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Resumo

A Securidaca longepedunculata (Fresen) € uma planta pertencente a familia Polygalaceae a qual
€ representada por 19 géneros e aproximadamente 1.300 espécies bem distribuidas por todo o
mundo.

A familia é alvo de diversos estudos fitoquimicos e farmacolégicos. Foram identificados vérios
compostos quimicos como: saponinas, xantonas, cumarinas, dcidos gordos, fendis e alcaldides.

O presente trabalho centralizou-se numa espécie da familia Polygalaceae especificamente S.
longepedunculata a qual foi feita a avaliagdo da actividade antimicrobiana dos extractos das
raizes. Para obtencdo dos extractos usou-se o método de maceracdo sob agitacdo continua com
diferentes solventes: éter de petrdleo, diclorometano, acetato de etilo, n-butanol, 4gua e metanol.
Foram realizados testes fitoquimicos preliminares para identificacdo das principais classes de
compostos. Para avaliacdo da actividade antimicrobiana foram usadas as bactérias Escherichia
coli, Salmonella sp, Shigella flexneri, Staphylacocus aureus, Vibrio chlolerae e o fungo Candida
albicans, usando o método de difusdo em agar.

Os testes fitoquimicos realizados mostraram a presenca de: alcaldides, esterdides, flavondides,
saponinas, taninos e terpenos nos extractos das raizes.

Na avaliacdo antimicrobiana os extractos de éter de petrdleo, acetato de etilo, aquoso e
metandlico apresentaram actividade inibitéria no crescimento de quase todas as bactérias
testadas excepto V. chlolerae na concentragdo de 200mg/ mL.

Nenhum extracto apresentou actividade inibitéria contra o fungo C. albicans.

A bactéria S. aureus mostrou-se mais sensivel contra todos os extractos.

Os resultados dos testes antimicrobianos obtidos mostraram um potencial efeito antimicrobiano
das raizes de S. longepedunculata, que pode ser relacionado com a presenca de flavondides,

saponinas e taninos, principalmente de saponinas.
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1.INTRODUCAO

Em Africa a medicina tradicional é uma pratica comum na qual muitas plantas tém sido
usadas para o tratamento de diversas infeccoes e doencas (Junaid et al. 2008).

O aumento de preocupagdes com questdes ambientais e de saide nos ultimos anos, faz
com que aumente o interesse por produtos naturais.

Em Africa existem actualmente mais de 350 espécies de plantas, usadas na medicina
tradicional, com actividade antimicrobiana confirmada (Eldeen e Van, 2007). Alguns
extractos de plantas apresentaram também efeitos imunomoduladores em diferentes
culturas de células e em animais de experimentacdo (Eloff, 2001). No entanto, ainda ha
escassez de informacao e de validacdo cientifica das plantas utilizadas nesta regido, como

agentes antimicrobianos.

Mocambique possui um importante repertério de diversidade fitogenética. Esta
diversidade € usada por cerca de 90% da populagdo rural, para cobrir as suas
necessidades de habitacdo, energia, alimentos e de saide. Porém, estes recursos
fitogenéticos estdo ameacados devido ao desmatamento e as queimadas descontroladas.
Considerando que a maioria da populagdo mocgambicana vive na zona rural, estudar e
preservar os recursos fitogenéticos revela-se importante tendo em conta os beneficios que

estes representam na saide humana e animal nas comunidades.

Os produtos naturais isolados de plantas tém desempenhado um importante papel na
descoberta de medicamentos contra uma infinidade de doencas infecciosas.
Estima-se que 75% dos medicamentos anti-infecciosos aprovados pela Organizacao

Mundial de Saide (OMS), sdo medicamentos derivados de plantas (Cragg et al., 1997).

De acordo com a OMS, mais de 65% da populagdo mundial utiliza plantas medicinais em
cuidados de saude primaria (Farnsworth, 1985) e, em paises em vias de desenvolvimento,
80% da populacdo depende de plantas medicinais locais, para cobrirem as suas

necessidades de saide primaria (Who, 2002-2005).
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A procura de novos agentes antimicrobianos, a partir de plantas, € intensa devido a
crescente resisténcia dos microrganismos patogénicos frente aos antibidticos actualmente
usados.

Muitos extractos de plantas fornecem o seu potencial pela presenca de substincias tais
como: taninos e compostos fendlicos. Essas substancias sdo geralmente encontradas em
vdrias partes das plantas como raizes, folhas, casca. Muitas plantas tém-se, por isso,
tornado fontes de importantes drogas, e as industrias farmacéuticas t€ém explorado a
medicina tradicional como uma fonte de agentes bioactivos que podem ser usados na
preparacdo de medicamentos sintéticos, no controlo e tratamento de vdrias infeccdes e
doencgas (Junaid et al. 2008).

Os antibidticos providenciam a mais importante base na terapia de infeccdes bacterianas
combatendo grande variedade genética de bactérias. Assim, existem pesquisas continuas
com a finalidade de descobrir novos e mais potentes antibidticos. A resisténcia aos
agentes antimicrobianos € um problema crescente em muitos paises do mundo,
especialmente em paises em vias de desenvolvimento (Junaid et al. 2008).

Assim, a literatura relata inimeros métodos de extrac¢do e isolamento de compostos de
plantas. O nimero de pesquisas envolvendo a busca de moléculas activas em plantas,
organismos marinhos, insectos € microrganismos, tem vindo a crescer actualmente. Esta
observacgdo pode ser vista tanto na drea académica como industrial.

No entanto, esta busca de substancias activas torna-se realmente interessante quando se
trata do isolamento de compostos bioactivos, € ndo s6 de uma estrutura de um composto
novo. Tal facto vem ao encontro da necessidade de estudos fitoquimicos biodirecionados
e, portanto, na multidisciplinaridade que envolve botanicos, quimicos, farmacélogos e
toxicdlogos. Neste contexto, pretende-se avaliar a actividade da espécie vegetal S.
longepedunculata, pertencente a familia Polygalaceae, popularmente conhecida por
Mulha-lhovo em Maputo. Comum em quase todo o territdrio mogambicano. Esta planta é
amplamente usada na medicina tradicional.

S. longepedunculata é uma planta medicinal comumente usada em Africa, para o

tratamento de inimeras doencas tais como: tuberculose, diarreia, gonorreia, etc. E neste
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contexto que no presente trabalho se pretende avaliar a actividade antimicrobiana dos

extractos das raizes de S. longepedunculata.
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2. OBJECTIVOS

2.1. Objectivo geral

» Avaliar o potencial antimicrobiano das raizes de S. longepedunculata.

2.2. Objectivos especificos

» Identificar as classes dos compostos quimicos presentes nas raizes de S.

longepedunculata,

> Realizar os testes antimicrobianos dos extractos brutos das raizes da S.

longepedunculata,

» Estabelecer a relacdo entre a composicdo fitoquimica dos extractos e a sua

actividade antimicrobiana.
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho obedeceu a seguinte sequéncia:

1.

José, Célia Rita Trabalho de Licenciatura- UEM

Pesquisa bibliografica: consistiu na recolha de informagao usando literatura actual
sobre S. longepedunculata com especial atencdo no que concerne as suas raizes e

actividade antimicrobiana;

Colheita e preparacao da amostra;

Extraccao: efectuou-se a extraccdo usando o método de Maceracao e Soxhlet;
Realizagdo de testes antimicrobianos;

Andlise dos resultados e consideragdes finais: a andlise dos resultados consistird
na comparacdo dos resultados obtidos com os da literatura consultada e as
consideracdes finais com base nos resultados. Por fim elaborou-se o relatério de

pesquisa.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1. Caracterizacao e descricao botanica da planta em estudo

4.1.1. Descricao taxonémica
" ' Nome comum: Securidaca longepedunculata

(Fresen)

Nomes vernaculares: Mulha-lhovo, nitzatzi, tsate,
tsato, tchatché.

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliopsida

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Fabales

Familia: Polygalaceae

Género: Securidaca

Espécie: longepedunculata

Ocorréncia e descricao botanica

Mocambique, Angola, Etidpia, Nigéria, Gana, Mali, Botswana, Burundi, Camardes,
Senegal, Namibia, Tanzania, Quénia, Zimbabwe, Zambia, Uganda, Africa do Sul, Serra
Leoa, Suddo, Malawi (Nuvunga, 1998).

S. longepedunculata é amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais de
Africa. A planta é comumente referida como "violet tree" (em Inglés). E uma pequena
arvore, pode atingir 6 a 8 metros de altura, erecta, perene, lenhosa, a casca € lisa de cor
cinza pélido. As folhas sdo alternas, simples, varidveis em tamanho e forma, e geralmente

tem 10-40 mm de comprimento e 5-15 mm de largura (Palmer e Pitman, 1972; Van et al.

2002).
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S. longepedunculata produz flores aglomeradas, atraentes e pequenas de cor rosa ou
violeta-purpura. Cada flor mede aproximadamente 10 mm de comprimento. O fruto é
como uma noz mais ou menos arredondado, com asas membranosas que medem mais de
4 cm de comprimento, verde purpura quando imaturo e castanho quando maduro (Van et

al. 2002).

4.1.2. Usos medicinais

Em muitas partes de Africa, as raizes, caule, casca e folhas de S. longepedunculata sao
amplamente utilizados na medicina tradicional, para o tratamento de uma variedade de
doencgas humanas e de animais. Vdrias preparacOes das raizes desta planta sdao também
usadas no tratamento de feridas, ulceras, e também como contraceptivos (Van e Wink,

2004) e no tratamento de diarreia, gonorreia e tosse (Ajali, 2004).

A forma de utilizacdo e a administragdo variam de acordo com a doenga e a parte da
planta usada (ver a tabela 1).

A raiz e a casca sdo administradas por via oral (em pd) ou como infusdo, para o
tratamento de tuberculose, infertilidade, doencas venéreas, esquizofrenia, furinculos,
febre, diarréia, gonorréia, tosse, cefaléia , reumatismo, indu¢do do aborto, desobstrugcao
de prisdo de ventre, alivio de dores de peito, dores de dente, dores de cabeca, entre outras.
No leste da Africa Central e em algumas partes da Africa Ocidental, a planta é usada para

o tratamento de pacientes com SIDA (Ajali, 2004 Nuvunga, 1998 e Adebiyi, 2006).

