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RESUMO

O estudo objetivou identificar a composicéo fitoquimica das folhas de Lecythis pisonis
Camb., além de averiguar a atividade antimicrobiana da fracdo hidroalcodlica contra
cepas de Staphylococcus aureus (CCBH3856) e Escherichia coli (CCBH3860). O
extrato das folhas foi obtido por extracdo, usando o método de maceracdo em etanol
a 70% e &gua destilada, sob temperatura ambiente. Os testes utilizados para
identificacdo de triterpenoides, flavonoides e saponinas foram, respectivamente, a
reacdo de Liebermann-Burchard, Shinoda e indice de espuma. A avaliagdo da acio
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico, por meio de antibiograma em agar Mueller-
Hinton, foi realizada segundo a metodologia de difusdo em &agar (técnica do poco)
descrita pela Farmacopeia Brasileira (2010), em cepas padrao de S. aureus e E. coli.
O extrato de hidroalcodlico foi resuspendido e testado nos volumes de 20 a 60 pl. Os
testes realizados para identificacdo dos metabdlitos secundarios foram positivos. O
extrato hidroalcodlico testado apresentou atividade inibitéria com média de halos 23,8
mm e 25,8 mm para, respectivamente, S. aureus e E. coli. Esses resultados
demonstraram a presenca de substancias quimicas de referéncia nas folhas de L.
pisonis Camb. Além disso, o extrato hidroalcodlico apresentou sensibilidade em todos
os volumes testados, quando comparados ao halo do controle positivo.

Palavras-chave: Lecythidaceae. Testes de sensibilidade microbiana. Flavonoides.
Triterpenos. Farmacognosia.
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify the phytochemical composition of the leaves
of Lecythis pisonis Camb., in addition to investigating the antimicrobial activity of the
hydroalcoholic fraction against strains of Staphylococcus aureus (CCBH3856) and
Escherichia coli (CCBH3860). Leaf extract was obtained by extraction, using the
maceration method in 70% ethanol and distilled water, at room temperature. The tests
used to identify triterpenoids, flavonoids and saponins were, respectively, the
Liebermann-Burchard, Shinoda and Foam Index reactions. The evaluation of the
antimicrobial action of the hydroalcoholic extract, using a Mueller-Hinton agar
antibiogram, was performed according to the agar diffusion methodology described by
the Brazilian Pharmacopoeia (2010), in standard strains of S. aureus and E coli. The
hydroalcohol extract was resuspended and tested in the volumes of 20 to 60 ul. The
tests performed to identify the secondary metabolites were positive. The
hydroalcoholic extract tested showed inhibitory activity with a mean halos 23.8 mm and
25.8 mm for, respectively, S. aureus and E. coli. These results demonstrated the
presence of reference chemicals in the leaves of L. pisonis Camb. In addition, the
hydroalcoholic extract presented sensitivity in all the volumes tested, when compared
to the halo of the positive control.

Keywords: Lecythidaceae. Microbial sensitivity tests. Flavonoids. Triterpenes.
Pharmacognosy.



1 INTRODUCAO

O conhecimento popular acumulado e conservado durante séculos acerca das
atividades terapéuticas de plantas é considerado empirico e representa, em muitos
casos, um recurso impar para o tratamento de doencas em varias comunidades e
grupos étnicos. Nesta perspectiva, o Brasil, enquadrado como detentor da maior
diversidade genética vegetal do mundo, com milhares de espécies catalogadas possui
uma imensa tradicdo do uso desses vegetais relacionado ao conhecimento popular
gue transcende a barreira das geracdes (CARNEIRO et al., 2014; RIBEIRO et al.,
2014; ANGELICO, 2011).

A biodiversidade brasileira permanece configurando um amplo percurso para
descoberta de novas substancias com propriedades terapéuticas (metabdlitos
secundarios) (BONELLA et al., 2011). Esses metabdlitos, antes considerados como
residuos do metabolismo primario ou produtos de desintoxicacdo, hoje séo,
reconhecidamente, classificados como substancias que desempenham funcgdes vitais
para sobrevida da planta, além de possuirem uma grande variedade de propriedades
biologicas Uteis no tratamento de inumeros distirbios que ainda carecem de
inovacbes, como aqueles causados por bactérias patogénicas resistentes aos
antibioticos existentes (WINK, 2013; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

Microrganismos como Staphylococcus aureus e Escherichia coli, que sao
caracterizados por serem causadores de infeccdo hospitalar e infecgcdes do trato
gastrointestinal e urinario, ja apresentam um perfil de resisténcia a varias classes de
antibioticos, como o grupo das quinolonas e, dessa maneira, produtos naturais, como
compostos puros ou extratos padronizados, fornecem oportunidades ilimitadas para
controle do crescimento microbiano devido a sua diversidade quimica (NDUKWE et
al., 2015).

