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RESUMO

O presente estudo focou em investigar o perfil fitoquimico através da técnica de analise
de UPLC, bem como o potencial antifingico do extrato etandlico obtido da mistura de
semente e vagem deCaesalpinia echinata (EESVCe). O material vegetal foi coletado na
Universidade Federal de Pernambuco e as moléculas identificadas no screening
fitoquimico foram: &cido galico, &cido siringico e quercetina, pertencentes a classe de
metabolitos dos compostos fendlicos. Quanto a avaliagdo da atividade microbiana, o
EESVCendo apresentou atividade anti flngica frente as cepas do género Candida
testadas, bem como também ndo apresentou para o fungo filamentoso Trichophyton
rubrum.  Porém demonstrou atividade contra fungos da espécie Trichopyton
mentagrophytes, evidenciando CMI de 200 pg/mL.Esse trabalho fornece dados
importantes, contribuindo com futuras pesquisas para o possivel desenvolvimento de
medicamentos a base de Caesalpinia echinata, além de melhorar o conhecimento
cientifico sobre o referido espéecime.

Palavras-chave: UPLC, potencial antifingico,Caesalpinia echinata .

ABSTRACT

The present study focused on investigating the phytochemical profile through the UPLC
analysis technique, as well as the antifungal potential of the ethanolic extract obtained
from the seed and pod mixture of Caesalpinia echinata (EESVCe).The plant material was
collected at the Federal University of Pernambuco and the molecules identified in the
phytochemical screening were: gallic acid, syringic acid and quercetin, belonging to the
class of metabolites of phenolic compounds.As for the evaluation of microbial activity,
the EESVCe did not show antifungal activity against the tested strains of the genus
Candida, as well as it did not present for the filamentous fungus Trichophyton
rubrum.However, it showed activity against fungi of the species Trichopyton
mentagrophytes, showing MIC of 200 pug/mL.This work provides important data,
contributing to future research for the possible development of drugs based on
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Caesalpinia echinata, in addition to improving the scientific knowledge about this
specimen.

Keywords: UPLC, antifungal potential, Caesalpinia echinate .

1 INTRODUCAO

A fitoquimica é ciéncia responsavel por caracterizar estruturalmente, avaliar as
propriedades e investigar a biossintese de metabolitos secundarios produzidos por
organismos vivos (RODRIGUES et al., 2010). Os metabolitos secundarios, formados
geralmente por estrutura complexa e baixo peso molecular, sdo responsaveis por
atividades bioldgicas marcantes e, ao contrario dos metabdlitos primarios, apresentam-se
em baixas concentragbes e em determinados grupos de plantas (BERG E LUBERT,
2008). Muitos destes compostos possuem importancia farmacoldgica, pois representam
uma fonte promissora para a descoberta de novas moléculas Uteis ao homem (HAIDA et
al, 2007).

Atualmente, os fitoterapicos constituem importante fonte de inovacgéo terapéutica,
sendo objeto de interesse industrial. Assim, a atividade antimicrobiana de extratos de
plantas, 6leos essenciais e seus componentes tém-se sido alvo de pesquisas no campo da
medicina e terapéutica. Esse interesse justifica-se pelo aumento da resisténcia aos
antimicrobianos sintéticos comerciais por patégenos associados a doencas infecciosas
(REICHLING et al. 2009).

No crescente aumento do nimero de infeccdes fungicas, especialmente em
pacientes imuno-comprometidos, destaca-se a levedura Candida albicans. Esse
microrgansmo é o agente causador da maioria das candidiases, porém outras espécies do
género Candida, incluindo C. glabrata e C. krusei, também estdo sendo responsaveis pela
ocorréncia de muitas infeccdes (AHMAD et al. 2011).

Ja os dermatéfitos, compreendem um grupo de fungos filamentosos com
propriedades queratinofilicas e queratinoliticas, e sdo classificados em trés géneros:
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. Sdo capazes de infectar pele, pélos e
unhas, sendo diferenciados através de aspectos macroscopicos, microscopicos e
fisiologicos (WEITZMAN; SUMMERBELL, 1995; LARONE, 1996; LACAZ et AL.,
2002).

