253

ARTIGO ORIGINAL

Prospeccao fitoquimica e avaliagao da atividade antimicrobiana da
planta Fridericia patellifera

Jussara Alice Beleza Macedo'™ ", Delcio Dias Marquesz*“, Renildo Moura da Cunhaz“, Samara Motter
Detoni da Silva:“, Kennedy Lima da Silvaz”, llia Gilmara Carvalho dos Santos:

'Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncia, Inovagdo e Tecnologia para Amazénia. Universidade Federal do
Acre, Rodovia BR 364, km 04 Distrito Industrial, 69.915-900, Rio Branco, Brasil

2(niversidade Federal do Acre, Rodovia BR 364, km 04 Distrito Industrial, 69.915-900, Rio Branco, Brasil
sUniversidade Federal do Amazonas, Av. General Rodrigo Octavio Jordao Ramos, 6200 Coroado I, 69080-005,
Manaus, Brasil

*Autor para correspondéncia: jussara.alice@gmail.com

RESUMO: O uso de plantas medicinais no tratamento de doencgas é amplo em todo o0 mundo,
no Brasil devido a dificuldade ao acesso aos medicamentos industrializados e a questdes
culturais essa pratica € muito comum. Desta forma, estudos que possibilitem o conhecimento
de espécies com atividades farmacoldgicas e a certificagao cientifica de espécies ja utilizadas
séo de extrema relevancia. O presente estudo teve por objetivo realizar a prospecgao fitoqui-
mica e a avaliagdo das possiveis atividades bioldgicas da planta Fridericia patellifera (Schltdl.)
L.G. Lohmann, pelo seu uso na medicina popular e pelo potencial farmacolégico da sua fa-
milia (Bignoniaceae), a qual possui muitos géneros com atividades bioldgicas comprovadas.
O levantamento fitoquimico da espécie verificou que os metabdlitos secundarios presentes
na planta assemelham-se aos encontrados em outras espécies do género e da familia, aos
quais sao atribuidas as atividades farmacoldgicas. Na avaliagdo da atividade biolégica frente
ao Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, o extrato metandlico da F. patellifera inibiu o crescimento dos micro-organismos.
Palavras-chave: Bignoniaceae, Fridericia patellifera, atividade antimicrobiana, fitoquimica.

ABSTRACT - Phytochemistry prospecting and evaluation of the antimicrobial activity
of plant Fridericia patellifera (Schitdl.) L.G. Lohmann. The use of medicinal plants in the
treatment of diseases is wide around the world, in Brazil due to the difficulty of access to
manufactured drugs and cultural issues this practice is very common. Studies are needed for
knowledge of species with pharmacological activities and scientific certification species already
used are very important. This study aimed to carry out phytochemical screening and evaluation
of possible biological activities of Fridericia patellifera plant, for its use in folk medicine and the
pharmacological potential of his family (Bignoniaceae), which has many genres with proven
biological activity. Phytochemical survey of the species found that the secondary metabolites
present in the plant are similar to those found in other species of the genus and family, to which
the pharmacological activities are assigned. In the evaluation of biological activity against the
S. aureus, S. saprophyticus, E. coli and P. aeruginosa, the methanol extract of F. patellifera
inhibited the growth of microorganisms.

Key words: Bignoniaceae, Fridericia patellifera, antimicrobial activity, phytochemistry.

INTRODUGAO de espécies vegetais e seu uso tradicional em
O uso de plantas medicinais & milenar, diferentes partes do mundo (Cheikhyoussef et al.

entretanto, desde o inicio deste século, tem 2011). Valdir-Filho e Yunes (1998) apontaram que

ocorrido um crescente interesse pelo estudo a maioria das plantas é desconhecida sob o ponto
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de vista cientifico. Dentro de um universo de 250-
500 mil espécies, somente cerca de 5% tém sua
fitoquimica estudada e uma porcentagem menor,
avaliadas sob os aspectos bioldgicos.

A familia Bignoniaceae é composta por
diversos géneros, cujas espécies sao amplamente
utilizadas na medicina popular, dentre eles temos
0 género Fridericia, anteriormente identificado de
Arrabidaea. As espécies Fridericia chica (Bonpl.)
L.G.Lohmann (A. chica) e Fridericia brachypoda
(DC.) Bureau (A. brachypoda) foram bem estudas
e tém comprovadas atividades farmacoldgicas
atribuidas, principalmente como anti-inflamatoria,
antimicrobiana, incluindo agédo contra fungos e
protozoarios. Esses fatos tornam relevante o estudo
de outras espécies do mesmo género, a fim de
verificar as potenciais atividades farmacoldgicas.

