Research, Society and Development, v. 10, n. 3, €10210313154, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i3.13154

Determinacao do perfil fitoquimico e avaliacdo de atividades bioldgicas de extratos

de folhas de llex brevicuspis Reissek. (Aquifoliaceae)

Determination of the phytotochemical profile and evalution of biological activities of leaf extracts of
Ilex brevicuspis Reissek. (Aquifoliaceae)

Determinacion del perfil fitoquimico y evaluacion de actividades bioldgicas de extractos de hojas

llex brevicuspis Reissek. (Aquifoliaceae)

Recebido: 20/02/2021 | Revisado: 27/02/2021 | Aceito: 01/03/2021 | Publicado: 08/03/2021

Ana Paula Mallman

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7568-8637
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Brasil
E-mail: ap.mallmann@hotmail.com

Camila Vogt dos Santos

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7566-8003
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Brasil
E-mail: cami_vogt@hotmail.com

Adrieli Gorlin Toledo

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0199-8330
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Brasil
E-mail: adrieligorlin@live.com

Larissa Valéria LakoskKi

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8185-3790
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Brasil
E-mail: adrieligorlin@live.com

Débora Marina Bandeira

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-5956-7210
Universidade Estadual do Oeste do Parana, Brasil
E-mail: dm-bandeira@hotmail.com

Juliana Moco Corréa

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4526-0060
Universidade Estadual do Oeste do Parand, Brasil
E-mail: juliana.correa2@unioeste.br

Fabiana Gisele da Silva Pinto

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0486-8486
Universidade Estadual do Oeste do Parand, Brasil
E-mail: fabiana.pinto@unioeste

Resumo

O género llex compreende mais de 500 espécies sendo considerada uma fonte promissora para a extracdo de
principios ativos com diversas atividades biologicas. Diante desse foco, este trabalho utilizou folhas de Ilex
brevicuspis Reissek para producéo de extratos, objetivando a determinagdo fitoquimica, antioxidante, antibacteriana e
acaricida sobre Dermanyssus gallinae (Degeer, 1778). As folhas foram coletadas, secas e trituradas em moinho, e seus
extratos produzidos com diferentes solventes, etanol (EE), metanol (EM), acetato de etila (EAE) e agua destilada
(Eaqg). As andlises fitoquimicas revelaram trés grupos de compostos: saponinas, esteroides e taninos. Os extratos
apresentaram atividade inibitdria e bactericida para cepas padrdes (Gram-negativas e positivas) e para dez sorotipos
de Salmonella spp. O extrato EM apresentou os melhores resultados de CIM para as cepas padrdes, variando de 6,25
mg/mL a 50 mg/mL e para CBM de 6,25 mg/mL a 100 mg/mL. Para os sorotipos de Salmonella o extrato EE
apresentou a melhor atividade antibacteriana, variando de 25 mg/mL a 50 mg/mL para CIM e 200 mg/mL para CBM.
O extrato EM revelou elevada atividade acaricida de 94% e moderada capacidade antioxidante de 81,45%. Os ensaios
demonstraram que os extratos EM e EE de I. brevicuspis representam um potencial alternativo para controle de
bactérias e 4caros, demonstrando uma nova perspectiva para desenvolvimento de produtos naturais a partir de uma
espécie nativa.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana; Compostos bioativos; Atividade antioxidante; DPPH, Dermanyssus
gallinae.
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Abstract

The genus llex comprises about 500 species being considered a promising source for the extraction of active
principles with different biological activities. Before this approach, this work used llex brevicuspis Reissek leaves for
the production of extracts, aiming the phytochemical, antioxidant, antimicrobial and acaricide determination in
Dermanyssus gallinae (Degeer, 1778). The leaves were collected, dried and ground in a mill, and their extracts
produced with different solvents: ethanol (EE), methanol (EM), ethyl EAEate (EAE) and water (Eaq). Phytochemical
analyses revealed three groups of compounds: saponins, steroids and tannins. The extracts showed inhibitory and
bactericidal activity for standard strains (Gram-negative and positive) and for ten serotypes of Salmonella spp. The
EM extract showed the best MIC results for the standard strains, ranging from 6.25 mg/mL to 50 mg/mL and for
MBC from 6.25 mg/mL to 100 mg/mL. For serotypes of Salmonella, EE extract presented the best activity, varying
from 25 mg/mL to 50 mg/mL for MIC and 200 mg/L for MBC. EM extract showed a high acaricidal activity of 94%
and moderate antioxidant capacity of 81.45%. Assays demonstrated that EM and EE extracts of I. brevicuspis
represent an alternative potential for the control of bacteria and mites, demonstrating a new perspective for the future
development of natural products from a native species.

