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Resumo. As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas com fins terapéuticos e destaca-se desde as condi¢des
ideais para a selecdo das plantas, a escolha das partes utilizadas, forma correta de preparo e administragdo o que
permite estudos de seus compostos bioativos. O presente trabalho trata-se da analise qualitativa das classes de
metabdlitos secundarios e atividade antimicrobiana presentes nas partes aéreas de trés espécies de plantas medicinais
oriundas do horto das Faculdades Nova Esperanga, sendo elas: Jatropha curcas L., Rosmarinus officinalis L., Cissus
sicyoides. Os dados permitiram constatar o predominio de classes como: flavonoides e terpenos nas espécies, aliados
as identificacdes dessas classes de compostos por meio de regides caracteristicas nos espectros de RMN de H' nos
permitiram o direcionamento de um perfil fitoquimico para cada planta separadamente. A presenca dessas substancias
entre outras estdo relacionadas com as agdes farmacoldgicas desencadeadas, sendo assim os resultados corroboram
com a literatura e ratificam o uso medicinal destas. As plantas ndo apresentaram atividade contra as cepas antiflingicas
(C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata) e antibacterianas (S. aureus, P. aeruginosa e E. coli) testadas, sugere-se que
fatores sazonais (clima, temperatura, época de colheita) e metodologicos, podem ser os aspectos que influenciam na
sintese de metabdlitos secundérios relacionados principalmente a atividade antimicrobiana. Essa pesquisa recomenda
gue estudos adicionais sejam realizados com as plantas medicinais, oriundas do horto das faculdades nova esperanca,
fortalecendo assim o uso racional, baseado em evidencias cientificas.

Palavras-chave: Fitoquimico, Metabdlitos Secundarios, Atividade antimicrobiana.

Abstract. Medicinal plants are widely used for therapeutic purposes and stand out from the ideal conditions for the
selection of plants, the choice of parts used, the correct form of preparation and administration, which allows studies of
their bioactive compounds. The present research is a qualitative analysis of the classes of secondary metabolites and
antimicrobial activity present in the aerial parts of three species of medicinal plants from the horto of Nova Esperanca
College, namely: Jatropha curcas L., Rosmarinus officinalis L., Cissus sicyoides. The data allowed us to verify the
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predominance of classes such as: flavonoids and terpenes in the species, together with the identification of these
classes of compounds through characteristic regions in the H1 NMR spectra allowed us to target a phytochemical profile
for each plant separately. The presence of these substances, among others, are related to the pharmacological actions
triggered, so the results corroborate the literature and confirm their medicinal use. The plants did not show activity
against the antifungal (C. albicans, C. tropicalis and C. glabrata) and antibacterial (S. aureus, P. aeruginosa and E. coli)
strains tested, it is suggested that seasonal factors (climate, temperature, harvest time) and methodological aspects may
be the aspects that influence the synthesis of secondary metabolites mainly related to antimicrobial activity. This
research recommends that additional studies be carried out with medicinal plants, originating from the horto of the Nova
Esperanca College, thus strengthening the rational use, based on scientific evidence

Keywords: Phytochemical Screening, Secondary metabolites, Antimicrobian activity.

Introducéo

As espécies vegetais revelam desde
antiguidade que sdo importantes fontes de novos
bioprodutos, fato que se confirma através de
pesquisas cientificas especialmente nas areas de
qguimica e farmacologia, e despertam a cada dia um
grande interesse devido a vasta biodiversidade da
flora do planeta e a auséncia de descobertas de
novos farmacos alternativos para tratamento de
doencas infecciosas, metabdlicas, imunossupressao
e cancer (ALMEIDA; MARTINEZ; PINTO, 2017).

As plantas medicinais (PM) produzem uma
grande e diversa variedade de componentes
organicos, que sao divididos em dois grupos:
metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos
primérios sdo responsaveis por uma série de
processos envolvidos na manutencdo fundamental
da sobrevivéncia e do desenvolvimento das plantas
e 0s metabdlitos secundérios sdo aqueles que
possuem funcbes diretamente envolvidas nos
mecanismos que permitem a adequagéo da planta a
seu meio (PEREIRA; CARDOSO, 2012; SARAIVA

et al., 2018).
A quimica de produtos naturais,
especialmente a  fitoquimica, vislumbra o

conhecimento dos metabdlitos secundarios das
espécies vegetais, através do isolamento e
determinagcdo das suas estruturas quimicas
adotando para tanto os métodos cromatogréficos e
espectroscépicos, respectivamente. A busca por tal
conhecimento tem levado ao desenvolvimento de
novos métodos de analises nos estudos
fitoquimicos. Estes metabdlitos apresentam um
grande leque de estruturas complexas e se
destacam nas espécies vegetais por serem
substancias essenciais aos processos bioldgicos de
regulacao celular, comunicacdo quimica, equilibrio e
defesa dos organismos que os contém. A espécie
humana utiliza esses vegetais e seus metabdlitos
como fonte de farmacos a partir de substancias com
atividades antibiéticas, antioxidantes e fungicidas,
sendo empregadas como forma de protecdo contra
microrganismos, como alimentos, fragrancias,
cosmeéticos e agroquimicos (SIMOES et al., 2017;
SARAIVA, et al., 2018).

