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RESUMO

O Ziziphus joazeiro Mart., popularmente conhecido como juazeiro, é uma planta tipica do
semiarido brasileiro sendo utilizada pela comunidade para diversas finalidades, dentre elas,
como anti-inflamatério e antimicrobiano. Dessa forma, objetivo deste estudo é realizar um
screening fitoquimico do extrato hidroalcodlico das cascas de Ziziphus joazeiro Mart. e
avaliar seu o potencial hemolitico e sua atividade antimicrobiana devido a seu amplo uso
com esta finalidade. Para a realizacdo deste estudo foram obtidas cascas de caule de
Ziziphus joazeiro Mart a qual foram submetidas a decoccédo hidroalcodlica (70%) seguido
de rotaevaporacédo do solvente para obtencdo do extrato seco. O extrato obtido foi utilizado
primeiramente para a realizacdo do screening fitoquimico qualitativo, quando foram
realizados testes para a determinacdo da auséncia ou presenca de taninos, saponinas,
flavonoides, antocianidinas, alcaloides e cumarinas. Além disso, foi avaliada a atividade
antimicrobiana do extrato, através do método de microdiluicdo, frente a cepas padrdo e
também foi avaliado o potencial de dano as membranas pele teste de avaliacdo da atividade
hemolitica. A analise fitoquimica revelou resultado positivo para os seguintes metabolitos
secundarios: saponinas, taninos e cumarinas. Ja a analise hemolitica quantitativa mostrou
dano hemolitico significativo para a concentracéo do extrato de 400ug.mL™, ja em relacio
as analises microbioldgicas, eles mostraram uma concentracdo inibitéria minima de
>4096:4096 e >4096 ug mL™ para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans, respectivamente. Sendo assim, apesar do estudo fitoquimico ter revelado
presenca de saponinas, taninos e cumarinas, o extrato ndo se mostrou promissor em relacao
a sua atividade antimicrobiana, além de ter apresentado um potencial dano as membranas
para concentragdes acima de 400 ug.mL™, o que limita o seu uso.

Palavras Chave: Jua. Avaliacdo Fitoquimica. Avaliacdo Microbioldgica.

SCREEANING PHYTOCHEMICAL AND EVALUATION OF THE HEMOLYTIC
AND ANTIMICROBIAL CAPACITY OF A EXTRACT OF CRUDE BARK OF
Ziziphus joazeiro Mart STEM. (Rhamnaceae).

ABSTRACT

Ziziphus joazeiro Mart., Popularly known as juazeiro, is a typical Brazilian semi-arid plant
and is used by the community for several purposes, including anti-inflammatory and
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antimicrobial. Thus, the objective of this study is to perform a phytochemical screening of
the hydroalcoholic extract of the barks of Ziziphus joazeiro Mart. and to evaluate its
hemolytic potential and its antimicrobial activity due to its wide use for this purpose. This
study was added stalks in Ziziphus joazeiro Mart which were submitted to hydroalcoholic
decoction (70%) followed by rotaevaporation of the solvent to obtain the dry extract. The
extract was first used for the qualitative phytochemical screening, where a test was carried
out to determine the absence or presence of tannins, saponins, flavonoids, anthocyanidins,
alkaloids and coumarins. In addition, we evaluated the antimicrobial activity of the extract,
through the microdilution method, against standard strains and also evaluated the potential
damage to membrane skin test evaluation of hemolytic activity. Phytochemical analysis
revealed positive results for the following secondary metabolites: saponins, tannins and
coumarins. The quantitative hemolytic analysis showed significant hemolytic damage for
the concentration of the extract of 400ug.mL™, and in relation to the microbiological
analyzes they showed a minimum inhibitory concentration of> 4096, 4096 and> 4096 ug
mL-1 for Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans, respectively.
Although the phytochemical study revealed the presence of saponins, tannins and
coumarins, the extract did not show promise in relation to its antimicrobial activity, in
addition to presenting potential damage to the membranes at concentrations above 400
ng.mL™, which limits its use.

Key-words: Jua. Hidroalcoholic. Hemolysis. Antimicrobial activity.

