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1. RESUMO

O uso de plantas medicinais especialmente na Ameérica do Sul contribui
significativamente para os cuidados basicos com a saude. Para o tratamento de infeccdes
comuns, muitas plantas s&o utilizadas no Brasil na forma de extrato bruto, infusdes ou
emplastros, sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficacia (PESSINI et al., 2003). AYRES
et al. (2008) afirma que a busca de substdncias com atividades antimicrobianas tem
direcionado a atencdo sobre os produtos naturais e, entre estes, os derivados das plantas
superiores tém, nos ultimos anos, despertado a investigacdo para o potencial da flora
brasileira. Byrsonima pachyphylla Griseb é uma &rvore tipica do cerrado. Na medicina
popular, a casca € utilizada como antifebril, contra tosses e doencas pulmonares, 0s ramos
com folhas s&o diuréticos e os frutos sdo laxantes brandos (SILVA JUNIOR et al., 2005).
Levantamento no NAPRALERT indicou que espécies deste género sdo comumente
empregadas como antiasmaticas, contra a febre e infeccéo de pele (MENDES et al., 1999).

Este trabalho teve como objetivo determinar qual o melhor método de extracdo, sendo
eles a maceracdo, a maceracdo dindmica, a digestdo e a digestdo + maceracdo dinamica,
visando a obtencdo de extratos brutos de folhas de Byrsonima pachyphylla Griseb.,
considerando sua atividade bioldgica frente a bactéria Gram-positiva: Staphylococcus aureus;
as bactérias Gram-negativas: Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, e a levedura
Candida albicans, testada pelo método de diluicdo seriada de extratos em microplacas; além
de comparar perfis cromatograficos dos extratos obtidos em cromatografia de camada delgada
(CCD), bem como pesquisar as principais classes de metabdlitos secundarios nos extratos.

Os resultados obtidos na cromatografia em camada delgada e na triagem fitoquimica
preliminar possibilitaram sugerir a presenca de taninos, flavonoides, terpenos e saponinas na
espécie B. pachyphylla Griseb, assim como demonstraram a auséncia de alcaloides. Além
disso, observou-se uma homogeneidade qualitativa na composicao de classes de metaboélitos
secundarios extraidos através de cada uma das diferentes metodologias de extracdo. Os
métodos extrativos para obtencdo dos extratos vegetais de folhas de B. pachyphylla que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana foram maceracdo e maceracdo dinamica,
considerando a resposta frente a P. aeruginosa, indicando a possibilidade de acéo bioldgica
semelhante para diferentes condigdes extrativas, as quais podem diminuir a duracdo do
processo.

Palavras-chave: Byrsonima pachyphylla Griseb, atividade antimicrobiana,

Cromatografia em Camada Delgada, metabdlitos secundarios.
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2. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais especialmente na América do Sul contribui
significativamente para os cuidados basicos com a salde. Para o tratamento de infeccBes
comuns, muitas plantas s&o utilizadas no Brasil na forma de extrato bruto, infusdes ou
emplastros, sem nenhuma evidéncia cientifica de sua eficacia (PESSINI et al., 2003).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e na cura
de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais sdo comercializadas
em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL, 2002).
E fato preocupante hoje, o uso indiscriminado de plantas medicinais sem qualquer
conhecimento farmacogndstico, farmacotécnico, fitoquimico, farmacoldgico e toxicoldgico. A
identificacdo correta das espécies vegetais, sua forma de uso e controle de qualidade,
constituem questdes a serem resolvidas, alicercadas em conhecimentos cientificos (BALLVE
etal., 1995).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), as doencas infecciosas sdo
responsaveis por aproximadamente um terco das causas de mortalidade no mundo. A relacéo
entre essas enfermidades e a baixa renda das popula¢fes mais carentes fica evidente ao se
constatar que as doencas infecciosas ocupam a primeira posi¢do entre as principais causas de
morte e incapacidade permanente nos paises em desenvolvimento (WHO, 2008). AYRES et
al. (2008), citando ALMEIDA et al. (1998), ALVES et al. (2000), RATES (2001),
SUFFREDINI et al. (2004), MICHELIN et al. (2005) e LIMA et al. (2006), afirma que a
busca de substancias com atividades antimicrobianas tem direcionado a atencdo sobre os
produtos naturais e, entre estes, os derivados das plantas superiores tém, nos Gltimos anos,

despertado a investigagao para o potencial da flora brasileira.



2.1. Byrsonima pachyphylla Griseb

A familia Malpighiaceae compreende cerca de 63 géneros e 1.100 espécies, sendo
composta de arvores, arbustos e lianas, de ampla ocorréncia nas regides tropicais (VOGEL,
1990; BARROSO, 1991). O género Byrsonima, cujas espécies sdo conhecidas popularmente
como murici, esta distribuido nos campos cerrados e savanas neotropicais (CAVALCANTE,
1991; MIRANDA e ABSY, 1997). Cavalcante (1991) registra que muitas espécies séo
encontradas na Amazonia, sugerindo ser o centro de origem e dispersao deste género.

No nordeste brasileiro, ocorrem varias espécies do género Byrsonima que sdo
principalmente conhecidas pela utilizacdo dos seus frutos na alimentacéo e pelo emprego com
fins medicinais. Levantamento no NAPRALERT indicou que espécies deste género sdo
comumente empregadas como antiasmaticas, contra a febre e infeccdo de pele. J& foram
isolados do género Byrsonima alguns derivados flavonoidicos (B. verbascifolia), no entanto,
sdo os triterpenos que representam a classe de substancias naturais de ocorréncia mais
frequente no género (MENDES et. al., 1999).

Os trabalhos de Higuchi et al. (2008a) e Higuchi et al. (2008b) utilizando Byrsonima
crassa e Byrsonima fagifolia Niedenzu, respectivamente, colaboram com esta proposicéo,
pois ambos verificaram atividades de fragdes contendo triterpenos isolados contra
micobactérias, visando atividade anti-tuberculose.

O cha das folhas de Byrsonima intermedia A. Juss. é empregado contra diarréias,
infeccdes intestinais e como protetor da mucosa intestinal (LORENZI, 2002).

