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Perfil quimico e atividade antimicrobiana de abarema cochliacarpos

Recebido: 21/02/2022 | Revisado: 01/03/2022 | Aceito: 09/03/2022 | Publicado: 17/03/2022

Pietra Alexia Lima dos Santos
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7126-2265
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: pietra-alexia@hotmail.com

Ludmila Cruz dos Santos

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6503-9908
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: ludmilahcruz@gmail.com

Roas de Araujo Costa

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0429-1709
Faculdade Ages, Brasil

E-mail: Roas.araujo@hotmail.com
Adriana dos Santos Estevam

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9008-3337
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: dricaestevam@bol.com.br

Mario Rodrigues Pereira da Silva
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2444-5798
Universidade Federal de Sergipe, Brasil
Mariosilvarp29@gmail.com

Igor Adriano de Oliveira Reis
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4941-9932
Instituto Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: resiigoradriano@gmail.com

Jeison Saturnino de Oliveira

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3035-2560
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: jeison_fisioterapia@yahoo.com.br
Brancilene Santos de Araujo

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0281-8677
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: brancily@gmail.com

Waldecy de Lucca Junior

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2916-9101
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: wluccajr@academico.ufs.br

Samuel Bruno dos Santos

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6420-406X
Faculdade de Aracaju, Brasil

E-mail: samuelbruno@gmail.com

Charles dos Santos Estevam

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6940-6891
Universidade Federal de Sergipe, Brasil

E-mail: cse.ufs@gmail.com

Resumo

Abarema cochliacarpos é uma espécie endémica do Brasil, pertence a familia Fabaceae e é conhecida popularmente
como barbatimao, estando presente na caatinga e cerrado brasileiro. Em Sergipe, seu uso é em forma de chas para
atividades anti-inflamatdria e cicatrizante. Como objetos deste estudo foram utilizados as folhas do vegetal a fim de
conhecer qualitativamente os constituintes quimicos das fragdes obtidas a partir do extrato bruto: fracao cloroformica
(FCL), fragdo hexanica (FHX), fragcdo acetato de etila (FAE) e fracdo hidrometanolica (FHM) através da prospeccao
fitoquimica por ensaios colorimétricos, sendo detectada a presenca de metabolitos secundarios como fendis, taninos,
flavonois, catequinas, esteroides, triterpendides e saponinas. Na andlise antimicrobiana apenas duas fracGes
apresentaram halos de inibicdo. A FAE para as cepas de Staphylococcus aureus (19,3 mm), Enterococcus durans hirae
(10 mm), Escherichia coli derivada (9,6 mm) e Pseudomonas aeruginosa derivada (15 mm), e a FCL para a cepa E.
durans hirae (9 mm). Na concentracéo inibitéria minima (MIC) a FAE sobressaiu-se com 12,5 pg.mL™ para a S. aureus
e E. durans, enquanto a FCL obteve 25 pug.mL™* para E. durans. Quanto a analise citotoxica, a FAE nas concentragdes
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testadas ndo favoreceu a viabilidade celular em 75%, apresentando capacidade antiproliferativa, exceto a FLC a 20
ug.mL. A FAE e FCL apresentaram propriedades antioxidantes e obtiveram efeito antimicrobiano, além de possuirem
metabdlitos que corroboram com essas funcdes.

Palavras-chave: Abarema cochliacarpos; Folhas, atividade bioldgica; Anélise citotéxica; Compostos fenolicos.

Abstract

Abarema cochliacarpos is an endemic species from Brazil, it belongs to the Fabaceae family and is popularly known as
barbatimdo, being present in the Brazilian caatinga and cerrado. In Sergipe, its use is in the form of teas for anti-
inflammatory and healing activities. As objects of this study, the leaves of the plant were used in order to qualitatively
know the chemical constituents of the fractions obtained from the crude extract: chloroform fraction (FCL), hexane
fraction (FHX), ethyl acetate fraction (FAE) and hydromethanolic fraction ( FHM) through phytochemical prospection
by colorimetric assays, being detected the presence of secondary metabolites such as phenols, tannins, flavonols,
catechins, steroids, triterpenoids and saponins. In the antimicrobial analysis, only two fractions showed inhibition halos.
The FAE for Staphylococcus aureus (19.3 mm), Enterococcus durans hirae (10 mm), derived Escherichia coli (9.6 mm)
and derived Pseudomonas aeruginosa (15 mm) strains, and the FCL for the E. durans strain hirae (9 mm). In the minimal
inhibitory concentration (MIC) the FAE excelled with 12.5 pg.mL-1 for S. aureus and E. durans, while the FCL obtained
25 pg.mL-1 for E. durans. As for the cytotoxic analysis, FAE at the concentrations tested did not favor cell viability in
75%, showing antiproliferative capacity, except for FLC at 20 pg.mL-1. FAE and FCL showed antioxidant properties
and obtained an antimicrobial effect, in addition to having metabolites that corroborate these functions.

Keywords: Abarema cochliacarpos; Leaves, biological activity; Cytotoxic analysis; Phenolic compounds.

