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RESUMO

O presente estudo foi realizado com os extratos etandlicos brutos de seis espécies
vegetais (Bathysaaustralis, Piper corcovadensis, Siparuna brasiliensis, Picramnia
sp., Piper richardiifolium, Eugenia cf. cerasiflora) de uso medicinal, coletadas na
regido de Ouro Preto-MG. Os extratos etandlicos foram avaliados frente a atividade
antioxidante (método do DPPH) e antimicrobiana (Concentracdo Inibitéria Minima,
CIM), bem como submetidos a dosagem de compostos fendlicos (reagente Folin-
Ciocalteau) e flavondides totais (Cloreto de Aluminio). Os resultados evidenciaram
que o extrato de Siparuma brasiliensis apresentou maior atividade antioxidante
(CEsp 17,712 pg/mL) e o de Piper richardiifolium a melhor atividade antimicrobiana
para Staphylococcus aureus (300 upg/mL) e Staphylococcus saprophyticus (200
pg/mL). Estes resultados sugerem que as atividades avaliadas estdo diretamente
relacionadas com a presenca de compostos fendlicos, porém ndo necessariamente a
presenca de flavonoides.

Palavras-chave: antioxidante, antimicrobiana, espécies medicinais, fendlicos
totais, flavonoides.

Descritores: plantas medicinais, extratos vegetais, fitoterapia.

ABSTRACT

In the present study was used crude ethanolic extract from six species of medicinal
plants (Bathysaaustralis, Piper corcovadensis, Siparuna brasiliensis, Picramnia sp.,
Piper richardiifolium, Eugenia cf. cerasiflora) collected in Ouro Preto-MG region.
These extracts were evaluated by antioxidant (DPPH method) and antimicrobial
(Minimal Inhibitory Concentration, MIC) activities, and submitted to phenolic
compounds (Folin-Ciocalteau reagent) and total flavonoids (Aluminum chloride)
contents. The results demonstrated that the extract of Siparuma brasiliensis
showed the highest antioxidant activity (CEsq 17,712 upg/mL) and Piper
richardiifolium the best antimicrobial activity for S. aureus (300 pg/mL) e S.
sprophyticus (200 pg/mL). These results suggest that the evaluated activities are
directly related to the presence of phenolic compounds, but not necessarily to the
presence of flavonoids.

Key words: antioxidant, antimicrobial, medicinal species, total phenolics,
flavonoids.

Descriptors: medicinal plants, plant extracts, phytoterapy.

RESUMEN

El presente estudio fue realizado con los extractos etanolitos brutos de seis
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especies vegetales (Bathysaaustralis, Piper corcovadensis,Siparuna brasiliensis,
Picramnia sp., Piper richardiifolium, Eugenia cf. cerasiflora) de uso medicinal,
colectadas en la region de Ouro Preto-MG. Los extractos etanolitos fueran
avaluados frente a la actividad antioxidante (método del DPPH) y antimicrobiana
(Concentracién Inhibitoria Minima, CIM), asi como sometidos a la dosificacién de
compuestos fendlicos (reactivo Folin-Ciocalteau) y flavonoides totales (cloruro de
Aluminio). Los resultados evidenciaran que el extracto de Siparuma
brasiliensis presenté mayor actividad antioxidante (CEsy17,712 ug/mL) y el de Piper
richardiifolium la mejor actividad antimicrobiana para Staphylococcus aureus (300
ug/mL) vy Staphylococcus saprophyticus (200 pg/mL). Estos resultados sugieren

gue las actividades avaluadas estan directamente relacionadas con la presencia de

compuestos fendlicos, pero no necesariamente a la presencia de flavonoides.

Palabras-llave: antioxidante, antimicrobiana, especies medicinales, fendlicos

totales, flavonoides.