Um estudo recente realizado por Luo er al. (2011) mostrou que os extractos obtidos
usando n-hexano possuem consideravel actividade contra Mycobacterium bovis BCG e
Mycobacterium tuberculosis H37Ra, tendo como principais componentes dcidos gordos

insaturados de cadeia linear.
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Tabela 01: Diferentes doencas tratadas pela S. longepedunculata (Nuvunga, 1998; Van
et al. 2002)

Doenca Partes da planta usada

Constipacdo Raiz Folha
Entorses Raiz
Epilepsia Raiz
Queimaduras Raiz
Diarreia Raiz
Diabetes mellitus Raiz
Tuberculose Raiz

4.1.3. Outros usos

As raizes da S. longepedunculata sio extremamente toxicas, e contem salicilato de
metilo que em parte, permite explicar a grande diversidade de utilizacdes. Usam-se como
veneno nas flechas em algumas partes da Africa, incluindo a Africa Ocidental e como
repelente para cobras (Ndou e Sisulu, 2006; Nuvunga, 1998).

A casca € usada para fazer sabdo, e as fibras, para redes de pesca (Ndou e Sisulu, 2006;
Nuvunga, 1998).

A planta é adequada para producdo de mel, pois existe muita frequéncia de abelhas nas
flores e as folhas jovens sdo usadas no consumo humano. A madeira é pdlida, mole,
esponjosa, muito leve e fragil e é considerada de pouco valor. E usada na construgdo de

polos de cabana, arcos e vassouras (Van et al. 2002).

4.2. Alguns compostos quimicos isolados da familia Polygalaceae

As plantas da familia Polygalaceae sdo predominantemente encontradas em regides
tropicais. Os membros desta familia sdo conhecidos por conterem uma grande
diversidade de compostos quimicos, muitos dos quais exibem significantes actividades

bioldgicas. Investigacdes fitoquimicas em diferentes espécies de Polygala (familia
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Polygalaceae) revelaram vérios compostos incluindo ligninas citotéxicas, saponinas,
xantonas, cumarinas e flavondides (Soares, 2008).

O estudo fitoquimico realizado com extractos das folhas, caules e raizes secas da espécie
Polygala pulchella usando diclorometano revelou a presenca de duas xantonas, (1) 1,5-
dihidroxi-2,3- metilenodioxixantona e (2) 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona (Missau et

al, 2009). As suas estruturas estdo representadas na figura 1.

OH

(1) 1,5-dihidroxi-2,3-metilenodioxixantona (2) 1,5-dihidroxi-2,3-dimetoxixantona

Figura 1: Xantonas isoladas de Polygala pulchella

Virias actividades biolégicas tém sido descritas em algumas espécies de Polygalas.
Entre elas destacam-se Polygala tenuifolia com propriedades expectorante, sedativa,
ténica, doencas de Alzheimer’s, anti-stress, P. caudata muito utilizada para o tratamento
de tosse, hepatite e como agente sedativo e expectorante, P. telephioides como
desintoxicante de narcéticos, P. sabulosa com propriedades anticonceptivas e anestésico
local, P. cyparissias com propriedades antinociceptivas, anestésico de uso tdpico e
analgésica, P. alpestris com actividade antioxidante, e citotdxica, entre outras (Soares,
2008).

Existem véarios compostos que foram isolados da S. longepedunculata, entre eles
podemos destacar: saponinas, salicilato de metil e diferentes monossacarideos, como
glicose e frutose, alcaldides, taninos, flavondides, etc (Junaid et al. 2008).

Por exemplo, Jayasekara et al, (2002), no seu estudo, isolaram no extracto metandlico 3

compostos: (3)-2-hidroxibenzoato de metil (salicilato de metilo), (4)-2-hidroxi-6-
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metoxibenzoato de metilo e (5) - 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de benzilo. As estruturas se

apresentam na figura 2.

CHj CH3

O O o) 0

OH CH;0 OH
CHj, OH

3) C)) )

Figura 2: Estruturas dos compostos isolados no extracto metandlico das raizes da S.

longepedunculata (Jayasekara et al. 2002).

Joseph et al. (2006), isolaram uma variedade de composto do extracto diclorometano das
raizes da S. longepedunculata: (6) (4-metoxi-benzo [1,3]dioxol-5-il)-fenilmetanona; (7)
1,7-dihidroxi-4-metoxixantona; (8) 2-hidroxi -6-metoxibenzoato de benzil e (9) 2-
hidroxi-6-metoxibenzoato de metil (Ver figura 3).

O composto (6) apresentou actividade antibacteriana contra Aeruginosa pseudomonous e
actividade antifingica contra Aspergillus fumigatus. O composto (7) apresentou
actividade antibacteriana contra S. aureus e actividade antifingica contra Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus e uma espécie Penicillum. Os compostos (8) e (9) foram

inactivos contra todas as bactérias e fungos testados.
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Figura 3: Alguns compostos isolados do extracto de diclorometano obtido das raizes da

S. longepedunculata (Joseph et al. 2006).
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Duas saponinas bidesmosidicas foram isoladas a partir do extracto metandlico das raizes
de S. longepedunculata, securidacasida A e securidacasida B, (Figura 4) (Stevenson et
al. 2009).

HO

OH ©OH

1 R4 = Rz = H; Securidacaside A
2 R4 = R; = OCHj5; Securidacaside B

Figura 4: Saponinas isoladas no extracto metandlico das raizes da S. longepedunculata

(Stevenson et al. 2009).

4.3. Actividade antimicrobiana

Os antimicrobianos sdo importantes componentes do sistema imunitidrio de muitas
espécies e compreendem trés grandes classes: antibacterianos, antiprotozodrios e
antifingicos.

Antibidticos sdo metabdlitos microbianos ou andlogos sintéticos capazes de inibir
processos vitais de outros organismos, mesmo em concentragdes diminutas, sem causar
toxicidade elevada ao hospedeiro.

A actividade antimicrobiana dos produtos naturais de origem vegetal, tanto extractos de

plantas como substancias puras, pode ser detectada quando se coloca essas amostras em
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contacto com varios microrganismos, € se observa a resposta do crescimento microbiano
(Ajali, 2004).

A actividade antimicrobiana de um composto pode ser quantificada com base na
determina¢do da concentracdo minima do composto, capaz de inibir o crescimento de um
dado microrganismo, um valor chamado CIM (Concentracdo Inibitéria Minima). Este
valor pode ser determinado através do método de diluicdes sucessivas ou do método de
difusdo em agar, ou ainda através do uso de tiras contendo um gradiente de

concentragdo de antibidtico, conhecido como E-teste.

4.3.1. Efeito dos agentes antimicrobianos

E possivel observar trés tipos de efeito distintos quando um agente antimicrobiano é
adicionado a uma cultura bacteriana na fase exponencial do crescimento (O crescimento
exponencial de uma populagdo microbiana em suspensdo em meio liquido, €
caracterizado pela duplicagdo do nimero de células e, por conseguinte, da biomassa ali
existente). Efeito bacteriostatico: o crescimento € inibido, mas ndo ocorre morte celular.
Os agentes bacteriostdticos sdo frequentemente inibidores de sintese protéica e actuam
por ligacdo aos ribossomas; Efeito bactericida: ocorre morte das células mas nao h4 lise
celular; Efeito bacteriolitico: hd indu¢dao da morte celular por lise, levando a diminuigéo
da turbidez da cultura e do nimero de células vidveis (célula capaz de se multiplicar e dar
origem a duas células filhas). Exemplos de agentes bacterioliticos sao os antibidticos que
inibem a sintese da parede celular em bactérias, como € o caso da penicilina (Atlas,

1997).

4.3.2. Mecanismos de acciao de agentes antimicrobianos

Virios sdo os possiveis alvos para os agentes antimicrobianos. O conhecimento dos
mecanismos de ac¢do destes agentes permite entender a sua natureza e o grau de

toxicidade selectiva de cada droga, figuras 5, 6, 7 e 8.
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1) Inibicao da sintese da parede celular

Sitia de agda dos
Beta-lacidmicos

Figura 5: Mecanismo de ac¢do dos antibidticos -lactamicos (Adaptado de Atlas, 1997)

Os inibidores da sintese da parede celular, sdo os agentes antimicrobianos mais

selectivos, apresentando um elevado indice terapéutico (Atlas, 1997).

Como exemplo dos inibidores da sintese da parede celular, temos as Penicilinas,
ampicilinas e cefalosporinas, que contém na sua estrutura um anel B-lactimico, que
interage com proteinas denominadas PBPs (Penicillin Binding Protein), inibindo a
enzima envolvida na transpeptidacdo, responsdvel pela ligacdo entre as cadeias de
tetrapeptideos do peptideoglicano. Com isso, hd o impedimento da formacgao das ligagcdes
entre os tetrapeptideos de cadeias adjacentes de peptideoglicano, ocasionando uma perda
na rigidez da parede celular. Acredita-se também que tais drogas podem actuar
promovendo a activagdo de enzimas autoliticas, resultando na degradacdo da parede
celular. Outros inibidores da sintese da parede celular sdao a Bacitracina: que interfere
com a accdo do transportador lipidico que transporta os precursores da parede pela
membrana, resulta na ndo formagao das ligacdes entre 0 NAM e NAG, e a Vancomicina
que liga-se directamente a porcdo tetrapeptidica do peptideoglicano. E ainda a droga de

escolha para linhagens resistentes de resultados na S. aureus (Atlas, 1997).
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2) Inibicao da sintese de acidos nucléicos

Os inibidores da sintese de 4cidos nucléicos s@o de selectividade variavel. Por exemplo a
Novobiocina liga-se a DNA girase, afectando o desenvolvimento do DNA, impedindo a
sua replicacdo. As Quinolonas inibem a DNA girase, afectando a replicacdo, transcri¢ao
e repar¢do. A Rifampicina liga-se a RNA polimerase-DNA-dependente, bloqueando a

transcricao (Atlas, 1997).

3) Inibicao da traducao

Sdo geralmente bastante selectivos. Constituem um dos principais grupos de agentes
antimicrobianos, uma vez que a sintese protéica corresponde a um processo altamente
complexo, envolvendo vérias etapas, diversas moléculas e estruturas. Estreptomicina e
gentamicina: ligam-se a subunidade ribossomal 30S, bloqueando-a e promovendo erros
na leitura do mRNA. Interferem com a forma¢ao do complexo de iniciacdo. Tetraciclina:
liga-se a subunidade ribossomal 30S (sitio A), impedindo a ligacdo do aminoacil-tRNA.
Cloranfenicol: liga-se a subunidade ribossomal 50S e inibe a ligacio do tRNA da

peptidil transferase, inibindo a elonga¢do. Eritromicina: liga-se a subunidade ribossomal

50S e inibe o processo de elongacdo (Mathew et al. 2007) (Figura 6).