Resumen

Abarema cochliacarpos es una especie endémica de Brasil, pertenece a la familia Fabaceae y es conocida popularmente
como barbatimao, estando presente en la caatinga y el cerrado brasilefios. En Sergipe, su uso es en forma de tés para
actividades antiinflamatorias y curativas. Como objetos de este estudio se utilizaron las hojas de la planta con el fin de
conocer cualitativamente los constituyentes quimicos de las fracciones obtenidas del extracto crudo: fraccion de
cloroformo (FCL), fraccion de hexano (FHX), fraccion de acetato de etilo (FAE) y fraccién hidrometandlica. fraccion
(FHM) mediante prospeccién fitoquimica por ensayos colorimétricos, detectandose la presencia de metabolitos
secundarios como fenoles, taninos, flavonoles, catequinas, esteroides, triterpenoides y saponinas. En el anlisis
antimicrobiano, solo dos fracciones presentaron halos de inhibicion. EI FAE para Staphylococcus aureus (19,3 mm),
Enterococcus durans hirae (10 mm), cepas derivadas de Escherichia coli (9,6 mm) y derivadas de Pseudomonas
aeruginosa (15 mm), y la FCL para la cepa hirae de E. durans (9 mm). En la concentracién minima inhibitoria (CIM) la
FAE sobresali6 con 12.5 pg.mL-1 para S. aureus y E. durans, mientras que la FCL obtuvo 25 pg.mL-1 para E. durans.
En cuanto al andlisis citotoxico, FAE a las concentraciones ensayadas no favorecid la viabilidad celular en un 75%,
mostrando capacidad antiproliferativa, a excepcién de FLC a 20 pg.mL-1. FAE y FCL mostraron propiedades
antioxidantes y obtuvieron un efecto antimicrobiano, ademas de tener metabolitos que corroboran estas funciones.
Palabras clave: Abarema cochliacarpos; Hojas, actividad biologica; Analisis citotoxico; Compuestos fenolicos.

1. Introducéo

A utilizacdo de plantas com a finalidade de obtencdo da cura e tratamento de diversas doencas estende-se desde os
tempos mais remotos até os dias atuais, sendo uma pratica comum em todo o mundo (Noldin et al., 2006; Veiga-junior, 2008).
Em algumas comunidades, esta pratica, na maioria das vezes, é o principal recurso terapéutico. Atualmente, sabe-se que as
plantas, ditas medicinais, sdo uma inesgotavel fonte de substancias bioativas e, por isso, vem sendo estudadas extensivamente
por diversas instituicdes de pesquisa. Particularmente no Brasil, em que hd uma ampla biodiversidade de flora, contando com
aproximadamente 20% da diversidade floristica global, essa busca vem se difundindo (Silva et al., 2014) muito embora, a passos
lentos.

As plantas produzem substancias denominadas de metabolitos secundarios, produzidas a partir de adaptagdes
edafoclimaticas e/ou condigdes de estresse, colocando-os como essenciais para sua defesa e perpetuagdo (Simdes et al., 2007).
Esta funcdo produz consideraveis efeitos biologicos, tornando-as fontes interessantes para pesquisas farmacol6gicas. Muitas
espécies vegetais sdo utilizadas na medicina popular, entretanto, conhecer seus constituintes quimicos e verificar
experimentalmente suas aplicacdes € imprescindivel para a qualidade e a seguranca do tratamento de quem faz uso (Firmo et al.,
2011). Além disso, estes estudos colaboram para a obtencdo de novas substancias que possam atuar como agentes terapéuticos

ou para servir como matéria-prima na producao de fitofarmacos (Barreiro et al., 2007).
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Neste sentido, hd um grande interesse em buscar compostos quimicos vegetais que apresentam atividades bioldgicas,
como por exemplo, espécies que possuam efeito antioxidante e antimicrobiano. Muschiete e Martino (2009) relatam que, entre
os metabolitos secundarios, os compostos fenolicos, de maneira geral, atuam na captura e neutralizacdo de radicais livres ou
ainda ligam-se a ions metalicos, impedindo-os de atuarem como catalizadores dos processos oxidativos. Outros autores, como
Kumar, Pandey (2013), tratam os flavonoides como poderosos antioxidantes, e pesquisas relatam a presenga do metabdlito tanino
nas plantas como um dos indicadores de atividade antimicrobiana (Maia, 2009).

Diante disso, destaca-se, neste trabalho, a espécie vegetal Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J. W. Grimes,
conhecida popularmente como “Barbatimio”, que ¢ rica em compostos de natureza fendlica (Skotti et al., 2014). E uma planta
pertencente a familia Fabaceae, endémica do Brasil, presente no estado de Sergipe (Landim et al., 2015) e esta distribuida nos
biomas Mata Atlantica, Caatinga e Cerrado (Da silva et al., 2010). Sua entrecasca é utilizada na forma de cha e/ou garrafadas,
principalmente na regido Nordeste do Brasil, para o tratamento e cura de varios problemas de salde, tais como: Ulceras, feridas
de dificil cicatrizagdo, gastrite, inflamacé&o, leucorreias e corrimento vaginal (Silva et al., 2010).

Sua constituicdo quimica apresenta saponinas, catequinas, taninos, fenois, antraquinonas (Silva et al., 2009),
flavonoides, proantocianidinas, entre outros (Da silva et al., 2010; Dias et al., 2012). As entrecascas de A. cochliacarpos,
coletadas no estado de Sergipe apresentaram em sua composi¢do quimica catequinas, saponinas, taninos, compostos fenélicos e
proantocianidinas (Dias, 2015). Vale ressaltar, que esses metabélitos, além da atividade antioxidante, podem apresentar diversos
beneficios terapéuticos, como agdo anti-inflamatoria e cicatrizante, antitumoral e antimicrobiana (Simdes et al., 2007). As folhas
da espécie também apresentaram potencial antioxidante e antimicrobiano (Dias, 2015) fato que gera uma perspectiva positiva
para a descoberta de novos antibidticos que possam atuar sozinhos ou como coadjuvantes em patogenias de origem
microbioldgicas.

