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Resumo: Este trabalho busca a atividade antioxidante e antibacteriana do extrato
cetoaquoso de Stryphnodendron rotundifolium Mart. conhecido popularmente
por barbatimdo. Para o ensaio antioxidante foi utilizado o método degradacgéo
oxidativa da desoxirribose 2-DR in vitro, foram utilizamos agentes pro-oxidantes
Fe*250uM; Fe*? 50uM + H202 0,5mM, em dois sistemas, um de pre-tratamento e
outro de tratamento concomitante, a leitura foi feita por espectrometria em
532nm. No ensaio para obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), foi
testado o extrato em diferentes concentracdes, contra 8 linhagens de bactérias,
Gram-positivas e Gram-negativas e na modulagéo, foi utilizamos o extrato com
antibioticos, sendo utilizado duas bactérias e quatro antibiéticos com diferentes
mecanismos de acao. No sistema de pré-tratamento obteve-se os resultados de
72% de protecédo contra o Fe*250uM, e contra o Fe*2 50uM + H202 0,5mM foi de
43% na concentracdo 0,2mg/mL. No tratamento concomitante foi de 68,6% de
protecdo contra Fe*? 50uM e 33% contra o Fe*?> 50uM + H202 0,5mM na
concentracdo 0,2mg/mL. A CIM mostrou baixar inibicdo do crescimento
bacteriano em contrapartida a modulacdo mostrou resultados na menor
concentracéo testada que foi 0,5ug/mL.

Palavras-chave: Stryphnodendron rotundifolium MART., Antioxidante,
Antibacteriano.

1. Introducéao

O género Stryphnodendron (Fabaceae), atualmente inclui 21 espécies e uma
subespécie, com distribuicdo geogréfica caracteristica no Norte (PA, AM, TO),
Noroeste (MA, PI, CE, BA), Centro-Oeste (MT, GO, MS), Sudeste (MG, SP), Sul
(PR) e ambiente de caatinga no Brasil (Forzza, 2010). Dentre as vérias espécies
o S. rotundifolium Mart. conhecida popularmente na Chapada do Araripe
(nordeste brasileiro) como barbatiméo, tem sido muito utilizado como meio de
fitoterapia no tratamento de varias doencgas.

Dados da literatura confirmam o uso popular da casca do caule de espécies do
género Stryphnodendron para tratar diversos distlrbios que afetam a saulde
humana, especialmente infec¢bes (Souza al., 2009), processos inflamatorios
(Lima et al., 1998) e leucorreia e outros problemas ginecolégicos (Oliveira et al.,
2012), e para antibacterianos (Oliveira et al., 2011), anti-tlcera (Rodrigues et al.,
2008),efeitos antifungicos (Ishida et al., 2006) e cicatrizacao de feridas (Lopes et
al., 2005). Os efeitos medicinais do barbatiméo séao atribuidos ao elevado teor
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de taninos em sua composicdo quimica, podendo atingir niveis de 20% a 50%
(LIMA et al., 2010).

Os taninos se dividem em dois grandes grupos, taninos hidrolisdveis e
condensados, também chamados de proantocianidinas. Os taninos hidrolisaveis
sdo constituidos por uma mistura de fendis simples, galotaninos e elagitaninos,
gue quando hidrolisado formam o acido galico e acido elagico, que possuem
atividade anti-inflamatéria e antioxidante (Rodrigues D. F 2013).

2. Objetivo

Determinar a capacidade do extrato de proteger a desoxirribose da degradacéo
oxidativa causada por radicais livres e Fe*2.

Avaliar a atividade antibacteriana frente a diferentes linhagens bacterianas por
diferentes mecanismos de acgao.

3. Metodologia

O extrato foi obtido a partir da casca do caule do S. rotundifolium, que passou
por uma extracdo hexanica para remocao de lipideos, em seguida uma extracédo
cetoaquosa de proporcao 7:3 por 72h, seguido por um processo de liofilizac&o
onde se obteve o extrato em po e pronto para testes.

A inibicdo da degradacdo da desoxirribose 2-DR in vitro, foi determinada de
acordo a metodologia de (J.M. Gutteridge, 1981) baseada na quantificacdo do
principal produto desta degradacdo, o malonildialdeido MDA, um composto de
trés carbonos formado a partir do ataque do radical hidroxil a 2-DR segundo
(Cheeseman et al., 1988).

