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AVALIA(;AO DO PERFIL QU!'MICO E DAS ATIVIDADES ANTIBACTERIANA,
MODULATORIA E TOXICOLOGICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FLORES
DE Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae).

Vanessa Gomes Ferreiral, Fabiola Fernandes Galvdo Rodrigues?.
RESUMO

Este estudo teve como objetivo caracterizar quimicamente o extrato etanolico das flores de
Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae) e investigar seu potencial antibacteriano, toxicolégico e
modulatorio. Para producdo do extrato foram utilizadas as flores do Hibiscus obtidas em um
mercado de produtos naturais na cidade de Crato-CE e submersas em etanol durante 72h. Para
identificar o perfil quimico foram utilizados reagentes especificos e posteriormente a deteccdo
de componentes bioativos através da alteracdo de cor e/ou formacdo de precipitado. As
linhagens de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 10031),
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 12624) e Bacillus cereus
(ATCC 33018), foram utilizadas na determinagcdo da concentracdo inibitéria minima pelo
método de microdiluicdo. No teste de modulacdo foram utilizados os antibidticos
aminoglicosideos e B-lactamicos com as cepas de S. aureus (ATCC 12624) e P. aeruginosa
(ATCC 15442), a toxicidade foi avaliado pelo microcrustaceo Artemia salina frente ao extrato
nas concentracdes de 1000 pg/mL a 10 pg/mL. Os resultados do perfil quimico demonstraram
presenca de catequinas, fenois, flavonas, flavondis, flavononas, leucoantocianidinas, tatinos
flababénicos e xantonas. A CIM teve como resultado > 1024 pg/mL para todas as linhagens;
enguanto modulacdo houve sinergismo de S. aureus para cefazolina e gentamicina, e com P.
aeruginosa modulacdo sinérgica para cefazolina, gentamicina e amicacina juntamente do
extrato etandlico, ao final ndo foi possivel determinar a CLso ndo sendo identificada nenhuma
toxicidade. Contudo, os resultados obtidos sugerem a utilizacéo desse extrato como agregado a
antibioticoterapia, podendo ser um composto alternativo no tratamento de doencas.

Palavras-chave: Extrato. Hibisco. Microduluicdo. Resisténcia.

EVALUATION OF CHEMICAL PROFILE AND ANTIBACTERIAL,
MODULATORY AND TOXICOLOGICAL ACTIVITIES OF THE ETHANOLIC
EXTRACT OF FLOWERS OF Hibiscus savariffa L. (Malvaceae).

Vanessa Gomes Ferreiral, Fabiola Fernandes Galvdo Rodrigues?.
ABSTRACT

This study aimed to chemically characterize the ethanolic extract of the flowers of Hibiscus
sabdariffa L. (Malvaceae) and thus investigate its antibacterial, toxicological and modulatory
potential. Hibiscus flowers obtained from a natural products market in the city of Crato-CE and
submerged in ethanol for 72h were used to produce the extract. Specific reagents were used to
identify the chemical profile and later detection of bioactive components through color change
and / or precipitate formation. Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
12624) and Bacillus cereus (ATCC 33018) were used to determine the minimum inhibitory
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concentration by the microdilution method. In the modulation teste the aminoglycoside and f3-
lactam antibiotics were used with th strains of S. aureus (ATCC 12624) and P. aeruginosa
(ATCC 15442). strains, toxicity was evaluated Artemia salina microcrustacean against the
extract at 1000 pg concentrations. / mL at 10 pg / mL. The results of the chemical profile
showed the presence of catechins, phenols, flavones, flavonols, flavonones,
leucoanthocyanidins, flababen tatines and xanthones. MIC resulted in > 1024 ug / mL for all
strains; while modulation there was synergism of S. aureus for cefazolin and gentamicin, and
with P. aeruginosa synergistic modulation for cefazolin, gentamicin and amikacin together with
the ethanolic extract, it was not possible to determine the LCso and no toxicity was identified.
However, the results suggest the use of this extract as an antibiotic therapy, and may be an
alternative compound in the treatment of diseases.

Keywords: Extract. Hibiscus. Microdulution. Resistance.