ETHAPAS IMNIBIDAS
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Figura 6: Diferentes etapas da traducio que podem ser afectadas por agentes antimicrobianos

(Adaptado de Atlas, 1997).
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Figura 7: Exemplos de drogas que interferem com a sintese protéica (Adaptado de Atlas,
1997).

4) Antagonismo metabdlico

O antagonismo metabdlico, geralmente ocorre por um mecanismo de inibi¢do
competitiva. Um exemplo de drogas que actuam por este mecanismo sdo as Sulfas e seus
derivados, que actuam inibindo a da sintese do acido félico, pela competicio com o
PABA. Por exemplo o antibiotco Trimetoprim bloqueia a sintese do tetrahidrofolato,
inibindo deste modo a enzima dihidrofolato redutase. A Isoniazida afecta o metabolismo

do NAD ou piridoxal, inibindo a sintese do acido micdlico — “factor corda” (Atlas, 1997).
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Figura 8: Inibicdo competitiva entre Sulfas e derivados.

4.3.3. Resisténcia aos agentes antimicrobianos

Este tema tornou-se motivo de preocupacdo crescente entre os profissionais da area de
saude, pois a cada ano observa-se um aumento de linhagens resistentes aos mais diversos

agentes antimicrobianos.

A resisténcia microbiana aos antimicrobianos pode ser de dois tipos: natural — que é
depedente da natureza da propria bactéria, adquirida - através de mutagcdes espontineas e

selec¢do, ou por recombinagdo apos transferéncia de genes.

Dentre os principais mecanismos de resisténcia podemos citar:

Impermeabilidade a droga: muitas bactérias Gram negativas sdo resistentes a
penicilina-G por serem impermedveis a droga, ou por apresentarem alteracdes em
proteinas de ligacdo a penicilina. No caso das sulfonamidas, o microrganismo pode

também apresentar uma menor permeabilidade a droga.

Inactivacdo: muitas drogas sdo inactivadas por enzimas codificadas pelos
microrganismos. Por exemplo, a penicilinase (B-lactamase) é uma enzima que cliva o
anel [-lactimico inactivando a droga. Outras drogas podem ser inactivadas em
decorréncia de modificacdes introduzidas pelo microrganismo, tais como a adicdo de
agrupamentos quimicos. Assim, muitos microrganismos sdo capazes de promover a

fosforilacdo ou acetilacdo de antibidticos.
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Modificacido da enzima ou estrutura alvo: por exemplo, alteragdes na molécula do
rRNA 23S no caso de resisténcia a eritromicina e ao cloranfenicol, alteracdo da enzima,

no caso de drogas que actuam no metabolismo, ou uso de vias metabdlicas alternativas.

Bombeamento para o meio: efluxo da droga. No caso da resisténcia as tetraciclinas, em

bactérias entéricas.

4.3.4. Staphylococcus aureus

Caracteristicas gerais

O género Staphylococcus é composto por cerca de 27 espécies, sendo algumas delas
causadoras de infec¢Oes de cardcter oportunista em seres humanos e animais, como o
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus e
Staphylococcus haemolyticus. Um marcador de patogenicidade destes microrganismos é
a capacidade de coagular o plasma. Os Staphylococcus sao amplamente distribuidos na
natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosa (Koneman et al. 2001;
Murray et al. 2006; Trabulsi et al. 1999).

S. aureus - sdo cocos Gram positivos com disposicdo em cachos, imével e ndo
formadores de esporos, pertencentes a familia micrococcaceae. Sdo catalase positivos.
Este microrganismo coloniza com frequéncia a pele e membranas mucosas sem causar
infeccdo. A existéncia de pequenas roturas da barreira muco-cutdneo permite a
penetracdo desta bactéria em tecidos, e causar uma grande variedade de infecgdes e

quadros clinicos devido a producdo de toxinas (Jawetz et al. 2010).

S.aureus estd geralmente envolvida em infec¢Oes piogénicas humanas tanto de origem
comunitdria como hospitalar, localizadas na pele (foliculites, furunculose, impetigo,
pustulas ou abcessos cutaneos) ou em regides mais profundas (osteomielites, bacteremias,
endocardite, pneumonia e toxinfec¢oes alimentares) (Jawetz et al. 2010).

Esta espécie estd também implicada na intoxicacdo alimentar. A doenca € causada pela
toxina bacteriana presente no alimento, € ndo por efeito directo do microrganismo no
paciente. Os alimentos mais comummente contaminados sdo carnes processadas (como

presunto), carne de porco salgada, bolos recheados com creme, salada de batatas e
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sorvete. O crescimento desta bactéria em carnes salgadas € consistente a habilidade deste
microrganismo crescer em concentracoes altas de sal. Ao contrario de outras intoxicacdes
alimentares, em que um reservatorio animal € importante, a intoxicagdo alimentar por
estafiliococos resulta da contamina¢do do alimento por um portador humano (Murray et
al. 2006).

Actualmente, a espécie coagulase negativa também tem sido responsdvel por infec¢des
graves em pacientes imunocomprometidos, ou submetidos a implantes de orteses e
proteses, nos ambientes hospitalares (Koneman et al. 2001; Murray et al. 2006; Trabulsi
et al. 1999).

» Caracteristicas das colonias (Ver anexo VI)

No meio de cultura Agar sangue: as col6nias de S. aureus sdao brancas ou por vezes
douradas. Produzem uma hemdlise total ou B-hemolise. Sdo aerdbios ou anaerdbios

facultativos, crescem bem no meio Agar sangue a 37°C.

A sua identificacdo € feita com as provas de coagulase, manitol e termonuclease, nas

quais sdo positivas (Murray et al. 2006).

4.3.5. Salmonella sp, Shigella flexneri e Echerichia coli

Caracteristicas gerais

Sdo membros da familia enterobacteriaceae, o maior e o mais heterogéneo conjunto de
bacilos Gram-negativos, clinicamente importantes. Um total de 40 géneros e 150
espécies. As enterobacteriaceae siao organismos ubiquitdrios, encontrados no solo, na
dgua e na vegetacdo, e sdo parte da microbiota intestinal da maioria dos animais,
incluindo os humanos (Murray et al. 2006).

Apesar da complexidade dessa familia, menos de 20 espécies sdo responsaveis por mais
de 95% das infeccOes. Porém, Shigella e Salmonella, sio imdveis, anaerdbias
facultativas, oxidase-negativos e catalase positivos. Reduzem nitratos a nitritos, e sdo

também lactoses negativas (Murray et al. 2006).
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a) Salmonella sp:

Salm. sp: pode colonizar praticamente todos os animais incluindo animais domésticos,
répteis, gado, roedores, passaros e humanos. A disseminacdo entre animais € o uso de
racdes contaminadas com Salmonella mantém um reservatorio animal. Serotipos como S.
typhi, e S. paratyphi estdo altamente adaptados a humanos e ndo causam doencas em
outros hospedeiros. Outras estirpes de Salmonella (S. choleraesuis) estao adaptadas a
animais e, quando infectam humanos podem causar doengas graves. Outras estirpes nao
apresentam especificidade em relacio ao hospedeiro, podendo causar doencas em

humanos e ndo-humanos.

A maioria das infecgOes resulta da ingestdo de alimentos contaminados e, em criangas, da
disseminac¢do fecal-oral directa. As infec¢des ocorrem em todo o mundo, particularmete

nos meses quentes (Murray et al. 20006).

Doencas causadas por Sal sp:

Febre tiféide ou paratifdide, enterite caracterizada por febre, nduseas, vomitos, diarréia
sanguinolenta ou ndo-sanguinolenta e célicas abdominais, bacteremia e colonizag¢do

assintomadtica (Murray et al. 2006).

Caracteristicas das colonias de Sal. sp (ver anexo VI)
A classe taxonémica do género Salmonella é problemética, com a descricdo de 2,463
sorogrupos peculiares. A andlise cuidadosa da homologia do DNA revelou que o género

consiste em 2 espécies: Salmonella entérica e Shigella bongori.

No meio de cultura XLD (Xylose-lysine-deoxycholate): As coldnias sdo rosadas com
pontos negros resultantes da producdo de H,S, sdo produtoras de gds e sdo lactose e

sacarose positivas (Murray et al. 2006).
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b) Shigella flexneri

Foram descritas 4 espécies, constituidas de mais de 45 sorogrupos com base no antigeno
O: S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydii e S. Sonnei. A shiguelose € uma doenca
essencialmente pediatrica; 70% das infeccdes ocorrem em criancas com menos de 15
anos. A doenca endémica em adultos € comum entre homossexuais masculinos e
contactos domésticos de criancas infectadas. A shiguelose € transmitida pela via fecal-
oral, principalmente por pessoas com maos contaminadas e, com menos frequéncia,
através da 4gua e alimentos. Como € necessdrio um indculo muito pequeno, de até 200
bactérias, para produzir doenga, a shiguelose dissemina-se rapidamente em comunidades

onde os padrdes sanitarios e o nivel de higiene pessoal sdo baixos. A doencga ocorre em

todo o mundo e ndo apresenta incidéncia sazonal (Murray et al. 2006).

Doencas causadas por S. flexneri

Gastroenterite (shigelose)- a forma mais comum € uma diarreia aquosa inicial
progredindo em 1 a 2 dias para cOlicas abdominais e tenesmo (com ou sem fezes
sanguinolentas). A forma mais grave da doenca € causada por S. dysenteriae. Contudo
alguns pacientes tornam-se assintomaticos (reservatorios para futuras infec¢oes) (Murray

et al. 2006).

Caracteristicas das colonias de S. flexneri (ver anexo VI)

No meio de cultura MacConkey ou XLD: As colénias sdo pequenas, pontifinas,

avermelhadas, ndo produtoras de H,S ou de gis (Murray et al. 20006).

c) Escherichia coli

O género Escherichia consiste em 5 espécies, das quais a E.coli é a mais comum e
clinicamente importante. Um grande numero de E. coli esti presente no tracto
gastrointestinal, e estas bactérias sdo comumente causadoras de sepse, meningite
neonatal, infec¢cdes do tracto urindrio e gastroenterite. Como esperado, a profusdo de

estirpes capazes de causar doengas reflecte-se na diversidade antigénica das bactérias. A
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maioria das infeccdes € enddgena (microbiota normal do paciente); as estirpes que

causam gastroenterite sio normalmente adquiridas exogenamente (Murray et al. 2006).

Doencas causadas por E. coli

Bacteremia, gastroenterites, infeccdes do tracto urindrio limitadas a bexiga (cistite),
podendo-se disseminar para os rins (pielonefrite) ou prostata (prostatite), meningite
neonatal e infeccdes intra-abdominais associadas a perfuracdo intestinal (Murray et al.

