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RESUMO

As plantas medicinais vém se destacando pela sua importancia social, cultural e econdmica no
Brasil, o qual detém a maior biodiversidade do planeta. A Caatinga € o principal ecossistema
da regido Nordeste e o unico bioma exclusivamente brasileiro. H4 uma grande diversidade de
espécies utilizadas popularmente de forma medicinal em comunidades do semiarido de
Alagoas. No entanto, pesquisas que comprovem sua eficacia terapéutica sdo ainda incipientes.
Extratos etandlicos de duas espécies endémicas da Caatinga, Bauhinia cheilantha (Bong.)
Steud. e Lippia gracilis Schauer, conhecidas popularmente como “mororé” e “alecrim-da-
chapada”, foram submetidos & ensaios in vitro para avaliacdo de seu potencial antimicrobiano
e antioxidante, além da identificacdo da classe dos constituintes através de prospeccdo
fitoquimica. As cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
a cepa fungica Candida albicans foram utilizadas no método de difusdo em Agar e na
microdiluicdo em caldo, o qual determinou a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
extratos. Para a avaliacdo da capacidade sequestradora de radicais livres por antioxidantes
presentes nos extratos, foi utilizado o método de mensuracdo da reducdo do radical sintético
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Os resultados demonstraram o potencial antioxidante
das folhas, casca do caule e caule de B. cheilantha e o potencial antimicrobiano das partes
aéreas e caule da espécie L. gracili, com valores de CIM menores que constituintes de 6leos
essenciais de outras espécies de Lippia ja estudadas, em uma avaliacdo comparativa. Esses
achados podem ser atribuidos a presenca de flavonoides, taninos e esteroides e flavonoides e
terpenos, respectivamente, evidenciados na prospeccdo fitoquimica realizada. Os resultados
obtidos oferecem suporte ao uso popular de B. cheilantha para o tratamento do diabetes e L.
gracilis para processos infecciosos, e fornecem direcdo para estudos fitoquimicos que
identifiguem os constituintes responsaveis pelas atividades bioldgicas verificadas.
Palavras-chave: Bauhinia cheilantha. Lippia gracilis. Plantas medicinais. Caatinga.
Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante. Enfermagem.



ABSTRACT

Medicinal plants have been growing in their social, cultural and economic importance in
Brazil, which has the greatest biodiversity of the planet. Caatinga is the main ecosystem in the
northeastern region and the only biome exclusively Brazilian. There is a great diversity of
species popularly used for medicinal purposes in communities in the semiarid region of
Alagoas. However, research proving their therapeutic efficacy is still insufficient. Ethanol
extracts of two endemic species of the Caatinga, Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. and
Lippia gracilis Schauer, known popularly as "mororé™ and " alecrim-da-chapada™, underwent
in vitro assays to evaluate its antimicrobial and antioxidant potential, as well as identification
of the class of its constituents through phytochemical screening. The bacterial strains
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebisiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and the fungal strain Candida albicans
were used in the Agar diffusion method and broth microdilution, which determined the
minimum inhibitory concentration (MIC) of extracts. For the evaluation of the scavenging
capacity of antioxidants free radicals present in the extracts, the method of measuring the
reduction of the synthetic radical 2,2- diphenyl - 1 - picryl - hidrazila (DPPH) was used. The
results demonstrated the antioxidant potential of the leaves, stem bark and stem of B.
cheilantha and antimicrobial potential of stem and aerial parts of the specie L. gracilis with
MIC values comparatively lower than essential oils from other species of Lippia already
studied. These findings can be attributed to the presence of flavonoids, tannins and steroids
and flavonoids and terpenes, respectively, detected in phytochemical screening. Results
support the popular use of B. cheilantha for the treatment of diabetes and L. gracilis for
infectious processes, and provide direction for phytochemical studies to identify the
constituents responsible for the verified biological activities.

Keywords: Bauhinia cheilantha. Lippia gracilis. Medicinal plants. Caatinga.
Antimicrobial activity. Antioxidant activity. Nursing.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sempre foram utilizadas tradicionalmente por povos de todo o
mundo, sendo fontes valiosas para a prevencdo, tratamento e cura de muitas doencas. O
consumo de espécies vegetais com fins medicinais remonta a tempos imemoriais, sendo essa
prética o principal recurso terapéutico em muitas comunidades (PASQUALE, 1984; RATES,
2001; SILVA, 2011).

A descoberta de métodos cientificos que possibilitaram a sintese de compostos
organicos na era da Revolucdo Industrial culminou com a fabricacdo de diversos
medicamentos sintéticos. Entretanto, efeitos colaterais causados por esse tipo de farmaco e a
falta de acesso ao tratamento farmacoldgico para uma grande parte da populacédo, aliadas ao
alto custo das mesmas, foram algumas das razfes que promoveram o resgate pela opc¢édo
terapéutica com produtos naturais, em especial aqueles derivados de plantas (RATES, 2001).

A crescente busca na utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos a partir da década
de 80 foi reforcada por diretrizes da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) no inicio dos anos
90, sugerindo que produtos naturais, em particular os derivados de plantas, poderiam conduzir
ao descobrimento de novas substancias terapéuticas. Desde entdo, o interesse global pelas
plantas medicinais e fitoterapicos tem aumentado significativamente segundo a OMS, nédo
somente para as autoridades de salde como também para o poder publico e a industria
farmacéutica, com importantes iniciativas como por exemplo, a busca da seguranca e
qualidade dos fitoterapicos (WHO, 1991; 2003; 2007).

Dos mais de 200 farmacos considerados basicos e essenciais pela OMS, 11% séao
exclusivamente originarios de plantas e um namero significativo sdo farmacos sintéticos
obtidos de precursores naturais. Estudos cientificos sobre plantas utilizadas na etnomedicina
levaram a descoberta de diversos medicamentos valiosos, tais como a digoxina, (obtida a
partir da Digitalis spp.), quinina e quinidina (Cinchona spp.), vincristina e vinblastina
(Catharanthus roseus), atropina (Atropa belladona) e morfina e codeina (Papaver
somniferum). Moléculas naturais tém sido a base do surgimento de moléculas protétipo,
possibilitando o delineamento e o planejamento racional de novos farmacos e, também, a
descoberta de novas acOes terapéuticas, ndo atribuidas a compostos ja conhecidos.
Adicionalmente, substancias como a muscarina, fisostigmina, canabinoides, ioimbina,

forscolina, colchicina e ésteres de forbol, todas obtidas de vegetais, sdo importantes
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ferramentas de pesquisa em farmacologia, fisiologia e bioquimica (RATES, 2001; SHU,
1998).

No ambito do interesse na utilizacdo de extratos de plantas como agentes terapéuticos,
encontra-se a busca de novas substancias provenientes de espécies vegetais capazes de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos, no tratamento de infeccOes bacterianas e
fangicas. Isso se deve a indmeros fatores como 0 aumento a resisténcia a maultiplos
antibioticos, o impacto das doengas infecciosas na morbidade e mortalidade, o alto custo dos
antibioticos convencionais, a busca pelas terapias naturais, entre outros (WILKINSON, 2007).

A importancia que as plantas tém alcancado na prevengdo, tratamento e cura de
doengas com sua crescente demanda, tem sido demonstrada por iniciativas governamentais
especificas no Brasil (MING; FERREIRA; GONCALVES, 2012). Sendo o pais com a maior
biodiversidade do planeta (BRASIL, 2006), é imprescindivel que espécies vegetais endémicas
da Caatinga, Unico bioma exclusivamente brasileiro, sejam submetidas a bioprospeccdes,
considerando a riqueza desse ecossistema que apresenta caracteristicas climaticas tdo
peculiares (BRASIL, 2013; TRENTIN et al., 2011). Além disso, a participacdo da
enfermagem, enquanto ciéncia relacionada ao cuidado e a assisténcia a saude, é de
fundamental importancia no envolvimento dessas importantes iniciativas.

Bauhinia cheilantha e Lippia gracilis, duas espécies endémicas da Caatinga foram
selecionadas para o presente estudo, na busca de confirmar sua utilizagdo popular terapéutica,
ndo havendo relatos de investigacdes dessa natureza na literatura cientifica que utilizaram
extratos brutos das mesmas. O levantamento bibliografico a respeito dessas espécies
evidenciou a necessidade de mais estudos sobre as propriedades terapéuticas que possam
existir em seus extratos e compostos isolados, diante das citagfes nas diversas indicagoes
etnobotanicas e etnofarmacoldgicas, podendo se tornar possibilidades promissoras na

descoberta de novos fitoterapicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Iniciativas governamentais no Brasil relacionadas as plantas medicinais

O Brasil é detentor da maior biodiversidade do planeta, possuindo em torno de 15 a
20% do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade (BRASIL, 2006), patrimdnio potencialmente capaz
de lhe render enormes beneficios econd6micos. Nesse contexto, iniciativas governamentais e
privadas tém sido geradas devido a importancia social, econémica e cultural que as plantas
medicinais tém alcangado com sua crescente demanda, com a finalidade de fortalecer as
diversas atividades da cadeia produtiva. Além disso, 6rgdos de fomento passaram a financiar
projetos com a tematica das plantas medicinais havendo uma grande atividade no pais em
torno delas (MING; FERREIRA; GONCALVES, 2012).

Um exemplo dessas iniciativas é a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos - PNPMF, aprovada pelo Ministério da Saude (MS), por meio do Decreto n°
5.813, de 22 de junho de 2006, na perspectiva da integralidade da atencdo a saude e uso
sustentavel da biodiversidade brasileira, ressaltando ainda o estabelecimento de uma posicédo
de destaque do Brasil no cenario internacional (BRASIL, 2006).

Para o alcance dos objetivos dessa importante politica, o governo federal aprovou,
por meio da Portaria Interministerial n°® 2960, de 9 de dezembro de 2008, o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que, em conformidade com as diretrizes e
linhas prioritarias da Politica Nacional, visa ampliar as op¢des terapéuticas aos usuarios do
Sistema Unico de Salde (SUS), com garantia de acesso a plantas medicinais e aos
fitoterapicos. Para a elaboracdo do programa foi instituido o Grupo de Trabalho
Interministerial, e a criacdo do Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, a fim
de monitorar e avaliar o referido programa (BRASIL, 2009a). No mesmo ano, o MS elaborou
e publicou a Relagéo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), onde
listou 71 espécies de plantas medicinais utilizadas pela populagdo brasileira com alguma
evidéncia para indicacdo de uso na atencdo basica de saude (BRASIL, 2009b). No entanto,
estudos cientificos para a maioria das espécies ainda sdo necessarios, para confirmar a
terapéutica e a seguranca na utilizacdo das mesmas, para que somente assim possam ser
listadas na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) e prescritas
oficialmente (BRASIL, 2012).
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A RENAME aprovada pela Portaria n°® 533, de 29 de margo de 2012, conta com 810
itens, ampliando a lista oficial de medicamentos do Sistema Unico de Saude (SUS) em 260
itens, contendo atualmente 12 extratos de plantas financiados pelo Ministério da Saude para
disponibilizacdo na rede publica de saude. S&o fitoterapicos aprovados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria em critérios de seguranca e eficacia e nessa nova lista foram incluidas
espécies presentes na RENISUS, como a babosa (Aloe vera) para queimaduras e psoriase, a
horteld (Mentha piperita) para o tratamento de doencas intestinais e controle de nauseas e
flatuléncia e o salgueiro (Salix Alba) para lombalgia (BRASIL, 2012).
Apesar do avanco nas pesquisas com plantas medicinais, ainda ha muito a percorrer,
sobretudo nos estudos clinicos de seus efeitos em seres humanos, que vdo muito além da

comprovacao de efeitos farmacologicos de determinada espécie, verificando seu uso popular.

