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RESUMO

REBELLO, Luciana Camizédo; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
Novembro de 2013; Atividade antimicrobiana dos extratos de Schinus
terebinthifolia Raddi; Orientador: Marcelo Barreto da Silva.

A Schinus terebinthifolia Raddi, conhecida popularmente como aroeira vermelha, se
encontra na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico
de Saude e possui grande potencial inibitério de crescimento de microrganismo, o
que torna esta planta medicinal uma alternativa para atividade antimicrobiana. Este
estudo propde avaliar a atividade antimicrobiana das fracbes de extratos obtidas a
partir de folhas e de casca de caule de S. terebinthifolia, contra bactéria causadora
de infeccdo humana (Staphylococcus aureus) e contra fungos fitopatogénicos
(Colletotrichum gloeosporioides Penz e Colletotrichum musae), identificar os
compostos do metabolismo secundario presentes nas folhas e nas cascas de caule
e quantificar os flavonoides. As extracdes das folhas e das cascas de caule foram
preparadas por maceracgao, utilizando solventes de polaridades crescentes (hexano,
diclorometano e etanol) e o solvente etanol para o preparo de extrato bruto,
submetido ao fracionamento liquido-liquido. Foi realizada a triagem fitoquimica dos
extratos brutos etandlicos de ambas as partes e a quantificacdo de flavondides. As
fracOes foram utilizadas nos testes de determinagcdo da concentracdo inibitoria
minima, para bactéria, e de inibicdo do crescimento micelial dos fungos. Os
resultados obtidos demonstraram que todos o0s microrganismos testados
apresentaram sensibilidade aos compostos encontrados nos extratos de S.
terebinthifolia, independente do tipo de extracdo, e que nas folhas sdo encontrados
flavondides em maior quantidade (52,93 pg.mL™) do que nas cascas de caule (9,58
ng.mL™?), que possivelmente juntamente com os taninos exercem a atividade
inibitéria dos fungos e bactérias. Portanto, extratos de casca de caule e de folhas de
aroeira podem ser uma possibilidade para controlar o crescimento de tais
patdogenos, como um medicamento fitoterapico com efeito antimicrobiano, bem como
um possivel agente para controle da antracnose em cultura de mamao e de banana.

Palavras-Chave: Schinus terebinthifolia, antracnose, antibioético.



vii

ABSTRACT
REBELLO, Luciana Camizédo; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
Novembro de 2013; Antimicrobial activity of extracts of Schinus tereb inthifolia

Raddi; Orientador: Marcelo Barreto da Silva.

The Schinus terebinthifolia Raddi, popularly known as pepper tree, is in the National
Medicinal Plants of the SUS’s Interest List and has great potential for growth
inhibition of microorganisms, which makes this an alternative to medicinal plant
antimicrobial activity. This study aims to evaluate the antimicrobial activity against
pathogenic fungi (Colletotrichum gloeosporioides Penz and Colletotrichum musae)
and against the bacteria which causes human infection (Staphylococcus aureus),
from the extracts fractions obtained from leaves and stem bark of S. terebinthifolia, to
identify secondary metabolic compounds in leaves and stem bark and quantify the
compounds of the flavonoids group. The extractions of leaves and stem bark were
prepared by maceration using increasing polarity solvents (hexane, dichloromethane
and ethanol) and ethanol solvent for the preparation of crude extract that underwent
liquid-liquid cut. The phytochemical screening of crude ethanol extracts of both
parties and the quantification of flavonoids were performed. The fractions were tested
for determining the minimum inhibitory concentration for bacteria and for mycelial
growth inhibition of the fungus. The results showed that all tested microorganisms
demonstrated sensitivity to the compounds found in the extracts of S. terebinthifolia
regardless the type of extraction, and that the flavonoids are found in greater
amounts in the leaves (52,93 ug.mL™) than in the stem bark (9.58 ug.mL™), possibly,
together with tannins, they do the inhibitory activity of fungi and bacteria. Therefore,
extracts of bark stem and leaves of the pepper tree may be a good way for
controlling the growth of these pathogen and they can act as an herbal medicine with
antibiotic effect as well as being a possible agent to control the diseases in papaya
and banana plants.

Key words: Schinus terebinthifolia, anthracnose, antibiotic.



1 INTRODUCAO

Doencas causadas por microrganismos em espécies vegetais e animais sao
uma preocupacao constante, a qual requer controle e pesquisa de novos compostos

ativos para garantir a saude e o desenvolvimento da espécie hospedeira.

Do ponto de vista da saude humana, a infeccdo bacteriana € uma causa
frequente de mortes, principalmente pelo aparecimento de microrganismos
resistentes aos antibiéticos, especialmente, pelo seu uso indiscriminado (ANDRADE
et al., 2006).

Na agricultura também existe a necessidade de controle dos microrganismos
causadores de doencas em vegetais, que afeta diretamente na producdo e
qualidade dos alimentos. A antracnose, por exemplo, € uma doenca frequente em
mamao e banana, causando até 90% de perda de frutos (TATAGIBA et al., 2002). O
Estado do Espirito Santo esta entre os maiores produtores de maméo e banana e
contribui consideravelmente para exportacdo destas frutas (ESPIRITO SANTO,
2010; BRASIL, 2011b).

Uma alternativa para encontrar substancias que possam inibir os
microrganismos resistentes € busca-las em materiais vegetais que possuem
potencial de inibicdo microbiana, através de estudos etnofarmacoldgicos, estudos

fitoquimicos e estudos farmacoldgicos.

A grande maioria dos medicamentos, hoje disponiveis no mundo, é ou foi
originada de estudos desenvolvidos a partir da cultura popular, o que faz da
biodiversidade brasileira um campo de pesquisa cientifica. Da cultura popular aos
cultivares controlados por profissionais conhecedores do assunto, coloca o Brasil na
linha de frente no estudo e na aplicagdo da medicina ndo convencional e da

medicina complementar e alternativa (BRASIL, 2011a).

A Schinus terebinthifolia Raddi, conhecida popularmente como aroeira
vermelha (FORZZA et al., 2010) faz parte da lista da Relacdo Nacional de Plantas
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Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) e possui grande atividade
antimicrobiana contra fungos e bactérias, bem como outras propriedade
farmacoldgicas, por exemplo, cicatrizante, anti-inflamatéria, gastroproterora,
antineoplésica e antialérgica (BRASIL, 2012, LIMA et al., 2006, RIBAS et al., 2006;
MEDEIROS et al., 2007; CAVALHER-MACHADO et al., 2008; SANTOS et al., 2010;
MATSUO et al., 2011).

O interesse pela aroeira se da pelo seu metabolismo secundario que produz
diversos compostos ativos entre outros compostos. Os estudos fitoquimicos de S.
terebinthifolia detectaram a presenca de compostos fendlicos simples, flavonoides e
taninos, 6leos essenciais, esteroides, triterpenos, antraquinonas e saponinas (LIMA
et al., 2006).

Tendo em vista os estudos realizados com extratos de S. terebinthifolia Raddi
com inibicdo do crescimento de varios microrganismos e da presenca abundante
desta espécie no Estado do Espirito Santo foi necessario realizar um estudo de
avaliacdo da inibicdo do crescimento microbiano, fungos e bactéria, por fracdes de
extratos de folha e de casca caule. Este estudo possibilita encontrar alternativas
para controle de fungos causadores da antracnose do maméao e da banana
(Colletotrichum gloeosporioides Penz e Colletotrichum musae, respectivamente),
bem como o controle de infec¢cdes bacterianas causadas por Staphylococcus

aureus.

Este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade antimicrobiana in vitro
das fracdes de extratos obtidos das folhas e das cascas de caule de S. terebinthifolia
Raddi a partir de solventes de diferentes polaridades e de dois métodos de
fracionamento, determinar o perfil fitoquimico dos extratos etandlicos bruto de folhas
e de cascas de caule de S. terebinthifolia Raddi, quantificar os compostos do grupo
dos flavonoides e correlacionar os compostos identificados com a atividade

antimicrobiana das fragdes.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana a antibioticos € uma preocupacdo mundial e muitos
estudos estdo sendo realizados para identificar os microrganismos resistentes e

encontrar novos compostos que esses microrganismos sejam sensiveis.

Do ponto de vista epidemiolégico, segundo o Centro de Controle e Prevencao
de Doencas (CDC) de Atlanta, nos Estados Unidos, microrganismos resistentes séo
aqueles ndo sensiveis a uma ou mais classes de antimicrobianos. Sob a perspectiva
laboratorial, entende-se como o crescimento de uma bactéria in vitro na presenca de
concentracdes séricas de antibiotico ou quando se mostram resistentes a duas ou
mais classes de drogas que interfeririam em suas funcdes de crescimento e as quais
seriam habitualmente sensiveis (MARTINS et al., 2001; OLIVEIRA, 2005).

A partir de 1940 se iniciou o uso clinico da penicilina (GOODMAN & GILMAN,
2006) e em meados dos anos de 1950, foram encontrados os primeiros registros de
surtos por Staphylococcus aureus resistentes a penicilina em ambiente hospitalar,
fato consolidado quando na década de 1960 surgiu o primeiro caso de resisténcia as
recém descobertas penicilinas-lactamicas, como a meticilina, reconhecendo-se,
entdo, no final da década de 1970, as cepas S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) como uma pandemia. E, colocando-se como uma situacao cujo controle
ainda esta distante, em 2002, nos Estados Unidos, foi descrito o primeiro caso de
resisténcia total do S. aureus a vancomicina (ALANIS, 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

Desde a introducdo do mais antigo antimicrobiano até o mais recente, vem se
registrando uma pressao seletiva dos microrganismos causada, principalmente, pelo
uso indiscriminado de antibidticos e quimioterapicos, resultando no desenvolvimento
de espécies resistentes (ANDRADE et al., 2006).