A atividade antimicrobiana esta atrelada a capacidade que uma substancia tem
de limitar o nimero ou eliminar ou inibir a proliferagcdo de microrganismos. As variantes
relacionadas a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) de extratos
vegetais sao atribuidas a técnica aplicada, ao microorganismo e a cepa usada no
teste, a fonte da planta, a época da coleta, ao preparo dos extratos por plantas frescas
ou secas e a concentracao do extrato no ensaio (NEGI, 2012).

A familia Lecythidaceae, é considerada a terceira maior familia em variedade

de espécies da Amazbnia, contanto com aproximadamente 25 géneros e 489



espécies catalogadas (MORI, 1990). Dentre as plantas dessa familia, destaca-se a
Lecythis pisonis Camb.(Figura 1), popularmente conhecido no Brasil como "sapucaia”
ou "Cumbuca de macaco". Encontra-se principalmente nos estados do Piaui, de
Pernambuco a S&o Paulo e na regido amazébnica. As sementes desta espécie sdo
uma valiosa fonte de aminoacidos essenciais acidos graxos e minerais, sendo
funcional e nutritiva alimento para consumo humano. InUmeras ac¢des farmacoldgicas
foram atribuidas a esta planta, como acao anti-inflamatoria, antiprurido, antifingica e
antibacteriana. As folhas sado usadas como banho, para o tratamento coceira (prurido)
no corpo e o 6leo extraido das sementes € utilizado como emoliente, reduzindo dor
muscular (OLIVEIRA et al., 2007).

Figura 1- Arvore da espécie Lecythis pisonis Camb.
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Fonte: www.flickr.com/photos/flavioch/5044480123. Acesso: 15/10/2018.

De acordo com a literatura, a investigacao fitoquimica do extrato etandlico de
folhas de Lecythis pisonis levou a identificacdo de diferentes fracdes, como hexano,
éter e acetato de etila. Além dessas substancias quimicas, também foram encontradas
na planta triterpenoides e seus derivados glicolisados com 57% de prevaléncia, sendo
mais frequente os de esqueleto oleanano (58%) e ursano (13,5%). A segunda classe
de substancias mais comuns em espécies pertencentes a familia Lecythidaceae sao
os flavonoides, que correspondem a 14% (PINHEIRO et al., 2010).

Nesse sentido, Ferreira et al., (2014) isolou e identificou, em seu estudo
fitoquimico das folhas, galhos e cascas dos frutos da L. pisonis, sete triterpendides:

esqualeno, 3B- friedelanol, lupeol, a- e B- amirina e os acidos: ursélico e oleandlico,


http://www.flickr.com/photos/flaviocb/5044480123

trés esteroides: beta-sisterol e estigmasterol e campesterol, e dois flavonoides:
guercetin-3-O-rutinoside e kaempferol-3-O-rutinoside.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivos identificar a composigcao
fitoquimica qualitativa das folhas de Lecythis pisonis Camb., além de averiguar a
atividade antibacteriana da fracédo hidroalcodlica em cepas padrdo de Staphylococcus

aureus e Escherichia coli.

2 MATERIAIS E METODOS

Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas (Figura 2) foram coletadas no Parque Zoobotanico de Teresina
situado na Avenida Kennedy, s/n - Morros, Teresina - Pl, 64065-990, no dia 29 de
novembro de 2013. A exsicata encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso
— UFPI, sob o numero 26488.

Figura 2- Folhas da espécie Lecythis pisonis Camb.

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Secagem e moagem do material vegetal

O material vegetal foi seco em temperatura ambiente, protegido de sujidades e
ao abrigo de luz solar por sete dias. Em seguida foi triturado em moinho de facas e
acondicionadas em recipientes plasticos hermeticamente fechados (BEZERRA,
2014).