2.2 A rigueza de um bioma exclusivo e Unico

O principal ecossistema da regido Nordeste do Brasil € a Caatinga, Unico bioma
exclusivamente brasileiro e que ocupa a area equivalente a 11% do territério nacional. Se de
um lado abriga cerca de 27 milhdes de pessoas, sendo a maioria carente e dependente dos
recursos do bioma para sobreviver, de outro possui um imenso potencial de bioprospecgédo
que, se bem explorado, é fator decisivo para o desenvolvimento da regido e do pais (BRASIL,
2013).

A Caatinga € caracterizada pelas altas temperaturas, baixa umidade e precipitacdo
anual em torno de 250 a 500 mm (BASSO et al., 2005). A estacdo seca dura sete meses ou
mais e o inverno, ou estacdo das chuvas, ndo possui temperaturas baixas como em outros
biomas. Essas caracteristicas fazem da Caatinga um tipo peculiar de vegetacdo em que as
plantas desenvolveram adaptacdes exclusivas diante das condi¢des climaticas locais
(TRENTIN et al., 2011) (Figura 1).

As espécies vegetais semiaridas sdo parte da cultura de muitas comunidades desse
bioma onde suas valiosas informacdes terapéuticas sempre foram passadas de geracdo a
geragdo, apesar da consideravel diminuicdo dessa pratica ao longo dos anos, devido as
inimeras mudancas no estilo de vida contemporéneo e a escassez de muitas espécies (AGRA
et al., 2007).
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Figura 1 — Caatinga nas estacfes seca e chuvosa (Reserva Natural Serra das Almas)

Fonte: http://meliponariodosertao.blogspot.com.br/2012/09/0-meliponario-da-reserva-natural-
serra.html; http://blogdasilvaniaclaudino.wordpress.com/2013/09/12/projeto-da-associacao-caatinga-recebe-
premio-da-fundacao-banco-do-brasil/

Estudos etnofarmacolégicos em comunidades do semiarido ja listaram diversas
espécies vegetais utilizadas para maltiplos propdsitos medicinais e com potencial fitoquimico
e farmacologico, mas que ainda ndo possuem estudos cientificos para a comprovacdo dos
efeitos terapéuticos relatados (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

Agra, Freitas e Barbosa-Filho (2007) realizaram uma revis&o da literatura a respeito da
utilizacdo terapéutica de espécies de plantas nativas na regidao Nordeste e registraram o uso de
483 plantas com potenciais propriedades bioativas. Eles demonstraram que dessa lista, 96,5%
sdo utilizadas para fins medicinais, enfatizando a importancia da investigacdo de muitas
espécies que ainda ndo foram objetos de estudos farmacol6gicos que comprovem sua crenca
popular. Outra investigacdo realizada pelo levantamento etnobotanico no Semiarido do
Nordeste registrou 119 espécies usadas no tratamento de 92 problemas de salde,
demonstrando a existéncia de espécies indicadas para estudos de bioprospec¢do (CARTAXO;
SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010). Almeida et al. (2011) realizaram um estudo comparativo
em duas areas do Nordeste do Brasil, onde avaliaram a atividade antimicrobiana de 34
espécies vegetais da Caatinga e da Floresta Atlantica, a partir de levantamento etnobotéanico
de plantas utilizadas para o tratamento de infeccdes. Extratos da Caatinga mostraram uma
tendéncia de atividade antimicrobiana superior em compara¢do com o0s extratos da Floresta
Atlantica, embora as espécies de ambos tenham inibido grande variedade dos microrganismos

testados.


http://meliponariodosertao.blogspot.com.br/2012/09/o-meliponario-da-reserva-natural-serra.html
http://meliponariodosertao.blogspot.com.br/2012/09/o-meliponario-da-reserva-natural-serra.html
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Segundo Albuquerque e Andrade (2002), estudos etnobotanicos no semiérido
brasileiro s&o ainda muito escassos diante de sua produtividade, refletindo a falta de interesse
por esse rico ecossistema o qual possui muitas espécies vegetais ameacadas de extingdo por
inimeras raz@es, principalmente pela forte pressdo extrativista de madeira. Em seu trabalho
onde buscaram explorar a relagdo pessoas / plantas no ecossistema Caatinga, concluem que,
para o desenvolvimento da regido, uma das medidas necessérias sdo estudos que investiguem
e comprovem o0 uso tradicional de inumeras espécies e sua efetividade terapéutica seja

avaliada para uso em programas de assisténcia primaria a saude.

2.3 Abordagem etnodirigida como ponto de partida para estudos farmacologicos

Um dos principios que orientam o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF), além da participacdo popular e controle social, € a busca no
reconhecimento, valorizacdo e preservagdo do conhecimento tradicional das comunidades e
povos, quanto as suas praticas populares e tradicionais de uso de plantas medicinais
(BRASIL, 2009b). O conhecimento popular adquirido pela tradicdo familiar a respeito do uso
e efeito terapéutico de espécies vegetais € sem ddvida uma das maiores contribuicbes na
descoberta de farmacos pela divulgacdo de seus beneficios terapéuticos, podendo ser o ponto
de partida para estudos farmacoldgicos com plantas medicinais.

No contexto da etnobotanica, que estuda a relacdo dos diferentes grupos étnicos com
as plantas, a etnofarmacologia consiste na busca de combinar informacdes adquiridas junto a
comunidades locais que fazem uso da flora medicinal com estudos cientificos, com o intuito
de investigar e comprovar seu uso popular (ELISABETSKY; SOUZA, 2004). O método de
abordagem etnofarmacoldgica na selecdo de espécies vegetais favorece com maior
probabilidade a descoberta de novas substancias bioativas, comparando-a com outras
abordagens, como a randémica (a qual consiste na sua disponibilidade, sem uso de critério) e
a quimiotaxondmica (selecdo da planta de acordo com a classe quimica presente em seu
género ou espécie) (MACIEL et al., 2002).

Estudos etnodirigidos (BARROS et al., 2007; SANTOS; LIMA; FERREIRA, 2008;
SOUZA et al., 2006) podem contribuir & medida que listam plantas medicinais ja conhecidas
e utilizadas em determinadas regibes, com potencial para serem inseridas em sistemas

publicos de saude.
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2.4 Selecdo das espécies estudadas e delineamento dos ensaios biologicos

Considerando a riqueza do bioma Caatinga que, apesar de ser pouco estudado sob
ponto de vista etnobioldgico, € um habitat Unico no mundo, Almeida et. al. (2006a) realizaram
um estudo na regido de Xingd, estado de Alagoas, o qual visou contribuir para o
conhecimento das plantas medicinais utilizadas pelos habitantes rurais da regido de Caatinga,
nos municipios de Piranhas e Delmiro Gouveia, onde listaram e identificaram 187 espécies
vegetais que sdo utilizadas de forma terapéutica pelas comunidades pesquisadas.

Nesse estudo, Almeida et. al. (2006a) ressaltaram que apesar da Caatinga possuir
grande diversidade de plantas medicinais, estudos que comprovem suas indicacdes populares
sdo insuficientes. A maioria das espécies listadas ndo possui ainda investigacGes bioldgicas ou
ndo ha aparentemente nenhuma publicacdo focalizada nas atividades terapéuticas atribuidas as
espécies citadas nesse levantamento (ALMEIDA et al., 2006a). Espécies valorizadas nesse
estudo ndo mostraram importancia em outros estudos dessa natureza realizadas no Semi-
arido, enquanto outras menos valorizadas nesse levantamento, como Myracrodruon
urundeuva, Schinopsis brasiliensis e Anadenanthera colubrin, j& se mostraram de grande
importancia em outras comunidades entrevistadas (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002;
ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002; SILVA; ALBUQUERQUE, 2005).

Esse estudo pioneiro de Almeida et. al. (2006a) realizado em comunidades do Semi-
arido alagoano, foi o ponto de partida na escolha das espécies vegetais para a elaboracdo do
presente estudo. Duas das 187 plantas identificadas nessas comunidades, Bauhinia cheilantha
e Lippia gracilis, possuem seus géneros na lista da RENISUS, sendo entdo selecionadas para
a presente avaliacdo bioldgica, uma vez que a relacdo divulgada pelo Ministério da Saude
enumera espécies com alguma evidéncia para indicacdo de uso na atencdo basica de saude,
possuindo assim maior probabilidade em seu potencial terapéutico.

Considerando estudos etnodirigidos e investigaces farmacoldgicas sobre a avaliacao
antimicrobiana e antioxidante de espécies dos géneros Bauhinia e Lippia, foi delimitada a

busca nessas duas avaliacOes bioldgicas das espécies selecionadas.
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3 ESPECIES VEGETAIS ESTUDADAS

3.1 Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel

As plantas do género Bauhinia (Fabaceae), que compreendem aproximadamente 300
espécies, sdo conhecidas popularmente como ‘“pata-de-vaca” devido ao formato de suas
folhas. Muitas dessas espécies sao utilizadas na medicina tradicional em varias regioes
tropicais ao redor do mundo, incluindo a Africa, Asia, América Central e do Sul. As partes
mais utilizadas séo as folhas, a casca do caule, o caule e a raiz, para o tratamento de diversas
doencas, principalmente infeccbes, processos inflamatérios e dolorosos e diabetes
(ACHENBACH, 1988 apud SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; CECHINEL FILHO, 2009;
GUPTA, 2010; SILVA; CEQUINEL FILHO, 2002; TESKE; TRENTINI, 2001).

indios brasileiros e nativos de outros paises sul-americanos ja usavam as folhas de B.
forficata como cicatrizantes em ferimentos e para outros fins como diuréticos, digestivos,
expectorantes, analgésicos e anti-inflamatérios (ALONSO, 1998 apud OLIVEIRA et al.,
2001).

Estudos experimentais a respeito das atividades farmacoldgicas de espécies do género
Bauhinia ja foram relatados na literatura, como a atividade anti-inflamatéria e analgésica de
extratos da casca do caule de B. guianensis (CARVALHO et al., 1999); atividade analgésica
de extratos das folhas, caules, cascas e raizes de B. splendens, 0os quais demonstraram maior
eficacia que farmacos utilizados na clinica (CECHINEL FILHO et al., 1995); atividade
antiulcerogénica do extrato de flores de B. racemosa por meio da inducdo de Ulceras gastricas
em ratos, as quais apresentaram significativa reducdo com o emprego do extrato testado
(AKHTAR; AHMAD, 1995), dentre outras.

O género Bauhinia é mais frequentemente estudado quanto a possivel acao
hipoglicemiante, ja demonstrada em pesquisas com as espécies B. candicans, B. cheilantha,
B. divaricata, B. megalandra, B. monandra, sendo B. forficata a que apresenta maior nimero
de estudos que ja avaliaram seu efeito antidiabético (SILVA; CEQUINEL FILHO, 2002),
como na investigacdo de Pepato et al. (2002) que demonstrou reducdo significativa no nivel
de glicose sanguinea e urinaria a longo prazo com a administracdo de decoc¢éo de folhas de
B. forficata, como substituto da dgua potavel.