1. INTRODUCAO

O género Ziziphus possui cerca de 100 espécies, sendo Zizyphus joazeiro Mart.,
conhecida por juazeiro ou laranjeira-do-vaqueiro, 0 representante tipico da regido
semiarida brasileira, sendo encontrado frequentemente na regido do cerrado (LORENZI;
MATQOS, 2002; SILVA et al., 2017). Z. joazeiro é largamente distribuida em todo o
Nordeste brasileiro e em todas as zonas ecoldgicas, sendo mais abundante no sertdo, na
caatinga e no agreste (SILVA; MATOS, 1998). Por se tratar de uma espécie tipica dessa
regido, o juazeio é capaz de resistir a grandes sencas conservando-se sempre verde e nunca
perdendo toda a sua folhagem; as folhas e os frutos constituem um dos mais valiosos
recursos alimentares para animais, nos periodos de seca (SILVA; MATOS, 1998; SILVA
et al., 2016;).

O estudo intensivo de plantas medicinais, quanto aos seus aspectos fitoquimicos,
fornece informacbes Uteis na deteccdo de produtos fitoterdpicos de qualidade,
possibilitando a identificacdo de compostos com posibilidade terapeutica (SILVA, 2008).

Em laboratérios, o teste de avaliacdo de danos a membranas bioldgicas utilizando o
modelo de hemdlise in vitro vem sendo empregado rotineiramente em estudos de
toxicidade de plantas medicinais e de interesse pecuario mostrando-se positivo, sobretudo,
nas especies que apresentam saponinas em sua constituicdo (PEQUENO; SOTO-
BLANCO, 2006). A atividade hemolitica das saponinas é atribuida ao sistema de protecéo
do vegetal contra predacdo por diversos agentes (insetos, virus, fungos e bactérias)
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(BRUNETON, 1999). A acdo antimicrobiana atribuida a vérias plantas, muitas vezes, esta
relacionada a presenca de tais compostos (LACAILLE-DUBOIS; WAGNER, 1996).

O aumento na prevaléncia de doencas infecciosas ocasionadas por cepas
multirresistentes € um fenémeno preocupante, uma vez que ela tem resultado em maiores
taxas de morbimortalidade (GELATTI et al, 2009; MORAR; WRIGHT, 2010;
STROMMENGER et al., 2014; LOPEZ-CAMACHO et al., 2014). O principal motivo
apontado para este aumento é a utilizacdo cada vez mais intensiva de antibiéticos para fins
terapéuticos na clinica médica humana (OTTO, 2010) e veterindria (COHN;
MIDDLETON, 2010; CHANTZIARAS et al., 2014), em muitos casos de forma néo
criteriosa. Como consequéncia, as bactérias patogénicas tém acumulado vérios genes de
resisténcia, que lhes permitem sobreviver nos tecidos de animais e seres humanos
frequentemente tratados com antibidticos. Portanto, o desenvolvimento do fenotipo de
multirresisténcia, € uma resposta adaptativa a presenca continua de antibioticos no meio
em que elas se encontram (HARADA,; ASAI, 2010).

Em virtude da elevada prevaléncia de infeccdes causadas por bactérias resistentes
aos antibioticos convencionais, muitas pesquisas tém sido realizadas visando a descoberta
de novos agentes antimicrobianos (KUMAR; CHOPRA, 2013; FABBRETTI,
GUALERZI; BRANDI, 2011). Nesta perspectiva, a atividade antimicrobiana de varias
espécies de plantas medicinais tem sido investigada de forma intensiva, com alguns
resultados promissores contra bactérias multirresistentes. (GIBBONS, 2008; AYRES et al.,
2008; BENKO-ISEPPON; CROVELLA, 2010; ZHANG et al., 2013).

O presente trabalho realizou um screening fitoquimico do extrato hidroalcoolico
das cascas de Ziziphus joazeiro Mart, delineando seus limites toxicoldgicos para efeito
hemolitico e a atividade antimicrobiana.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtencao do Extrato

Para obtencdo do extrato hidroalcodlico seco, o farmacogeno vegetal pulverizada
(cascas do caule) foi obtido por compra direta em forma de pé no mercado central de
Teresina-Pl.