Obtencéao dos extratos vegetais

Os derivados vegetais hidroalcéolicos foram obtidos por maceracdo a
temperatura ambiente, sendo utilizado solvente na proporcdo 70:30 (v/v) de alcool
etilico e agua destilada, respectivamente. Os derivados vegetais aquosos foram
obtidos utilizando-se agua destilada. Em ambos, a relacdo droga vegetal/solvente
extrator foi na proporcao de 1:10 (m/v). A extracgao foi feita por cinco dias com agitacao
esporadica, em seguida foi feita a filtracdo e eliminacdo por rotaevaporacédo
(Fisatom®) a 50 °C do solvente organico, restando o extrato concentrado (BEZERRA,
2014).

Testes de Saponinas (Teste Qualitativo de espuma)

O teste para saponinas foi realizado adicionando-se 5 mL do extrato aquoso
em um tubo de ensaio e agitou-se vigorosamente no sentido vertical por 15 segundos.
A reacao foi considerada positiva com a formacédo de espuma persistente por 15
minutos (BEZERRA, 2014; SBFGNOSIA, 2009a).

Testes de Triterpenos (Reacédo de Liebermann-Burchard)

O teste para Triterpenoides foi realizado pela reacao de Liebermann-Burchard
(anidrido acético + &acido sulfarico concentrado). Cerca de 2,5 mL do extrato
hidroalcodlico foi evaporado até a metade para retirada do solvente e, em seguida,
adicionado 3 mL de cloroformio e 2 mL de anidrido acético sob leve agitacéo.
Posteriormente, 5 gotas de acido sulfarico concentrado foram adicionadas. A reacao
foi considerada positiva para triterpenoides pentaciclicos livres com o surgimento de
coloragdo rosa, vermelha, purpura ou violeta (BEZERRA, 2014; SBFGNOSIA, 2009b).

Testes de Flavonoides (Reacao de Shinoda)
Foram medidos 2,0 mL do extrato hidroalcodlico e adicionado 2 fragmentos de

1 cm de magnésio metalico em fita e 1,0 mL de acido cloridrico concentrado. A reagéo

foi considerada positiva com surgimento de coloracéo résea a vermelha escura, dando



mais intensa quanto maior for a concentracdo de bioflavbnios (BEZERRA, 2014,
SBFGNOSIA, 2009C).

Cepas bacterianas e preparacéo da solucéo padrao de Mac Farland 0,5

Para o estudo da atividade antimicrobiana da fracdo hidroalcodlica das folhas
de Lecythis pisonis Camb. foi utilizado frente a cepa padrao de Staphylococcus aureus
(CCBH3856) e Escherichia Coli (CCBH3860) provenientes da colecao de culturas do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal do Piaui. A
padronizacdo indéculo para o teste de sensibilidade, foi realizada segundo a
metodologia proposta pelo NCCLS (2003). Para tanto, suspendeu-se as colonias em
solucdo aquosa estéril até a obtencéo de turvacdo compativel com o grau da escala
Mac Farland 0,5 (1x106 UFC/mL).

Testes de difusdo em agar (técnica do poco)

O extrato hidroalcodlico de Lecythis pisonis, ap6s rotaevaporacao, foi
resuspendido e testado nos volumes de 20 a 60 pL. Para andlise, pelo método de
difusdo em agar, foram feitos pocos nas placas contendo agar Mueller-Hinton de 12
mm de didmetro. Com um swab estéril foi inoculado e distribuida uniformemente na
superficie do agar a suspenséo bacteriana correspondente a com turvacdo 0,5 da
escala de MacFarland. Em seguida, dispensou-se em cada poco 20, 30, 40, 50 e 60
uL de volume do extrato. As placas foram incubadas em estufa (Quimis®) a 35 + 2°C
por 24 horas (BRASIL, 2010).

O halo de inibicdo foi medido utilizando paquimetro digital. Como controle
positivo para as duas cepas foi utilizado Tetraciclina 30 pg que apresenta sensibilidade
com halos =2 19 mm, resistente e intermediaria com halos de < 14 e 15-18 mm,
respectivamente. Como controle negativo para S. aureus e E.coli foi utilizado,
respectivamente, Imipenem de 10 pg e Azitromicina de 15 pg baseado nas sugestdes
da CLSI (2013).



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos fitoquimicos realizados em espécies vegetais da familia Lethicydaceae
relataram a presenca de metabdlitos secundarios, como: alcaloides, terpenoides
(6leos volateis, diterpenos, triterpenoides pentaciclicos e esterdides),
proantocianidinas, flavonoides, dentre outras substancias com carater fenélico (SILVA
et al., 2017). Na prospeccao fitoquimica realizada nas folhas de Lecythis pisonis pode-
se constatar a presenca de saponinas, triterpenos e flavonoides, conforme

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Prospeccéo fitoquimica qualitativa do extrato obtido das folhas de
Lecythis pisonis.

