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COMPOSIQAO QUIMICA E ATIVIDADES BIOLOGICAS DO EXTRATO
ETANOLICO DAS CASCAS DO CAULE DE Ximenia americana L. (OLACAEAE)

Lucas Alfredo Sousa de sales® Fabiola Fernandes Galvéo Rodrigues®
RESUMO

Essa pesquisa objetivou determinar o perfil quimico e as atividades bioldgicas do extrato
etanolico das cascas do caule de Ximenia americana. O material vegetal foi coletado no
municipio de Granito-PE. Para obtencdo do extrato etandlico foi utilizado o processo de
extracdo a frio por etanol PA. O extrato foi preparado com extracdo exaustiva das cascas com
imersdo em etanol PA por 72 horas. O extrato foi filtrado e o solvente destilado em
rotaevaporador. A prospeccao fitoquimica foi realizada por meio de observacao visual apos
adicdo de reagentes, a atividade antibacteriana foi testada contra as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas utilizando método de microdiluicdo para determinacdo da CIM, e ainda foi
testada a acdo moduladora do extrato combinando aos antibidticos amicacina, gentamicina,
cefazolina e benzil penicilina, contra cepas padrdes de S. aureus e P. aeruginosa. Quanto o
perfil quimico, os testes revelaram a presenca de fenois, taninos condensados, chalconas e
auronas, flavonondis, catequinas e flavononas. O extrato mostrou-se ineficaz quanto a
atividade antibacteriana, apresentando CIM >1024pug/mL. quanto a modulagdo, apresentou
sinergismo do extrato com amicacina, gentamicina e cefazolina contra P. aeruginosa e
antagonismo com benzil p. contra S. aureus. Além de apresentar uma baixa toxicidade com
CLso > 1000 pg/mL. Diante do que foi encontrado com os estudos das cascas de Ximenia
americana é possivel aferir a presenca de importantes classes de metabolitos secundarios,
boas atividades biol6gicas com uma baixa toxicidade, sendo assim oportuno dar continuidade
a essa pesquisa.

Palavras-chave: Fitoquimica. Microbioldgico. Ximenia americana.

ABSTRACT

CHEMICAL COMPOSITION AND BIOLOGICAL ACTIVITIES OF THE
ETHANOLIC EXTRACT OF Ximenia americana L. CAULE SHELLS (OLACAEAE)

This research aimed to determine the chemical profile and biological activities of the
ethanolic extract of Ximenia americana stem bark. The plant material was collected in the
municipality of Granito-PE. To obtain the ethanolic extract the cold extraction process by
ethanol PA was used. The extract was prepared by exhaustive extraction of the peels with PA
ethanol immersion for 72 hours. The extract was filtered and the solvent distilled on rotary
evaporator. Phytochemical prospecting was performed by visual observation after addition of
reagents, antibacterial activity was tested against Gram-positive and Gram-negative bacteria
using a microdilution method for MIC determination, and the modulating action of the extract
was combined with amikacin, gentamicin, cefazolin and benzyl penicillin antibiotics against
standard strains of S. aureus and P. aeruginosa. Regarding the chemical profile, the tests
revealed the presence of phenols, condensed tannins, chalcones and aurones, flavononols,
catechins and flavonones. The extract was ineffective regarding antibacterial activity,
presenting MIC >1024pg / mL. modulation showed synergism of the extract with amikacin,
gentamicin and cefazolin against P. aeruginosa and antagonism with benzyl p. against S.
aureus. In addition to presenting a low toxicity with LC50> 1000 pg / mL. Given what has
been found with studies of shrimps of Ximenia americana, it is possible to assess the presence



of important classes of secondary metabolites, good biological activities with low toxicity, so
it is appropriate to continue this research.
Keywords: Microbiological. Phytochemistry. Ximenia americana.

1 INTRODUCAO

Das espécies utilizada com frequéncia por populares estd Ximenia amerina L,
pertencente a familia Olacaceae, com ampla distribuicdo mundial, e usada na medicina
popular, onde é conhecida por ameixa-do-mato, ameixa preta e umbu bravo (SILVA-LEITE
etal., 2017).