A resisténcia bacteriana a antibidticos € uma caracteristica desenvolvida por
microrganismos que pode ser originada por diversos mecanismos, decorrentes do
modo de acdo desses antibidticos. A resisténcia a penicilina, por exemplo, pode
ocorrer atraves da: (a) inativacdo enzimatica pelas beta-lactamases biossintetizadas
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pelas bactérias; (b) reducdo da permeabilidade da parede celular bacteriana as
penicilinas que, assim, ndo conseguem alcancar seus locais de ligacao,
representados por proteinas especificas (PLP); (c) alteracdes conformacionais
nessas proteinas de ligacdo das penicilinas, bloqueando a atividade antibi6tica; e (d)

aparecimento de fenébmeno de tolerancia (SILVA, 2005).

Estudo recente realizado em um hospital universitario brasileiro mostrou que
12,3% dos pacientes internados no Centro de Terapia Intensiva (CTI) eram
colonizados por microrganismos resistentes a antibidticos. 61% desse pacientes
desenvolveram algum tipo de infeccdo e 33% dos O6bitos ocorridos foram em

pacientes com infec¢ao por microrganismos resistentes (OLIVEIRA et al., 2010).

Lichtenfels et al. (2008) estudaram a prevaléncia de resisténcia bacteriana
nas infecgbes de ferida operatéria em cirurgia arterial periférica e verificaram uma
prevaléncia geral de resisténcia bacteriana de 72,5% e uma multirresisténcia em
60% dos casos. Neste estudo o S. aureus apresentou uma taxa de resisténcia de
68,7%.

Nos municipios de Santos, S&o Vicente, Cubatéo, Praia Grande e Guaruja no
Estado de Sdo Paulo foram encontrados 18,9% de resisténcia do Mycobacterium

tuberculosis em pacientes portadores do HIV (ROZMAN et al., 2007).

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia de bactérias multirresistentes nos
pacientes hospitalizados em um Centro de Terapia Intensiva de hospital publico e de
emergéncia, Andrade et al. (2006) constataram que no ano de 2004 ocorreram
quase 13% de prevaléncia de bactérias multirresistentes nesses pacientes, dos

quais 50% foram a obito.

Em pacientes ambulatoriais atendidos com Infec¢cdo do trato urinério (ITU)
foram encontrados 85,9% dos resultados positivos para ITU, microrganismos Gram-
negativos, que se mostraram resistentes em maior indice a amoxicilina (74,6%),
seguido pelo trimetoprim/sulfametoxazol com 41,8%, ciprofloxacina e norfloxacina
com 13,4% de resisténcia, ceftazidima com 6% e gentamicina com 1,5% de

resisténcia. Das bactérias Gram-positivas encontradas mostraram-se resistentes em
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maior indice a ampicilina (72,7%), seguido pela ciprofloxacina com 36,4%, oxacilina
com 27,3% e, trimetoprim/sulfametoxazol, vancomicina e linezolida com 18,2% de

resisténcia dos microrganismos a estes antimicrobianos (POLETTO & REIS, 2005).

Durante o periodo de julho de 2006 e junho de 2008, foram coletados dados
pela Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia Microbiana em Servicos de
Saude (Rede RM) para tracar indicadores sobre o perfil de sensibilidade dos
microrganismos nos hospitais brasileiros e sobre os fatores que contribuem para a
resisténcia aos antibioticos. As notificacbes relativas as infeccbes de corrente
sanguinea enviadas pelos hospitais, 97 no total, neste periodo somaram 5.406
microrganismos. Os mais presentes nos hospitais foram os do género
Staphylococcus (47% das notificagcdes), dos quais foram testados para o antibiético
oxacilina. Apenas 20% dos Staphylococcus coagulase-negativo e 39% dos
Staphylococcus aureus apresentaram sensibilidade ao produto. Em relacdo a essa
altima, os menores niveis de sensibilidade foram observados nas Regides Norte
(27%) e Centro-Oeste (28%) (BRASIL, 2009).

2.2 ANTRACNOSE

O Brasil € considerado o maior produtor mundial de maméao e os maiores
produtores nacionais sdo os Estados Bahia, Espirito Santo, Rio Grande do Norte e
Ceara. No quesito exportacbes o Estado do Espirito Santo responde a 70% do total
nacional. Em 2010 a producéo brasileira foi de 1.871.295 toneladas de mamaéao e
6.962.792 toneladas de banana. Neste mesmo ano, o Brasil exportou 139.553.134
kg de banana, que corresponde a 18% do total de frutas frescas exportadas. A area
plantada com cultura de banana no Estado do Espirito Santo corresponde a 23.094
ha que produziu 220.291 toneladas em 2011. Para o cultivo de mamao a area
plantada representa 7.300 ha com a producdo de 550.000 toneladas (ESPIRITO
SANTO, 2010; SERRANO & CAETANO, 2010; BRASIL, 2011b; IBRAF, 2011). Um
dos fatores limitantes a exportacdo do maméo é a antracnose, que causa perdas de
até 90% dos frutos (TATAGIBA et al., 2002).
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As perdas de mamaéao recebido para comercializacéo estdo em torno de 11% e
destas perdas parte estdo relacionadas com microrganismos e a antracnose € uma
infeccéo contribui com 18% do total (COSTA et al., 2011).

A antracnose € uma das doencas mais sérias do mamoeiro e ndo so incide
sobre os frutos como também causa amarelecimento e danos aos peciolos das
folhas. E considerada a principal doenca do mamoeiro no Havai e Brasil, bem como
em muitos outros paises (GAYET et al., 1995; POLTRONIERI et al., 2001).

O agente causal da antracnose no mamao (Carica papaya) e na banana
(Musa spp.) é atribuida aos fungos Colletotrichum gloeosporioides Penz e
Colletotrichum musae, respectivamente, pertencentes a classe dos fungos
imperfeitos  (Anamorficos), ordem Melanconiales, familia Melanconiaceae

(POLTRONIERI et al., 2001; THANGAMANI et al., 2011).

7

O sintoma tipico da doenca € caracterizado por lesBes arredondadas,
grandes, necréticas e bordos ligeiramente elevados com o centro dos tecidos
deprimidos, onde sédo produzidas massas de conidios de coloracdo alaranjada,
podendo ocorrer uma podriddo-mole nos frutos, prejudicando a sua comercializagao
(BAILEY et al., 1992, apud LIMA-FILHO, 2003).

O efeito fungitdxico foi avaliado frente ao C. musae, que apresentou inibigcdo
do seu crescimento em mais de 25% na presenca de extrato etandlico de Xylopia
sericea, espécie rica em compostos do grupo dos flavondides. A X. sericea foi

considerada util no tratamento de doencas em plantas (MARTINS et al., 2012).

Estudo possibilitou inferir que o 6leo essencial extraido do fruto de S.
terebinthifolia apresentou atividade fungitoxica contra o fungo C. gloeosporioides in
vitro. O tratamento com o6leo essencial in vivo, em mamé&o, se revelou eficiente
contra o fungo C. gloeosporioides durante o periodo pés-colheita avaliado. Todavia,
0 mesmo nao é indicado para o comércio em virtude da elevada perda de massa
fresca e maior firmeza, e de caracteristicas visuais que demonstraram sintomas de
fitotoxidade (OLIVEIRA JUNIOR, et al. 2013).
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O 6leo essencial de varias espécies também foi testado contra o C.
gloeosporioides. Os 0leos essenciais de Cymbopogon citratus DC. Stapf (capim
limdo), Eucalyptus citriodora Hook (eucalipto), Mentha arvensis L. (menta) e
Artemisia dracunculus L. (estragdo) inibiram completamente o crescimento do
micélio do C. gloeosporioides. O tratamento dos frutos de maméo pos-colheita com
0S mesmos Oleos apresentou-se eficiente para o0 controle da antracnose
(CARNELOSSI et al., 2009).

Outro estudo utilizando Oleos essenciais verificou que o C. gloeosporioides
isolado de pimenta de cheiro (Capsicum chinense) apresentou seu crescimento in
vitro inibido pelos 6leos de copaiba (Copaifera sp.), neem (Azadirachta indica),
hortela (Mentha sp.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.), coco (Cocos nucifera),
eucalipto (Eucaliptus spp) e pau rosa (Aniba rosaeodora). Esses mesmos 06leos
obtiveram efeito inibitério do crescimento do fungo in vivo, diminuindo o

desenvolvimento da lesdo de antracnose (SOUZA et al., 2012).

Extratos aquoso e hidroetandlico de folhas de Myracrodruon urundeuva e
Lafoensia pacari apresentaram efeito fungicida para o C. gloeosporioides com 90%
de inibicdo do crescimento in vitro (NARUZAWA & PARA, 2011).

Extratos de Syzygium aromaticum L. (cravo-da-india), Allium sativum L. (alho),
Capsicum frutescens Mill. (pimenta malagueta) inibiram significativamente o
crescimento de C. gloeosporioides (SILVA et al., 2012; VENTUROSO et al., 2011).