Fridericia patellifera (Schltdl.) L.G. Loh-
mann é uma liana com distribuicdo do México ao
Brasil. A investigacédo fitoquimica do extrato me-
tandlico das folhas de F. patellifera possibilitou o
isolamento de 7 (sete) compostos poucos frequen-
tes na familia Bignoniaceae, entre eles, a mangife-
rina. Todas as substancias isoladas apresentaram
atividade antioxidante. Esses compostos foram
também testados in vitro contra o protozoario Plas-
modium falciparum, agente etiolégico da malaria,
apresentando relativa atividade frente a este pato-
geno (Martin et al. 2008).
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Figura 1. Mangiferina: xantona isolada das folhas
de Fridericia patellifera com atividade antioxidante
e antiprotozoaria.

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
incentiva a utilizacdo de plantas medicinais e es-
tudo para comprovacgao da eficacia destas (OMS
2014).

O ponto de partida para o desenvolvimen-
to de novos farmacos sao os ensaios pré-clinicos,
onde se realizam analises in vitro e com animais. A
partir desta primeira analise verificando-se os efei-
tos farmacoldgicos e excluindo-se os efeitos toxi-
cos o farmaco segue para outras fases de estudo.
Quando se trata de plantas medicinais o procedi-
mento € o mesmo e os estudos podem ser rea-
lizados tanto no extrato vegetal bruto, quanto em
substancias isoladas desses extratos.

Outro ponto importante em relagéo a pes-

254

quisa com plantas medicinais, em particular na
investigacado da atividade antimicrobiana é o au-
mento da resisténcia das bactérias frente aos anti-
microbianos existentes.

Diversos estudos vém sendo desenvolvi-
dos e direcionados a descoberta de novos agentes
antimicrobianos provenientes de extratos vegetais
e outros produtos naturais, com o objetivo de des-
cobrir compostos com atividade comparada a dos
tradicionalmente utilizados, porém, com menor to-
xicidade, mais eficazes contra a resisténcia de mi-
cro-organismos patogénicos e com menor impacto
ambiental (Bona et al. 2014).

Tendo em vista o grande potencial dos
géneros da familia Bignoniaceae, em particular do
Fridericia, foram realizadas a prospeccao fitoqui-
mica e a avaliagao da atividade antimicrobiana de
extratos das folhas da espécie F. patellifera. Este
trabalho se justifica pela necessidade cada vez
mais crescente de se estudar novos farmacos com
potencial antimicrobiano, além de contribuir para o
aproveitamento da grande biodiversidade brasilei-
ra.

MATERIAL E METODOS

Coleta da espécie

A espécie vegetal foi coletada no més de
dezembro de 2012, no Parque Zooboténico (PZ)
da Universidade Federal do Acre (UFAC), localiza-
do no municipio de Rio Branco, Estado do Acre,
Brasil. Foram obtidas as exsicatas in loco e deposi-
tadas no Herbario do Parque Zoobotéanico e identi-
ficadas por botanico do préprio herbario. A exsicata
depositada neste herbario foi registrada com a nu-
meracao: F. patellifera (n. 2086).

Preparagdo das amostras

As folhas frescas das quatro espécies fo-
ram separadas manualmente das partes lenhosas,
limpas e secadas, separadamente a temperatura
de 40 °C, em estufa com circulagao forgada de ar,
no Laboratério da Unidade de Tecnologia de Ali-
mentos (UTAL) da Universidade Federal do Acre.
As folhas foram secas por 24 h, sendo em seguida
trituradas em moinho de ago inox e armazenadas
em saco plastico. O material triturado foi levado
ao laboratorio de Plantas Medicinais do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Natureza da UFAC, para
a obtengao dos extratos.

Preparacgao dos extratos

Extrato hidroalcodlico

Os extratos hidroalcodlicos (EH) foram
preparados conforme metodologia estabelecida
por Mattos (1988). O material vegetal triturado foi
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transferido para um Erlenmeyer, onde foi com-
pletado com o solvente extrator hidroalcodlico
(etanol:agua, 7:3, v/v) até a completa submersao
do material. A extragao foi procedida em recipiente
fechado por 72 h a temperatura ambiente. Ao final,
o extrato foi filtrado, utilizando inicialmente uma fil-
tracao simples com algodao e depois sobre papel
filtro. O processo de extragao foi repetido por trés
vezes. Os extratos obtidos foram concentrados em
evaporador rotativo sob presséo reduzida e, poste-
riormente levado a estufa com circulagao for¢cada
de ar a 40 °C, até completa secagem. Os extratos
obtidos foram mantidos sob refrigeracao até a rea-
lizagao dos ensaios fitoquimicos e bioldgicos.