Na medicina popular é escasso o conhecimento relacionado as folhas de A. cochliacarpos, uma vez que, a sua entrecasca
é a parte da planta mais utilizada, podendo comprometer a manutencdo do vegetal com o manejo incorreto da populacdo durante
a coleta (Dias, 2015). Além de que a maioria dos trabalhos com material vegetal se baseiam em estudos etnofarmacol6gicos,
logo, é comum que utilizem partes vegetais de uso recorrente na populacdo (Maciel et al., 2002); levando as folhas de A.
cochliacarpos pouca visibilidade.

Diante disso, tendo em vista que a A. cochliacarpos é rica em metabolitos secundarios que levam a acéo antioxidante e
antimicrobiana, além da importancia da continuidade de estudos etnofarmacoldgicos de plantas medicinais e a oportunidade de
atribuir um novo olhar as folhas do vegetal, este trabalho teve como objetivo identificar e quantificar os principais constituintes
quimicos de fra¢fes derivadas do extrato hidroetandlico das folhas responsivos a atividade antioxidante e antimicrobiana exibida
pelo vegetal; gerando, a partir da matéria-prima, insumos bioativos que permitam agregar valor a espécie e conhecimentos a

populacéo.

2. Metodologia
Coleta e identificagdo do material vegetal

As folhas de A. cochliacarpos (Gomes) Barneby & J. W. Grimes (Fabaceae) foram coletadas no povoado Caipe, sob
as coordenadas 11°0* 49” Sul 37° 13 21” Oeste, Municipio de Sao Cristovao — Sergipe. A identificacdo boténica foi feita pelo
Herbario da Universidade Federal de Sergipe (ASE), sob nimero de registro ASE 40474. A Professora Doutora Ana Paula do
Nascimento Prata do Departamento de Biologia da UFS foi responsavel pela identificacdo botanica do espécime. As amostras

coletadas foram mantidas em estufa com circulacdo de ar a 37°C, até completa desidratacéo.
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Obtencao das fracdes das folhas de Abarema cochliacarpos

As folhas secas de A. cochliacarpos reduzidas a p6, com auxilio de um liquidificador, foram submetidas a extragdo em
etanol a 90% durante 5 dias por maceracao exaustiva. Foi utilizado 1,242 kg das folhas trituradas. Ap6s o periodo de extracdo,
0 extrato hidroetandlico obtido foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 50°C.

Parte do extrato hidroetanolico produzido (56,20 g) foi dissolvido em uma solugdo metanol/agua (2:3) e submetido a
particdo liquido-liquido para obtencdo da fracdo hexanica (FHX), fracdo cloroférmica (FCL), fracdo acetato de etila (FAE) e
fracdo hidrometandlica (FHM); com os respectivos solventes (Estevam et al., 2009). Cada uma das frages foi concentrada em
evaporador rotativo a 50°C sob presséo reduzida resultando em quatro fragdes, com rendimento de 680 mg (FHX), 600 mg
(FCL), 9,47 g (FAE) e 34,47 g (FHM).

Prospeccao Fitoquimica das Folhas de Abarema cochliacarpos
Prospecc¢do Fitoquimica

Foram realizados testes qualitativos classicos através de reacbes quimicas que levam a formacgédo de precipitados ou
alteracdo de cor caracteristica, com a finalidade de determinar a presenca de classes de metabdlitos secundarios nas fracdes
obtidas anteriormente. Para isso, foram utilizadas reagdes propostas por Matos (2009) e Shan et al., (2016) descritas a seguir, as
quais, por meio de reagentes especificos, buscaram identificar a presen¢a de derivados antracénicos, alcaldides, heterosideos
cardiotdnicos, cumarinas, esterois, fendis totais, flavonodides, flavanondis, flavanonas, antocianinas, antocianidinas, taninos e

xantonas.

Teste para Fendis e Taninos

Esse teste baseia-se na capacidade do grupo dos taninos de se complexar com ions metalicos formando precipitados, e
do cloreto de ferro em oxidar os fenéis. Foram adicionadas 3 gotas da solugéo alcdolica de cloreto férrico (FeCls) 1 mol.L™* nos
tubos correspondentes a fracdo hexéanica (FHX), fracdo cloroférmica (FCL), fracdo acetato de etila (FAE) e fracdo
hidrometandlica (FHM), depois de agita-los foi observado qualquer variacdo de cor e/ou formacdo de precipitado escuro
abundante. Como controle da reagdo foi utilizada uma amostra contendo somente agua destilada e FeCls. O surgimento de cor
variando entre azul e vermelha € indicativo da presenca de fendis, enquanto a formacéo de precipitado azul escuro indica a
presenca de taninos pirogélicos (taninos hidrolisaveis) e de cor verde, a presenca de taninos flabobénicos (taninos condensados

ou catéquicos).

Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides

O teste baseia-se na capacidade dos esqueletos flavonicos de mudarem de cor, por ressonancia eletrnica, em equilibrio
acido-base. Para o ensaio foram necessarios trés tubos de ensaio para cada fragdo. Um dos tubos foi acidificado a pH 3 com
acido cloridrico (HCI) 1 mol.L* e os outros dois tubos foram alcalinizados a pH 8,5 e 11 com hidréxido de sodio (NaOH) 2

mol.L%. A observagéo de qualquer mudangca da coloragdo da solugdo foi analisada conforme exposto abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1. Deteccédo colorimétrica de antocianinas, antocianidinas, flavonoides e chalconas.

Cor
Constituintes pH=3 pH=85 pH=11
Antocianidinas e antocianinas Vermelha Lilas Azul-plrpura
Flavonas, flavonois e xantonas - - Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho-pUrpuro
Flavonondis - - Vermelho-laranja

Fonte: Matos (2009).