Byrsonima pachyphylla Griseb é uma arvore, com casca aspera, escura e ramos pilosos
(Figura 1). Ocorre em cerrado tipico e em cerraddo. Suas folhas sdo simples (15 cm de
comprimento; 10 cm de largura), opostas cruzadas, obovadas a oblongo-obovadas, discolores,
base obtusa a subcordada, semiamplexicaule, assimétrica, apice obtuso ou curto-acuminado,

face superior glabra e brilhante, face inferior revestida por densa pilosidade ferruginea. Flores
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amarelas, tornando-se alaranjadas quando velhas, dispostas em racemos eretos e terminais.
Frutos do tipo drupa globosa, amarelos, pequenos comestiveis, muito apreciados por aves. Na
medicina popular, a casca é utilizada como antifebril, contra tosses e doencas pulmonares, 0s
ramos com folhas sdo diuréticos e os frutos sdo laxantes brandos (DURIGAN et. al., 2004;

SILVA JUNIOR et. al., 2005).

Figura 1: Detalhe das folhas e frutos verdes de Byrsonima pachyphylla Griseb.

2.2. Processos extrativos

2.2.1. Maceracao

Maceragdo designa o processo no qual a extragdo dos compostos quimicos da matéria-
prima vegetal é realizada em recipiente fechado, durante um periodo prolongado sob agitacdo
ocasional e sem renovagdo do liquido extrator (DAR, 1981; SIMOES et al., 2003). O
principio do processo consiste em manter o vegetal em contato com o solvente. Como em tal
processo a capacidade extrativa é dependente de um gradiente de concentracdo, torna-se

evidente que o rendimento extrativo apresenta sensivel tendéncia a diminuir com o tempo
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(DAR, 1981; VOIGT & BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000;
SIMOES et al., 2003; FARMACOPEIA HOMEOPATICA BRASILEIRA, 1997).

Diversas variacfes conhecidas desta operacdo objetivam o aumento da eficiéncia de
extracdo (aumentando a velocidade de extracdo e reduzindo o tempo de conducdo do
processo), dentre elas:

- digestdo: consiste na maceracao, realizada em sistema aquecido a 40-60°C;

- maceracao dindmica: maceracdo feita sob agitacio mecanica constante. (SIMOES et

al., 2010).

2.3. Atividade antimicrobiana

A atividade biol6gica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa investigacdo
cientifica. Plantas superiores e aromaticas sdo amplamente utilizadas na medicina popular,
uma vez que apresentam amplo espectro de atividade e inibicdo comprovada contra bactérias
e fungos (HULIN et. al., 1998). A maioria dessas propriedades é conferida por produtos do
metabolismo secundéario, como terpendides e compostos fendlicos (dentre eles flavonoides e
taninos), que também na forma pura exibem atividade. (ADAM et. al., 1998).

Flavonoides sdo compostos polifendlicos naturais largamente distribuidos nos vegetais
superiores (angiospermas), principalmente. Muitos deles apresentam atividade bioldgica
como, por exemplo, atividades antioxidantes, anti-inflamatoria, antibacteriana e tanante
(PERRUCHON, 2002).

O termo “tanino” ¢ um nome genérico descritivo para um grupo de substancias
poliméricas fenolicas capazes de curtir couro ou precipitar gelatina em solugéo, propriedade
conhecida como adstringéncia. Sdo encontradas na maioria dos 6rgéos vegetais, como casca,

caule, folhas, frutos e raizes (SCALBERT, 1991).
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Diferentes métodos laboratoriais sdo empregados na determinacdo da atividade
antimicrobiana “in vitro”, sendo aplicados como triagem de novas substancias bioativas.
Segundo diversos autores, a técnica mais utilizada em ensaios microbioldgicos é a dilui¢do
seriada de extratos em microplacas, pois permite a utilizacdo de pequenas guantidades e/ou
volumes das composicoes a serem testadas (PALOMINO et al., 2002; OSTROSKY et al.,
2008; NOGUEIRA, 2009).

Outro aspecto vantajoso desta metodologia € a possibilidade de se utilizar mais de uma
substancia-teste, bem como diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio. Possibilita
ainda demonstrar qual a concentracdo minima da substancia a ser testada necessaria para
inibir o crescimento microbiano (COWAN, 1999; ELOFF, 2000; PALOMINO et al., 2002;

LANGFIELD et al., 2004; ALVES, 2006; CLSI, 2006; CLSI,2008).

2.4. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Deve-se garantir que a droga vegetal a ser utilizada corresponda a um material de
qualidade e que seu uso seré seguro e eficaz. Para tanto, deve-se realizar a caracterizacdo da
matéria-prima vegetal por meio de técnicas de caracterizacdao fisico-quimica, tais como a
CCD.

A CCD consiste no sistema cromatografico em que a separacdo dos componentes de
uma mistura ocorre através da migracao diferencial sobre uma fase estacionaria composta por
uma fina camada de adsorvente aplicado sobre um suporte plano, o qual pode ser constituido
de diversos materiais tais como vidro, aluminio ou poliéster. A fase movel por sua vez €
constituida por diversas misturas de solventes e permanece no interior de um recipiente ou

cuba de material transparente e inerte, geralmente vidro, permanecendo vedada onde se
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deposita a cromatoplaca em posicdo vertical sob uma atmosfera saturada da fase mavel.

(FARMACOPEIA Brasileira, 2010).

3. OBJETIVO GERAL

Comparar diferentes modos extrativos (macera¢do, maceragdo dinamica, digestédo e
digestdo + maceracdo dinamica) visando a obtengdo de extratos brutos de folhas de B.

pachyphylla Griseb.

3.1. Objetivos especificos

e Pesquisar as principais classes de metabolitos secundarios nos extratos através
de triagem fitoquimica;

e Comparar os perfis cromatograficos dos extratos brutos obtidos, em
cromatografia de camada delgada (CCD);

e Verificar e comparar a atividade biolégica dos quatro diferentes tipos de
extratos frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e

Candida albicans, utilizando o método de dilui¢do seriada de extratos em microplacas.

4. METODOLOGIA

4.1. Material botanico

As folhas de B. pachyphylla Griseb foram colhidas de plantas localizadas no Horto de
Plantas Medicinais e Toxicas da FCF, no municipio de Araraquara, Estado de Sao Paulo, nas

coordenadas 21° 48’ 51,4°S ¢ 48° 12° 5,1’W, com altitude de 661 metros.
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4.2. Obtencdo da droga vegetal

As folhas frescas colhidas foram submetidas a uma lavagem e desinfec¢do em solucao
de hipoclorito de sodio (0,2% de cloro ativo) durante 20 minutos. Ap0s a retirada do excesso
de agua procedeu-se a secagem em estufa com ar circulante aquecido a 45°C, até a obtencao

de massa constante, quando entdo foram armazenadas em local seco e ao abrigo da luz.