Essa espécie é caracterizada como sendo de pequeno porte e seu consumo é
principalmente em forma de chas das cascas do caule. Existe descricdo que em sua
composicdo quimica estdo presentes alcaldides, taninos, catequinas, diterpenos, fendis,
terpenos e esterdides sendo condizente com as atividades relatadas como, antioxidante,
antibacteriana e anti-inflamatéria (ARAGAO et al., 2018; VIEIRA, 2018)

Os produtos naturais sdo utilizados como insumos na medicina tradicional ha séculos,
utilizando como base o conhecimento empirico das mais distintas culturas. Dessa forma,
algumas areas da ciéncia se dedicam a investigacdo do uso de produtos naturais e a intima
relacdo desenvolvida com eles por determinados grupos étnicos, com a finalidade de
comprovar e entender suas aplicagOes, dentre elas, destaca-se a etnofarmacologia e a
etnoboténica (FENALTI et al., 2016; BITU, 2015).

As aplicacOes dadas a esses produtos sao em virtude de possuirem em sua composicao
substancias que lhes atribuem atividades farmacoldgicas, como as que lhes conferem efeitos
antimicrobiano e antioxidante. Essas substancias, sdo resultados de uma parte do metabolismo
da planta, denominada metabolismo secundario e representam um recurso importante na
producdo de medicamentos da medicina tradicional e da medicina moderna (SILVA et al.,
2017; SOUZA et al., 2017).

A presenca dos produtos do metabolismo secundario conferem os mais diversos
efeitos na planta, funcionando principalmente como mecanismo de defesa para as espécies
vegetais. A presenca de algumas dessas substancias pode agregar a esses produtos atividades
bioldgicas, como a acdo antimicrobiana e antioxidante, que estudos demonstram esta
associada a presenca de constituintes quimicos, como os fenois e flavonoides (ALVES;
SANTOS; MATIAS, 2014).



As atividades bioldgicas apresentadas por esses constituintes quimicos tém despertado
0 interesse na pesquisa de produtos naturais, além disso, a crescente incidéncia de patdgenos
resistentes aos antibidticos tradicionais aguca o interesse nesses produtos (COUTINHO et al.,
2018).

Nessa busca por novos agentes antibacterianos, entram em contexto as plantas, que
veem se destacando como sendo uma importante fonte para produgdo de novos farmacos,
sendo assim importante ressaltar o papel imprescindivel da pesquisa in vitro da atividade
antibacteriana de plantas na descoberta de compostos quimicos com potenciais efeitos
farmacoldgicos. Ainda alguns desses metabolitos podem potencializar o efeito de antibidticos
convencionais (AMPARO et al, 2018).

Entretanto, o uso desses produtos também pode trazer prejuizos a satde devido alguns
constituintes, quando presentes, causarem elevada toxicidade, principalmente quando usado
de forma errdnea, por pessoas leigas (LEAL; TELLIS, 2015).

Dessa forma, faz-se necessario estudos como esse, para verificar por meio de métodos
cientificos, se as aplicacdes dadas a espécie sdo condizentes com suas atividades bioldgicas,
que por possuir um grande apelo popular, é importante averiguar seus efeitos, pois, esses
constituintes podem variar em decorréncia de diversos fatores, como, o lugar, mudanga
climética e ciclo circadiano (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Portanto, esse trabalho objetivou verificar a composi¢do quimica e as atividades

bioldgicas do extrato etanolico das cascas do caule de Ximenia americana.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, qualitativo e quantitativo in vitro, onde o0s
experimentos buscam elucidar os constituintes quimicos, o potencial antibacteriano, além de
avaliar a toxicidade do extrato. Foram realizados nos Laboratérios de Microbiologia e de
Quimica do Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio e no Laboratorio de Pesquisas de

Produtos Naturais da Universidade Regional do Cariri -URCA.