Apos tamizacdo, o material utilizado na obtencdo dos extratos foi pesado em balanca
semi-analitica, (50 g da droga vegetal). As cascas foram colocadas em um béquer e
submetidas a decoccdo em uma solucdo hidroalcodlica a 70%, 400 mLde Alcool etilico
P.A. (Vetec-QF.LTDA) + 170 ml de agua destilada, por um periodo de 10 minutos.

Apos isso, submeteu-se o material a filtracdo e o filtrado obtido foi depositado em
um evaporador rotativo a temperatura de 50°C para a evaporagdo completa do solvente . O
processo de secagem a vacuo no rotaevaporador (50°C e pressao reduzida de -500mmHg +
-100mmHg) que durou cerca de 5h e 30 minutos. Em sequéncia, o baldo contendo o
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extrato seco foi submetido a resfriamento até atingir o equilibrio térmico com o ambiente,
sendo posteriormente o0 pesado em balanca analitica, conferindo 280,30 g, e
consequentemente 5,95 g (11,9% de rendimento) do extrato bruto hidroalcodlico (EBH).

2.2 Testes Fitoquimicos

O extrato hidroalcodlico da casca do juazeiro foi submetido a testes fitoquimicos
baseados em reacgdes colorimétricas e fisico-quimicas segundo Sim@es (2004). No entanto,
algumas alteracdes foram realizadas visando adequacbes as condicBes do laboratério
utilizado para realizagéo dos testes.

2.2.1. Teste Para Saponinas
Reacdo da Espuma:
Em um tubo de ensaio colocou-se 3 mg do extrato seco e dissolveu-se em 5mL de
agua destilada. Em seguida, a solucéo foi agitada permanentemente por 3 minutos para a
observacdo da formacéo de espuma, persistente e abundante durante um tempo minimo de
30 minutos.

2.2.2. Teste Para Taninos

Reacdo com Cloreto Férrico:

Preparou-se 2 mL do extrato (100 mg.mL™) e adicionou-se 2 a 5 gotas de FeCl; a
5% em metanol. A mudanca de coloracdo indica que o extrato contém o metabolito (Cor:
azul — tanino hidrolisavel ou Cor: verde — tanino condensado).

Reacdo de Gelatina:

Preparou-se 2 mL do extrato (100 mg.mL™) e adicionou-se 2 gotas de HCI diluido
e solucdo de gelatina a 10% gota a gota (sem agitar). A mudanca de coloragdo ou turvacédo
com formacéo de precipitado indica que a reacéo € positiva para taninos.

2.2.3. Teste Para Flavonoides:

Reacdo com NaOH:

Em um tubo de ensaio adicionou-se aproximadamente 2 mg de extrato seco e
acrescentou-se 1 mL de solucdo de NaOH 10%. Sendo a presenca de coloracdo amarela
sob iluminacdo ultravioleta, indicativa de flavonoides no extrato.

Reacdo de Shinoda:

Preparou-se 2 mL ( 100 mg.mL™) do extrato hidroalcodlico em um tubo de
ensaio e acrescentou-se 2 fragmentos de magnésio metalico e 1 mL de HCI concentrado.
Ap0s repouso, aguardou-se o aparecimento ou ndo de uma coloracdo de rosea a vermelha.

2.2.4. Teste Cumarina:
Adicionou-se 3 mg do extrato seco a um beque e submeteu-se a aquecimento
direto até a formacao de um sublimado. Depois disso, dissolveu-se o sublimado em 0,5 mL
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de metanol P.A e realizou-se a aplicacdo de 5 gotas sobrepostas em um papel. Feito isso,
acrescentou-se 1 gota de solucdo alcodlica de KOH a 5% e aguardou-se a secagem. Depois
de seco, gotejou-se na mesma mancha 1 gota de solugdo alcodlica de KOH a 5% e
observou-se o resultado em uma camara de UV.

2.2.5. Teste de Alcaloides:
Em um tubo de ensaio, solubilizou-se aproximadamente 2 mg do extrato seco em
1 mL de solucdo de acido cloridrico 2%. A solucdo preparada foi transferida para um vidro
de relégio, e adicionou-se duas gotas do reativo de precipitacdo para alcaloides (RGA) e
aguardou-se a formacéo de precipitado.