Keywords: Antimicrobial activity; Bioactive compounds; Antioxidante activity; DPPH, Dermanyssus gallinae.

Resumen

El género llex compreende masde 500 especies siendo considerado una fuente prometedora para la extraccién de
principios activos con diferentes actividades bioldgicas. Dado este enfoque, este trabajo utilizd hojas de llex
brevicuspis Reissek para la produccion de extractos, con el objetivo de la determinacién fitoquimica, antioxidante,
antimicrobiana y acaricida en Dermanyssus gallinae (Degeer, 1778). Las hojas se recolectaron, secaron y trituraron en
un molino, y sus extractos se produjeron con diferentes solventes: etanol (EE), metanol (EM), acetato de etilo (EAE) y
agua (Eaq). Los andlisis fitoquimicos revelaron tres grupos de compuestos: saponinas, esteroides y taninos. Los
extractos mostraron actividad inhibidora y bactericida para cepas (Gram negativas y positivas) y para diez Salmonella
spp. El extracto de EM mostr6 los mejores resultados de CIM para las cepas estadndar, con un rango de 6.25 mg/mL a
50 mg/mL y para CBM de 6.25 mg/mL a 100 mg/mL. Para los serotipos de Salmonella, el extracto de EE mostrd la
mejor actividad, con un rango de 25 mg / mL a 50 mg / mL para MIC y 200 mg / mL para CBM. El extracto de EM
mostré una alta actividad acaricida del 94% y una moderada capacidad antioxidante del 81,45%. Las pruebas
demostraron que los extractos de EM y EE de I. brevicuspis representan un potencial alternativo para el control de
bacterias y acaros, demostrando una nueva perspectiva para el desarrollo futuro de productos naturales de una especie
nativa.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana; Compuestos bioactivos; Actividad antioxidante; DPPH, Dermanyssus
gallinae.

1. Introducéo

As plantas apresentam diversos componentes quimicos envolvidos naturalmente no seu metabolismo secundario e
estes podem ser potenciais fontes de compostos bioativos. Aproximadamente 40% dos novos medicamentos, que estdo
atualmente disponiveis, derivam direta ou indiretamente de fontes naturais vegetais (Guilarducci et al., 2016). Os produtos
naturais, como extratos vegetais, tém sido utilizados como aditivos fitogénicos na alimentacdo de animais confinados, com o
objetivo de melhorar o desempenho das aves comerciais e otimizar a produgdo avicola (Fascina, 2011). Além disso, a
utilizacdo de fitogénicos como aditivos alimentares, ndo deixa residuos quimicos como a exemplo os antibidticos sintéticos,
tornando-se mais seguro para o uso em larga escala (Brenes & Roura, 2010).

Além disso, 0 aumento de pesquisas relacionadas a esses compostos vegetais estd diretamente relacionado com a
elevada resisténcia a antimicrobianos convencionais, que é atualmente um dos mais relevantes problemas na sadde publica,
visto que o uso inapropriado, incluindo as quantidades exacerbadas utilizadas, tem causado aumento da incidéncia de
microrganismos resistentes (Freitas et al., 2014; Loureiro et al., 2016).

Outra utilizacdo de bioativos vegetais estd relacionada ao setor avicola como alternativa ao uso de compostos
quimicos no controle de pragas, como Dermanyssus gallinae (Acari: Dermanyssidae), conhecido como a principal praga
relacionada aos aviarios de poedeiras e que causam grandes danos a esses animais, como: irritacdo, inquietagdo, anemia,

interferindo assim na producéo e qualidade dos ovos e até mesmo levar a morte do animal (Fochlay et al., 2017).
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Varios estudos apontam também que alguns compostos bioativos de plantas podem vir a substituir, ou mesmo
diminuir a quantidade de conservantes sintéticos utilizados nas industrias. Para isso, é de grande importancia a avaliagdo de
suas atividades biologicas para que seja verificado o seu uso de forma segura. Neste sentido, & necessario pesquisar o principio
ativo, e conhecer seus efeitos adversos, como toxicidade, potencial carcinogénico, antioxidante, entre outros (Gongalves et al.,
2015).

llex brevicuspis Reissek pertence a familia Aquifoliaceae, € uma arvore nativa do sul do Brasil, conhecida
popularmente como calna da serra, congonha ou orelha e sdo escassos os relatos na literatura sobre suas atividades bioldgicas.
A espécie mais estudada deste género é a llex paraguaiensis (erva-mate) comumente utilizada na forma de chas, que apresenta
diversas propriedades bioldgicas, como atividade antioxidante, antiobesidade e atividade antimicrobiana (Arcari et al., 2009).