2.2 MATERIAL VEGETAL E IDENTIFICACAO BOTANICA



Foram utilizadas as cascas do caule da ameixa-do-mato (Ximenia americana), obtidos
no sitio Riacho do Logradouro, municipio de Granito, Pernambuco (7°48°30”S; 39°39°11”W).
A coleta foi realizada no periodo da manh& na primeira semana do més de agosto de 2019.
Uma exsicata do material vegetal foi preparada e posteriormente, submetida a identificacao
pelo Herbario Dardano Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri-URCA.

2.3 PREPARACAO DO EXTRATO

Para obtencdo do extrato etandlico foi utilizado o processo de extracao a frio com etanol
P.A. O extrato foi preparado com extracdo exaustiva das cascas por imersédo de 72 horas.
Apos esse periodo, o extrato foi filtrado e o solvente destilado em evaporador rotativo a vacuo
(SIMOES et al., 2010).

2.4 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Os testes fitoquimicos foram utilizados para detectar a presenca de metabdlitos
secundarios como: flavondides e taninos. Os testes se baseiam na observagdo visual da
alteracdo de cor e/ou formacgdo de precipitado apds a adicdo de reagentes especificos
(MATQS, 2009).

2.5 MATERIAL BACTERIANO

Os micro-organismos utilizados nos testes foram obtidos em parceria com o Laboratdrio
de Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri (URCA), Onde
foram utilizadas linhagens padrdo de bactérias Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031), e
Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 12624), Bacillus cereus (ATCC 33018).

2.6 AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada em ensaio de microdiluigdo
em caldo com base no CLSI (2015). Ao anteceder o teste, as linhagens bacterianas foram

ativadas em meio Brain Heart Infusion (BHI 3,8 %) e mantidas na estufa por 24 horas. Apos



0 primeiro cultivo o inoculo bacteriano foi padronizado a partir de uma suspencdo com
concentracdo de aproximadamente de 1 x 10® UFC/mL (turbidez da escala de McFarland). Em
seguida, esta suspensdo foi diluida em caldo BHI a 10 %, entdo volumes de 100 puL foram
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo com diluigdes em
série. Em cada poco foi adicionado 100uL de solugdo do extrato, que foi preparada diluindo
0.1 grama do extrato em 10 ml de agua destilada.

Apos 24 h na estufa a 37 °C, a atividade antibacteriana foi detectada através do método
colorimétrico, utilizando uma solucdo indicadora de resazurina sédica (Sigma) em &agua
destilada estéril na concentracdo de 0,01 % (p/v), 25 pL desta solugdo foi adicionada em cada
cavidade e as placas ficaram em um periodo de incubacdo de 1h em temperatura ambiente. A
mudanca de coloracdo azul para rosa, ocorre devido a reducdo da resazurina, indicando o
crescimento bacteriano, auxiliando a visualizacdo da CIM, definida como a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.

Os experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2015).

2.7 ATIVIDADE MODULADORA FRENTE ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDEOS E
BETA-LACTAMICOS

O teste de modulagdo foi realizado na presenga e na auséncia do extrato através de
microdiluicdo em triplicata. Para avaliar a atividade moduladora foram utilizados
concentracbes do extrato associado aos antibioticos aminoglicosideos (amicacina e
gentamicina) e antibioticos B-lactdmicos (cefafazolina e benzilpenicilina ). As linhagens
bacterianas utilizadas foram inoculadas em BHI a 10% e armazenadas em estufa
bacteriologica a 37° por 24 horas. O teste foi monitorado com um controle positivo contendo
apenas antibidticos e 0s micro-organismos. As concentracGes adicionadas das drogas

antibacterianas usadas nesse ensaio irdo variar de 512-0,5pug/mL (RODRIGUES et al., 2013).

2.8 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE Artemia salina

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo Artemia salina, o teste foi realizado
em triplicata, com diferentes concentragfes, acompanhado de um controle positivo preparado
com &gua marinha e dicromato de potéssio (K,Cr,O7), e um controle negativo com agua

marinha e DMSO (Dimetilsufoxido). Apos 24 horas foi feita a leitura de larvas sobreviventes.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico_betalact%C3%A2mico

O caélculo da CLs, foi realizado por regressao linear, sendo considerado significativo quando
CLsp < 1000 pg/mL (DA COSTA et al., 2010).