Nos dltimos anos houve um grande
crescimento cientifico nos estudos farmacoldgicos
de plantas medicinais, proporcionando assim
maiores  alternativas  terapéuticas de acéo
antifingica, bem como a utilizacdo de 6leos
essenciais para atividades antimicrobianas (DAS K,
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2010; AMPARO, 2018). Devido a sua atividade
metabdlica secundaria, as PM sdo capazes de
produzir substancias antibiéticas, utilizadas como
mecanismo de defesa contra microrganismos
(SILVA, 2010; DE SOUZA, 2017). Entre essas
substancias destacam-se, o0s terpenoides, O6leos
essenciais, flavonoides, quinonas, taninos e
cumarinas, responsaveis pela acdo antimicrobiana
(DE SOUZA, 2017).

Diversos métodos para teste de atividade

antimicrobiana de produtos naturais estdo
disponiveis na literatura, incluindo avaliacdes
qualitativas (triagens) e/ou quantitativas, com

determinagcdo da menor concentracdo capaz de
inibir o crescimento microbiano (concentragéo
inibitéria. minima CIM). (VALGAS, 2007;
AMPARO, 2018).

As plantas medicinais apresentam um gama
de metabdlitos secundarios que representam uma
interacdo quimica entre a planta e o ambiente em
gue as envolve, porém, sua sintese € correntemente
afetada por variagbes ambientais. Algumas
variacbes podem desencadear uma baixa na
producdo dos metabdlitos secundarios e esses
fatores podem ser proveniente da sazonalidade,
ritmo circadiano e desenvolvimento, temperatura,
disponibilidade  hidrica, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, inducéo
por estimulos mecénicos ou ataque de patdégenos,
entre outros, ou esses fatores podem desencadear
correlagdes entre si influenciando no metabolismo
secundario (NASCIMENTO-JUNIOR et al., 2020).

Diante de fatos que revelam a grande
importancia que envolve o estudo das drogas de
origem vegetal e, sabendo que para atender os
critérios de qualidade, eficicia e seguranca do seu
uso pelas populagdes, indmeras pesquisas
precisam ser desenvolvidas, fundamentados neste
contexto, explora-se neste estudo o perfil
fitoguimico e antimicrobiano de trés espécies
coletadas do horto das faculdades Nova esperanca:
Jatropha curcas L. (Pinhdo-roxo); Rosmarinus
officinalis L. (Alecrim); Cissus sicyoides (Insulina
vegetal).

Métodos
Triagem Fitoquimica

As triagens fitoquimicas dos metabdlitos
secunddrios presentes nos extratos etanodlicos
brutos (EEBs) das espécies vegetais foram
realizadas de acordo com metodologia preconizada
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por SOUZA,; SILVA, 2006 e NASCIMENTO-JUNIOR
et al., 2020.
Testes para Flavonoides
Realizou-se o teste de cianidina ou Shinoda

(HCI concentrado e magnésio). Onde adicionou a 10
mg do extrato, aproximadamente 0,5 cm de
magnésio em fita com 2 ml de &cido cloridrico
concentrado. O fim da reagdo deu-se pelo término
da efervescéncia. O aparecimento de coloracéo que
variou de parda a vermelha, indicou a presenca de
flavonoides no extrato.
Testes para Saponinas

O extrato bruto foi misturado com 5 ml de agua
destilada em um tubo de ensaio e agitado de forma
manual e vigorosa por 30 segundos. A formacéo de
espuma estavel (1 cm de altura), mesmo apo6s 30
minutos, € tomada como indicagdo da presenca de
saponinas.
Testes para Alcaloides

Foi aquecida a fervura, cerca de 10 mg da
droga vegetal (moida) em teste, e 30 ml de &cido
cloridrico diluido. Filtrado. Dividido o filtrado em 4
tubos de ensaio. Em 3 tubos foram acrescentadas
trés gotas dos reagentes de Dragendorff, Mayer e
Buchard, respectivamente. Um tubo sera o branco.
Observe a formacéo de turvacéo e/ou precipitado.
Testes para Terpenoides

Os testes para Esteroides/triterpenoides foram
realizados pela reacdo de Lieberman Burchard
(anidrido acético + acido sulfarico concentrado),
tomando 10 mg do extrato e misturando-o a 2 ml de
cloroférmio, em seguida a solu¢é@o cloroférmica foi
filtrada gota a gota em um funil com algodao coberto
com alguns decigramas de Na2S04 anidro. Em
tubo de ensaio, adicionou-se 1 ml de anidrido
acético, agitando suavemente, e acrescentou-se
cuidadosamente trés gotas de H2S0O4 concentrado,
agitando suavemente e observando, se haveria
desenvolvimento de cores. Coloracdo azul
evanescente seguida de verde, indicou a presenca
de esteroides/triterpenoides respectivamente.
Testes para Taninos