Descriptores: plantas medicinales, extractos vegetales, fitoterapia

INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no
mundo, e especialmente na América
do Sul, contribui significativamente
para a atencdo primaria a saulde.
Muitas plantas sdo utilizadas no Brasil
na forma de extratos, infusdes ou
emplastros para tratar infeccdes
comuns, sem qualquer evidéncia
cientifica de eficacia').Neste sentido,
estudos de bioprospeccao, envolvendo
varios aspectos da biologia e da
fitoquimica de plantas, abrangem
pesquisas nas areas de etnoboténica,
etnofarmacologia e levantamentos
floristicos, que podem auxiliar na
comprovacdao dos usos tradicionais de
plantas pelas populacdes locais para
fins terapéuticos.

A flora da regido do municipio

de Ouro Preto-MG é considerada

bastante diversificada e onde se
podem observar dois tipos basicos de
vegetacao, sendo eles, Campos e as
Florestas Estacionais Semi-deciduais
montanhas e sub-montana; com cada
um apresentando variacdes de acordo
com o solo, disponibilidade de agua,
altitude e relevo®®.

Muitas substancias denominadas
de radicais livres, como superdxidos
(0y), hidroxilas (HO) e outras
substancias de oxigénio  muito
reativas, sdo originadas de reagoes
quimicas ou processos bioquimicos
podendo ocasionar danos oxidativos a
varias biomoléculas como proteinas e
4cido  desoxiribonucléico®.  Esse
processo favorece o envelhecimento
tecidual, bem como o aparecimento
de  doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares e cancer.

Substancias de ocorréncia natural
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como os compostos fendlicos podem
atuar como compostos capazes de
sequestrar esses radicais livres
apresentando assim atividade
antioxidante®®,

Nos Ultimos anos, o uso de
plantas medicinais tem alcancado
grande popularidade nos tratamentos,
mesmo que alternativos, de infecgoes
causadas por microorganismos.
Algumas razoes para esta
popularidade vem da diminuicdao do
arsenal terapéutico para novos
patdogenos emergentes, bem como da
necessidade de novas frentes de
tratamento para essas doengas.
Substancias fenodlicas (flavonoides e
taninos), lignanas, saponinas, dentre
outras, quando presentes, podem ser
as responsaveis por atividades
antimicrobianas em diversas espécies
vegetais utilizadas como
medicamentos ou na medicina
popular®®,

Levando-se em consideracdo a
grande diversidade da flora e a

necessidade de se conhecer melhor as

propriedades biolégicas de espécies
vegetais da regido, o presente estudo
teve por objetivo avaliar a
propriedade antioxidante e o potencial
antimicrobiano, contribuindo para
assim para o melhor conhecimento
dos potenciais terapéuticos e
comportamentos dessas seis espécies
vegetais coletadas na regiao de Ouro

Preto-MG.

MATERIAL E METODOS

Espécies vegetais e
preparacao dos extratos

As espécies vegetais (quadro
01) foram coletadas em areas da
regido de Ouro Preto-MG, nas
proximidades do Parque Estadual do
Itacolomi, identificadas e seus
exemplares depositados no Herbario
Prof. José Badini, da Universidade
Federal de Ouro Preto (ICEB), sendo
as coletas e identificacdo realizadas
sob coordenacdo do Prof. Hildeberto

Caldas de Sousa.

Quadro 01. Espécies vegetais coletadas com informagdes da literatura

Espécie vegetal Nome Usos populares Voucher Referéncias
popular number¥*
Bathysaaustralis Falsa-quina, anemias, OUPR (7)
(A. St.-Hill.) macuqueiro caqueixas, febres 26259