2006).

Caracteristicas das colonias de E. coli ( ver anexo VI)
As coldnias de E.coli sdo lactose e lisina descarboxilase negativos e imdveis. No meio

Agar MacConkey apresentam cor rosada e forma arredondada (Murray et al. 2006).

4.3.6. Vibrio cholerae
O género Vibrio é composto por muitas espécies de bacilos curvos, e 12 espécies foram
implicadas em infeccdes humanas. O Vibrio cholerae, o Vibrio parabaemolyticus € o

Vibrio vulnificus sdo os mais proeminentes (Murray et al. 2006).

Caracteristicas gerais

O V. cholerae € o agente etioldgico de uma diarreia secretdria (c6lera), que se desenvolve
com a ingestdo de dgua e alimentos contaminados por via fecal-oral.

Sdo bacilos Gram-negativos curvos, anaerdbios facultativos, fermentadores. Exigéncias
nutricionais simples, ndo necessitam de sal para crescer mas podem tolera-10s.
Apresentam cepas subdivididas com base no antigeno O de parede celular (Murray et al.
2006).

O V. cholerae tem baixa tolerancia a acidos, e cresce a um pH de 8,0 a 9,5 (o qual inibe
muitas outras bactérias Gram-negativas). E diferenciado de outros vibrides pelas suas
caracteristicas metabdlicas, pela estrutura do antigeno O, e pela produ¢do de uma potente
endotoxina. As espécies patogénicas limitam-se aos sorogrupos Ol e 0139 (encontrada
na Asia) e a variante Elror (encontrada na América Latina). Esta ultima variante

apresenta uma sobrevida maior na natureza, e suas caracteristicas de patogenia, é capaz
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de produzir com maior frequéncia infeccdes subclinicas --- caracteristicas que dificultam
o seu controlo epidemiolégico. Outras estirpes, designadas como ndo Ol1, ndo 0139,
associam-se a quadros menos frequentes, mais brandos e ndo epidémicos de diarreia

(Murray et al. 2006).

A principal caracteristica do V. cholerae € a sua capacidade de produzir uma potente
enterotoxina, cujo exacto mecanismo de acc¢do € ainda desconhecido. Estudos indicaram
que uma estirpe defectiva na produgdo desta toxina poderia ser utilizada na producao de
vacinas; entretanto, em estudos com voluntérios estas estirpes foram capazes de produzir
diarreia, levando a crer que o V. cholerae produz outras toxinas. Estas incluem a toxina
Zot e a toxina ace, ligadas aos genes ctxA e ctxB no cromossomo bacteriano (Kenneth e

Ray, 1994)
Doenca causada por V. cholerae

Célera: comeca com o surgimento de diarreia aquosa e vomito e podendo progredir para
desidratacdo grave; Gastroenterite: forma mais branda da doenca diarreica, pode ocorrer
com estirpes de V. cholerae dos serotipos Ol ou ndo-O1, ndo produtoras de toxinas

(Murray et al. 2006).

Caracteristicas das colonias de V. cholerae

O crescimento deste microrganismo requer meios contendo NaCl. Antes da cultura em
meio sOlido, as bactérias precisam de ser enriquecidas num meio de enriquecimento,
como a dgua peptona alcalina.

V. cholerae é fermentadora de sacarose. No meio de cultura tiosulfato, citrato e sais
biliares (TCBS), que € o meio selectivo para o isolamento de V. cholerae, esta bactéria
aparece sob a forma de colonias amarelas de dimensdes médias lisas e opacas (Downes,

2001).

Cultura
Os Vibrios crescem na maioria dos meios utilizados em laboratdrios clinicos para cultura

de fezes, incluindo 4gar-sangue e dgar de MacConkey. Podem também ser utilizados dgar
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selectivos especiais para vibrides, bem como caldo de enriquecimento. Os
microrganismos isolados podem ser identificados por testes bioquimicos selectivos e
sorotipagem utilizando-se anti-soro polivalente. Nos testes para identificar vibrides
halofilicos, os meios devem ser suplementados com cloreto de sodio a 1% (Murray et al.

2006).

4.3.7. Candida albicans

Caracteristicas gerais

Sao leveduras de forma oval, tém entre 2 a 6 um de didmetro. Apresentam brotos, e hifas
e pseudo-hifas.

Os membros do género Candida sdo microrganismos comensais, aerobios, e fazem parte
da flora microbiana indigena em seres humanos. Podem ser encontrados na cavidade oral
e do aparelho digestivo, bem como no tracto vaginal (Odds, 1988). Eles podem-se tornar
patégenos oportunistas causando uma série de doencas em hospedeiros imunodeprimidos
sobretudo em pacientes HIV-positivos (Erkose e Erturan, 2007).

Uma caracteristica particular da Candida é a sua capacidade de invadir tecidos de mucosa
oral através do desenvolvimento de hifas, que aderem as superficies dos tecidos e leva a
inflamacdo (Ellepola e Samaranayake, 2001). Embora a colonizagdo por C. albicans seja
comum em pacientes imunocomprometidos, onde causa ferimentos graves, outras
espécies de Candida tém sido isoladas de pacientes sauddveis e de criangas com
sindroma de Down, tais como C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. lusitaniae, C.
parapsilosis, C. guilliermondii e C. Dubliniensis (Erkose e Erturan, 2007 e Ribeiro et al.

2006).

Doencas causadas por C. albicans

Candida sp sdo colonizadores conhecidos do homem e de outros animais de sangue
quente e, como tal, sdo encontradas no homem e na natureza em todo o mundo. O
principal sitio de colonizagdo € o tracto gastrointestinal, desde a boca até recto. Esses
microrganismos também podem ser encontrados como comensais na vagina € na uretra,

na pele, e sob as unhas das maos e dos pés (Murray et al. 2006).
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A fonte predominante da infec¢@o € o proprio paciente ou seja, endogena nas quais a flora
normalmente comensal do hospedeiro se aproveita da “oportunidade” para causar a
infeccdo.

As infeccOes por Candida incluem: infeccdo orofaringea, esofagite, infeccao
vulvovaginal, infeccdes da pele e das unhas, candidiase muco-cutinea crénica,
pneumonia, endocardite, pericardite, infeccdo do sistema nervoso central, infec¢do
ocular, infec¢do dos ossos e articulagdes, infeccdo abdominal e infecgdes hematogénicas

(Murray et al. 2006).

Caracteristicas das colonias (ver anexo VI)
No meio de cultura Agar sabourand dextrose: As col6nias sdo brancas, com cheiro a
fermento de pdo. Quando incubadas no plasma por 3 horas a 37°C, apresentam

pseudofilamentos no meio, prova de tubo germinativo (Murray et al. 2006).

Testes adicionais para a identificacao

Producdo do tubo germinativo e assimilagdo de carbohidratos.

4.4. Metabolitos secundarios com actividade antimicrobiana

Os metabdlitos secundérios sdo substiancias que geralmente ndo estdo envolvidas em
fungdes vitais das plantas, geralmente ndo fazem parte do metabolismo bésico e possuem
caracteristicas quimicas muito variadas e as vezes bem complexas.

Dos metabdlitos secundarios com actividade antimicrobiana encontram-se:

4.4.1. Alcaloides

Nao existe uma definicdo exacta para os alcaldides. A defini¢do actualmente aceite para
alcaldides deve ser a de Pelletier que considera alcaldides as moléculas ciclicas que
contém azoto e que sdo verdadeiros metabdlitos secundarios. Esta definicdo exclui as
aminas simples, os derivados de amoniaco aciclicos e ainda 0s compostos nitro € nitrosos
(uma vez que nos alcaldides o atomo de azoto tem de possuir estado de oxidagdo
negativo). Os alcaléides formam um grupo muito vasto de metabdlitos que podem

ocorrer tanto em microrganismos como em plantas superiores e inferiores ou ainda em
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animais, apesar de nestes ultimos ocorrerem com muito menor frequéncia (Morrison e

Boyd, 2005 e Campos, 2002).

4.4.1.1. Propriedades biologicas dos Alcaldides

Estd comprovada a fungdo protectora dos alcaldides nas plantas, por serem téxicos. No
entanto, acredita-se que actuam também como reserva de nitrogénio, reguladores do
crescimento, do metabolismo interno e da reprodugdo, como agentes de desintoxicacdo e
transformacdo simples de outras substancias nocivas ao vegetal ainda como protectores
contra os raios UV (Oliveira et al. 2000).

Alguns alcaldides sd@o usados como potenciais agentes antimaldricos, antimicrobianos,
anticancerigenos, antiinflamatéria, no tratamento de diabetes, como afrodisiaco,
vasodilatador, anti-séptico, cicatrizante, estomdtica e outras indicagdes (Oliveira et al.

2000).

4.4.2. Esteroides

Os esterdides sdo compostos que apresentam na sua estrutura quimica denominada ciclo-
pentano-peridro-fenantreno. Eles formam um grande grupo de compostos soliveis em
gordura (lipossoliveis), que t€m uma estrutura basica de 17 atdmos de carbono dispostos

em quatro anéis ligados entre si (Campos, 2002).

4.4.2.1. Propriedades biologicas dos Esteroides

Em vérias especialidades estes sdo denominados de anti-inflamatorios hormonais usados
no tratamento de diversas infec¢des na forma tdpica (pomadas, solugdes) ou sistémicas

(oral, inalatorio, intramuscular e intravenoso) (Campos, 2002).

4.4.3. Flavonoides

Os Flavonodides sdao compostos quimicos, com estrutura polifendlica e de baixo peso
molecular, encontrados naturalmente nas plantas (folhas, flores, nozes, sementes e nas

raizes).
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4.4.3.1. Propriedades biologicas dos Flavondides

Entre as vdérias actividades bioldgicas relatadas para os flavondides podemos citar:
antioxidante, antialérgica, antiflamatoria, antiviral, anticarcinogénico, vasoprotectora,
antimicrobiana, anti-hepatotdxica e insecticida.

Alguns flavondides que ndo possuem radicais hidroxilos ndo apresentam actividade
sequestradora de radicais, ao contrario de flavondides que apresentam na sua estrutura o
anel catecol (estrutura orto-dihidroxi), estes possuem alta capacidade antioxidante. Esta
actividade aumenta nas seguintes classes: isoflavonas <flavanonas <flavonas <chalcona
<flavondis, porém, individualmente alguns compostos destas classes ndo seguem esta

ordem (Nico, 2006).

4.5.4. Saponinas

Saponinas sio glicosideos produzidos por plantas, formados por uma aglicona policiclica
(um triterpeno ou um esterdide) e uma cadeia sacaridica. Essas biomacromoléculas
podem apresentar ac¢Oes antitumorais, antivirais, antiinflamatorias e antitromboticas.