4.3. Obtencao da droga pulverizada

A metodologia utilizada para a moagem das folhas secas e a obtencdo das drogas
pulverizadas foi por seccionamento utilizando-se um moinho de facas. As drogas pulverizadas
foram empregadas nos procedimentos previstos para 0s processos de maceracdo, maceracao

dinamica, digestdo e digestdo + maceracdo dinamica (SIMOES et al., 2010).

4.4. Obtencdo dos extratos hidroetandlicos

Os extratos foram obtidos a partir da droga vegetal seca e pulverizada utilizando-se
como liquido extrator solucdo hidroetandlica 70% na propor¢do 1:10 (p/v). Uma vez
cumprido o tempo estabelecido para cada processo, executou-se a filtragdo com posterior
reducdo do volume em rotaevaporador e secagem em estufa para a obtencéo do extrato seco.
Este foi armazenado em placas de petri recobertas por papel aluminio, a fim de proteger da
acao da luz, e estas foram acondicionadas em geladeira até a execucgéo dos testes de atividade
antimicrobiana. Todos os extratos obtidos neste trabalho foram realizados em triplicatas. O

detalhamento de cada metodo de obtencdo de extratos pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1: Detalhes das quatro metodologias de extracao utilizadas.

Tempo de
Método contato droga N
Extrativo vegetal/liquido Agitagao Temperatura
extrator
Maceragao 7 dias Diaria Ambiente
(M)
Maceracéao
Dinamica 24 horas Constante Ambiente
(MD)
Digestao (D) 90 minutos Ausente 50°C
Maceracéao
D|n_am|c~a * 90 minutos Constante 50°C
Digestao
(DMD)

4.5. Determinacédo do rendimento

As solugbes extrativas foram concentradas em rotaevaporador e posteriormente em
estufa a 40°C até secura completa. As massas dos extratos secos foram determinadas em
balanca semi-analitica, estimando-se o rendimento, e posterior comparacdo estatistica das

médias.

4.6. Determinacdo da atividade antibacteriana e concentragdo inibitéria minima pelo

método de diluicdo em microplacas e concentracao bacteriostatica minima.

Determinou-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) utilizando a técnica de
diluicdo em microplacas, segundo a Norma M7-A6 do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), porém com modificacdes descritas neste item (CLSI, 2006; NOGUEIRA,

2009).
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4.6.1. Cepas bacterianas

Para detectar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de B. pachyphylla foram
utilizadas as cepas ATCC (American Type Culture Collection) das bactérias Escherichia coli

25922, Pseudomona aeruginosa 27853 e Staphylococcus aureus 25923.

4.6.2. Estocagem e manutencao das cepas bacterianas

As cepas bacterianas foram mantidas em caldo Mueller-Hinton acrescido de 50% de
glicerol e mantido a -20°C. Para 0 uso, as cepas bacterianas foram repicadas em 2 mL de
caldo Mueller-Hinton, incubados por 24 horas a 37 °C, e posteriormente foram repicadas em
meio sélido (Blood Agar Base, sem sangue), incubados por 24 horas a 37 °C, depois lacrados

com rolha e parafilme para manter em geladeira, como estogue bacteriano individual.

4.6.3. Padronizacéo da suspensao bacteriana

A suspensdo bacteriana foi padronizada adicionando-se uma cultura de 24 horas em
um tubo contendo solucéo salina estéril (PBS) até atingir uma turvacdo igual a suspensdo do
tubo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™).

A seguir, foi realizada a leitura espectrofotométrica a 620 nm com absorbancia ideal
na faixa de 0,10 a 0,15, que corresponde 1,5 x 108 UFC mL™. Posteriormente, foi diluido
1/10 em tubo com solucdo salina estéril (PBS), obtendo-se uma suspensdo de 1,5 x 10" UFC

mL™? utilizada nos ensaios.
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4.6.4. Preparo das solugdes dos extratos vegetais

As solucdes dos extratos vegetais a serem testados foram preparadas na concentragéo
de 2000 ug mL™?, sendo onze delas solubilizadas em etanol a 20% com adigéo de 2,5% de

Tween 80, e uma delas solubilizada em etanol a 20% com adicéo de 5% de Tween 80.

4.6.5. Preparo das solugdes contendo substancias de referéncia para o controle positivo

Para o controle positivo foi preparada uma solucdo de ampicilina sddica com
concentracdo final de 1250 ug mL™. Este antibi6tico foi utilizado para todas as bactérias,
porém para cada bactéria utilizou-se uma concentracdo final diferente para determinar a CIM
do antibidtico. As concentracdes finais de ampicilina sédica utilizadas foram: 39,06 pg mL™

para E. coli, 1250 ug mL™ para P. aeruginosa e 3,9 pg mL™ S. aureus.

4.6.6. Preparo das solugdes para o controle negativo

Para o controle negativo, foi preparada uma solucdo aquosa de etanol a 20% e Tween

80 a 2,5%, e outra solucdo aquosa de etanol a 20% e Tween 80 a 5%.

4.6.7. Método de diluicdo em microplacas

Foram utilizadas quatro microplacas para testar os doze extratos, sendo uma placa para
cada extrato obtido por método extrativo diferente, e cada placa abrigou as triplicatas (1, 2 e
3) de um mesmo método, realizando-se também uma duplica técnica de cada uma delas; e
além disso foram realizadas triplicatas bioldgicas, com testes em dias diferentes.

O teste foi realizado utilizando as colunas das microplacas (colunas de 1 a 12). Aos
pocos das linhas de A até H das colunas de 1 a 12 foram adicionados 80 pL de meio de

cultura (caldo Muller Hinton). Aos pocgos da linha A, das colunas 1 e 2, foram adicionados
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100uL da solucao do extrato 1 com posterior diluicdo até a linha H, desprezando-se 100 uL
finais. Aos po¢os da linha A, das colunas 3 e 4, foram adicionados 100uL da solu¢do do
extrato 2 com posterior diluicdo até a linha H, desprezando-se 100 uL finais. Aos pogos da
linha A, das colunas 5 e 6, foram adicionados 100uL da solugdo do extrato 3 com posterior
diluicdo até a linha H, desprezando-se 100 pL finais. Ao po¢o da linha A, da coluna 7, foram
adicionados 100ulL da solucdo-estoque do controle positivo (ampicilina), com posterior
diluicdo até a linha H, desprezando-se 100 uL finais.