1 INTRODUCAO

Os fitoterapicos podem apresentar funcdes curativas e profilatica auxiliando o
tratamento de diversas doencas. Estes sdo originados exclusivamente de vegetais que possem
constituintes bioativos validados pelos 6rgdos de vigilancia em satde, sendo assim um
componente de grande valor bioldgico para o individuo e tornando-se um método terapéutico
alternativo. Diante disso, nos ultimos anos houve grande crescimento da procura por
fitoterapicos pela populacdo que visa ter qualidade de vida a baixo custo e novas possibilidades
de tratamento (MARQUES et al., 2019; MENDONCA et al., 2018).

Elementos bioativos das plantas sdo provenientes do metabolismo secundario que
diferente do primario, pois possui funcéo de protecao para sua sobrevivéncia atraves da relacédo
planta e ambiente, como também funcéo terapéutica. Esses compostos apresentam moléculas
complexas, as quais sao responsaveis pela acao terapéutica e sdo obtidos atraves de extratos ou
6leos essenciais, podem apresentar em sua constituicdo compostos fenolicos que por sua vez
possuem acdo antioxidante, como também alcaldides e terpenos responsaveis pela acdo
antimicrobiana e tdxica em defesa vegetal contra animais. Diversas espécies de vegetais
presentes no meio ambiente apresentam esses componentes em suas flores, folhas ou frutos
assim como Hibiscus sabdariffa (AMPARO et al., 2017; MATIAS et al., 2010;
ROCKENBACH et al., 2018).

A espécie Hibiscus sabdariffa L. € uma planta utilizada para fins medicinais, trazida
para o Brasil por escravos africanos € conhecida popularmente por rosélia, azeda-da-guiné ou
azedinha. Possui em sua composi¢cdo compostos quimicos benéficos, sendo estes compostos
retratados na literatura com acdo antioxidante proveniente de compostos fenolicos auxiliando

na eliminacdo de radicais livres, assim como os flavonoides que atuam como fungéo



antimicrobiana na conservagdo de alimentos e com baixos indices de toxicidade as células do
organismo (COELHO; AMORIM, 2019).

Devido a grande procura por fitoterapicos de valor econémico acessivel e que possuam
contribuicdo para a saude da populacdo, as flores de H. sabdariffa tém se tornado uma
alternativa no cotidiano das pessoas, por ofertar constituintes bioativos que podem promover
acOes benéficas ao organismo, mas também por ser um recurso acessivel e de facil manipulag&o.
Desse modo, o presente trabalho buscou avaliar as atividades antimicrobiana, modulatoria e

toxicoldgica do extrato etandlico das flores de Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO E LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa trata-se de um estudo experimental e quantitativo, o qual inclui uma pré -
tese para testar uma hipdtese. Os resultados obtidos poderdo contribuir no aprimoramento de
novas pesquisas cientificas que podem ter finalidade de descobrir algo inexplorado (DODT et
al., 2015). Os experimentos foram realizados no laboratorio de microbiologia e bromatologia
do centro universitario Doutor Ledo Sampaio e no Laboratério de Pesquisas de Produtos
Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri -URCA.

2.2 MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas flores desidratadas do Hibiscus sabdariffa L, obtidas em um mercado

publico no periodo de agosto de 2019 no municipio de Crato-CE.

2.3 PREPARACAO DO EXTRATO

Para obtencéo do extrato etanolico foi utilizado o processo de extracdo a frio com etanol
P.A. O extrato foi preparado com extragéo exaustiva das flores (500g) por imerséo de 72 horas.
Apos esse periodo houve a filtragdo do extrato e o solvente destilado em evaporador rotativo a
vécuo, com rendimento de 16,8% (SIMOES et al., 2010).



2.3.1 Prospeccao Fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram utilizados para detectar a presenca de metabdlitos
secundarios como: flavonoides e taninos, os testes baseiam-se na observacao visual da alteracédo
de cor e/ou formacdo de precipitado apés a adicdo de reagentes especificos (MATQOS, 2009;
SIMOES et al., 2010).