A diferenca na polaridade dos elementos que compdem a molécula das saponinas é
responsavel pela capacidade das mesmas de reduzirem a tensdo superficial da dgua

levando a formacgdo de espuma, quando em solu¢do aquosa (Nico, 2006).

4.4.4.1. Propriedades biologicas das Saponinas

As saponinas triterpénicas sdo um grupo de compostos naturais que apresentam um
amplo espectro de actividades biolégicas e farmacoldgicas. A sua actividade mais comum
€ a capacidade de produzir hemodlise. Essa actividade hemolitica das saponinas, que faz
parte do sistema de proteccdo vegetal ou das plantas contra ataques de predadores
(insectos, virus, fungos e bactérias), estd ligada a muitas das actividades antibacterianas,

antifingicas e espermicidas apresentadas por uma diversidade de plantas (Diniz, 2006).

4.4.5. Taninos

Taninos sdo substincias de composicao quimica varidvel, apresentam uma caracteristica
comum: sao hidrossoluveis, possuem a capacidade de coagular as albuminas, os metais e
os alcaldides (Taiz e Zeiger, 2006). Sdo divididos em duas grandes classes: os taninos

hidrolisaveis e os taninos condensados (Bruyne et al. 1999 e Khanbabaee e Ree, 2001).
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4.4.5.1. Propriedades biologicas dos Taninos

» Sao usados no tratamento de diarreias, em problemas estomacais (azia, gastrite, tlcera
gastrica, tumores de estdmago e duodeno) e também como anti-sépticos, anti-
inflamatorios, antioxidante e hemostaticos (ou seja que suspende as hemorragias

favorecendo a coagulacdo.

» Os taninos também possuem actividade antimicrobiana pelo que tém sido usados por
via externa para tratamento de infeccdes da boca (Bruyne ef al. 1999 e Khanbabaee e

Ree, 2001).

4.4.6. Terpenoides
Os triterpendides sdo produtos naturais que pertencem a classe dos terpenos, e derivam
dos mesmos ou dos sesquiterpenos. Geralmente sdo substancias insoldveis em &dgua,

sintetizados a partir de intermediarios glicoliticos.

4.4.6.1. Propriedades biologicas dos Terpendides

Os terpendides que ocorrem naturalmente, apresentam propriedades antiinflamtdrias e
antinoceptivas, inibem a agregacdo plaquetdria e interferem a nivel intracelular em vérios
passos do mecanismo de transdugdo. Sdo também bacterianos, fungicidicos, anti-virais,

analgésicos, cardiovasculares, antitumorais (Taiz e Zelger, 2006).
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S. PARTE EXPERIMENTAL

Nesta parte sdo apresentados os procedimentos usados neste trabalho desde a colheita da
amostra até a realizacdo dos ensaios laboratoriais de acordo com os objectivos definidos e

com as condi¢des técnicas e materiais disponiveis.

Na figura 9 estd esquematizada a sequéncia das actividades seguidas durante a realizacio

do presente trabalho.

_||  Extraccio por Soxhlet
S been e
B comtir e P ' \ '
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Figura 9: Esquema geral das etapas seguidas no trabalho.
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5.1. Colheita e identificacao botanica da planta

A colheita das amostras (raizes da planta em estudo), foi feita de forma manual, no dia 08
de Agosto de 2009 na regido de Khokhole, distrito de Moamba na provincia de Maputo,
seguindo-se a devida confirmag¢do no Herbério do Departamento das Ciéncias Biologicas

da Universidade Eduardo Mondlane, espécime niimero 02.

5.2. Secagem e moagem da amostra

Ap6s a colheita, as raizes foram depositadas em sacos de rafia e levadas ao laboratorio de
Quimica Organica do Departamento de Quimica, onde foram limpas, cortadas e levadas a
estufa (Scientific — series 2000) a 50°C durante 8 dias.

Findo este periodo, as amostras foram moidas no IIAM (Instituto de Investigacdo Agraria

de Mocambique) e conservou-se o pé num cartucho a temperatura ambiente.
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Os extractos utilizados na avaliagdo da actividade antimicrobiana foram obtidos

seguindo o esquema da figura 10.

P6 das raizes

MaJeragﬁo Evaporacao

» | Extracto

Eter de Petroleo

‘ Evaporacao

Maceracdo (Residuo) » Extracto
3 ) Testes
Maceragdo (Residuo) Antimicrobianos
Evaporacao
Diclorometano » | Extracto

Maceracao (Residuo)

Evaporacdo | | gy tracto

Acetato de etilo

Iimind

Maceracao (Residuo)
Evaporacao

n-butanol >

Extracto

P6 das raizes

Agua Extracto

P6 das raizes

Evaporacao

Metanol »| Extracto

Figura 10: Esquema geral para a obtencdo dos extractos para os testes antimicrobianos.
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5. 4.1. Extraccao por Maceracao

Na extraccdo por maceragdo, pesou-se 100g do péd das raizes de S. longepedunculata o
qual foi devidamente misturado com 500 mL de éter de petréleo em um Erlenmeyer de
750 mL e macerou-se sob agitacdo e repouso durante 72h. Logo apds, a mistura foi
tratada pelo processo de filtracdo simples. O filtrado foi transferido para um baldo de
fundo redondo de 250 mL, concentrou-se no rotavapor até quase a secura obtendo-se
assim um residuo laranja cuja massa foi de 1,85g. O extracto obtido foi devidamente
rotulado, identificado e guardado para prosseguir a experi€ncia.

O residuo foi macerado usando o mesmo processo com 300 ml de MeOH; logo apds, a
mistura foi tratada da mesma maneira como aconteceu com a outra, referida no paragrafo
anterior. O filtrado foi transferido para um baldo de fundo redondo de 250mlL,
concentrou-se no rotavapor até quase a secura obtendo-se assim um residuo castanho cuja
massa foi 17,70g. O extracto obtido foi devidamente rotulado, identificado e guardado

para prosseguir o experimento.

5.4.2. Extraccao por Soxhlet

Na extrac¢do por Soxhlet 25 g do p6 das raizes da S. longepedunculata, foram tratados
com éter de petrdleo 40-60 durante 8 horas, obtendo-se extractos de éter de petrdleo de
cor castanha de massa 0.41 gramas apds a evaporacdo do solvente no rotavapor. Apos a
secagem, os residuos previamente tratados com éter de petrdleo foram novamente
submetidos a um refluxo continuo com metanol durante 8 horas, obtendo-se um extracto

metandlico de cor castanha, pesando 8.67 gramas.

5.4.3. Maceracao sequencial por ordem crescente de polaridade

Na extrac¢do sequencial por ordem crescente de polaridade, 200g do p6 das raizes foram
tratados com 500 mL de éter de petrdleo durante 72h, filtrou-se e o conteudo foi
concentrado no rotavapor obtendo-se um extracto de éter de petrdleo (3,74g) de cor
castanha. O po6 das raizes extraido com éter de petréleo depois da secagem foi submetido
a maceracdo com 500 mL de diclorometano durante 72h, filtrou-se e o conteudo foi

concentrado no rotavapor obtendo-se um extracto de diclorometano (1,96 g) de cor
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castanha. O p¢6 das raizes extraido com diclorometano depois da secagem foi submetido a
maceracdo com 500 mL de acetato de etilo durante 72h, filtrou-se e o conteudo foi
concentrado no rotavapor obtendo-se um extracto de acetato de etilo (2,54g) de cor
castanha. O p6 das raizes extraido com acetato de etilo depois da secagem foi submetido
a maceracdo com 500 mL de n-butanol durante 72h, filtrou-se e o conteudo foi
concentrado no rotavapor obtendo-se um extracto de diclorometano (2,48g) de cor
castanha.

Todos os extractos obtidos foram usados para realizacdo dos testes fitoquimicos e

avaliagc@o da actividade antimicrobiana.

5.4.4.Preparacao dos extractos metandlico e aquoso usados para os testes
antimicrobianos

Para preparacdo do extracto metandlico, 30g do pé das raizes foram tratados com 80mL
de metanol durante 72h, filtrou-se e o conteudo foi concentrado no rotavapor obtendo-se
um extracto metandlico (6,72g) de cor castanha. O pé das raizes extraido foi descartado.

Para preparacdo do extracto aquoso, 100g do p6 das raizes foram tratados com 500mL de
agua destilada durante 72h, filtrou-se e o conteudo foi concentrado no rotavapor obtendo-
se um extracto aquoso (15,90g) de cor castanha. O p6 das raizes extraido foi descartado.

Os extractos obtidos foram usados para realizacdo dos testes fitoquimicos e avaliagdo da

actividade antimicrobiana.

5.5. Extraccao de alcaldides totais

Com o objectivo de confirmar a presenca dos alcaldides presentes nas raizes que segundo
a literatura sdo alcaldides inddlicos efectuou-se a extrac¢do dos alcaldides totais seguindo
o procedimento descrito por Stas-Otto como mostra a figura 11.

A extrac¢do foi feita em meio alcalino, onde 100 g do p6 das raizes foram alcalinizados
com hidréxido de aménio a 25 %, seguindo a extraccdo continua com o cloroférmio. O
extracto cloroférmico foi submetido a particdo com 4cido cloridrico a 2% resultando em
duas fases: cloroférmica e aquosa dcida. A fase aquosa 4cida foi alcalinizada com
hidr6xido de amoénio concentrado até um pH 9, e depois submetida a particio com

cloroférmio. A fase cloroférmica resultante (final) foi submetida a secagem com sulfato
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de sédio, filtracdo e evaporagdo obtendo-se assim um extracto dos alcaléides totais (AT)

de massa igual a 0,41g.

Planta seca e
moida (100g)

1. Alcalinizagdo com NH,OH 25 % (v/v)
2. Extrac¢do com CHCl;

A\ 4

Extracto
o Cloroférmico

Parti¢cdo com HCI 2%

/ g

Fase aquosa
acida

Fase
Cloroférmica

1. Alcalinizagio com NH,OH Conc. a P" 9-10

2. Particdo com Cloroférmio

/ Fase

Fase Aquosa Cloroférmic
a Final

A

1.Secagem com Na,SO4
2. Filtracao

3. Evaporacao

v

Alcal6ides
Totais

Figura 11: Esquema para obtencdo dos alcaldides totais
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5.6. Testes fitoquimicos

Com vista a avaliar a composi¢do fitoquimica das raizes foram realizados testes tipicos

de algumas classes principais dos metabdlitos secundérios em diferentes extractos brutos.

a) Teste dos alcalodides livres

Dissolveu-se cada um dos extractos em 1,5 mL de HCI a 2%. Agitou-se com uma vareta
de vidro até dissolucdo total e dividiu-se a solu¢do obtida em volumes iguais, por 3 tubos
de ensaio:

Tubo 1: Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer.

