, 2021).

2.3 Hancornia speciosa

2.3.1 Classificacao
A hancornia é um género monotipico (speciosa). Pertence a familia Apocynaceae e

compreende seis variedades botanicas: H. speciosa variedade speciosa (tipica), H. speciosa
variedade maximiliani, H. speciosa variedade cuyabensis, H. speciosa variedade lundii, H.

speciosa variedade gardneri e H. speciosa variedade pubescens (MONACHINO, 1945).

2.3.2 Aspectos Botanicos
A mangabeira, € uma arvore frutifera nativa do Brasil, descrita pela primeira vez por

Gomes em 1812 (NETO et al., 2020). A planta é bem distribuida geograficamente, ocorrendo
desde as regides Centro-Oeste, Sudeste e Norte dos Cerrados, até os Tabuleiros Costeiros e
Baixadas Litoraneas do Nordeste (VIEIRA et al., 2017; NUNES et al., 2022). A H. speciosa
é tropical, adaptada a alta incidéncia de sol, temperatura média de 25°C e chuvas entre 750 mm
e 1.500 mm por ano. E tolerante & falta de 4gua e cresce melhor em periodos quentes e secos.
Pode ser encontrada em altitudes maiores que 1.500 metros em relagdo ao nivel do mar,
geralmente € encontrada em solos com baixa matéria organica, acidos e com baixos teores de
nutrientes. Esses solos sdo comumente classificados como Neossolos Quartzarénicos (Areias
Quartzozas) e Latossolo Vermelho Amarelo (VIEIRA NETO et al., 2002).

Trata-se de uma arvore de tamanho moderado, com uma faixa de altura entre 2 metros
e 10 metros, ocasionalmente podendo alcancar até 15 metros. Apresenta uma copa de formato
irregular, um tronco sinuoso e ramificacdes extensas e asperas (Figura 6). Os ramos sdo lisos e
exibem uma tonalidade avermelhada. Ao ser danificada, a planta libera latex. Suas folhas séo
dispostas de forma oposta, tém uma estrutura simples e sdo sustentadas por peciolos, podendo
variar entre uma superficie glabra ou pubescente, brilhante e coriacea. A inflorescéncia da
arvore contétm de uma a sete flores de coloracdo branca e com um aroma agradavel
(LEDERMAN 2000). Segundo Pereira et al., (2006) seus frutos sdo do tipo baga e podem
possuir forma elipsoide e/ou arredondado. A polpa apresenta coloracdo amarela esverdeada,

aromatica e adocicada, com sabor muito apreciado pela populacéo do Cerrado brasileiro.
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Segundo os autores Oliveira; Aloufa (2020) no Brasil, inclusive no litoral do Nordeste,
o periodo de frutificacdo da H. speciosa é variavel, podendo existir duas fases de frutificacdo
(inverno—maio a julho ou julho a outubro; e verdo—janeiro a abril ou dezembro a abril).
Entretanto, no Bioma Cerrado, os frutos podem ser encontrados durante todo o ano, enquanto
no Centro-Oeste, a frutificacdo ocorre apenas em um periodo do ano (de outubro a maio)
(CAMPOS et al., 2018).

2.3.3 Aspectos Etnobotanicos
A H. speciosa apresenta significativa relevancia nas esferas socioeconémica, cultural,

nutricional, ornamental, medicinal e ecoldgica. O seu fruto desempenha um papel fundamental
como fonte de sustento para a agricultura familiar no Nordeste, sobretudo quando transformado
em doces, sucos, polpas, geleias e outros produtos derivados (OLIVEIRA; ALOUFA, 2020). E
conhecido popularmente como "mangaba”, termo que deriva do dialeto indigena tupi-guarani e
significa "coisa boa para comer". No século passado a H. speciosa teve aplicacdo na extragdo
de latex para a producdo de borracha. Entretanto, essa atividade foi posteriormente interrompida
devido a sua produtividade inferior em relacdo a Hevea brasiliensis L. (seringueira), conforme
mencionado por Vieira Neto et al. (2002) e Bonete et al., (2020).

Na tradicdo popular a H. speciosa ¢ utilizada como planta medicinal, para o tratamento
de inimeras condic6es, como a tuberculose, diabetes, obesidade, dermatites, doencas hepaticas,
hipertensédo, Ulceras gastricas, disturbios estomacais e doencas inflamatorias (MORAES et al.,
2008; SANTOS et al., 2016). Essas atividades farmacoldgicas que sdo popularmente
mencionadas condizem com a literatura cientifica, onde esses e outros efeitos como a atividade
anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante e inibidor da acetilcolinesterase, (este Gltimo,
associado a prevencdo e tratamento da Doenca de Alzheimer (NUNES et al., 2022; PENIDO
etal, 2017; REIS et al., 2022; SANTOS et al., 2016).

A mangaba é um produto extrativo de grande importancia nacional. De acordo com o
SIDRA (Sistema do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica de Recuperacdo Automatica),
em 2021, o Brasil produziu 2.173 toneladas de mangaba (Quadro 2), com destaque para a
Paraiba (882 t) e Sergipe (457 t), gerando R$ 5,603 milhdes. A Paraiba arrecadou R$ 1,335
milhdes e Sergipe R$ 1,360 milhdes (Quadro 3), refletindo a importancia econdmica e social

das frutas de H. speciosa para as familias nordestinas. No entanto, a degradacdo ambiental
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causada pela expansao imobiliéria, uso insustentavel dos recursos e monocultura de cana-de-

aclcar e coco tem reduzido suas areas e ameagado sua existéncia (SA; LEDO; LEDO, 2011).

Quadro 2-Quantidade de mangabas em toneladas, produzidas no Brasil e em cada unidade da
federacdo, no periodo de 2012 a 2021

ANO | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021
Brasil 677 639 685 663 1068 | 1124 | 1751 | 1749 | 1976 | 2173

TO - - - - - 4 - - - 8
MA 1 1 2 2 2 5 3 3 3 4
CE 0 0 38 7 1 5 4 3 3 5
RN 79 81 71 176 162 167 152 147 160 126
PB 89 95 93 136 246 304 733 735 759 882
PE - - - - - - 6 6 6 6
AL 33 33 34 34 111 141 142 124 167 182

SE 367 327 353 219 190 206 373 381 495 457
BA 105 100 89 83 179 207 243 232 242 238

MG 1 1 1 1 177 | 84 94 114 | 133 | 259
PR - - - - - - - - 5 4
GO 0 0 5 5 1 1 0 3 3 2

Adaptado de; IBGE — Producdo Extrativa Vegetal (2021).

Quadro 3-Valor da producéo na extracdo da mangaba no periodo de 1012 a 2021 (Vezes Mil Reais).