O MDA formado a partir da degradacéo da 2-DR, foi detectado e quantificado
espectrofotometricamente em meio &cido através da adicdo de acido
tiobarbiturico (TBA) que, depois de aquecido, formou um croméforo (MDA-TBA?)
com pico de absorcdo em 532nm e coeficiente de absortividade molar ()
14.900M1cm?. (J.M. Gutteridge 1985, Gutteridge JM 1981). A formacdo de
adutos em meio acido esta provavelmente iniciada pelo ataque nucleofilico que
implica o carbono 5 do TBA e o carbono 1 do MDA (figura 1), seguido da
desidratacdo e posterior reacédo do intermediario aduto 1:1 com uma segunda
molécula de TBA (D. R. Janero, 1990).
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Figura 1: Reacao do TBA com MDA, formando adulto cromoforo.
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O radical hidroxil foi gerado pelas seguintes condi¢gbes pro-oxidantes: i) FeSOa,
e ii) H202 mais FeSO4. Em seguida, foi separado em duplicata a 2-DR (3 mM)
foi pre-incubada a temperatura ambiente durante 20 min, com tampé&o de fosfato
de potassio 50 mM (pH 7,4) nas duas condi¢cbes pro-oxidantes, i) 0,05 mM
FeSOg; i1) 0,5 mM H202 mais 0,0omM FeSO4, em seguida incuba a 37 °C
durante 60 min em auséncia e presencia dos extratos em concentracdes finais
de [0.075; 0.1 e 0.2lmg/mL. As reacOes foram realizadas mediante a adicao de
acido tricloroacético (TCA) 2,8% e de (TBA) 0,8%. Depois, as reacbes foram
aguecidas durante 20 min a 100 °C. A absorbéancia foi determinada em um
espectrofotometro UV/Visivel em comprimento de onda de 532nm, e os
resultados foram expressos como porcentagem (%) de protecdo contra a
degradacéao oxidativa em funcdo dos controles, a raiz da equacao de (Mauricio
A. Q. 2006).

Protegéo 2-DR (%) Inibigdo = [(AbS. controle — (ADS. Extrato — ADS. Branco)] X 100%

ADbs. controle

Abs. controle € @ absorbancia da 2-DR com o pro-oxidante sem extrato, Abs. Extrato
€ a absorbancia da 2-DR com pro-oxidante com extrato, e AbS. Branco € a
absorbancia do pro-oxidante com extrato sem 2-DR.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi utilizada para avaliar a acao
microbiolégica do extrato cetoaquoso em diferentes concentracdes. O extrato foi
avaliado com base nos documentos M7-A6 para bactérias. Foram utilizadas 6
linhagens de bactérias, sendo trés Gram-positivas: Staphylococcus aureus
(ATCC- 2503), Streptococcus mutans (ATCC- 0046) e Bacillus cereus (ATCC-
33018) e trés Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC- 15442),
Escherichia coli (ATCC- 25922) e Klebsiella pneumoniae (ATCC- 10031). As
bactérias foram previamente reavivadas, utilizou-se meio de cultura Brain Heart
Infusion Broth (BHI 3,8%) e incubadas durante 24 h a 35 * 2°C em estufa
bacteriol6gica. Logo apds, procedeu-se a padronizacdo do in6culo a uma
suspensao que continha aproximadamente 1 x 108 UFC/mL (0,5 unidades de
turbidez nefelométrica - escala McFarland). Em seguida, essa suspensao foi
diluida a 1 x 106 UFC/mL em caldo BHI 10%, e volumes de 100uL foram
adicionados e homogeneizados nos pocos de uma placa de microdiluicdo
acrescido de diferentes concentracdes do extrato, resultando num inéculo final
de 5 x 105 UFC/mL.

Foram pesados 0,01g do extrato e diluido em 9ml de agua destilada mais 1mL
de dimetilsuféxido (DMSO) obtendo uma solugéo de 1024ug/mL. Seguiram-se
diluicdes seriadas nas placas em concentragdes que variaram de 512 a 8ug/mL.
Os testes foram realizados em triplicata e as placas incubadas em estufa a 35 +
2°C, durante 24 h. As placas contendo bactérias foram lidas por colorimetria pela
adicdo de 25uL do corante resazurina (0,01%) em cada pogo, corante este de
aspecto roxo e que reage com as células bacterianas vivas, gerando uma
coloracao roseada.

