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Trabalho de Conclus&o de Curso (TCC)

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E PERFIL FITOQU MICO DOS EXTRATOS DE
Caesalpinia pyramidalis

ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND PHYTOCHEMICAL PROFILE OF Caesalpinia
pyramidalis EXTRACTS

Rafael Marques dos Santos®; Ernane Gerre Pereira bastos®

48SANTOS, Av. Teot&io Segurado 1501 Sul, Palmas, CEP 77.019-900, rms7004@gmail.com.
bBASTOS, Av. Teoténio Segurado 1501 Sul, Palmas, CEP 77.019-900, bastosernane@hotmail.com.

Resumo

Caesalpinia pyramidalis popularmente conhecida como catinga de porco €uma espe&ie de
planta encontrada no Brasil, principalmente na regi& Nordeste. Seu uso €bem difundido
nas populag@®s principalmente para o tratamento de infecg@s catarrais, diarreicas dentre
outras. Diversos componentes qu micos descritos na literatura com aGg& antimicrobiana ja
foi relatado nesta espe&ie vegetal. A metodologia aplicada para determinar ConcentraGo
Inibit&ia M mima foi a microdiluigi® em microplaca 96 pogs em triplicata. Este trabalho
teve como objetivo avaliar atividade antibacteriana de extrato da folha de C. pyramidalis,
bem como verificar o perfil fitoqumico do mesmo. Os resultados demonstraram que 0s
extratos de C. pyramidalis possuem atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus
0023, Staphylococcus epidermidis 0128 e Klebsiella pneumoniae 0083. A triagem
fitoqu mica demonstrou a presen@ de taninos, alcalGdes, flavona e flavonol o que pode

justificar a ag® antibacteriana dos extratos desta planta.

Palavras-chave: Bactericida. Fitoqu mica. C. pyramidalis.

Abstract
Caesalpinia pyramidalis popularly known as pig catinga is a species of plant found in
Brazil, mainly in the Northeast region. Its use is widespread in populations mainly for the
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treatment of catarrais, diarreicas infections, among others. Several chemical components
described in the literature with antimicrobial action have already been reported in this plant
species. The methodology applied to determine Minimum Inhibitory Concentration was
microdilution in microplate 96 wells in triplicate. This study aimed to evaluate antibacterial
activity of C. pyramidalis leaf extract, as well as to verify the phytochemical profile of C.
pyramidalis. The results showed that C. pyramidalis extracts have antibacterial activity
against Staphylococcus aureus 0023, Staphylococcus epidermidis 0128 and Klebsiella
pneumoniae 0083. Phytochemical screening demonstrated the presence of tannins,

alkaloids, flavone and flavonol which may justify the antibacterial action of this plant.

Keywords: Bactericidal. Phytochemistry. C. pyramidalis.

1 INTRODUCAO

No Brasil, a terap@&utica antimicrobiana convencional éuma prdica antiga que segue
de acordo com o perfil internacional. Medicamentos s& langdos no mercado e 0 seu uso
adotado imediatamente. Alguns preju £os tén sido atribu flos em funGa do uso iatrogénico
e abusivo de antimicrobianos de origem sinté&ica ou natural. A resist&cia microbiana e a
automedicac@ sé&p alguns desses (VEGNI, PANCERIB e BIFFIC, 2004).

Por outro lado, estudos etnobot&nicos feitos em vaias regiGs do pa® tén
sinalizado positivamente mostrando a intensificag da medicina tradicional. A vasta
biodiversidade vegetal pode ser uma forma alternativa no combate as infecg@es
microbianas (LOCHER, 1995). As plantas sintetizam uma variedade de subst&cias com
atividade antimicrobiana, que apresentam uma diversidade de estruturas qu micas capazes
de reconhecerem e se ligarem a alvos moleculares presentes em bact&ias patogé&nicas
(BRAGA, 1976).