A porcentagem de inibicdo de crescimento micelial do C. gloeosporioides
isolados de maméo foi mais acentuada (maior que 50%) na presenca de extratos
hidroalcodlicos de meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia L.), espirradeira
(Nerium oleander L.) e eucalipto (Eucalyptus citriodora Hooker M.) e uma inibicédo de
mais de 90% na presenca de extrato aquoso de meldo-de-sdo-caetano. Além de os
extratos aquosos de Luffa acutangula, Eucalyptus citriodora, Chenopodium
ambrosioides e Bauhinia, e o0s extratos hidroetandlicos de Ruta graveolens,
Eucalyptus citriodora, Zingiber officinale e Chenopodium ambrosioides inibirem mais

de 90% da germinacao de esporos de C. gloeosporioides (CELOTO et al., 2008).
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O uso intensivo e indiscriminado de defensivos agricolas tem causado
diversos problemas no meio ambiente como a contaminacéo de aguas, solo, animais
e alimentos; intoxicagdo de agricultores; eliminacdo de microrganismos responsaveis
pela degradacdo de matéria organica ou de organismos utilizados em programas de
controle biologico; e resisténcia de fitopatdgenos, pragas e plantas daninhas a certos
defensivos, entre outros. A exploracdo da atividade biologica de compostos
secundarios presentes em extrato ou Oleo essencial de plantas pode se constituir
uma opcao para reduzir com seguranca o uso de defensivos (FRANZENER et al.,
2003).

Os extratos vegetais mostram-se também eficientes para serem usados como
alternativas contra microrganismos fitopatogénicos (NARUZAWA & PARA, 2011;
MARTINS et al., 2012; SILVA et al., 2012).

2.3 FITOTERAPIA

O Brasil detém a maior diversidade bioldgica do mundo, contando com uma
rica flora, despertando interesses de comunidades cientificas internacionais para o
estudo, conservacdo e utilizacdo racional destes recursos (SOUZA & FELFILI,
2006).

A grande maioria dos medicamentos, hoje disponiveis no mundo, é ou foi
originado de estudos desenvolvidos a partir da cultura popular que fazem parte da
rica biodiversidade brasileira um vasto campo de pesquisa cientifica. Da cultura
popular aos cultivares controlados por profissionais conhecedores do assunto,
coloca o Brasil na linha de frente no estudo e aplicacdo da medicina néo
convencional, da complementar e alternativa a partir da medicina e do conhecimento
tradicional (BRASIL, 2011a).

Em 1978, a Organizacdo Mundial da Saude reconheceu oficialmente o uso de
fitoterapicos (BRASIL, 2011a). No Brasil, a politica de plantas medicinais e

fitoterapicos remonta de 1981 por meio da Portaria n® 212, de 11 de setembro, do
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Ministério da Saude que, em seu item 2.4.3, define o estudo das plantas medicinais
como uma das prioridades de investigacao clinica e, 1982, o Ministério da Saude
(PPPM/Ceme) langcou o Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos para obter o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e
complementar, com embasamento cientifico, pelo estabelecimento de
medicamentos fitoterapicos, com base no real valor farmacoldgico de preparacdes

de uso popular, a base de plantas medicinais (BRASIL, 2011a).

No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
divulgou que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude
(VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Por definicdo, segundo o Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopéia
Brasileira (2011a), fitoterapicos € o produto obtido de planta medicinal, ou de seus
derivados, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou

paliativa.

A regulamentacdo em vigor para o registro de medicamentos fitoterapicos é a
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que determina 0S aspectos
essenciais ao registro, como identificacdo botanica das espécies vegetais utilizadas,
padrao de qualidade e identidade e provas de eficacia e seguranca que validem as

indicagOes terapéuticas propostas.

No ano de 2008 foi encontrado um total de 512 medicamentos fitoterapicos
registrados, sendo 80 fitoterapicos associados e 432 simples, ou seja, obtidos de
derivados de apenas uma espécie vegetal. E foi encontrado um total de 162
espécies vegetais que possuem derivados registrados na ANVISA (CARVALHO et
al., 2008).

Em 2009 o Ministério da Saude divulgou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que contempla 71 espécies nativas do
Brasil, que possam ser cultivadas em pelo menos uma das regiées do pais e que

possam ser utilizadas com seguranca e eficacia para o tratamento de determinada
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doenca, incluindo a Schinus terebinthifolia. Atualmente, sdo oferecidos fitoterapicos
com recursos da Unido, Estados e Municipios derivados de espinheira santa, para

gastrites e Ulceras; e de guaco, para tosses e gripes (BRASIL, 2012).

Estudos etnobotéanicos sdo realizados para avaliar a interagdo humana com
todos os aspectos do meio ambiente (MARTIN, 1995), atravées de levantamentos nas
comunidades tradicionais sobre a utilizacdo das plantas na farmacopéia caseira e na
economia doméstica. Souza & Felfili (2006) investigaram quais plantas sao utilizadas
pelas populagdes urbanas e rurais do municipio de Alto Paraiso de Goids para o
tratamento das enfermidades com fitoterapia e verificou que sao utilizadas 103
espécies de plantas e foram citadas em comum por todos os entrevistados sete
delas: carrapicho (Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze), mastruz
(Chenopodium ambrosioides L.), sendo espécies denominadas exdticas ou ruderais,
de porte herbaceo/arbustivo; chapéu de couro (Echinodorus macrophyllus (Kunth)
Micheli), arnica (Lychnophora ericoides Mart.), plantas nativas de porte
herbaceo/arbustivo e por fim, as arbdreas nativas, jatoba (Hymeneaea stigonocarpa
Mart. ex Hayne), tingui (Magonia pubescens A. St.-Hil.) e o barbatiméo

(Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville).

Na regido centro-norte do Estado do Rio de Janeiro 97,7% da populacao
entrevistada por Veiga Junior (2008) utilizam plantas para fins medicinais
regularmente. E no municipio de Jodo Pessoa (PE), 80% dos entrevistados fazem
uso de planta medicinal para uso odontolégico (SANTOS et al., 2009).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes (VEIGA JUNIOR et al., 2005), sendo necessarios mais

estudos para que a utilizagdo dessas plantas seja mais segura.

2.4 Schinus terebinthifolia RADDI

A S. terebinthifolia Raddi, conhecida popularmente como aroeira vermelha, é

uma espécie pioneira, que pertence a familia Anacardiaceae (FORZZA et al., 2010)
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€ nativa da América do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina
(DEGASPARI et al., 2005). E encontrada em algumas partes da América Central e
algumas regides da Europa, Africa, Asia e, nos Estados Unidos, ocorre no Havai,
nos Estados da Califérnia, do Arizona e da Flérida onde foi introduzida para fins
ornamentais. No Brasil, ocorre espontaneamente na costa litoranea, em areas
remanescentes da Mata Atlantica, e em outros tipos de formacdes vegetais, devido a
sua grande plasticidade ecoldgica (LORENZI & MATOS, 2002; SANTOS et al., 2007;
CARVALHER-MACHADO, 2008).

Dependendo do ambiente, apresenta-se como arbusto ou &rvore (Figura 1)
com altura de até 10 metros (Lenz & Orth, 2004) e as arvores de S. terebinthifolia
frutificam predominantemente no periodo de janeiro a julho (LORENZI & MATOS,
2002).

Figura 1: Aroeira vermelha (Schinus
terebinthifolia Raddi).

O interesse pela espécie se da pelo seu metabolismo secundario que produz
diversos compostos ativos entre outros compostos. Os estudos fitoquimicos de S.
terebinthifolia detectaram a presenca de compostos fendlicos simples, flavonéides e
taninos, Oleos essenciais, esterodides, triterpenos, antraquinonas e saponinas (LIMA
et al., 2006).
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Verificou-se também a presenca de compostos fendlicos nos frutos. Os
extratos obtidos apresentaram quantidade significativa de flavona apigenina (o qual
justifica a coloragcdo amarelada), acido elagico e também flavanona naringina
(DEGASPARI et al., 2005).

O seu extrato de casca de caule contém taninos, terpenos, flavondides e
saponinas, destes componentes, as propriedades potenciais e antioxidantes foram
atribuidas aos flavonéides (CARVALHO et al., 2003).

El-Massry et al. (2009), estudando a composi¢cdo quimica, no extrato
etandlico, de folhas de S. terebinthifolia identificaram os compostos fendlicos: acido
caféico, acido siringico, acido cumarico, acido elagico, acido galico e catequina

(traco).

Em estudo fitoquimico dos constituintes fenodlicos polares de S. terebinthifolia,
foi desenvolvido o fracionamento cromatografico do extrato em etanol das folhas de
S. terebenthifolius, guiado pelo ensaio para deteccdo do potencial anti radicalar, que
resultou no isolamento de cinco compostos fendlicos ativos, galato de etila, galato de
metila, miricetrina, quercitrina e miricetina, cujas estruturas foram identificadas com
base na analise dos dados obtidos dos espectros de RMN (CERUKS et al., 2007).

Farag (2008), em seu estudo sobre compostos fendlicos de folhas de S.
terebinthifolia isolou e identificou pela primeira vez dois ésteres de acido quinico: 5-
O-acido cafeoilquinicos e 5-O-acido cumaroilquinicos; trés glicosideos miricetina:
miricetina-3-O-alfa-L-ramnopiranosil (1"-> 6") beta-D-galactopiranosideo, miricetina-
3-O-beta-D-glicuronideo e miricetina 3-O-beta-D-galactopiranosideo; 1,6-digalloyl-

beta-D-glicose e (+)-catequina.

Extrato metandlico de folhas de S. terebinthifolia foi fracionado e na fracéao
acetato de etila foram identificados como principais compostos o acido galico, o
galato de metila e o 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose. Esta fracdo possui acdo anti-
alérgica, a qual inibi a liberacdo de histamina durante a degranulacdo dos
mastocitos, diminuindo a formacdo de edema e influxo de eosinodfilos (CAVALHER-
MACHADO et al., 2008).
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No Oleo essencial extraido de frutos de aroeira contém um total de 73
compostos, incluindo os do grupo dos terpenos, como a-pineno, B-pineno, a-
felandreno, B-felandreno, limoneno, a-terpinol e p-cimeno (RICHTER et al., 2010;
BENDAQOUD et al.,, 2010). Ja no 6leo essencial extraido de folhas os principais
compostos identificados foram e p-7-cimenol, 9-epi-(E)- cariofileno, carvona e
verbenona (SILVA et al., 2010).