ANO | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021
Brasil | 1.447 | 1.414 | 1581 | 1.575 | 2.560 | 2.933 | 3.778 | 3.996 | 4.876 | 5.603

TO - - - - - 38 - - - 120
MA 3 4 5 5 5 20 11 13 14 18
CE 1 1 97 21 4 7 4 4 4 7

RN 132 172 172 517 581 555 444 457 568 482
PB 172 186 190 269 380 473 1.037 | 1.041 | 1.293 | 1.335
PE - - - - - - 27 26 26 28
AL 63 73 89 95 542 695 699 609 468 624
SE 883 753 799 424 445 503 841 844 1,238 | 1.360
BA 189 218 200 215 424 552 576 808 950 1.086

MG 2 5 0 1 169 | 83 | 138 | 168 | 287 | 520
PR - - - - - - - - 6 5
GO 2 2 28 28 11 8 1 26 23 20

Adaptacédo de; IBGE — Producdo Extrativa Vegetal (2021).
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2.3.4 Caracteristicas Fitoquimicas
A mangabeira possui um perfil  abundante em compostos bioativos, 0s quais se

encontram distribuidos em partes da planta, incluindo folhas, casca e frutos. Compostos
fendlicos pertencentes a categoria dos acidos fendlicos e flavonoides, bem como carotenoides
e &cido ascorbico (vitamina C) foram identificados nas folhas (CHAVES ALMEIDA et al.,
2022). Os autores Adams (2020) e Pereira e colaboradores (2022) identificaram nas folhas de
H.speciosa a presenca do &cido quinico, acido protocatecuico, acido clorogénico, bornesitol
(&cidos fendlicos), catequinas, rutina, quecertina (flavonoides). Os extratos vegetais séo
produtos com composi¢Ges quimicamente complexas que sdo responsaveis pela atividade
bioldgica dos extratos, podendo atuar isoladamente ou sinergicamente entre si. As quantidades
de flavonoides totais e compostos fenolicos sdo parametros importantes a serem considerados

ao avaliar a qualidade e o potencial biologico de produtos naturais (SANTOS et al., 2016a).

2.4 Compostos Fendlicos
O termo composto fenolico abrange uma variedade de substéncias que sdo metabdlitos

secundarios das plantas e geralmente estdo envolvidos na defesa contra agressdes como
radiacdo ultravioleta ou ataque de patdgenos (PANDEY; RIZVI, 2009). S0 compostos que
compartilham a caracteristica de possuir um anel aroméatico com uma ou mais unidades
hidroxila com tendéncia de ser solUveis em agua, pois ocorrem mais frequentemente associadas
a aclcares na forma de glicosideos e geralmente s@o encontradas no vacuolo celular
(HARBORNE, 1973). Apresentam-se em 2 estruturas, sendo uma o anel C6-C3-C6, incluindo
flavonoides, acidos fendlicos parciais e taninos condensados, e uma segunda que € a estrutura
C6-C1, que inclui principalmente acidos fendlicos parciais e taninos hidrolisados (ZHANG et
al., 2022).

Existem milhares de compostos fendlicos identificados até 0 momento, com estruturas
variadas e propriedades bioativas distintas. Alguns dos compostos fendlicos mais comuns
incluem os flavonoides, acidos fendlicos, taninos, lignanas e ligninas. Cada subclasse possui
caracteristicas Unicas em termos de estrutura quimica e atividade biologica (ALARA;
ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021a; ZHANG et al., 2022). Os flavonoides, por exemplo,
sdo conhecidos por sua capacidade antioxidante, anti-inflamatéria, anticancerigena,
antimicrobianos e antineurodegenerativa (PREET et al., 2023). Eles sdo encontrados em uma
ampla variedade de alimentos vegetais, como frutas, vegetais, chas e vinho tinto. Entre os
flavonoides mais conhecidos estdo a quercetina, a catequina, a rutina e o resveratrol
(GONZALEZ-MAY et al., 2024; LIGA; PAUL; PETER, 2023).
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Os &cidos fenolicos equivalem a um terco dos constituintes entre dos compostos fendlicos,
sdo classificados como &cidos hidroxibenzoicos e &cidos hidroxicindmicos (figura 7) , por
causa de suas duas estruturas de carbono distintas, bem como dependendo do posicionamento
e do numero de grupos hidroxila no anel aromatico (RASHMI; NEGI, 2020). Os &cidos
fendlicos sdo um grupo importante de compostos fendlicos, que incluem éacido cafeico, acido
feralico e &cido galico (HEWAWANSA et al., 2024). Polifendis possuem uma gama de
atividades bioldgicas associadas a sua variedade estrutural, esses compostos podem ajudar nos
processos de defesa e regeneracdo da pele ao mesmo tempo em que eliminam radicais livres
(RASHMI 2020), presentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antidepressivas e
antimicrobianas, e sdo encontrados em uma variedade de alimentos, como frutas, vegetais,
gréos integrais e café (CORDEIRO et al., 2022).
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Figura 7- Estruturas dos acidos fendlicos a: Derivados do &cido hidroxibenzoico, b: Derivados do
acido hidroxicindmico (RASHMI; NEGI, 2020).
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Os taninos (figura 8) s&o um grupo de compostos presentes em plantas vasculares com peso
molecular variando de 500 a 3000 kDa. Os taninos sdo caracterizados pela capacidade de se
ligar fortemente com diferentes minerais e macromoléculas, como proteina, celulose, amido e
entre outros (GOVINDARAJAN et al., 2016) e sdo divididos em dois grupos: taninos
hidrolisaveis, que incluem galotaninos, taninos complexos de elagitanino e proantocianidinas;
e taninos condensados. Estes compostos responsaveis pelo sabor adstringente encontrado em
muitos alimentos, como ché, vinho tinto e frutas. Eles tém propriedades antioxidantes e também
demonstraram atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria (DUFOURC, 2024; MELO et al.,
2023), estudos como o dos autores Wekweijt et al., (2024) apontaram que o acido tanico é capaz

de auxiliar na regeneracgéo da pele e no tratamento de queimaduras.

I@Y )
OH

0 0 O OH
O

w o

OH

Figura 8- Acido tanico, um tipo de tanino (BHATTACHARYA, 2019).

As lignanas (figura 9) constituem um grupo de importantes fendis vegetais que sdo
estruturalmente caracterizados pelo acoplamento de duas unidades fenilpropanoides por uma
ligacdo entre as posi¢des P nas cadeias laterais do propano (WILLFOR; SMEDS; HOLMBOM,
2006) sdo compostos encontrados em alimentos de base vegetal, como sementes, cereais, nozes,
frutas, bebidas alcodlicas e ndo alcodlicas (BERENSHTEIN; OKUN; SHPIGELMAN, 2024).
Eles sdo conhecidos por seu potencial na prevencdo de doencas crdnicas, como doencas
cardiovasculares e cancer, devido as suas propriedades antioxidantes e fitoestrogénicas (LI et
al., 2023a).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/vascular-plant
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tannin-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/macromolecule
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Figura 9-Estruturas de algumas lignanas comumente encontrados em arvores e outras

plantas (WILLFOR; SMEDS; HOLMBOM, 2006) .

As ligninas sdo polimeros complexos de fenilpropanoides encontrados na parede celular das
plantas. Desempenhando um papel fundamental na estrutura, conferindo rigidez e resisténcia
(LI et al., 2023b). Além disso, as ligninas tém potencial como fonte de fibras dietéticas e

demonstraram ter propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias



37

(MARANGON et al., 2024). Elas possuem propriedades antibacterianas devido a presenca de
grupos hidroxila e metoxi fenolicos (figura 10). Acredita-se que sua atividade antimicrobiana

envolva inibicdo enzimatica, complexacdo de ions metalicos e desestabilizacdo de membranas

(DAS et al., 2024).