Preparagao da fragcdao aquosa do extra-
to hidroalcodlico

A fragdo aquosa (FA) foi preparada com
500 mg do extrato hidroalcodlico (EH) a 30% (trinta
por cento) em 100 ml de agua destilada. A mistu-
ra foi solubilizada em sonicador e em seguida foi
filtrada usando filtragdo simples com papel filtro. A
fragdo aquosa (FA) depois de preparada foi arma-
zenada em frasco ambar e mantida em ambiente
refrigerado.

Preparagao da fragdo metandlica do
extrato hidroalcoédlico

A fragdo metandlica (FM) foi preparada
com 500 mg do extrato hidroalcodlico (EH) em
100 ml de metanol. A mistura foi solubilizada em
sonicador e em seguida foi filtrada usando filtragéo
simples com papel filtro. A fragdo metandlica (FM)
depois de preparada foi armazenada em frasco
ambar e mantida em ambiente refrigerado.

Testes fitoquimicos

As anadlises de prospecgao fitoquimica vi-
saram a caracterizagdo qualitativa dos principais
grupos quimicos que representam os principios ati-
vos das drogas vegetais. As analises foram realiza-
das no laboratério de Plantas Medicinais do Centro
de Ciéncias Biolégicas e da Natureza da UFAC,
conforme metodologia de Barbosa et al. (2004) e
Matos (1988). A presencga dos grupos metabdlitos
secundarios se caracterizou pela utilizagao de rea-
¢bes de coloragao ou de precipitagao caracteristi-
cas desses grupos.

Testes para fenoéis e taninos

Aidentificagédo dos fendis e taninos foi rea-
lizada utilizando dois tubos de ensaio numerados.
No primeiro foram adicionados 5 ml da FA e no
segundo 5 ml de agua destilada (ensaio branco).
Posteriormente foi adicionado 3 gotas de solugao
alcodlica de FeCl, a 1% em cada tubo de ensaio.
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Ap06s agitacao foi observado a mudanca na colora-
¢ao ou formagao de precipitado abundante, sem-
pre comparando com o teste em branco (agua +
FeCl,). A presenca de:

*Coloragao entre o azul e o vermelho ¢é indicativo
de presencga de fendis, quando o teste em bran-
co for negativo;

*Precipitado de tonalidade azul indica a presenca
de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis);
*Precipitado de tonalidade verde indica a presenca

de taninos flobafénicos (taninos condensados).

Teste para saponinas

A pesquisa de saponinas foi realizada
usando uma aliquota de 5 ml da FA, em um tubo
de ensaio. Em seguida foram adicionados 15 ml de
agua destilada e agitada vigorosamente durante
2 min, com o tubo de ensaio fechado. A formagéao
de uma camada de espuma permanecendo esta-
vel por mais de 30 min é considerado positivo para
saponinas.

Teste para confirmagao de saponinas

A confirmacao de saponinas foi realizada
utilizando 2 ml de HCI concentrado ao conteudo do
tubo de ensaio onde foi realizado o teste de sapo-
ninas. Ap6s a adi¢gao do acido, deixar pelo menos
60 min imerso em banho-maria. Retirar e deixar es-
friar e em seguida neutralizar com NaOH a 6 mol/l,
usando gota a gota, até pH neutro. A presenga de
precipitado e a ndo formagao de espuma confirma
a presenca de saponinas.

Testes para acidos orgénicos

A identificacao dos acidos organicos foi
realizada utilizando uma aliquota de 2 ml da FA
em um tubo de ensaio. Posteriormente, foram adi-
cionadas 18 gotas do reativo de Pascova A e em
seguida 2 gotas do reativo de Pascova B. A desco-
loragao do reativo representa reagao positiva para
acidos organicos. O reativo de Pascova A foi pre-
parado usando 0,075 g de verde de bromocresol
mais 0,25 g de azul de bromofenol dissolvidos em
etanol até completar a solugdo de 100 ml. Enquan-
to o reativo de Pascova B foi preparado uma so-
lucdo aquosa, dissolvendo 0,25 g de KMn0,, mais
0,25 g de Na,CO, até completar 100 ml de solucao.