2.4 MATERIAL BACTERIANO

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

2.5 AVALIACAO ANTIBACTERIANA E CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada em ensaio de microdiluicéo
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 o
primeiro cultivo o inéculo bacteriano foi padronizado a partir de uma suspencdo com
concentracéo de aproximadamente de 1 x 108 UFC/mL (turbidez da escala de McFarland). Em
seguida, esta suspensdo foi diluida em caldo BHI a 10 % entdo, volumes de 100 uL foram
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo com diluicbes em
série. Em cada pogo foi adicionado 100uL de solu¢do do extrato ja diluido em DMSO, as
concentracgdes finais variaram entre 512 - 8 ug/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas.

Apbs 24 h na estufa a 37 °C, a atividade antibacteriana foi detectada através do método
colorimétrico, utilizando uma solucdo indicadora de resazurina sodica (Sigma) em agua
destilada estéril na concentracdo de 0,01 % (p/v), 25 uL desta solucéo 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 redugdo da resazurina, indica o

crescimento bacteriano, auxiliando a visualiza¢do da CIM, definida como a menor concentragédo



capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada. Os

experimentos foram realizados em triplicata (CLSI, 2015).

2.5.1 Atividade moduladora a bactérias

O teste de modulacéo foi realizado na presenca e na auséncia do extrato através de
microdiluicdo em triplicata. Para avaliar a atividade moduladora foram utilizados os CIM/ 8 do
extrato associado aos antibioticos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e antibidticos [3-
lactamicos (cefalotina e benzilpenicilina ). As linhagens bacterianas utilizadas foram S. aureus
(ATCC 12624) e P. aeruginosa (ATCC 15442) sendo inoculadas em BHI a 10% e incubadas
em estufa bacterioldgica a 37° por 24 horas. O teste foi monitorado com um controle positivo
contendo apenas os antibidticos aminoglicosideos (amicacina e gentamicina) e os antibioticos
B-lactamicos (cefazolina e benzilpenicilina) assim como os microrganismos. As concentrages
adicionadas das drogas antibacterianas usadas nesse ensaio variaram de 512-0,5pug/mL
(RODRIGUES et al., 2013).

2.6 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE Artemia salina

A toxicidade foi testada contra o microcrustaceo através do método proposto por Da
Costa et al. (2010). O teste foi realizado em triplicata, com diferentes concentracGes que variam
de 1000-10pg/mL, acompanhado de um controle positivo preparado com &gua marinha e
dicromato de potassio (K2Cr.07), e um controle negativo com &gua marinha e DMSO
(Dimetilsufoxido). Apds 24 horas foi feita a leitura de larvas sobreviventes. O célculo da CLsg

foi realizado por regresséo linear, sendo considerado significativo quando CLsp < 1000 pug/mL.
2.7 ANALISES ESTATISTICAS
Os testes microbioldgicos e toxicoldgicos, foram analisados pelo ANOVA bidirecional

seguido pelo teste de Bonferroni utilizando software Graphpad Prism 6.0. Os resultados

considerados estatisticamente significativos foram aqueles em que p <0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A toxicidade do extrato etanolico foi testada contra o microcrustaceo da Artemia salina,
em triplicata, nas concentracdes de 1000 pg/mL a 10 pg/mL. Contudo, ndo foi possivel
determinar a CLsg ndo sendo assim identificada nenhuma toxicidade no extrato.

Os efeitos toxicos de um produto podem aparecer a longo prazo de acordo com a
ingestdo ou por interacdes com farmacos, sendo capaz de levar a um quadro clinico alarmante.
Por conter produtos de biotransformacdo toxicos, 0 seu uso acarreta efeitos imediatos no
tratamento de enfermidades moderadas, como insOnia, constipacdo, dores nas articulagdes e
outros, porém a utilizacdo ao longo de semanas e/ou meses pode levar a complicacbes
assintomaticas. Plantas medicinais em combina¢do com farmacos podem potencializar seu
efeito, diminuir ou agir de modo oposto ao efeito esperado (SILVEIRA et al., 2008).

No estudo realizado por Jabeur et al., (2017), houve similaridade de seus resultados com
os deste estudo, onde o mesmo utilizou de células hepéticas primarias diante do extrato
hidroetandlico de Hibiscus em concentracdes de até 400 pug/mL., o autor se baseou nas diretrizes
do instituto nacional de cancer e em seus resultados ndo houve nenhuma toxicidade.