Tomando-se como base os estudos de Ceruks et al. (2007), Farag (2008) e
El-Massry et al. (2009) e, correlacionando esses dados a triagem fitoquimica
preliminar desenvolvida, referente aos grupos de substancias fendélicos no extrato,
pode-se prever a existéncia dessas substancias na amostra estudada. Carvalho et
al. (2009), em seus estudos, desenvolveram um meétodo de cromatografia liquida
(simples, preciso, especifico e sensivel) para quantificacdo de acido gélico, como

marcador, a partir de matérias-primas e produtos finais, de S. terebinthifolia.

A literatura etnobotanica cita o uso das cascas, com base na tradicdo popular,
na forma de cozimento (decocto), especialmente pelas mulheres, em banhos de
assento ap0s o parto e como anti-inflamatoério e cicatrizante, ou como medicacao
caseira contra febre e para o tratamento de doencas do sistema urindrio e do
aparelho respiratorio, bem como nos casos de hemoptise (expectoracdo sanguinea
ou sanguinolenta), afeccdes e hemorragias uterinas (GRUENWALD et al., 2000;
LUCENA et al.,, 2006). Da casca, extrai-se o 6leo empregado contra tumores e
doengas da cornea (DEGASPARI et al., 2005). Segundo Santos et al. (2009), em um
estudo etnobotanico de plantas medicinais para problemas bucais, destacou-se a
aroeira dentre as mais vendidas pelos raizeiros, devido aos relatos de uso sobre a
atividade cicatrizante e anti-inflamatéria em afecgbes bucais. O hidrolato de um
preparado medicamentoso, composto por trés plantas, entre elas, o S. terebinthifolia,

mostrou propriedades antiinflamatorias (MEDEIROS et al., 2007).

Além das cascas, as folhas também sdo usualmente preparadas na forma de
decocto com finalidade expectorante, antisséptica, antidiarréica e cicatrizante
(RODRIGUES & CARVALHO, 2001; DI-STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI &
MATOS, 2002).
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O efeito cicatrizante de extratos de folhas de S. terebinthifolia foi estudado por
Ribas et al. (2006), as lesbes mostraram fechamento epitelial acelerado, maior
proliferacéo vascular e fibroblastica, comprovando um efeito positivo no processo de
cicatrizagdo tecidual. O extrato hidroalcodlico de entrecasca de aroeira também
apresentou efeito cicatrizante nas cistotomias de ratos (LUCENA et al., 2006). No
entanto, o extrato hidroalcodlico de entrecasca de aroeira nao alterou o processo de
cicatrizacdo do estbmago quanto a avaliacdo macroscopica, tensiométrica e
microscoépica (SANTOS et al., 2006). Nunes Junior et al. (2006) também avaliaram a
cicatrizagcdo da linea alba de ratos apoOs injecdo intraperitoneal de extrato
hidroalcoodlico de entrecasca de aroeira, 0 extrato ndo alterou a cicatrizacdo na
analise macroscopica e induziu a aumento da carga maxima de ruptura e
deformacdo maxima da linha alba na analise tensiométrica. A analise histoldgica

determinou efeito cicatrizante.

Foi comprovada também, em estudos clinicos a acdo terapéutica em
cervicites e ceérvico-vaginites cronicas, utilizando tampdes intravaginais, em contato

com a cérvix durante 24 horas (LIMA et al., 2006).

Os efeitos antiproliferativo de polifendis purificados de folhas de S.
terebenthifolius Raddi foram investigados com linhagens de células de carcinoma da
prostata humana mostraram que fracdo purificada a partir de extracto de folha
contendo polifendis inibiram a proliferacdo de células 30 vezes mais em relacédo ao
extrato bruto. A fragdo com polifendis também demonstrou induzir a apoptose e a
parada de crescimento celular (QUEIRES et al., 2006).

O oleo essencial de S. terebenthifolius é rico em terpenos, do qual foi isolado
0 a-pineno testado em cultura de células de melanoma e foi capaz de induzir a
apoptose dessas células, por meio da interrupgéo precoce do potencial mitocondrial,
producdo de espécies reativas de oxigénio, aumento da atividade da caspase-3,
agregacdo de heterocromatina, fragmentacdo do DNA genbmico e exposicdo de
fosfatidilserina a superficie celular. O a-pineno também apresentou um potente
efeito antimetastatico (MATSUO et al., 2011).
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Em estudo randomizado, 72 pacientes com gastrite confirmada, que fizeram
tratamento oral com aroeira, apresentaram melhora percentual da nausea, da azia e
da dor epigastrica superior aos tratados com omeprazol e o desaparecimento da
lesdo gastrica foi semelhante aos pacientes tratados com omeprazol (SANTOS et
al., 2010). Compostos obtidos a partir da decoccédo de casca de caule apresentou
acao antiulcerogénica, mostrando ser util para tratamento de doencas gastricas
(CARLINI et al., 2010).

As folhas e frutos podem ser adicionados a agua de lavagem de feridas e
Ulceras, para limpeza de pele e de acdo bactericida e fungicida (GRUENWALD et
al., 2000; DEGASPARI et al., 2005).

Tratamento de vaginose bacteriana com gel de aroeira mostrou-se efetivo e
seguro. Além disso, apresentou potenciais efeitos benéficos na flora vaginal
(AMORIM & SANTOS, 2003).

Melo Junior et al. (2000) testou a atividade antimicrobiana de dezessete
plantas medicinais em osteites alveolares induzidas em ratos (Rattus novergicus
albinus, Wistar). Dentre as plantas estudadas, o extrato da casca da S. terebinthifolia
Raddi foi uma das que apresentou maiores halos de inibicdo. Os testes
bacteriol6gicos mostraram que a Schinus terebinthifolia Raddi apresentou atividade
em todas as bactérias gram-positivas estudadas (Enterococcus do grupo D,
Streptococcus viridans, Streptocococcus ndo do grupo A.B.D., Bacilo gram-positivo
corineforme), porém em nenhuma gram-negativa (Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Citrobacter freundii, Escherichia coli). Nos microrganismos em que ele
apresentou atividade in vitro, os resultados, quando ndo superiores, foram similares

aos da gentamicina, que foi o antibiético utilizado como controle positivo.

Das quatro espécies de bactérias ensaiadas por Santos et al. (2007), todas
elas foram sensiveis aos extratos hidroalcoolicos de S. terebinthifolia Raddi obtidos
de casca tratada e ndo tratada mas concentragcbes de 27mg/ml. Porém a
concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato, obtido de cascas tratadas por
autoclave a 121 por 15 min, para E. coli, B. subtilis foi de 27mg/ml. Os outros

extratos de cascas nao tratadas e de cascas tratadas por autoclave a 121 por 20
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minutos apresentou uma CIM de 13,5 mg/ml para E. coli, B. subtilis, S. aureus, P.

aeruginosa.

Por meio de observacéo de osteite alveolar induzida em ratos, Melo Junior et
al. (2000) constataram que a S. terebinthifolia Raddi apresentou atividade
antimicrobiana semelhante ao antibidtico gentamicina, neoformacdo Ossea
significativa em seis dias, quando comparado ao grupo controle, e melhor

regeneracao do alvéolo dentario.

Degéaspari et al. (2005) estudaram a atividade antimicrobiana de S.
terebenthifolius Raddi que demonstrou efeito inibitdrio as cepas de S. aureus ATCC
6538 e do Bacillus cereus ATCC 11778.

Segundo Santos et al. (2010) o 6leo essencial de S. terebinthifolia apresenta
efeito fungicida contra Botrytis spp. e pode-se inibir o crescimento dos fungos
utilizando diluicbes superiores a 10% para Colletotrichum spp. e inferiores a 10%
para Fusarium spp. Alternaria spp. e Botrytis spp.. Em um estudo realizado,
Schmourlo et al. (2005) relataram a atividade antifingica dos extratos aquosos de
Schinus terebenthifolius e Schinus molle sobre a espécie de levedura Candida

albicans.

O tratamento com a tintura da aroeira foi eficaz no tratamento da estomatite
protética, promovendo remissdo do processo inflamatério e da infec¢do por Candida
spp. (SOARES et al., 2010).

Ensaios de toxicidade foram realizados e detectados que a resina produzida
por esta planta, em contato com a pele causa dermatite alérgica (MORAES et al.,
2004). Testes de toxicidade aguda e dose letal mediana (DL50) de extratos de frutos
de Pimenta-do Reino do Brasil (Schinus terebinthifolia Raddi) mostraram seguranca
guanto a inocuidade para o consumo humano (PIRES et al., 2004). Ingestao oral do
produto fitoterapico composto pelas plantas medicinais S. terebinthifolia Raddi,
Plectranthus amboinicus Lour e Eucalyptus globulus Labill até 45 ml ao dia e durante
dois meses, foi bem tolerada, ndo apresentando alteragfes clinicas, laboratoriais e
nem reacoes adversas significantes (PAULO et al., 2009).
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Em estudo com camundongos para avaliacdo da toxicidade da S.
terebinthifolia, na forma de decocto de casca de caule, mostrou-se nao interferir no
ganho de peso e na capacidade de acasalamento e fertilidade, além de nao interferir
no numero de gestagdes e no tamanho da ninhada. No entanto, a prole apresentou
malformacfes Osseas, quando as fémeas gravidas receberam o cha. A taxa de
lipideos totais foi reduzida, assim como o numero de eritrécitos, a quantidade de
hemoglobina e o hematdécrito. Portanto, existe um potencial téxico do cha de casca

de caule, principalmente durante a gestacdo (CARLINI et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas e cascas de caule de S. terebinthifolia Raddi foram coletadas no
municipio de S&o Mateus, ES (18°47' 0.489" LS 39°48' 17.640" LW) em marco
de 2013 e comparadas com o exemplar numero 29.461 (coletor Machado Filho, C.)
depositado no Herbéario VIES Setorial do Centro Universitario Norte do Espirito
Santo da Universidade Federal do Espirito Santo.