Tubo 2: Adicionou-se 3 gotas de reagente de Dragendorff

Tubo 3: tubo testemunha

Para estes 2 testes a formacdo de precipitados brancos com o reagente de Mayer e
precipitados amarelos com o reagente de Dragendorff sdo indicativos da provavel

presenca de alcaloides.

b) Teste de Borntrager para antraquinonas

Servindo-se de um tubo de ensaio colocou-se um pequeno fragmento do extracto num
tubo de ensaio e adicionou-se 5 mL de NH4OH a 10%.
Para este teste a formacdo de uma coloracdo rosa, vermelha ou violeta sugere a provdvel

presenca de antraquinonas.

¢) Ensaio de reconhecimento de flavonoéides

1. Reacgdo com dcido sulfiirico

Tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto, colocou-se num tubo de ensaio e

adicionou-se 4 gotas de 4cido sulfirico concentrado (a 98%).
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2. Reacc¢do de Shinoda

Tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto e foi acidificada com acido cloridrico a
10% até ao pH 4 e submetida a hidrélise durante 30 minutos. Apds arrefecimento
adicionou-se 10 mL de 4gua destilada e fez-se a extrac¢do com éter de petrdleo. Da
solucdo de éter retirou-se 1 mL que foi colocado num tubo de ensaio e adicionou-se 3
pedacos de fita de magnésio metalico e algumas gotas de dcido cloridrico concentrado (a
37%).

Para estes 2 testes a formacdo de uma coloracdo vermelha € indicativo da presenca de

flavonoides.

d) Teste de Liebermann-Buchard para identificacao de esteréides e triterpendides.

Transferiu-se para um copo cada extracto e extraiu-se com cloroférmio. Filtrou-se a
solugdo cloroférmica para um tubo de ensaio seco, adicionou-se 1 mL de anidrido acético
e agitou-se suavemente. Adicionou-se depois 3 gotas de 4cido sulfurico concentrado (a
98%) e agitou-se suavemente.

Para este teste a formagdo de uma cor verde ou verde azulada formada poucos minutos

sugere a presencga destes metabolitos.

e) Teste de saponinas

Para testar as saponinas tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto, colocou-se num
tubo de ensaio e adicionou-se 6 mL de dgua destilada e agitou-se energicamente por 3
minutos.

Para este teste a formacdo de espuma persistente indica a provavel presenca de
saponinas.

f) Teste de taninos

Diluiu-se em tubo de ensaio, 1 mL do extracto com 2 ml de 4gua destilada. Agitou-se e
adicionou-se 3 gotas de cloreto férrico a 1%. O mesmo procedimento foi repetido usando

o acetato de chumbo.
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Para este teste a formacdo de uma coloracdo azul sugere a presenca de taninos
hidrossoliveis enquanto a verde a presenca de taninos condensados.

Os resultados obtidos nos testes estdo representados nas tabelas 5 e 6.

5.7. Analise cromatografica

Neste trabalho usou-se a técnica de cromatografia em camada fina (TLC) para as andlises
dos extractos usados para os testes microbioldgicos e fitoquimicos e para andlise dos
extractos obtidos na extrac¢do de alcaldides totais.

Os extractos de EP, DCM, EtOAc e n-BuOH obtidos na extrac¢do sequéncial por ordem
crescente de polaridade foram dissolvidos em metanol e submetidos a cromatografia em
camada fina (TLC).

Foi usada como fase estacionaria silica gel 60 F»s4 (Merck) sobre as placas comerciais de
aluminio (7 x 10 cm e 20 x10 cm) e como fase mével Acetato de etilo e Hexano (2,0:

98.,0).

5.7.1. Aplicacao da amostra

Os extractos depois de dissolvidos em metanol foram aplicados em placas
cromatograficas a uma distancia de 1 cm da extremidade inferior da placa usando tubos
capilares de 2ul. mantendo uma separacdo minima de 0.75 cm entre os pontos de

aplicacdo.

5.7.2. Desenvolvimento das placas

As placas foram introduzidas em tinas cromatograficas pré-saturadas de solvente
evitando que o nivel do solvente atingisse os pontos de aplicacdo durante a imersdo. A

eluicdo foi feita de modo ascendente das placas.

5.7.3. Sistema de deteccao

Os componentes separados foram visualizados numa lampada UV a 254 nm e as placas

foram depois pulverizadas com vanilina e aquecidas a 100 °C durante 2-5 minutos.
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5.8. Testes antimicrobianos

Os ensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Medicina da UEM, onde se subcultivou algumas estirpes-padrao ja
existentes no Laboratério, e também se usou algumas estirpes isoladas a partir de
amostras biolégicas de pacientes.

Os testes antimicrobianos foram realizados de acordo com as condi¢des do Laboratério
de Microbiologia, para tal foi usado o método de difusdo em agar.

O meio usado foi Agar Mueller Hinton, de acordo com as recomendacdes da U.S. Food
and Drug Administration (FDA) e da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), e Agar
nutriente (para S. aureus).

O Agar Mueller Hinton € rico em proteinas e carboidratos, sendo deste modo, o substrato
ideal para o desenvolvimento e crescimento de estirpes bacterianas de interesse clinico.
Este meio € usado para o teste de sensibilidade/resisténcia a antibidticos de bactérias
Gram positivas e Gram negativas, aerObicas ou anaerdbicas facultativas, comumente

encontradas em alimentos e espécimes clinicos (Pelczar et al. 1996).

Material, equipamento e reagentes usados

5.8.1 Reagentes
> Agua destilada

» Solucdo de etanol a 50%

5.8.2. Equipamento

» Balanca analitica
Bico de Busén
Estufa de secagem

Congelador — 20°

YV V V V

Autoclave

5.8.3. Material
» Copos de Becker
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Erlenmeyers
Proveta graduada
Placas de Petri
Pipeta

Tubos de ensaios
Espatulas

Zaragatoas estéreis (swabs)

VvV V V V V V V V

Ansas bacteriologicas

5.8.4. Microrganismos testados:
» S. aureus (Gram-positivo)

E. coli (Gram-negativo)

Sal. sp (Gram-negativo)

>
>
» S. flexneri (Gram-negativo)
» C. albicans (Levedura)

>

V. cholerae (Gram-negativo)

z

De referir que algumas amostras foram isoladas de pacientes como € o caso da C.
albicans, E. coli, V. cholerae e as outras foram amostras-padrdo existentes no Laboratdrio

de Microbiologia da UEM.

5.8.5. Preparacao dos meios de cultura
Para preparacdo de meios de cultura seguiram-se essencialmente as seguintes operacoes

tomando sempre em consideracdo as indicagdes prescritas pelo fabricante.

5.8.6. Pesagem dos compostos
A pesagem foi feita numa balanca analitica directamente para um baldo de Erlenmeyer

adequado a quantidade que se pretendia preparar.

5.8.7. Dissolucao em agua
A dissolugdo foi feita num baldo volumétrico de vidro usando a quantidade de dgua
destilada indicada. Em seguida aqueceu-se o baldio em banho-maria agitando-se

frequentemente, depois de dissolver o meio no baldo em banho-maria, este era depois
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autoclavado, antes de ser distribuido nas placas. Uma vez distribuido o meio nas placas,
taparam-se as mesmas e deixaram-se a temperatura ambiente até a solidificacdo do meio.

Os meios foram depois esterilizados numa autoclave a 121°C por 15 minutos; alguns
meios nao sao submetidos a este processo, devido a sua composi¢ao particular que nao os
permite a submissdo a temperaturas elevadas; em seguida deixa-se arrefecer em banho-

maria até 50°C.

5.8.8. Distribuicao do meio

Ap6s o arrefecimento no banho-maria a 50°C, o meio foi distribuido em placas de Petri
ésteris com 90 mm de diametro. Este processo foi feito perto da chama do bico de Busén,
para assegurar a esterilidade do mesmo. Em seguida deixou-se arrefecer para permitir a
solidificacdo do meio. Para confirmar a esterilidade do meio, as placas foram incubadas a
37°C por 24 horas. Quando ndo houvesse crescimento de bactérias ou fungos apés 24 a

48 horas de incuba¢do o meio era considerado estéril e apto para ser usado.

5.8.9. Conservacao das placas

As placas foram conservadas na geleira (2 a 8°C), com as tampas viradas para baixo

etiquetadas com o nome do meio e data da preparacao.

5.8.10. Isolamento de coldonias puras

O processamento consistiu em inocular uma pequena porcdo de coldnias, num meio de
cultura selectivo. Apds a inoculacdo em meios de cultura, as placas foram incubadas na
estufa a 37°C, durante 18 a 24 horas, tempo necessdrio para a obtengdo dum crescimento
bacteriano 6ptimo. No caso de bactérias microaerofilas, as placas eram incubadas numa
jarra com vela de modo a criar um meio com uma pequena concentracdo de CO,.

Findo o tempo de incubacgdo, as placas foram examinadas para a identificacdo das
caracteristicas morfolégicas das col6nias, e também para a realizacdo dos testes
bioquimicos e outras provas que permitissem a identificacdo das espécies bacterianas

desejadas.
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5.8.11. Preparacao de solucoes com diferentes concentracoes a partir dos extractos
de plantas

A solucdo de 200 mg/mL foi preparada, pesando num frasco estéril, 0,8g de extracto e
dissolveu-se em 4 mL de etanol a 50%. Esta foi a solu¢do com concentracdo mixima, ou
a concentracdo ‘“stock”, ou ainda solugdo 1, pois a partir dela foram preparadas as
seguintes concentragdes: 150 mg/mL; 100 mg/ mL; 50 mg/mL e 25mg/ mL em 4 frascos

previamente esterilizados e rotulados com os nimeros 2, 3, 4 e 5 respectivamente.

5.8.12. Preparacao de discos contendo extractos

Para preparar os discos foi usado papel de filtro de boa qualidade, tipo "Whatman No.1".
Com auxilio de um furador de papel comum, foram preparados os discos. Os discos
resultantes eram uniformes quanto a tamanho, e aceitavelmente circulares. Posto isto, os
discos foram etiquetados usando um ldpis de grafite. Os discos preparados foram depois
acondicionados em placas de Petri que permitiam a esterilizacao por calor seco, numa
estufa de Pauster por 4 a 6 horas a uma temperatura de 120°C, tendo-se tomado o
cuidado de evitar a exposi¢cdo excessiva dos discos ao calor.