A Caesalpinia pyramidalis faz parte da famiia das Leguminosae (Fabaceae),
classe das Dicotiledoneae endénica do Sert& Nordestino, popularmente conhecida por
“catingueira” e “catinga de porco” (BRAGA, 1976), habitando lugares pedregosos (BAHIA
et al., 2005) e podendo atingir até4 metros de altura. Na medicina popular as flores, folhas
e cascas s& usadas no tratamento das inflamag®s rica em exsudato, nas diarréas e
disenterias patogénicas (BRAGA, 1976), ainda apresenta aGg antipiré&ica e como diurética

(BAHIA et al., 2005). Das folhas foram isoladas molé&ulas com aG® antibacteriana



(MENDES et al., 2000). Neste estudo objetivou-se realizar triagem fitoqu iica e atividade
antimicrobiana dos extratos alcodicos de folhas de C. pyramidalis frente & cepas ATCC

de S. aureus 0023, S. epidermidis 0128 e K. pneumoniae 0083.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 DESENHO DO ESTUDO

Esta € uma pesquisa aplicada, de natureza quali-quantitativa, com objetivo
exploratGio. Através de procedimento experimental, foi realizado no laborat&io da
instituigd de ensino CEULP/ULBRA, Palmas-TO, a avaliagd do potencial antimicrobiano

(frente a bacté&ias patogénicas) dos extratos das folhas e de C. pyramidalis.

2.2 CONFECCAO DOS EXTRATOS
As amostras vegetais foram coletadas na fazenda Saltinho em Almas-TO e
identificadas pelo herb&io da UFT em seguida colocadas em estufa a 40 <C para secagem.
As folhas foram trituradas no moinho de facas. Seguidamente, as mostras foram pesadas e
submetidas aextracd etandica 70% e metandica 99.8% em extrator Soxhlet (SIMOES et
al., 2000) para evaporar o solvente, e suspensa em dimetilsulf&ido (DMSO) 1%.

2.3 DETERMINAC}AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

MIC) foram realizados pela metodologia padronizada de microdiluiG® em microplacas de
96 cavidades em triplicata (BEBEAR, 1996). Primeiramente, foi realizada uma diluig
seriada dos extratos de planta, onde 100 i de meio de cultura foram a adicionados 100
L do extrato 200 mg/mL; e homogeneizados com 100 i de meio na cavidade seguinte,
e assim sucessivamente, desprezando 100 L do Utimo po@. Em seguida adicionou 5 pL
da solug@® 10’ conforme escala Mac Farland em todas as cavidades (BENFATTI et al.,
2019). Como controle negativo foi feita uma diluigi seriada do prprio solvente (DMSO
1%) e o mesmo foi feito com Cloranfenicol 200 mg/mL para positivo, sem extrato de
planta. E do meio de cultura com apenas Mueller Hinton e in&ulo. Ap& incubaG de
37<C por 24 foras adicionou-se em todas as cavidades 30 pL de resazurina 0,03%
homogeneizando onde, ap& 24 horas de incubag, realizou leitura.



2.4 LEITURA DAS PLACAS

A leitura do resultado ocorreu pela observagi® da reag colorimérica do ensaio
com resazurina onde 0 meio se torna roxo quando hainibiG e rosa quando hacrescimento.
As cores dos pogs testes foram comparadas com os controles em relag aconcentraGgo
Inibit&ia m mima (CIM). Ver (Tabela 01).

2.5 TRIAGEM FITOQU MICA

Para a realizag da triagem fitoqu mica foi utilizada a metodologia apresentada por
Costa (2002).

2.5.1 ALCALOIDES

Foram pesados 2 g da droga vegetal pulverizada e na sequencia mediu-se 15 mL de
HCL 2% e levou-se ao banho-maria por 5 minutos. Realizou-se outra extragg utilizando a
mesma quantidade da droga vegetal e HCL 0,1N. Ambas as solugs foram filtradas sob o
funil de separacG® e ap&, foi adicionado hidréido de am@nia (qsp) para alcalinizar o meio
(pH > 8). Foi adicionado o clorofdmio 99.8%para solubilizar e dividido em 3 tubos. Para
cada um dos tubos foi adicionado 4 gotas de um reagente, Wagner, Dragendorff e Mayer. E
observada a presen@ de alcaloides por meio da formaG® de precipitado ou turvag.

Peumus boldus foi usado como controle opositivo das reac®s.

2.5.2 ANTRAQUINONAS

Em dois tubo de ensaio foi adicionado 1 g da droga vegetal em cada e na sequéicia
10 mL de éer etiico no primeiro e am&ia 10% no segundo, agitou-se cuidadosamente.
Observou se houve coloragg rosa ou vermelha na porG@ superior (fase aquosa) para as
formas livres ou heteros micas. E controle usou a Cassia angustifdia.