Teste para flavonoides

A pesquisa de flavonoides foi realizada
conforme a reagao de Shinoda ou reagao de cia-
nidina. Em um tubo de ensaio foram adicionados
10 ml de FM, em seguida foi acrescentado 5 gotas
de HCI concentrado e raspas de magnésio. O sur-
gimento de uma coloragao résea na solugao indica
reagao positiva de flavonoides.
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Teste para sesquiterpenolactonas e ou-
tras lactonas

A identificacdo qualitativa de sesquiterpe-
nolactonas e demais lactonas foi realizada com
uma aliquota de 3 ml da FM em um tubo de ensaio.
Ao tubo de ensaio foram adicionados 12 gotas de
solugdo alcodlica de cloridrato de hidroxilamina
(NH,OH.HCI) a 10% e 2 gotas de solugdo metandli-
ca de KOH a 10%. A mistura reacional foi aquecida
suavemente em banho-maria por 2 min. Em segui-
da foi esfriada e acidificada com solugao de HCI
a 1 mol/l. Depois de acidificar, foi adicionado uma
gota de FeCl, a 1%. O aparecimento de coloracao
violeta indica reagéo positiva para sesquiterpeno-
lactonas e outras lactonas.

Teste para alcaloides

A pesquisa para alcaloides foi realizada
usando os reativos caracteristicos para identifica-
¢ao de alcaloides: reativo de Bouchardat, reativo
de Dragendorff e reativo de Mayer. A presenga de
alcaloides ocorre com a formagéo de precipitado
com a seguinte coloragéo:
Reativo de Bouchardat: precipitado laranja aver-

melhado

Reativo de Dragendorff: precipitado vermelho tijolo
Reativo de Mayer: precipitado branco

Avaliagao da atividade antimicrobiana

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana
foram utilizadas bactérias Gram-positivas e Gram-
-negativas. Os extratos foram avaliados sua efi-
cacia frente aos microrganismos: Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P), Staphylococcus saprophyti-
cus (ATCC 15305), Escherichia coli (ATCC 10536),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), doados
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS), Laboratério de Micro-Orga-
nismos de Referéncia da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), com sede no Rio de Janeiro-RJ.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana
foi realizada de acordo com o estabelecido pelo
NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards) e foram realizados no Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Exatas e
Tecnologia da UFAM.

Preparagao dos inéculos

Os microrganismos liofilizados foram ati-
vados em caldo Triptona Soja (TSB) e incubados
por 24 h a 37,0 °C. Apds a incubagdo as cepas
foram semeadas em tubo de ensaio com meio de
cultura invertido Muller Hinton por 24 h a 37,0 °C.
Posteriormente, as cepas foram entdo semeadas
em placa de Petri com meio de cultura Agar Muller
Hinton e novamente incubou-se por 24 h a 37,0 °C.

A partir das colbnias originadas na placa
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de Petri foi preparada a suspensado de bactérias
(inéculo) em tubos de ensaio contendo caldo tripto-
na de soja (TSB). A turbidez dos tubos foi ajustada
com a escala 0,5 de MacFarland que apresenta
aproximadamente 1,5 x 108 células/ml, por meio de
medida em espectrofotdbmetro em leitura no com-
primento de onda de 530 nm.

Preparagdo dos extratos

Foram utilizados dois tipos de extratos
para cada espécie, com base nos extratos preco-
nizados para andlise fitoquimica, sendo um extrato
cloroférmico e outro metandlico. Os extratos clo-
roférmio e metandlico foram preparados em um
béquer de 10 ml usando 500 mg de extrato hidroal-
codlico (EH) que foi dissolvido com 5 ml de cada
solvente (cloroférmio e metanol), obtendo no final
uma solugéo de 100 mg/ml.

A atividade antimicrobiana foi avaliada
testando os extratos frente aos microrganismos,
realizada por meio do teste de difusdo em disco
no meio agar. O indculo foi semeado em placas de
Petri contendo Agar Muller Hinton. Com auxilio de
um swab estéril, foi semeado em quatro diregdes,
assegurando que a suspensao de bactérias fosse
distribuida de forma uniforme por toda a placa de
Petri. Apés 5 min, para fixagdo da suspensao ao
meio, foi adicionado discos de papel de filtro estéril
impregnados com 10 pl dos extratos (0,1 mg/ul) e
dos solventes. Como controle positivo foram utili-
zados discos de antibiograma de amoxicilina para
as bactérias gram-positivas (género Staphylococ-
cus) e norfloxacina para bactérias gram-negativas
(E. coli e P. aeruginosa).

