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Resumo

Este trabalho teve o objetivo de avaliar os aspectos fitoquimicos e antibacteriano de Piptadeniagonoacantha. Inicialmente, realizou-se
uma padronizagdo dos extratos das folhas de P. gonoacantha e sua caracterizacdo fotoquimica foi analisada, onde as principaisvaridveis
avaliadas foram: método de extracdo (maceracdo e banho de ultrassom), solvente (dgua, dlcool e misturas hidroalcodlicas), temperatura de
extragdo (30, 40 e 50°C) e influéncia do pH (2 a 12) sobre o coeficiente de extingdo (absorbancia) das mesmas. Além disto, foi realizada
uma prospeccdo fitoquimica e a quantificacio de polifendis totais na amostra. Umaavaliacio da atividade antibacteriana in vitro foi
realizada através da adaptacdo do método de difusido em meio sélido com perfuragio do dgar frente aStaphylococcus aureus e Escherichia
coli. Por meio da avaliagdo quimica identificou-se a maneira mais eficiente de promover a extracdo dos seus constituintes, devendo esta ser
realizada por ultrassom, a 40°C, utilizando etanol 80% (v/v). O PHpromoveu modificacdesestruturais (desprotonacio/protonagio) dos
constituintes quimicos em extratos com valores de pH acima de 8. Além disso, a quantificacdo de fendis totais indicou que grande proporcio
dos extratos é constituida por compostos incluidos nesta classe, sendo confirmada pela prospeccio fitoquimica onde pdde ser evidenciada
a presenca de flavonoides, taninos, cumarinas e antraquinonas. O extrato desta espécie apresentou atividade antibacteriana, especialmente
com etanol 80% (v/v), tendo eficiente capacidade de inibir o crescimento da bactéria S. aureus. Os dados obtidos sugerem que a espécie
P. gonoacantha possui compostos promissores como fonte para obtencdo de novos medicamentos no combate a microrganismos resistentes.

Palavras-chave: Piptadeniagonoacantha, plantas medicinais, antibacteriano, fitoquimica.

Abstract

This study aimed to evaluate the antibacterial and phytochemical aspects of Piptadeniagonoacantha . First, there was a standardization of
extracts from the leaves of P. gonoacantha and its phytochemical characterization were analyzed, where the main variables were: extraction
method (maceration and ultrasound bath), solvent (water, alcohol and water-alcohol mixtures), extraction temperature (30, 40 and 50°C)
and influence pH (2 to 12) on the extinction coefficient (absorbance) of the same. Moreover, a phytochemical screening and quantification of
total polyphenols in the sample was performed. An evaluation of the antibacterial activity in vitro was performed by adapting the method of
diffusion in solid media with perforation of agar against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Through chemical evaluation identified
the most effective way to promote the extraction of constituents should be performed with ultrasound at 40°C using 80% ethanol (v/v). The
pH promoted structural modification (Deprotonation/protonation) of chemical constituents in extracts with pH values above 8. Furthermore,
quantification of total phenols indicated that a significant proportion of the extracts is constituted by compounds within this class is confirmed
by phytochemical which could be evidenced the presence of flavonoids , tannins, coumarinsandanthraquinones. The extract of this species
showed antibacterial activity, especially with 80% ethanol (v/v ), and efficient ability to inhibit the growth of bacteria S. aureus . The
data suggest that the species P. gonoacantha has promising compounds as their source of new drugs to combat resistant microorganisms.

Keywords: Piptadeniagonoacantha, medicinal plants, antibacterial, phytochemical.
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1 Introducao

uso de plantas como medicamento ndao é um

fato recente, surgiu na era primitiva, onde o

ser humano, por experimentagao e observacao,
descobria as propriedades das plantas. Porém, somente
na primeira década do século XX a quimioterapia surgiu
como ciéncia. No ano de 1920, Alexander Fleming des-
cobriu o primeiro antibidtico, a penicilina, a partir do
fungo Penicilliumnotatum. Essa descoberta permitiu o
desenvolvimento de outros compostos antimicrobianos
produzidos por organismos vivos (Peres et. al., 2009).