2.9 ANALISES ESTATISTICA

Os testes microbioldgicos e a toxicidade foram analisados pelo ANOVA bidirecional
seguido pelo teste de Bonferroni utilizando software Graphpad Prism 6.0. Os resultados

considerados estatisticamente significativos aqueles em que em p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etanolico das cascas do caule de Ximenia americana apresentou coloracao
vermelho-marrom, aspecto seco e discreto aroma amadeirado, com o rendimento de 4,06%,
inferior ao obtido pelo experimento de Leal (2016), realizado com as cascas do caule de X.
americana coletado no estado do Piaui. A diferenca entre os rendimentos possivelmente é em
decorréncia da distin¢do entre os locais de onde foi coletado o material vegetal ou pelo
método de extracdo. Na prospeccao fitoquimica do extrato, com finalidade de tracar o perfil
quimico da espécie, foi observada a presenca fendis, taninos condensados, chalconas e
auronas, flavononois, catequinas, flavononas como descrito na Tabela 1. Esses compostos
também foram relatados no estudo de Vieira (2018). Os compostos fendlicos, como 0s
encontrados nessa pesquisa, possuem ja conhecida acdo antifingica e anti-inflamatdria
(MANACH et al.,2004).

Tabela 1. Perfil quimico do extrato das cascas do caule de Ximenia americana.

Classes De Metabolitos Secundarios EEXA

Fenois +
Taninos condensados

Taninos pirogalicos -
Antocianinas e Antocianidinas
Flavonas, Flavondis e Xantonas
Chalconas e Auronas
Flavononois
Leucoantocianidinas

+ +
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Catequinas +
Flavononas
Alcaloides -

Fonte: Autor. EtOHXM: Extrato Etandlico das cascas de Ximenia americana, +: presenca do metabolito,
-: auséncia do metabolito.

A literatura descreve que os flavondides possuem atividade sinérgica na modulacdo de
antimicrobianos comerciais convencionais contra cepas bacterianas resistente, vislumbrando
dessa forma um contra-ataque a determinados mecanismos de resisténcia desenvolvido pelas
bactérias (CUSHNIE; LAMB, 2005).

Os testes para determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) ndo apresentaram
resultados clinicamente significativos (CIM < 256 pg/mL). Tanto as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 12624) e Bacillus cereus (ATCC 33018), quanto as Gram-
negativas Escherichia coli (ATCC 25922), Psedomonas aeruginosa (ATCC 25922) e
Klebisiela pneumoniae (ATCC 10031) apresentaram CIM > 1024 pg/mL como exemplificado
na Tabela 2.

Tabela 2. Resultado da Concetracdo inibitoria minima frente ao extrato etandlico das cascas
do caule de Ximenia americana.

BACTERIA CIM (pg/mL)
Staphylococcus aureus (ATCC 12624) >1024
Bacillus cereus (ATCC 33018) >1024
Escherichia coli (ATCC 25922) >1024
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25922) >1024
Klebisiela pneumoniae (ATCC 10031) >1024

Fonte: Autor. CIM: Concentragdo Inibitoria Minima.

Esses resultados diferem dos encontrados por Alves et al., (2018) utilizando extrato
metandlico das cascas do caule de X. americana, que obteve valores de CIM de 256 pg/mL
para as bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus epdermidis. Essa diferenca entre os
resultados € em decorréncia da diferenca da constituicdo quimica ou mesmo da variacdo na
quantidade dos metabolitos, por se tratar de espécies coletadas de regiGes diferentes.
Kubmarawa et al., (2007), obteve uma CIM de 0,5 mg/mL para Staphylococcus aureus
também utilizando o extrato etanolico de X. americana.