Varios fitoquimicos biologicamente ativos estdo presentes no grupo de plantas Ilex spp. que podem promover
beneficios a salde, como compostos fendlicos (&cidos clorogénicos) e metilxantinas (cafeina e teobromina), flavondides
(rutina, quercetina e kaempferol), saponinas, aminoacidos, minerais ( P, Fe e Ca) e vitaminas (C, B1 e B2) (Heck & de Mejia,
2007). Nesse aspecto de salde, o género demonstra diferentes potencialidades terapéuticas e nutricional, porém ainda é
incipiente pesquisas do ponto de vista de uso destes compostos bioativos no controle de microrganismos patogénicos e pragas

urbanas.

Diante deste panorama, o objetivo desse estudo foi determinar o perfil fitoquimico dos extratos vegetais das folhas de
I. brevicuspis, bem como avaliar seu potencial antibacteriano sobre cepas padrdes microbianas e de Salmonella spp, além da

atividade antioxidante e agdo acaricida contra D. gallinae.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada in vitro em condigdes controladas e aplicou-se 0 método quantitativo. Como existem ddvidas

sobre a agdo dos extratos vegetais sobre as bactérias e acaros, optou-se pelo método hipotético-dedutivo (Pereira et al., 2018).

2.1 Coleta e identificacao das folhas de llex brevicuspis

A coleta das folhas foi realizada no parque ecolégico Paulo Gorski, localizado no municipio de Cascavel, regido oeste
do estado do Parand, 24°57'51.61"S e 53°26'14.80"0. A planta usada neste estudo foi encaminhada para identificacdo e apds
confirmacéo da espécie para llex brevicuspis foi depositada com o voucher UNOP 8924 no Herbario da Universidade Estadual
do Oeste do Parand/UNIOESTE.

2.2 Secagem e obten¢do do material vegetal

Apos a coleta o material vegetal foi seco em estufa de circulacdo de ar a 40°C, por 48 horas, e posteriormente foi
moido em moinho de facas do tipo Willey com granulometria de 0,42 mm. O p6 obtido foi armazenado em recipientes de vidro
fechado e ao abrigo de luz até o uso para producdo dos extratos. O rendimento dos extratos vegetais foi calculado pela equacéao
1.

PGTCB‘HthE‘m, (Gfﬁ) _ massa do extrato (g) ¥ 100 (1)

massa vegetal seca e moida (g)

2.3 Obtencao dos extratos vegetais
Foi realizada a metodologia de Pandini et al. (2015) com modificagBes. O material vegetal seco (10g) e 100 mL dos

solventes: agua destilada (EAQ), metanol P.A. (EM), etanol P.A. (EE) e acetato de etila P.A. (EAE), foram mantidos em
3
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agitador rotativo a 220 rpm durante 24 horas. Apos este periodo, a solugdo foi filtrada utilizando papel filtro Whatman n® 1 e
centrifugada a 5000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram submetidas a rotaevaporacédo para
total eliminagdo dos solventes, exceto o extrato aquoso, obtendo um extrato bruto ao final do processo. O extrato foi

armazenado ao abrigo da luz em freezer a 4° C.

2.4 Trigagem fitoquimica
Os testes fitoquimicos para a deteccdo da presenca de alcal6ides, saponinas, esteroides, triterpendides, antocianinas,
antocianidinas, flavonoides, taninos e cumarinas foram realizados de acordo com a metodologia desenvolvida por Matos

(1997) com modificagGes.

2.5 Microrganismos utilizados

Os ensaios experimentais foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) da
Universidade Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), Campus de Cascavel/PR. Para os ensaios foram utilizados diferentes
microrganismos padrfes identificados, sendo seis cepas Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus
mirabilis (ATCC 25933) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), quatro Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Bacillus subtillis (CCD-04).
Foram testados também, 10 sorotipos de Salmonella enterica de maior ocorréncia na regido Oeste do Parand, Brasil, isoladas
de aviarios de frango de corte da regido, sendo: S. Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium, S. Heildelberg, S. Gallinarum, S.
Mbandaka, S. Give, S. Saintpaul, S. Orion e S. Agona, cedidos por um laboratério veterinario de Cascavel, Parana, Brasil
(SCUR et al., 2014).