Aos pocos das linhas A e B, das colunas 8, 9 ¢ 10, foram adicionados 100 uL das
solucgdes dos extratos 1, 2 e 3, respectivamente, para controle de contaminagdo, com posterior
diluicdo até a linha H, desprezando-se 100 pL finais.

Da linha A até H foi realizada uma diluicdo sucessiva, transferindo 100 uL de cada
pogo para 0 subseqlente, assim obteve-se um volume final de 180 puL nesses pogos da
microplacas com as concentracdes finais das amostras vegetais de 1000; 500; 250; 125; 62,5;
31,25; 15,62; 7,81 pg mL ™.

Aos pocos das linhas A, B, C ¢ D, da coluna 11, foram adicionados 100 puL de caldo
Mdeller-Hinton apenas, para controle de contaminacdo. Ao poco da linha E, da coluna 11,
foram adicionados 100uL. do solvente utilizado na dissolu¢do dos extratos testados, com
posterior diluicdo até a linha H, desprezando-se 100 uL finais, para verificar se houve
contaminacdo do solvente. Aos pocos das linhas A, B, C e D, da coluna 12, foram
adicionados 100 pL de caldo Miieller-Hinton e suspensdo bacteriana de 10’ UFC mL™, para
verificacdo da viabilidade das bactérias. Ao poco da linha E, da coluna 12, foram adicionados
100uL do solvente utilizado na dissolucao dos extratos testados, com posterior diluicao até a
linha H, desprezando-se 100 uL finais, e suspensdo bacteriana de 10’ UFC mL™, para o

controle negativo (Figura 2).
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Foram adicionados 20 pL da suspensdo bacteriana de 10’ UFC mL™ (item 4.6.3) em

cada poco, exceto nos das colunas 8, 9 e 10 (brancos — Caldo Mueller-Hinton e solugdes dos
respectivos extratos) e nos po¢os de controle do caldo Mueller-Hinton (coluna 11 A a D) e do

controle negativo (coluna 11 E a H). As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Figura 2: Esquema da técnica de diluicdo em microplacas, utilizando os extratos obtidos por

maceracao, maceracdo dindmica e digestao.
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Colunas 1 e 2: Testes: meio de cultura + extrato 1 + bactérias.

Colunas 3 e 4: Testes: meio de cultura + extrato 2 + bactérias.
Colunas 5 e 6: Testes: meio de cultura + extrato 3 + bactérias.
Coluna 7: Controle positivo: meio de cultura + antibiético + bactérias.
Coluna 8: Controle do extrato 1.

Coluna 9: Controle do extrato 2.

Coluna 10: Controle do extrato 3.

Colunas 11 (A a D): Meio de cultura Mueller- Hinton.

Coluna 11 (E a H): Meio de cultura Mueller- Hinton + solvente.
Coluna 12 (A a D): Meio de cultura Mieller- Hinton + bactérias.

Coluna 12 (E a H): Controle negativo: meio de cultura + solvente + bactérias.
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Na microplaca correspondente aos extratos obtidos por digestdio + maceracdo
dindmica, denominados DMD 1, DMD 2 e DMD 3, houve uma alteragdo do esquema
anterior, devido a necessidade de utilizacdo de um solvente diferente (solucdo aquosa de
etanol a 20% e Tween 80 a 5%) para o extrato DMD 1 e a realizacdo do controle de
contaminacdo do mesmo solvente (solvente 2). Para isso, realizou-se a dilui¢do dos controles
dos extratos (colunas 8, 9 e 10) somente até a linha F, adicionado-se 100uL do solvente
utilizado na dissolucdo desse extrato no poco da linha G, coluna 8, com posterior diluicdo
seguindo a sequéncia linha H, coluna 8, linha H coluna 9 e, por fim, linha H, coluna 10,
desprezando-se 100 pL finais, e permanecendo vazios 0s pocos das colunas 9 e 10, da linha

G.

4.7. Leitura visual e método para determinacéo da concentracéo bactericida minima

Antes da adicdo do indicador resazurina nas microplacas, a determinacdo da
concentracdo bactericida minima (CBM) foi feita repicando-se a mistura de cada orificio no
qual aparentemente ndo houve crescimento bacteriano a uma placa de Petri contendo agar
Mduieller-Hinton, incubando-se as placas durante 24 horas em estufa a 37°C. Ap0s esse
periodo foram observados os pontos onde ocorreu crescimento microbiano, determinando

assim a CBM.

4.8. Revelacdo e leitura

Apos a realizagdo da CBM adicionou-se 30 pL de solucdo de resazurina com

concentracdo de 0,5ug/5mL em todos 0s pogos. A resazurina (fenoxazin-3ona) é um corante
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indicador de oxirreducdo. O crescimento dos microrganismos é revelado pela demonstracéo

da reducdo do meio com a resazurina, que passa de azul para réseo (O’BRIEN, 2000).

4.9. Determinacdo da atividade antifingica e concentragdo inibitoria minima pelo

metodo de diluicdo em microplacas e concentracao fungicida minima

Determinou-se a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) utilizando a técnica de
diluicdo em microplacas, segundo a Norma M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI), porém com modificacBes descritas neste item (CLSI, 2008).

4.9.1. Cepa fungica

Para detectar a atividade antimicrobiana dos extratos vegetais de B. pachyphylla foi

utilizada a cepa ATCC da levedura Candida albicans 18804.

4.9.2. Padronizacdo da suspensao fungica

Culturas de 48 h das leveduras, cultivadas em caldo Sabouraud dextrose (Difco) foram
transferidas para solucdo PBS pH 7,2 e ajustada a turbidez até a escala 0,5 de McFarland (10°
UFC mL™) que foi confirmada por leitura espectrofotométrica a 530 nm com valor de
absorbancia entre 0,12 a 0,15. Em seguida, foi diluida até atingir a concentracéo de 2,5 x 10°

UFC mL™, que foi, entdo, utilizada nos testes.
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4.9.3. Determinacdo da concentracao inibitoria minima

A avaliacdo da atividade antifungica e determinacdo da CIM foram realizadas por
meio da técnica de microdiluicdo de acordo com a metodologia descrita segundo a Norma
M27-A3 da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos e cada orificio foi preenchido com meio
liqguido RPMI 1640 (100 uL), ajustado a pH 7,0 com tampao MOPS ( &cido 3-[N-morfolino]
propanosulfénico) e esterilizado por membrana filtrante. Foram acrescentados também o
indculo (100 pL) e as solugdes dos extratos diluidos (100 uL), de tal forma que o volume final
dos pocos foi de 300 uL. As solucdes dos extratos vegetais a serem testados foram preparadas
na concentracdo de 2000 pg mL™, sendo onze delas solubilizadas em etanol a 20% com
adicdo de 2,5% de Tween 80, e uma delas solubilizada em etanol a 20% com adi¢do de 5% de
Tween 80, sendo realizadas diluicdes seriadas de 1000 pug mL™ até 7,81 ug mL™, numa
proporcédo de 1:2.