Os termos “antibidtico” e “antimicrobiano” sao
considerados como sinonimia, indicando, assim, toda
substancia originaria de seres vivos, microrganismos ou
vegetais, como também aquelas sintetizadas em labora-
torio com a capacidade de apresentarem atividade letal
ou inibitdria contra espécies microbianas em pequenas
concentragdes (Amato Neto et. al., 1994; Ribeiro e Soares,
2008). Embora as industrias quimicas e farmacéuticas
tenham produzido uma enorme variedade de diferentes
antibidticos nos ultimos tempos, cada vez mais se tem
observado o aumento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado, o que incentiva
a busca de novas fontes de substancias com atividades
antimicrobianas (Ribeiro e Soares 2008). Entretanto, o
controle de qualidade de fitoterdpicos é imprescindivel
no meio comercial, pois muitas espécies vegetais sao
vendidas sem qualquer garantia de qualidade, favore-
cendo desde a venda de espécies falsificadas até o arma-
zenamento inadequado durante a sua comercializagao
(Carvalho et. al., 2008).

Diante desta realidade, torna-se fundamental a sis-
tematizagdo de técnicas para uma melhor comprovagao
cientifica da real utilizagdo dos fitoterapicos e validagao
dos processos tecnoldgicos de cultivo e producao.

A escolha de um procedimento adequado, capaz de
identificar estruturalmente as inimeras moléculas que
podem vir a constituir uma espécie vegetal, é um ponto
fundamental no estudo de principios ativos (Carvalho
et. al., 2008).

Dentre os procedimentos e técnicas empregados para
a validagdo e/ou elucidagdo de compostos, destaca-se a
espectrometria molecular na regiao ultravioleta-visivel
(UV-VIS). Esta é uma técnica analitica que vem sendo
ha mais de 50 anos empregada para a identificagao e de-
terminagao qualitativa e quantitativa de muitas espécies
moleculares inorganicas e organicas em diferentes tipos
de materiais (Peres et. al., 2009).

Além da escolha adequada do procedimento e técnica
eficaz no processo de avaliagao de amostras, os solventes
destacam-se como um fator fundamental, uma vez que
estes irdo influenciar na solubilidade das amostras e,
assim, nos resultados das analises (Simdes et.al., 2004).

Por influenciar diretamente nos resultados finais, a
solubilidade tem extrema importancia no método de
extracao, ja que ela determina a quantidade maxima de

soluto que pode ser solubilizada nas condigdes opera-
cionais (Simodes et. al., 2004). Assim, quanto maior for
a solubilidade do soluto maior serd a quantidade de
produto extraido. Por ser uma propriedade termodina-
mica, a solubilidade depende da pressao, temperatura,
natureza e composi¢ao do solvente.

Os experimentos realizados neste trabalho tiveram
como objetivo avaliar aspectos quimicos da espécie P.
gonoacantha com relagao as variagdes do perfil espectral
dos extratos de suas folhas, decorrentes das diferentes
condigOes a que foram submetidos durante o processo de
extragdo. Avaliou-se também a influéncia do PH nestes
espectros e determinou-se o teor de compostos fenélicos
totais. Além da avalia¢ao da atividade antibacteriana in
vitro, frente a S. aureus e E. Coli.

2 Materiais e métodos
2.1 Aspectos botanicos - material botanico

Foram coletadas plantas da espécie Piptadeniagonoa-
cantha, conhecida popularmente como Pau de Jacaré, no
municipio de Vigosa, Minas Gerais — Brasil. O material
coletado foi identificado e autenticado por comparagao
com espécies do Horto Botanico da Universidade Fe-
deral de Vigosa (UFV), onde a espécie testemunho foi
depositada (exsicata n® 35.530).

2.2 Aspectos quimicos - preparo do extrato:

Os extratos de Piptadeniagonoacantha foram prepa-
rados, separadamente, a partir da utilizacao de folhas na
proporcao de 20% (m/v - pulverizado da planta/solvente).
Antes do preparo dos extratos as folhas foram secas em
estufa de ar circulante 40 + 2°C e trituradas em moinho
de facas Marconi® (Carvalho et al., 2011). Para as analises
espectrofotométricas utilizaram-se os extratos diluidos
na concentragao de 1% (m/v - extrato da planta/solvente).
Os espectros foram medidos no espectrometro FEMTO
800XI®, com cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho
optico, intervalos de 2nm e varreduras de 200 a 700 nm.
Para o branco foi empregado o solvente

Influéncia do PH:

Para os estudos de protonagao e desprotonagao do
extrato aquoso (20% m/v) da espécie P. gonoacantha,
os extratos foram preparados e diluidos a 1% (m/v) em
volumes definidos de NAOH 0,01 M ou HC1 0,01 M para
avaliar a influéncia do pH sobre os extratos, sendo este
medido potenciometricamente (PHmetroQuimis® - Q
400A), com eletrodo de. Os espectros foram medidos
no espectrometro FEMTO® 800XI. Os extratos foram
analisados na faixa de PH entre 2 e 12, considerando
os dez pontos compreendidos nesta.
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Tabela 1. Varidveis no processo de preparo de extratos
de P. gonoacantha.

