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A familia Erythroxylaceae € distribuida em regifes tropicais e subtropicais, fazendo parte do Bioma
Cerrado e tem emprego na medicina popular. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar o
material vegetal e avaliar o potencial toxicol6gico e antibacteriano do extrato metandlico bruto e
fracdes das folhas Erythroxylum suberosum frente ao bioensaio de toxicidade em Artémia salina e
bactérias Gram-positivas. As folhas de Erythroxylum suberosum foram submetidas & secagem e
posterior moagem com granulometria adequada para as analises. Na caracterizagdo do material
vegetal, realizou-se o teste organoléptico e de pureza de acordo com os protocolos descritos na
Farmacopéia Brasileira de 2010. O p6 apresentou coloracdo verde claro, odor e intensidade
distintos com sensacgdo aromaticos e macios ao prensar entre os dedos. No teste de pureza o po
apresentou teor de umidade com média de 7,70%, teor de cinzas totais de 1,44% e matéria estranha
de 1,49%. A obtencéo do extrato bruto procedeu-se por maceragdo em metanol padrdo analitico. As
fracdes foram obtidas por cromatografia flash em grau de polaridade crescente de solventes. A
andlise frente A. salina ndo mostrou letalidade ao microcrustaceo. As fracdes obtidas pelos solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila, demonstraram potencial antibacteriano para as cepas em

estudo.

Palavras-chave: Cerrado. Uso popular. Biodiversidade. Atividade Antimicrobiana

Introducéo

Decorrente de sua extensado territorial, o Brasil apresenta flora e fauna
variada, onde o Cerrado representa o segundo maior Bioma brasileiro, possuindo
mais de 11 mil espécies vegetais, sendo conhecidas 4.400 espécies vegetais
endémicas (SOUZA & FELFILI, 2006; RODRIGUES et al. 2015). No Bioma Cerrado,
encontra-se a familia Erythroxylaceae que compreende quatro géneros: Aneulophus,
Erythroxylum, Nectaropetalum e Pinacopodium. O género Erythroxylum é o maior
género dentre os quatros, sendo composto por cerca de 250 espécies distribuidas
nas regibes tropicais e subtropicais (Sul das Américas, Africa, Austrélia,
Madagascar) (PLOWMAN:HENSOLD, 2004; BIERI et al. 2006, RODRIGUES et al.
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2015). O género Aneulophus, N?taroetlum e Pinacopodim, aprsna ditibigéo |
exclusiva na Africa e contém poucas espécies conhecidas (LOIOLA et al. 2007).

O género Erythroxylum agrega representantes arboéreos, arbustivos e
subarbustivos, de folhas e ramos alternos ou opostos, sendo que no Cerrado
algumas espécies do género Erythroxylum sdo bem conhecidos por apresentarem
caule espesso e galhos retorcidos (BEIRAS & SAJO, 2004). A literatura retrata a
presenca de metabdlitos secundarios importantes no género Erythoxylum como, por
exemplo, alcaloides tropéanicos, fenilpropanoides, taninos e terpenos, sendo tais
metabolitos secundarios significativos por apresentarem atividades bioldgicas como,
por exemplo, antioxidante, anti-inflamatoria, anticancerigena, entre outras
(ZUANAZZI, 2001; RODRIGUES et al. 2015).

O interesse no género Erythroxylum intensificou-se a partir do século XIX
apos a verificacdo da atividade psicoativa no Sistema Nervoso Central e anestésica
local apresentada pela Erythroxylon coca L., sendo suas folhas utilizadas séculos
atras pelos indigenas localizados na regido Andina (LOIOLA et al. 2007).

A Erythroxylum suberosum A. St.-Hil. € uma espécie tipica do Cerrado, sendo
distribuida em 20 capitais brasileiras. A espécie apresenta-se como um subarbusto,
seus ramos apresentam formatos cilindricos, espessos e de coloragdo acinzentada
(RODRIGUES et al. 2015). A literatura retrata que a E. suberosum é utilizada por
indios Kayapds com fins anti-reumaticos e anestésicos (BARBOSA et al., 2014), com
finalidade abortiva, em inflamactes (NASCIMENTO, 2014) e indigestdao (LOPES,
2016). Morais (2015) relata que a fragdo hidroalcodlica obtida do extrato etanolico
das folhas de E. suberosum apresenta potencial anti-hipertensivo, através da acao
vasodilatadora dependente de O6xido nitrico, em anéis da aorta de camundongos
normotensos.