Em um tubo de ensaio contendo 10 mg do
extrato adicionou-se trés gotas de solucéo alcodlica
de Cloreto Férrico (FeCl3), agitando fortemente,
observou-se qualquer variagdo de cor. Precipitado
de tonalidade azul indica a presenca de taninos
hidrolisdveis, e verde, a presenca de taninos
condensados.
Andlise dos espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear

Os espectros de Ressonéncia Magnética

Nuclear de Hidrogénio (RMN'H) foram obtidos no
Laboratério Multiusuario de Caracterizagdo e
Analise (LMCA-UFPB) da Universidade Federal da
Paraiba, com auxilio de um espectrometro da
Bruker 400 MHz (1H). Uma aliquota de 1 mg de
cada e extrato, separadamente, foi solubilizado em
metanol deuterado e posteriormente adicionada,
com auxilio de pipetas de vidro a tubos de vidros
apropriados para analise de RMN.
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Estudo Antimicrobiano

Foram testados o0s extratos etandlicos
brutos (EEBs), obtidos das partes aéreas de
Jatropha gossypiifolia L., Rosmarinus officinalis L.,
Cissus sicyoides. Os mesmos foram pesados e
solubilizados em dimetil-sulfoxido-DMSO (Labsynth
produtos para Laboratorio LTDA) numa proporcao
de até 10%, seguido de tween 80 a 0,02%, para que
seja obtida uma emulsdo na concentracdo de
2048pg/ml (NASCIMENTO et al., 2007).

Antimicrobianos Sintéticos

Para o controle de atividade antimicrobiana
foram usados discos de cefepima; imipenem +
cilastatina e gentamicina para bactérias e
anfotericina B, voriconazol, itraconazol e fluconazol
para fungos. Todos serdo adquiridos da Sigma-
Aldrich® (Sdo Paulo-SP).

Cepas bacterianas e flungicas e produgéo do inéculo

Para o0s ensaios de atvidade anti-
microbiolégica, foram utilizadas 6 cepas bacterianas
gue correspondem a: 2 linhagens de Escherichia
coli (ATCC 18739, LM 977), 2 linhagens de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027, ATCC
25853) e 2 linhagens de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923, LM314).

J4 as células fangicas foramforam 2
linhagens de Candida albicans (ATCC-90028, LM-
807); 2 linhagens de Candida tropicalis (ATCC-
13803, LM-12) e 2 linhagens de Candida glabrata
(ATCC 90030, LM -302), ou seja, um total de 6
linhagens de Candida spp. Todas as cepas
(bacterianas e fangicas) pertencem a MICOTECA
do Laboratério de Pesquisas em Atividade
Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais
e/ou Sintéticos Bioativos do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas (DCF), Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da Universidade Federal da
Paraiba e foram registradas no Sistema Nacional de
Gerenciamento do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado sob o0s
nameros: AE2020F (linhagens de bactérias Gram-
positivas e Gram- negativas), A2DA281 (linhagens
de Candida albicans) e AD662FE (linhagens de
Candida tropicalis).

Para a produgdo do indculo, células das
diferentes espécies bacterianas mantidas em Agar
Mueller Hinton (AMH) a uma temperatura de 4 °C
foram repicadas em AMH e incubadas a 35+ 2 ° C
por 24-48 horas e as coldnias obtidas foram
suspensas em uma solucao estéril de NaCl (0,9%),
agitadas em um aparelho de vortex e ajustadas de
acordo com o padrdo 0,5 McFarland, a fim de obter
um inéculo de 1-5x10° UFC/mL. J& as leveduras o
in6culo foi preparado a partir de culturas de Candida
albicans, Candida tropicalis e Candida glabrata,
repicadas em Agar Saboraud Dextrose (ASD) e
incubadas a 35 + 2 ° C por 24-48 horas. As coldnias
dessas leveduras também foram suspensas em
uma solucdo estéril de NaCl (0,9%), agitadas em
um aparelho de vortex e ajustadas de acordo com o
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padrao 0,5 McFarland, a fim de obter um inéculo de
1-5x10° UFC / mL (KONEMAN et al., 2008;
OSTROKY et al., 2008).

Determinacao da Concentracdo Inibitéria minima —
CIM

Os ensaios de atividade
antibacteriana/antifingica foram realizados
conforme os protocolos de Cleeland e Squires
(1991), Hadacek e Greger (2000) e CLSI (2008). A
determinacdo da CIM do extrato etandlico de
Jatropha curcas L., Rosmarinus officinalis L., Cissus
sicyoides, sobre as linhagens bacterianas e flingicas
foram realizadas através da técnica da microdiluicdo
em caldo em placa para cultura de células
(Alamar®) contendo 96 pocos em forma de "U"
Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de RPMI
1640 duplamente concentrado nos orificios das
placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 pL da
emulsdo do respectivo extrato (produto teste)
também duplamente concentrado, foram
dispensados nas cavidades da primeira linha da
placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma
razdo de dois, foram obtidas concentragfes de 1024
pg/mL até 2 ug/mL. Por fim, foi adicionado 10 uL
dos in6culos das cepas bacterianas/fungicas
(descritas no tépico 4.3.4), onde cada coluna da
placa refere-se a uma cepa especificamente.