O estado hiperglicémico do diabetes pode induzir o estresse oxidativo por meio de

varios mecanismos, tais como a auto-oxidagdo da glicose, a formacdo de produtos finais da
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glicacdo avancados (AGEs) e ativacdo da via do poliol, os quais geram espécies reativas de
oxigénio (ROS), que incluem os radicais livres (BARBOSA, OLIVEIRA e SEARA, 2008;
WOLF, 1987). Martin-Gallan et al. (2003) associaram o aumento dos niveis de marcadores de
lesdo induzida por radicais livres circulantes com a reducdo das defesas antioxidantes em
pacientes diabéticos, enfatizando a importancia do desenvolvimento de agentes de protecdo
envolvendo antioxidantes, além dos tratamentos classicos para a doenga, evitando reacdes em
cadeia de oxidacdo e consequente reducdo nos danos vasculares. Sabu e Kuttan (2002)
verificaram que alguns extratos vegetais utilizados popularmente como hipoglicémicos
possuem atividade antioxidante significativa, relacionando esses dois efeitos, e alguns
trabalhos j& avaliaram o potencial antioxidante de extratos de espécies do género Bauhinia,
como B. forficata (KHALIL; PEPATO; BRUNETTI, 2008) e B. racemosa (KUMAR et al.,
2005), com resultados que indicam o seu potencial antioxidante.

Sendo fato que os flavonoides possuem propriedades antioxidantes (URQUIAGA,;
LEIGHTON, 2000) e se encontram dentre as substancias fentlicas nas folhas da espécie B.
cheilantha (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008; 2009; 2010), é muito provavel gue essa
espécie tenha atividade antioxidante, apoiando ainda mais sua utilizacdo popular para o
tratamento do diabetes.

A utilizacdo popular de espécies do género Bauhinia para o tratamento de doencas
infecciosas também tem sido comprovada por meio de inUmeros estudos experimentais, na
busca de confirmar seu potencial antimicrobiano, em especial contra microrganismos
patogénicos. Achenbach et al. (1988) evidenciaram o potencial antifungico de B. manca pelos
resultados onde varios metabdlitos, particularmente os flavonoides, inibiram de forma
significativa varias espécies fangicas patogénicas. Savi et al. (1996) comprovaram que a
espécie B. splendens possui principios ativos contra bactérias patogénicas, em especial cepas
Gram-positivas como Streptococcus sp. e Staphylococcus aureus. Pokhrel, Adhikari e Baral
(2002) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato etandlico de B. variegata, onde as
amostras testadas apresentaram inibi¢do tanto para as bactérias Gram-positivas como Gram-
negativas, sendo a concentracdo bactericida minima (CBM) de 0,39 mg/mL para Bacillus
subtilis. O extrato metandlico de B. racemosa foi avaliado por Kumar et al. (2005) quanto ao
potencial antimicrobiano e antioxidante, demonstrando atividade de amplo espectro contra
todos 0s microrganismos testados, bem como fonte potencial de agente antioxidante.
Dugasani et al. (2010) descreveram pela primeira vez a atividade antimicrobiana de raizes de
B. tomentosa e B. vahlii contra quatro cepas Gram-positivas, trés Gram-negativas e trés

fungos, e atribuiram as inibi¢des apresentadas pela presenca de flavonoides e taninos.
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Esses estudos demonstram que o uso medicinal de plantas do género Bauhinia por
comunidades em diferentes partes do mundo, tem encontrado respaldo em estudos cientificos
0s quais tem constatado, ainda que parcialmente, seus efeitos terapéuticos com investigacoes
em modelos experimentais. No entanto, para a devida utilizacdo terapéutica e indicacdo na
atencdo a salde, estudos a respeito da toxicidade sdo extremamente importantes. Martinez et
al. (2011) avaliaram a citotoxicidade de alcaloides de extratos etandlicos de folhas de B.
variegata, 0s quais apresentaram niveis altos de toxicidade, destacando a necessidade de
busca pelos principios ativos para a determinacdo das propriedades antitumorais desses
compostos, bem como estudos para determinar a atividade antiparasitaria (leishmaniose,
maléria e doenga de Chagas), utilizando-se sistemas in vitro com células ndo tumorais, como

culturas primarias de macréfagos humanos ou de ratos.

Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel, Fabaceae, também conhecida como “mororo”
¢ uma espécie endémica da Caatinga e que possui ampla utilizacdo na medicina popular
(ALMEIDA et al., 2010a; PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008; 2009). Estudos etnodirigidos
em comunidades do Semi-arido demonstram os diversos fins terapéuticos dessa espécie como
analgésico, antiasmético, anticoagulante, antidiabético, antiinflamatorio, antireumatico,
expectorante, depurativo, sedativo, tdnico, entre outros, sendo as folhas e a casca do caule as
partes mais utilizadas (AGRA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2006a; ALBUQUERQUE et al.,
2006; 2007a; 2007b; CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010) (Figura 2).

Figura 2 — Partes aéreas da espécie Bauhinia cheilantha (Bongard) Steudel

Fonte: Propria autora (2012)

Um levantamento de estudos etnodirigidos sobre espécies do género Bauhinia
publicados no Brasil, demonstrou que das catorze espécies citadas, somente Bauhinia
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forficata se encontra na lista das plantas de interesse ao SUS — RENISUS (BRASIL 2009b)

(Quadro 1). Outro levantamento de artigos sobre investigacfes farmacoldgicas de espécies do

referido género demonstrou que B. forficata possui o maior nimero de publicacGes. Das

outras duas espécies listadas na RENISUS encontrou-se apenas um estudo sobre B. variegata,
sendo constatada sua propriedade cicatrizante (NASCIMENTO NETO et al., 2011) e nenhum

a respeito da B. affinis, a qual n&o foi citada nem encontrada em nenhuma das publicagGes de

ambos os levantamentos realizados, revelando a necessidade de mais estudos para essa

espécie (Quadros 1 e 2).

A espécie B. cheilantha é uma das mais citadas nos artigos, apds B. forficata, dentre

as demais do mesmo género nas pesquisas etnodirigidas (Quadro 1). Apesar disso, no outro

levantamento, foram encontrados apenas dois estudos a respeito da espécie B. cheilantha.

Almeida et al. (2006b) investigaram o seu potencial hipoglicémico, onde extratos metandlicos

de folhas dessa espécie, nas doses de 300, 600 e 900 mg/kg evidenciaram significante

atividade hipoglicémica. Luna et al. (2005) avaliaram a atividade larvicida utilizando extratos

brutos da folha e do caule e larvas do mosquito Aedes aegypti, na perspectiva de controles

naturais contra esse vetor. O extrato das folhas ndo teve atividade, porém o caule apresentou

atividade significante na mortalidade dos mosquitos (Quadro 2).

Quadro 1 — Levantamento bibliografico sobre o uso medicinal de plantas do género Bauhinia*

Espécies Artigos (n°) Uso medicinal Referéncias

B. forficata 8 Diabetes / doenca nos rins e bexiga / cistite/ TROJAN-RODRIGUES, 2012;
diurética / colesterol / cancer / coracédo / BARROQOS, 2007; SOUZA, 2004;
doencas enddcrinas, nutricionais, COSTA, 2011; SANTOS, 2008;
metabdlicas, geniturinérias e na coluna / GIRALDI, 2010; ZUCHIWSCHI,
anti-hemorrégico / inchago no corpo 2010; SOUZA, 2006

B. cheilantha 7 Gripe / tosse / dores em geral / diabetes / dor CARTAXO, 2010; FERREIRA
na coluna / hemostaticos / problemas JUNIOR, 2011; AGRA, 2007;
intestinais / problemas de estdmago / anti- PAULINO, 2012; COSTA, 2011,
inflamatéria / tonificante / depurativa / ROQUE, 2010; ALBUQUERQUE,
antidiabética / antilipidémico / doenga nos 2006
rins / dor de cabeca / tosse / catarro

B. spp. 4 Hipoglicemiante / antidiabética / FENJO, 2012; MACEDO, 2007;

antilipidémica / renal / hipotensora

ALBUQUERQUE, 2007; PILLA,
2006
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Espécies Artigos (n°) Uso medicinal Referéncias

. rufa 3 Antihiperlipidemia / anorexigena / SILVA, 2010; RODRIGUES, 2007;
antidibética / diurética / antiobesidade / MACEDO, 2004
adstringente / hipoglicemiante

. rufa 3 Antihiperlipidemia / anorexigena / SILVA, 2010; RODRIGUES, 2007;
antidibética / diurética / antiobesidade / MACEDO, 2004
adstringente / hipoglicemiante

. acuruana 1 Diabetes OLIVEIRA, 2010

. candicans 1 Problemas renais / pedras nos rins / cistite /  MERETIKA, 2010
diabetes

. dubia 1 Diabetes / colesterol alto OLIVEIRA, 2010

. glabra 1 Hipoglicemiante MACEDO, 2004

. holophylla 1 Antidibética / diurética / antiobesidade / RODRIGUES, 2007
adstringente

. nitida 1 Rins / diabetes PASA, 2008

. pentandra 1 Inflamag&o / cicatrizante ROQUE, 2010

. purplrea 1 Diabetes / diurético SOUSA, 2010

. radiata 1 Doencas das glandulas enddcrinas / nutricdlo  CHRISTO, 2010
/ metabolismo

. ungulata 1 Diabetes / derrame / priso de ventre OLIVEIRA, 2010

" Levantamento bibliografico utilizando-se as bases de dados: SCiELO, LILACS, PubMed e Scopus e descritores
indexados na lista dos sistemas DeCS: Bauhinia; Brazil; ethnobotany; folk medicine; medicinal plants; bioassay
e anti-infective agents, adotando a estratégia de agrupar o descritor Bauhinia e/ou Brazil com os demais

(PROPRIO AUTOR, 2012).
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Quadro 2 - Levantamento bibliogréfico sobre a atividade farmacoldgica de plantas do género

Bauhinia*
Espécies Artigos (n°) Atividade farmacoldgica Referéncia ()

B. forficata 10 Hipoglicémica / antioxidante / KHALIL, 2008; SOUSA, 2004;
hipolipidémica / antitumoral / LINO, 2004; MELO, 2011,
propriedades anticoagulantes PRINCIPE, 2009; MENEZES,

2007; CURCIO, 2012;
OLIVEIRA, 2005; SILVA,
2002; PEPATO, 2002

B. microstachya 5 Analgésica / antioxidante / MACHADO JUNIOR, 2006;
antinociceptiva / imunomodulatoria de SILVA, 2001; MENEZES,
células mononucleares humanas 2004; SILVA, 2007b;

GADOTTI, 2005
B. monandra 3 Hipoglicémica / antioxidante / inseticida MENEZES, 2007; MACEDO,
2007; ARGOLO, 2004

B. variegata 1 Potencial cicatrizante NASCIMENTO NETO, 2011

B. cheilantha 2 Hipoglicémica / larvicida / citotoxica LUNA, 2005; ALMEIDA, 2006

B. splendens 1 Antinociceptiva WILLAIN FILHO, 1997

B. acuruana 1 Antibacteriana TRENTIN, 2011

B. bauhinioides 1 Propriedades anti-inflamatorias OLIVEIRA, 2010

B. outimouta 1 Propriedades anticonvulsivantes QUINTANS JUNIOR, 2002

B. platypetala 1 Ansiolitica SANTOS, 2012

Levantamento bibliogréafico utilizando-se as bibliotecas virtuais: SciELO, LILACS, PubMed e Scopus e
descritores indexados na lista dos sistemas DeCS: Bauhinia; Brazil; ethnobotany; folk medicine; medicinal
plants; bioassay e anti-infective agents, adotando a estratégia de agrupar o descritor Bauhinia e/ou Brazil com 0s

demais (PROPRIA AUTORA, 2012).