As placas foram incubadas por 24 h a 37,0
°C, apo6s a incubacao as placas foram analisadas
para verificagdo da formagao dos halos de inibi¢cao.

A sensibilidade do microrganismo foi medi-
da a partir do didmetro do halo de inibi¢cdo, sendo
esta medida realizada com auxilio de um paquime-
tro digital Digimesse.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes fitoquimicos

A espécie apresentou resultados muito
semelhantes, aos encontrados na literatura
para outras espécies do género e com a familia
Bignoniaceae. A Tabela 1 apresenta os resultados
da prospeccgao fitoquimica.

Na pesquisa de taninos e compostos
fendlicos a espécie apresentou alta intensidade
de coloragdo, indicando grande concentragéo
desses metabdlitos secundarios, corroborando o
estudo de Martin (2008), que verificou a presenca
de compostos antioxidantes na espécie e com
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estudos de outras espécies do género, esta
confirmagao ocorreu também para as saponinas.
Alves et al. (2010) verificaram a presenca de fendis,
antocianinas, antocianidinas, taninos condensados
e saponinas na tintura da F. chica.

Tabela 1. Resultados da prospecgao fitoquimica
qualitativa das folhas de Fridericia patellifera

Metabdlitos Fridericia . patellifera
Pesquisados FAQ FM EH
Acidos Organicos -
Alcaloides -
Fenois +4++
Taninos pirogalicos -
Taninos flobafénicos +++
Flavonoides +++
Saponinas +++

Sesquiterpeno-lacto- -
nas

Teste microbiolégicos

Ametodologia utilizada nesta pesquisafoia
difusdo em agar, sendo observada a Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) que é a quantidade da
substancia necessaria para inibir a agdo do micro-
organismo. Ostrosky et al. (2008), realizando uma
revisdo dos métodos utilizados em pesquisa,
concluiram que o método de difusdo em agar &
o0 método mais utilizado devido a simplicidade de
execucgao e o baixo custo.

A CIM foi medida a partir do diametro do
halo de inibicdo de crescimento bacteriano. Na
literatura encontramos diferentes consideracbes
sobre o didmetro do halo emrelacéo a sensibilidade
microbiana. Em alguns trabalhos considerou
sensivel o aparecimento do halo, outros a
sensibilidade do microrganismo foi relacionada
a inibigdo do antimicrobiano utilizado como
controle, sendo sensiveis as cepas que tiverem o
crescimento igual ou superior ao controle, variando
de sensivel, moderadamente sensivel e resiste
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(Karaman et al. 2003; Ostrosky et al. 2008). Neste
trabalho foi considerado sensivel o halo de inibigao
igual ou superior a 10 mm.

O extrato cloroférmico ndo inibiu o
crescimento bacteriano, sendo assim os micro-
organismos nao foram sensiveis ao extrato
na concentragao testada 0,1 mg/ul. O extrato
metandlico apresentou atividade frente a todas
as cepas testadas (Tabela 2). Com base nos
resultados foi verificada a necessidade de realizar
um estudo microbiolégico mais aprofundado,
incluindo a utilizacdo de diferentes concentragbes
dos extratos, a fim de se determinar um perfil de
inibicado microbiana para a espécie.

Os resultados da prospeccgao fitoquimica
corroboram as informacgdes verificadas na literatura,
para a espécie, género e familia, o que evidéncia
a relevancia dos estudos com a F. patellifera, pelo
seu potencial farmacoldgico.

A resposta frente aos micro-organismos
testados na avaliagdo da atividade biologica
reforca a relevancia do presente estudo, diante
da necessidade de desenvolvimento de novos
recursos terapéuticos para o combate de infecgbes
e vencer os grandes problemas de resisténcia aos
antimicrobianos da atualidade.

CONCLUSAO

Em sintese, sendo este estudo de carater
inovador, e de nivel pré-clinico, € um ponto de
partida para estudos mais detalhados e profundos
da espécie. Espera-se que o mesmo sirva de
incentivo e norteador metodolégico para novas
pesquisas com plantas medicinais, a fim de suprir
as deficiéncias de suprimento de matérias primas
de origem nacional e as necessidades de novos
farmacos antimicrobianos e de outras classes
farmacoldgicas.
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Tabela 2. Resultados dos testes microbioldgicos do extrato metandlico

Resultados em Halos (mm)

Espécies GRAM + GRAM -
S. aureus S. saprophyticus E. coli P. aeruginosa
Fridericia patellifera 15 16 15 14
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