A determinacdo da CIM também foi
realizada para  o0s antibioticos/antifingicos
licenciados e um controle da viabilidade dos
microrganismos (pogos contendo 100 pL de caldo

de meio de cultura e 10 pL de inéculo
bacteriano/fingico) também foram realizados. As
placas depois de preparadas foram fechadas e
submetidas a incubacdo numa temperatura de 35 +
2 °C por 24 - 48 horas. A CIM foi definida como a
menor concentragdo do produto, capaz de produzir
inibicdo visivel sobre o crescimento bacteriano/
fungico verificado nos pogos, quando em
comparacdo com seus controles O resultado foi
expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas
No ensaio que ocorrera em triplicata.

A atividade antibacteriana/antifingica dos
extratos etandlicos de Jatropha curcas L.,
Rosmarinus officinalis L., Cissus sicyoides foram
interpretadas e consideradas como ativa ou inativa,
conforme o0s seguintes critérios: 50-500 pg/mL=
forte/6tima atividade; 600-1500 ug/mL= moderada
atividade; > acima de 1500 pg/mL= fraca atividade
ou produto inativo (ALIGIANNIS et al., 2001;
SARTORATTO et al., 2004).

Resultados e discussao

Triagem Fitoquimica

Estudos fitoquimicos de triagem realizados
nesta pesquisa, com Rosmarinus officinalis L.,
Cissus sicyoides, Jatropha gossypifolia L., utilizando
0S seus extratos etanodlicos brutos (EEB), foram
feitas por meio de técnicas classicas, reacdes
analitico-qualitativas para detectar a presenca de
certos grupos de fitoconstituintes (Tabela 1).

Tabelal. Prospeccéo fitoquimica do EEB das espécies no horto de plantas medicinais da FACENE

Reacfes

Espécies vegetais

Alecrim

Flavonoides/AICI; +
Alcaloide/ Mayer Dragendorff e Buchard
Terpenos/H,SO4

Taninos/FeCls

Saponinas

+
+

Insulina Vegetal Pinh&o-roxo

O estudo foi direcionado para a busca dos
principais grupos de metabdlitos secundarios
(alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos e
saponinas). Os testes mostraram-se positivos para
terpenoides em todas as plantas, e em contrapartida
negativo para a classe dos alcaloides, para as
demais classes verificadas, na presente pesquisa,
houve variacbes quanto aos resultados da triagem,
como podemos observar na tabela abaixo.

Espectros de RMN'H das trés espécies vegetais
Rosmarinus officinalis L. (Alecrim)

Ao se avaliar o perfil do espectro de RMN'H
e suas expansdes (Figura 1 e 2), pode ser elencado
um envelope de sinais de alta multiplicidade
compreendidos na regido entre &4 1,0 e 2,8 ppm,
caracteristicos de deslocamentos de hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos de substancias da
classe dos terpenos ou esteroides.
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Podemos destacar ainda nesses espectros
varios multipletos na regido entre o4 3,0 e 4,09 ppm
gue é tipica de hidrogénios oximetinicos ligados a
carbonos oxigenados, sugerindo a presenca de
unidade de acucar, compostos glicosilados, na
espécie, como por exemplo, heterosideos de
flavonoides. Sinais estes que foram fortalecidos pela
presenca de deslocamentos entre &y 6,2 e 8,33 ppm
condizentes com hidrogénios ligados a anéis
aromaticos evidenciados em compostos
flavonoidicos ou acidos fendlicos.

Esta espécie apresenta uma quimica
amplamente estudada em que s&o encontradas
mais de 45 substancias fendlicas, das quais os
flavonoides e &cidos fendlicos sdo os componentes
principais  (GUILARDUCCI, et al., 2016).
Antocianinas e terpenos como 1, 8 -cineol
(BARRETO et al.,, 2014). Estes metabdlitos sao
responsaveis pela defesa do vegetal contra
microrganismos patogénicos, atuam na sinalizagéo
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guimica, sdo substancias atrativas para agentes
polinizadores, protegem os vegetais contra radiacédo
ultravioleta, além de diversas outras funcdes
(TELES et al., 2016).

Trabalhos realizados por Barreto et al.
(2014), Begum et al. (2012) e Marchiori (2004)
obtiveram resultados semelhantes aos encontrados
neste estudo, onde a constituicdo fitoquimica das
folhas e flores de Rosmarinus officinalis
demonstraram principalmente a presenca de
terpenos, majoritariamente diterpenos e 6leos
essenciais, como também compostos fendlicos e

diversos flavonoides responsaveis pela atividade
antioxidante relatada.