Para o teste de atividade antimicrobiana, as bactérias foram recuperadas em caldo de enriquecimento Brain Heart
Infusion (BHI) e incubados por 24 h a 36+0,1°C. Ap6s este periodo, as cepas foram repicadas em meio Agar Muller Hinton
(AMR), e padronizadas em solugéo salina (0,85%) resultando na concentragéo final de 1x10°% UFC/mL de acordo com a escala

Mac Farland.

2.6 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Os ensaios foram realizados pelo método de microdiluigdo em caldo conforme as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (2015) e Scur et al. (2014), em placas de 96 pogos. Para a determinacdo da CIM dos extratos vegetais
foram adicionados 150uL de caldo Miiller-Hinton (MH) em todos os pogos, 150 puL dos extratos vegetais foi acrescentado no
primeiro poco, e foi realizada dilui¢des seriadas com concentracdes variando de 200 até 0,09 mg/mL nos pocos posteriores.
Ap6s as dilui¢des, foram distribuidas aliquotas de 10 yL com microrganismos em cada poco e as placas foram incubadas a
36°C durante 24 horas.

Para o controle negativo foi utilizado o antibidtico comercial gentamicina (200 mg/mL. Como controle positivo foi
adicionado o in6culo ao caldo MH, sem presenca do extrato para verificar a viabilidade do microrganismo testado. Também
foi realizado o controle de esterilidade dos extratos solubilizados em metanol P.A. e um controle do diluente metanol para
verificar se houve interferéncia no ensaio. Apds a incubacdo, foi utilizado 10 pL da solugdo de cloreto de trifeniltetrazdlio
(TTC) a 0,5 % como revelador colorimétrico para cada poco da placa. A CIM foi realizada em ftriplicata, sendo possivel

determinar a menor concentragdo dos extratos capaz de inibir o crescimento bacteriano.
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2.7 Concentracao bactericida minima (CBM)

Apos a realizacdo do ensaio da CIM, antes da adigdo de TTC, foi retirada uma aliquota de 2 pL de cada poco e
inoculada em placas com MH. As placas foram incubadas durante 24 horas a temperatura de 36° C. Apo6s este periodo, foi
observado se houve crescimento bacteriano na placa, para entdo determinar qual foi a menor concentragdo dos extratos
vegetais capaz de causar a morte dos microrganismos. A CIM e a CBM dos extratos vegetais foram classificadas de acordo
com Pandini et al. (2015), sendo a atividade enquadrada em uma das 4 classes: elevada (12,5 mg/mL), moderada (12,5 a 25
mg/mL), baixa (50 a 100 mg/mL) e muito baixa (>100 mg/mL).

2.8 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi realizada de acordo com as metodologias propostas por Rufino et al. (2007) e Weber et
al. (2014), pelo método da redugdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). Uma aliquota de 0,1 mL dos extratos
(1,75 mg/mL a 35 mg/mL) foi tratada com 3,9mL de solu¢do metandlica de DPPH 0,2mM e levemente homogeneizadas. A
solugdo foi deixada em repouso ao abrigo de luz durante 30 minutos. As amostras foram mensuradas em espectrofotdmetro
com absorbancia de 515 nm. Como controle negativo foi utilizado 0,1mL de solucéo controle (alcool metilico, acetona e gua).
Para controle positivo foi utilizado o antioxidante butil-hidroxi-tolueno (BHT). A calibracéo do espectrofotdmetro foi realizada
com é&lcool metilico. O célculo da capacidade de sequestro do radical livre foi expresso pela equagdo 2, onde Absg é a

absorbancia do controle e Abs; é a absorbancia da amostra. Os testes foram realizados em triplicata.

Abs0 - Abs1
[P A ——
1%: T X100 (2)