2.5.3 FLAVONOIDES

Para a identificagi da presena de flavon@des, foi realizada a reag@ de Shinoda e
com Sais de Ferro. No qual se pesou 5 g da droga vegetal e foram extraflas as molé&ulas
usando o etanol a 75% no banho-maria por 5 minutos. Retirou-se 8 mL da soluG® e
evaporou totalmente na chapa aquecedora utilizando a c&psula de porcelana atéobter-se o
extrato seco. O extrato foi lavado com clorofdmio em duas vezes de 10 mL e

ressuspendido na cdsula de porcelana com 5 mL de metanol 99.8 %. A soluGd foi



transferida para um tubo de ensaio e adicionado 10 mg de magné&io em p&e 1 mL de &ido
clordrico P.A. para observar se houve coloragd vermelho (flavonol) ou laranja (flavona).

O Controle positivo foi a Calendulla officinalis.

2.5.4 SAPONINAS

A solucG extrativa foi obtida por decocG@ no banho-maria utilizando 2 g da droga
vegetal e 100 mL de &ua destilada. Ap& 10 minutos, filtrou-se a solugi. Posteriormente
foram feitos o teste de espuma e reag de Salkowski para triterpé&nicas ou esterGdais. O

Tribullus terrestris foi empregado como controle positivo.

2.5.5 TANINOS

A soluG extrativa foi obtida por decocG® no banho-maria utilizando 5 g da droga
vegetal e 100 mL de &ua destilada. Ap& 10 minutos, filtrou-se a soluG®. Em seguida
realizou os as reages de Gelatina, de Sais de Ferro e com Acetato de Chumbo. A presen@
de taninos condensados ou hidroliséveis € confirmada por meio da formaG® de cor e

precipitados. Como controle positivo das reag®s foi usado o Stryphnodendron barbatiman.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos extratos etandico e metandico, foi evidenciada com
a inibig® das bacté&ias S. aureus, S. epidermidis e K. pneumoniae, todas as diluiges
testadas neste trabalho inibiram o crescimento das cepas avaliadas, sendo que a menor
concentrag testada foi de 1,5625 mg/mL como mostra a (Figura 1) e (Tabela 1).

Os Trabalhos semelhantes realizados por Saraiva et al ( 2012) e Pereira et al ( 2006)
com extrato das folhas de C. pyramidalis apresentou ag& antibacteriana na concentraGgo
de 2 mg/mL contra S. aureus e K. pneumoniae que est& de acordo com os dados aqui
relatados, no entanto neste trabalho demonstrou ser mais eficiente por inibir em menores
concentragges entre 200 a 1,5625 mg/mL. O achado de concentragg inibit&ia da C.
pyramidalis frente a S. epidermidis €um dado novo que contribui enriquecendo a literatura
especializada.

Tais diferencas nas concentra@®s inibitGias jaeram esperadas, pois a C. pyramidlis
usada neste trabalho foi coletada na regi& norte, Cerrado, diferente da C. pyramidalis dos
trabalhos citados anteriormente que s& origin&ias do nordeste, Caatinga. De acordo com
Oliveira et al. (1998), essa variag pode ter ocorrido devido aos fatores intr msecos (ex.

idade, saUde e carga genéica do vegetal) e extr msecos (ex. incidéncia solar, temperatura,



umidade, pH e porosidade do solo) que interferem na producG e teor do princ pio ativo de

cada planta.

mg/mL SA SE

..........................................................................

200
100 /%

’ \‘ x"

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

.....

extratos C. pyramidalis frente & bacté&ias; 1,2 e 3 S. aureus (SA); 4,5 e 6 - S. epidermidis
(SE); 7,8 € 9 - K. pneumoniae (KP) ; 10 - controle positivo com cloranfenicol 200 mg/mL
(CLO); 11- controle negativo com DMSO 1% (DM); 12 - controle do meio (ME). Azul —
Inibicd de crescimento bacteriano, Rosa- Crescimento bacteriano. Onde mg/mL € a

concentracgg do extrato.

Tabela 1- Concentrag® inibitgia mmnima (CIM) dos extratos metandico 99.8% e
etandico 70% das folhas de C. pyramidalis sobre as linhagens bacterianas de S. aureus, S.

epidermidis e K. pneumoniae.