2.2.6. Teste para Antocianidinas:
Foram adicionados 3 mL de solucdo extrativa em 6 tubos de ensaio, cada um com
3 mL. Em seguida, adicionou-se 1 mL de HCI concentrado ao tubo 1, 1 mL de HCI a 5%
no tubo 2, ndo adicionou-se nada no tubo 3, adicionou-se 1 mL de NaCl no tubo 4, 1 mL
de NaOHa 50% no tubo 5 e 1 mL de NaOH a 5% ao tubo 6 e observou-se se ocorreu
alteracdo na coloracgéo dos tubos, sempre comparando com a cor do tubo 3.

2.3- Avaliacao quantitativa da capacidade hemolitica

Esta metodologia permite avaliar o potencial da substancia teste em causar lesdes
na membrana plasmatica da célula, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total. O
extrato seco foi solubilizado em Dimetilsulfoxido P.A (DMSO) na proporcao de 10
mg.mL™ e, em seguida foi realizada diluicdo seriada nas seguintes concentracdes 5; 2,5 ;
1,25 mg.mL™. A solucdo de Hemécias foi cedida gentilmente pelo Laboratério de
Cancerologia Experimental em solucdo isotdnica. As hemacias foram diluidas para a
proporcao de 0,5% em solucdo isoténica de NaCl 0,85% + CaCl, 10mM, lavadas 3 vezes
em centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos. Apds a ultima lavagem as hemécias foram
novamente suspensas cuidadosamente para obter a solucéo eritrocitica de 2%. A incubacéo
foi realizada em triplicata em tubos do tipo eppendorf® usando 100 pL de solucdo de
eritrocitos + 92 pL de Solucédo isotbnica + 8 L do extrato dissolvido em DMSO. Como
controle negativo foi utilizado o DMSO e como controle positivo o0 TRITON X-100. Apéds
1 hora de incubacdo sobre agitacdo permanente a 300 ciclos por minuto (26 £ 2°C), as
solugdes foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante recolhido e
colocado em uma microplaca de 96 pocos, sendo a leitura realizada em leitora de
microplacas Polaris® utilizando filtro de 450 nm. Os resultados foram apresentados como
a média + erro padrdo da média (E.P.M.) e avaliados por meio da Anélise de Variancia
(ANOVA) seguido pelo teste multiparamétrico de Tukey utilizando o programa Graphpad
Prism 5.0 (Intuitive Software for Science, San Diego, CA) considerando p <0,05.
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2.4 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

2.4.1 Linhagens bacterianas testadas
Foram utilizadas cepas padrbes de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (NEWP31).

2.4.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A solucdo estoque do extrato de Z. joazeiro foi preparada por dissolucdo de 29,7
mg do produto em 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), portanto, iniciando com uma
concentracdo inicial de 29.700 pug.mL™ (29,7 mg.mL™). A solucdo resultante foi diluida em
agua destilada esterilizada em uma quantidade suficiente para atingir uma concentragédo de
8.192 pug.mL™.

As concentrac6es inibitérias minimas (CIMs) do extrato foram determinadas pelo
ensaio de microdiluicdo em caldo BHI a 10% (JAVADPOUR et al., 1996). Um inéculo do
crescimento bacteriano em placas de Petri contendo agar nutriente (NA) foi transferido
para um tubo falcon contendo 3,0 mL de Brain Heart Infusion (BHI, Himedia, India), o
qual foi incubado a 37°C por 24 horas. A partir desta cultura em BHI, preparou-se uma
suspensdo bacteriana padronizada para uma densidade equivalente a 0,5 na escala Mac
Farland (aproximadamente 1,5 x 10® UFC/mL).

Solucdes contendo 900 uL de BHI 10% foram colocadas em Eppendorfs de 1,5 mL
e, em seguida, colocou-se 100 uL do indculo preparado anteriormente. Essas solucdes
foram homogeneizadas e 100 ul dessas foram distribuidos nos pocos de uma placa de 96
pocos. Em seguida, foi realizada a microdiluicdo de 100 pL do produto-teste a 8.192
ng.mL™, nos pocos de A a G (concentracdes 4,096 a 32 ug.mL™), tomando-se o cuidado de
homogeneizar a solucdo por 3 vezes antes da transferéncia para o poco seguinte. No
penultimo poco (H) ndo foi adicionado o produto-teste, servindo este como controle
positivo de crescimento bacteriano e no ultimo apenas o meio de controle, servindo este
como controle da esterilidade do meio ( controle negativo). Em seguida as placas de
microtitulacdo foram incubadas a 37 °C por 24 horas.