Parte
do Solventes
Vegetal

Metodologias

*H20,
ETOH e
H-O:
ETOH
(10, 20, “Ultrassonicagao por

30, 40, 60"
50, 60,
70, 80,

90% v/v)

Maceragao dinamica

Folhas

30

H:0: oC

ETOH
(80%
v/v)

“Ultrassonicacao

por 60 40°C

50°C

Estudo da prospeccdo Fitoquimica

Os extratos foram submetidos as analises fitoquimicos
para a caracterizagao de: alcaloides, antraquinonas, tani-
nos, flavonoides, cumarinas, heterosideos cardiotonicos,
saponinas, terpenos e compostos fenolicos. As analises
foram realizadas por meio de reagdes cromaticas e de
precipitacao, segundo metodologia descrita em Simoes
et. al. (2004).

Quantificacdo de Polifenodis Totais

Polifenois totais foram quantificados em todos os
extratos, preparados nas mesmas condig¢oes. Para a
avaliacao do contetudo de fendlicos totais solaveis, utili-
zou-se o0 método colorimétrico Folin-Ciocalteau. Foram
mantidas as proporgoes estabelecidas segundo a RDC
n°313 (Brasil 2005).

O teor de compostos fendlicos foi determinado por
espectrofotometria no visivel, construindo-se uma curva
analitica utilizando padrao de acido tanico 32, 25,6, 19,2,
12,8, 6,4 e 3,2 ug.mL-1. A equagao obtida pela regressdao
linear da curva de calibragao foi utilizada para expressao
dos valores. A absorbancia das amostras e amostra-pa-
drao foram medidas em espectrofotometro (A=750 nm),
exatamente 2 minutos apds a adi¢ao do tltimo reagente.
Agua destilada foi utilizada como branco. Os resultados
foram expressos como mg de acido galico equivalentes
(GAE) por grama de extrato (mg de GAE/g). Os expe-
rimentos foram realizados em triplicata. A Equagao da

curva de calibracdo do 4cido galico foi y = 0,0062x +
0,2623 e o coeficiente de correlacao R2 = 0,9899. Todas
as analises foram realizadas em triplicata.

2.2 Aspectos biolégicos - avaliacdo microbio-
légica preparo do meio de cultura e das bacté-
rias:

A andlise da atividade antibacteriana da espécie
P. gonoacantha foi realizada através da adaptacao do
método de difusao em meio sélido com perfuracao em
agar. Os microrganismos utilizados nos testes foram
obtidos no Laboratério de Imunobiologia Molecular e
Glicobiologia da Universidade Federal de Vigosa - MG.
Utilizou-se uma linhagem de Staphylococcus aureus
(ATCC 29213) e Escherichia coli (ATCC 14948).

No ensaio foi empregado o meio de cultura Mueller
-Hinton(Himedia®, Lote: 26206), preparado segundo
as especificagdes do fabricante. As culturas de bactérias
foram mantidas a 4°C em Mueller-Hinton. Antes dos
testes, as linhagens foram repicadas para o meio citado
e incubadas a 36 + 2°C por 24 horas. A partir de culturas
recentes, foram preparadas suspensodes bacterianas em
solucao salina NACl 0,9% com turvacao equivalente a
Escala de McFarland 0,5 (1,5 x 108 células/mL) (NCCLS
2003). Foi realizado controle da absorbancia destas sus-
pensdes de microrganismos; sendo a leitura realizada
em espectrofotdmetro ajustado para o comprimento de
onda de 600 nm.

Posteriormente, 500uL da suspensao do microrganis-
mo foram misturadas ao meio Mueller-Hinton estéril,
em estado liquido (12,5 mL) a 37°C, sendo em seguida
vertido em placas de Petri estéreis (didmetro 90 mm). Os
pogos foram confeccionados utilizando-se uma bomba
a vacuo acoplada a uma ponteira estéril previamente
adaptada para tal fim. Em cada placa foram perfurados
treze pogos para aplicacdo das amostras.