2.9 Atividade acaricida

Para o pré-teste de atividade acaricida de aplicagdo tdpica, os acaros foram coletados em aviario de postura
comercial, sem historico de utilizacdo de acaricidas, localizado na regido Oeste do estado do Parand, Brasil, sendo o
experimento realizado no mesmo dia da coleta. Os extratos vegetais foram solubilizados em acetona nas concentragdes de
10%, 7,5%, 5% e 2,5%. Para a aplica¢cdo dos extratos, trinta fémeas ingurgitadas e ativas foram acondicionadas em papel filtro
estéril (1 x 1,5 cm) parcialmente dobrados ao meio para a aglomeracéo dos 4caros, sendo aplicado 20 pL dos extratos, em 5
repeticdes. Posteriormente, os acaros foram incubados em tubos de fundo chato fechados com tampéo de algod&o hidrofobicos
e tecido voil. Foi realizado um controle, com 0 mesmo ndmero de &caros e repeti¢Ges, aplicando 20 pL de acetona. Apds 48
horas foi analisada a mortalidade, sendo que 0s acaros que ndo se moviam ao serem tocados com um pincel foram
considerados mortos. Os dados foram analisados por teste ANOVA fatorial, seguido de teste de acompanhamento Kruskal-
Wallys para dados ndo paramétricos, para comparacao entre as médias dos extratos utilizando o programa Statistica 7.0, para

determinar a diferenca da mortalidade dos tratamentos, com nivel de significancia de 5%.

3. Resultados e Discussdo
3.1 Triagem fitoquimica

Os extratos vegetais de llex brevicuspis preparados com diferentes solventes, apresentaram 0s seguintes rendimentos:
EAE (4,3%), EE (13%), EM (22%) e EAq (47,47%). Vérios sdo os fatores capazes de influenciar no rendimento dos extratos
vegetais, tais como temperatura, tempo de extracdo, mas principalmente o solvente utilizado, sendo que sua polaridade e

solubilidade influenciam diretamente sobre o rendimento dos mesmos (Cabana et al., 2013; Fernandez-Agullé et al., 2013).
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De acordo com a determinacdo fitoquimica, os extratos vegetais EAE, EE e EM demonstraram a presenca dos
compostos das classes: saponina, esteroides triterpenoides, e esteroides livres. O EM apresentou maior diversidade de grupos
metabolitos secundarios, contendo as trés classes de compostos ja citados, além dos taninos condensados e 0 EAq apresentou
somente a classe das saponinas (Tabela 1).

Tabela 1 - Prospeccdo fitoquimica dos metabolitos secundarios presentes nos extratos vegetais foliares de llex brevicuspis

Reissek.
Metabolitos EAq EAE EE EM
secundarios
Saponinas + + + +
Esteroides - + + +
Triterpenoides
Esteroides livres - + + +
Triterpenoides - - - -
Alcaloides - - - -

Antocianinas - - - -
Antocianidinas - - - -
Flavonas - - - -
Flavanois - - - -
Xantonas - - - -
Chalconas - - - -
Auronas - - - -
Flavondides - - -

Taninos condensados - - - +
Cumarinas - - - -

+ Presenca; - Auséncia; Extrato aquoso (EAQ); Extrato metandlico (EM); Extrato etandlico (EE) e Extrato de acetato
de etila (EAE). Fonte: Autores.

Dentro do género llex, as classes de metabdlitos secundarios mais comumente encontradas quando extraidos com
etanol e em &gua séo saponinas e 0s compostos fendlicos, como acidos fendlicos e flavonoides (Filip et al., 2000; Taketa et al.,
2002; Costa et al., 2017). O que corrobora com 0 nosso estudo, visto que também foram encontrados saponinas e taninos
(contidos na classe dos compostos fendlicos). Além disso, pesquisas sobre a composi¢do quimica completa de extratos de I.
brevicuspis ndo foram reportadas na literatura, apenas um estudo semelhante a este foi desenvolvido por Taketa et al. (2002)
que detectou a presenca de triterpenos e triterpenoides do extrato etandlico dessa espécie pela prospecc¢do fitoquimica.

A variacdo de classes de compostos verificado em diferentes espécies esta relacionada com diversos fatores como
sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, altitude, ritmo circadiano, poluicdo atmosférica e interacdo com o
ambiente, que podem afetar a via metabdlica e, consequentemente, influenciar nos compostos produzidos pela planta (Gobbo-
Neto; Lopes, 2007).

3.2 Atividade antimicrobiana (CIM/CBM)

A variacdo na atividade antimicrobiana observada no estudo foi dependente do solvente extrator e do microrganismo
testado, e os dados foram classificados conforme Pandini et al., (2015). O EM apresentou os melhores resultados de CIM (12,5
mg/mL e 200 mg/mL), sendo que sua atividade apresentou grande variacdo, foi classificada de elevada a muito baixa, para as
cepas padrdes testadas, apresentando atividade elevada para cepas Gram-positivas. Para o EE verificou-se atividade
considerada moderada a muito baixa (12,5 mg/mL e 200 mg/mL), apresentando as maiores atividades inibitdrias e bactericidas
para E. coli e S. aureus, S. epidermidis. J& o0 EAE demonstrou CIM e CBM variando entre moderada e muito baixa (12,5

mg/mL e 200 mg/mL) apresentando o melhor resultado para S. epidermidis, (CIM de 12,5 mg/mL e CBM de 100 mg/mL).