Como controles positivos foram utilizadas solucées de fluconazol a 16 pg mL™” e
Anfotericina B a 0,125 pg mL™. Também foram realizados o controle de esterilidade do meio,
controle do crescimento do in6culo, controle de esterilidade dos extratos e controle negativo
(solvente). As placas foram incubadas a 37°C durante 48 horas.

Para a levedura C. albicans o esquema das placas foi modificado devido a necessidade
de realizar o controle positivo com duas substancias de mecanismos de acdo diferentes
(Fluconazol e Anfotericina B). Ndo foi realizado controle negativo com o solvente 2 nestas
placas, apenas com o solvente 1, pois a alteracdo de sua constituicdo em relagédo ao solvente 1

€ minima, sendo este controle desnecessario (Figura 3).
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Esquema da técnica de diluicdo em microplacas para a levedura C. albicans,

utilizando os extratos obtidos por maceragdo, maceragdo dinamica e digestao.
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Colunas 1 e 2: Testes: meio de cultura + extrato 1 + leveduras.
Colunas 3 e 4: Testes: meio de cultura + extrato 2 + leveduras.
Colunas 5 e 6: Testes: meio de cultura + extrato 3 + leveduras.
Coluna 7: Controle positivo: meio de cultura + fluconazol + leveduras.
Coluna 8 (A a D): Meio de cultura RPMI + leveduras.

Coluna 9 (A a F): Controle do extrato 1.
Coluna 10 (A a F): Controle do extrato 2.

Colunas 11 (A a F): Controle do extrato 3.

Coluna 12 (A a D): Meio de cultura RPMI.
Coluna 12 (E a H): Meio de cultura RPMI + solvente 1.
Colunas 8 (D a H): Controle positivo: meio de cultura RPMI + anfotericina B + leveduras.

Colunas 9(H), 10(H) e 11(H e G): Controle negativo: meio de cultura RPMI + solvente 1 +

leveduras.

Colunas 9 e 10 (G): vazio.

microplaca correspondente aos extratos obtidos por digestdio + maceragédo

dindmica, denominados DMD 1, DMD 2 e DMD 3, houve uma alteracdo do esquema

anterior, devido a necessidade de utilizar um solvente diferente (solucdo aquosa de etanol a
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20% e Tween 80 a 5%) para o extrato DMD 1 e a realizacdo do controle de contaminacao do

mesmo solvente (solvente 2).

4.10. Revelacéo e leitura

O resultado foi avaliado observando-se a turbidez ocorrida nos pocos teste, seguida de
avaliacdo colorimétrica utilizando cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) (MERCK®) como
indicador. Com o0 uso desse revelador os pogos que apresentaram atividade permaneceram
incolores, enquanto que o0s pogos onde houve crescimento microbiano coraram-se de

vermelho (DUARTE, 2005).

4.10.1. Determinacdo da concentracéo fungicida minima

Antes da adicdo do indicador TTC nas microplacas, a determinacdo da concentracdo
fungicida minima (CFM) foi feita repicando-se a mistura de cada orificio no qual
aparentemente ndo houve crescimento fungico a uma placa de Petri contendo meio Sabouraud
dextrose, incubando-se as placas durante 48 horas em estufa a 37°C. Ap0s esse periodo foram

observados 0s pontos onde ocorreu crescimento microbiano, determinando assim a CFM.

4.11. Triagem Fitoquimica Preliminar

O objetivo das analises fitoquimicas foi identificar os principais grupos de metabélitos
secundarios presentes nos extratos obtidos, de modo a direcionar os estudos subsequentes,
como a cromatografia em camada delgada descrita no item 4.6.

Foram realizados testes para identificacdo dos grupos de metabdlitos secundarios

segundo metodologia adaptada de COSTA (2001).
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Tais testes foram planejados para a andlise da droga vegetal e, portanto, algumas
modificagdes foram realizadas na metodologia adaptando a quantidade de amostra a ser
utilizada em cada um dos testes, uma vez que estes foram realizados com o0s extratos
provenientes das quatro metodologias de extracdo descritas anteriormente, e ndo com a droga
vegetal e sua respectiva extracao prevista em cada teste. Calculou-se a propor¢do de massa de
extrato a ser utilizado com base na massa de droga vegetal utilizada para efetuar a extragéo,
no rendimento de cada extrato seco e na massa de droga vegetal proposta em cada teste,
entretanto, devido a alta sensibilidade das reacdes, e para melhorar a visualizacdo dos
resultados, a quantidade dos extratos utilizados para alguns dos testes foram reduzidas a um
terco da quantidade calculada. As massas dos extratos utilizadas em cada teste sdo

apresentadas na tabela 2:

Tabela 2: Valores de massa, em gramas, dos extratos utilizados para cada um dos testes da

triagem fitoquimica.

Massa utilizada Massa utilizada Massa utilizada  Massa utilizada de

Testes de extrato M (g) de extrato MD (g) deextrato D (g)  extrato DMD (g)
Saponinas 0,478 0,628 0,476 0,542

Taninos 0,398 0,523 0,397 0,452
Flavonoides 0,239 0,314 0,238 0,271
Alcaloides 0,398 0,523 0,523 0,452

4.11.1. Saponinas

Devido a dificuldade de solubilizar os extratos em agua foi realizada uma particdo
liquido/liquido com 60 mL de acetato de etila e 40 mL de &gua, dividindo-se 0 processo em

trés etapas, da seguinte forma:
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Realizou-se a primeira particdo com os 40 mL de agua e 20 mL de acetato de etila,
recolheu-se a fase organica em recipiente separado da fase aquosa, retornou-se a fase aquosa
para o funil de separacao e realizou o procedimento de particdo com 20 mL de acetato de etila
por mais duas vezes. A fase aquosa foi colocada em repouso dentro de uma capela com
exaustdo ligada durante 3 horas, para que fosse eliminado o excedente de acetato de etila a
fim de que 0 mesmo néo interferisse na formacédo de espuma. Ap0s esse periodo transferiu-se
uma quantidade aleatéria dessa fase aquosa para um tubo de ensaio, o qual foi agitado
vigorosamente durante 15 segundos. A ocorréncia de espuma e sua permanéncia durante 15

minutos foi considerada resultado positivo.