3.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

A preparacdo dos extratos foi realizada nos laboratérios de quimica da
Faculdade Pitagoras de Linhares.

ApoOs a colheita as folhas e cascas de caule foram organizadas em camadas
de papel e levadas a estufa de circulacdo de ar a uma temperatura fixa de 45 °C, até

a secagem total do material.

Para escolha do método de extracdo foram realizados métodos de extracao
preliminares como infusdo (solvente agua), maceracéo (solvente etanol), percolacao

(solvente etanol) e extracdo com aparelho de Soxhlet (solvente diclorometano).

O método de maceracao foi classificado como melhor escolha, por possibilitar
a maior extracdo de compostos do metabolismo secundério dos materiais testados,

verificado pelos testes de triagem fitoquimica.

3.2.1 Extratos com solventes de polaridade crescent e

As folhas secas trituradas (150g) foram maceradas com hexano (1000 mL),
realizada por oito dias em temperatura ambiente. A suspenséao resultante foi filtrada

em gaze e algodao e posteriormente em papel de filtro. A torta (material vegetal
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apos filtracdo) remacerada por mais duas vezes em hexano (1000 mL), com a
finalidade de esgotar todos 0os compostos soluveis neste solvente. Em seguida o
mesmo procedimento foi adotado para os solventes diclorometano e etanol
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Para a casca de caule triturada (300g) foram os mesmos procedimentos

adotados para folhas.

Os filtrados seguiram para evaporacao, utilizando-se evaporador rotatorio,
com a temperatura do banho-maria mantida em 45 £ 1 <C, sob presséo reduzida.
Em seguida, os extratos foram transferidos para recipientes para evaporacao até a
secura (SIMOES et al., 2007).

Os extratos secos obtidos foram pesados para obtencdo dos rendimentos e
nomeados de: fracdo hexano folha (FHF1), fracdo diclorometano folha (FDF1),
fracédo etanol folha (FEF1), fragdo hexano casca (FHC1), fracédo diclorometano casca
(FDC1) e fracao etanol casca (FECL1).

3.2.2 Frages do extrato etandlico

O extrato etandlico bruto foi preparado utilizando 150g de folhas secas e
trituradas acrescidas de 1000 mL de etanol absoluto. Para casca foi utilizado 300g.
A maceracao teve duracdo de oito dias em temperatura ambiente. A suspensao
resultante seguiu para filtragdo em gaze e algodao e posteriormente em papel de
filtro. Os filtrados foram evaporados, utilizando-se evaporador rotatdrio, com a
temperatura do banho-maria mantida em 45 =+ 1 C, so b presséao reduzida, até o

volume de 100 mL.

Para cada extrato concentrado (extrato etandlico bruto das folhas e extrato
etandlico bruto das cascas de caule) adicionou-se 15 ml de 4gua destilada e foram
transferidos para um funil de separacdo. Acrescentou-se 100 mL de hexano e, ap0s
agitacdo, permaneceu em repouso para decantacdo e separacdo das fases. As

fases foram separadas e em seguida adicionado mais 100 mL de hexano na fase
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etanol-agua. O processo de particao liquido-liquido foi realizado em triplicata para
garantir a maior separacdo. O mesmo procedimento foi realizado para a fase etanol-
agua, utilizando o solvente diclorometano. As trés fases obtidas (hexano,
diclorometano e etanol-agua) foram evaporadas até a secura em temperatura
ambiente sob exaustdo (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Os extratos secos obtidos foram pesados para obtencdo dos rendimentos e
nomeados de: fracdo hexano folha (FHF2), fracdo diclorometano folha (FDF2),
fracédo etanol folha (FEF2), fragdo hexano casca (FHC2), fracédo diclorometano casca
(FDC2) e fracao etanol casca (FEC2).

3.3 TRIAGEM FITOQUIMICA

A triagem fitoquimica foi realizada no laboratério de farmacognosia da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) campus Maruipe.

A triagem fitoquimica foi feita a partir dos extratos etandlicos brutos obtidos
por maceracao para folha e casca de aroeira. Os ensaios foram conduzidos para as
seguintes classes quimicas: cumarinas, terpenos, esterdides, alcaldides, taninos
(inclusive taninos pirogalicos, taninos pirocatéquico, taninos galicos), flavondides e
saponinas. A classificacdo dos grupos de metabdlitos secundarios foi realizada por
meio de reacdes quimicas que resultaram no desenvolvimento de cor e/ou
precipitado (COSTA, 1982; COSTA, 1986; SIMOES, 2004; WAGNER, 1984).

3.4 QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES

Esta andlise foi realizada no laboratério de farmacognosia da Universidade

Federal do Espirito Santo (UFES) campus Maruipe.

Para obter a curva de calibracéo, foi dissolvido 25,0 mg de rutina em metanol,
completando-se o volume para 50,0 mL, obtendo-se concentracdo final de 0,5

mg/mL. Desta solucdo foram retiradas cinco aliquotas (0,25 mL, 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5
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mL e 2,0 mL) e transferidos, separadamente, em balbes volumétricos de 25,0 mL.
Cada um destes volumes foi completado para 2,0 mL de metanol e, em seguida,
foram acrescentados, em cada baldo volumétrico, 0,6 mL de &cido acético glacial,
10,0 mL de solugéao aquosa de piridina (20:80), 2,5 mL de solucao a 6,5% de cloreto
de aluminio em metanol. Completou-se o volume para 25,0 mL com agua destilada.
Apos 30 minutos, as leituras foram realizadas em espectrofotometro a 420 nm,
utilizando como solucdo branco todos 0s reagentes anteriores (exceto rutina e

cloreto de aluminio) para zerar o aparelho.

Os flavonodides das amostras foram quantificados nas amostras das fracdes
FDC1, FEC1, FDF1 e FEF1. Pesou-se 25,0 mg de cada fracdo separadamente. Na
sequéncia, a amostra foi diluida com 15 mL de metanol, e completou-se o volume
para 50 mL com metanol em um baldo volumétrico. Desta solucao, foi retirada uma
aliquota de 3000,0 uL, verteu-se em um baldo de 25,0 mL e completou-se seu
volume para 2,0 mL com metanol. Em seguida, foram acrescentados 0,6 mL de
acido aceético glacial, 10,0 mL de solucdo aquosa de piridina (20:80), 2,5 mL de
solucdo 6,5% de cloreto de aluminio em metanol. Completou-se o volume para 25,0
mL com &gua destilada. Apos 30 minutos, as leituras foram realizadas em
espectrofotometro a 420 nm, utilizando como solucdo branco todos os reagentes
anteriores (exceto o extrato e cloreto de aluminio) para zerar o aparelho
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

3.5 ENSAIOS ANTIMICROBIANOS
3.5.1 Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minim  a (CIM) para bactérias

Os testes de CIM foram executados no laboratério de microbiologia da
Faculdade Pitdgoras de Linhares e a identificacdo da cepa bacteriana, bem como o

teste de antibiograma foram realizados no Laboratério Trevisan em Linhares.

A cepa bactéria testada foi isolada de uma amostra de urina humana e
identificada como Staphylococcus aureus atraves dos testes de coloracédo de Gram,

catalase e coagulase. O S. aureus foi submetido ao teste de antibiograma com os
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antibioticos Sulfazotrim, Cefoxitina, Ciprofloxacina, Nitrofurantoina, Cefalexina,

Tetraciclina, Gentamicina, Acido Nalidixico, Acido Pipemidico e Amoxicilina.

Os testes foram realizados por microdiluicdo em caldo Mueller-Hinton, de
acordo com metodologia padrao (NCCLS, 2003). A cepa de S. aureus foi mantida
em caldo Mueller-Hinton por 24 horas em temperatura de 37 = 1 T antes do inicio
dos testes. O inoculo foi diluido em solucédo salina a fim de se obter uma suspenséo
contendo 1,0x10% a 5,0x10® UFC.mL™, comparando, pela turbidez, com tubo de 0,5

na escala de McFarland.

O extrato vegetal foi preparado para a utilizagdo nos testes antimicrobianos,
em duas diluicdes sequenciais. Primeiramente pesou-se 2,0x10* pg dos extratos
secos de aroeira (FEF1, FEF2, FDF2, FEC1, FEC2 e FDC2) e adicionou-se 1,0 mL
de solucdo de NaCl 0,9%. Em seguida 100,0 pL desta solugcédo foram transferidos
para um tubo Ependorff e entdo adicionados 900,0 pL de solu¢cdo de NaCl 0,9%

obtendo uma concentracdo de 2.000 pg.mL™.

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos para os testes, dividindo-se 0s
pocos em 12 colunas (1 a 12) e oito linhas (A a H), uma placa para cada fragdo. Em
cada poco foram adicionados 100 pL de caldo Mueller-Hinton estéril.