Q”V

Figura 10- Estrutura quimica da lignina (MAHMOOQOD et al., 2018)

HO

Em resumo, os compostos fendlicos sdo componentes bioativos importantes e séo
encontrados em uma ampla variedade de vegetais, com uma ampla diversidade de estruturas e
funcdes bioldgicas. Seus beneficios para a saude tém despertado interesse crescente na pesquisa
cientifica e na aplicagdo pratica na indUstria de alimentos e na medicina (GIL-MARTIN et al.,
2022; SHARIFI-RAD et al., 2023), além de frequentemente serem associados a acdo

antioxidante, antioxidante, anti-inflamatoria e cicatrizacdo de lesdes cutaneas.
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3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver extratos vegetais a partir de folhas e cascas da arvore de Hancornia

speciosa e avaliar sua atividade antioxidante e antimicrobiana frente a microrganismos de

interesse clinico envolvidos em infecgdes cutaneas.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Quantificar os fenois e flavonoides totais dos extratos vegetais de folhas e cascas da H.
speciosa;

Determinar atividade antioxidante de folhas e cascas da H. speciosa;

Avaliar a atividade antimicrobiana de folhas e cascas da H. speciosa;

Avaliar o sinergismo entre antibidticos e extratos de folhas e cascas da H. speciosa.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal

A coleta das folhas e cascas de Hancornia speciosa foi realizada na comunidade
extrativista da mangabeira situada no bairro Santa Maria Aracaju-SE (figura 11), coordenadas;
-10.996634030009705, -37.09573263342005. As amostras foram armazenas em sacos
plasticos e encaminhadas para a Universidade Federal de Sergipe para realizacdo dos

procedimentos devidos.

LOCALIZAGAO DO MUNICIPIO DE ARACAJU, ESTADO DE SERGIPE, BRASIL
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Figura 11- O esquema apresenta a localizagdo geografica da coleta do material vegetal, realizada no municipio
de Aracaju-SE. Fonte: Oliveira, I. N. (2024), elaborado em software QGIS, versdo 3.34.11.
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4.2 Secagem e moagem do material vegetal
As amostras das folhas e cascas da arvore (figura 12) foram secas em estufas com

circulagdo de ar a 45 °C, por 7 dias. Em seguida foram moidas em um moinho de facas tipo
Willey.

Figura 12- Apresenta a Casca do caule da mangabeira (H. speciosa), folhas e frutos. Fonte: Oliveira
(2024).
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4.3 Producdo de Extratos Vegetais por Extracdo Exaustiva em Série

Para a extracéo, foi utilizado o aparato de Soxhlet, as amostras foram armazenadas em
um cartucho de papel filtro, e inseridas na ampola do extrator do aparato de soxhlet (figura 13).
Enquanto no baldo posicionado abaixo do extrator foram inseridos os solventes na seguinte
ordem: hexano, cloroférmio e acetato de etila, foram realizados 6 ciclos para cada um dos
solventes separadamente. O aparato foi aquecido com auxilio de uma manta aquecedora,

respeitando o ponto de ebulicdo de cada um dos solventes, de modo que ndo houvesse fervura.

tubo condensador

tubo extrator

cartucho

amostra

sifao

balao de vidro

manta aquecedora

Figura 13-Aparato de Soxhlet (SHINZATO et al., 2010)

4.4 Rotaevaporacao

Apos a extracdo no aparato de soxhlet e por maceracdo a frio as solugbes foram
submetidas a rotaevaporacdo (figura 14) para retirar o excesso do solvente, restando apenas
uma porcdo concentrada dos extratos vegetais. O procedimento foi realizado respeitando as
temperaturas utilizadas na extracdo. Em seguida, os extratos foram secos em estufa com

circulacdo de ar a 40 °C por 10 dias, para que o excesso do solvente fosse evaporado.
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Figura 14- Equipamento Rotavapor. Fonte: Oliveira (2024).

4.5 Rendimento dos Extratos Vegetais
Apds secagem e moagem, as folhas e cascas de H. speciosa foram pesadas em balanca
analitica, os valores foram registrados para posterior calculo de rendimento dos extratos.

) Massa do extrato
Rendimento (%) = , x 100
Massa do material seco

4.6 Fenois Totais

A quantificagdo do teor de fenois totais foi feita através de espectrofotometria na regido
do visivel utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau conforme adaptacGes da metodologia
descrita por SOUSA et al. (2007). A preparagdo do extrato vegetal foi realizada na
concentra¢do de 1 mg/mL, dissolvendo-se 0,0100 g de extrato em 10 mL de etanol a 90%.
Como controle branco, utilizou-se etanol a 90%. Uma solugdo de Na.COs a 15% foi preparada
dissolvendo-se 7,5000 g de NaxCOs em 50 mL de agua destilada.
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Para as analises, foram utilizados frascos de vidro ambar com tampa. Em cada frasco,
foram misturados 20 pL do extrato vegetal a 1 mg/mL, 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu
e 1200 pL de &gua destilada. ApoOs a preparacdo das misturas, os frascos foram agitados e
deixados em repouso por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 400 pL. de Na-COs a 15%,
seguidos de nova agitagdo manual por 30 segundos. Apds essa etapa, foram adicionados 280
ML de agua destilada a cada frasco, e as amostras foram incubadas por 2 horas em ambiente

escuro, protegido da luz.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro a 750 nm, observando-se a
formacdo de uma solucdo azul-indigo. Quando a absorbancia obtida foi superior a 1.000,
realizou-se uma diluicdo apropriada, retirando-se 700 pL da solugéo original e misturando-se
com 700 pL de agua destilada. O processo de diluicdo foi repetido até que a absorbancia
estivesse dentro do intervalo adequado, sendo o nimero de diluicbes anotado para os célculos

subsequentes.

4.7 Flavanoides Totais

Para quantificacdo de flavonoides totais, foi utilizado o método de formacdo do
complexo flavonoide-aluminio, descrita por (LIMA et al.,, 2020). O extrato vegetal foi
preparado na concentracdo de 1 mg/mL em etanol a 90%, sendo realizado em triplicata. Como
controle branco, utilizou-se etanol a 90%. A solugdo de AICL a 2% foi preparada dissolvendo-
se 1 g de cloreto de aluminio em 50 mL de &gua destilada, sendo também mantida sob
refrigeracdo. Para a execucdo do experimento, foram utilizados tubos do tipo eppendorf. Em
cada tubo, foram misturados 700 pL do extrato vegetal e 700 uL de AICl: a 2%, em trés
eppendorfs distintos, representando a triplicata das amostras. Para o controle branco, foi
preparada uma mistura contendo 700 uL de etanol a 90% e 700 uL de AICls a 2%, em um Unico
eppendorf.

As amostras foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 440 nm, observando-se uma coloracédo
amarela para as amostras contendo o extrato vegetal e uma solucdo incolor para o controle
branco. Para 0s casos em que a absorbancia foi superior a 1,000, realizou-se a diluicdo da
solucdo, retirando-se 700 uL da mistura original e combinando com 700 pL de dgua destilada.
O processo foi repetido até que a absorbancia estivesse dentro do intervalo de leitura adequado,

sendo registrado o nimero de dilui¢Bes realizadas para os célculos posteriores.
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4.8 Atividade Antioxidante

O procedimento de atividade antioxidante foi realizado utilizando o método de sequestro
de radicais livres DPPHe, conforme descrito a seguir: Para a solugdo de DPPH« (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila), foi preparada uma solugéo estoque a 0,208 mM. Esta solucdo foi mantida ao
abrigo da luz e utilizada dentro do periodo méaximo de 7 dias. Para o teste com o extrato vegetal
foram utilizadas concentragfes variadas do mesmo, variando de 2,5 ug/mL a 1 mg/mL em

etanol 90%. Como controle positivo, utilizou-se uma solucdo de acido galico.