Para determinagéo da CIM, adicionou-se em todos os pogos 20 pL de uma solugéo
aquosa de resazurina soddica a 0,01% (m/v). As placas foram incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente e apOs este periodo procedeu-se a leitura, levando-se em
consideracdo que a mudanca de coloracdo de azul para rosa indicava a ocorréncia de
crescimento bacteriano devido a reducdo da resazurina (PALOMINO et al., 2002; MANN
e MARKHAN, 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na analise fitoquimica do EHB de Z. joazeiro encontram-se
expressos na Tabela 1.0. Ao observar os dados contidos nessa tabela, observa-se a
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presenca de saponinas, taninos e cumarinas no extrato, que também foram relatados por
Melo (2010).

TABELA 1.0 — Identificacdo fitoquimica de extrato hidroalcéolico de Ziziphus
juazeiro Mart.

Metabdlito Secundario Reacdo Encontrada
Saponinas +++
Taninos +++
Flavonoides -
Cumarinas +++
Alcaloides +

Antocianidina -

Legenda: (-) Auséncia; (+) Fraca presenca, (++) Presenca moderada, (+++) Forte Presenca
Fonte: Autoria prépria

Utilizando a metodologia supracitada, os testes para determinacdo de saponinas
foram realizados, e pode-se confirmar a presenca delas através da formacdo de espuma
persistente (> 30 min), além da intensa atividade hemolitica apresentada no teste de
hemolise.

Segundo Manetti et al. (2010) normalmente, as saponinas se dissolvem em agua
dando origem a solucgdes afrogenas (espumantes), devido a sua acdo tensoativa. Essa acdo
faz com que a porcdo polar das saponinas interajam com a agua, enquanto a parte apolar
tenta se afastar, dando origem as micelas persistentes. Tal acdo também é responsavel pela
atividade hemolitica das saponinas, pois elas interagem com o0s esterois constituintes da
membrana dos eritrdcitos, levando a formacdo de poros na membrana, o que provoca o
aumento de sua permeabilidade (KARABALIEV; KOCHEV, 2003). Desta forma, esse
processo provoca a lise dos eritrocitos e permite a saida da hemoglobina para o meio
externo.

Em um estudo fitoquimico, Mendes (2010) comprovou que as saponinas
triterpénicas sdo mais frequentes nos caules de Z. juazeiro. Tal fato leva a pressupor que o
extrato obtido neste estudo deve conter uma concentracdo maior de saponinas triterpénicas
do que as esteroidais, uma vez que o mesmo foi obtido a partir dos fragmentos de caule do
juazeiro.

Ao analisar o resultado positivo para taninos encontrado na Tabela 1.0, apos
realizacdo dos testes de reacdo do extrato com cloreto férrico e com gelatina, e 0s
resultados de Nascimento (2012), pode-se observar uma consonancia entre eles, uma vez
que ambos apresentaram reacdo positiva para taninos nas amostras dos extratos testados.
Somando-se a esse fato e contribuindo para a caracterizacdo fitoquimica do Z. joazeiro.
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Melo et al. (2012) encontrou frages de taninos presentes também em extratos obtidos dos
frutos verdes e folhas desta arvore. Desta forma, pode-se perceber a ampla distribuicdo
desses constituintes nas partes do juazeiro.

Os taninos podem ser divididos em duas categorias: derivados de esqueletos (C6-
Cl1)n, chamados de taninos hidrossoluveis, e derivados de esqueletos (C6-C3-C6)n,
chamados de taninos condensados ou proantocianidinas (MARIOT; BARBIERI, 2007). Os
taninos apresentam solubilidade em &gua e peso molecular compreendido entre 500 e 300
Dalton, possuindo a habilidade de formar complexos insolGveis em agua com proteinas,
gelatinas e alcaloides (MONTEIRO, 2005).