Para andlise do potencial modulatério do extrato, utilizou-se antibiéticos
aminoglicosideos (canamicina e gentamicina), que atuam na sintese da parede
celular e antibidticos beta-lactamicos (benzilpenicilina e cefalotina), que atuam
inibindo a sintese de proteinas seja atuando nos ribossomos ou impedindo a
sintese de DNA, seguiu-se a metodologia proposta por Coutinho et al. (2008).
Considerando os resultados do ensaio anterior, concentragdo inibitoria minima
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(CIM), as linhagens bacterinas testas foram uma Gram-negativa Klebsiella
pneumoniae (ATCC- 10031) e uma Gram-positiva Staphylococus aureus (ATCC-
33018). O teste foi realizado na presenca e na auséncia do extrato cetoaquoso
da casca do caule do S. rotundifolium. Os inéculos bacterianos (CIM/8) em BHI
10% foram distribuidos em placas de microdiluicdo seguido da adicdo das
concentragdes das solugdes dos antibidticos (1.024ug/mL), através de diluigcdes
seriadas. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas em estufa
bacteriologica e a leitura realizada por colorimetria pela adigdo de 25uL da
solugéo de resazurina (0,01%) com forme o ensaio anterior (CIM).

4. Resultados
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Porcentagem (%) de protecao da 2-DR do extrato cetoaquoso do S. rotundifolium, em dois
sistemas de degradacgéo in vitro: Fe*250uM; B Fe*2 50uM + H202 0,5mM. Esquema de
protecdo em um sistema de pre-tratamento (P); esquema de protecdo em um sistema de
tratamento concomitante (TC).

Os valores sdo expressos como as médias + S.E.M. (n=4). (ANOVA de Uma-via, seguido do
Test multiple — comparisons Tukey’s). Foi usado o programa GraphPad Prism 6.0.

*. Diferencia significativa dos niveis de protecdo nos sistemas pro-oxidantes entre
concentracdes igual, o numero de estrela indica o grau de diferenca significativa.
Os resultados indicam que o0 extrato exerce uma maior atividade antioxidante na
condicao pro-oxidante de Fe+2 quando comparado com a condigdo pro-oxidante
de Fenton. Podemos dizer, que essa protecdo no sistema de Fe+2 é
principalmente via formacéo de quelatos, e que o extrato ja ndo € tédo efetivo na
contra o radical hidroxil em comparagdo ao ion Fe+2. O extrato mostrou uma
protecdo da 2-DR correlacionada positivamente com o aumento da concentracao
tanto nos sistemas de P e TC.
No ensaio concentragdo inibitdria minima n&o houve inibicdo do crescimento
bacteriano nas concentracdes do extrato testadas, que foram: 512; 256; 128; 64;
32; 16; e 8ug/mL.
Na modulacdo obteve-se 0s seguintes resultados por bactérias testadas:
Staphylococus aureus (Gram-positiva), Benzilpenicilina 0,5ug/mL, Cefalotina
0,5ug/mL, Gentamicina 8ug/mL, Canamicina 0,5ug/mL. Klebsiella pneumoniae
(Gram-negativa) Benzilpenicilina 16ug/mL, Cefalotina 0,5ug/mL, Gentamicina
4ug/mL, Canamicina 0,5ug/mL.
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5. Concluséo

O extrato mostrou significativa atividade antioxidante, quanto a protecdo da
degradacédo da desoxirribose frente aos sistemas de degradacdo Fe*250uM e
Fe*2 50uM + H202 0,5mM (Fenton), indicando ser mais efetivo na protecéo contra
0 sistema pro-oxidante de Fe*? 50uM, sugerindo que seu mecanismo de
protecao é preferentemente via formacao de quelatos.

Os resultados obtidos do ensaio concentragcdo inibitéria minima (CIM) com o
extrato cetoaquoso da casca do caule do barbatim&o, mostraram baixa atividade
na inibicdo do crescimento bacteriano, ndo havendo inibigcdo nas concentragbes
testadas, sugerindo entdo que a concentracdo inibitdria minima seria
=>1024ug/mL. Os resultados da modulacdo com o0 extrato se mostraram
significativos, tanto da classe dos aminoglicosideos quanto dos beta-lactamicos,
mostrou melhor resultado contra bactéria gram-positiva por ter uma estrutura
celular mais simples, portanto mais facilmente destruida.
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