De acordo com a pesquisa de Lima et al. (2018) que utilizou o cha de Hibiscus in natura
e industrializados diluidos de acordo com o rotulo e analisados frente a células meristematicas
de raizes de Allium cepa, foram observados resultados semelhante ao desse estudo para com a
amostra in natura ndo havendo potecial toxico e ndo alterou a divisdo celular dos meristemas,
no entanto houve potencial toxico da amostra industrializada a qual demostrou reducdo na
divisdo celular dos meristemas de raizes, levando em consideragdo o0 mesmo tempo de
exposi¢do dos dois produtos para com as cepas.

Na anélise quimica do extrato do H. sabdariffa houve adicdo de reagentes especificos da e
posteriormente observacdo da cor ou precipitado do material, que pode revelar compostos
bioativos existentes no extrato deste estudo, como pode-se observar na Tabela 1. Foi possivel
detectar presenca de: catequinas, fenois, flavonas, flavondis, flavononas, leucoantocianidinas,
tatinos flababénicos, xantonas e auséncia de: antocianidinas, antocianinas e tatinos pirogalicos.

Os dados da Tabela 1 se relacionam com os estudos realizados por Salem, Zolivares-
perez e Salem (2014) que confirmam a presenca de conteddo fenodlico, antocianinas e
flavonoides no extrato aquoso do Hibiscus. Relata-se também, nas analises realizadas por Rosa
(2013), a qual utilizou de um extrato de polifendis de Hibiscus em diferentes formas e
preparacOes, obtendo resultado final de valores significativos de polifendis totais e antocianinas

totais.



Tabela 1. Analise fitoquimica qualitativa do extrato etanélico das flores de Hibiscus sabdariffa.
CONSTITUINTES RESULTADO

Antocianidinas
Antocianinas
Catequinas
Fenois
Flavonas
Flavonois
Flavononas
Leucoantocianidinas
Tatinos flababénicos
Tatinos pirogalicos
Xantonas

Legenda: - negativo, + positivo.

++ [+ [+ ]+

+

As atividades antibacterianas do extrato etanolico frio das flores de Hibiscus sabdariffa
L. (Malvaceae) foram analisados in vitro contra as bactérias patogénicas expressas na Tabela
2, e possivel perceber crescimento microbiano para todas as cepas, ndo obtendo efeito do extrato

para com as linhagens.

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico das flores de Hibiscus sabdariffa L.
(Malvaceae).

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

No estudo de Wemedo et al, (2019), foi utilizada a metodologia de difusdo em disco
com extratos aquoso seco e alcodlico quente de H. sabdariffa onde foi possivel perceber maior
atividade inibitdria do crescimento bacteriano para a Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
contudo o seu material foi coletado em outra estacdo do ano e na cidade de Port Harcourt, estado
de Rivers, local distinto ao do estudo em questéo.

Em pesquisas realizadas por Sekar et al. (2015) foi utilizado o extrato metanodlico bruto
das flores e frutos do H. sabdariffa em diferentes concentracGes e desenvolvida a anélise
bacteriana pelo método de difusdo em disco, na concentracdo de 1000 pg/mL houve inibicéo
da cepa de Pseudomonas aeruginosa em 7-9 mm, para S. aureus 11,9 e 7mm. Contudo o
material utilizado por Sekar, foi coletado na vila de Manjoi, Ipoh, Perak, Malasia, sendo um

dos locais de origem do Hibiscus, o que pdde contribuir para o sucesso em suas analises.
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E possivel observar no Grafico 1 que houve resultados significativos dos antibioticos
associados ao extrato de H. sabdariffa frente as bactérias apresentando sinergismo. Para a cepa
de S. aureus houve modulacdo sinérgica com resultados significantes para a cefazolina e
gentamicina com o extrato etandlico potencializando seu efeito, sendo indiferente para
amicacina e Benzilpenicilina. Contudo, para as cepas de P. aeruginosa houve modulagéo
sinérgica sendo mais eficiente o efeito da cefazolina, gentamicina e amicacina juntamente do
extrato etandlico, porém para benzilpenicilina ndo houveram resultados significativos nesse

estudo.