Teste para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas

O teste baseia-se na possibilidade de levar a hidrélise dos O-heterosideos flavonicos por temperatura. As hidrolises
alcalinas e 4cidas facilitam a identificacdo dos nucleos flavonicos. Para este ensaio, acidificou-se os tubos com as amostra por
adicdo de HCI 1 mol.L* até pH 1-3 e alcalinizou-se outros tubos com as amostras contendo NaOH 2 mol. L até pH 11. Os tubos
foram aquecidos cuidadosamente com auxilio de uma lamparina. A observacdo de qualquer mudanca na coloracdo foi comparada

com 0s tubos correspondentes utilizados no teste anterior, sendo a intepretacdo dos resultados feita com base na Tabela 2.

Tabela 2. Deteccéo colorimétrica de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.

Cor
Constituintes pH=3 pH=85 pH=11
Leucoantocianidinas Vermelha - -
Catequinas (taninos catéquicos) Parda amarela - -
Flavononas - - Vermelho- laranja

Fonte: Matos (2009).

Teste para Esteroides e Triterpenoides (Liebermann-Buchard)

Este teste é utilizado para averiguar a presenca de nucleo esteroidal ou triterpenoidal. Para este ensaio foi preparado 10
mL de solu¢do para cada fracdo utilizada, o residuo seco das fragdes foi extraido com por¢des de 1-2 mL de cloroférmio (CHCLS3).
A solucdo cloroférmica foi filtrada em um pequeno funil fechado com algod&o coberto com alguns miligramas de sulfato de
sodio (NA2SQ4) anidro para um tubo de ensaio seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente. Foi
acrescentado trés gotas de acido sulfarico (H.SO4) concentrado, agitou-se e foi observado se ocorria o desenvolvimento de cores.
A coloragdo azul seguida de verde permanente é um indicativo a presenga de esteroides livres, enquanto a cor parda a vermelha

indica triterpenoides pentaciclicos livres.

Teste para Saponinas

Este teste baseia-se no fato de que os heterosideos saponosideos (saponinas) tem propriedades detergentes e surfactantes
e, quando tratados com HCI e aumento de temperatura, sofrem hidrélise, precipitam as agliconas e perdem suas propriedades
detergentes. Foi usado neste ensaio os residuos insollveis em cloroférmio, separados no teste anterior, o material foi solubilizado
em agua destilada e filtrado em um tubo de ensaio. Agitou-se fortemente o tubo com a solucéo por 2-3 minutos e foi observado
a formacéo de espuma. O aparecimento de espuma persistente e abundante indica a presenca de saponinas. Para confirmacdo da
presenca do metabdlito, adicionou-se 2 mL de HCI concentrado ao contelido do tudo de ensaio que foi colocado imerso em
banho-maria por 1 hora. Posteriormente, neutralizou-se, resfriando e agitando. A presenca de precipitado e a ndo formacéo de

espuma confirma a presenca de saponina.
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Teste para Alcaloides

Este teste baseia-se na precipitacdo de alcaloides ao interagir com o reagente Dragendorff. Este reagente consiste numa
solucdo de iodeto de bismuto de potassio, em acido diluido. Quando em contato com a amostra que contém alcaloides e
compostos nitrogenados, formam precipitados. A solucdo apresenta mudanca de coloracdo que varia de amarela a vermelha
alaranjada. O precipitado é obtido através da formagdo de um complexo entre o &tomo de bismuto e os grupamentos aminas
presentes nos compostos a serem analisados. As fragBes testadas foram transferidas para tubos e foram adicionadas 3 gotas de

Dragendorff observando o resultado.

Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

As fracBes em estudo (FHX, FCL, FAE e FHM) foram submetidas aos testes de susceptibilidade microbiana pelo
método de difusdo em agar Mueller-Hinton, conforme Bauer et al., (1996). As amostras que apresentaram resultado positivo no
teste qualitativo foram encaminhadas para a determinacgéo da Concentracédo Inibitoria Minima (MIC). Ambos os testes foram
realizados em triplicata para cada microrganismo. Foram utilizadas cepas padrdo de bactérias gram-positivas: Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus durans hirae (SS1225/IAL03/10) e Streptococcus mutans (INCQS 00446); e bactérias
gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa derivada (ATCC 27853), Escherichia coli derivada (ATCC 25922) e Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603).

Teste de Difusdo em Agar

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando o teste de difusdo em 4gar, proposto por Bauer et al.,
(1996) cuja analise é qualitativa. Foram realizadas culturas overnight de microrganismos mantidas em meio Brian Heart Infusion
(BHI) suplementado com agar (8 g.L) em estufa bacterioldgica na temperatura de 37°C 1. As culturas foram semeadas com
auxilio de swab estéril em placas de Petri contendo 4mm de agar Muller-Hinton (pH 7.2-7.4), previamente solidificado e semeado
usando alga de Drigalsky. Posteriormente, discos de papel filtro embebidos com 20uL de cada amostra vegetal, na concentracéo
de 100 mg/mL?, foram depositados na superficie do meio de cultura inoculado com os microrganismos. Como controle negativo
foram utilizados todos os reagentes em uso para diluicdo das amostras, enquanto para o controle positivo foi utilizado o fArmaco
antimicrobiano Gentamicina (20 mg.mL™) devido a sua atividade conhecida para cepas padrdo ATCC.