28

A compilagdo de informagOes como essas demonstra a necessidade de mais estudos a
respeito das propriedades terapéuticas que possam existir nos extratos e compostos isolados
de muitas espécies do género Bauhinia e que podem se tornar possibilidades promissoras na
descoberta de novos fitoterapicos sendo incluidas na RENISUS, como é o caso de B.
cheilantha, que foi umas das espécies mais citadas nos estudos etnoboténicos, porém, ainda
sem respaldo cientifico para a sua indicacdo e uso na atengdo basica de salde, devido a falta

de pesquisas que comprovem suas atividades biologicas.

3.2 Lippia gracilis Schauer

Dentre as plantas medicinais utilizadas popularmente, destacam-se as espécies da
Familia Verbenaceae, que compreendem 35 géneros e mais de 1.000 espécies, muitas
exclusivamente brasileiras. O género Lippia €é o segundo maior da familia Verbenaceae,
possuindo aproximadamente 200 espécies de espécies herbaceas, arbustos e pequenas arvores,
cujos maiores centros de dispersdo se encontram em paises das Américas do Sul e Central,
como também em territorios da Africa tropical (JUDD et al., 2007; PASCUAL et al., 2001;
TERBLANCHE; KORNELIUS, 1996).

No Brasil, existem aproximadamente 120 espécies de Lippia, distribuidas no Cerrado
e na Caatinga, onde se destacam pelo aspecto chamativo no periodo da floragdo e por seu
aroma forte e geralmente agradavel. Dessas espécies, L. alba (Mill.) N. E. Brown (erva-
cidreira ou falsa-melissa) é a mais conhecida e utilizada devido as suas propriedades
medicinais. Na regido Nordeste as espécies de Lippia sdo usadas na medicina popular para
diversos fins, como no tratamento de bronquites, gripes, resfriados, tosse, entre outros. As
partes mais utilizadas sdo as folhas e as flores na forma de infusdo ou decocgéo por via oral
ou como emplastos (OLIVEIRA et al., 2007; PASCUAL et al., 2001).

Como resultado do emprego das inimeras espécies para diversos fins terapéuticos,
muitas dessas espécies ja foram investigadas do ponto de vista farmacolégico, o que revelou
importantes propriedades tais como, acdo sedativa, antiespamddica, estomaquica, anti-
inflamatoria e antipirética de L. Alba (GOMES et al., 1993); acdo contra a maléria, no
tratamento de hipertensdo e combate a sarna de L. multiflora (OLADIMEJI et al., 2000;
VALENTIN et al., 1995) e tratamento da tosse e bronquite de L. dulcis (COMPADRE;
ROBBINS; KINGHORN, 1986).
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Lippia gracilis Schauer é uma planta aromética, também endémica do Nordeste
brasileiro, da vegetacdo semi-arida, conhecida popularmente como alecrim-da-chapada ou
alecrim-de-serrote. Apresenta-se como um arbusto de aproximadamente 2,5 m de altura, bem
ramificada, de folhas pequenas e flores brancas, ambas bastante odoriferas (LORENZI,
MATOS, 2002) (Figura 3).

Figura 3 — Partes aéreas da espécie Lippia gracilis Schauer

Fonte: Propria autora (2012).

As folhas de L. gracilis sdo ricas em dleo essencial com significativa atividade contra
bactérias e fungos (ALBUQUERQUE, 2006; NETO et al., 2010).

As pesquisas referentes & composi¢do quimica das espécies de Lippia evidenciam,
principalmente, 0s seus constituintes volateis nos dleos essenciais. Sobre a espécie Lippia
gracilis Schauer, estudos de seus constituintes volateis apresentam como principais
compostos o timol e carvacrol, que tém forte atividade antimicrobiana contra fungos e
bactérias (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011). No entanto, pesquisas sobre os
constituintes fixos sdo incipientes, evidenciando a necessidade de trabalhos que enfoquem nas

outras classes de compostos.
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4 A ENFERMAGEM E A PESQUISA COM PLANTAS MEDICINAIS

No contexto da importancia que as plantas medicinais tém alcangado nas Ultimas
décadas, torna-se imprescindivel que a Enfermagem, enquanto ciéncia relacionada ao cuidado
e a assisténcia a salude esteja também envolvida e inserida na busca de consolidar os objetivos
de importantes iniciativas governamentais que visam integrar o uso de plantas medicinais e
fitoterapicos no SUS, como a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no
SUS - PNPIC-SUS (BRASIL, 2006), a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos - PNPMF (BRASIL, 2006) e o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos - PNPMF (BRASIL, 2009a).

A atuacdo do enfermeiro no resgate do conhecimento popular sobre as préaticas
integrativas de cuidado, dentre elas a utilizacdo terapéutica das plantas, demonstra grande
importancia uma vez que o mesmo é o principal promotor do cuidado, no incentivo a pratica
do autocuidado e a busca da integralidade. A busca em compreender o cuidado em salde pelo
uso das plantas podera fomentar a aproximacdo da pesquisa na pratica, além de fortalecer o
vinculo servicos de saude e usuarios (CEOLIN et al., 2011; HEISLER et al., 2012).

Estudos sobre a valorizacdo do conhecimento popular a respeito das plantas
medicinais em comunidades brasileiras (BADKE et al.,, 2011; CEOLIN et al., 2011,
HEISLER et al., 2012; REZENDE; COCCO, 2002) tém sido publicados por enfermeiros, na
tentativa de integrar o importante instrumento da sabedoria popular no cuidado a satde, em
especial nos programas como o da ESF (Estratégia Saude da Familia), que lhes possibilitam o
conhecimento acerca desse saber.

Heisler et al. (2012) realizaram um estudo sobre 0s saberes e usos da espécie Anredera
cordifolia (folha gorda) por moradores de um municipio no estado do Rio Grande do Sul,
destacando que o levantamento realizado fornece subsidios para o desenvolvimento de novas
pesquisas sobre plantas medicinais. Badke et al. (2011) analisaram o cotidiano popular de
moradores atendidos por uma Unidade de Saude da Familia em um municipio do Rio Grande
do Sul sobre o emprego terapéutico de plantas medicinais no cuidado a saude, demonstrando a
imprescindivel aproximacédo entre o saber popular e o cientifico, bem como a necessidade de
um maior dominio desse saber pelos profissionais da enfermagem. Rezende e Cocco (2002)
analisaram o uso da fitoterapia em uma comunidade rural do estado de Minas Gerais,

identificando as plantas mais frequentemente utilizadas bem como seu uso terapéutico,
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constatando seus fins semelhantes aos descritos na literatura e destacando a importante
participacdo do enfermeiro na orientagdo ao uso das plantas medicinais de maneira racional.

Algumas das publicacBes de pesquisadores enfermeiros em estudos voltados para o
uso de plantas medicinais ressaltam a importante necessidade de realizacdo de estudos
cientificos que comprovem o conhecimento popular coletado sobre as plantas medicinais, a
fim de garantir os beneficios na utilizacdo das mesmas, além de evitar os maleficios
decorrentes do uso indevido (CEOLIN et al., 2011; FENO et al., 2012; HEISLER et al.,
2012).

Apesar da existéncia de pesquisas com plantas medicinais por meio de estudos
etnodirigidos, sdo escassas as publicacdes de enfermeiros na &rea da pesquisa béasica
experimental, na busca de iniciar a comprovacdo cientifica do saber popular a respeito da
terapéutica das plantas. Além disso, raramente os periodicos de enfermagem publicam
manuscritos dessa natureza, uma vez que o enfoque dos estudos em enfermagem pouco tem se
voltado para a pesquisa basica, de um modo geral e mais especificamente, com plantas
medicinais.

Uma das provaveis causas da dificuldade ou auséncia de translacdo da pesquisa basica
experimental dentro da &rea assistencial, e até mesmo na academia, é o desconhecimento do
enfermeiro quanto ao poder e multiplicidade de utilizagdo da ciéncia fundamental e/ou
experimental para o delineamento de suas investigacGes. A integracdo da enfermagem com
disciplinas como biologia, farmécia e quimica, em pesquisas com plantas medicinais na
descoberta de novos fitoterapicos é apenas uma das muitas contribuicdes da enfermagem na
interseccdo da pesquisa basica com a area assistencial, uma vez que é o principal facilitador
do cuidado (ALVES et al., 2004).

Bastos et al. (2009) avaliaram pela primeira vez a atividade antimicrobiana in vitro de
extratos e compostos isolados de Zeyheria tuberculosa, utilizada popularmente para o
tratamento de céancer e doencas de pele, onde alguns resultados puderam justificar
parcialmente o uso popular desta espécie. Almeida et al. (2012) realizaram um estudo
experimental in vitro que investigou o potencial antimicrobiano do extrato do 6leo de coco na
perspectiva da prevencdo da infeccdo e tratamento de feridas, utilizando trés extratos do coco
alagoano frente a 14 microrganismos, onde todos 0s extratos testados apresentaram atividade
contra Staphylococcus aureus, confirmando o seu potencial na utilizagdo popular. Apesar das
limitagdes inerentes, esses estudos demonstram a importancia na atua¢do da enfermagem nas
pesquisas basicas pelo fato da melhor conexdo com a assisténcia e o cuidado, havendo assim a

necessidade de um enfoque maior de pesquisas de enfermeiros na area das ciéncias basicas.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade biologica in vitro de extratos etanolicos das espécies vegetais Bauhinia

cheilantha (Bong.) Steud. e Lippia gracilis Schauer.

5.2 Objetivos especificos

Realizar a prospeccdo fitoquimica para a identificacdo das classes de compostos bioativos

presentes nos extratos etanolicos.
Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica dos extratos etandlicos;

Determinar a atividade antioxidante por meio da capacidade sequestradora de radicais livres

dos extratos etandlicos;
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 TIPO DE ESTUDO E LOCAIS DOS EXPERIMENTOS

Estudo experimental delineado nos moldes de pesquisa quantitativa, realizado nos
seguintes laboratérios da Universidade Federal de Alagoas/UFAL: Laboratério de Pesquisa
em Tratamento de Feridas/LpTF da Escola de Enfermagem e Farmacia/ESENFAR,;
Laboratorio de Farmacologia e Imunologia/LaFl do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude/ICBS e Laboratoério de Pesquisa de Quimica de Produtos Naturais/LPgPN do Instituto
de Quimica e Biotecnologia/IQB.

6.2 COLETA E IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS VEGETAIS

As amostras vegetais das espécies Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. e Lippia
gracilis Schauer foram coletadas na Reserva Ecoldgica do Castanho, situada no municipio de
Delmiro Gouveia, regido de Xingo e estado de Alagoas (S09°30°51.6” W037°54°30.3” e
S09°31°49.4” W037°54°12.4”), no més de outubro de 2012, com auxilio do guia turistico
Adalberto Inacio de Franca (Figura 4).