Devido a essa propriedade de formar complexos com proteinas e outras substancias,
0s taninos tém sido alvo de grande estudo e emprego terapéutico devido sua capacidade de
serem anti-inflamatorios e de ser antimicrobianos. Esta Ultima acdo pode ser explicada
segundo Scalbet (1991), pela capacidade dos taninos de inibirem enzimas extracelulares
desses microrganismos ou pela sua capacidade de interagir diretamente no metabolismo
desses seres, interferindo na fosforilacdo oxidativa, levando-os a morte ou ainda pela sua
capacidade de complexar com ion ferro privando a sua utilizacdo. Essa capacidade de
formar complexos com substancias essenciais para 0 metabolismo dos micro-organismo,
leva-os a morte por falta de substrato.

Em relacdo a presenca de flavonoides, o extrato testado ndo apresentou resultado
positivo (Tabela 1.0) para nenhuma das reagdes de identificacdo de flavonoides testadas,
diferindo dos resultados encontrados por Silva (2009), onde os testes fitoquimicos
mostraram a presenca de alcaloides, antraquinonas, cumarinas agliconas, flavonoides,
terpenoides e saponinas na casca e folha de Z. joazeiro. Este Ultimo resultado difere
também de Melo (2010), que detectou a presenca de flavonoides somente nos frutos.

Tais variacfes podem ser resultado das variacGes regionais, climaticas, estresse
aplicado a planta, dentre outros fatores, que acabem gerando uma diferenca quantitativa da
producdo de metabolitos secundarios dentre as plantas do mesmo género. Segundo
Kutchan (2001), os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as
plantas e o ambiente circundante, portanto, sua sintese é frequentemente afetada por
condicBes ambientais. Essa interacdo desses metabolitos com o ambiente pode ser
explicada porque segundo Gomes e Lima (2014), alguns metabolitos estdo envolvido em
processos fisiologicos das plantas, principalmente, nos que respondem ao estimulo
ambiental. Por isso, sdo afetados pelas condi¢cdes do ambiente em que a planta se encontra.

Além disso, como os flavonoides estdo relacionados com coloracdo de flores,
folhas e frutos, e tem na planta uma funcdo de defesa pela sua caracteristica de apresentar
um sabor adstringente. Por esse motivo, sua auséncia no extrato testado ndo é de causar
surpresa, pois 0 mesmo foi obtido a partir da casca de Z. joazeiro. Outro fator que pode ter
contribuido para a auséncia dos flavonoides, tendo em vista que eles foram encontrados em
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alguns estudos, € o fato das cascas utilizadas para extracdo estarem ha muito tempo
armazenadas, 0 que pode ter provocado a perda de alguns constituintes com o tempo.

Outro teste fitoquimico realizado com o extrato obtido foi o de identificacdo da
presenca de cumarina, o que pode ser confirmada pela presenca de fluorescéncia verde,
devido ao rompimento do nucleo caracteristico da cumarina e formagdo do &cido cis-o-
hidroxicinamico, que € o responsavel pela fluorescéncia apresentada, caracterizando a
reacdo como positiva para cumarinas (Tabela 1.0).

Ao analisar os resultados encontrados na literatura, pode-se observar o resultado
também positivo encontrado por Silva (2008) que encontrou presenca de cumarinas nas
plantas adultas de Z. joazeiro. Tal resultado pode ser justificado pelos efeitos alelopaticos
que podem ser mediados pela presenca das cumarinas apontadas como inibidoras potentes
tanto do crescimento de plantas como da germinagdo de sementes (OLIVEIRA, 2014) e
por isso ocorre a auséncia das cumarinas em plantas jovens.

O teste para alcaloide apresentou um resultado que é indicativo de baixas
concentracdes do mesmo no extrato, pois ao realizar os procedimentos de inicio formou-se
um precipitado de cor vermelho tijolo, mas logo em seguida a reacdo diminuiu de
intensidade, portanto pode-se inferir que existam baixas concentragdes de alcaloides no
extrato.

Apos fazer a andlise fotoquimica dos extratos de varias partes da planta de Z.
joazeiro, Sousa (2007) encontrou presenca de alcaloides somente nos extratos das folhas
do juazeiro. Tal resultado da um indicativo da possibilidade de haver concentracbes muito
baixas do alcaloide no extrato testado neste trabalho, no entanto, como as amostras séo
diferentes e como os alcaloides sdo um grupo de metabdlitos com maior variacdo entre
plantas do mesmo género, entdo ndo se pode fazer nenhuma afirmacdo sobre esse
resultado.