Apos incubagdo, decorridas 24h, foram realizadas as medidas dos halos de inibicdo. Para interpretacdo dos resultados
recomendacdes do CLSI (2003) e Santos et al., (2011) foram seguidas, onde os valores dos halos de inibicdo formados foram
comparados com os de referéncia para o teste; sendo os microrganismos classificados como resistente quando o didmetro do halo

de inibigdo for inferior a 8 mm, intermediario (9 a 14 mm) e sensivel (>14 mm) a determinado agente.

Concentracdo Inibitoria Minima (MIC)

Como teste quantitativo a concentragdo inibitoria minima (MIC) foi realizada em triplicata e determinada para cada
microrganismo no qual as amostras vegetais apresentaram atividade antimicrobiana, para tal, foi utilizado o método de
microdiluicdo em caldo proposto pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), permitindo assim a
visualizacdo da menor concentracdo da amostra vegetal capaz de inibir o crescimento de microrganismo. Foi usada placa de
ELISA com 96 pocos, aos quais foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton, juntamente com 50 pL das amostras nas
concentracdes de 6,25 pg.mL™, 12,5 pg.mL?, 25 pg.mL?, 50 pg.mL?, 75 pg.mL* e 100 pg.mL?, além de 50 pL do indculo.
Pocos contendo apenas meio de cultura para verificar se ndo haveria contaminacdo do meio, foram utilizados como controle

negativo, pogos com o indculo e meio de cultura para analise da viabilidade das cepas testadas, como controle positivo; além de
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pocos com meio de cultura, dimetilsufoxido (DMSO) usado para auxiliar a solubilizacdo das amostras e suspenséo bacteriana a
fim de verificar se 0 DMSO néo inibe o crescimento das bactérias testadas.

Posteriormente, a microplaca foi incubada durante 24 horas a 35 + 2°C, ap6s o periodo de incubacdo foram adicionados
em cada poco 20 pL de solucdo aquosa de resazurina 0,01%, em seguida a microplaca foi encubada novamente durante 1 hora
para posterior leitura de maneira visual, onde a coloragdo azul nos pocos indicava a auséncia de crescimento bacteriano e a cor

rosa/avermelhada mostrava a presenca de metabolismo dos microrganismos no meio (Palomino et al., 2002).

Analise de Citotoxicidade (in vitro)

Para a andlise de citotoxicidade in vitro foram utilizadas as fracdes (FAE e FCL). A viabilidade celular de macréfagos
pertencentes a linhagem tumoral J774 (2x10* células) foi avaliada em triplicata apds 24 horas de exposi¢do continua as amostras
e medida através do ensaio colorimétrico de reducdo do MTT a formazan de acordo com Mosmann (1983). O ensaio relaciona
a quantidade de formazan produzido com o nimero proporcional de células viaveis.

Foi utilizada placa com 96 pogos para impregnacéo em meio de cultura das células viaveis, apds a aderéncia celular em
placa, 0 meio de cultura foi substituido por 200 pL de meio contendo as amostras em DMSO 0,5%, nas concentra¢des 50, 100 e
200 pg.mL* (FAE); 20, 100 e 250 pug.mL* (FCL). Posteriormente as placas foram incubadas por 24 horas, apds o periodo de
incubacdo o meio de cultura foi substituido por 200 pL de solugédo 0,5 mg.mL"* previamente filtrada em membrana milipore de
0,22 um contendo o corante MTT.

Apos este preparo, as placas foram incubadas por 3 horas, tempo necessario para que ocorresse a reducdo do MTT &
formazan. Seguido entdo, para aspiracdo do sobrenadante e adicdo de 200 pL de DMSO em cada poco para solubilizacdo do
produto formazan.

O contetdo solubilizado foi transferido para uma nova placa, e esta foi encaminhada para leitor de ELISA no
comprimento de onda de 570 nm. Para analise, os resultados foram tratados de acordo com a equagdo: %VC = [DO (células
tratadas) — DO (branco)/ DO (controle) — DO (branco)] x 100. Sendo VC correspondente a viabilidade celular e DO

correspondente a densidade Optica.

3. Resultados e Discussao
Prospeccao Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica de uma amostra é um ensaio preliminar qualitativo que tem como objetivo identificar as
substancias presentes em extratos e fragcdes. A partir disso pode-se avaliar as classes de metabdlitos secundarios existentes. Essas
informagdes sdo importantes para o desenvolvimento de pesquisas podendo contribuir para a identificacdo e isolamento de
principios ativos vidveis no desenvolvimento de novos farmacos (Silva et al., 2010). Além disso, se houver interesse em
substancias especificas que sejam responsaveis por uma determinada atividade bioldgica, a pesquisa podera ser direcionada para
tal, levando ao isolamento e elucidacdo dessas substancias (Santos et al., 2011).

A triagem fitoquimica das fracbes (FHX, FCL, FAE e FHM) obtidas por particdo liquido-liquido do extrato
hidroetanolico das folhas de A. cochliacarpos (Tabela 3) detectou diferentes tipos de compostos quimicos: fendis, taninos,
flavonois, flavononois, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas, esteroides, triterpendides e saponinas.

Estes metabdlitos secundarios sdo de grande importancia em pesquisas que mensuram determinadas atividades
bioldgicas, entre elas & acdo de atividade anti-inflamatéria (Saturnino-oliveira et al., 2014), antioxidante, cicatrizante e
antimicrobiana (Santos et al., 2007; Pires, 2011; Dias et al., 2012; Dias, 2015), essas atividades foram comprovadas na entrecasca

do vegetal.
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Jesus (2010) ao realizar uma prospeccdo fitoquimica na casca de A. cochliacarpos constatou a presenca de
proantocianidinas, leucoantocianidinas, saponinas e flavonoides, enquanto Silva et al, (2009), detectou metabdlitos como
saponinas, catequinas, taninos, fendis e antraquinonas; semelhante ao trabalho de Sarmento (1999), o qual relatou compostos
fenolicos, saponinas e taninos no extrato hidroetandlico da entrecasca de A. cochliacarpos.