4.11.2. Taninos

Os extratos foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada, a solucdo resultante foi
filtrada e utilizada para a realizacdo dos testes de identificacdo de taninos (reacéo de gelatina e

reacdo com cloreto férrico) descritos por Costa (2001).

4.11.3. Flavonoides

Os extratos foram dissolvidos em 10 mL de etanol 70% para a realizacdo dos testes de
identificacdo de flavonoides (reacdo de Shinoda, reacdo de Taubock, reacdo de Pew, reacdo

com cloreto férrico e reacdo com cloreto de aluminio) segundo Costa (2001).

4.11.4. Alcaloides

Para o teste de alcaloides ndo houve alteracdo da metodologia proposta por Costa

(2001).
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4.12. Cromatografia em camada delgada

A separacgdo preliminar das substancias contidas nos extratos foi realizada utilizando-
se a técnica de cromatografia em camada delgada (CCD) segundo Wagner et al. (1996),
porém com realizacdo de alteracdes nas fases moveis a fim de encontrar as condicdes ideais
de visualizacdo das classes de metabdlitos contidas nessa espécie. A fase estacionaria
utilizada foi silica gel 60 F,s4 sobre placas de aluminio (0,25 um; Merck) e foram utilizados 0s
reveladores: cloreto férrico para taninos; NP-PEG e visualizacdo sob luz UV (367 nm) para
flavonoides; dragendorf para alcaloides e anisaldeido sulfarico + estufa a 110°C por 5
minutos para terpenos. As fases moveis utilizadas foram descritas nos resultados. As técnicas
foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

UNESP, sob supervisdo do Prof. Dr. André Gonzaga dos Santos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacao do rendimento

Com a finalidade de verificar o rendimento dos processos extrativos executados com a
droga vegetal (folhas de B. pachyphylla) estabeleceu-se a razdo percentual com base na massa
de droga utilizada. Os valores referentes a quantidade (em massa) de extratos brutos secos
obtidos pelos processos de maceragdo, maceracao dinamica, digestdo e digestdo + maceracgédo

dindmica estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Rendimento atribuido aos processos de obtencédo dos extratos brutos secos obtidos
de folhas pulverizadas de B. pachyphylla Griseb. em funcdo das quatro metodologias de

extracao utilizadas.

x « - Digestéo +
Maceragao Maceragao Digestdo /50 Dinamica
(%) Dinamica (%) (%) ¢ )
Replicata 1 23.6 44,6 23.6 275
Replicata 2 23,7 24,0 22,3 27,4
Replicata 3 245 257 255 26.5
Media e 23,9405 31,4+11.4 23.8+1.6 27.1+0,6

Desvio padrédo

A analise estatistica dos resultados realizada através do Teste de Tukey demonstrou
gue ndo ha diferenca significativa entre os rendimentos das quatro metodologias. Este fato
indica que, com base nestes parametros, € possivel optar pelo método mais rapido, ou pelo
método que necessite de menos aparelhagem, dependendo da disponibilidade de cada

laboratdrio, sem que haja prejuizo quantitativo de rendimentos.

5.2. Triagem fitoquimica preliminar

Na triagem fitoquimica foi observado resultado positivo para flavonoides (pelos testes
de Shinoda, Taubock, Pew, Cloreto Férrico e Cloreto de Aluminio), taninos (pelos testes de
Gelatina e Cloreto Férrico) e saponinas (pelo teste qualitativo de espuma) em todos 0s
extratos; e resultado negativo para alcaloides (segundo os testes de Dragendorff, Bouchardat,
Mayer e Bertrand) também em todos os extratos.

As reagdes envolvendo cloreto férrico apresentaram coloracdo azul, indicando possivel

presenca de taninos hidrolisaveis.
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Os resultados obtidos na triagem fitoquimica preliminar podem ser visualizados na

Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da triagem fitoquimica preliminar.

Maceracao Digestdo +
Reacdes Maceragao Acerag Digestéo Maceragéo
Dinamica N
Dinamica
Shinoda + + + +
Taubock + + + +
Pew + + + +
[ - + + + +
Feérrico
Cloreto de
;- + + + +
Aluminio
Dragendorff - - - -
) Bouchardt - - - -
Alcaloides
Mayer - - - -
Bertrand - - - -
Gelatina + + + +
Taninos
C!or_ezto N N N N
Feérrico
Teste
Saponinas qualitativo + + + +
de espuma

Legenda: + (resultado positivo); - (resultado negativo).

5.3. Cromatografia em camada delgada

Foram testadas diversas fases mdveis, havendo necessidade de confeccdo de varias
placas cromatogréficas para encontrar fases adequadas as condicGes da planta estudada. As
fases moveis que apresentaram resultado satisfatorio e as demais condigdes utilizadas estdo
descritas na Tabela 5.

A Figura 4 apresenta fotografias das placas de CCD reveladas, mostrando os

resultados obtidos para cada classe de metabdlitos analisada.
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Tabela 5: Condicdes utilizadas e resultados obtidos para as classes de metabolitos analisadas

por CCD.
Classes de , .. u
metabélitos Fase mével utilizada Proporcéo Revelador Resultado
Taninos au?g ac_etlc.o’: acido 90:5:5 Cloreto Férrico +
ormico : gua
Flavonoides amdp ac'etlc.o,: acido 90:5:5 NP-PEG +
formico : agua
Alcaloides cloroformé(zi I:aacetato de 60:40 Dragendorff -
Terpenos hexan.o_ : acetato de etila 70-28:2 Anlsalld.e|do N
: isoproponol sulfdrico

Figura 4: Determinacdo da presenca de metabdlitos secundarios em B. pachyphylla Griseb

por cromatografia em camada delgada. Distribuicdo nas placas: extrato M; extrato DMD;

extrato MD; extrato D. A: Revelador cloreto férrico (para taninos) e fase mdvel acido
acetico/acido formico/agua (90:5:5). B: Revelador NP-PEG (para flavonoides) e fase movel
acido acético/acido formico/agua (90:5:5). C: Revelador Dragendorf (para alcaloides) e fase

movel cloroférmio/acetato de etila (60:40). D: Revelador anisaldeido sulfurico (para terpenos)

e fase movel hexano/acetato de etila/isoproponol (70:28:2).
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Observando as placas cromatogréaficas é possivel visualizar quatro diferentes manchas
na placa de taninos, sendo uma azul e trés verdes, com coloracdo azul também na origem; ja
na placa de flavonoides visualizam-se seis manchas, trés manchas azuis fluorescentes e trés
manchas amarelas fluorescentes, sendo que as manchas alaranjadas no topo da placa, neste
comprimento de onda, sdo caracteristicas de clorofila; enquanto que na placa de terpenos é
possivel observar quatro manchas, sendo duas azuis, uma lilas e uma verde, havendo também
uma coloragdo marrom na origem.