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos, onde foram adicionados 100 pL de
amostra (ou controle positivo) e 100 uL de solugdo de DPPHe, em triplicata. Como controle
negativo, foram utilizados 100 pL de metanol e 100 uL de solu¢do de DPPHe, também em
triplicata. Para o branco da amostra, adicionaram-se 100 uL da solug¢do contendo cada um dos
extratos e 100 uL de metanol, a fim de eliminar a interferéncia da coloracdo do extrato. Este
branco foi especialmente necessario nos casos em gque a amostra apresentava coloracéo verde-
amarelada, ou vermelho-alaranjada no caso dos extratos da casca de H. speciosa. As amostras
foram incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apds esse periodo,
foi observada a mudanca de coloracdo do radical, a leitura foi realizada em comprimento de
onda de 515 nm utilizando um leitor de placas. Posteriormente o Calculo do DPPH-
remanescente, percentual de inibicdo, C150 e IAA foram calculados com auxilio do software

Excel e os gréaficos foram transferidos para o Software Graph Pad Prism.

O DPPHe remanescente foi calculado subtraindo a absorbancia das amostras pela

absorbéancia do controle negativo (DPPHe + metanol).

e O percentual de inibicdo do radical DPPH- foi calculada pela formula:

100

% De Inibicio — ( DPPH ¢ remanescente )
0 e IBIA0 = \UBS do controle negativo

e O valor de CI50, que representa a concentracdo de extrato necessaria para inibir 50%
da atividade antioxidante, foi determinado a partir da curva dose-resposta, plotando-se
0 % de inibicdo em diferentes concentracdes do extrato. O CI50 foi calculado por
regressdo linear.

e Por fim, o indice de Atividade Antioxidante (IAA) foi calculado com a férmula:
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CI50 do controle positivo
I1AA =

CI50 da amostra

Este indice compara a eficiéncia antioxidante da amostra com a do controle positivo
(&cido gélico), sendo que valores de 1AA préximos ou maiores que 1 indicam uma atividade

antioxidante similar ou superior a do controle positivo.

4.9 Cepas Bacterianas

Os experimentos foram conduzidos com cepas de microrganismos gram-positivos e
gram-negativos, visando compreender o efeito em diferentes estruturas celulares. Os
microrganismos utilizados no estudo foram P. aeruginosa (CBAM 0679), adquirida na
Fundacdo Oswaldo Cruz (Manaus e Rio de Janeiro, Brasil) S. aureus ATCC23235, S. aureus

de origem hospitalar e S. epidermides (12228).

4.9.1 Difusdo Em Disco
Foi realizada uma adaptacdo da metodologia de disco-difusdo recomendada pelo

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para avaliar a atividade antimicrobiana dos
8 extratos vegetais. A suspensdo bacteriana foi ajustada a turbidez do padréo 0,5 da escala de
McFarland, equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. A suspensdo foi obtida a partir de culturas

bacterianas incubadas em agar Mueller-Hinton a 37°C por 18-24 horas.

Placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (MH) foram semeadas com a suspenséo
bacteriana utilizando um swab estéril, distribuido de maneira uniforme sobre toda a superficie
do meio. Apds a secagem do agar, discos de papel filtro estéreis (7 mm de diametro) foram
impregnados com 20 pL de solucdo de cada um dos extratos vegetais a serem testados (10
mg/mL). Gentamicina (5 pg/mL) foi utilizada como controle positivo, enquanto discos
impregnados com solvente puro serviram como controle negativo. Como solvente para 0s

extratos vegetais foi utilizada uma solucéo de dgua destilada e dimetilsulfoxido (DMSO) a 10%.

4.9.2 Sinergismo Com Antimicrobianos Comerciais
Os testes de sinergismo seguiram 0s mesmos principios do item anterior, sendo que 0s
extratos vegetais das folhas e cascas de H. speciosa (1 mg/mL) foram pipetados sobre os discos

de antibidticos comerciais; Gentamicina, Cepfepima e Ciprofloxacino.
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4.9.3 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

Para 0 método foi realizado adaptacéo das recomendagdes determinadas pelo manual de
procedimentos para microdiluicdo em caldo MH do CLSI 2012. De modo que as cepas de S.
aureus e P. aeruginosa foram previamente inoculadas em agar MH, seguido do preparo de
suspensdo bacteriana ajustada a 0,5 da escala de Mac Faland e uma segunda diluicdo em
concentracdo 1:20 em solucdo de NaCl 0,9%, para que a concentracdo bacteriana final no poco
fosse de 5 x 10° UFC/mL. Essa concentracdo é recomendada para garantir a padronizagdo dos
testes de suscetibilidade antimicrobiana. Os extratos vegetais foram dissolvidos em agua
destilada e DMSO a 10%.

O procedimento ocorreu em microplacas estéreis, onde 100 uL de caldo MH foram
distribuidos em cada poco reservado para tratamento com os extratos, controle de crescimento
e de esterilidade, o procedimento ocorreu em triplicata e os extratos foram testados com
concentracéo inicial de 10 mg/mL. A seguir, foram transferidos 100 uL das solugdes contendo
0S extratos vegetais nos primeiros pogos reservados para o tratamento antimicrobiano, seguido
de microdiluicdes em série para 0s po¢os seguintes, de modo que cada um deles tivesse metade
da concentracdo do poco anterior e nos Ultimos pocos ocorreu o descarte de 100 uL, para que
todos chegassem ao volume final de 100 uL. Como controle positivo foi utilizado o antibiotico
comercial gentamicina com concentracdo de 50 pg/mL nos primeiros pocos, agua deionizada
como controle de esterilidade junto ao meio de cultura e controle de citotoxidade contendo o
meio de cultura com o veiculo agua e DMSO. As placas foram incubadas a 37°C por 18 horas.
Apos esse periodo foi adicionado aos pocos uma solucédo a 0,01% de sal de resazurina, as placas
foram reincubadas por mais 1h e foi feita a interpretacao visual da MIC, onde a coloragéo azul
correspondia a total inibicdo do microrganismo e a coloracéo rosa ao crescimento bem sucedido

do microrganismo no meio de cultura.

4.9.4 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para determinar a concentracdo bactericida minima foi retirada uma aliquota de 10
microlitros dos pocos onde houveram indicacdo colorimétrica de inibicdo pelos extratos
vegetais, as aliquotas foras depositadas cuidadosamente em placa de petri contendo agar MH e
incubadas por 18h a 37 °C.

4.10 Analise Estatistica
As andlises foram expressas em triplicatas e apresentadas em médias com seus respectivos
desvios padrdo. As diferencas entre os grupos foram determinadas por andlise de variancia

(ANOVA) e comparadas através do pos-teste de Tukey com nivel de significancia p<0,05. Os
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célculos foram realizados com auxilio dos softwares Graph pad Prism 9.0 e Microsoft Excel
LTSC 2021.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos Extratos Vegetais

As amostras vegetais foram secas e posteriormente a extracéo foi calculado o rendimento
percentual de cada um dos 8 extratos. A secagem previa das amostras é importante pois
contribui para a preservacdo dos ativos da planta, desse modo, ha reducdo na atividade
enzimatica e, consequentemente, reducdo na proliferacdo de microrganismos que podem
degradar os compostos presentes nestas plantas. Além disso, com a reducdo da quantidade de

agua, aumenta a quantidade de principios ativos em relagdo a massa seca (ZOTTI 2012).