Todas as fragdes analisadas (Tabela 3) apresentaram compostos importantes, dentre eles os taninos, 0s quais apresentam
como caracteristica a capacidade de complexagdo com moléculas e macromoléculas, além de agir no sequestro de radicais livres
permitindo uma série de aplicagdes farmacoldgicas, tais como, o controle de bactérias, insetos e fungos (Jesus; Cunha, 2012). E
possivel observar na tabela que ha presenca de compostos fendlicos, muitas vezes associados a atividade antibacteriana, anti-
inflamatoria e antioxidante (Andrade et al., 2007; Pires, 2011; Dias, 2015), vale ressaltar que a funcdo de determinadas atividades

bioldgicas pode estar atrelada com o sinergismo de compostos presentes na amostra vegetal.

Tabela 3. Prospeccéo fitoquimica das fracdes das folhas de Abarema cochliacarpos.

Constituintes Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo
Quimicos Cloroférmica Hexanica Acetato Etila Hidrometandlica
Fenois ‘ - - ‘ + -

Taninos + - + +

Taninos Flabobénicos ‘ + - ‘ - :

Taninos Hidrolisaveis - - + +

Antocianinas/ - o - -

Antocianidinas

Flavonas/Flavonois/ + - + +

Xantonas

Chalconas/ Auronas ‘ = - ‘ - .

Flavononois + - + ¥
Leucoantocianidinas ‘ + - ‘ ¥ o
Catequinas + - + _
Flavononas ‘ + - ‘ + "
Esterdides + + - -
Triterpenoides - = - +
Saponinas - - + +

Onde o (+) demonstra presenga do metabdlito e o (-) demonstra auséncia do metabdlito. Fonte: Santos (2022).

Na medicina popular o conhecimento relacionado as folhas de A. cochliacarpos é quase desconhecido, uma vez que, a
sua entrecasca é a parte da planta mais utilizada, podendo comprometer a manutengdo do vegetal com o manejo incorreto da
populacéo durante a coleta (Dias, 2015). De acordo com a busca de dados nas bases analisadas (Scielo, CAPES/MEC, Science
Direct, entre outras) pesquisas voltadas as folhas de A. cochliacarpos sdo escassas, sendo que a maioria dos trabalhos com
material vegetal se baseiam em estudos etnofarmacoldgicos, logo, é comum que utilizem partes vegetais de uso recorrente na
populacao (Maciel et al., 2002).

Diante disso, as folhas de A. cochliacarpos séo deixadas em segundo plano. Este estudo, contudo, atribui um novo olhar

as folhas do vegetal, contribuindo para o conhecimento popular e cientifico.


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i4.27226

Research, Society and Development, v. 11, n. 4, e22911427226, 2022
(CCBY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i4.27226

Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

E perceptivel o aumento da resisténcia de microrganismos nas ultimas décadas, apesar dos esforcos da indUstria
farmacéutica na producdo de novos agentes antimicrobianos e na modificacdo das drogas existentes. Os produtos naturais tem
sido uma alternativa vidvel para manutencédo da satde da populacdo, com isso, pesquisas com plantas medicinais vem ganhando
espaco entre a comunidade cientifica, além de serem uma fonte em potencial para a obtencdo de novas drogas (Santos et al.,
2007).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana qualitativa foi feita por difusdo em discos (Tabela 4), onde as amostras das
folhas de A. cochliacarpos em analise (FHX, FCL, FAE, FHM) foram depositadas em discos de papel em contato com 0 meio
de cultura sélido inoculado com o microrganismo; decorrido o tempo de incubacéo, o didmetro do halo de inibi¢do foi medido e
a sensibilidade do microrganismo a amostra estabelecida (Santos et al., 2011). Foi adotado como critério de susceptibilidade o
padréo sugerido por Santos et al., 2011, onde o didmetro do halo de inibigdo do crescimento <8 mm (resistente); 9 - 14 mm

(intermediario) e >14 mm (sensivel).

Tabela 4. Teste antimicrobiano qualitativo da FAE (100 mg.mL™) e FCL (100 mg.mL™?) das folhas de Abarema cochliacarpos.

Bactérias Didmetro do halo de Diametrodohalodeinibicdo Diametro do halo de
inibicdo da FAE (mm + daFCL inibicdo do C*
DP) (mm + DP) (mm + DP)

Staphylococcus aureus 19,3+0,94 - 25+ 0,00

(ATCC 25923)

Enterococcus durans hirae 10+0 9+0,81 25+0,81

(SS1225/1AL03/10)

Streptococcus mutans - - ND

(INCQS 00446)

Klebsiella pneumoniae - - ND

(ATCC 700603)

Escherichia coli derivada 9,6 £0,47 - 25+ 0,00

(ATCC 25922)

Pseudomonas aeroginosas derivada | 15+0 - 23+1,00

(ATCC 27853)

FAE (fracdo acetato de etila), FCL (fracdo cloroférmica). Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo (DP), onde (-)
representa a ndo formac&o de halo de inibicdo na concentragdo testada de cada amostra; ND: ndo determinado. Controle positivo (C*)
foi utilizado o farmaco Gentamicina (20 mg.mL-%). Fonte: Santos (2022).