Conforme Tabela 1, as linhas de “A” a “E” até as colunas um a nove foram
utilizadas para os testes com o extrato em analise, perfazendo-se assim um teste em
quintuplicata. Nos pocos da coluna um foram transferidos 100,0 pL do extrato
vegetal a 2.000 pg.mL™, para se obter uma concentracdo de 1.000 pg.mL™* em cada
poco. De cada um destes pocos foram pipetados 100,0 pL e transferidos para o
poco seguinte (coluna dois), resultando em uma diluicdo na qual a concentracao foi

reduzida a metade.

O mesmo procedimento foi repetido até os pocos da coluna nove, no qual foi
obtida a menor concentracéo do extrato, 3,9 pg.mL™. Em seguida foram adicionados
10,0 puL da suspensado bacteriana previamente preparada em cada poco. Cada

microplaca foi utilizada para se testar uma fracdo dos extratos vegetais. As
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microplacas entdo foram incubadas em estufa bacterioldgica por 24 horas em

temperatura de 37 + 1 C.

Tabela 1: Esquematizacdo para procedimento de teste de concentracao inibitéria
minima.

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

1000,0 500,0 250,0 125,0 62,5 31,25 15,6 7,8 3,9
Mg/mL  pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL  pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL CB CM CE

A EMB EMB EMB EMB BEM EMB EMB EMB EMB MB M ME
B EMB EMB EMB EMB BEM EMB EMB EMB EMB MB M ME
Cc EMB EMB EMB EMB BEM EMB EMB EMB EMB MB M ME
D EMB EMB EMB EMB BEM EMB EMB EMB EMB MB M ME
E EMB EMB EMB EMB BEM EMB EMB EMB EMB MB M ME

EMB = Extrato + Meio + Bactéria; CB = Controle da Bactéria; MB = Meio + Bactéria; CM = Controle
do Meio; M = Meio; CE = Controle do Extrato; ME = Meio + Extrato.

3.5.2 Controle dos ensaios antibacterianos

As colunas 10 a 12 da microplaca foram utilizadas como controle da auséncia
de interferentes que alteram os resultados dos testes. Nos pocos da coluna 10 foram
inseridos 0 meio de cultura e 10,0 yuL da suspenséo bacteriana, o que constituiu o
controle do microrganismo. Os poc¢os da coluna 11 foram utilizados como controle
do meio de cultura nos quais foi adicionado apenas o caldo Mueller-Hinton estéril.
Nos pocos da coluna 12 foram adicionados o meio de cultura e 100,0 yL da solucao
do extrato vegetal a 1.000 pg.mL™* para verificar a ocorréncia de alguma

contaminacdo através do material vegetal.

3.5.3 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Mini  ma (CBM)

Apbs o teste de microdiluicdo, foram coletados 10,0 puL de todos os pog¢os que
apresentaram inibicdo bacteriana e transferidos para placa de Petri contendo agar
Mueller-Hinton, seguindo-se incubacdo por 24 horas em estufa bacterioldgica, em
temperatura de 37 =+ 1 . De acordo com o desenvolvimento bacteriano foi
estabelecida a CBM. Os testes que mantiveram a auséncia de crescimento em agar
Mueller-Hinton foram considerados bactericida e os testes que houve crescimento

em agar Mueller-Hinton foram considerados bacteriostaticos.
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3.5.4 Determinacao da atividade fungicida

Os fungos testados foram Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum
musae, isolados a partir dos frutos de maméao e banana, respectivamente. O
isolamento direto a partir de frutos coletados na regido e a identificagdo foram
executados no Laboratério de Fitopatologia do Programa de Pds-graduacdo em
Agricultura Tropical do Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES) -
UFES pelo fitopatologista Professor Doutor Marcelo Barreto da Silva. O
procedimento foi realizado pela raspagem da lesédo no fruto e introdu¢cdo no meio
BDA (Batata Dextrose Agar) em placas de Petri, as quais foram incubadas a 25 + 2
°C até a formacdo micélio. Os isolados foram identificados, com anélise das
caracteristicas do micélio e da microscopia dos esporos e repicados em placas de
Petri, utilizando discos de 6 mm de didmetro do micélio. A incubacao das placas foi
por sete dias.

Para a determinacéo da atividade fungicida dos extratos, foram solubilizados
35 mg do extrato em 100 pL de etanol e 4gua destila estéril suficiente para cinco mL.
A solugdo foi adicionada em 30 mL de BDA fundente estéril para obtencdo da
concentracéo de 1000 pg.mL™ . O meio de cultura foi vertido em trés placas de Petri
estéreis (triplicata), onde foi transferido para o centro da placa um disco de seis mm
de diametro de micélio do fungo. As placas foram vedadas com filme PVC e
mantidas em BOD a 25 + 2<T. Apds cinco dias, o cres cimento radial do fungo foi
avaliado, considerando o diametro médio da colbnia, com auxilio de uma régua

milimetrada, medindo-se o diametro da colonia formada em dois sentidos ortogonais.

Para o controle negativo foram preparadas placas de Petri com BDA
acrescidos da mistura 100 pL de etanol e quantidade suficiente de agua para cinco
mL. A estas placas foram transferidos os discos de 6 mm do micélio, e incubadas de

acordo com a metodologia anterior.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

As médias dos diametros dos micélios dos fungos avaliados foram

comparadas utilizando o teste de Tukey com 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O meétodo de maceracdo escolhido para obter os extratos foi o que
apresentou a maior extracdo de compostos do metabolismo secundéario de plantas.
O extrato etandlico obtido por maceracao foi submetido aos testes para identificacao
de cumarinas, terpenos, esteroides, alcalbides, taninos, flavondides, naftoquinonas e
saponinas. Os resultados para cada parte da planta estdo apresentados na Tabela
2.

No extrato das cascas de caule foram detectados terpenos, alcalbides,
taninos, taninos pirogalicos, taninos galicos, flavondis e saponinas. Estes resultados
corroboram com os resultados de Lima et al. (2006) que encontraram 0Ss compostos
fendlicos, triterpenos, antraquinonas e saponinas, porém nao detectaram nenhum
tipo de flavondides. Carlini et al. (2010) verificaram a presenca de taninos galicos
(43,5%) em extrato aquoso de casca de caule de aroeira.

Para os testes com extrato etandlico de folhas verificou-se a presenca de
esterdides, alcaloides, taninos, taninos pirocatéquicos, taninos galicos, isoflavonas e
saponinas. Para extrato etandlico de folhas, Lima et al. (2006) detectaram a
presenca de fenadis, flavononas, flavondides, leucoantocianidinas e esteroéides livres,
porém ndo encontraram saponinas. No entanto, Johann et al. (2007) encontraram
saponinas, flavonodides e triterpenos ou esterdides e taninos. Um estudo de Queires

et al. (2006) utilizou polifendis isolados extraidos de folhas de S. terebinthifolia.

Portanto, ao observar os grupos de metabdlitos secundarios percebe-se que
folha e casca de caule de aroeira possuem semelhante composicéao, apresentando
nas duas partes alcaldides, taninos, flavondides e saponinas. Porém, nas folhas

encontram-se esterdides enquanto nas cascas de caule encontram-se terpenos.

Dos compostos fendlicos ativos encontrados em folhas de aroeira destacam-
se 0 galato de etila, o galato de metila, a miricetrina, a quercitrina e a miricetina
(CERUKS et al., 2007).

Segundo Cowan (1999) as principais classes de metabdlitos secundarios de

plantas com acdo antimicrobiana sdo compostos fenodlicos (fenois simples, fenodis
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acidos, quinonas, flavonoides, flavonas, flavonois, taninos e cumarinas),

terpendides, alcaloides, lecitinas e polipeptideos e poliacetilenos.

Tabela 2: Classes de compostos detectados nos extratos etandélicos de casca de
caule e folha de S. terebinthifolia.

Parte da planta
Classes de compostos (S. terebinthifolia)
casca folha
Cumarinas - -
Terpenos + -
Esteroides -
Alcaléides
Taninos
Taninos pirogalicos
Taninos pirocatéquicos -
Taninos galicos
Flavonadis
Isoflavonas - +
Naftoquinonas - -
Saponinas + +

+ + +
+ + + + +

+ +

Em ambos os extratos etnolicos (folhas e casca de caule) foram identificados
flavondides. Os flavondides foram entdo quantificados pelo método de
espectrofotometria com luz ultravioleta nas fracdes FDC1, FEC1, FDF1 e FEF1. As
fracbes FHC1 e FHF1 ndo foram quantificadas, ja que este solvente extrai somente
os Oleos, as gorduras, o0s esteroides e 0s pigmentos. A extracdo sequenciada com o
diclorometano permite recuperar as agliconas livres pouco polares (flavonas,
flavondis, falvononas, di-hidroflavondis, isoflavonas e outras agliconas com alto grau
de metilagdo), que poderiam ser encontradas na planta. Por fim, a extragcdo com
etanol possibilita extrair as agliconas poli-hidroxiladas, flavonas e flavondis mais

polares, auronas e chalconas (SIMOES et al., 2007).

A Figura 2 exibe os valores de concentragdo dos flavonoides de cada fracao
quantificada em fungéo da curva de calibracdo do padrédo Rutina. Nos extratos de
folha foi onde se encontrou a maior quantidade de flavonoides, sendo que nas

fracbes FEF1 e FDF1 a concentracdo foi mais acentuada, representando as duas
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fracbes um total de 3,53% (em massa) de flavondides. Nas fracdes casca (FEC1 e

FDC1) este valor cai para 0,64% (em massa).