O rendimento percentual dos extratos vegetais variou de acordo com a escolha do
solvente utilizado (tabela 1), o método e a parte da planta (folhas ou cascas) utilizada no
processo. Os maiores rendimentos foram observados respectivamente, para o extrato etanolico
das folhas (10,01%), obtidos por maceracdo a frio, e para o extrato de casca em etanol (6,25%),
também produzido por maceracdo a frio. Em contra partida, os menores rendimentos foram
obtidos com os extratos preparados com acetato de etila e cloroformio, tanto para folhas quanto
para cascas, apresentando valores abaixo de 1%. O rendimento para o hexano, tanto em folhas
quanto em cascas, foi intermediario, atingindo valores de 5,82% e 2,04%, respectivamente.

Tabela 1- Apresenta os valores de rendimento percentuais dos extratos da Hancornia speciosa
produzidos pelo método de Soxhlet e dos extratos etanodlicos obtidos por Maceracéo a frio.

Extrato Extrato seco (g) Rendimento
% (p/p)
Hexano-folhas 7,07 5,82
Cloroférmio-folhas 2,53 2,08
Acetato-folhas 2,53 0,64
Hexano-cascas 3,23 2,20
Clorof6rmio-cascas 1,08 0,74
Acetato-cascas 0,42 0,29
Etanolico-folhas 16,03 10,01
Etanolico-cascas 25,00 6,25

Pesquisas confirmam que a polaridade do solvente afeta de forma significativa tanto o
rendimento do extrato quanto a atividade antioxidante de compostos fendlicos presentes em
materiais vegetais (NAWAZ et al., 2020). No entanto, o rendimento depende também do tipo

de planta, do método de extracdo utilizado e da composigédo especifica de metabolitos presentes
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no material vegetal. Entre os extratos obtidos por Extracdo Exaustiva em Série, 0 maior
rendimento foi dos extratos com solvente hexano, respectivamente (5,82% e 2,20%) o que
demonstra maior teor de compostos apolares presentes na casca e das folhas por esse método.
O hexano (ou n -hexano, que é sua forma isomerizada) € o solvente organico mais utilizado na
industria de extracdo de oleaginosas devido a sua eficiéncia na recuperagdo de Oleo, custos
baratos, reciclabilidade, natureza ndo polar, assim como os 6leos e baixo calor de vaporizacdo
e baixo ponto de ebuli¢do (63-67 °C) (LAVENBURG; ROSENTRATER; JUNG, 2021).

5.2 Fendis Totais

O resultado dos fendis totais (FT), realizado pelo método Folin-Ciocalteu, expressos
como equivalentes de acido galico (EAG) por mg de extrato bruto sdo apresentados na tabela
2. O extrato com maior teor de FT foi o hidroetanolico da casca do caule de HS (obtido por
maceracdo a frio), seguido dos extratos; da casca extraido com acetato de etila (por soxhlet);
folhas-acetato (por soxhlet); hidroetandlico-folhas (por maceracéo a frio); cloroférmio-folhas;

hexano-cascas; cloroformio casca e por fim hexano folhas.

Tabela 2-Fendis e Flavandides Totais dos extratos de Hancornia speciosa.

Fendis Totais g de

Extratos Flavandides Totais pg de

EAG/mg EQ/mg
1-Hexano Folhas 4,51+0,14°" 1352,50+9,07 edefan
2-Cloroférmio Folhas 8,60+0,38°™M 3196,66+5, 74T
3-Acetato Folhas 23,21+0,07°defn 917,08+12,523¢fah
4-Hexano Cascas 7,08+0,43¢fn 947,08+23,52¢fh
5-Cloroférmio Cascas 4,90+0,57¢" 646,25+29,76%1
6-Acetato Cascas 44,10+0,86%cdedn 337,91+14,37cden
7-Hidroetandlico Folhas 11,99+0,967dem 330,41+7 53%cden
8-Hidroetandlico cascas 65,2442 63%cdef 680,83+31,65%f

EAG= equivalente grama de &cido galico, EQ= equivalente grama de quecertina, DP= desvio padréo.
As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. As
letras foram utilizadas como referéncia as diferencas estatisticamente significativas entre os resultados.

Os produtos extraidos através da casca do caule de HS apresentaram maior teor de FT,
isso corrobora com outros trabalhos (BARBOUCHI et al., 2024; JAIN et al., 2024) que também
constataram maior teor na casca que em folhas dos extratos obtidos, com excecdo do estudo de
(SILVA et al., 2024) que ndo obteve diferenca estatistica relevante entre folhas e casca. Os
valores de fendis totais variam bastante entre os artigos estudados. O trabalho de (Ayachi et al.,
(2023), que investigaram o comportamento desses bioativos em extratos vegetais em diferentes
estacOes do ano, que ressaltou que a época da coleta do material, a localizagdo geogréfica
influencia na disponibilidade dos mesmos, fato que pode dificultar a comparagéo do teor de FT

entre trabalhos diferentes.
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Os fendis totais dos extratos foram calculados através de interpolacdo da absorbancia
das amostras contra a curva de calibragdo y = 0,0158X +0,0912 (R? 0,9966) construida com
padrdes de acido galico (100-500 ug/mL) e expressos como ug de EAG (equivalentes de acido

gélico) por mg de extrato.

5.3 Flavandides Totais

Os resultados do teste de flavandides totais (FVT) realizado pelo método de formacéao do
complexo flavonoide-aluminio, estdo dispostos na tabela 2. Os FVT foram calculados atraves
de interpolacéo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo y = 0,0008x + 0,0300
(R? = 0,9998) construida com padrdes de quecertina (200-1000 ug/mL) e expressos como ug

de EQ (equivalentes de quecertina) por mg de extrato.

Os extratos com maior concentracdo de flavandides foram Cloroformio-folhas extraido
por soxhlet e hexano-folhas (por soxhlet) seguidos de hexano-cascas (por soxhlet), acetato-
folhas (por soxhlet); hidroetandlico-cascas (por maceragéo a frio); cloroférmio-cascas; acetato-
cascas; hidroetandlico-folhas (por maceracdo a frio). De modo que, ao contrario dos fenois, 0s
extratos provenientes das folhas de H. speciosa apresentaram maior concentracdo do ativo
pesquisado, além disso apresentou-se mais abundantemente do que os fendis, o comportamento
de ter valores maiores de flavonoides do que fenois pode ser confirmado através de trabalhos
como o de (THABTI et al., 2014) que evidenciaram 0 mesmo, mas outros trabalhos podem
apresentar perfis diferentes, de acordo com a planta e o solvente utilizado, época da coleta e
localizagdo (SILVA et al., 2024).

Os compostos fendlicos sdo doadores de hidrogénio capazes de eliminar diretamente os
radicais livres e reduzir os danos oxidativos, o que o0s torna antioxidantes potentes, entre 0s
compostos fendlicos, os flavonoides sdo os mais proeminentes devido a sua potente atividade
antioxidante (SANTOS et al., 2016b). Quando um radical livre recebe atomos de hidrogénio,
ocorre uma redistribuicdo eletronica de modo a ficar mais estavel, perdendo assim sua
caracteristica de radical. Além disso, esses compostos podem desempenhar papel importante

na atividade antimicrobiana dos extratos vegetais (VAOU et al., 2021).

5.4 Atividade Antioxidante

Os testes de atividade antioxidante realizados pelo método do sequestro radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe¢). O radical é reduzido a difenilpierilidrazil (forma néo
radicalar) de modo que o Unico elétron do atomo de nitrogénio no DPPH é reduzido a hidrazina

correspondente, retirando um atomo de hidrogénio dos antioxidantes. (GULCIN; ALWASEL,
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2023). O radical DPPH apresenta coloragdo parpura que ao ser reduzido torna-se amarelo,

como observado na imagem 15.