6
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Dentre todos os extratos testados, 0 EAq apresentou os menores valores para todos os microrganismos, tendo sua atividade
variando de baixa a muito baixa (50 mg/mL e 200 mg/mL) e ndo apresentou atividade inibitoria ou bactericida para as cepas E.
faecalis e K. pneumoniae; corroborando com Lima et al. (2021) que ressalta que os metabélicos que melhor exibem potencial
antibacteriano em extratos vegetais apresentam em sua composi¢do a combinagdo de saponinas, flavandides e taninos, e neste
estudo somente a presenca de saponinas foi detectado em EAq. Os extratos aquosos de erva-mate no estudo de Fayad et al.
(2020) apresentaram atividade antibacteriana apenas sobre S. aureus (3,75 mg/mL) quando comparado ao antibiotico
gentamicina.

Ja para os sorotipos de Salmonella, o EE apresentou atividade inibitoria entre moderada e baixa, seguido do EM, com

atividade entre baixa e muito baixa, e os EAE e EAQ apresentaram atividades consideradas muito baixas (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) em mg/mL dos extratos foliares

de Ilex brevicuspis frente a diferentes cepas padrdo e sorotipos de Salmonella spp.

Cepas EM EE EAE EAQ
Bactérias (CIMm/CBM (CIM/CBM (CIMm/CBM (CIM/CBM
mg/mL) mg/mL) mg/mL) mg/mL)
Gram-positivas
S. aureus 3,12/6,25 12,5/100 25/100 200/200
S. epidermidis 12,5/100 12,5/200 12,5/100 100/-
B. subtilis 6,25/12,5 50/200 25/50 200/-
E. faecalis 50/100 100/- -/- -/-
Gram-negativas
E. coli 50/200 12,5/100 25/100 50/-
P. aeruginosa 6,25/50 50/100 25/50 50/200
K. pneumoniae 200/200 50/200 200/- -/-
P. mirabilis 12,5/50 100/200 200/- 100/200
Salmonella
S. Agona 100/- 50/- 200/- 200/200
S. Santpaul 100/200 25/200 200/- 200/200
S. Heidelberg 100/- 25/200 100/200 200/200
S. Orion 50/200 25/200 200/200 200/200
S. Give 100/200 25/- 50/200 200/200
S. Gallinarium 50/200 25/- 50/200 200/200
S. Mbandaka 100/- 50/200 200/200 200/200
S. Infantis 100/- 50/- 200/- 200/200
S. Typhimurium 50/- 50/- 200/200 100/200
S. Enteritidis 100/- 50/- 200/- 200/200

(-) Sem atividade. Extrato aquoso (EAQ); Extrato metandlico (EM); Extrato etandlico (EE) e Extrato de acetato de etila
(EAE). Fonte: Autores.

Nossos resultados estdo de acordo com 0s encontrados na literatura para extratos de llex spp. Pode-se evidenciar a
inibicdo de P. mirabilis e E. coli quando submetidas ao extrato etandlico de llex paraguarienses, sendo indicado o uso do
extrato na concentracdo de 400 mg/mL (Costa et al., 2017), também a atividade antimicrobiana dos extratos hexanico e aquoso
de llex paraguarienses frente a K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. aureus (Penteado et al., 2016). Além de também ter sido
relatada a atividade antimicrobiana de llex latifolia frente a S. aureus (CIM 100 mg/mL), P. aeruginosa (CIM
100 mg/mL), E. coli (CIM 100 mg/mL) (LI et al., 2013).

A elevada atividade do EM pode estar relacionada com a presenca de taninos na sua composic¢do, sendo um grupo com

comprovada atividade antimicrobiana. Foram encontrados taninos condensados que apresentam uma ampla diversidade na sua
/
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estrutura, diversidade de posicOes entre suas ligagdes (Monteiro et al., 2005). Seu modo de acdo pode estar relacionado a
formacdo de complexos com enzimas e proteinas microbianas, levando assim a uma inativagéo das suas funcdes, inibindo o
transporte de elétrons através de membranas, ou ainda causar alteragdes em ions relacionados a atividades de algumas enzimas
essenciais a célula, o que lhes confere a sua elevada atividade antimicrobiana (Mendez et al., 2012; Gyawali; Ibrahim, 2014).