Figura 4 — Municipio de Delmiro Gouveia, AL
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A identificacdo das espécies foi confirmada pela Profa. Dra. Rosangela Pereira de
Lyra Lemos do Instituto do Meio Ambiente do estado de Alagoas (IMA/AL), no qual as
exsicatas encontram-se catalogadas sob o n°® MAC 56123 (Bauhinia cheilantha (Bong.)

Steud.) e 56124 (Lippia gracilis Schauer) (nimero de catdlogo no Herbario do IMA/AL).

6.3 PREPARO DOS EXTRATOS BRUTOS

As partes utilizadas para o preparo dos cinco extratos etandlicos foram: folhas (BC-F),
casca do caule (BC-CC) e caule (BC-C) da espécie Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud. e
partes aéreas (caule, galhos, folhas e flores) (LG-PA) e caule (LG-C) da espécie Lippia
gracilis Schauer. As mesmas foram secas a temperatura ambiente durante 60 dias e, apds esse
periodo, foram trituradas separadamente em moinho e pesadas separadamente. As diferentes
partes foram entdo submetidas a maceracdo com etanol a 96% (C,HsOH) durante 15 dias em
recipiente fechado e em temperatura ambiente, sendo filtradas e remaceradas por trés vezes
consecutivas durante um intervalo de sete dias. A cada filtragdo realizada, a solugdo com
extrato foi concentrada em evaporador rotativo para a obtengdo dos cinco extratos brutos
(Figuras 5 e 6).

Figura 5 - Plantas secas trituradas, maceracao e extratos brutos

Fonte: Propria autora (2012)
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Figura 6 — Fluxograma do preparo dos extratos brutos

Fonte: Prépria autora (2013)

A escolha do etanol (C,HsOH) como solvente utilizado na extracdo se deve ao baixo
custo do mesmo, em comparagdo com outros solventes como a acetona e 0 metanol, ao menor
impacto ambiental e, especialmente a baixa toxicidade, sendo fator determinante na extracéo
de compostos ativos com finalidade de fabricacdo de fitomedicamentos (PEIXOTO
SOBRINHO et al., 2010). As quantidades utilizadas para a obtencdo dos extratos etanolicos

encontram-se na tabela 1.



Tabela 1 — Massas das plantas trituradas e dos extratos etanélicos

Amostras vegetais Massa seca (g)

Massa final (g)

(partes trituradas) (extratos etandlicos)

BC-F

BC-CC

BC-C

LG-PA

LG-C

264

420

450

570
600

71,1317
48,3531
18,2202

112,2411

84,0166

Fonte: Prépria autora (2013)

36
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6.4 ENSAIOS IN VITRO

6.4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

6.4.1.1 Cepas microbianas e preparacéo do inéculo

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as seguintes cepas
bacterianas ATCC® (American Type Culture Collection - centro de distribuicéo de culturas de
microrganismos de referéncia padrdo): Staphylococcus aureus (25923), Staphylococcus
epidermidis (12228), Enterococcus faecalis (29212), Escherichia coli (25922), Klebisiella
pneumoniae (700603), Pseudomonas aeruginosa (27853) e a cepa fungica Candida albicans
(24433).

As cepas bacterianas e fangica liofilizadas foram cultivadas em meio Caldo Mueller
Hinton (CMH) e a cultura incubada por 24 horas a 35 °C. Ap0s esse periodo, foram semeadas
com auxilio de uma alca sobre a superficie de placas de Petri contendo meio Agar Mller
Hinton (AMH) para bactérias e Agar Sabouraud Dextrose (ASD) para fungos, e reincubadas
nas mesmas condicdes, para o ajuste da turbidez da cultura em solucdo salina estéril a 0,9% (9
g/L de cloreto de sodio) (diluicdo 1:1000) (CLSI, 2008; 2012a).

Para a padronizacdo da densidade do indculo, foi utilizado o controle de turbidez
Optica de béario (BaSO,) equivalente a uma solugdo da escala padrdo de turvacdo de Mc
Farland do tubo 0,5, que resulta em uma suspensdo contendo aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL (unidades formadoras de coldnias por mililitro) de bactérias e 1-5 x 10° UFC/mL de
leveduras (CLSI, 2008; 2012a).

6.4.1.2 Método de difusdo em meio sélido a partir de cavidade

O método de difusdo em meio solido a partir de cavidade ou técnica de perfuragdo em
agar € um dos métodos de difusdo onde h& a remoc¢do do meio de cultura solido com auxilio
de cilindros de 6-8 mm de diametro para a formacao de pogos, nos quais é possivel aplicacao
das substancias a serem analisadas (ALVES et al., 2000; OSTROSKY et al., 2008; PINTO;
KANEKO; OHARA, 2010).

Os ino6culos foram padronizados em solucdo salina estéril para uma concentracdo de
1,5 x 10® UFC/mL de bactérias e 1-5 x 10° UFC/mL de leveduras, de acordo com a turbidez
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do tubo 0,5 da escala de Mc Farland, sendo o indculo final necessario de aproximadamente
10° UFC/mL e 10® UFC/mL para bactérias e leveduras, respectivamente (CLSI, 2008; 2012a).

Os extratos etanolicos BC-F, BC-CC e BC-C foram solubilizados em DMSO
(composto utilizado como solvente polar) a 10% e os extratos LG-PA e LG-C em
Cremophor® (Sigma-Aldrich) a 10% e q.s.p. de solugéo salina estéril, obtendo-se uma solucéo
com concentracdo final de 100 mg/mL. Para a confecgédo das quatro cavidades por placa de
Petri, foram utilizadas as bases de ponteiras de 7 mm de diametro, de forma invertida, sobre
uma fina camada de agar (Mueller Hinton para bactérias e Sabouraud Dextrose para fungos).
Em seguida, verteu-se uma solucdo contendo 1 mL da suspensdo microbiana e 20 mL de
AMH ou ASD fundido e resfriado a 45-50 °C, nas placas de Petri, ainda com as ponteiras
invertidas para a formacdo das cavidades. Apos a solidificacdo do agar, as ponteiras foram
retiradas e 50 pL dos extratos solubilizados foram depositados em cada cavidade
confeccionado pelas ponteiras (AYRES et al., 2008; KARAMAN et al., 2003; LIMA et al.,
2006) (Figura 7).

Para o controle de sensibilidade das cepas ensaiadas frente a acdo dos solventes, foram
utilizados 50 pL de DMSO (10%) ou Cremophor® (10%) como controles negativos. Os
discos de antibioticos, Ceftriaxona (CRO 30 ug) e Ciprofloxacina (CIP 5 ug), e o antifingico
Fluconazol (50 pg/mL), utilizados como controles positivos foram selecionados de acordo
com o grupo de agentes antimicrobianos sugeridos pelo FDA Clinical Indications por meio
dos Laboratdrios de Microbiologia Clinica dos Estados Unidos (CLSI, 2008; 2012b).

Figura 7 — Método de difusdo em meio solido a partir de cavidade

Fonte: Propria autora (2013)

O sistema foi incubado em estufa a 35 °C por 24 h para as bactérias e por 48 h para o
fungo (CLSI, 2008; 2012a). Apds o término do periodo de incubacgdo, foram medidos os halos

de inibicdo de crescimento com auxilio de um paquimetro (Figura 8).




39

De acordo com o diametro dos halos de inibicdo, os extratos foram classificados
dentro de trés categorias: atividade forte — espécies com halos iguais ou maiores que 16 mm,
atividade moderada — espécies com halos iguais ou maiores que 13 mm e iguais ou menores
que 15 mm e atividade baixa — espécies com halos iguais ou menores que 12 mm (ALMEIDA
etal., 2011).

Figura 8 — Medic&o dos halos de inibi¢éo

Fonte: Prépria autora (2013)

6.4.1.3 Técnica de microdilui¢cdo em caldo para a determinagéo da concentragéo inibitéria minima
(Clm)

Os cinco extratos etandlicos foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo para
a determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) (AYRES et al., 2008).

Este método ¢ denominado “microdiluicdo”, porque envolve o uso de pequenos
volumes de caldo colocados em placas de pléstico estéreis, proprias para microdilui¢do, que
possuem pocos de fundo redondo ou conico (CLSI, 2012b).

Os in6culos foram padronizados em solucdo salina estéril e a suspensdo bacteriana Mc
Farland 0,5 (1,5 x 10® UFC/mL) foi diluida 1:10 para se conseguir uma diluicdo 10" UFC/mL,
sendo a concentragdo final de bactérias de 5 x 10> UFC/mL (ou 5 x 10* UFC/poco), ao
inocular 5 pL dessa suspensdo no caldo. A suspensdo fangica Mc Farland 0,5 (1-5 x 10°
UFC/mL) foi diluida 1:50 para se conseguir uma diluicdo 2 x 10* UFC/mL, sendo a
concentracéo final desejada de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL ao inocular 50 pL dessa suspensdo em
cada poco (CLSI, 2012b).
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Este ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 orificios. Um volume de 200
ML dos extratos vegetais, preparados na concentracgao de 2,0 mg/mL, empregando-se DMSO a
10% (para os cinco extratos testados), foram inoculados nas colunas de 1 a 9 da linha A. Os
demais orificios foram preenchidos com 100 pL de Caldo Mueller Hinton (CMH) duas vezes
concentrado. Em seguida, uma aliquota de 100 pL do conteudo de cada orificio da linha A foi
transferido para os orificios da linha B, e ap6s homogeneizagdo, o mesmo volume foi
transferido para a linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H, e desprezando-se
apos homogeneizacdo o excesso da diluicdo, obtendo-se assim concentracdes decrescentes
dos extratos a partir de 1,0 mg/mL-linha B; 0,5 mg/mL-linha C; 0,25 mg/mL-Linha D, e
assim por diante. Um volume de 5 pL (5 x 10* UFC/pogo) e de 50 pL (10® UFC/poco) dos
indculos bacterianos e fangicos diluidos, respectivamente, foram depositados em cada um dos

orificios das linhas A-H (Figura 9).

Figura 9 — Técnica de microdiluicdo em caldo
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Fonte: Propria autora (2013)

Os orificios das colunas 10, 11 e 12 foram destinados para os testes de controle do
experimento. Os orificios da coluna 10 foram reservados para o controle negativo da atividade
inibitéria do diluente DMSO, utilizado na preparacdo dos extratos. Nesta coluna, a solugéo de
DMSO a 10% foi diluida em caldo Mueller Hinton até a linha H e o mesmo indculo
microbiano foi acrescido. Os orificios da coluna 11 receberam apenas caldo Mdeller Hinton e
0 inoculo microbiano, possibilitando o controle positivo da viabilidade microbiana e o0s
orificios da coluna 12 receberam apenas caldo Miueller Hinton para a verificacdo da
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esterilidade da placa (Figura 9). As microplacas foram seladas com tampas de pléstico e
incubadas a 35 °C por 18 horas (CLSI, 2012a).

Decorrido este intervalo de tempo, foi acrescido a cada um dos orificios 20 yuL de uma
solucdo aquosa de cloreto de trifenil tetrazolio a 0,5% (TTC — VETEC), corante que promove
a coloracgdo das col6nias sem comprometer sua viabilidade. As microplacas foram novamente
re-incubadas por mais trés horas a 35 °C, e ap0s esse periodo, a presenca de coloracdo
vermelha nos orificios foi interpretada como prova negativa do efeito inibitorio do extrato,
enquanto a auséncia da coloracdo vermelha foi considerada prova positiva da acéao inibitoria
do extrato sobre os microrganismos testados (AYRES et al., 2008; CLSI, 2012a).