Figura 15- Apresenta microplacas de teste antioxidante realizado com o radical DPPH, podendo
ser observada a mudanca de coloracdo de violeta para amarelo, quando o DPPH é reduzido.
Fonte: Oliveira, I. N. (2024).

Os resultados foram explorados através do Indice de Atividade Antioxidante (IAA), e
capacidade de inibir 50% do radical livre estudado (CI50) (tabela 3). O valor de CI50 é
amplamente usado como um indicador da atividade antioxidante, aquele que apresenta 0 menor
valor de CI50 demonstra a maior capacidade antioxidante (KALPOUTZAKIS et al., 2023).
Valores de IAA < 0,5 correspondem a uma baixa atividade antioxidante, IAA entre 0,5 e 1,0
corresponde a uma atividade antioxidante moderada, 1AA entre 1,0 e 2,0 é uma atividade
antioxidante forte e IAA > 2,0 é antioxidante muito forte (SCHERER; GODQY, 2009).

Os menores valores de CI50 foram observados no extrato hidroalcéolico da casca de H.
speciosa, extraido por maceracdo a frio. Apresentou IAA de 15,47 e CI50 de 6,46 pug/mL, o que
corrobora com o resultado do teste de Fendis Totais, onde esse extrato também se destacou.
Quando comparado ao resultado de Flavandides Totais ndo foi o extrato com maior teor. No
entanto, quando comparado somente ao hidroalcoolico das folhas (ambos extraidos por
maceracdo a frio), ele apresentou maior teor de flavanoides. O &cido galico (controle positivo)
apresentou |AA de 18,76 e CI50 de 5,33 pg/mL.

Os demais extratos apresentaram IAA abaixo de 1 como fica evidenciado na tabela 3,
quando comparados com os valores do controle positivo. Entre 0s extratos produzidos por
método Soxhlet o que teve maior indice de atividade antioxidante foi o das folhas, extraido com
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0 solvente de acetato de etila: IAA de 0,88 e CI150 de 113,56 ug/mL, este por sua vez ndo sendo

compativel com os resultados de fénois e flavandides descritos anteriormente.

Tabela 3- Apresenta os indices da atividade antioxidante dos extratos de H. speciosa sob o radical
livre DPPH.

Extrato CI50 pg/mL IAA R?

1-Hexano Folhas - - -
2-Cloroférmio Folhas - - -
3-Acetato Folhas 113,562+0,011° 0,88 0,9846
4-Hexano Cascas 1022,304+0,028° 0,10 0,9920
5-Cloroférmio Cascas - - -

6-Acetato Cascas - - -

7-Hidroetandlico Folhas 174,677+0,015% 0,57 0,9804
8-Hidroetandlico cascas 6,46+0,0522 15,47 0,9906
9-Controle positivo 5,33+0,022 18,76 0,9811

Amostras com (-) ndo apresentaram atividade antioxidante em até 1,2 mg/mL R2 > 0,95: Considerado
um ajuste excelente. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo p6s-
teste de Tukey. A letra ? foi utilizada como referéncia para valores que diferiam estatisticamente do
controle positivo.

A falta de compatibilidade entre os resultados dos teores de fendis e flavandides e o
sequestro de radicais de DPPH+ em alguns extratos se explica, pois, a atividade antioxidante de
um extrato pode apresentar variagdes significativas conforme sua complexidade, uma vez que
diversos fatores adicionais podem influenciar o resultado, incluindo a presenca de compostos
distintos (além de fenois e flavonoides) e as interacdes entre eles por ser um fenémeno
multifatorial, em que a sinergia entre diferentes compostos, assim como a atuacdo de
antioxidantes menos explorados, pode modificar o efeito antioxidante final. Assim, embora
uma correlacdo entre os niveis totais de fendis e flavonoides e a atividade antioxidante seja
frequente, ela ndo € necessariamente garantida em todos os casos. A nao correlacdo entre esses
dados foi também evidenciada no trabalho dos autores (GHASEMI; GHASEMI,;
EBRAHIMZADEH, 2009) que realizaram um estudo com extratos de Citrus spp. demonstrou
que, apesar de alguns extratos ricos em fendis e flavonoides apresentarem elevada atividade

antioxidante, a anélise de regressdo linear ndo identificou uma correlacao significativa entre o
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teor de fenois e essa atividade. Esse resultado indica que outros fatores, como a estrutura
molecular e a posi¢cdo dos grupos hidroxila nos flavonoides, podem exercer uma influéncia

determinante na atividade antioxidante observada.

5.5 TESTES ANTIMICROBIANOS

5.6 Difusdo em disco

Através dos testes de disco-difusdo em agar foi observado que o didmetro dos halos de
inibicdo variou entre 8 e 11 mm, para extratos em concentracdo de 10 mg/mL, os discos
utilizados possuem 7 mm, os resultados estdo dispostos na tabela 4. Os extratos hexano-folhas
e cloroférmio-folhas extraidos por Soxhlet produziram zonas de inibicdo nos quatro
microrganismos avaliados, tendo efeito para os gram-positivos e o gram-negativo. Os extratos
das folhas obtidos por solvente Acetato de etila e hexano-cascas inibiram todos os
microrganismos com excecdo do S. epidermides, o extrato cloroférmio-casca apresentou
inibicdo apenas para P. aeruginosa e S. aureus de origem hospitalar, o extrato acetato-casca
apresentou inibicdo apenas contra S. aureus ATCC e S. aureus hospitalar. Os extratos
hidroetandlicos obtidos por maceracéo a frio tiveram desempenho inferior aos demais; o extrato
das folhas inibiu S. aureus hospitalar e P. aeruginosa; o extrato da casca apresentou zona de
inibicdo apenas contra S. aureus ATCC. Os extratos apresentaram inibicdo mesmo frente a cepa
de S. aureus selvagem, demonstrando assim eficacia frente a esse género.
Tabela 4- Resultados do teste de Disco-difusdo dos extratos das folhas e cascas de H. speciosa realizados

contra 0s microrganismos S. aureus comercial, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus hospitalar e S.
epidermides comercial.

Extratos S. aureus P. aeruginosa S. aureus S. epidermides
(10mg/mL.) ATCC (mm) (mm) Hospitalar (mm) (mm)

1-Hexano-Folhas 11,33 +0,58® 10,00 +0,00® 10,00 +0,00® 10,00 + 0,00®
2-Clorofdrmio-Folhas 10,00 +0,00® 8,00 +0,00® 9,00 +0,00® 10,00 + 0,00®
3-Acetato-Folhas 8,00 +0,00® 10,00 £0,00 9,33 +0,58% Sem inibicao
4-Hexano-Cascas 10,67 +1,15® 9,33 + 0,44® 9,00 + 0,00® Sem inibicao
5-Cloroférmio-Cascas Sem inibicdo 10,00 £ 0,00 8,00 +0,00® Sem inibicao
6-Acetato-Cascas 10,00 +£0,00® Seminibicio 11,00 +0,00® Sem inibicao
7-Hidroetandlico-Folhas  Sem inibicio 9,00 + 0,00® 8,33 + 0,58% Sem inibicao
8-Hidroetandlico-Cascas 9,00 +0,00®  Sem inibigio Sem inibicéo Sem inibicédo
9-Gentamicina 32,67 +£0,58® 25,00 + 0,00 25,00 £ 0,00 28,00 £ 0,00
10- Controle negativo Sem inibicdo  Sem inibigéo Sem inibigéo Sem inibigéo

Média + Desvio Padrdo. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey. A letra a, foi utilizada como referéncia para valores que diferiam estatisticamente
do controle positivo, ° foi utilizado para diferir do controle negativo.
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5.7 Sinergismo Com Antimicrobianos Comerciais

A tabela 5 dispde os resultados obtidos para os testes de sinergismo com o antibidtico
comercial gentamicina, realizados pelo método disco-difusdo. Foi observado o efeito sinérgico
contra cepas de S. aureus padréo nos extratos hexanicos das folhas e cascas, e acetato de etila
das folhas. Para o S. epidermides e P. aeruginosa foi observado também sinergismo
estatisticamente relevante com a gentamicina em todos 0s extratos, enquanto que para a cepa
de S. aureus selvagem, de origem hospitalar o efeito sinérgico foi evidenciado apenas para 0s
extratos hexanicos, acetato de etila da casca e hidroetandlico da casca. O trabalho de (SILVA
et al., 2024) evidenciou o sinergismo com a gentamicina em extratos etéreos da casca do caule

de H. sepeciosa, corroborando com os resultados aqui descritos.