Gréfico 1. Atividade moduladora do extrato etanolico das flores de Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae).

Rk Lill] dkkE

Cefazolina
Cefazolina + EEHs
Gentamicina
Gentamicina + EEHs
Amicacina

Amicacina + EEHs

Benzilpenicilina
Benzilpenicilina + EEHs

SENNETEER

Valor CIM (ug/mL)

S.aureus P.aeruginosa

**** Valor estatisticamente significativo com p<0,0001.

Em outro estudo com a mesma familia de H. sabdariffa, Menezes (2018) avaliou o
potencial modulatério com um extrato hexanico em associacdo com amicacina e gentamicina,
obteve como resultado modulagdo sinérgica frente a S. aureus com amicacina e sinergismo com
P. aeruginosa, gentamicina e amicacina. Diante disso, &€ possivel perceber correlagdo e
semelhanga com os resultados obtidos nesse teste.

Os B-lactdmicos sdo antibioticos comumente utilizados por possuirem amplo espectro,
eficacia terapéutica e poucos niveis de toxicidade, pode conter eficAcia em cocos gram positivos
e bactérias Gram negativas. Podera estar ativo em alguns grupos de bactérias como P.
aeruginosa e da familia Enterobacteriaceae, e neste estudo houve sinergismo do extrato com a
cefazolina pela possivel capacidade de inibi¢do da sintese da parede celular, para com as duas
linhagens S. aureus e P. aeruginosa, porém para a bezilpenicilina ndo houve resultado

significativo pela possivel facilidade de mutagdo com as proteinas de ligacdo a penicilina
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(PBPs) diminuindo assim a acdo do antibidtico em seu alvo, seu efeito € mais eficaz quando
aliado a outro antibiético (BAPTISTA, 2013).

Antibioticos aminoglicosideos agem na inibicao da sintese proteica, se ligando e agindo
na fracdo 30S de gram negativas como também de gram positivas, 0 que pode esclarecer o
sinergismo da gentamicina para com as linhagens desse teste, no entanto para a amicacina em
S. aureus ndo ha resultado com relevancia, pois possui melhor acdo em bactérias gram
negativas que é 0 caso P. aeruginosa que por ventura teve resultados relevantes nos testes
(CASTANHEIRA, 2013).

Diversas classes de micro-organismos possuem mecanismos para o desenvolvimento de
resisténcia a patdgenos, isso ocorre devido a capacidade de codificagdo genética e sua
transferéncia entre os mesmos, decorrente do aumento do uso de antibioticos. Tendo em vista
que produtos naturais, como as plantas medicinais, fornecem agentes antibacterianos como
também modificador de antibidticos compreende-se como uma alternativa o uso de produtos de
origem vegetal como terapia (AGUIAR et al., 2015).

Com os avancos tecnoldgicos da industria farmacéutica, os fitoterapicos se sobressaem
como alternativa terapéutica natural, sendo Uteis a partir de compostos presentes em 6rgaos da
planta, encontrados em extratos e 6leos essenciais que podem expressar interacdes e atividade
antimicrobiana frente ao patdgeno, seu alvo possui variabilidade, mas dispdem maior afinidade
pela membrana e citoplasma bacterianos (GONCALVES, ALVES FILHO, MENEZES, 2005;
NAZZARO et al., 2013).

4  CONCLUSAO

Com base no que foi constatado pelas analises do extrato etandlico das flores de H.
sabdariffa, esse vegetal possui componentes quimicos relevantes os quais atuam com finalidade
terapéutica de modo a ndo causar risco toxico. Evidencia-se auséncia da atividade
antibacteriana, no entanto na modulacéo pode-se observar reacgdes significativas da combinacao
entre o extrato e os antibioticos nas linhagens do teste onde essa unido foi capaz de diminuir a
CIM do farmaco, vale ressaltar que houveram maiores niveis significativos para P. aeruginosa.

Contudo, é importante enfatizar a caréncia de estudos quanto a atividade modulatoria
do H. sabdariffa, e a atengdo para novos estudos com a mesma, pois € uma planta com
atividades significativas para a utilizacdo desse extrato como agregado a antibioticoterapia,
podendo ser um composto alternativo no tratamento de doencgas.
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