Conforme Tabela 6, apenas a FAE e a FCL apresentaram halos de inibico frente a alguns dos microrganismos testados,
escolhidos pela importancia na satde publica. Ndo houve formacéo de halos de inibi¢do na concentragdo testada de 100 mg com
a FHX e FHM. A FAE e FCL apresentaram atividade frente & bactéria gram-positiva E. durans hirae com halos intermediérios
de inibicdo de 10 e 9 mm, respectivamente. Percebe-se que a FAE foi a que obteve 0 melhor comportamento a susceptibilidade
dos microrganismos. Das 6 cepas analisadas houve formac&o de halos de inibicdo intermediarios e sensiveis em 4 delas: S. aureus
e E. durans - bactérias gram-positivas -; E. coli derivada e P. aeroginosas derivada - bactérias gram-negativas -.

Santos et al., (2007) mostraram que o extrato hidroalcodlico da casca de A. cochliacarpos inibiu o crescimento de cepas
gram-positivas, com halos de inibi¢do variando entre 8 e 9 mm, 11 a 13 mm e 14-15 mm para S. aureus; e de 13-14 mm, 17-18
mm e 21-22 mm para Micrococcus luteus; enquanto Dias (2011), observou atividade para as cepas gram-positivas (S. aureus e
M. luteus ) e gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) com a entrecasca da mesma espécie vegetal, obtendo resultados
semelhantes ao do presente estudo.

Coelho et al., (2003) sugerem que a atividade antimicrobiana das plantas pode ser atribuida a presenca de metabélitos

secundarios do grupo dos flavonoides, por conta da capacidade de se complexar com proteinas sollveis e extracelulares e também
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com a parede celular das bactérias. Na quantificacdo de compostos fenélicos ambas as fragdes que apresentaram atividade

antimicrobiana (FAE e FCL) obtiveram alto teor de metabolitos dessa classe, o que pode ter influenciado no resultado positivo.

Tabela 5. Teste antimicrobiano quantitativo (Concentracdo Inibitéria Minima — MIC) da FAE e FCL das folhas de Abarema

cochliacarpos.

Bactérias Concentragdo inibitéria minima da Concentragdo inibitéria minima da
FAE (ug.mL™?) FCL (ug.mL?)

Staphylococcus aureus 12,5 50

(ATCC 25923)

Enterococcus durans hirae 12,5 25

(SS1225/1AL03/10)

Escherichia coli derivada 50 -

(ATCC 25922)

Pseudomonas aeroginosas derivada 50 -

(ATCC 27853)

A menor concentragdo capaz de inibir o crescimento de microrganismos foi expressa em pg.mL, as fragdes foram testadas nas
concentragdes de 6,25 pg.mL?, 12,5 ug.mL?, 25 ug.mL* e 50 pg.mL. Fonte: Santos (2022).

A avaliagdo quantitativa (Tabela 7) foi mensurada pela concentracdo inibitéria minima (MIC) que é a menor
concentracdo da amostra capaz de inibir o crescimento de microrganismos. Foi levado em consideracdo o resultado qualitativo
para escolha das cepas, ou seja, aquelas que a FAE e FCL formaram halos de inibigdo microbiana. Foram testadas concentragdes
de 6,25 ug.mL* a 50 pg.mL™?, a FAE apresentou os melhores resultados para concentracéo inibitoria minima, para cepas S.
aureus e E. durans hirae; enquanto da FCL foi obtido um MIC de 50 pg.mL™* para S. aureus e 25 pg.mL para E. durans hirae,
valores abaixo do relatado por Santos et al., (2007) referente ao extrato hidroalcodlico da casca de A. cochliacarpos, com MIC
de 0,1562 mg.mL"! para cepa de M. luteus e 0,3125 mg.mL™ para S. aureus; esse comportamento pode acontecer, pois, mesmo
sendo plantas da mesma espécie ocorre de produzir metabdlitos diferentes, além de partes do vegetal utilizadas para os ensaios
serem distintas e das condi¢fes ambientais as quais foram submetidas (Alves, 2001).

Nao foi encontrado na literatura pesquisas de atividade antimicrobiana com as folhas de A. cochliacarpos, o que pode
ser explicado pela preferéncia de andlises antimicrobiana com extratos e/ou fracdes das cascas e entrecascas de plantas, pois,
possuem um maior teor de taninos, sendo esse metabolito associado a atividade antimicrobiana (Soares et al., 2008), além do
uso recorrente das partes do vegetal na medicina popular. Diante disso percebe-se a importancia da pesquisa com as folhas da
espécie.

Colacite (2015) também relata que taninos e flavonoides sdo considerados os principais responsaveis pelo potencial
antimicrobiano. Os taninos podem agir nas membranas dos microrganismos modificando seu metabolismo, inibindo as enzimas
bacterianas ou se complexando com o substrato delas, além de se complexarem com ions metalicos diminuindo o aporte dos
mesmos ao metabolismo microbiano (Santos, Mello, 2007). Estudos relatam que esteroides e triterpenos apresentam atividades
bioldgicas importantes, incluindo a atividade antimicrobiana; bem como metabdlitos como, saponinas e catequinas (Virtuosoet
al., 2005; Silva et al., 2010).

Baseado no que foi exposto, percebe-se que a acdo antimicrobiana da FAE e FCL pode ser proveniente de um conjunto
de substancias, a andlise fitoquimica (Tabela 3) realizada com ambas as fragdes de A. cochliacarpos revelou a presenca de
taninos, fenois, saponinas, esteroides, entre outros; tornando-a uma espécie promissora na busca de novos agentes

antimicrobianos.
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Anélise de Citotoxidade (in vitro)

Na analise de citotoxicidade in vitro das folhas de A. cochliacarpos foram utilizadas as fracBes que apresentaram
resultado significativo na atividade antimicrobiana, ou seja, a FAE e FCL nas concentragGes de 50, 100 e 200 pg.mL; 20, 100
e 250 pg.mL?, respectivamente. Conforme figura 3 a FAE ndo favoreceu significativamente (p < 0,05) a viabilidade dos
macrdfagos J774 em nenhuma das concentragdes testadas quando comparada com as células nao tratadas (controle).