Em relacdo ao resultado apresentado na Tabela 1.0 sobre a auséncia das
antocianinas, este pode ser justificado pelo fato de segundo Bruneton (2001), as
antocianidinas serem produto do metabolismo geral dos flavonoides. Devido a isso, como
ndo foram encontrados flavonoides no extrato, entdo ndo poderdo ser formadas as
antocianidinas, pois estas dependem da presenca dos flavonoides para sua sintese.

No estudo quantitativo da capacidade hemolitica, para a proporcdo de extrato em
cada amostra, foi utilizada uma concentracdo de 4% (8uL) do solvente organico aprético
DMSO, pois uma quantidade maior que 4% (8uL) na amostra iria provocar dano a
membrana pelo proprio efeito do solvente, desta forma a porcentagem de 4% da
concentracdo inicial do extrato € que representa a quantidade de extrato testada, sendo
respectivamente (400;200;100;50 pg.mL™). A analise estatistica mostra que apenas a partir
da maior concentracéo testada (400 pug.mL™) é que o efeito hemolitico foi significativo,
efeito este que desencadeou aproximadamente 63,88+2 % de hemdlise (Figura 1).
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Figura 1 — Resultado da leitura espectofotométrica dos sobrenadantes dos testes
hemoliticos. Os resultados estdo expressos pela media do Erro Padrdo Médio (E.P.M) com
avaliacdo de analise de variancia ANOVA seguido de teste de Tukey considerando *p
<0,05 e ***p <0,001

1.0

0.8 *

0.6

*hEE

Absarbancia

0.4
0.2
0.0

CN  TX-100 50 100 200 400 (ng/mL)
EBH Ziziphus joazeiro

Fonte: Autoria prépria

As saponinas sao um grupo de compostos naturais associado a toxicidade através de
sua capacidade de causar danos a membranas celulares especialmente a membranas dos
eritrocitos. Esse efeito € resultante da sua capacidade de interagir com 0s componentes da
membrana celular, principalmente com as moléculas de esterdis como o colesterol,
induzindo uma deformacdo na membrana com consequente extravasamento do conteddo
intracelular (CRUZ et al., 2002; GLAUERT et al., 1962; KARABALIEV; KOCHEYV,
2003; NUNES, 2015). Esse efeito foi observado com significancia na maior concentragédo
do extrato (400 pg.mL™), o que demarca que a partir dessa concentracéo o efeito bioldgico
sobre membranas ¢ influenciado pelo efeito tensoativo das saponinas presentes
(CARVALHO; OLIVIERA; VALERIO, 2012), desta forma o teste forneceu um limite
toxicologico para a utilizacao deste extrato, visto que efeitos bioldgicos com concentracdes
menores que a faixa capaz de provocar hemdlise podem ser atribuidos a mecanismos
independentes da acdo de agressdo de membranas e efeitos biologicos EHB em
concentragfes maiores podem ser devido ao stress de membrana provocado por tais
compostos (PRETE, 2006).

Quanto a atividade antimicrobiana, os resultados dos ensaios para determinacdo da
concentracdo inibitéria minima do de Z. joazeiro contra as linhagens testadas podem ser
verificados na Tabela 2.

Os produtos naturais sdo considerados como tendo uma boa atividade inibitdria
quando apresentam CIM <100 pg.mL™, uma atividade inibitéria moderada quando eles
apresentam CIM variando de 100 a 500 pug.mL™, e atividade inibitéria considerada fraca
quando eles apresentam CIMs de 500-1000 pg.mL™, e sem nenhuma atividade inibitoria se
apresentam CIMs >1000 pg.mL™ (HOLETZ et al., 2002). De acordo com 0s critérios
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utilizados no presente estudo (HOLETZ et al., 2002), o extrato ndo apresentou atividade
inibitéria contra as cepas testadas.