Foram depositados 10uL dos extratos e dos contro-
les nas cavidades correspondentes a cada um. Apds a
incubacao por 24 horas, em estufa a 37°C, o diametro
do halo de inibi¢ao foi mensurado em mm.

Posteriormente, 500uL do extrato (20% m/v) foram
concentrados em estufa a 40°C; até volume final fixado
em 200pL (50% m/v). Uma aliquota de 10uL de cada
extrato foi inoculada em cada pogo confeccionado nas
placas contendo o meio Mueller-Hinton. Apés a incuba-
¢ao por 24 horas, em estufa a 37°C, o diametro do halo
de inibi¢ao foi mensurado em mm, sendo os resultados
organizados e descritos pela estatistica descritiva.

Atividade antibacteriana e determinacgao da concen-
tragdo inibitdria minima

Todos os testes foram realizados em triplicata, sen-
do considerado como resultado final de cada extrato a
média das trés medidas e como susceptivel halo igual
ou acima de oito mm de diametro (Parekhet al., 2007;
Santos et.al. 2007).

Para determinacao da concentragao inibitéria minima
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(CIM), a avaliagao da atividade antimicrobiana foi reali-
zada observando-se a formacao de halos de inibi¢dao ao
redor das cavidades padronizadas. Sendo considerada
a CIM como a mais alta diluigao de EPG que inibe o
crescimento dos microrganismos (NCCLS 2012).

Foi verificada também a atividade antibacteriana do
alcool utilizado para a preparacao dos extratos, onde
cada cavidade recebeu 10 puL 4gua e de alcool etilico
PA (Lafan Quimica Fina®) em todas as graduacdes al-
codlicas, além do controle positivo Eritromicina 10ug.
uL-1 (Lote: 080616451 - Pharmanostra®) para S. aureus
e Ciprofloxacino0, 1pg.puL-1(Lote:19428901- Ciprobac-
ter®) para E. Coli.

3 Resultados e discussao

A técnica de extragao por ultrassom apresentou maio-
res valores de coeficiente de exting¢ao (absorbancia) ao
longo dos comprimentos de onda analisados, indicando
ser o método de maior eficiéncia na extrac¢ao das folhas
da espécie Piptadeniagonoacantha.

Tomando-se, como exemplo, seis comprimentos de
onda, 250, 270, 291, 311, 331, 351 nm (Tabela 3), escolhidos
por serem os comprimentos de onda onde sao analisadas
as maiores absorbancias ao longo dos espectros, pode-
se comparar a propor¢ao dos compostos extraidos por
cada metodologia.

Pelo seu carater, a técnica de maceracao nao conduz
ao esgotamento da matéria-prima vegetal, seja devido
a saturacao do liquido extrator ou ao estabelecimento
de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o
interior da célula vegetal, neste caso (Vinatoruet al.,
1997). Entretanto, o banho de ultrassom pode facilitar
a dilatagao e hidratacdo do material da planta e

Tabela 3. Influéncia do método de extragdo sobre
coeficiente de extingao (absorbancia) dos extratos de
Piptadeniagonoacantha.

Absorbancia (nm)

A/nm Ultrassom Maceracgao
250 2,990+0,17 1,871+0,11
270 2,990+0,28 2,380+0,11
291 2,990+0,15 1,720+ 0,08
311 2,990+0,12 0,957 +0,10
331 1,922+0,11 0,704 +0,08
351 1,573+0,10 0,614 +0,12

Segundo Franconyet al. (1996), a extracdao por ul-
tra-sonificagdo apresenta-se como técnica bastante
robusta. Sendo que os efeitos fisicos provocados pelos
ultrassons ocorrem devido ao fenOmeno da cavitagao
acustica, que é o processo de nucleagao, crescimento e
colapso de bolhas transientes em liquidos expostos a
ondas ultrassdnicas de baixa frequéncia(< 1 MHz). A
energia liberada durante a cavitagao actistica fornece
excelentes perspectivas para o preparo e/ou tratamento
de amostras (Kornet al., 2005; Suslick 1990). No pre-
paro de amostras, o colapso das microbolhas favorece
a extragao de espécies quimicas a partir de materiais
sélidos, bem como a dissolucao destes (Ruiz-Jiménez
et. al., 2003; Nascentes et. al., 2001).