Seguidamente, os discos foram impregnados com solucdes de diferentes concentragdes
de extracto previamente preparadas, tendo-se usado o volume de 20ul para cada disco.
Todo o procedimento foi perto da chama do bico de Busén para garantir a esterilidade
dos discos.

Apés a impregnagdo, nas solugdes preparadas, os discos foram postos a secar numa
estufa a 37°C e depois conservados numa geleira a 4°C.

Os discos preparados foram usados para a determinacdo da sensibilidade, seguindo os

procedimentos ja descritos usando o método de Kirby-Bauer ou de difusdo em disco.

5.8.13. Escolha dos microrganismos

A seleccdo das bactérias-teste foi baseada nas seguintes situacoes:
» Facilidade de obtencdo
» Crescimento rdpido em meios de cultura
» Importancia em satde ptblica

» Facilidade de manutengao
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5.8.14. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)

O teste de sensibilidade aos antibiéticos (TSA) foi realizado com o objectivo de avaliar a
capacidade dos extractos em inibir o crescimento microbiano in vitro. Esta habilidade foi
avaliada pelo método de difusdo em discos em meio agar Mueller-Hinton usando a

Técnica de Kirby-Bauer.

A triagem da actividade antibacteriana foi realizada a partir de culturas puras de
microrganismos a testar com crescimento maximo de 24 horas. Foram seleccionadas duas
a trés coldnias isoladas, com auxilio de uma ansa bacteriolégica. Em seguida, foram
misturadas num tubo de ensaio que continha solucio salina (soro fisiologico a 0,9% de
NaCl). A mistura foi agitada com auxilio de um misturador. Esta suspensao bacteriana foi
depois comparada a turvagdo padrdo na escala de 0,5 de MacFarland, que equivale a um
valor de absorvancia enttre 0,08 a 0,1 no comprimento de onda de 580 nm. Esta turvacao

€ equivalente a 1,5x 10® unidades formadoras de colénias.

Com auxilio de uma zaragatoa estéril (cotonete), foi retirada a suspensdo de bactérias e
distribuida uniformemente por estrias, na superficie da placa de dgar Mueller-Hinton.
Posteriormente, foram colocados os discos na superficie do meio onde a bactéria-teste foi
incorporada. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, com as tampas viradas para
cima.

Geralmente os halos de inibi¢do surgem com 24 horas sob a forma de uma 4rea circular,
transparente, sem crescimento bacteriano, geometricamente circunscrita ao disco de
papel, foram medidos os didmetros desses halos.

Os resultados obtidos dos testes antimicrobianos encontram-se nas tabelas 7 a 11.
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6. RESULTADOS

6.1.Resultados obtidos na extraccdo por Maceracdo e Soxhlet usando éter de petrdleo e

metanol como solventes.

Tabela 2: Quantidades obtidas dos extractos do p6 das raizes de S. longepedunculata.

Extracto Maceracao (100 gramas) Soxhlet (25 gramas)
Massa Rendimento Massa Rendimento
EP 1,85 ¢ 1,85 % 041¢g 1,64 %
MeOH 17,70 g 17,70 % 8,67¢g 34,68 %
Total 19,55 19,55% 9,08 g 36,32 %

6.2. Resultados obtidos na extrac¢do sequencial por ordem crescente de polaridade.

A maior quantidade foi observada para n-butanol e a menor para diclorometano.

Tabela 3: Quantidades obtidas na extraccdo sequencial por ordem crescente de

polaridade.
Extracto Maceracao (200 gramas)
Massa Rendimento

EP 3,74¢g 1,87%
DCM 1, 96g 0,98%
EtOAc 2,54¢g 1,27%
n-BuOH 2,48¢g 1,24%
Total 10,72¢g 5,36%

6.3. Resultados obtidos na preparacio do extracto aquoso e metandlico.

Tabela 4: Quantidades obtidas na extrac¢do por maceragao.

Extracto Maceracao (100 gramas)
Massa Rendimento
Aq 15,90 ¢ 15,90 %
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Extracto Maceracao (30 gramas)
Massa Rendimento
MeOH 6,72 ¢ 22,4%

6.4. Para a confirmagdo dos principios activos presentes nas raizes da planta em estudo
realizou-se testes fitoquimicos (tabela 5), tendo se verificado que o metanol, usando os
dois métodos, conseguiu extrair mais principios activos em relagdo ao éter de petroleo.

Tabela 5. Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos obtidos das raizes de S.

longepedunculata
Metabdlitos Métodos Utilizados Resultados
Secundarios Maceracao Soxhlet
(Raizes) (Raizes)
EEP EMeOH @ EEP EMeOH
Alcaldides Reac¢do com reagente de

Dragendorff e Mayer - - - -

Antraquinonas livres | Reac¢do de Borntrager - - - -

e glicosidicas directa

Flavondides Reac¢do de Shinoda - + - +
Saponinas Formacdo de espuma - + - +
Taninos Reacgdes: Acetato de - + - +

chumbo; cloreto férrico

Terpenos e Reacc¢do de Liebermann- + - + -
Esterdides Buchard’s

EEP - Extracto de Eter de Petréleo; EMeOH — Extracto Metanélico; (-): negativo; (+):

positivo.
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Tabela 6. Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos das raizes de .

longepedunculata obtidos na extrac¢do por maceragao.

Metabdlitos Extracto | Extracto | Extracto | Extracto de | Extracto Extracto
Secundarios de EP de DCM | de n-BuOH metandlico | aquoso

EtOAc (*) (%)
Alcalobides - - - - - +
Antraquinonas - - - - - -
Flavonoéides - + + + + +
Saponinas - + + - + +
Taninos - - + - + +
Triterpenos / + - + - + +
Esteroides

(-): negativo; (+): positivo

(*) e (**)- extractos obtidos da maceracao directa com o po.

6.5. Cromatograma dos extractos brutos

Feita a TLC (anexos II e III) dos extractos brutos (A, B, C e D) e salicilato de metilo,
notou-se que:
v" Todos os extractos apresentam uma mancha em comum com um Rf de cerca de
0.11 apods a pulverizagdo com vanilina com excep¢ao do extracto D.
v" Nenhuma mancha nitida foi observada sob a luz UV a 254 nm e com vanilina
para o extracto D.
v Os extractos A e C apresentam uma mancha em comum.

v O extracto C apresenta maior nimero de manchas em relagio a outros.
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No caso dos alcaldides totais (anexos IV e V), notou-se que:
v' Observando sob a luz UV a 254 nm verificou-se algumas manchas, e
pulverizando com o reagente de Drangerdorff observaram-se também algumas

manchas com o valor de Rf 0.25; 0.29 e 0.38.

6.6. Resultados dos testes antimicrobianos
A andlise antimicrobiana foi realizada com o objectivo de identificar a ac¢@o inibitéria
dos extractos das raizes de S. longepedunculata no crescimento microbiano cujos

resultados constam nas tabelas 7 a 11.

Tabela 7. Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes da S. longepedunculata na

concentracdo de 200mg/mL (Halos de inibi¢do em mm).

Amostras E. coli | C. Sal. sp S. flexneri | S. aureus | V. cholerae
albicans

EEP 7,0 0,0 6,0 9,5 19,0 -
EDCM 0,0 0,0 6,0 7,5 13,0 -
EEtOAc 8,0 0,0 6,0 9,0 22,0 -
En-BuOH 0,0 0,0 0,0 6,0 6,0 -
EMeOH 6,0 0,0 6,0 11,0 10,0 0,0
EAq 10,0 0,0 7,0 7,0 11,0 0,0

EEP- Extracto Etér de Petréleo; EDCM- Extracto diclorometano; EEtOAc- Extracto
Acetato de Etilo; En-BuOH- Extracto Butandlico; EMet- Extracto metandlico; EAgQ-
Extracto Aquoso; (-): ndo foi testado, E. coli- Escherichia coli; C. albicans- Candida
albicans, Sal. sp- Salmonella sp; S. flexneri- Shigella flexneri; S. aureus - Staphylococcus

aureus, V. Cholerae- Vibrio cholerae.
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Tabela 8. Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes da S. longepedunculata na

concentracdo de 150mg/mL (Halos de inibi¢do em mm).

Amostras E. coli | Candida Sal. sp | S. S. aureus | V. cholerae
sp flexneri

EEP 0,0 0,0 0,0 0,0 16,0 -
EDCM 0,0 0,0 0,0 0,0 11,5 -
EEtOAc 6,0 0,0 0,0 6,5 19,0 -
En-BuOH 0,0 0,0 0,0 0,0 6,0 -
EMeOH 0,0 0,0 0,0 6,0 9,0 0,0
EAq 7,0 0,0 0,0 7,0 10,0 0,0

Tabela 9. Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes da S. longepedunculata na

concentracdo de 100mg/mL (Halos de inibi¢do em mm).

Amostras E. coli S. flexneri S. aureus
EEP 0,0 0,0 15,0
EDCM 0,0 0,0 7,0
EEtOAc 0,0 0,0 18,0
En-BuOH 0,0 0,0 0,0
EMeOH 0,0 0,0 9,0
EAq 0,0 0,0 9,0

Tabela 10. Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes da S. longepedunculata na
concentragcdo de 50mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

Amostras | EEP EDCM EEtOAc En-BuOH | EMeOH EAq
S. aureus 11,5 6,0 16,0 0,0 8,5 8,5
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Tabela 11. Actividade antimicrobiana dos extractos das raizes da S. longepedunculata na

concentragdo de 25mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

Amostras | EEP EDCM EEtOAc En-BuOH | EMeOH EAq
S. aureus 10,0 0,0 14,0 0,0 8.5 8,0

Dos resultados obtidos da actividade antimicrobiana, verifica-se que a bactéria S. aureus
foi a mais sensivel aos extractos usados e a bactéria V. cholera e o fungo C. albicans

foram os microrganismos mais resistentes aos extractos (grafico 1).

Os extractos acetato de etilo, metandlico, éter de petrdleo, e aquoso mostraram uma boa

actividade contra a bactéria S. aureus, seguido de dicloroetano e n-butanol (grafico 2).
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40%
20%
4
E. coli C. albicans Sal. sp S. flexneri S. aureus V. cholerae

Grifico 1: Indice de Susceptibilidade microbiana para os extractos brutos das raizes de

S.longepedunculata.