Para os frutos e casca de frutos de aroeira Bernardes et al. (2011)
guantificaram os compostos fendlicos totais e encontraram os valores de 125,4

Mg/mL para frutos e 122,0 ug/mL para casca de frutos.
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Figura 2: Concentracéo de flavondides equivalente-grama de Rutina em fracdes dos
extratos das folhas e das cascas de caule de S. terebinthifolia. Os valores de
concentracdo foram calculados baseados nas absorbancias do padrdo Rutina
segundo equacéo y = 50,66x — 0,148. FEC1 = fragao etanol casca 1, FDC1 = fracéo
diclorometano casca 1, FDF1 = fracdo diclorometano folha 1 e FEF1 = fracdo etanol
folha 1.

Com relacdo aos rendimentos dos extratos obtidos com solventes de
polaridade crescente e pelo fracionamento do extrato etandlico, os resultados estao

representados nas Figuras 3 e 4.

Para os extratos obtidos com solvente de polaridade crescente, a Figura 3
mostra os rendimentos das fracdes hexano, diclorometano e etanol, obtidos a partir

das folhas de aroeira, com as respectivas porcentagens, 7,83%, 2,25% e 3,71%. Na



29

Figura 4, podem ser observados os rendimentos para as fracdes extraidas com os
mesmos solventes, hexano (5,73%), diclorometano (1,1%) e etanol (1,33%), a partir
das cascas de caule de aroeira. Ao avaliar os rendimentos para este tipo de
extracao verifica-se que tanto nas folhas, quanto nas cascas existe uma maior
quantidade em massa de compostos poucos polares, que se dissolveram no
hexano, seguido de uma quantidade intermediaria de compostos polares, que se
dissolveram no etanol e por fim uma menor quantidade de compostos de polaridade

intermediaria, que se dissolveram no diclorometano.

Folha
l Maceracio

11.74g

Hexano =) 7 839

l maceracao

Diclorometano ‘ 2%;580%
\ (u]

l maceracao

Etanol [ 3??16%

Figura 3: Esquematizacdo da extracdo com solventes de polaridades diferentes,
mostrando o rendimento dos extratos secos a partir das folhas de S. terebinthifolia
Raddi.

Avaliando as fragcfes obtidas a partir do extrato etandlico bruto pelo método
de particdo liquido-liquido, sdo mostrados na Figura 5 os rendimentos das fracdes
hexano (0,55%), diclorometano (0,46%) e etanol (1,5%), para o extrato etandlico a
partir de folhas de aroeira. No extrato a partir de folhas, observa-se que a maior
guantidade de compostos extraidos pelo etanol € de baixa polaridade, que ficaram
contidos na fracdo hexano, uma pequena porcdo dos compostos extraidos é de

polaridade intermediaria, que fazem parte da fracdo diclorometano e os compostos
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mais polares, presentes na fracdo etanol, apresentaram-se numa porcentagem
inferior comparada aos compostos de baixa polaridade. Na figura 6, observam-se os
rendimentos das fracées hexano (4,53%), diclorometano (0,53%) e etanol (3,72%),
para 0 extrato etandlico a partir das cascas de caule de aroeira. Neste extrato,
encontram-se maior massa de substancias de maior polaridade, contida na fracédo
etanol, seguido de substancias de baixa polaridade e por fim substancias de

polaridade intermediaria.

casca
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Figura 4. Esquematizacdo da extracdo com solventes de polaridades diferentes,
mostrando o rendimento dos extratos secos a partir das cascas de caule de S.
terebinthifolia Raddi.

Os extratos secos FEC1, FEC2, FDC2, FEFl, FEF2 e FDF2 foram
solubilizados para preparar solu¢gbes de concentragcdes de 2 mg.mL™ Somente
estas fragBes foram possiveis solubilizar, j& que o solvente utilizado foi DMSO e
salina. As outras fragcbes por serem pouco polares necessitariam de um veiculo
pouco polar ou a utilizagdo de um tensoativo, para obtencdo de uma emulsdo
(ANSEL, 2000). Seria necessario um estudo para encontrar a melhor maneira de

solubilizar estas fracbes pouco polares, possibilitando executar testes
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microbiolégicos que utilizam meios de cultura de veiculo aquoso, como nas
preparacdes com Oleo essencial de S. terebinthifolia Raddi que utilizaram o
tensoativo Tween 80 a 8% (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013; GRIPPA et al., 2010).

casca

l, maceragao
Extrato
etandlico
Particao
SUCESSIVa
Extrato em Extrato em Extrato
hexano Diclorametana ermn etanol
16449 1236¢ 4549
0,55% 046% 15%

Figura 5: Esquematizacao do fracionamento do extrato etandlico com solventes de
polaridade crescente, mostrando o rendimento dos extratos secos a partir das
cascas de caule de S. terebinthifolia Raddi.

A cepa de S. aureus, utilizada no teste de concentracdo inibitéria minima
(Tabela 3) foi identificada pelos resultados de classificacdo como Gram-positiva,
teste da catalase positivo e teste da coagulase positivo. Esta cepa também foi
submetida ao teste de sensibilidade aos antibioticos, mostrando-se sensivel a todos
os antibidticos testados (Sulfazotrim, Cefoxitina, Ciprofloxacina, Nitrofurantoina,
Cefalexina, Tetraciclina, Gentamicina, Acido Nalidixico, Acido Pipemidico,

Amoxicilina).

Os resultados de CIM foram apresentados como bacteriostatico e bactericida.
Os resultados considerados bacteriostaticos foram aqueles testes em que nao houve
crescimento nas microplacas, porém cresceram ao serem transferidos para as

placas de Petri com meio sélido sem adicdo de extrato e bactericida aqueles testes
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em que ndo houve nenhum crescimento. Observa-se na Tabela 3 que na
concentracdo de 1000 upg.mL™ todas as fragcbes apresentaram efeito bactericida,
com excec¢do da FDC2 e da FDF2. E possivel perceber também que o método de
preparacédo das fragbes com solventes de polaridades crescentes ou pelo método de
particdo liquido-liquido do extrato etandlico ndo influenciou no efeito sobre a

bactéria, cujo resultado foi semelhante quando se comparam as FEF1 e FEF2.

Folha

l rmaceragao

Extrata
etanalico
Partigéo
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Figura 6: Esquematizacao do fracionamento do extrato etandlico com solventes de
polaridade crescente, mostrando o rendimento dos extratos secos a partir das folhas
de S. terebinthifolia Raddi.

Os flavonoides também presentes nos extratos de casca de caule e de folha
de S. terebinthifolia possivelmente contribuiram para o efeito bactericida e
bacteriostatico do S. aureus. Estudos ja demonstram o0s provaveis mecanismos de
acao antibiotica dos flavondides, atuando através da inibicdo da funcdo da
membrana plasmatica, da inibicio da DNAgirase e da atividade da proteina
carreadora de B-hidroxiacil-acil (CUSHNIE & LAMB et al., 2005).
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O extrato aquoso de casca de caule de aroeira produz danos ao DNA e
mutacdes nas bactérias e outros danos oxidativos que podem ser responsaveis pela
genotoxicidade. Tanto o potencial mutagénico quanto as propriedades antioxidantes
tem sido atribuidos a presenca dos flavonoides neste extrato (CARVALHO et al.
2003). Ensaios com cultura de células e bactérias indicam que as fracoes
enriquecidas com flavondides e os flavondides da casca do caule de S.
terebinthifolia Raddi tém propriedades genotoxica (VARELA-BARCA et al., 2007).

Verifica-se, portanto, que tanto as cascas quanto as folhas possuem
compostos capazes de inibir o crescimento bacteriano. A sensibilidade da bactéria
as fracdes das duas partes da planta também pode estar relacionada a presenca de
taninos, que sdo compostos fendlicos que precipitam proteinas, propiciando um
efeito antimicrobiano (SIMOES, 2007).

Tabela 3: Resultado do teste de concentragdo inibitéria minima para S. aureus.

S. terebinthifolius S aureus

1000 500 250 125 62,5 31,25 155 7.8 39
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL CB CM CE

FEC1 bc bt bt bt bt + + + + + - -
FEC2 bc bt bt bt + + + + + + - -
FDC2 bt bt bt bt bt bt bt bt + + - -
FEF1 bc bt bt bt bt bt + + + + - -
FEF2 bc bt bt bt bt bt + + + + - -
FDF2 bt bt bt bt + + + + + + - -

bc: bactericida; bt: bacteriostatico; CB = Controle da Bactéria; CM = Controle do Meio; CE = Controle
do Extrato, (+): crescimento positivo; (-): crescimento negativo. FEC1= Fracao etanol casca 1; FEC2 =
Fracdo etanol casca 2; FDC2 = Fragdo diclorometano 2; FEF1 = Fracdo etanol folha 1; FEF2 =

Fracao etanol folha 2; FDF2 = Fracédo diclorometano folha 2.

Estudos tém demonstrado que S. aureus também apresentou sensibilidade ao
extrato etanolico e aquoso de folhas de S. terebinthifolia Raddi (MARTINEZ et al.,
1996; GUERRA et al.,, 2000). Cepas resistentes de S. aureus do tipo NorA
(resistentes a quinolonas) e do tipo MrsA (resistentes a Meticilina) foram sensiveis
aos extratos de casca de caule de S. terebinthifolia Raddi, incluindo extrato
etanodlico, fracdo hexano, fracdo cloroformio, fracdo acetato de etila e fracdo
hidrometandlico (LIMA et al., 2006). Do mesmo modo, extrato etandlico de frutos de
S. terebinthifolia Raddi contendo compostos fendlicos apresentou efeito inibitdério no
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crescimento do S. aureus (DEGASPARI et al. 2005). O 6leo essencial extraido de
folhas de aroeira apresentou efeito inibitério em S. aureus isolados de cées (SILVA
et al., 2010).