Com relagao aos diferentes gradientes hidroalcoélicos
utilizados, pode-se observar que os extratos apresenta-
ram perfis espectrais semelhantes, porém com extragao
de moléculas em quantidades diferentes (Figura 1A).
Cada extrato apresentou uma faixa de comprimento
de onda especifico com absorbancias em niveis equi-
valentes a concentra¢do dos metabdlitos extraidos nos
respectivos comprimentos de ondas correspondentes
ao coeficiente de particao de cada solvente extrator.

As diferengas espectrais analisadas estao intimamente
relacionadas com a diferenga no gradiente hidroalcéolico
utilizado no processo de extracao. Onde, ao utilizar o
etanol a 80, 70, 60, 50 e 40% (v/v) como solvente, houve
uma maior extragao dos constituintes globais de folhas
da espécie P. gonoacantha, seguidos respectivamente
pelo etanol 30, 90, 20, 100, 10 e 0% (v/v). Cabe ressaltar
que estes valores sao mantidos ao longo de todo o perfil
espectral, exceto para os constituintes que absorvem nos
comprimentos de onda acima de 370 nm, extraidos com
o solvente hidroalcodlico a 100% (v/v).

Os maiores valores de absorvéncias observadas na
extracgdo utilizando o etanol a 80% (v/v) podem estar
relacionados a maior concentracao de metabdlitos
com polaridade semelhante a deste solvente. De acor-
do com Falkenberget al. (2003) a grande maioria dos
constituintes de interesse para a analise fitoquimica
apresenta alguma solubilidade em misturas etanoicas
ou metanolicas a 80%, de tal modo que estas costumam
ser empregadas com frequéncia. Essa observagao é
compartilhada por Ferri (1996). Este afirma que, a
partir de extratos etandlicos, podem ser realizadas
varias extragdes, caso se deseje obter fragdes especifi-
cas como alcaléides e flavonoéides, por exemplo. Além
disso, segundo o mesmo autor, a utilizagdo de etanol
nessa concentragao € mais barata, rapida e atoxica para
pesquisas dessa natureza.

O extrato das folhas, utilizando etanol 80% (v/v)
como solvente, foi selecionado para dar continuidade
na analise da influéncia da temperatura em relagao ao
processo de extragdo e atividades bioldgicas, por este
extrato apresentar valores elevados de absorbancia
dos constituintes. Este extrato, quando submetido
as diferentes temperaturas de extracdo, apresentou
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a 40°C o maior coeficiente de extingao em todos os
comprimentos de onda analisados, demonstrando ser
amelhor temperatura para a extragao dos constituintes
globais desta espécie (Figura 1B e C).

De maneira geral, a temperatura de extragao é um
parametro a ser aperfeigoado, a fim de diminuir custo
do processo de extragdo. Alguns autores, embora con-
cordem que a temperatura podera favorecer a extragao
de alguns compostos, dentre eles os fenolicos, ressaltam
que também podera desencadear a sua degradagao com
possivel prejuizo da agao antioxidante (Spignoet al.,
2007; Yilmaz et. al., 2006; Pinelo et. al., 2005).

Medidas de deslocamento batocromico espectral em
funcao da deprotonacao forgada (adi¢ao de concentra-
¢Oes e/ou gotas conhecidos de NaOH) e formagao de
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possivel verificar uma mudanca significativa no perfil
espectral do extrato aquoso das folhas de P. gonoacan-
tha, para valores de pH > 8,0 (Figura 1D). O que indica
uma plausivel deprotonacao de alguns grupamentos
cromoforos da espécie P. gonoacantha. Espectros que
foram medidos para valores de pH entre 2,0 e 7,0, ndo
apresentaram modificagdes em suas estruturas, indi-
cando uma protonagao molecular para esta faixa de
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>9. Estes mantiveram o mesmo perfil espectral sendo,
portanto, evidenciado apenas o ultimo valor de pH
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Figura 1.Anadlises espectrofotométricas dos extratos de folhas de Piptadeniagonoacantha(EPG).A - Perfil
espectral da influéncia do gradiente hidroalcodlico sobre o coeficiente de parti¢ao de EPG; B - Espectros de
absor¢ao de EPG pelo método de ultrassom submetido a diferentes temperaturas de extracdo; C -Comparacao
da porcentagem relativa das trés diferentes temperaturas utilizando a média de 5 comprimentos de onda; D -
Influéncia do pH no perfil espectral do estrato aquoso de PG para valores de pH > 8, evidenciando o dois pontos
isobésticos (pil e pb2), Ponto isosbéstico: equilibrio de uma parte protonada e deprotonada da molécula; E -

Concentracao de polifendis totais em EPG;
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Estes resultados sao semelhantes ao encontrado por
Carvalho et al. (2008) onde analisou-se o deslocamento
espectral em funcao da hidrdlise for¢ada e formacgao
de pontos isosbésticos em fun¢ao do pH em extratos
vetais de Brassica sp..