K.Schum

(Rubiaceae)

palustres,

ancilostomiase,

convalescéncias

Piper Falso-

Alivio da dor de OUPR (8-9)
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corcovadensis(Miq.) jaborandi, dente, anestésico 26243
C.DC. Jodo sobre membrana
(Piperaceae) brandinho da mucosa da
boca.
Siparuna Género Género Siparuma: OUPR (10)
brasiliensis(Spreng.) Siparuma: malaria, febre, 26274
A.DC. limdo-bravo  antiinflamatorio,
(Monimiaceae) reumatismo,
dores de cabeca
Picramnia sp. Género Propriedades OUPR (11-12)
(Picramniaceae) Picramnia: curativas, 24370
cedrinho tratamento de
erisipelas e
desordens
intestinais.
Piper Pau-de- doencas do trato OUPR (13-14)
richardiifoliumKunth junta, pau- gastrointestinal, 26247
(Piperaceae) de-junta-do- reumatismos,
grado diabetes,
analgésico.
Eugenia cf. Jambo Tratamento de OUPR (15)
cerasifloraMiq. diabetes e 26135

(Myrtaceae)

hipoglicemica

* Exsicatas depositadas no herbario Prof. José Badini — ICEB-DEBIO-UFOP

Suas folhas foram separadas e
submetidas a processo de secagem
em estufa de ar circulante a 45 °C e
posteriormente trituradas em moinho
de facas até estado de po fino. As
foram

extracoes realizadas  por

maceragao exaustiva em etanol
destilado, a temperatura ambiente.
foram

Os extratos obtidos apds

filtracago em papel de filtro e
concentrados em evaporador rotativo

para eliminagao do solvente.

Marcha fitoquimica
A analise fitoquimica foi
realizada para deteccdo de acidos
graxos, antraquinonas, alcaloides,
cumarinas, flavonoides e terpendides
por Cromatografia em Camada
(CCD),
silicagel GF-2549),

As cromatoplacas

Delgada preparadas com
foram
eluidas em trés sistemas eluentes

diferentes: 1) mistura de solvente
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polar &cido (acetato de etila:acido
féormico:agua - 88:6:6); 2) mistura de
solvente polar basico (tolueno:acetato
de etila: dietilamina - 70:20:10); e 3)
com solvente apolar (tolueno:acetato
de etila - 97:3). Apds eluicdo das
respectivas placas, as mesmas foram
secas, observadas sob luz Ultra
Violeta (UV) a 254 nm.

Dosagem de fendis totais

A quantificacdo de fendlicos
totais foi realizada por espectroscopia
na regido do visivel utilizando-se o
método de Folin-Ciocalteu”.

A curva de calibragao foi obtida
com acido galico utilizado como
padrdo em seis concentracdes
variando entre 10 a 350 pg/mL. As
leituras foram obtidas a 760 nm, em
triplicata utilizando espectrofotémetro
marca Thermo Eletronic Corporation,
modelo HEAIOS - a.

O teor de fendlicos totais foi
determinado por interpolagdo da
absorbancia das amostras contra a
curva de calibragdo construida. Todas
as anadlises foram realizadas em
triplicata.

Dosagem de flavonoides
totais

A quantificagdo de flavonoides
foi realizada utilizando rutina e
quercetina, como flavonoides padrodes,
com o método colorimétrico de cloreto
de aluminio. Aliquotas de solucdo

estoque de 25 mg/mL das amostras

foram pipetadas e a elas foram
adicionados 100 pL de AICI5, 100 pL
de CH5;COOK e o volume foi ajustado
para 5 mL com &gua de modo a
obter-se concentracdo final de 5
mg/mL. O mesmo procedimento foi
realizado substituindo-se AICl; por
agua para eliminar os interferentes
das amostras. Apds a incubacdo em
temperatura ambiente por 30 minutos
a absorbancia dos padrdes foi medida
em 415 nm{®),

espectrofotémetro marca Thermo

utilizando

Eletronic Corporation, modelo HEAIOS
- a. O mesmo procedimento foi
realizado para os padrdes a partir de
solugdo estoque (1 mg/mL) a fim
obterem-se concentracdes finais dos
padrdes de 2 pg/mL a 50 pg/mL.

O teor de FT foi calculado com
base na interpolagdo das absorbéancias
das amostras contra as curvas dos

padrdes rutina e quercetina.