Os resultados obtidos na cromatografia em camada delgada confirmaram os resultados
da triagem fitoquimica preliminar, tornando possivel sugerir a presenca de taninos,
flavonoides e terpenos na espécie B. pachyphylla Griseb, assim como demonstraram a
auséncia de alcaloides; é possivel também sugerir a presenca de saponinas, que foi observada
através da triagem fitoquimica preliminar, porém ndo foi elucidativa através da CCD.

Entretanto, uma vez que os testes de triagem fitoquimica e cromatografia em camada
delgada foram realizados com os extratos disponiveis e ndo a partir da droga vegetal, como de
costume, é importante ressaltar que a auséncia de alcaloides nos extratos ndo significa que
eles ndo estejam presentes na espécie, ja que é possivel que as condi¢Bes das metodologias de
extracdo utilizadas ndo tenham sido favoraveis a extracdo desses metabdlitos. Da mesma
forma, outras classes de metabolitos secundarios que ndo foram testadas podem estar
presentes nesta espécie vegetal.

Alves (2011) descreve a presenca de rutina na espécie B. pachyphylla Griseb,
corroborando com o resultado obtido neste trabalho quanto a presenca de flavonoides.

Foi possivel observar também uma homogeneidade qualitativa na composicdo de
classes de metabolitos secundarios extraidos atraves de cada uma das diferentes metodologias
de extracdo utilizadas, ressaltando a possibilidade de escolha de qualquer um dos metodos, de

acordo com sua viabilidade para cada laboratorio de pesquisa ou indudstria, necessitando-se,
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porém, de mais estudos, a fim de isolar e quantificar cada metabolito nos diferentes extratos
brutos obtidos.

Entre os metabolitos secundarios encontrados nesta espécie os taninos, flavonoides e
terpenos tém relatos de atividade antimicrobiana na literatura, fato que pode ser
correlacionado com os resultados apresentados a seguir, no item 5.4. Verdi et al. (2005), por
exemplo, menciona a atividade antimicrobiana encontrada com alguns terpenos originados de
plantas. Simbes et al. (2010) relata, dentre outras, a propriedade antimicrobiana de
flavonoides e taninos. Scalbert (1991) sustenta que 0 mecanismo de acdo antimicrobiana dos
taninos explica-se por trés hipoteses. A primeira pressupde 0s taninos inibindo enzimas
bacterianas e fungicas e/ou se complexando com os substratos dessas enzimas; a segunda
inclui a acdo dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos, modificando seu
metabolismo, e a terceira fundamenta-se na complexacdo dos taninos com ions metalicos,

diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo microbiano.

5.4. Atividade antimicrobiana

Segundo a revelacdo colorimétrica os extratos brutos de folhas de B. pachyphylla
Griseb apresentaram atividade inibitdria frente a bactéria P. aeruginosa e para os demais
microrganismos ndo houve atividade nas concentragbes testadas. Para este mesmo
microrganismo 0s métodos extrativos que proporcionaram melhor atividade inibitéria foram
maceracao e maceracao dinamica.

Os valores obtidos para CIM, CBM e CFM sao apresentados na Tabela 6.



33
Tabela 6: Valores de concentracdo inibitoria minima (CIM), concentracdo bactericida
minima (CBM) e concentrago fungicida minima (CFM) em pg mL™ obtidos no experimento

em funcédo da espécie microbiana e dos métodos extrativos.

P. aeruginosa E. coli S. aureus C. albicans

CIM CBM CiIM CBM CIM CBM CIM CFM

Maceragéo (M) 500 1000  >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Mac. Dinamica
(MD)

500 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Digestédo (D) 1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Digestdo + Mac.
Dinamica (DMD)

1000 >1000 >1000 =>1000 >1000 >1000 >1000 >1000

Os valores de CIM encontrados nos controles positivos foram 9,765 pg mL™ para E.
coli, 1,95 ug mL™ para S. aureus e 78,125 ug mL™ para P. aeruginosa, utilizando-se a
ampicilina; e para C. albicans obteve-se CIM de 4,0 ug mL™ com fluconazol e 0,063 ug mL™
com anfotericina B.

Sob a dtica de testes bioguiados verifica-se pouca sensibilidade para os métodos
associados ao calor (temperatura de 50°C) para extrair principios ativos em menor tempo.
Possivelmente a elevacdo da temperatura acarretou em inativacdo de alguns compostos
quimicos ativos por ter degradado as moléculas ou tenha proporcionado um rearranjo quimico
modificando o sitio ativo, neste caso, ou ainda, pode ter ocorrido a extracdo de diferentes
guantidades dos metabdlitos ativos pelos diferentes métodos utilizados, tendo sido extraidas
em maior concentracao substancias mais efetivas contra P. aeruginosa atraves dos métodos de
maceragdo e maceragdo dinamica.

Muitos autores tém relatado que os extratos brutos a partir de produtos naturais com

uma CIM inferior a 1000 ug mL™ sdo consideradas relevantes, e os extratos com uma CIM
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inferior a 100 ug mL™ s&o considerados promissores como potenciais agentes antimicrobianos
(LAMOUNIER et al.,2012). Aligianis et al. (2001) propds uma classificacdo para materiais
vegetais baseando-se nos resultados de CIM, considerando como forte inibicdo a CIM até 500
ng mL™; inibicio moderada a CIM entre 600 e 1500 pg mL™ e como fraca inibicdo a CIM
acima de 1600 pg mL™; enquanto outros autores como Mbaveng et al. (2012) e Rios & Recio
(2005) citam como concentragéo inibitdria minima muito interessante valores de 100 pg mL™
de extrato bruto, porém Mbaveng et al. (2012) ainda considera uma atividade moderada os
valores de CIM que variam entre 100-625 pg mL™. Dessa forma pode-se dizer que os extratos
obtidos por maceracdo e maceracdo dindmica apresentam atividade moderada frente a bactéria
P. aeruginosa segundo a classificacdo de Mbaveng et al. (2012), e atividade forte segundo a
classificacdo de Aligianis et al. (2001). Pode-se dizer ainda que o0s extratos obtidos por
digestdo e digestdo + maceracao dinamica apresentam atividade moderada frente a bactéria P.
aeruginosa segundo a classificacdo Aligianis et al. (2001).