100% 100% 100% 100%
I 80%
EtOAc Aq DCM EP MeOH n-BuOH

Griafico 2 : Actividade dos extractos brutos das raizes de S.longepedunculata em relagdo

aS. aureus
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7. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os testes fitoquimicos realizados sobre os extractos das raizes da S. longepedunculata
revelaram a presenca de: alcaldides, esterdides, flavondides, saponinas, taninos e

terpenos. Estes dados estdo de acordo com os obtidos na literatura (Junaid et al. 2008).

A populacdo mocambicana usa as raizes da S. longepedunculata para diversos fins como:
lavar roupa, tomar banho, entre outros. Dos testes fitoquimicos realizados verificou-se

que nas raizes da S. longepedunculata estdo presentes grandes quantidades de saponinas.

Os testes fitoquimicos revelaram a presenga dos alcaldides s6 no extracto aquoso e estd

de acordo com o trabalho realizado por Junaid et al. (2008).

Os testes fitoquimicos mostraram a presenca dos flavondides, saponinas, taninos,
esterdides e triterpenos nos extractos de acetato de etilo, metandlico e aquoso. Durante
os testes antimicrobianos os trés extractos manifestaram uma notével actividade contra S.
aureus, E.coli e S. flexneri. Andrade (2007), citado por Ismael (2010), relata que os
taninos, os flavondides, os terpenos e alguns derivados fendlicos sdo as principais classes

de metabdlitos secunddrios com ac¢ao antifiingica e antimicrobiana.

As plantas medicinais produzem flavondides em resposta a infec¢do microbiana
(Greenwood et al. 1992 e Nico, 2006). Essa actividade foi demonstrada in vitro contra
uma ampla variedade de microrganismos. Esta actividade é provavelmente devido a sua
capacidade de formar complexos com proteinas soluveis extracelulares e com a parede
celular, ou ainda pelo carécter lipofilico dos flavondides ser responsével pela ruptura da
membrana celular dos microrganismos (Tsuchiya et al. 1996).

A extraccdo dos alcaldides totais seguindo o método descrito por Stas-Otto fig.12,
permitiu obter 0,41g a partir de 100g do pé das raizes, e com a TLC foi possivel

identificar 3 manchas usando o reagente de Dragendorff como revelador.
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Na TLC dos extractos obtidos na extrac¢do por maceragdo, verificou-se que o extracto de
acetato de etilo apresentou maior nimero de manchas e nos testes antimicrobianos foi a
fraccdo que apresentou elevado nivel de actividade antibacteriana.

Para concentracdo de 200mg/mL os extractos de E.P, EtOAc, MeOH e Aq conseguiram
inibir o crescimento das seguintes bactérias: E.coli, Sal. sp, S. flexneri e S. aureus, tendo
sido observada a maior actividade antimicrobiana no extracto de Acetato de etilo e a
menor no extracto metandlico.

Na concentragcdo de 150mg/mL apenas alguns extractos conseguiram inibir o crescimento
das bactérias: E.coli, S. flexneri e S. aureus.

Na concentragdo de 100mg/mL, somente S. aureus é que se mostrou sensivel para
maioria dos extractos o que levou a determinar a CIM somente nesta bactéria, na qual se
verificou que a maior actividade foi observada no extracto de Acetato de etilo € a menor
no extracto n-butandlico.

Todos os extractos usados inibiram o crescimento da bactéria S. aureus nas
concentragdes de 200mg/mL e 150mg/mL, tendo os extractos de EtOAc e E.P
apresentado maiores halos de inibic¢ao.

O extracto n-butandlico mostrou uma fraca inibi¢do contra S. flexneri e S. aureus (6 mm)
na concentragdo de 200mg/mL. Este extracto mostrou-se inactivo contra as outras

bactérias testadas incluindo a levedura C. albicans.

Comparando os halos de inibi¢do exibidos pelo extracto aquoso, observa-se que os halos
de inibicdo sdo relativamente maiores nas bactérias E.coli e S. aureus, enquanto as
bactérias S. flexneri e Sal. sp, mostraram menores halos de inibi¢do. Estes resultados
estdo de acordo com os reportados na literatura (Junaid et al. 2008) que relatam que o
extracto aquoso das raizes mostrou uma forte inibicdo contra as bactérias E.coli, S.

aureus e S. flexneri.

A fraca actividade antimicrobiana verificada contra as bactérias Gram-negativas € 0s
bons resultados verificados na S. aureus, que é uma bactéria Gram-positiva estdo de

acordo com Herrera et al. (1996) citado por Ismael (2010), que mostra que substancias
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com actividade antibacteriana provenientes de plantas parecem ser mais activas contra
microrganismos Gram-positivos do que para Gram-negativos. A explicacdo para este
facto € que as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis a accdo de agentes
antimicrobianos devido a presenca de uma parede bacteriana que normalmente nao
restringe a penetracdo de moléculas téxicas, enquanto as Gram-negativas possuem um
sistema de barreira constituido pela membrana externa da parede bacteriana formada por
fosfolipidos,  lipopolissacarideos e  proteinas que conferem consideravel

impermeabilidade aos agentes antibacterianos resultando em maior resisténcia dessas

bactérias aos antibidticos.

A actividade antibacteriana contra S. aureus demonstrada pelos extractos EP, EtOAc, Aq
e MeOH, em concentragdes mais baixas, (25mg/mL), pode sugerir o uso desta planta (S.
longepedunculata) no tratamento de infeccdes causadas por esta bactéria.

Em baixas concentracdes nenhum dos extractos mostrou actividade antimicrobiana contra
as bactérias Gram-negativas.

Joseph et al. (2006) no seu estudo usando um sistema de solventes de extrac¢dao (EP,
DCM e Etanol) préximo do usado neste trabalho (EP, DCM, EtOAc e n-BuOH)
apresentam resultados sobre actividade antifungica contra C. albicans que sao
ligeiramente diferentes dos obtidos. Enquanto neste trabalho ndo foi observada nenhuma
actividade antifiingica dos extractos de EP e DCM, no caso de Joseph et al. (2006),
observou-se que o extracto de EP exibiu uma actividade antifiingica contra C. albicans,
Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger e o extracto de DCM actividade contra
Aspergillus fumigatus e Aspergillus Niger e Penicillium sp. Varias razdes podem explicar
estas diferengas nas actividadess antimicrobianas, aqui observadas. Em primeiro lugar, é
sabido que plantas semelhantes crescendo em diferentes localizagdes geograficas podem
ter um padrao fitoquimico muito diferente (Mai et al. 2001)

Em segundo lugar, os compostos activos de diversas espécies de Securidaca variam
muito, tornando geralmente necessdrio especificar ndo apenas as fontes boténicas
utilizadas na extrac¢do, mas também dar alguma indica¢do sobre a composi¢do quimica

da espécie em causa. Isso porque, além da variacdo interespecifica na composicao
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quimica, existem variacdes nas quantidades dos compostos activos dentro de uma espécie
(particularmente em plantas que crescem em diferentes pontos geograficos na mesma
regido) (Tezuka et al. 2001)

Também tem sido reportado que plantas individuais dentro da mesma espécie podem
variar de acordo com intimeros factores tais como: plantas em crescimento, temperatura,
chuvas, época em que a planta é colhida, tipo de solo onde a planta cresceu, periodo do
dia em que se faz a colheita e as condi¢des de armazenamento (Who, 1992 e Evans,

1996).

A bactéria V. cholerae mostrou-se resistente face aos extractos testados: aquoso e

metandlico.

A actividade antimicrobiana observada neste estudo pode ser atribuida principalmente a
presenca dos flavondides, saponinas, taninos presentes nos extractos.

Os resultados obtidos permitiram identificar as razoes da utilizagcdo das raizes da planta
pelas populacdes.
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8. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

8.1. Conclusoes

>

José, Célia Rita Trabalho de Licenciatura- UEM

Os testes fitoquimicos permitiram identificar nas raizes da S. longepedunculata,
os seguintes metabodlitos: saponinas, flavondides, alcaldides, taninos, esterdides e

triterpendides;

A cromatografia de camada fina confirmou a presenca de saponinas, alcaldides e

flavonoides;

Os extractos acetato de etilo e éter de petrleo apresentaram elevada actividade
antimicrobiana contra S. aureus (halos de inibicdo de 14 e 10 mm

respectivamente na concentragdo de 25 mg/mL).

Todos os extractos testados ndo mostraram actividade antiftingica contra C.

albicans.

Nao foi observada nenhuma actividade antibacteriana contra V. cholerae nos

extractos aquoso e metandlico.

A composi¢do fitoquimica e a actividade antimicrobiana observadas no presente
trabalho justificam de certa maneira a utilizacao das raizes de S. longepedunculata

na medicina tradicional para o tratamento de diversas infeccoes.
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8.2. Recomendacoes

» Baseando-se nestes resultados e potencial medicinal da planta, sugere-se a
realizacdo de trabalhos futuros utilizando diferentes partes desta planta, para
1solar os principios activos, e avaliar a sua actividade antimicrobiana face a outros

microrganismos.

» Recomenda-se a extrac¢do de dleos essenciais presentes na planta e usar-se os

mesmos nos testes antimicrobianos.

» Mais investigacdes sdo necessdrias para determinar se as plantas possuem um
potencial para serem wusadas no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos. Essas investigacdes incluem: a determinagdo da toxicidade in

vitro € in vivo e determinagdo das propriedades farmacocinéticas dos extractos.
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Avaliagdo da Actividade Antimicrobiana das raizes de Securidaca longepedunculata

ANEXOS (I-VII)

Anexo I

Fotografia de S. longepedunculata
— .

Anexo I1

Cromatograma dos extractos brutos de éter de petréleo (A), diclorometano (B), acetato de

etilo (C), n-butanol (D) obtidos por maceragdo e salicilato de metilo, usando a lampada
UV 254 nm.
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Anexo II1

Cromatograma dos extractos brutos de éter de petréleo (A), diclorometano (B), acetato de
etilo (C), n-butanol (D) obtidos por maceracdo e salicilato de metilo, usando vanilina

como revelador e posterior aquecimento por 3 minutos.
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Anexo IV

Cromatograma do extracto bruto de alcaldides totais, usando a 1dmpada UV 254 nm.

Anexo V
Cromatograma do extracto bruto de alcaldides totais, usando o reagente de Drangedorff

como revelador e posterior aquecimento.
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Anexo VI

Fotografia das colonias dos diferentes microrganismos usados.

Colodnia de Shigella Flesnesh Coloénia de Candida sp

Coloénia de Escherichia coli Coloénia de Salmonella sp
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Colodnia de Staphylaccocus aureus Coloénia de Vibrio cholerae

Anexo VII

Fotografia do antibiograma do Staphylacocus aureus apds 24h de incubacao.

Staphylacocus aureus Staphylacocus aureus
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