Dados que ressaltam, diante da constituicdo
guimica demonstrada, que a planta oriunda do horto
das faculdades nova esperanca pode ser distribuida
e utilizada pela populagdo, uma vez que, apresenta
as principais faixas de metabdlitos que sao
diretamente responsaveis pelas suas atividades
biologicas.
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Figura 1. Expansdo 1 do Espectro de RMN de 'H na
regido de (8, CD30OD, 400 MHz) — Rosmarinus
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Cissus sicyoides (Insulina vegetal)

O espectro de RMN *H (Figuras 3,4 e 5) foi
realizado em 400 MHz, tendo como solvente a
CD;0D. A sua analise apresentou um conjunto de
sinais na regido entre 64 0,88 e 1,70, caracteristicos
de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos,
sugestivo de substéncias que comportam um
esqueleto triterpénico e/ou esteroidal (FERREIRA et
al., 2019).

Pbéde-se  evidenciar  multipletos  em
aproximadamente dy: 3,35 e 4,13 caracteristicos de
caracteristicos de hidrogénios oximetinicos ligados a
carbonos oxigenados.

O espectro de RMN 'H e expansoes
(Figuras 3,4 e 5) ainda exibiram um conjunto de

deslocamentos usualmente encontrados em anéis
aromaticos dy: 6,05 e 8,00 ppm, a presenca desses
sinais sdo comuns em flavonoides, nos constituintes
guimicos da insulina vegetal, foram encontradas as
presencas de flavonoides, tanto em infuso quanto
no extrato etanélico (BARBOSA et al., 2002).

Como também podemos supor pelos sinais entre
7,41-8,06 ppm a presenca de alcaloides, devido
essa regido ser bem caracteristica de préton ligado
diretamente ao nitrogénio inferindo possivelmente
presenca assim dessa classe, uma vez que alguns
tipos de alcaloides ja foram identificados na espécie

como mostrado em trabalhos anteriores
(COUTINHO, 2015).
| |
\ v
!
o l
T Il].« \.U.U\_ \ A"-I.l'r*l h"v‘ A

. . . e (= (o

Figura 3. Expansdo 1 do Espectro de RMN de 'H na regido de (6, CDsOD, 400 MHz) — Cissus sicyoides (Insulina

vegetal)
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Jatropha gossypifolia L. (Pinh&o-roxo)

No espectro de RMN de H' e suas
expansodes (Figuras 6, 7 e 8) foi evidenciado um
conjunto de absorcbes de alta multiplicidade
compreendidos entre 0,71 a 2,2 ppm, caracteristicos
de deslocamentos de hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos de metabdlitos secundarios
como terpenos ou esteroides.

Os sinais elencados na expansédo 02 entre
Oy 3,52-4,11 ppm sao indicios da presenca de
hidrogénios anoméricos de aglcares.

Segundo Guterres (2015) para identificacéo
de uma saponina é essencial determinar a estrutura
da aglicona com esqueleto de (esteroide, triterpeno
ou alcaloide esteroidal) no qual faz ligacdo com uma
ou duas cadeias de acglcar que podem ter
caracteristica lineares ou ramificadas, identificar
monossacarideos na parte carboidratos, com a
configuracdo anomérica de cada monossacarideo e
como estdo ligadas.

Podemos observar na expanséo 3 (pag. 56)
sinais em &y 6,87 e um singleto em &y 7,89 ppm
regido ser bem caracteristica de préton ligado
diretamente ao nitrogénio inferindo possivelmente a

presenca de alcaloides ou de hidrogénios
aromaticos.
Os nossos dados mostram regides

condizentes com a literatura, trabalhos realizados
com J. gossypiifolia, definiram o perfil fitoquimico do
seu extrato etandlico e esse evidenciou a presenca
de monoterpenos, diterpenos, triterpenos,
sesquiterpenos, esteroides e flavonoides; enquanto
no perfil do extrato aquoso, foi observada a
presenca de flavonoides e saponinas (MARIZ et al.,
2008; GAIKWAD et al., 2017)

Alguns usos populares podem ser, em
parte, compreendidos pela constituicdo quimica, um
dos aspectos mais bem estudados desta espécie.
Fitoquimicos de diversos grupos ja foram
identificadas como, por exemplo: acidos organicos,
alcaléides, diterpenos, esteroides, flavonoides,
lignanas e taninos, entre diversos outros
constituintes a partir dos extratos de folhas, caule,
raiz (SABANDAR et al., 2013; JAIN et al., 2016).
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Figura 5. Expansdo 3 do Espectro de RMN de *H na”ré"(ji'éo de (6, CD30OD, 400 MHz) — Cissus sicyoides (Insulina

Tais compostos conferem a J. gossypiifolia
diversas atividades biolégicas Uteis na terapéutica,
algumas destas ja demonstradas
experimentalmente:  antidiarreico, antimalarico,
antimicrobiano e antiviral (KUMAR et al., 2006;
DHALE; BHAGAT, 2013; GAIKWAD et al., 2017).

Potencial Antimicrobiano

Na literatura constam varios métodos
utilizados em testagem da atividade antimicrobiana,
dentre eles estdo as avaliagbes qualitativas
(triagens) e/ou quantitativas, com determinacdo da
menor concentracdo capaz de inibir o crescimento
microbiano (concentracdo inibitdria minima — CIM)
(AMPARO, 2018).