O presente trabalho faz se necessario uma vez que a espécie possui
utilizacdo popular, onde o0 bioensaio de toxicidade e avaliagdo do potencial
antibacteriano do extrato bruto das folhas e fracdes da E. suberosum, venham para
corroborar ou refutar as informacdes populares referente a espécie. Sendo um

individuo que pertence ao Cerrado, a contribuicdo se estende ao ambito da

preservacao da espécie, do género Erythroxylum e da familia Erythroxylaceae.

Material e Métodos
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MATERIAL BOTANICO

As folhas de E. suberosum foram coletadas na Reserva Bioldgica da Trilha do
TATU/ UEG Campus Anapolis Henrique Santillo (Latitude 16° 22'55.4" S, Longitude
48° 56’ 40.5” W) nos meses de Margo a Abril de 2016.
O material vegetal foi identificado pela Profa. Dr. Giuliana Vila Verde (UEG) e Profo.
Dr. Heleno Dias Ferreira da Universidade Federal de Goias (UFG). As exsicatas
foram confeccionadas e depositadas no Herbario da Universidade Estadual de
Goiés- CCET. As folhas foram submetidas a secagem em estufa modelo TECNAL®
versao TE — 394/3 sob circulacédo forcada de ar a 40 °C por 48-72 horas e posterior

moagem em moinho de facas modelo SOLAB® versao SL — 31.

CARACTERIZAC}AO DO MATERIAL VEGETAL
Para essa parte do estudo foram utilizados os protocolos da Farmacopéia
Brasileira 5 edicdo (2010).

EXAME VISUAL E ODOR
O material vegetal foi analisado quanto a cor, consisténcia e odor, sendo que

hY

o odor foi analisado quanto a intensidade (nenhum, fraco distinto e forte), e a
sensacdo causada (aromatico, frutoso, mofado e rancoso). J& a consisténcia foi

analisada quanto a maciez, aspecto granular e outros.

DETERMINACAO DE MATERIA ESTRANHA

Para determinacdo da matéria estranha procedeu-se com a metodologia de
observacdo em microscopio esteroscopio. A matéria estranha foi classificada em trés
tipos, sendo eles: partes do organismo ou organismos a qual a droga se deriva,;
impurezas de natureza minerais ou inorganicas, ndo inerente a droga; e quaisquer

organismos, porc¢des ou produtos de organismos nao relativos a droga vegetal.

DETERMINACAO DE CINZAS TOTAIS

Pesou-se 3 g da amostra pulverizada, distribuindo- a uniformemente em cadinho
de porcelana previamente tarado e levado a incineragdo na mufla marca
MARCONI® versdo MA 030, aumentando a temperatura gradativamente, até no
maximo, 600°C+ 25 por 6 horas. Logo apos, resfriou o cadinho em dessecador e
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pesou até peso constante. A porcentagem de cinzas foi calculada em relacdo a

droga seca ao ar. Sendo a analise realizada em triplicata.

DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

Seguiu-se 0 método proposto por Amoedo & Muradian (2002), ondel grama
da amostra foi exposta ao analisador de umidade modelo Shimadzu com irradiacdes
de raios infravermelhos. A andlise foi realizada em triplicata, com duragdo de 5
minutos entre cada anélise em temperatura de 105 °C.

OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO

Na obtencdo do extrato bruto procedeu-se a maceracdo de acordo com Matos
(1988) e Matos e Matos (1989).