Metabalitos Reacdes Resultado
Saponinas indice de Espuma Positivo
Triterpenos Liebermann-Burchard Positivo
Flavonoides Shinoda Positivo

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Esses dados corroboram com Pereira et al., (2012) que descreveram como
principais metabdlitos secundarios dessa espécie vegetal os triterpenoides e o0s
flavonoides com 57% e 14% respectivamente. Assim como, esses resultados ratificam
os obtidos por Oliveira et al., (2012) que apontam ap0s pesquisa fitoquimica de
extratos etandlicos das folhas de L. pisonis uma prevaléncia de triterpenoides e uma
mistura de esteroides sitosterol e estigmasterol.

Em estudo de outras partes da espécie, foram identificados 14 compostos
fendlicos no extrato da noz de sapucaia, principalmente acidos fendlicos e flavondides.
Enquanto o involucro contém 22 compostos fendlicos, o extrato da casca da espécie
demonstrou alto conteudo de compostos fendlicos totais e alto teor de taninos
condensados (DEMOLINER et al., 2018).

Extratos das folhas ja exibiram atividade antinociceptiva em modelos animais
de nocicepcado aguda, o que pode estar relacionado ao seu uso medicinal. Os &cidos
ursolico e oleandlico foram relatados como contribuintes para a agéo antinociceptiva

observada (BRANDAO et al., 2013). Esses triterpenos também foram sugeridos como



responsaveis pelo efeito positivo no tratamento de prurido em estudo experimental
(SILVA et al, 2012).

As andlises de avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana realizadas com
0 extrato concentrado das folhas de L. pisonis pelo método de difusdo em é&gar
(técnica do poco) frente a cepas testadas, apresentaram sensibilidade para todos os
volumes testados demonstrando atividade inibitoria contra 0s microorganismos, com
média de halos 23,8 mm e 25,8 mm para, respectivamente, S. aureus e E. coli
comprovando a capacidade dos compostos extraidos da Lecythis pisonis em inibir o

crescimento de bactérias patogénicas conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Valores dos halos inibitérios do extrato de Lecythis pisonis frente a cepas

de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Volume do Extrato Halo de S. Halo de E. coli Controle
(uL) aureus (mm) Positivo

(mm) (mm)

20 20 22 =19

30 22 24 =219

40 24 25 =19

50 25 29 =19

60 28 29 =219

Fonte: Elaborada pelo autor, 2018.

Confome descrito por Evaristo e colaboradores (2014), as bactérias gram-
positivas sdo mais suscetiveis a acdo de extratos vegetais que contenham em sua
composicdo os flavonoides e os triterpenos. Em concordancia, Veloso e
colaboradores (2017) ao avaliarem a ag&o antimicrobiana do extrato seco de Lecythis
pisonis contra cepas de Staphylococcus aureus, encontraram resultados semelhantes
aos do presente estudo. Levando em consideragdo a ampla variedade de
componentes secundarios presentes nessa espécie, a atividade antibacteriana
positiva tem provavel embasamento devido a presenca de compostos como
esteroides, triterpenoides, flavonoides e saponinas relatados nesta planta (OLIVEIRA
et al., 2007).

De acordo com Peixoto et al. (2016), os flavonoides sdo metabdlitos

secundarios com capacidades amplamente exploraveis, principalmente relacionadas
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a atividade antibacteriana e sinergismo com antibiéticos. Segundo SPRENGER et al.,
(2017), os compostos fendlicos possuem um amplo leque de atividades biolégicas,
destacando-se as atividades antioxidantes, antitumoral e, principalmente,
antimicrobiana. Esta é explicada pela sua capacidade de interagir e forma complexos
de macromoléculas, tais como polissacarideos e proteinas bacterianas. Ainda
segundo os autores, triterpenos e saponinas possuem uma relativa atividade
antimicrobiana, principalmente contra bactérias gram-positivas.

Pesquisas realizadas por Costa et al. (2012), Prabhakaran; Reejo; Kumar
(2014) e Sprenger et al., (2017) sugerem que a acao antibacteriana de flavonoides e
esteroides, esta relacionada a interacdo dos mesmos com proteinas extracelulares,
gue levam a formacéo de um complexo com a parede celular bacteriana provocando
sua morte, ao atuarem com inibidores enziméticos e por alterarem o pH do meio.