Existem diversas técnicas utilizadas para
fazer a avaliagdo da sensibilidade de um
microrganismo frente a uma substancia. Duas
metodologias sdo frequentemente utilizadas: a
microdiluicdo (em meio tubos de ensaio) e a
microdiluicdo (em meio microplacas com 96 pocos).
Ambas as técnicas também podem ser utilizadas
para avaliar a atividade de novas drogas frente aos
microrganismos (PEREIRA, 2017; CAMPQOS, 2020).

A partir da técnica de microdiluicdo em
caldo, nos foi possivel analisar a Concentragdo
Inibitéria Minima e a Concentracdo Fungicida
Minima (CIM e CFM), dos extratos do alecrim,
insulina vegetal e pinhdo roxo frente as cepas de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Candida albicans, Candida
tropicalis e Candida glabrata. Foi preparado
emulsBes dos extratos de Rosmarinus officinalis L.
(Alecrim) Cissus sicyoides (Insulina vegetal),
Jatropha  gossypifolia L.  (Pinhdo-roxo) na
concentracdo de 2048 pg/mL.

Avaliacdo da atividade antifingica da Rosmarinus
officinalis L., Cissus sicyoides, Jatropha gossypifolia
L.

Os resultados do ensaio de avaliacdo da
atividade antifingica, estdo expressos na tabela 2.
Nenhuma das trés linhagens testadas, sendo elas
de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata, foi
sensivel aos extratos, ndo se observando inibicdo



Silva et al. Analise quimica e antimicrobiana das plantas medicinais presentes no Horto das Faculdades Nova Esperanca

do crescimento fangico. Dessa forma ndo foi
possivel realizar a concentracdo inibitéria minima
(CIM) e concentracdo fungicida minima para as
cepas testadas.

Em contrapartida aos nossos dados,
diversos estudos demonstram atividade antifingica
dos extratos e de alguns compostos isolados das
espécies. Conforme a pesquisa de Gauch, 2014, o
estudo do 6leo essencial mostrou que Cepas de
Candida, dentre estas a C. albicans, foram
suscetiveis a R. officinalis L. (alecrim). Dessa forma
0 Oleo de alecrim tem um importante papel como

antimicrobiano e antifingico, devido a sua
composicao quimica, frente a C. albicans. A
aliquota aplicada foi capaz de provocar

. - ' '

inibicdo total da levedura caracterizando assim,
um efeito fungistatico (MATOS, 2019).

Outra analise, verificou que o0s extratos
glicdlicos de R. officinalis L. apresentaram efeitos
fungiostaticos e fungicidas sobre as cepas clinicas
de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis isoladas
da cavidade bucal de pacientes que fizeram uso
prolongado de antibidticos. Dentre as leveduras
testadas, C. tropicalis foi a mais sensivel aos
extratos utilizados. As cepas de C. albicans foram
mais susceptiveis ao extrato de R. officinalis L.,
enquanto para C. glabrata ndo houve diferenca
entre os extratos testados (COSTA, et al., 2013).

Figura 6. Expanséo 1 do Espectro de RMN de 1H na regido de (6, CD30D, 400 MHz) — Jatropha gossypifolia L.

(Pinh&o-roxo)
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Figura 7. Expanséo 2 do Espectro de RMN de 1H na regiég de (6, CD30D, 400 MHz) — Jatropha gossypifolia L.

(Pinh&o-roxo)

65



Silva et al. Analise quimica e antimicrobiana das plantas medicinais presentes no Horto das Faculdades Nova Esperanca

Figura 8. Expansédo 3 do Espectro de RMN de 1H na regléo de (6, CD30D, 400 MHz) — Jatropha gossypifolia L.

(Pinh&o-roxo).

Estudos demonstram que o 6leo essencial
de R. officinalis tem um importante papel como
antimicrobiano e antifingico, além de potente efeito
inibitoria e fungicida contra cepas de C. albicans
(MATOS, 2019; WINCKIEVICZ, 2020).

Com relacdo ao Jatropha gossypifolia L.,
um estudo desenvolvido por Hirota (2010) avaliou a
atividade antimicrobiana de fracdes em acetato de
etila e metanol de J. gossypiifolia evidenciando que
houve inibicdo do crescimento de S. aureus e C.
albicans nestas fragdes (SILVA, et al., 2017).

Jatropha gossypiifolia faz parte da
RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao Sistema Unico de Saude)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Esta planta é
comumente utilizada como  anti-inflamatéria,
antioxidante, purgante, analgésica, antimicrobiano e
anticoagulante (VALERIA, et al., 2016). Estudos
comprovam sua atividade antimicrobiana, por inibir
o crescimento de C. albicans, como também
apresento um grande potencial antioxidante
(BEZERRA, 2014; SARAIVA, et al., 2018).