S. aureus apresentou-se como sensivel a extratos de varias plantas contendo
0S seguintes compostos do metabolismo secundario: 3,5,7-trihydroxyflavone
(galangin), benzoquinona, benzopirano, helihumulone, carnosol, 7-O-methyl-
epirosmanol, anolignan B, sesquiterpenoides, flavonoides, terpenodides, vernolide,
vernodalol, diterpenos, &cidos cumaricos, naftoquinonas e glicosinolatos (PAIVA et
al., 2010).

A tintura de aroeira a 20% foi testada contra o Streptococcus mutans e
verificou-se atividade antibacteriana da tintura até a diluicdo de 1:8 (SOARES et al.,
2007).

Ao avaliar o crescimento do C. musae em meio BDA na presenca das fracdes
dos mesmos extratos de aroeira, na Figura 7 € possivel perceber que a aroeira tem
um grande potencial inibitério deste fungo, pois, com excecéo da fracdo FEC1, todos
os tratamentos apresentaram diferenca significativa em comparacao aos controles
(controle e &lcool 100 pL). Observa-se também que nas folhas de aroeira se
encontram mais compostos que possuem acdo antifingica, ja que as fracdes que
melhor inibiu o crescimento do C. musae foram FDF2 e FEF2, nestes tratamentos,
observa-se que existe uma diferenca significativa da inibicdo quando comparado aos
outros tratamentos. Estes compostos que possivelmente estdo exercendo o efeito
fungicida podem fazer parte do grupo dos flavondides que foram quantificados em

maior concentracdo nas fraces de folha (Figura 2).

Extrato de Xylopia sericea também apresentou acao inibitéria do crescimento
do C. musae, apresentando mais de 25% de inibicdo no crescimento micelial. A X.
sericea contém alta concentracdo de flavondides, possibilitando inferir que a acéo
fungitoxica desta espécie esta relacionada com a presenca destes compostos
(MARTINS et al., 2012).
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Em 2010, Johann et al., isolaram flavondides de folhas e cascas de S.
terebinthifolia, além de um novo composto identificado como schinol e verificaram a
acao antifungica contra o Paracoccidioides brasiliensis. Quando comparadas as
acOes dos isolados com a fragéo inicial, os compostos isolados apresentaram maior
efeito inibitorio para com o fungo e o schinol apresentou um efeito sinérgico quando

combinado com o itraconazol.

Os compostos fendlicos possuem comprovada acdo antifingica e esta pode
ocorrer, entre outros mecanismos, pela inativacdo de sistemas enziméticos do
microrganismo envolvidos na producdo de energia e na sintese de componentes
estruturais (OLIVEIRA et al., 2007).

O crescimento micelial do C. musae foi inibido por extrato etandlico de
Achillea millefolium, onde foram encontrados compostos fendlicos, taninos,
flavondides e cumarinas, indicando a potencialidade fungicida destes compostos
contra o C. musae (PERES et al., 2009).

Outro fator que pode ter interferido no crescimento do C. musae com a adicao
das fracbes de extrato de aroeira € o pH do meio. Thangamani et al. (2011)
verificaram que o pH igual a 7,0 € o ideal para crescimento maximo de C. musae e

que o pH abaixo de 6,0 e acima de 7,0 foi prejudicial ao crescimento do patdgeno.

Com relacao ao teste de inibicdo do crescimento do C. gloeosporioides frente
as fracbes dos extratos de aroeira, apresenta-se os resultados na Figura 8. Neste
teste verifica-se que o alcool na quantidade de 100 pL, utilizado para facilitar a
dissolucéo das fracOes secas, apresentou diferenca significativa em comparacéo ao
controle, portanto a comparacao entre os tratamentos deve ser feita considerando o
tratamento alcool 100 yL como o grupo controle, descartando assim a influéncia

deste solvente nos tratamentos.
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Figura 7: Resultados dos testes de inibicdo do crescimento micelial do C. musae por
fracOes de extratos das folhas e cascas de caule de S. terebinthifolia. Cada fracéao
foi preparada na concentracdo de 1000 pg.mL™. Os testes foram avaliados utilizando
Tukey a 5% de probabilidade. CV = 7,68%. FEC1= Frac&o etanol casca 1; FEC2 =
Fracao etanol casca 2; FDC2 = Fracao diclorometano 2; FEF1 = Fracao etanol folha
1; FEF2 = Fracao etanol folha 2; FDF2 = Fracao diclorometano folha 2.

A espécie C. gloeosporioides apresentou sensibilidade na presenca das
fracbes FEF2, FEC1 e FDF2, nestes tratamentos houve diferenca significativa em
comparacao ao alcool 100 puL. Estes resultados corroboram com o estudo
apresentado por Johann et al. (2007) que verificaram a menor concentracéo
inibitéria minima — MIC (30 ug/mL) para fracdo diclorometano de folhas de aroeira
frente & Candida glabrata e uma concentragdo ainda menor (15 pg/mL) para a fracédo
etanol frente & Candida schenckii. Para o extrato etandlico de casca o resultado de

menor MIC (30 pg/mL) foi para o Cryptococcus neoformans.

A presenca de taninos nas duas partes estudadas (casca e folha) pode estar
diretamente relacionada a inibicdo do crescimento do C. gloeosporioides. Liu et al.
(2010) verificaram que os taninos adicionados em meio de cultura para crescimento
de C. gloeosporioides diminuiram o diametro do micélio, bem como a taxa de

germinacao de esporos.
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Figura 8: Resultados dos testes de inibicdo do crescimento micelial do C.
gloeosporioides, por fracbes de extratos das folhas e cascas de caule de S.
terebinthifolia. Cada fracdo foi preparada na concentracdo de 1000 pg.mL™. Os
testes foram avaliados utilizando Tukey a 5% de probabilidade. CV = 5,12%. FEC1=
Fracdo etanol casca 1; FEC2 = Fracdo etanol casca 2; FDC2 = Fracao
diclorometano 2; FEF1 = Fragao etanol folha 1; FEF2 = Frag&o etanol folha 2; FDF2
= Fracao diclorometano folha 2.

Em 2013, Duque, verificou a inibicdo do crescimento micelial C.
gloeosporioides na presenca de fracbes extraidas de mil-folhas (Achillea millefolium)
as quais a qualificacdo e quantificacdo dos compostos presentes evidenciou
compostos dos grupos fendlicos simples (acido p-cumarico, acido ferulico) e
flavonoides (flavona, rutina). Estes resultados corroboram com os resultados
encontrados neste estudo, inferindo a possibilidade da acg&o fungitoxica das fracdes
dos extratos de aroeira esteja relacionada a presenca dos compostos fendlicos

identificados (taninos e flavondides).

O Colletotrichum sp. foi inibido por 6leo essencial de frutos de S.
terebinthifolia (SANTOS et al., 2010). Em estudo de Oliveira Junior et al. (2013) o C.
gloeosporioides também se mostrou sensivel a diferentes concentracbes de 6leo
essencial extraido de frutos de S. terebinthifolia, sendo que a concentragédo de 50%
do oleo inibiu aproximadamente 79% do crescimento in vitro do fungo. Em testes in

vivo, 0 Oleo essencial de aroeira apresentou efeito semelhante ao fungicida
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Benomil®, evidenciando que o 6leo essencial poder ser utilizado como alternativa ao
controle de antracnose. Comparando com a composi¢cao de outros 6leos essenciais

o constituinte que possivelmente possui o efeito fungitéxico seria o limoneno.

No entanto, Bigaton (2013) verificou que o extrato metanolico e o Oleo
essencial de frutos de S. terebinthifolia ndo controlaram a antracnose do feijoeiro,

mas favoreceram a doenca nas plantas.

Estudos utilizando extratos de cravo-da-india (Syzygium aromaticum L.) e seu
Oleo essencial observaram a inibicdo do crescimento do C. gloeosporioides (SILVA
et al., 2012; VENTUROSO et al.,, 2011). O extrato aquoso de cravo-da-india na
concentracdo de 10% e o 6leo essencial apresentaram efeito fungitdxico, inibindo
100% o crescimento micelial do C. gloeosporioides extraidos de frutos de goiaba
(ROZWALKA et al., 2008). O 6leo essencial cravo-da-india é rico em monoterpenos
oxigenados, destacando o eugenol como principal constituinte (OLEVEIRA et al.,
2009). O eugenol é considerado o responsavel pelo efeito fungitdoxico do oleo
essencial (ASCENCAO & MOUCHREK FILHO, 2013).

Comparando os efeitos inibitorios das fracdes de folha e casca de caule de
aroeira nos dois fungos testados, verifica-se que existe atividade das fragbes obtidas
pelo método de extracdo com solventes de polaridades crescentes e das fracbes
obtidas com a particdo liquido-liquido do extrato etandlico. Portanto, os métodos
diferentes de extracdo nao influenciaram no efeito inibitério do crescimento destes

microrganismos.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que a S. terebinthifolia apresenta
atividades antimicrobianas tanto para os fungos Colletotrichum gloeosporioides e
Colletotrichum musae, quanto para a bactéria Staphylococcus aureus. Este efeito foi

verificado em fracOes de extratos de folhas e de casca de caule.

A atividade antimicrobiana nao foi influenciada pelos métodos de extracéo

utilizados no trabalho.

Os compostos do metabolismo secundario encontrados em folhas e casca de
caule, alcalbides, taninos, flavonéides e saponinas, estdo diretamente relacionados
com os efeitos biologicos encontrados, principalmente os compostos fendlicos, como

flavonodides e taninos.

A parte da planta utilizada teve papel importante quanto a inibicdo dos fungos
que respondram mais as fracdes obtidas de folha, que possui maior concentracdo de

flavonoides.

Extratos de casca de caule e de folhas de aroeira apresentam potencial no

controle dos patégenos estudados.
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