Concentrac dos extratos mg.mL!

Linhagens E;gf; Caesalpinia pyramidalis (folha)

200 100 50 25 125 6,25 3,125 1,5625
S. aureus - - - - - - - -
S. epidermidis - - - - - - - -

K. pneumoniae - - - - - - - -




Auséncia de crescimento bacteriano (-).

De acordo OSTROSKY et al.(2008), a Té&nica de microdiluicd que utiliza
microplaca 96 po@s €um meéodo barato, tem reprodutibilidade, €30 vezes mais sens vel
que outros méodos descritos na literatura como macrodiluigg e difus@ em disco,
necessita de pouca quantidade amostra, pode ser usado para grande nUmero de amostras e
deixa registro permanente. No entanto alta concentrag® clorofila presente no extrato
interfere na interpretag@ do resultado devido acoloraGi verde ser a mesma cor observada
para inibigd do crescimento bacteriano. E outro inconveniente relatado €a ades& de
alguns microrganismos a base do pog@ enquanto outros permanecem em suspens&o.

A triagem fitoqu mica dos extratos metandico 99.8% e etandico 70% das folhas C.
pyramidalis detectou a presen@ de diferentes classes de metabditos secund&ios como,
taninos, alcalGdes, flavona e flavonol. Testes para saponinas ester@dais /triterpénicas
foram realizados embora n& tenha sido detectada nestes extratos. (Tabela 2).

A atividade antibacteriana demonstrada neste estudo pode ser atribu@a aos
metabditos secund&ios presentes nas folhas como taninos hidroliséveis devido & tré&
caracter ®ticas: complexag® com Dns metdicos; atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres; habilidade de complexar com outras molé&ulas, principalmente prote mas e
polissacar leos (MONTEIRO et al., 2005; MELLO & SANTOS, 2001). Segundo
SCALBERT (1991 apud CASTEJON, 2011) afirma que taninos condensados e
hidroliséreis n& apresentam diferengas significantes frente a fungos e bacté&ias, e justifica
que o efeito da toxicidade relacionado aestrutura molecular do tanino €ainda desconhecido.
E aos polifends flavona e flavonol (COWAN, 1999) da classe das isoflavonas (SIMOES,
SHRMKEL, et al., 2017). Ambas as classes fitoqgummicas n& foram inibidos pelas
mol&ulas produzidas pelas espé&sies bacterianas no estudo (LIMA et al.,2006). Pelos
resultados obtidos, Os extratos metandico e etandico mostraram ser eficientes na extrago
de molesulas com ag® antimicrobiana, porque preservou o poder antibacteriano dos
compostos extramos, mesmo que estes solventes possam retirar parte do princ pio
(OLIVEIRA, AKIUE e AKISUE, 1998). De acordo Mendes (2000), o estudo fitoqu mico
feito nesta espe&ie revelou compostos fendicos (&ido glicosil-fenilpropen@de), além de
&ido 4-O-bglucopyranosyloxy-Z.-7-ydroxycinnamic e &ido 4-O-b-glucopyranosyloxy-Z.-

8-hydroxycinnamic..



Tabela 2-Andises fitoqu mica do extrato de C. pyramidalis

Ensaio Reac realizada Controle positivo | Extrator (E) Preserlga da
mol&ula
Gelatina Stryphnodendron Agua .
. . . ? Taninos
Taninos Sais de ferro barbatiman destilada . N
hidrolis&veis
Acetato de chumbo
" Wagner/Dragendoff | Peumus boldus Acido .
Alcaldades IMayer clor dirico 2% Alcald@des
.. Shinoda Calendula Etanol 75% Flavona e
Flavon&des L
- officinalis Flavonol
Sais de ferro

4 CONCLUSOES

Os extratos da folha de C. pyramidalis apresentaram atividade antimicrobiana frente

a linhagens de S. aureus, S. epidermidis e K. pneumoniae. Apesar dos dados promissores

ainda s& necessaios estudos mais aprofundados para elucidar melhor as molé&ulas como

cromatografia e espectrofotometria, o seu papel antibacteriano por Concentragg Inibit&ia

M mima, e citot&ica em hem&ias e cultura celular.
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