De acordo com Connors (1987) o ponto de interseccao
de um grupo de espectros sobrepostos, expressos em
funcdo da concentragao, evidencia a presenga de uma
mistura de dois estados e é denominado ponto isosbéstico.
Este ponto comprova a presenca de uma mistura de dois
estados, um protonado e outro deprotonado (Skooget
al., 2002). O conhecimento desta informacao permite
favorecer extracdes de classes de constituintes de uma
espécie, além de propor uma forma de auxiliar na vali-
dagao, auxiliando assim na padronizagao dos extratos
em estudos de formulag¢oes farmacéuticas posteriores.

Em termos dos resultados da prospeccao fitoquimi-
ca, estes revelaram a presenga positiva de compostos
fendlicos, flavondides, taninos e cumarinas para todos

os extratos hidroalcéolicos analisados (Tabela 4). Con-
tudo, os extratos com alcolaturas acima de 50% nao
apresentaram resultados positivos para cumarinas, o
que indica uma possivel auséncia da relacao entre as
atividades biologicas verificadas com este metabolito.
A auséncia deste metabdlito nestes extratos se justifica
pela diferenca de polaridade entre o agente extrator e
o metabdlito em questao.

As plantas sao capazes de produzir diferentes subs-
tancias toxicas em grandes quantidades, como alguns
alcaloides, cumarinas e outras provenientes do metabo-
lismo secundario, aparentemente justificado para sua
propria defesa contra virus, bactérias, fungos e animais
predadores. Martinez-Florezet al. (2002) relatam que os
flavondides podem atuar na estabilizagao de espécies
reativas de oxigénio, sendo considerados como antio-
xidantes, possuindo efeito antibacteriano frente a uma
grade variedade de cepas. Segundo Sanches et al. (2005),
varias espécies de Stryphnodendron sp., como por

Tabela 4 — Resultados da prospecgao fotoquimica de Extratos hidroalcéolicos de Piptadeniagonoacantha.

EPG - gradiente hidroalcoélico (%)

Fitoquimica
9 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dragendorff - . - - - - - - - _ -
Alcaloides Hager - - - - - - - - _ - -
Mayer - - - - - - - - - - -
Borntrager - - - - - - - - - - _
Antraquinona Acetato de
g + + + + + + + + + + +
magnésio
Heterosideos Baljet - - - - - - - - - - -
Cardiotonicos Kedde - - - - - - - - - - -
Gelatina salgada + + + + + + + + + + +
Taninos Acetato de
+ + + + + + + + + + +
chumbo
. Hidrdéxido de
Cumarinas o + + + + + - - - - - -
potassio
Compostos L
L1 Folin-ciocalteau  + + + + + + + + + + +
fenolicos
Shinoda + + + + + + + + +
. Cloreto férrico + + + + + + + + + + +
Flavonoides
Cloreto de
o + + + + + + + + + + +
aluminio
Indice de
- - - - + + - - - - -
espuma
Saponinas
P Libermann- . .
burchard

(-) auséncia; (+) presenga.
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exemplo o barbatimao, contém cerca de 20% de taninos
e sao usadas na medicina popular como cicatrizantes.
Além de agirem como antimicrobianas e desativadoras
de radicais livres, ou seja, antioxidantes. Tais espécies
sao derivados fenolicos, com uma boa solubilidade em
agua, de massa molecular entre 0,5 a 3 KDA. Muitas
vezes, sdo os principios ativos de plantas empregadas
na medicina tradicional para o tratamento de diversas
moléstias, por apresentarem atividades biologicas como
a acao bactericida, fungicida, moluscicida e inibi¢do
enzimatica, que podem ser potencialmente empregadas
como novos principios ativos e/ou outras aplica¢des
(Carvalho et al., 2009; Silva et al., 2004).