Os triterpenos pentaciclicos apresentam um largo espectro de atividade
antibacteriana sendo responsaveis, parcialmente, pela atividade encontrada
(CHOUNA et al., 2015). Segundo Evaristo et al. (2014), o mecanismo pode ser
associado a danos na membrama plasmatica e inibicbes na sintese de &cidos
nucleicos ou metabolismo energético de bactérias.

Corroborando com esses resultados, estudos realizados com outras espécies
vegetais pertecentes a familia Lecythidaceae mostram que as cepas de S. aureus e
E. coli foram sensiveis em todas as concentracfes testadas do extrato etandlico de
Barringtonia racemosa e ainda foi possivel perceber que as cepas de S. aureus
apresentaram maior sensibilidade ao extrato quando comparadas as de E. coli (SAHA
et al.,, 2013). Assim como, Shivashankar et al. (2013), utilizando o extrato
hidrometandlico frio de Couroupita guianensis, demonstrou halos de inibicdo maximos
frente a cepas de S. aureus. Isso demonstra que o0s metabdlitos secundarios
presentes nas plantas da familia Lecythidaceae tem um papel iminente como
adjuvantes na atividade antimicrobiana e para a sintese fitoterapicos.

Segundo Firmo et al. (2014) e Evaristo et al. (2014) os compostos fitoquimicos
sdo menos efetivos contra bactérias gram-negativas. Isso se deve a diferenca na
composicdo da membrana plasmética, uma vez que bactérias gram-negativas
possuem uma estrutura mais complexa, maior teor de lipideos da parede celular e
poros estreitos podem tornar os patdégenos mais resistentes a agentes externos, o que
leva a uma dificuldade na difusdo e a acdo da substancia antibacteriana
(FERNANDEZ; HANCOCK, 2012; EFSTRATIOU et al., 2012). Dessa forma, a
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resisténcia instrinseca das gram-negativas € atribuida a interacdo entre um influxo
reduzido e um efluxo mais efetivo das substancias antimicrobianas.

O presente estudo apresentou resultados distintos do que é comumente
encontrado na literatura conforme observado na Tabela 2. A média dos halos
formados frente a exposicédo das bactérias ao extrato foi maior para a bactéria gram-
negativa, E. coli. Entretanto, Guimardes; Momesso; Pupo (2010) relataram que
produtos vegetais também tem sido capazes de inibir as bombas de efluxo ou
mecanismos de resisténcia a multiplos farmacos, dessa maneira, € possivel
apresentar como hipotese ao resultado do estudo a presenca destes tipos substancias
capazes de inibir este mecanismo de resisténcia no extrato das folhas de Lecythis

pisonis Camb.

4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos na prospecc¢do fitoquimica do extrato das folhas de
Lecythis pisonis comprovaram a presenca de saponinas, triterpenos e flavonoides
como substancias quimicas de referéncia. E principalmente os flavonoides que estéo
relacionados com as atividades antibacterianas e sinergismo com antibioticos.

As andlises de avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana realizadas com
0 extrato concentrado das folhas de L. pisonis pelo método de difusdo em éagar
(técnica do poco) frente a cepas testadas, apresentou sensibilidade para todos os
volumes testados demonstrando atividade inibitoria contra 0s microorganismos, com
média de halos 23,8 mm e 25,8 mm para, respectivamente, S. aureus e E. coli
comprovando a capacidade dos compostos extraidos da Lecythis pisonis em inibir o
crescimento de bactérias patogénicas quando comparados ao halo da Tetraciclina
(controle positivo), sendo a bacteria gram-negativa a que exibiu maiores halos de
inibic&o.

Diante do exposto, 0 presente estudo apresentou resultados distintos do que é
comumente encontrado na literatura, pois a média dos halos formados frente a
exposicdo das bactérias ao extrato foi maior para a bactéria gram-negativa, E. coli.
Além disso, apresentam como hipotese ao resultado do estudo a presenca destes
tipos substancias capazes de inibir este mecanismo de resisténcia no extrato das

folhas de Lecythis pisonis Camb.
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Entretanto, a analise do pontecial antimicrobiano de extratos hidroalcoolicos de
plantas distribuidas pelo Brasil torna-se um ponto de partida para a sintese de novos

compostos, uma vez que a resisténcia a antibiéticos é um problema mundial.
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