O teste foi considerado valido na constatacdo de crescimento microbiano nos pogos
destinados ao controle positivo e a CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato
em mg/mL capaz de inibir completamente o crescimento microbiano nos pocos de
microdiluicdo conforme detectado a olho nu, ou seja, o aparecimento da coloracdo vermelha
(CLSI, 2012a) (Figura 9).

6.4.2 Avaliagdo da atividade antioxidante por meio da capacidade sequestradora de radicais
livres (CSR)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por meio da avaliacdo da
capacidade de antioxidantes presentes nos extratos vegetais em sequestrar o radical sintético
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), que é um composto de moléculas de radicais livres
estaveis (SOLER-RIVAS; ESPIN; WICHERS, 2000). O DPPH reage com substancias
antioxidantes doadoras de hidrogénio (AH), incluindo compostos fendlicos: DPPH- + AH «—
DPPH-H + A- (GOVIDARAJAN et al., 2003a e 2003b). Esse é um dos métodos mais
confidveis, além da sua facilidade a rapidez, dentre as metodologias que avaliam a CSR e

permite a avaliacdo de varias amostras em um curto periodo de tempo.

6.4.2.1 Ensaio qualitativo do DPPH

As amostras dos cinco extratos etanolicos (BC-F, BC-CC, BC-C, LG-PA e LG-C)
passaram por dissolugdo em Cloroférmio (CHCIs) e aliquotas de 2 pL de cada amostra
solubilizada foram aplicadas por meio de capilares de vidro em cromatoplacas 5 x 20

(silicagel 60 F254, Merck) e eluidas em sistemas de solventes adequados. Apds evaporacao
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dos solventes em temperatura ambiente foi aplicado o controle positivo (+)-catequina (2 pL, 1
mg/mL em CHCI3) e as cromatoplacas foram imersas durante 10 segundos em solucédo
metanolica do radical sintético DPPH (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a 0,4 mM e, em seguida,
secas a temperatura ambiente. O surgimento de manchas amarelas sobre o fundo roxo das
cromatoplacas das substancias testadas sugeriu a possivel CSR. A intensidade da cor amarela
depende da quantidade e natureza do sequestrador de radical livre presente na substancia
(SOLER-RIVAS; ESPIN; WICHERS, 2000) (Figura 10).

Figura 10 — Ensaio qualitativo do DPPH
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Fonte: Propria autora (2013)

6.4.2.2 Ensaio quantitativo do DPPH

Para a realizacdo do ensaio quantitativo, foi elaborada uma curva de calibracdo do
radical DPPH (100 pumol/L) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) a partir de uma solucéo inicial de
40 pg/mL, a qual foi diluida obtendo-se nove concentracdes diferentes (1, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35 e 40 pg/mL). Aliquotas de cada uma das concentracdes das solugbes de DPPH foram
transferidas para cubetas de vidro para a leitura em espectrofotdmetro a 515 nm e o MeOH
espectroscopico foi utilizado como branco para a devida calibragdo. A curva foi calculada

utilizando o programa estatistico Microcal Origin 6.0® (Gréfico 1).
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Gréfico 1 — Curva do DPPH x absorbancia
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Subsequentemente, 0s cinco extratos foram solubilizados em MeOH espectroscopico
obtendo-se concentracbes de 25 a 200 pg/mL (25; 50; 100; 150 e 200 pg/mL). Aliquotas de
0,1 mL de cada uma dessas concentraces foram diluidas em 0,9 mL de solucdo metandlica
do radical DPPH (100 pmol/L). A leitura da absorbéncia de cada uma das cinco
concentracfes em triplicata contra a solu¢do de MeOH espectroscopico (branco) foi realizada
em um intervalo de 15 minutos, durante o periodo de 60 minutos em espectrofotdmetro a 515
nm.

A concentracdo inibitéria da amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracdo
inicial do DPPH (Clso), foi calculada utilizando o programa estatistico Microcal Origin 6.0%.
A percentagem de DPPH remanescente (DPPHgem) Nno meio reacional (% DPPHgem =
[DPPH]eo / [DPPH]o x 100) foi obtida a partir de equacdo matematica da curva de calibragdo
pré-determinada (y = 0,01458 + 0,03497x), dos valores de absorbancia (média) obtidos ap6s
60 minutos para cada uma das cinco concentragdes testadas (y) e da concentracdo de DPPH
no tempo 60 minutos (x), sendo [DPPH], (concentracdo de DPPH no tempo 0) de 40 pg/mL

Os valores de Clso foram expressos como média + erro padrdo. As diferencas
estatisticas foram avaliadas pelo teste ANOVA (p<0,05) (FABRI et al., 2011).

6.4.3 Prospecao fitoquimica para identificacio de classes de compostos bioativos

A prospeccdo fitoquimica para identificacdo de classes de constituintes quimicos
presentes nos cinco extratos etandlicos foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Matos (1997), onde os métodos utilizados nessa abordagem sdo qualitativos e a presenca de

um constituinte pode mascarar a cor indicativa do outro.
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Os extratos foram solubilizados em etanol na concentracdo de 1 mg/mL e um volume
de 3-4 mL foi depositada em cada um dos tubos de ensaio numerados de 1 a 7 para cada uma

das cinco amostras.

Tubo 1: fenois e taninos

No tubo de nimero 1 foi adicionado as amostras trés gotas de solucdo alcoodlica de
cloreto de ferro (I11) e ap6s agitagdo, a coloragdo adquirida indicou a classe de substancias
presentes: variagdo entre azul e vermelho é indicativo de fendis; azul escuro indica a presenca
de taninos pirogalicos (hidrolisaveis) e verde, a presenca de taninos flobabénicos

(condensados ou catéquicos).

Tubo 2-4: antocianinas, antocianidinas e flavonoides

A solucédo do tubo de numero dois foi acidulada com &cido cloridrico a um pH 3,0 e as
dos tubos trés e quatro foram alcalinizadas, respectivamente, a pH 8,5 e 11, utilizando-se
hidréxido de sodio. A combinacdo das coloracGes apresentadas pelos trés tubos indica as
classes de substancias presentes, sendo que a coloracdo vermelha, lilas e azul-parpura sédo
indicativos de antocianinas e antocianidinas e a coloracdo vermelha e amarela ou laranja

indica a presenca de flavonoides.

Tubo 5 e 6: Leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

O pH do tubo cinco foi acidulado até 1-3 e o do tubo seis alcalinizado a um pH 11,
utilizando-se, &cido cloridrico e hidroxido de sodio, respectivamente. Os mesmos foram
aquecidos e comparados com 0s tubos correspondentes utilizados no teste anterior. A
alteracdo da solucdo acidificada (tubo 5) para cor vermelha ¢é indicativo de
leucoantocianidinas e para a cor pardo-amarelada de catequinas, sem alterar a coloragdo da
solucdo alcalinizada e a alteracdo da solucdo alcalinizada para vermelho ou laranja é

indicativo da presenca de flavononas, sem alteracdo da solucédo acidificada.
Tubo 7: flavondis, flavanonas, flavanonois e xantonas

A solugdo presente no tubo sete foram adicionados alguns miligramas de magnésio e 0,5

mL de acido cloridrico concentrado, no qual foi observada efervescéncia dentro do tubo. Ao

final dessa reagéo, o aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha € indicativo da presenca
dos constituintes supracitados.

Para os outros métodos, um volume de 10 mL de cada uma das cinco solugdes

etandlicas foi submetido a rotoevaporacao.
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Esteroides e triterpenoides

O residuo seco foi extraido trés vezes com porcdes de até 3 mL de cloroférmio, o qual
foi filtrado em um funil com um algodédo contendo sulfato de sédio anidro (desidratante) em
um tubo de ensaio seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e ap0s agitacdo suave foram
adicionadas trés gotas de &cido sulfirico concentrado e o tubo novamente agitado. O
aparecimento da coloracdo azul seguida da verde permanente é indicativo da presenca de
esteroides, enquanto o aparecimento da parda até vermelha é indicativo de triterpenoides

pentaciclicos.

Saponinas

Os residuos insoluveis em cloroformio do teste anterior foram solubilizados em agua
destilada, transferidos para um tubo de ensaio e agitados fortemente por dois minutos. A
formacgdo de uma espuma persistente e abundante na forma de uma espécie de “colarinho” é

indicativa da presenca de saponinas.

Alcaloides, antraguinonas, antronas e cumarinas

Os testes para alcaloides, antraquinonas, antronas e cumarinas foram realizados
utilizando a cromatografia em camada delgada (CCD). Para o teste de indicativo de
alcaloides, os extratos foram solubilizados em metanol, aplicados na placa de CCD e eluidos
com uma mistura cloroférmio/metanol na proporcdo de 9/1. Apds a eluicdo, borrifou-se o
reagente de Dragendorff. O aparecimento de coloracdo laranja é indicativo da presenca de
alcaloides. Para as outras substancias borrifou-se hidroxido de potassio a 10% e apds
secagem, foi observada a presenca das cores indicativas em luz ultravioleta no comprimento
de onda de 365 nm, sendo azul indicativo de cumarina, vermelho de antraquinona e amarelo

de antrona.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Prospecdo fitoquimica para a identificacéo de classes de compostos bioativos

De acordo com os resultados experimentais, a prospeccdo evidenciou a presenca de

classes de constituintes quimicos nas amostras vegetais, como resumido na tabela 2.

Tabela 2 — Resultado da prospeccao fitoquimica de Bauhinia cheilantha e Lippia gracilis

Extratos etanélicos

Classe de constituintes BC-F BC-CC BC-C LG-PA LG-C
quimicos
Fenois - - - - -
Taninos + + + + +
Flavonoides + + + + +
Catequinas - - - - -
Esteroides + + + + -
Terpenos - - - - +
Saponinas - - - + i
Alcaloides - - - - -
Antraquinonas - + + - -
Antronas + - - + .

BC-F: folhas de Bauhinia cheilantha; BC-CC casca do caule de B. cheilantha;,BC—C: caule de B. cheilantha;
LG-PA: partes aéreas de Lippia gracilis; LG-C: caule de L. gracilis (PROPRIA AUTORA, 2014)

Nos trés extratos da espécie Bauhinia cheilanta, os resultados evidenciaram a presenga
de taninos (possivelmente do grupo dos taninos condensados), flavonoides e esteroides, sendo
identificadas também antraquinonas e antronas em BC-CC / BC-C e BC-F, respectivamente.

Uma revisdo da literatura sobre a composi¢do quimica de espécies do género

Bauhinia, demonstrou a predominancia de terpenos, esteroides, alcaloides e especialmente
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flavonoides, sendo B. manca, B. candicans, B. uruguayensis, B. purpurea, B. forficata e B.
splendens as espécies mais estudadas fitoquimicamente (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

As propriedades terapéuticas de diferentes espécies de Bauhina tém sido atribuidas
principalmente a presenca de flavonoides, sendo a espécie B. forficata a mais estudada sob
ponto de vista biolégico (CECHINEL FILHO, 2009). Estudos sobre a quantificacdo de
flavonoides foliares da espécie B. cheilantha confirmaram essa classe de constituinte presente
em uma triagem realizada (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008; 2009; 2010). Uma analise
fitoquimica realizada por Silva et al. (2007a) também evidenciou a presenca de flavonoides,
taninos e antraquinonas em folhas de B. cheilantha e ndo identificou a presenca de alcaloides
e esteroides. No entanto, esta Ultima classe foi encontrada nos trés extratos avaliados neste
estudo.