Atividade antioxidante pelo
sequestro de radicais DPPH

O potencial antioxidante dos
extratos  etandlicos brutos das
espécies coletadas foi avaliado pelo
monitoramento do consumo do radical
livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), através da medida do
decréscimo da absorbéncia das
solugdes em diferentes concentragdes.
As amostras foram preparadas pela
adicdo de solugbes dos extratos a
2000 pL de DPPH (0,004%, m/v) e o

volume final foi ajustado para 2000 pL
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de modo a obterem-se concentragdes
finais de 5 a 150 pjg/mL. Apos
incubacdo por 30 minutos &
temperatura ambiente e ao abrigo de
luz, as absorbancias foram obtidas em

espectrofotobmetro de UV-Vis a 517

nm (triplicata). O mesmo
procedimento foi adotado para o acido
galico (padrdao). O calculo da
capacidade de sequestrar radicais
livres foi realizado com base na

formula:

% inibigdo = [(Apppn — Aext) / Apppu] X 100

Onde, Apppy € a absorbancia do
radical livre sem a adicdao de
amostras, Agxt € a absorbancia das
amostras. E as CEsg foram calculadas

por regressao linear.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi
realizada a partir da determinagao da
concentragao inibitéria minima (CIM)
pelo método de microdiluicdo em
microplaca, segundo a metodologia
preconizada pelo “National Committee
for Clinical Laboratory Standards” (9,
utilizando-se como microorganismos
cepas padrdes provenientes da
“American Type Culture Collection” de
bactérias Gram-positivas:
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e
Staphylococcus saprophyticus (ATCC
15305); e de bactérias Gram-
negativas:
(ATCC 18883), Proteus mirabilis
(ATCC  29906) e
aeruginosa (ATCC 27853). Foram

utilizadas microplacas com fundo em

Klebsiella  pneumoniae

Pseudomonas

“U” esterilizadas com 96 pocos (TPP®,

EUA). Cada orificio recebeu o indculo,

o meio de cultura liquido caldo Mueller

Hinton e as solugbes dos extratos
brutos em concentragbes finais que
variaram de 50 a 400 pg/mL, sendo o
volume final de 100 pL. Logo apds a
micropipetagem, as placas foram
tampadas e incubadas a 35 °C por 24
horas, sem agitacdo. Terminado o
periodo de incubacao, foram
adicionados, em cada orificio, das
placas 15 pL de solugdo aquosa
esterilizada de cloreto de
trifeniltetrazoélio (0,1%) onde, apos 4
horas de reincubacdo, a leitura foi
realizada. 0] cloreto de
trifeniltetrazoélio facilita a verificacdo
de crescimento microbiano pela
presencga da coloracdo vermelha; ja a
coloracdo azulada indica a auséncia
de crescimento microbiano. Dessa
maneira foi possivel determinar a
menor concentracdao de cada extrato
capaz de inibir o crescimento dos
microrganismos indicadores diluidos.
Como controles positivos foram
utilizados os padroes de
Estreptomicina e Penicilina e como
controle negativo, solugdo de DMSO
no meio de cultura liquido caldo de

Mueller Hinton.
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deteccao de algumas classes quimicas
presentes nas seis plantas em estudo.
RESULTADOS O resultado da cromatografia em
camada delgada pode ser observado
A marcha fitoquimica realizada na tabela 01.

em cromatoplacas auxiliou na

Tabela 01.Deteccdo de classes de substancias quimicas presentes nos extratos de seis

plantas pelo método de cromatografia em camada delgada

Classe Extrato Etanodlico Bruto (EEB)
Quimica Bathysaaustralis Piper Siparuna  Picramnia Piper Eugenie
corcovadensis brasiliensis sp. richardiifolium cf.
cerasiflo
Acidos graxos - - + - - +
Alcaléides - - - - + -
Antraquinonas + + - - - +
Cumarinas - - + - - -
Flavondides - - - -
Terpendides - - + +

(+) positivo; (-) ndo detectado
Os resultados na tabela 02 de acido galico (EAG) por grama da
apresentam a quantificacdo de amostra.

fenolicos totais (FT) em equivalente

Tabela 02. Concentracao de fendlicos totais (FT), em 1 g da amostra.