A Cissus verticillata (L.), é também
popularmente conhecida como insulina vegetal,
apesar do mesmo nome popular e da mesma
familia que a Cissus sicyoides, sao tipos diferentes
de insulina, sendo utilizada na medicina popular
contra o reumatismo, para a cura de abscessos, na
inflamac&@o muscular, epilepsias, derrame cerebral,
hipertensdo e ativadora da circulacdo sanguinea
(VASCONCELOS et al, 2007). Em estudos
relacionados a sua atividade antifingica, as folhas
de C. verticillata demonstraram potencial contra
espécies do género Candida, sendo C. albicans e C.
tropicalis (BRAGA et al., 2011; ROCHA, 2017).

Dessa forma, a Cissus sicyoides, apesar de
ser muito utilizada pela populagdo de forma
empirica para prevenir e/ou melhorar sintomas
diversas doencas, ha poucos estudos que
comprovam os beneficios reais da insulina vegetal.
Estudos realizados com algumas espécies de
Cissus tém revelado vérias atividades
farmacoldgicas, dentre as quais se destacam as
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atividades antioxidante e antimicrobiana (MURTHY
et al., 2003; LEAL, 2013).

Contrariando algumas literaturas, nenhum
dos extratos testados neste estudo obteve atividade
antifiingica. Esse fato pode ser justificado por varios
fatores, podemos citar a baixa quantidade ou
auséncia de metabdlitos secundarios existentes na
planta durante a época da colheita e a forma de
extracdo do extrato; o tipo de metodologia utilizada
para realizar o estudo; o uso de diferentes solventes
para obtencéo dos extratos também podem ser um
fator contribuinte (CAMPQOS, 2020).

Existem evidéncias cientificas que sugerem
que, quando a planta é cultivada em diferentes
localizacbes geograficas e exposta a diversas
condicdes climaticas, mostram uma variacdo de
constituintes quimicos (PANDEY; THAPA; UPRETI,
2017; CAMPOS, 2020).

Avaliagdo da atividade antibacteriana da
Rosmarinus officinalis L., Cissus sicyoides, Jatropha
gossypifolia L.

Os resultados do ensaio de avaliagdo da
atividade antibacteriana, por meio da CIM esta
exposto na tabela 3. Como podemos observar, ndo
foi possivel observar nenhuma inibicdo do
crescimento bacteriano para as linhagens de E. coli,
P. aeruginosa e S. aureus utilizadas, mesmo na
concentracao de 2.048 pg/mL que foi estabelecida
para o estudo.

Diante disso ndo foi possivel realizar a
concentracao inibitéria. minima (CIM) e
concentracao bactericida minima (CBM), para as
cepas bacterianas.

Segundo o estudo realizado por Cutrim
(2019), o extrato metandlico bruto de Rosmarinus
officinalis L., apresentou atividade antimicrobiana
significativa frente as cepas testadas Escherichia
coli (E. coli) e Staphylococcus aureus (S. aureus),
confirmando seu excelente potencial bactericida,
diferentemente dos dados desse trabalho.

A pesquisa realizada por De Castro
Guimardes (2017), mostra dados, que permitem
concluir que os 6leos essenciais do alecrim
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(Rosmarinus  officinalis) apresentam atividade
inibitéria in vitro sobre as cepas de S. aureus e E.
coli.

Outro trabalho evidenciou que o extrato
hidroalcodlico obtido a partir de folhas de
Rosmarinus  officinalis L. e suas fracBes
proporcionaram efeito inibitério e, em alguns casos,
efeito bactericida para cepas estudadas, entre elas
a de Pseudomonas aeruginosa (OLIVEIRA, 2016).

O 6leo essencial da planta, também foi
utilizado, por Djelloul, Mokrani e Hacini (2017), para
evidenciar a atividade antibacteriana frente a trés
linhagens patogénicas, S. aureus, P. aeruginosa e
E. coli. Os resultados obtidos mostraram atividade
antibacteriana dos 06leos essenciais em todas as
cepas testadas. E. coli e P. aeruginosa foram os
mais sensiveis, enquanto S. aureus foi o mais
resistente (CONTRUCCI, et al., 2019).

Segundo Silva et al. (2015), o dleo
essencial do alecrim ndo apresentou atividade
antimicrobiana para S. aureus e E. coli, em seu
estudo. Assim como a avaliacdo de Seydim &
Sarikus (2006), que estudaram a atividade
antimicrobiana do OE de alecrim frente aos
patdgenos: S. aureus, E. coli, este estudo indicou
que o OE néo obteve nenhuma atividade
antimicrobiana sobre estes microrganismos (REIS,
et al., 2020).

Com relacdo ao Jatropha gossypifolia L.,
um estudo conduzido por Félix (2014), confirmou a
atividade antibacteriana dos extratos de folhas
extraidas em cloroférmio e metanol contra a
Salmonella typhi, P. aeruginosa, S. aureus e
Candida albicans.

Silva et al. (2017) mostra um resultado
diferente, no qual ao fracionar os extratos das folhas
e caules, ndo foi encontrado atividade
antibacteriana, utilizando metodologia semelhante a
qgue foi realizada na obtencdo do EEB da espécie
testada nessa pesquisa.