Através do método de Folin-Ciocalteau foram quan-
tificados os compostos fendlicos totais (FT) presentes
nas amostras de EPG. Os resultados experimentais estao
representados na Figura 1 e revelam a concentracdo de
fendis nos extratos de EPG obtidos através da curva

padrao de acido galico expressa em equivalente de aci-
do galico (EAG/g) no extrato. Esta andlise mostrou que
este extrato possui grande concentragao de compostos
fendlicos. Todos os extratos avaliados apresentaram
altos teores de compostos fendlicos, quando compara-
dos a dados de outras espécies descritos na literatura
(Veliogluet al. 1998; Kahkonen et. al. 1999). Os menores
teores de FT foram registrados em EPG a 90 e 100 %
(v/v), sendo os maiores teores encontrados em EPG 30,
40, 50, 70 e 80 % (v/v).

Carvalho et. al. (2010) identificaram, em extratos das
folhas desta espécie, dois flavonoides: vitexina e isovi-
texina. Possivelmente, a presenca destes dois flavonoides
contribuiria para a elevada concentragao de compostos
fenolicos no extrato analisado.

Com relagdo a atividade antibacteriana de extratos
vegetais ndo existe um consenso sobre o nivel aceitavel
quando comparados com antibiéticos padrdes. Alguns

Tabela 5. Eficiéncia relativa de extratos de P. gonoacanthafrente a Staphylococcus aureus em

relacao AERITROMICINA.
Concentracao do extrato
Graduacao
alcoodlica do 200 mg.mL! 500 mg.mL~!
extrato (% v/v) Halos  (mm) **Eﬁ(i/i@;ncia Halos (mnm) Efic(:ioil)lcia

0 7,10 + 0,2828 44,40 10,20 + 0,1414 63,80
10 7,25 +0,1768 45,30 10,25 +0,5303 64,10
20 7,50 + 0,4243 46,90 11,00 + 1,061 68,80
30 8,50 + 0,3536 53,10 11,00 + 0,1414 68,80
40 8,50 + 0,3536 53,10 11,50 + 1,061 71,90
50 9,00 + 0,3536 56,30 11,50 + 0,3536 71,90
60 10,00 £ 0,7071 62,50 12,75 +0,5303 79,70
70 10,25 +0,1768 64,10 13,00 + 0,3536 81,30
80 10,75 + 1,237 67,20 13,50 + 0,3536 84,40
90 8,50 + 0,3536 53,10 11,00 £ 0,7071 68,80
100 7,50 + 0,3536 46,90 10,00 + 0,5657 62,50
***C+ 16,0 + 0,7071 100,00 16,00 +0,2121 100,00

*Diametros médios em mm; **Eficiéncia relativa ao controle positivo; ***C+, Controle positivo com Eritromicina
a 10 pug.uL-1.
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Figura 2.Avaliagao da atividade antibacteriana de extratos de folhas de Piptadeniagonoacantha(EPG). A -
Atividade antibacteriana de EPG em diferentes graduagdes alcodlicas na concentragao de 500 mg.mL-1 frente a
S. aureus e E. Coli; B -Comparagao do tamanho do halo de inibi¢ao apresentado pelas diferentes concentragoes
(200 e 500 mg.mL-1) utilizando EPG em diferentes graduagdes alcodlicas frente a S. aureus; C - Concentragao
inibitéria minima de EPG a 80 % (v/v); E e F - Auséncia de halo de inibi¢do quando utilizado apenas os solventes
em diferentes graduacdes alcdolicas. C+, Eri - Eritromicina a 10 pg.uL-1 e Cip - Ciprofloxacino0, 1 pg.uL-1.
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autores consideram somente resultados similares aos de
antibidticos conhecidos, desde que se trabalhe com uma
fragao ja determinada (Aligianniset al., 2001). Entretanto,
como este trabalho foi realizado com fragdes hidroalcoo-
licas de P.gonoacantha, seguiu-se o critério sugerido por
Holetzet al. (2002), considerando como resultado final
de cada extrato a média das trés medidas dos halos de
inibicdo e como sensivel halo igual ou acima de oito
mm de didmetro conforme critérios deParekh e Chanda
(2007); e Santos et. al. (2007). O volume minimo de extrato
hidroalcodlico utilizado baseou-se em estudos anteriores,
realizados em nosso laboratorio, que apontaram o valor
de 10 uL como a menor quantidade de extrato necessaria
para verificar a atividade antibacteriana em placa pelo
método de difusdo (Miranda et. al., 2013).