OBTENCAO DAS FRACOES

Utilizou-se gradiente de polaridade crescente de solventes Hexano,
Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol, grau padrdo analitico, procedendo a
corrida cromatogréafica por cromatografia flash marca Biotage® modelo Isolera One
versado 3.0 situado no laboratério LPBioS da UEG.
Utilizou-se 15g de extrato acrescido com 15g de silica Gel 60, 70-230 Mesh,
procedendo ao empacotamento da coluna Nap Cartridge KP- Sil 50 e posterior
corrida no fluxo de 100 mL /minutos em temperatura de 25°C com detec¢do no
comprimento de onda de 200-800 nm, com duracgdo de 1 hora de corrida, sendo o

intervalo de 15 minutos em média entre cada fracdo corrida.
ENSAIOS BIOLOGICOS

BIOENSAIO DE TOXICIDADE EM Artemia salina Leach.

O bioensaio realizado seguiu-se metodologia adaptada de Rahman et al.
(2005). Sendo as amostras solubilizadas em dimetilsulféxido a 5% (DMSO) de modo
a obter concentracbes de 2000; 1000; 500; 250; 125 e 62.5 yg.mL-1, sendo as
andlises realizadas em triplicata. Para a classificacdo do nivel de toxidade, foi
utilizado o critério proposto por Neguta et al. (2012). Os autores consideram

toxicidade forte para valores de CL50 até 100 pg. mL-1, toxicidade moderada para
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CL50 entre 100 e 500 pg.ml-lAe toxicdde baixa para CL50 entre 50 Mg m— |
1000 pyg mL-1, e néo toxico acima de 1000 ug.mL-1.

MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS NO ESTUDO

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizadas 3 cepas American Type Culture
Collection (ATCC) provenientes da colecdo do Laboratério de Microbiologia
(UEG/Anépolis) tabela 01.

Tabela 01. Micro-organismos utilizados na determinacdo da concentracéo

minima inibitoria.

Bactérias Gram-positivas ATCC

Staphylococcus aureus 29213
Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 12228

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA

Para a obtencdo do CMI do extrato bruto e fracbes de E. suberosum, seguiu-
se a técnica de microdiluicdo em caldo conforme o protocolo estabelecido pela
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010) através da visualizacdo da
turvagcdo antes de acrescentar a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-
oxido), sendo que o aumento da turbidez ou opacidade do meio indica o crescimento
de micro-organismos (PEREIRA, 2010), como também a visualiza¢do a olho nu apés
acrescentar a resazurina como indicador de viabilidade bacteriana (SARKERS et al.,
2007), caracterizando coloracdo azul como negativo para crescimento bacteriano e
coloracao résea como positivo para crescimento bacteriano.

As amostras (extrato e fracdes) foram solubilizadas em DMSO a 5% e
diluidas em caldo Mueller Hinton (M.H) de modo a obter concentracdes de 2000;
1000; 500; 250; 125 e 62.5 yg.mL™%, sendo as andlises realizadas em triplicata.

Adotou-se o critério de Holetz e colaboradores (2002) e Mendes e
colaboradores (2011) onde: boa atividade antimicrobiana — valores de CMI até 100
pug.mL?; atividade antimicrobiana moderada — CMI entre 100 e 500 ug.mL?, fraca
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atividade — CMI entre 500 e 1.060 pg.L1 e amostra sem atividade animicroian —
CMI acima de 1.000 pyg.mL™.

Resultados e Discussao

CARACTERIZACAO DO MATERIAL VEGETAL (PO)

A caracterizagcdo organoléptica € necessaria para identificacdo correta,
qualidade satisfatoria e pureza confiavel do material vegetal (BRASIL, 2010). O po6
das folhas secas e moidas de E. suberosum apresentaram coloracdo verde claro, de
intensidade de odor distinto e com sensa¢do aromatico e macio ao prensar entre 0s
dedos.

A pesquisa de matéria estranha apresentou resultado de 1,49%, sendo
imprescindivel para verificar o grau de pureza da droga vegetal. A referida andlise
mostrou-se resultado satisfatério, uma vez que a metodologia utilizada estabelece
gue a matéria estranha de droga vegetal ndo pode exceder 2% m/m (BRASIL, 2010).
Os teores de cinzas totais apresentaram uma media de 1,44 com desvio padréao de +
0,05 e o teor de umidade apresentou uma média de 7,04 com desvio padrdo de *
0,31. Tais testes sdo importantes para a identificacdo de falsificacdo e pureza da
droga vegetal, como também, para garantir a conservagdo do material vegetal, evitar
contaminagdo por microrganismos e degradacdo enzimatica (OLIVEIRA et al., 2005;
COSTA, 2001).