Ja a atividade antimicrobiana dos EAq, EAE e EE pode ser atribuida a presenca das saponinas na sua composicao.
Esses compostos séo sintetizados a partir da via isopren6ide do metabolismo secundério de plantas, e foram identificadas nos
extratos do presente estudo, e ja apresentam acdo antimicrobiana relatada, agindo sobre a membrana celular bacteriana,
formando complexos com os esterois e produzindo grandes poros, que alteram sua permeabilidade, causando danos ao
microrganismo (Puentes, 2009).

A deteccdo de alguma classe de composto nos extratos e a ndo observacdo de atividade antimicrobiana do mesmo,
sugerem que alternativamente esses extratos se combinado seu uso a antibidticos, podem exibir efeito sinérgico
potencializando acgdo antibacteriana, embora o mecanismo pelo qual isso ocorre ainda ndo tenha sido elucidado (Santos et al.,
2020).

3.3 Atividade antioxidante

O EM apresentou os melhores resultados de capacidade de sequestro do radical DPPH, com 81,45% de atividade
antioxidante quando testado a 10 mg/mL. Os EE e EAq atingiram porcentagem de atividade antioxidante acima de 70% e 61%
nas concentracdes de 30 e 35 mg/mL, respectivamente. Ja 0 EAE apresentou cerca de 65% de atividade quando testado a 15%.
(Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem de atividade antioxidante dos extratos vegetais foliares de llex brevicuspis por sequestro do radical
DPPH.

Concentracéo Controle EM EE EAE EAq
(mg/mL) BHT

35 - - - - 61,62+0,87
30 - - 70,37+0,56 - 48,08+0,78
25 - - 51,75+0,86 - 30,87+0,84
20 - - 32,83+0,63 - 19,78+0,82
15 - - 18,54+0,75 65,20+0,64 -

10 - 81,45+0,68 - 48,48+1,21 -
5 - 68,72+2,13 - 35,5340,83 -
2 - 52,35+0,85 - 20,18+0,69 -

1,75 31,34+0,73 - - -
1 98,57+0,54 - - - -

0,5 77,32+0,67 - - - -

0,25 54,46+4,69 - - - -

0,1 37,85+2,99 - - - -

(-) ndo testado; média + desvio padrdo. Extrato aquoso (EAQ); Extrato metandlico (EM); Extrato etandlico (EE) e
Extrato de acetato de etila (EAE). Fonte: Autores.

N&o foram encontrados relatos da atividade antioxidante de I. brevicuspis pelo método do sequestro do radical do
DPPH. No entanto, foi relatada a atividade antioxidante dos extratos aquosos de outras espécies de llex, I. paraguariensis, I.
dumosa, I. argentina, I. theezans, e I. pseudobuxus, a partir do método de oxidacao de lipossomos oxidados por dicloridrato de
2,2'-Azobis (2-amidinopropano) (AAPH) e os extratos apresentaram compostos fendlicos na sua composi¢do, o que justifica a

presenca de atividade antioxidante (Filip et al., 2000).
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A atividade antioxidante de I. paraguarienses foi verificada na literatura, sendo testados EAq e hidroalcoolico de
folhas “in natura” secas e cancheadas, e o resultado variou de 28% a 48%, o que torna os nossos resultados promissores, tendo
em vista que |. brevicuspis apresentou um maior percentual de atividade antioxidante (Efing et al., 2009).

Muitas pesquisas relacionadas a atividade antioxidante de produtos naturais tém sido realizadas com o intuito de
substituir os antioxidantes sintéticos, uma vez que esses podem ser potencialmente toxicos. A atividade antioxidante de
produto a base de plantas esta relacionada com os compostos que sdo capazes de proteger o sistema biol6gico das plantas
contra um potencial efeito dos processos oxidativos (Fernandez-Agullé et al., 2013). A atividade antioxidante pode variar de
acordo com os solventes utilizados para a extragdo do material vegetal, e também conforme sua polaridade e solubilidade
(Fernandez-Agullé et al., 2013; Onivogui et al., 2016).

3.4 Atividade acaricida

De acordo com o pré-teste tépico para a atividade acaricida, observou-se que o EM apresentou a maior
percentagem de mortalidade (94%) quando aplicado a 10%, seguido pelos EE (79,33%) e EAE (76,66%) que ndo apresentaram
diferenca estatistica entre si. O mesmo padréo de resposta foi observado quando aplicado na concentracéo a 7,5%, sendo que
EM apresentou maior porcentagem de mortalidade, com 77,30%, seguido pelos EE (56%) e EAE (57,33%). Para as
concentracfes de 5% e 2,5%, as porcentagens de mortalidade observadas variaram de 46 % a 10%. Somente EAQ néo

apresentou atividade acaricida sobre D. gallinae (Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagem de mortalidade de Dermanyssus gallinae ap6s 48 horas de contato topico com extratos vegetais das

folhas de llex brevicuspis.