Tabela 5- Dispde os resultados obtidos para os testes de sinergismo dos extratos de Hancornia speciosa
com o antibiético comercial gentamicina, realizados pelo método disco-difusao.

Extratos (1 mg/mL) S. aureus P. aeruginosa S. aureus S. epidermides
ATCC (mm) (mm) Hospitalar (mm) (mm)
1-Hexano Folhas 34,67 +1,15®® 30,00 + 0,00%° 28,00 + 0,00%° 30,00 + 0,00%°
2-Cloroformio Folhas 34,00 + 0,00° 30,67 +1,15% 25,33 £0,58° 30,00 + 0,00%°
3-Acetato Folhas 36,33+0,58%® 30,00 + 0,00% 25,00 + 0,00° 30,00 + 0,00%°
4-Hexano Cascas 34,33+0,58%® 31,00 + 0,00%° 30,67 +£1,15%° 35,00 + 0,00%°
5-Cloroformio Cascas 33,00 +£0,00° 33,00 +1,00% 26,00 + 0,00° 32,33+ 0,58
6-Acetato Cascas 33,00 £0,00° 31,00 +0,00% 27,00 £ 0,00%° 30,00 + 0,00%°
7-Hidroetandlico Folhas 33,00 £0,00° 35,00 + 0,00% 26,00 + 0,00° 31,67 £ 0,94%°
8-Hidroetanolico Cascas 33,00 + 0,00° 30,00 + 0,00% 27,00 £ 0,00%° 30,00 + 0,00%°
9-Gentamicina
32,67 £ 0,58 25,00 £ 0,00 25,00 £ 0,00 27,33+1,15

Média + Desvio Padrdo. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey. A letra a, foi utilizada como referéncia para valores que diferiam estatisticamente
do controle positivo, b foi utilizado para diferir do controle negativo.

Os testes realizados com o antibidtico cefepima apresentou efeito sinérgico apenas para
S.aureus ATCC, P.aeruginosa e S.aureus hospitalar, ndo havendo efeito sinérgico contra
S.epidermides (tabela 6). Para S.aureus ATCC houve efeito sinérgico entre o antibidtico
cefepima e os extratos cloroférmico das folhas e hexanico das cascas. Para 0 microrganismo
S.hospitalar, o sinergismo ocorreu com 0s extratos hexanico das folhas, cloroférmico das

cascas, acetado de etila das cascas e com os extratos hidroetandlicos.



Tabela 6- Apresenta resultados referentes aos testes realizados com o antimicrobiano comercial
Cefepima (CPM) e os extratos de folhas e cascas de Hancornia speciosa.
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Extratos (1 mg/mL)

S. aureus ATCC

P. aeruginosa

S. aureus Hospitalar

(mm) (mm) (mm) (mm)
1-Hexano Folhas 33,00 £ 0,00° 13,00 +1,53% 31,00 + 1,00°
2-Cloroférmio Folhas 34,33+ 0,58 15,00 + 0,00° 30,00 +0,00°
3-Acetato Folhas 33,00 + 0,00° 15,00 + 0,00° 29,00 + 0,00°
4-Hexano Cascas 34,00 + 1,00 13,00 + 0,00 29,00 + 0,00°
5-Cloroférmio Cascas 32,33+0,58" 15,00 + 0,00° 32,00 + 0,00*
6-Acetato Cascas 32,00 £ 0,00° 17,33 +0,58% 31,67 +£1,15%°
7-Hidroetandlico Folhas 32,00 £ 0,00° 17,00 + 0,00 31,00 £+ 0,00%°
8-Hidroetanodlico Cascas 32,00 £ 0,00° 15,00 + 0,00° 31,00 £+ 0,00%°
9-Cefepima 32,00 £ 0,00 15,00 + 0,00 29,00 + 0,00

Média + Desvio Padrdo. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey. A letra a, foi utilizada como referéncia para valores que diferiam estatisticamente
do controle positivo, b foi utilizado para diferir do controle negativo.

Os testes de atividade sinérgica dos extratos vegetais de H. speciosa com o antibiotico
comercial ciprofloxacino (CIP) apresentou atividade apenas para a cepa de S. aureus comercial
como é possivel observar na tabela 7. Houve efeito sinérgico apenas entre CIP e 0s extratos
cloroformico da casca, acetato de etila da casca e com os extratos hidroetanolicos.

Tabela 7- Testes de sinergismo entre o antibiético comercial ciprofloxacino e extratos de Hancornia

speciosa contra S.aureus.

Extratos (1 mg/mL)

S. aureus ATCC

1-Hexano Folhas
2-Cloroférmio Folhas
3-Acetato Folhas
4-Hexano Cascas
5-Cloroférmio Cascas
6-Acetato Cascas
7-Hidroetanolico Folhas
8-Hidroetanolico Cascas
9-Ciproflloxacino

30,00 +0,00°
30,00 +0,00°
29,00 +0,00°
29,00 +0,00°
32,00 +0,00%
31,33 +£0,58%
31,00 +0,00%
31,50 +1,15%
29,00 £ 0,00

Média + Desvio Padrdo. As diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey. A letra a, foi utilizada como referéncia para valores que diferiam estatisticamente

do controle positivo, b foi utilizado para diferir do controle negativo.
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Como observado, a maior parte dos extratos apresentaram efeito sinérgico com o0s
antimicrobianos comerciais, levando-se em conta que nos manuais do CLSI a diferenca de 1 ou
2 mm podem mudar a classificacdo de um agente antimicrobiano resistente para sensivel, é
possivel considerar que os extratos de H. speciosa foram efetivos, além de haver diferenca
estatistica significativa em relacdo aos devidos controles positivos. O solvente hexano
demonstrou maior efetividade, por mais frequentemente apresentar efeito antimicrobianos nos
testes apresentados. Além disso, os extratos das cascas do caule da arvore de H. speciosa

demonstraram maior efetividade.

5.8 Menor Concentragdo Inibitdria e Concentracdo Bactericida Minima

Para os testes realizados através de microdiluicdo em caldo, foram selecionados os
microrganismos S. aureus e P. aeruginosa devido ao melhor desempenho dos extratos contra
esses microrganismos, nos testes anteriores realizados em meio sélido. O sal de resazurina foi
utilizado como indicador de viabilidade celular/metabdlica devido a sua capacidade de sofrer
alteracOes de cor em resposta a atividade redox intracelular (figuras 16,17 e 18). Inicialmente,
a resazurina encontra-se em sua forma oxidada, apresentando coloracdo azul. Na presenca de
células metabolicamente ativas, a resazurina € reduzida, resultando na formacéo de resorufina,
que apresenta coloracdo rosa. Esse processo ocorre devido a atividade de enzimas celulares
envolvidas na respiracdo, sendo a mudanca de cor um indicativo da viabilidade celular. Assim,
a coloracdo azul indica a auséncia de atividade metabdlica significativa, enquanto a coloracéo
rosa reflete a presenca de células vivas e metabolicamente ativas. A intensidade da coloracédo
pode ser quantificada por espectrofotometria, permitindo uma andlise quantitativa da

viabilidade celular ou atividade microbiana.