O extrato demonstrou sinergismo na modulacdo com o0s antibidticos amicacina,
gentamicina e cefazolina conta a bactéria Pseudomonas aeruginosa e antagonismo para

amicacina contra S. aureus. Os antibidticos cefazolina, Benzilpenicilina e gentamicina na
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modulacdo contra S. aureus e a gentamicina contra P. euruginosa, ndo foram estaticamente

significativos, apresentando p>0,05 como demonstra o Grafico 2.

Gréfico 1. Resultado da modulacdo do EEXA associado aos antibidticos aminoglicosideos e
B-lactamicos.
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Fonte: Autor. CIM: Concentracao Inibitéria Minima.

Os antibioticos amicacina e a cefazolina apresentaram CIM de 1024 pg/mL, e quando
combinada ao extrato apresentou uma CIM de 512 ug/mL, a gentamicina demonstrou CIM de
128 nug/mL e quando combinada ao extrato diminuiu para CIM de 64 pg/mL, quando testados
contra P aeruginosa. Os testes realizados por Silva et al., (2015) utilizando o extrato etandlico
das cascas da X. americana apresentaram efeito sinérgico quando foi testado em conjunto
com a eritromicina contra diferentes cepas de S. aureus, obtendo contra uma das cepas
testadas uma MIC de 26,04mg/mL para o antibidtico sozinho, e 4,16mg/mL para o antibiético
combinado com o extrato.

O sinergismo apresentado na associacdo com 0s antibidticos amicacina, gentamicina e
cefazolina, pode estar relacionado com a presenca de importantes classes de metabolitos como
0s compostos fendlicos no extrato, que ao interagirem com 0s antibidticos potencializam o

seu efeito por favorecer seu mecanismo de a¢do (CUSHNIE; LAMB, 2005).



12

A amicacina quando testado contra a bactéria Staphyloccous aureus, apresentou CIM
de 256 pg/mL, aquando testado combinado ao extrato elevou para 1204 pg/mL, demonstrando
efeito antagbnico do extrato sob a amicacina. Sales et al.,(2017) também obteve em seu
experimento antagonismo no efeito da amicacina contra S. aureus. Mecanismos que leva ao
antagonismo no efeito do antibidtico pelo extrato pode ser decorrentes de alguns mecanismo,
entre eles a quelagdo, onde uma substancia presente no extrato, que apresenta em sua estrutura
quimica grupos funcionais como amida e cetona, adere ao sitio de ligacdo do antibidtico
diminuindo sua absorcdo pela bactéria, de tal forma, novos estudos precisam ser realizados
para elucidar o mecanismo que levou ao antagonismo apresentado (SOUZA et al., 2018;
LONHGHIN, 2008).

O extrato mostrou uma baixa toxicidade contra o microcrustaceo Artemia salina,
apresentando CLsg 943 ug/mL, como demonstra o Gréafico 2. sugerindo que o produto possuli
pouco potencial toxico, necessitando de uma elevada concentracdo para morte das Artemias,

assim como descreve Silva et al., (2015) em sua pesquisa.

Graéfico 2. Resultado da toxicidade presentada pelo EEXA contra Artemia s.
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Fonte: Autor. [EEXA]: Concentragdo do extrato das cascas do caule de Ximenia americana.

A auséncia de metabolitos secundarios com conhecida associacdo a efeitos toxicos, € a
possivel causa para a baixa toxicidade do produto, como os alcaldides, que se apresentaram
em niveis detectaveis na prospecc¢éo fitoquimica. A baixa toxicidade apresentada pelo produto
permite maior segurangca em seu uso por populares além de tornar mais viaveis futuras

pesquisas.

4 CONCLUSAO
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De acordo com os resultados da pesquisa, podemos aferir que o extrato etandico das
cascas do caule da ameixa possui em sua composicdo quimica importantes classes de
metabolitos secundarios o que Ihe proporciona excelentes atividades bioldgicas, com uma
baixa toxicidade o que favorece uma vantagem ao produto. Dessa forma é importante dar

segmento com a pesquisa realizando novos estudos com a espécie.
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