Mortalidade (%)

Concentracdo Extrato %

EM EE EAE
0* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
25 20,66+6,69 D a 10,66+6,70 D ¢ 17,33+534D b
5 46,67+3,95Ca 23,331934Cc 39,33+2,45Chb
75 77,30+3,09 B a 56,00+3,57 B b 57,33t4,76 B b
10 94,00+2,44 A a 79,33+4,48 A b 76,66+3,65 A b

Extrato metandlico (EM); Extrato etandlico (EE) e Extrato de acetato de etila (EAE). Percentual de mortalidade média + desvio padréo.
Meédias seguidas de letras mindsculas nas linhas e maitsculas nas colunas iguais ndo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05). *Para
comparacdo do controle foi utilizado teste de Ducan. Fonte: Autores.

Nao foram encontrados na literatura estudos utilizando extratos vegetais de llex spp. avaliando a atividade acaricida
dos mesmos. Os melhores resultados apresentados pelo EM pode estar relacionado a presencga de taninos em sua composicao
fitoquimica. Alguns bioensaios foram conduzidos por Baran et al., 2020 por contato do &caro D. gallinae com o extrato de
Trachyspermum ammi e demonstrou que houve baixa mortalidade (45,8%).

Os taninos presentes no EM apresentam habilidade de ligar-se com proteinas e macromoléculas apresentando
atividades tdxicas, além de serem adstringentes, sua toxicidade varia de acordo com o peso da molécula, quanto mais pesado
maior efeito téxico (Monteiro et al., 2005). Além disso, podem se mostrar benéficos para a salde, diversos estudos apontam
atividade bioldgica comprovada como antioxidante (Smirnova et al., 2009), bactericida (Banso; Adeyemo, 2007), nematocida
(Alonzo-Diaz et al., 2008), inseticida (Corréa; Salgado, 2011) e acaricida contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Fernandez-Sala et al., 2011), porém ndo foram encontrados na literatura estudos que esclarecam o modo de agdo dos taninos
sobre 0 &caro, com isso este estudo sugere que a sua presenca possa ser um aditivo interessante no controle de &caros. O efeito

acaricida pode ocorrer por diferentes mecanismos, como por exemplo, inibicdo da alimentacdo, oviposicdo e crescimento,
9
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alteracdes bioldgicas ou mesmo mortalidade. Neste contexto, o aumento de estudos utilizando produtos de origem vegetal para
0 combate do &caro é de interesse comercial como uma alternativa aos acaricidas sintéticos, que podem causar problemas de
contaminagdo ambiental e promover o desequilibrio biolégico do ecossistema (Ferraz et al., 2017).

O uso de pesticidas convencionais no manejo de pragas esta enfrentando problemas como o desenvolvimento de
resisténcia a pragas, poluicdo ambiental e impacto na salde humana, juntamente com obstaculos regulatérios para aprovacao e
comercializacdo de novos pesticidas ecoldgicos, em conformidade com a tendéncia global de produtos livres de residuos
géneros alimenticios. Nesse contexto, os pesticidas botanicos representam produtos alternativos valiosos a serem explorados
(Baran et al., 2020).

4. Consideracdes Finais

Os extratos de I. brevicuspis demonstraram por meio da determinacdo fitoquimica a presenca dos grupos saponinas,
esteroides e taninos. A atividade antimicrobiana sobre as cepas padréo e de Salmonella foi satisfatoria permitindo o controle de
crescimento bacteriano. O EM apresentou a melhor percentagem antioxidante de 81,45% quando aplicado a 10 mg/mL, e
também demonstrou maior eficiéncia em relagéo a atividade acaricida quando aplicado a concentraces de 10% e 7,5%. Os
resultados indicam o potencial biolégico e biotecnoldgico de I. brevicuspis, podendo agregar valor a uma espécie nativa
brasileira, dessa forma, como sugestéo para futuros artigos, a investigagdo posterior mais aprofundada para identificar e isolar

0s bioativos vegetais responsaveis pela elevada atividade antimicrobiana e antioxidante observada nesta pesquisa.
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