A maior viabilidade celular observada foi da FCL na concentragdo de 20 pg.mL* (Figura 1), a qual favoreceu a
proliferacéo celular cerca de 83,5% + 1,97, apresentando comportamento ndo citotoxico, visto que ndo diminuiu a viabilidade

celular em 75%, o qual é considerado citotoxico para extratos de plantas (RIBEIRO et al., 2012).

Figura 1. Efeito da FAE e FCL das folhas de Abarema cochliacarpos frente a viabilidade celular dos macréfagos J774 a partir
do ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difeniltetraz6lio, MTT. As células foram tratadas com as fragcdes FAE e
FCL (50, 100, 200 pg.mLe 20, 100, 250 pug.mL™, respectivamente, por 24 h. Os dados foram expressos como percentual de
células viaveis comparadas com o grupo veiculo e representados como média + desvio padrdo. FAE: fracdo acetato de etila;

FCL: fracdo clorofoérmica.

120 1 CITOTOXICIDADE FAE

£ 100 - 2

=

8 &80

3

8 60 - . .

B

n 40 n T

B

E 20 - .

[

} D - T T T T 1
Controle 50 100 200 DRS0

Amostra pg. mL!
120 1 CITOTOXICIDADE FCL

f 100/ 2

E b

§ 80 -

3

o g0 - C

k4

T 40 - d

=

|20 -

} .

D T T T T 1

Controle 20 100 250

Amostra pg. mL-1

Fonte: Santos (2022).

A FAE na menor concentragdo (50 pg.mL-') apresentou uma viabilidade celular de 49,02% + 2,33, ou seja, seu
comportamento foi antiproliferativo/citotoxico de acordo com o relatado por Neri-Numa et al., (2014), onde um extrato que inibe

mais de 50% do crescimento celular exibe comportamento antiproliferativo. Essa situacdo pode ser observada na concentracéo
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de 100 e 200 pg.mL-* do presente estudo da FAE e na concentragdo de 250 pg.mL-* da FCL, a qual apresentou uma viabilidade
celular de apenas 33,13% +1,54.

Dias (2015) relatou que a FAE e FHM da entrecasca de A. cochliacarpos apresentaram toxicidade na concentracdo de
100 pg.mL-%, as quais obtiveram uma viabilidade celular de apenas 33% e 37%, respectivamente, porém o extrato bruto e extrato
aquoso das folhas de A cochliacarpos néo apresentaram toxicidade. Enquanto Oliveira et al., (2013) demonstraram que extratos
da casca de A. cochliacarpos causaram hepatotoxicidade em camundongos nas concentragdes de 125 a 1000 mg.mL™, valores
superiores ao deste estudo.

Jesus (2010) observou que o extrato etanolico da casca de A. cochliacarpos administrado por via intraperitoneal em
camundongos ocasionou distarbios consideraveis como, taquicardia, movimentos estereotipados, alteracdes gastrointestinais e
edema de focinho nas concentragdes de 100 a 176 mg.kg™, acima dessas concentragBes a taxa de mortalidade chegou a 85%. A
andlise comportamental da Artemia salina Leach frente ao extrato etandlico de A cochliacarpos nas concentragdes de 40 a 600
pg.mLT mostrou alteracdo sobre a movimentagéo da Artemia e apds 24 horas de exposi¢do observou um ndmero moderado de
mortalidade (Jesus, 2010).

Estudos apontam que os constituintes quimicos presentes no vegetal podem ser responsaveis pelos distlrbios
supracitados como, por exemplo, a presenca de saponinas, as quais sdo capazes de formar complexos com esteroides e
fosfolipideos na mucosa intestinal causando irritagdo, levando a possiveis contor¢es abdominais (MELO et al., 2007; JESUS,
2010). Quanto ao teste de citotoxidade com A. salina, pesquisas correlacionam resultados de toxicidade a este organismo com
varias atividades bioldgicas, entre elas, a atividade antitumoral e antibacteriana, sugerindo que o extrato de A cochliacarpos
possua tais propriedades biolégicas (Jesus, 2010).

Diante disso, como ambas as fragdes (FAE e FCL) apresentaram citotoxicidade na maioria das concentra¢des testadas
frente aos macréfagos J774, o indicativo que essas amostras possam ter substancias com potencial de inibigdo as células tumorais

deve ser considerado.

4. Concluséo
As fragdes (FHX, FCL, FAE e FHM) das folhas de Abarema cochliacarpos, apresentaram constituintes quimicos na

andlise qualitativa do tipo fendis, taninos, saponinas, esteroides, triterpenoides, entre outros. Foram testadas as quatros fracoes,
porém, apenas a FAE e FCL apresentaram atividade antimicrobiana. A FAE obteve os melhores resultados para as cepas de
Staphylococcus aureus, Enterococcus durans, Escherichia coli e Pseudomonas aeroginosas, enquanto a FCL obteve atividade
para cepas gram-positivas S. aureus e E. durans. A FAE apresentou citotoxicidade frente aos macréfagos de linhagem J774 nas
concentragdes testadas, mostrando um comportamento antiproliferativo. Enquanto a FLC néo apresentou toxicidade as células

J774 na concentragéo de 20 pg.mL™2.
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