Nos extratos da espécie Lippia gracilis, a prospeccdo fitoquimica evidenciou a
presenca de taninos e flavonoides, além de esteroides, saponinas e antronas em LG-PA e
terpenos em LG-C.

Estudos fitoquimicos das espécies de Lippia evidenciam, principalmente, 0s
constituintes volateis, mas flavonoides também ja foram citados em estudos com L. citriodora
e L. nodiflora, existindo 56 ocorréncias dessa classe no género Lippia (GOMES;
NOGUEIRA; MORAES, 2011), correlacionando-se as evidéncias aqui encontradas.
Alcaloides foram identificados nas espécies L. dulcis, L. germinata, L. nodiflora e L.
turbinata (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011), porém ndo foram identificados nos
extratos de L. gracilis estudados. Taninos, triterpenos e derivados de esteroides ja foram
relatados em L. alba (GOMES; NOGUEIRA; MORAES, 2011) e também foram encontrados
na prospeccéo realizada neste estudo.

7.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

7.2.1 Extratos de B. cheilantha

No ensaio com o método da difusdo em meio sélido, o extrato etandlico do caule (BC-
C) inibiu todas as cepas bacterianas testadas, apresentando média de diametro de halo de 17 +
1 mm para S. aureus, sendo essa a maior média em relacdo as outras cepas e extratos testados.
O extrato da casca do caule (BC-CC), com provaveis compostos no caule, apresentou halos de

inibicdo para todas as cepas Gram-positivas e ndo inibiu nenhuma das cepas Gram-negativas.
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Ja o extrato da folha (BC-F) apresentou halo somente para E. faecalis, demonstrando baixa
atividade. A resisténcia das cepas Gram-negativas pode ser devido a presenca da membrana
externa nessas bactérias como uma barreira de permeabilidade. Ja a cepa fungica C. albicans
foi resistente para todos os trés extratos de B. cheilantha testados, ndo apresentando halos de
inibicdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos de Bauhinia cheilantha frente a
cepas bacterianas e fungica, avaliados por meio dos métodos de difusdo em meio solido e de
microdiluicdo em caldo

Cepas/ S. aureus S. epidermidis  E. faecalis P. aeruginosa E.coli K. pneumoniae C. albicans
Extratos e
controles

Método da difusdo em meio sélido
BC-F -2 - 10+ 1 mmP - - - -
BC-CC 161 mm 15+ 0mm 151 mm - - - -
BC-C 171 mm 15+1mm 14 +1mm 11+1mm 12+1mm 14 +1mm -
Controle - © - - - - - - -
Controle + ¢ 30 mm (CRO) 32mm (CRO) 40 mm (CIP) 31 mm (CIP) 32 mm (CIP) 36 mm (CIP) 31 mm (FLU)

Microdilui¢do em caldo

BC-F >1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0
BC-CC 1,0 1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0
BC-C 1,0 1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0 >1,0

BC: Bauhinia cheilantha; - * Auséncia de halo de inibic&o; "Medidas dos halos de inibigdo de crescimento em mm (média de
triplicata + desvio padrdo); °Solvente utilizado na solubilizacdo das amostras vegetais (DMSO a 10%); °Discos de
antimicrobianos referéncia utilizados; CIP Ciprofloxacina 5pug, CRO Ceftriaxona 30ug, FLU Fluconazol 50 pg/mL; Os
valores da microdiluicdo em caldo sdo expressos em concentragdo inibitéria minima do extrato etandlico em mg/mL
(PROPRIA AUTORA, 2013).

Apesar dos halos com atividade forte e moderada apresentados pelos extratos BC-CC
e BC-C, no ensaio da microdilui¢cdo em caldo, a maioria dos valores de CIM para essa espécie
foram maiores que 1,0 mg/mL, exceto no teste de BC-CC e BC-C contra S. aureus e S.
epidermidis, os quais mostraram-se sensiveis com CIM de 1,0 mg/mL, o que pode indicar a
presenca de compostos antibacterianos nessas partes (Tabela 3). Esse dado se assemelha com
0 estudo realizado por Mishra et al. (2011) que demonstraram a inibi¢cdo do crescimento de S.

aureus com extratos benzénicos de B. variegata, 0s quais apresentaram halos de inibigédo de
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10 mm e concentragdo bactericida minima de 60 mg/mL, concentracdo alta em comparacéo
com os extratos testados neste estudo.

Dados de estudos realizados com outras espécies de Bauhinia mostraram forte
atividade antimicrobiana da casca do caule e da raiz, enquanto fraca ou nenhuma atividade
nas folhas, havendo uma relacdo com os resultados aqui obtidos (DUGASANI, 2010;
KUMAR et al., 2005; MARTINEZ et al., 2011).

Martinez et al. (2011) testaram extratos etandlicos e fracfes de alcaloides de folhas de
B. variegata quanto ao seu potencial antibacteriano, onde todas as amostras apresentaram
CIM com valores acima de 1,0 mg/mL, assim como o extrato BC-F testado no presente
estudo, 0 que constata a fraca atividade antimicrobiana foliar.

Outro ensaio, que avaliou a atividade antimicrobiana de extratos metandlicos da casca
do caule de B. racemosa, mostrou um amplo espectro de atividades contra todas as cepas
bacterianas testadas com valores de CIM de 25 a 200 pg/mL (KUMAR et al., 2005),
evidenciando um potencial antibacteriano nas partes da casca do caule desta espécie.

Dugasani et al. (2010) avaliaram extratos hexanicos, acetato de etila e metanoélicos de
raizes de B. tomentosa e B. vahlii e concluiu que todos os extratos acetato de etila e
metanolicos apresentaram CIM com valores abaixo de 62,5 pg/mL e 250 pg/mL,
respectivamente. O autor atribuiu esses achados a presenca de flavonoides (extratos acetato de
etila) e taninos (extratos metanolicos), o que poderia justificar a provavel acdo desses
constituintes nos extratos BC-CC e BC-C, considerando as evidéncias sobre flavonoides e

taninos presentes nessas partes (SILVA et al., 2007a).

7.2.2 Extratos de L. gracilis

Os extratos etandlicos das partes aéreas e do caule de L. gracilis (LG-PA e LG-C)
inibiram todas as trés cepas Gram positivas testadas. Em geral, essas amostras apresentaram
halos de inibicdo significativos com forte atividade para as cepas Gram-positivas,
evidenciando a presenca de constituintes com propriedades antibacterianas.

A cepa S. aureus mostrou-se sensivel com média de didametro de halo de 20 £ 2 mm
para LG-C e 27 + 4 mm para LG-PA, sendo esse Gltimo o valor mais aproximado do controle

positivo utilizado (Tabela 4).
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Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos de Lippia gracilis frente a cepas
bacterianas e fungica, avaliados por meio dos métodos de difusdo em meio so6lido e de
microdilui¢cao em caldo.

Cepas / S. aureus S. epidermidis E.faecalis  P.aeruginosa E.coli K. pneumoniae  C. albicans

Extratos e
controles

Método da difusdo em meio sélido

LG-PA 27 £ 4 mmP 17 £0 mm 13+1mm -2 - 12 £0 mm 10+1 mm
LG-C 20+ 2 mm 13+1mm 19+ 1 mm - 101 mm 130 mm 11+0mm
Controle - © - - - - - - -
Controle + ¢ 30 mm 32 mm 40 mm 31 mm 32 mm 36 mm 31 mm
(CRO) (CRO) (CIP) (CIP) (CIP) (CIP) (FLU)

Microdiluicao em caldo

LG-PA 0,125f 0,25 0,5 >1,0 >1,0 1,0 1,0

LG-C 0,5 0,125 0,25 >1,0 1,0 1,0 1,0

LG: Lippia gracilis; - ® Auséncia de halo de inibicdo; "Medidas dos halos de inibicdo de crescimento em mm
(média de triplicata + desvio padrdo); °Solvente utilizado na solubilizacdo das amostras vegetais (DMSO a 10%);
“Discos de antimicrobianos referéncia utilizados; CIP Ciprofloxacina 5pg, CRO Ceftriaxona 30ug, FLU
Fluconazol 50 pg/mL; Os valores da microdiluicdo em caldo sdo expressos em concentracao inibitéria minima
do extrato etandlico em mg/mL (PROPRIA AUTORA, 2013).

Dentre as cepas Gram-negativas, E. coli e K. pneumoniae foram sensiveis a LG-C, e
LG-PA inibiu somente a K. pneumoniae, com provavel presenca de compostos ativos do
caule. J& a cepa P. aeruginosa foi resistente as amostras testadas de L. gracilis (Tabela 4).
Esses resultados podem ser relacionados com o estudo de Sarrazin et al. (2012) que testou o
oleo essencial de L. grandis, quanto ao seu potencial antimicrobiano, no qual todas as cepas
Gram-positivas utilizadas foram sensiveis, ao passo que P. aeruginosa tambem mostrou
resisténcia ao 0leo testado.

Sob as condigOes experimentais do presente estudo, os extratos brutos apresentaram
halos de inibicdo ao crescimento de C. albicans, diferentemente do 6leo essencial testado por
Sarrazin et al. (2012), que ndo apresentou inibicdo do crescimento para essa levedura. Nessa

relacdo, a inibicdo apresentada pode indicar a possivel presenca de constituintes que ndo estéo
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presentes nos Oleos essenciais, porém outros estudos com espécies do mesmo género (L.
sidoides e L. origanoides) ja demonstraram inibicdo contra essa levedura (BOTELHO et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2007).

No ensaio da microdiluicdo em caldo com as cepas Gram-positivas, todos os valores
de concentracdo inibitéria minima dos extratos ficaram abaixo de 0,5 mg/mL. Os extratos de
LG-PA apresentaram atividade antibacteriana com valores de CIM de 0,125 mg/mL para S.
aureus e 0,25 mg/mL para S. epidermidis, e os extratos de LG-C apresentaram valores de
CIM de 0,125 mg/mL para S. epidermidis e 0,25 mg/mL para E. faecalis. Ja com as cepas
Gram-negativas, os valores de CIM foram iguais ou acima de 1,0 mg/mL, sendo que LG-C
para E. coli e os dois extratos para K. pneumoniae apresentaram valores de 1,0 mg/mL,
resultados consistentes com estudo que avaliou as mesmas cepas Gram-negativas testadas
(SARRAZIN et al., 2012). Os valores de CIM para todas as bactérias testadas foram menores
dos que os resultados de Sarrazin et al. (2012) para o 6leo essencial de L. grandis. Quanto a
atividade contra a levedura C. albicans, ambos 0s extratos apresentaram valores de CIM de
1,0 mg/mL, demonstrando maior atividade que o 6leo essencial de Lippia sidoides (2,5
mg/mL) e seus principais compostos fendlicos, timol (0,625 mg/mL) e carvacrol (1,25
mg/mL) no estudo de Botelho et al. (2007). O solvente utilizado como controle negativo nao
apresentou atividade em todos os microrganismos testados.