Os extratos brutos de B. pachyphylla Griseb. podem ser relevantes para a producao de
medicamentos fitoterapicos antimicrobianos, ou ainda para o isolamento de substancias com a
finalidade de producdo de antimicrobianos sintéticos, além disso pode ser considerada
também a sua utilizacdo para o desenvolvimento de produtos saneantes e domissanitarios,
visto que diversos autores, entre eles Oliveira (2010) e Panis (2009), mencionam P.
aeruginosa como um dos microrganismos que mais comumente causam infeccoes
hospitalares, e que muitas vezes apresenta resisténcia a diversas substancias antibacterianas,
tornando-se importante o0 seu controle, sobretudo em ambientes destinados a pacientes
imunocomprometidos.

As Figuras 5 e 6 ilustram alguns dos testes realizados em microplacas, utilizando os

reveladores colorimétricos resazurina e TTC, respectivamente.
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Figura 5: Teste realizado com a bactéria P. aeruginosa.

A determinacdo da CBM foi realizada apenas para a bactéria P. aeruginosa, conforme
a Figura 7, onde esta foi a Gnica a apresentar sensibilidade diante dos extratos tanto na leitura
visual quanto na revelacdo colorimétrica. Os valores de CBM e CIM encontrados foram
apresentados na Tabela 6. A CFM para C. albicans e os valores de CBM para as demais

bactérias foram relatados como >1000 pg mL™, ou seja, acima das concentracées testadas.
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Figura 7: Determinacdo da CBM (replicata 3) para a bactéria P. aeruginosa.

—_

Os resultados obtidos através da revelacdo espectrofotométrica foram avaliados
através de graficos de porcentagem de inibi¢do de crescimento microbiano (Figuras 8 a 11),
segundo Gudifa et al. (2010), com auxilio da férmula: % de inibicdo de crescimento
microbiano = [1-(A/Ap)]x100 , onde A representa a absorbancia do poco contendo uma

concentragdo “c” do extrato (pogo teste) e Ag representa a absorbancia do pogo de controle do

crescimento microbiano (meio de cultura + microrganismo).

Figura 8: Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano de extratos obtidos por
maceracdo (M) maceracdo dindmica (MD), digestdo (D), digestdo + maceracdo dinamica

(DMD) e do controle positivo (Ampicilina) para a bactéria E. coli.
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Figura 9: Porcentagem de inibigdo do crescimento bacteriano de extratos obtidos por
maceracdo (M), maceracdo dindmica (MD), digestdo (D), digestdo + maceragdo dinamica

(DMD) e do controle positivo (Ampicilina) para a bactéria P. aeruginosa.
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Figura 10: Porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano de extratos obtidos por
maceracdo (M), maceracdo dinamica (MD), digestdo (D), digestdo + maceracdo dinamica

(DMD) e do controle positivo (Ampicilina) para a bactéria S. aureus.
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Figura 11: Porcentagem de inibicdo do crescimento flngico de extratos obtidos por

maceracao (M), maceracdo dinamica (MD), digestdo (D), digestdo + maceragdo dinamica (D

MD) e dos controles positivos (Fluconazol e Anfotericina B) para a levedura C. albicans.
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O fato de haver porcentagens de inibicdo significativas em concentrages muito baixas

dos extratos, sendo que concentracdes maiores do mesmo extrato ndo apresentaram atividade

inibitdria, pode ser devido ao desenvolvimento lento do microrganismo por este ndo se

encontrar em condicdes adequadas de sobrevivéncia (fatores intrinsecos ao microrganismo)

ou por falha em sua manipulacdo, porém, nesses casos, ndo se considera esse retardo do

crescimento como atividade do extrato estudado.

A observacdo dos graficos revela que a maceragdo, que é o Unico método dentre os

testados descrito em farmacopéias, se mostrou bastante eficiente para extracdo de substancias

ativas contra C. albicans e P. aeruginosa, sendo passivel de utilizagdo também para os demais

microrganismos. Entretanto, no caso da E. coli observou-se um destaque da atividade dos

extratos obtidos por digestdo, e para S. aureus observou-se um destaque da atividade dos

extratos obtidos por digestdo + maceracéo dindmica.
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A sazonalidade pode ter sido um fator interferente no resultado do processo, visto que

o0 periodo de coleta das folhas dessa planta (inverno) pode néo ter sido o de maior producdo de

metabolitos ativos contra 0s microrganismos estudados, necessitando-se de mais estudos nesta
area.

Pdde-se observar um resultado relevante para a levedura C. albicans, principalmente

para 0 método de maceracdo, através do qual se obteve porcentagens de inibicdo de

crescimento superiores a 65% até a concentracdo de 250ug mL™ do extrato.

6. CONCLUSOES

A eficiéncia dos métodos extrativos considerando-se o rendimento de obtencdo dos
extratos brutos ndo apresentou diferenca significativa demonstrando que quantitativamente ha
semelhangas entre os métodos empregados. Os resultados obtidos na cromatografia em
camada delgada e na triagem fitoquimica preliminar possibilitaram sugerir a presenca de
taninos, flavonoides, terpenos e saponinas na espécie B. pachyphylla Griseb, assim como
demonstraram a auséncia de alcaloides. Além disso, observou-se uma homogeneidade
qualitativa na composicdo de classes de metabdlitos secundarios extraidos através de cada
uma das diferentes metodologias de extracdo utilizadas, ressaltando a possibilidade de escolha
de qualquer um dos métodos com base nesses parametros, sendo necessarios, porém, mais
estudos para determinar se existem diferencas quantitativas desses metabolitos nos diferentes
extratos.

Os métodos extrativos para obtengdo dos extratos vegetais de folhas de B. pachyphylla
que apresentaram melhor atividade antimicrobiana foram maceracdo e maceragdo dinamica,
considerando a resposta frente a P. aeruginosa, indicando a possibilidade de agdo biolégica

semelhante para diferentes condigdes extrativas, as quais podem diminuir a duragdo do
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processo, como a maceracao dinamica, e também ressalta a importancia de planejamento de

processos para extracdo e obtencéo de extratos vegetais.
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