Espécie vegetal FT (mg de EAG/g amostra)
Bathysaaustralis 40,792
Piper corcovadensis Sem reatividade
Siparuna brasiliensis 137,250
Picramnia sp. Sem reatividade
Piper richardiifolium 77,250

Eugenia cf. cerasiflora Sem reatividade
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Na quantificacdo de flavonoides

totais foi calculado

flavonoides por

“absorbancia das amostras

o teor de

interpolacao

versus

quercetina

curva de calibragdao” de

e Os

mostrados na tabela 03.

rutina e

resultados sao

Tabela 03. Quantificacdo de flavonoides totais em equivalente de rutina (ER) e quercetina

(EQ)
mg de ER/g de mg de EQ/g de
Plantas em analise extrato extrato
Bathysaaustralis 3,626725 1,719146

Piper corcovadensis

Sem reatividade

Sem reatividade

Siparuna brasiliensis

Sem reatividade

Sem reatividade

Picramnia sp. 2,69721 1,354095
Piper richardiifolium Sem reatividade Sem reatividade
Eugenia cf. cerasiflora 11,24758 5,00692
A figura 01 abaixo representa o (5 150 pg/mL) dos

consumo do radical DPPH frente a

diferentes concentracbes crescentes

avaliados.

extratos
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Figura 01. Atividade antioxidante como capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH)

pelos extratos etandlicos brutos das seis espécies avaliadas.

Observa-se que Piper
corcovadensis (CEsp 166,909 pg/mL)
e Bathysa australis (CEsq 237,164
Mg/mL) apresentaram baixo potencial
antioxidante; por outro lado a
Siparuna brasilienses apresentou altos
valores para o ensaio realizado (CEsg
17,712 ug/mL).

Os resultados para os potencias
antioxidantes de Picramnia sp. (CEsg
44,985 ug/mL), Piper richardiifolium
(CEsp 58,013 pg/mL) e Eugenia cf.
cerasiflora (CEsp 61,909 pug/mL)
foram menores que o de Siparuna
brasilienses.

Em relacdo a  atividade
antimicrobiana, a mesma foi
detectada para Picramnia sp. e Piper
richardiifolium frente a

Staphylococcus saprophyticus, com

valores de concentracdo inibitoria
minima (CIM) de 400 pg/mL e 200
Mg/mL, respectivamente. Apenas a
fracdo Piper richardiifolium apresentou
atividade frente a Staphylococcus
aureus com valor de CIM igual a 300
Mg/mL.

Os resultados para a atividade
antimicrobiana dos seis extratos
avaliados sdo apresentados na tabela

04 abaixo:
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Tabela 04. Atividade antimicrobiana de folhas das espécies coletadas (400 pg/mL).

Extratos Etanélicos Brutos (EEBs)

B.

australi

P.

corcovaden

Cepas de
microrganis
sis

mos S

S.

brasilien

sis

Eugenia
p.

richardiifoli

Picramni
a sp. cerasiflor
um
a

S. aureus - -

- + -

S.saprophyti

cus

Klebsiellapne

umoniae

Proteusmirab

ilis

Pseudomona

saeruginosa

(+) presenca de atividade; (-) ndo observacao de atividade

DISCUSSAO

As seis espécies avaliadas neste
estudo foram coletadas em regides de
mata fechada, durante o més de abril
de 2009,

encontravam-se em regibes bastante

sendo que muitas delas

Umidas e todas sdo utilizadas pela
populacdo para fins medicinais.

As condicbes ambientais (luz,
umidade, temperatura e predadores)

podem representar um importante

fator diferencial na produgdao de

metabdlitos secundarios que irdo

refletir  diretamente na eficacia

terapéutica, tais como substancias

com alto poder antioxidante,

fendlicos, capazes de neutralizar

radicais livres®?