Esses resultados podem estar relacionados com a presenca de compostos fendlicos,
uma vez que estudos a respeito dos constituintes volateis de L. gracilis, atribuiram a forte
atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos a presenca de compostos como o timol e 0
carvacrol, principais componentes da espécie. No entanto, a presenca de terpenos evidenciada
na prospeccdo também pode justificar a atividade antimicrobiana apresentada
(ALBUQUERQUE et al., 2006; NEVES et al., 2007).

7.3 Avaliacao da atividade antioxidante por meio da capacidade sequestradora de
radicais livres (CSR)

7.3.1 Ensaio qualitativo do DPPH

Todas as cinco amostras dos extratos vegetais testadas sugeriram uma possivel CSR,
indicadas com a presenca de manchas amareladas sobre o fundo roxo das cromatoplacas,

quando comparado com o controle positivo (+)-catequina, conforme mostra a figura 11.
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Figura 11 - Cromatoplacas dos extratos etanélicos de Bauhinia cheilantha e Lippia gracilis apds
reacdo com DPPH

(+)-catequina

Fonte: Prépria autora (2013)

7.3.1 Ensaio quantitativo do DPPH

As cinco amostras com resultados positivos nos ensaios qualitativos foram submetidas
a avaliacdo quantitativa. A tabela 5 mostra os valores de percentagem de DPPH remanescente
(DPPHRgem) das cinco concentracdes testadas de cada um dos extratos etandlicos.

A partir dos valores de percentagem, determinou-se a concentracdo da amostra
necessaria para diminuir a concentracgdo inicial do DPPH em 50% (Clsg), que é a medida de
eficiéncia das amostras analisadas. Assim, os valores de Clsg Sd0 inversamente proporcionais

a atividade, sendo que, guanto menor o valor, maior € a capacidade antioxidante.

Tabela 5 — Concentragdo de DPPH remanescente dos extratos B. cheilanta e L. gracilis em

diferentes concentractes

Extratos / BC-F BC-CC BC-C LG-PA LG-C
Concentracéo

(ug/mL)

% DPPHRrev para cada extrato etanolico

25 87,4621 65,3310 76,2137 83,6955 96,8455
50 79,4552 52,9368 64,6206 84,1490 99,7173
100 66,8015 0,6393 40,6181 77,4229 94,5027
150 51,1452 -2,5347 2,7891 69,2608 85,2826
200 35,7034 1,6218 2,0752 54,1460 87,9277

(PROPRIA AUTORA, 2013)
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Como padrdes positivos foram utilizados o acido ascorbico (Clsg 37,37 + 3,18 ug/mL)
que possui cinética rapida e o BHT (Clsg 97,86 £ 2,52 ug/mL) de cinética lenta.

Os valores de Clso encontrados para as amostras testadas variaram de 39,19 + 19,09 a
685,38 £ 3,44 ug/mL. As amostras que apresentaram Clso > 200 pg/mL foram consideradas

inativas (Tabela 6).

Tabela 6 - Atividade dos extratos etanolicos de Bauhinia cheilantha e Lippia gracilis, frente ao

radical DPPH
Amostras vegetais DPPH DPPH
(Qualitativo) Clsy+ DP (ug/mL)

BC-F + 153,15 + 0,99
BC-CC + 38,19 + 19,09
BC-C + 77,60 £ 9,51
LG-PA + 246,01 + 3,84
LG-C + 685,38 + 3,44
Catequina” + NR
Acido ascobico” NR 37,37 £3,18
BHT NR 97,86 + 2,52

(-): negativo; (+): positivo; NR: néo realizado; “Padrdes positivos utilizados (PROPRIA AUTORA, 2013)

Kumar et al. (2005) avaliaram a atividade antioxidante do extrato metandlico da casca
do caule de B. racemosa por meio de varios sistemas e no ensaio do DPPH, o valor obtido de
Clso foi de 152,29 ug/mL, que apesar do resultado ter sido estatisticamente significativo, a
diferenca entre as espécies avaliadas com a mesma parte da planta utilizada, ressalta o
potencial antioxidante do extrato da casca do caule de B. cheilantha.

Sowndhararajan e Kang (2013) determinaram a atividade antioxidante de extratos de
folha de B. vahlii utilizando diferentes solventes nas extraces e obtiveram valores de Clsg
abaixo de 80 ug/mL, demonstrando o maior potencial antioxidante das folhas dessa espécie
em comparacdo com o resultado do extrato BC-F testado.

Argolo et al. (2004) demonstrou o potencial antioxidante de extratos de folhas de B.

monandra frente ao DPPH, quando comparada ao grupo tratado com catequinas, atribuindo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sowndhararajan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24235867
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sowndhararajan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24235867
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esses resultados aos esteroides e flavonoides, constituintes evidenciados na prospeccgéo
realizada nesse estudo.

Outros métodos que avaliam a capacidade antioxidante, como a atividade de quelacao
de metais, tem também demonstrado o potencial de algumas espécies do género Bauhinia.
Esse método mostra a capacidade de desativar (quelar) metais de transi¢cdo, como no estudo
de Sowndhararajan e Kang (2013) que comprovaram um nivel moderado de capacidade
quelante em todos os extratos de B. vahlii. Mishra et al. (2013) avaliou o potencial
antioxidante de extratos de B. variegata, por meio da quelacdo de ions FeCl, e os extratos
polares dessa especie mostraram atividade quelante em concentragdes de 10-40 ug/mL.

Os flavonoides sdo um grupo de compostos fenolicos que tém potencial antioxidante e
desempenha um importante papel na protecdo contra o estresse oxidativo (MISHRA et al.,
2013) e parecem ser o principal principio ativo nas espécies do género Bauhinia (CECHINEL
FILHO, 2009). A presenca de flavonoides e taninos pode justificar a atividade sequestradora
de radicais livres apresentadas pelos extratos BC-F, BC-CC e BC-C.

Estudos fitoquimicos e quantificacdo do teor de flavonoides sdo necessarios na ordem
de comprovar a atividade encontrada, considerando também a influéncia da polaridade na
extracdo dos principios ativos como no estudo de Mishra et al. (2013) que quantificou os
flavonoides de extratos de folha de B. variegata e mostrou uma maior quantidade de teor de
flavonoides totais nos extratos de média polaridade (cloroférmio, acetato de etila e acetona).

Os dois extratos de L. gracilis, apresentaram Clso > 200 pg/mL, sendo que as partes
aéreas apresentaram o valor aproximado de Clsy de 246,01 + 3,84, havendo a possibilidade da
existéncia de constituintes bioativos com atividade antioxidante em meio a mistura complexa
de compostos, caso sejam avaliados separadamente.

Apesar dos 0Oleos essenciais das espécies de Lippia serem mais estudados quanto ao
seu potencial antimicrobiano, estudos que confirmaram o potencial antioxidante existente nos
6leos essenciais e substancias isoladas do género Lippia ja foram relatados. Como o Gleo
essencial de L. gracilis sdo ricos em timol e carvacrol, que sdo compostos fendlicos que por
sua vez sdo potentes antioxidantes, a possibilidade de investigacdo dos constituintes fixos
desses extratos tém sua importancia.

Damasceno et al. (2008) avaliaram extratos metanolicos de folhas e ramos de L.
grandis quanto a capacidade sequestradora de radicais frente ao DPPH e obtiveram CI de 20,1
+ 1,4 pg/mL, o qual foi justificado pela presenca de compostos fenolicos. Ja Alves et al.

(2010) avaliaram a atividade antioxidante frente ao DPPH (45 ug/mL ) de componentes dos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sowndhararajan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24235867
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Oleos essenciais de L. gracilis e L. sidoides onde a espécie L. gracilis (Clsg 5.290 ug/mL)
apresentou atividade de sequestro do DPPH superior a L. sidoides (Clsp 12.340 ug/mL), sendo
ambos os resultados maiores que os dos extratos avaliados, ou seja, com menor capacidade
antioxidante do que as amostras testadas.

Almeida et al. (2010b) encontraram uma alta atividade antioxidante de extratos
etandlicos foliares (Clsp 43 pg/mL) e compostos isolados (Clsp 2,5 a 16,3 ug/mL) de L.
sidoides por meio do ensaio do DPPH, atribuindo esse resultado a presenca de substancias
flavonoidicas, sendo esse 0 primeiro registro desta atividade em alguns compostos inéditos

identificados da espécie.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Apesar do crescimento nas investigaces sobre o potencial biolégico de compostos
presentes no género Bauhinia, a avaliagdo antimicrobiana e antioxidante com espécies desse
género ainda é incipiente. Além do estudo de Almeida et al. (2006b), o qual testou extrato
metanolico de folhas da espécie B. cheilantha quanto a sua atividade hipoglicémica, nao foi
encontrada nenhuma outra avaliagdo farmacoldgica com essa espécie na literatura. Sendo
assim, esse € o primeiro relato a respeito da atividade antimicrobiana e antioxidante de
extratos brutos de B. cheilantha, além da prospecc¢éo fitoquimica realizada da casca do caule e
do caule.

Embora um numero de componentes quimicos descritos para o género Bauhinia
também foram encontrados em outras espécies, os metabo6litos secundarios produzidos por
esse género, particularmente os flavonoides, demonstraram o potencial medicinal dessas
plantas.

Os resultados deste estudo indicam que os extratos etandlicos de folhas, casca do caule
e caule de Bauhinia cheilantha s&o fontes potenciais de antioxidantes naturais, podendo ser
uteis na condicdo de estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia, uma vez reconhecida a
importante acdo antioxidante na prevencdo dessa complicacdo diabética.

A respeito da espécie Lippia gracilis, estudos sobre seus constituintes volateis,
principalmente o timol e o carvacrol, j& foram relatados quanto a sua forte atividade
antimicrobiana. No entanto, pesquisas sobre os constituintes fixos da espécie ndo foram
encontrados, evidenciando a necessidade de estudos que enfoquem outras classes de
compostos e demonstrando a contribui¢cdo do presente estudo.

Os resultados da atividade antimicrobiana de L. gracilis demonstraram potencial
antibacteriano e antifangico de ambos os extratos testados, com valores de CIM menores que
constituintes de 6leos essenciais de outras espécies de Lippia estudadas, em uma avaliacédo
comparativa. Esses achados podem ser atribuidos a presenca de flavonoides e terpenos,
presentes nos extratos.

A avaliacdo da toxicidade desses extratos, associados as atividades biologicas, sdo
fundamentais para o estabelecimento de indices terapéuticos, determinando sua
aplicabilidade. Um ensaio de citotoxicidade serd o proximo passo, uma vez que é um fator

limitante na liberacéo e consumo de fitofarmacos.
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A continuacdo desses estudos também envolve a identificagdo e quantificacdo das
classes de compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas observadas. No momento a
investigacdo fitoquimica estd sendo realizada pelo Prof. Dr. Luiz Carlos Caetano na
Universidade de Londres (University of London / UK). Portanto, os resultados do presente
estudo oferecem suporte, ainda que parcialmente, ao uso popular das espécies semiaridas B.
cheilantha para o tratamento do diabetes e L. gracilis para o tratamento de processos
infecciosos. A valiosa relacdo entre o saber tradicional e a busca na comprovacao cientifica
possibilitam que as plantas utilizadas popularmente sejam estudadas e, sendo sua eficacia
comprovada, beneficios econdmicos e também desenvolvimento cientifico podem ser

gerados.
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Anexo 1 — Registro das espécies vegetais
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