Todos os extratos das folhas de P. gonoacantha
avaliados apresentaram atividade frente a S. aureus.
Porém, na concentragao de 200 mg.mL-1 os EPG a 10
e 20%, nao atingiram o tamanho do halo necessario
para classifica-los como efetivos. Os resultados das
respectivas médias dos diametros dos halos de inibigao
e sua eficdcia, quando comparada ao controle positivo,
podem ser visualizados na Tabela 5.

O extrato que apresentou melhor atividade foi o com
graduacgao alcodlica de 80% (v/v) (Figura 2A). Nota-se
que a atividade antibacteriana do extrato utilizando os
diversos solventes mantém um perfil, sendo os resulta-
dos na concentragao de 500 mg.mL-1 mais expressivos
em relacao ao mesmo extrato a 200 mg.mL-1 (Figura
2B). Além deste, foi realizada a analise da CIM, onde
se considerou como CIM a menor concentracdao dos
extratos que inibiu completamente o crescimento de S.
aureus. O extrato hidroalcodlico (80%) de P. gonoacan-
tha apresentou uma CIM igual a 31,25 mg.mL-1 (Figura
2C). Quanto a atividade frente a bactéria Escherichia coli
nenhum dos extratos estudados apresentaram atividade
inibitoria (Figura 2B).

Com relacao ao teste realizado a fim de verificar a
atividade bactericida do alcool utilizado para a prepa-
ragdo dos extratos, nas diferentes graduagoes alcoodlicas
(0 a 100% - v/v), todos os resultados foram negativos,
exceto o controle positivo (Figura 2 d e E). A ndo inibigao
do crescimento com o controle mostra que o etanol nao
exerceu influéncia sobre os resultados da atividade do
extrato, resultado ja descrito por Virtuoso et al. (2005).
Assim ficou evidenciado que a fung¢ao do alcool foi apenas
de possibilitar a extra¢do e veiculagao do(s) composto(s)
dotado(s) de atividade antibacteriana. Tal resultado
atribui-se ao fato do alcool volatilizar rapidamente, nao
interferindo no crescimento dos microrganismos.

O composto galato de metila tem sido isolado de va-
rias plantas como derivado do dcido galico e apresenta
atividade antibacteriana e antiviral (Meyre-Silva et. al.,
2001). Este composto foi isolado de folhas desta espé-
cie e pode estar relacionado a atividade antibacteriana
exposta. Além deste, alguns flavonoides, como vitexina
e isovitexina, também foram isolados desta espécie

(Carvalho et al., 2010).

Os flavonodides sao compostos fendlicos de vasta
ocorréncia na natureza, desempenhando diversas fungoes
fisioldgicas nos vegetais. Na familia Fabaceae estes me-
tabolitos secundarios cumprem, entre outras fungdes, o
papel de antimicrobianos. Souza Filho (2004) demonstrou
a atividade antibacteriana do flavonoide ramnosil-O-vi-
texina isolado da espécie LupinuslanatuscontraS. aureus,
Klebsiellapneumoniae e Escherichia coli. Portanto, sendo
as espécies Lupinuslanatus e Piptadeniagonoacantha-
pertencentes a mesmafamilia, Fabaceae, pode-se inferir
que tais compostos podem estar envolvidos na atividade
antibacteriana apresentada.

A agdo antimicrobiana dos flavonoides, provavel-
mente, esta relacionada a capacidade de complexar
proteinas extracelulares e soltveis, bem como estruturas
da parede celular. Além disso, alguns flavonoides mais
lipofilicos podem atuar provocando o rompimento de
membranas microbianas (Cowan, 1999).

Consideragoes finais

Esses resultados colaboram na elucidagao preliminar
de que os compostos presentes nos extratos das folhas
de Piptadeniagonoacantha, especialmente os ja identi-
ficados (galato de metila, vitexina e isovitexina), estao
envolvidos na atividade bioldgica testada, podendo
futuramente direcionar novos estudos.

Cabe ressaltar que o uso abusivo e indiscriminado
de agentes antimicrobianos na pratica clinica humana
e veterinaria tem um efeito seletivo no surgimento e
manutencao de resisténcia a drogas. Uma tentativa de
manter o uso de antimicrobianos atuais poderia ser
encontrada em sua combinacdo com outros produtos,
como os produtos naturais, que representariam uma
opgao terapéutica no tratamento de infec¢des causadas
por S. aureus e outros patégenos, no que diz respeito ao
aparecimento crescente de resisténcia multipla.
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