Segundo Veiga (2008), avaliacdo
microbiolégica da fracdo cloroférmica de J.
gossypifolia L. demonstrou a eficacia frente a S.
aureus e C. albicans, e apresentou resisténcia
frente 0os microorganismos P. aeruginosa, E. coli.
(SILVA, et al., 2017). Ha& também relatos em que o
extrato da folha de J. gossypiifolia mostrou atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli, usando os
métodos de difusdo em disco e microdiluicdo em

caldo, sendo este efeito dependente das
caracteristicas dos  microrganismos e da
composicao dos extratos (SANTOS, 2014).

Com base no estudo de Machado-

Hernandez (2019), o extrato hidroalcodlico da
Jatropha gossypifolia L., foi testado pelo método de
difusdo em pocos. No entanto, o extrato n&o
apresentou atividade contra as bactérias, entre elas
a Staphylococcus aureus.

No que diz respeito a Cissus sicyoides,
pesquisam  comprovam varias  propriedades
farmacoldgicas da espécie, inclusive que, dois
compostos isolados das partes aéreas da planta (3 -
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sitosterol e  sitosterol- [B-D-glucopiranosideo)
apresentam atividade antibacteriana (SILVA, et al.,
2012; DIAS, et al., 2017).

Lopes et al. (2006) avaliou a atividade
antimicrobiana do extrato seco de insulina (Cissus
sicyoides) e do oOleo de copaiba (Copaifera
langsdorfii) em diversas cepas microbianas
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis, Escherichia coli,
Enterococos faecalis, Enterococos aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Candida albicans e Cryptococcus
neoformans. Verificou assim, que o extrato de
insulina ndo foi eficaz na avaliacdo antimicrobiana
com nenhuma das cepas (FERNANDES, et al,
2011). Existem poucos estudos relacionados a
atividade antibacteriana da insulina vegetal,
ampliando espaco para pesquisas baseadas nesta
area com essa planta.

Assim como a atividade antifingica, os
resultados do presente trabalho podem estar
relacionados as variagbes qualitativas e
guantitativas nos metabdlitos secundarios presentes
nos produtos de extracdo. O método de difusdo em
agar pode sofrer influéncia de algumas variaces
como: composi¢do do meio de cultura, presenca de
enzimas, densidade do indculo, difusibilidade do
extrato no meio de cultura (COSTA, 2018).

Além disso, a literatura mostra que as
composicdes quimicas das PM podem ser
influenciadas por variacbes em funcdo de fatores
como a sazonalidade, idade da planta, propriedades
genéticas, disponibilidade de agua, temperatura do
ambiente onde a planta teve seu desenvolvimento,
radiacio UV e altitude. A consequéncia da
influéncia desses fatores afeta diretamente a
atividade antimicrobiana da planta medicinal
(MILLEZI et al., 2014; CAMPOS, 2020).

Concluséo

O estudo fitoquimico do extrato etandlico
bruto das partes aéreas das trés espécies vegetais
Rosmarinus officinalis L., Jatropha gossypifolia L. e
Cissus sicyoides, realizado através de reacdes
gualitativas de identificacdo de classes de
metabolitos  secundarios aliado a técnicas
espectroscoépicas de RMN'H e comparacdes com 0s
dados da literatura, permitiram constatar o
predominio de classes como: flavonoides, e
terpenos nas espécies, as identificacdes dessas
classes de compostos permitiram assim o
direcionamento de um perfil fitoquimico destas. Bem
como a presenca dessas substancias entre outras
estdo relacionadas com as acdes farmacoldgicas
desencadeadas, sendo assim nossos dados
corroboram com a literatura especifica para cada
planta ao comprovar a presenca desses compostos

medicinalmente importantes nas espécies
avaliadas, o que representa um ganho para
comunidade que vai utlizd-las para fins
terapéuticos.
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Com relacdo a atividade antimicrobiana,
evidenciou-se que as plantas Rosmarinus officinalis
L., Jatropha gossypifolia L., Cissus sicyoides, néo
apresentaram  atividade contra as cepas
antifingicas (C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata)
e antibacterianas (S. aureus, P. aeruginosa e E.
coli) testadas, sugerimos que os fatores sazonais
(clima, temperatura, época de colheita) e
metodolégicos, podem ser o0s aspectos que
influenciam na sintese de metabdlitos secundarios
relacionados principalmente a atividade
antimicrobiana.

Portanto, s&@o necessarios estudos mais
abrangentes sobre os compostos fitoquimicos que
estdo presentes nestas espécies, bem como novos
estudos in vitro e in vivo para evidenciar o0s
mecanismos detalhados pelos quais os metabdlitos
secundarios podem modificar a atividade antibidtica.

Sendo assim, os resultados apresentados
nessa pesquisa nos fazem vislumbrar estudos
futuros mais aprofundados com estas plantas e com
as demais espécies do horto de plantas medicinais
das faculdades Nova Esperanca em prol da
melhoria da qualidade de vida da comunidade.
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