Tabela 2 - Concentra¢do inibitéria minima (CIM) do EHB de Ziziphus joazeiro Mart.
contra as linhagens testadas

CIM (ng.mL™)
CEPAS Testel Teste2 Teste3  MEDIA
S. aureus ATCC 25923 > 4096 >4096 >4096 > 4096
E. coli ATCC 25922 4096 4096 4096 4096
C. albicans NEWP31 > 4096 > 4096 > 4096 > 4096

A atividade antimicrobiana pode variar de acordo com a especie, os diferentes
métodos extrativos e a parte da planta utilizada, visto que a composicéo e concentracdo dos
principios ativos podem variar devido a esses fatores (JUSTO, 2008). Além disso,
diferentes locais de coleta podem ter levado a resultados distintos dos encontrados na
literatura, como também os diferentes métodos usados para detectar a atividade
antimicrobiana. (SILVA et al., 2011; JUSTO, 2008; KUMAR et al., 2006)

Outras espécies de Ziziphus ja tiveram sua atividade antimicrobiana estudada.
AliShtayeh et al. (1998) observaram que Ziziphus spina-christi L. apresentou atividade
antimicrobiana frente a S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa e C. albicans. Em estudo desenvolvido por Adamu et al. (2005),
extratos aquosos de quatro espécies de Ziziphus (Ziziphus abyssinica Hochst., Z. spina-
christi, Ziziphus mauritiana Lam. e Ziziphus mucronata Willd.), coletadas na Nigéria,
mostraram atividade contra cepas de Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S.
aureus e E. coli.

Em estudos realizados com o extrato aquoso das entrecascas e cascas de Z.
joazeiro, observou-se atividade contra bactérias da microbiota oral associadas a doencas
peridentais (ALVIANO et al., 2008) e inibicdo de 100% dos fungos testados, dentre eles C.
albicans (CRUZ et al., 2007).

Schiihly et al. (1999, 2000) realizaram testes antimicrobianos utilizando extrato
diclorometano, para o qual se observou atividade apenas frente a bactérias Gram positivas,
com destaque para Staphylococcus epidermidis e Bacillus cereus.

Lima (2008) observou que o extrato hexanico e extrato etandlico das partes aéreas
de Z. joazeiro apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra S. aureus e E.
coli. Entretanto, o mesmo autor relata que o extrato aquoso das folhas ndo inibiu o
crescimento dos microorganismos utilizados. A polaridade de substancias antimicrobianas,
segundo Silva (2008), € um fator importante, sendo que extratos mais apolares geralmente
apresentam maior atividade contra um nimero maior de microrganismos.
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Em outro estudo realizado, Kato et al. (1998) utilizaram a droga pulverizada, o
extrato fluido e a fracdo saponinica das raspas-de-jud para teste de atividade
antimicrobiana pela técnica de diluigdo seriada frente a S. aureus, E. coli e Pityrosporum
ovale. A atividade antimicrobiana dessas amostras mostrou-se muito baixa.

Mendes (2010) realizou estudo da avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos
hidroalcoélicos de Z. joazeiro expostos a altas taxas de doses de radiacdo gama de *°Co e
observou que este ndo apresentou atividade antimicrobiana frente a S. aureus, E. coli e
nem antifngica frente a C. albicans.

Em pesquisas similares, o extrato hidroalcodlico das folhas de Z. joazeiro reduziu a
carga bacteriana de S. aureus mostrando ser eficiente contra o0 mesmo (LIMA, 2008). Ja o
extrato do fruto verde utilizado por Melo et al. (2012) apresentou atividade contra S.
aureus, entretanto o fruto maduro ndo foi efetivo contra nenhuma das cepas testadas.
Ainda referente a0 mesmo estudo o extrato da casca apresentou atividade contra C.
albicans, porém ndo apresentou atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli, e 0
extrato obtido das folhas ndo apresentou atividade contra nenhuma das cepas testadas.

4.0 CONCLUSAO

O extrato hidroalcoolico das cascas de Ziziphus joazeiro Mart. possui em sua
composicao fitoquimica saponinas, taninos e cumarinas. Atribui-se que em decorréncia da
possivel presenca de saponinas foi observada uma alta atividade hemolitica do EHB.
Entretanto, ndo foi observada atividade antimicrobiana contra as cepas de S. aureus, E. coli
e C. albicans.
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