A capacidade de estabilizar
esses radicais livres ¢é atribuida a
de

carbonicos, principalmente quando se

formacgao seus esqueletos

leva em consideracdo o grau de

substancias*”.

hidroxilagdo dessas
de

compostos fendlicos, e dentre eles os

Desta maneira a presencga

flavonoides, podem estar relacionados
ao potencial antioxidante das plantas.
Métodos qualitativos, como o

empregado na prospeccao

fitoquimica, sdo menos sensiveis que
métodos quantitativos, como os
de

flavonoide e fendlicos, podendo existir

empregados na quantificacdo

divergéncias entre seus resultados
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como verificado para a analise de
flavonoides para P. richardiifolium. O
falso positivo  da analise de
flavonoides na prospeccao fitoquimica
desta planta pode estar relacionada
com presenca de flavonoides ndo
hidroxilados em carbonos vizinhos ou
tais hidroxilas estejam substituidas
préoximos a carbonila.

Estudos de Taleb-Contini e
colaboradores??) mostram que alguns
flavonoides ndo possuem atividade
antimicrobiana bem como descrevem
que pode haver diferenca de atividade
para uma determinada substancia
frente a cepas diferentes da mesma
bactéria. Assim, os flavonoides
encontrados em Bathysa australis e
Eugenia derasiflora sp podem nao
apresentar atividades antibacterianas
como podem ser ativos frente a
outras bactérias ndo testadas.

Assim, o alto teor de fendlicos
em Siparuna brasiliensis e sua baixa
CEsp sugerem a participacao direta
desses compostos no potencial
antioxidante dessa espécie podem ser
0s responsaveis pelo seu potencial
antioxidante. Entretanto, 0s
compostos fendlicos desta espécie nao
sao detentores de atividades
antimicrobianas para as cepas
testadas.

Apesar de nao ter sido possivel
determinar o FT para Picramnia sp,
que pode ter ocorrido devido a
interferentes no extrato que nao

permitiram a quantificacdo desses

compostos, é possivel inferir que o
potencial antioxidante desta espécie
pode ser atribuido a presenca de
flavonoides e que provavelmente eles
sdo responsaveis pela atividade
antimicrobiana do extrato (flavonoides
totais 2,697 mg de ER/g de extrato e
1,354 mg de EQ/g de extrato; e
atividade antimicrobiana 400 pg/mL
para S. saprophyticus).

Apesar de ndo ter sido possivel
quantificar o teor de flavonoides, a
espécie P. richardiifolium apresentou
77,250 mg EAG/g de teor de FT,
atividade antimicrobiana para S.
aureus e S. saprophyticus, bem como
um bom potencial antioxidante (CEsg
58,013 ug/mL) e foi a Unica espécie
que apresentou alcaloides em sua
composicdo. Assim, é possivel afirmar
que tanto os compostos fendlicos
quanto os alcaloides podem estar
envolvidos nesta atividade
antimicrobiana. Apesar de flavonoides
estarem presentes no metabolismo
secundario desta espécie!®, fatores
ambientais, como baixa
luminosidade®®, ou presenca de
interferentes no  préprio  extrato
podem estar relacionados a baixa
concentracdo (ndo detectavel) de

flavonoides.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste

estudo sugerem que tanto a atividade
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antioxidante quanto a antimicrobiana relacionadas a presenga de compostos
estdo diretamente ligadas a fendlicos e flavonoidicos.

concentracbes de fendlicos totais e

que provavelmente os  fatores

ambientais e ontogénicos podem ter AGRADECIMENTOS

influenciado nos teores dessas

substancias. A FAPEMIG (Processo n®: CDS-
Neste sentido, com esses PPM-00439-08), ao Programa de Pés-

resultados, pode-se observar que Graduagdao CIPHARMA (CDS APQ-

muitos usos populares das espécies 6247-4.04/07, Projeto Grupos

estudadas sdo justificados pelas Emergentes FAPEMIG), a Escola de

atividades antimicrobianas e Farmacia da Universidade Federal de

antioxidantes observadas, bem como Ouro Preto e a FAPESP.
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