Figura 16-Microplaca apresenta o teste de concentragdo inibitéria minima (MIC) dos extratos etanolicos
das folhas e cascas de H. speciosa, ambos com revelador resazurina. Oliveira, I. N. (2024).
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Figura 17- A microplaca apresenta o teste de concentracdo inibitéria minima (MIC) dos extratos
hexanicos das folhas e cascas de H. speciosa, ambos com revelador resazurina. Fonte: Oliveira, I. N.
(2025).

Figura 18-Apresenta o controle positivo do teste, com as diluicdes do antimicrobiano comercial
Gentamicina, contra 0s microrganismos S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Oliveira, I. N. (2025).

Para S. aureus, os valores de MIC dos extratos variaram entre 1,25 e 10 mg/mL (tabela
8). No teste de Concentracdo Bactericida Minima (CBM), no qual o conteddo dos pocos
inibitorios foi semeado em agar (figura 19 B), ndo houve crescimento de colénias em nenhuma
das concentragdes testadas, indicando que todas as concentra¢Ges inibitorias apresentaram
também efeito bactericida. Assim, o0 CBM foi reportado como ">10 mg/mL" para indicar que
o efeito bactericida foi obtido até a concentragcdo maxima testada, sem crescimento bacteriano
detectavel e que a concentracdo minima esta além desse valor. Esse procedimento permite
avaliar se 0s microrganismos continuam a crescer quando retirados do caldo de cultivo
contendo os extratos vegetais, bem como determinar qual foi a menor concentracdo capaz de

causar morte dos microrganismos. Os agentes antimicrobianos podem ser bactericidas ou
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bacteriostatico, caso voltem a crescer no agar é inferido que o agente envolvido é
bacteriostético. Para P. aeruginosa, observou-se valores de MIC variando entre 5 e 10 mg/mL
(tabela 8). Novamente, o teste de CBM revelou que, ao semear o contetido dos pogos inibitorios
em &gar, ndo houve crescimento de col6nias em nenhuma das concentrac@es testadas (figura 19
A), indicando que os extratos também foram bactericidas para esse organismo nas
concentragdes testadas. O CBM foi igualmente indicado como ">10 mg/mL". A gentamicina,
utilizada como controle positivo, apresentou MIC de 1,56 pg/mL para S. aureus e 3,12 pg/mL
para P. aeruginosa, com CBM de 6,25 pg/mL e 12,5 ug/mL, respectivamente.

Tabela 8- Apresenta os resultados dos testes de menor concentragdo inibitéria (MIC) e concentracao
bactericida minima (CBM) dos extratos vegetais das folhas e da casca de Hancornia speciosa contra S.
aureus e P.aeruginosa.

Extratos (mg.mi™) S. aureus ATCC P. aeruginosa ATCC
MIC CBM MIC CBM
1-Hexano Folhas - - 10 >10
3-Acetato Folhas 10 >10 - -
4-Hexano Cascas 5 >10 5 >10
7-Hidroetanolico Folhas 10 >10 10 >10
8-Hidroetandlico Cascas 1,25 >10 10 >10
9- Gentamicina pg.mL™* 1,56 6,25 3,12 12,5

Os menores valores de MIC foram observados nos tratamentos realizados com 0s
extratos hidroetanolico das cascas de HS e hexanico da casca, ambos contra Staphylococcus
aureus, obtendo valores respectivos; 1,25 mg/mL e 5 mg/mL. Os resultados para estes
microrganismos além de dispostos na tabela 8, também podem ser observados nas figuras 15 a
18. Trabalhos como os dos autores Silva et al. (2024) e Sousa et al. ( 2022), encontraram
valores de MIC semelhantes aos descritos neste estudo (acima de 1 mg/mL), o que corrobora a

validade dos resultados obtidos e indica que eles estdo em concordancia com a literatura.

O mecanismo de acdo responsavel pelo efeito antimicrobiano de H. speciosa, ainda nao
foi completamente elucidado, mas os autores Gonelimali et al. (2018) demonstraram através de
experimentos que extratos vegetais acarretam diminuicdo no pH citoplasmatico e ruptura da
parede celular. De acordo com Vaou et al. (2021) os compostos fendlicos exibem atividade
antimicrobiana através de alteracdo da permeabilidade da membrana celular, formacdo de
complexos com proteinas extracelulares, inibicdo de fatores de viruléncia bacteriana e privacao
de nutrientes essenciais como ferro e zinco. O que resulta na desestabilizagdo das membranas,

inibic&o de enzimas microbianas e frequentemente, na morte celular.
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Figura 19 A e B- Apresentam os testes de Concentracdo Bactericida Minima em agar Muller-hinton.

Sendo a placa de petri na figura A referente a Pseudomonas aeruginosa e a imagem B para S. aureus.
Fonte: Oliveira, I. N. (2024).
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6 CONCLUSAO

As metodologias empregadas no trabalho permitiram realizar a extragdo dos extratos
vegetais da casca e folhas de Hancornia speciosa atraves do método de Soxhlet e maceracao a
frio com diferentes solventes, no caso do Soxhlet e com etanol para o procedimento de

maceracao a frio.

Os testes de quantificagdo de fendis e flavanoides totais demonstraram presenca de
ambos 0s compostos em todos 0s extratos, sendo o hidroetanélico da casca de maior destaque
para fenodis e o cloroférmico das folhas. Foi possivel observar que para os resultados da
quantificacdo de fendis e flavonoides, e atividade antioxidante os extratos da casca obtidos por
Soxhlet se destacaram quando comparado aos extratos das folhas e aos extratos etandlicos
extraidos a frio. Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana de forma isolada e sinérgica
com os antimicrobianos comerciais. Sendo o extrato hexanico da casca obtido por Soxhlet e 0
hidroetandlico da casca extraido a frio os que mais se destacaram, com MICs respectivas de

1,25 mg/mL e 5 mg/mL.

Através dos resultados obtidos podemos concluir que os extratos de Hancornia speciosa
tem potencial antimicrobiano e antioxidante. Sendo observado maior desempenho nos extratos
da casca quando comparado aos das folhas, o solvente que se destacou foi 0 hexano. Até o
presente momento, este € o primeiro trabalho que avalia os extratos de Hancornia speciosa
preparados por Soxhlet com diferentes solventes, comparando-o0s entre si e com 0s extratos das

folhas e cascas extraidos a frio com solvente etanol.

Apesar dos resultados apresentados, sdo necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos envolvidos na acao bactericida observadas nos extratos, bem como a realizacdo de
testes de citotoxidade. De modo a contribuir com mais robustez de dados acerca da Hancornia

speciosa.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados expostos, diversas possibilidades de estudo emergem para dar

continuidade e preencher lacunas para esta pesquisa:

e Estudo cromatogréfico dos extratos vegetais

e Teste de citotoxidade in vitro

e Extracdo a frio com solventes diversos

e Teste de sinergismo em caldo

e Teste de sinergismos com outros grupos de antibioticos além de aminoglicosideos

e Producéo de nanoestruturas
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