ENSAIOS BIOLOGICOS
BIOENSAIO DE TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina Leach

Os resultados obtidos demonstram auséncia de toxicidade do extrato
metandlico bruto e suas respectivas fracdes na mais alta concentracdo utilizada de
2.000 pg.mL-1, de acordo com o critério de classificagdo adotada no estudo. Os
referidos resultados se assemelham com os dados apresentados por Nascimento e
colaboradores (2012) e Barros et al. (2017) utilizando o bioensaio de toxicidade com
A. salina com a espécie vegetal analisada. A utilizacdo da Erythroxylum suberosum
na medicina popular pode ser explicada pela falta de toxicidade apresentada do
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extrato bruto metan(')lio e as gc”)es otids de suas folhas ao biensai A
salina de acordo com o nivel de classificacdo de toxidade proposto por Neguta et al.
(2011) utilizada no referido bioensaio. Uma vez que o bioensaio utilizando A. salina
possui uma correlagdo notoria com os testes de toxicidade aguda oral in vivo (SILVA
et al., 2010), ndo foram identificados estudos que relatassem casos de intoxicacao

da referida espécie vegetal em humanos.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DO EXTRATO
BRUTO E FRACOES DE Erythroxylum suberosum

De acordo com os resultados obtidos a S. aureus ATCC 29213 apresentou
CMI de 500 ug.mL* para as fragGes hexanica e diclorometanica, jA para a fracéo
acetato de etila a CMI foi de 1.000 ug.mL* e para a fragdo metandlica e para o
extrato bruto a CMI foi superior a 2.000 pg.mL™.

A S. aureus ATCC 25923 apresentou CMI de 2.000 pg.mL1para as fracGes
hexanica e diclorometanica. J4 para a fracdo acetato de etila a CMI apresentada foi
de 1.000 ug.mL*. Contudo, a CMI verificada para o extrato bruto metandlico e fracdo
metandlica foram superior a 2.000 pyg.mL™.

A cepa S. epidermidis ATCC 12228 apresentou CMI superior a 2.000 yg.mL?
para 0 EBM e para as fracdes hexanica e metanolica. Ja para as fragfes acetato de

etila e diclorometanica a CMI observada foi de 1.000 ug.mL*?

O extrato metandlico bruto obtido das folhas de Erythroxylum suberosum néo
apresentaram atividade antibacteriana nas cepas utilizadas, sendo tal resultado

semelhante ao demonstrado por Violante et al. (2012).

As fracOes que apresentaram atividade antimicrobiana consideravel frente as
cepas testadas foram as frac6es hexanica, diclorometanica e acetato de etila.

E sugestivo que a atividade antibacteriana apresentada pelas fracdes
diclorometéanica e acetato de etila obtidas das folhas de Erythroxylum suberosum
seja devido a elevada quantidade de compostos fendlicos, uma vez que os estudos
relatam a presenca de flavonoides como, por exemplo, quercitrina, isoquercitrina, e
rutina, taninos, cumarinas e antocianidinas nas referidas fracées (OLIVEIRA, 2014;
NASCIMENTO, 2014; RODRIGUES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).

A atividade antibacteriana apresentada pela fracdo hexanica pode ser devido
presenca de esterdides,

a compostos lipofilicos, uma vez que, a literatura retrata a
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terpenos e acetofenonas em fra{(;:ﬁes extraidas pelo referido solvete ALHEIRS,
2001; MACIEL et al., 2002). Uma vez que a literatura relata que os terpenos sao
conhecidos por serem ativos contra bactérias, protozoarios, virus e fungos (MATIAS
et al., 2010; BUSTAMANTE et al., 2010; SILVA, 2010).

Considerac0fes Finais

‘

Os resultados verificados no estudo corroboram com os dados relatados para
0 género Erythroxylum, uma vez que literatura relata que ha poucos estudos
fitoquimicos e biolégicos referentes as suas espécies, sendo do que as mesmas tém

emprego na medicina popular.
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