A ocorréncia de casos de resisténcia de leveduras e de dermatofitos a antifungicos
vem fazendo com que estudos sobre a atividade antimicrobiana sejam cada vez mais
freqlientes (AHMAD et al. 2011; PERES, 2010).
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Diante desse contexto, tem-se 0 espécime Caesalpinia echinata Lam, ou “pau-
brasil”,uma angiosperma, pertencente a familia Fabaceae. Este vegetal possui importantes
potenciaisecondmicos, dentre os quais destacam-se suas atividades farmacologicas, como
atividadesantitumoral e antinociceptiva (GRANGEIRO, 2009) antibacteriana (SILVA et
al., 2012) eantioxidante e antiangiogénica (GOMES, 2014), que podem ser obtidas a
partir de extratos devarias partes de vegetais, pertencentes & mesma familia (SILVA et
al., 2012).

Desta forma, o presente estudo focou em investigar o perfil fitoquimico através
da técnica de analise de UPLC, bem como o potencial antifingico do espécime
Caesalpinia echinata,visto que o combate as infec¢des fungicas através da utilizacdo de
medicamentos a base de extratos vegetais pode ser um caminho promissor a ser trilhado
na luta contra a resisténcia microbiana e na reducdo das limitacbes do tratamento

convencional, como efeitos adversos e a alta toxicidade.

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL VEGETAL

Sementes e vagens de Caesalpinia echinata Lam foram coletadas na Universidade
Federal de Pernambuco, Recife-PE, Brasil, em janeiro e fevereiro de 2017. Amostras do
espécime foram identificadas e depositadas, como exsicata, no Herbario da Universidade
Federal de Pernambuco com o numero UFP 82.205.

2.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

O extrato foi preparado pela mistura de 400g de sementes e vagens (200g de cada)
de C. echinata Lam com 800 ml de etanol. O conjunto foi mantido a temperatura ambiente
e agitando esporadicamente durante 12 dias e entdo filtrado com um filtro de celulose
adaptado a funil montado em suporte especifico. O filtrado resultante foi concentrado em

rotaevaporador a vacuo, a temperatura de 60 °C.

2.3 CARACTERIZAGCAO FITOQUIMICA

A técnica de analise utilizada para o estudo da caracterizagdo fitoquimica foi a
cromatografia liquida de ultra performace (UPLC). A referida cromatografia foi realizada
com um cromatégrafo a liquidos de ultra performance (UPLC) Acquity H-Class (Waters)
do Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE). Foi empregada uma
coluna BEH 2,1 x 100 mm e tamanho de particula de 1,7um.
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As fases moveis utilizadas consistiram de solucdo aquosa contendo 2% de
Metanol, 5 mM de formiato de aménio e 0,1% de &cido formico (eluente A) e solucéo
metandlica contendo 0,1% de acido formico (eluente B), que foram bombeadas a uma
vazdo de 0,3 mL/min. A eluicdo foi realizada em modo gradiente e a condi¢éo inicial
(98% A/ 2% B) foi mantida por 25 minutos. A proporcdo de B foi aumentando
linearmente para 99% em 8,5 minutos, se mantendo em 99% de B por um minuto, seguida
da imediata diminuicdo para 2% de B, onde foi mantida até 11 minutos. Dez microlitros
de amostra foram injetados. A temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o auto injetor
a 10 °C. O sistema UPLC foi acoplado a um espectrometro de massa single quadrupolo
SQ Detector 2 (Waters). A voltagem do capilar foi de 3,5 kV, a voltagem do cone 30 V,
a temperatura de dessolvatacdo foi de 450°C, com fluxo de gas da fonte de 650 L/h. A
aquisicdo dos dados foi feita em modo fullscan, buscando massas entre 100 e 1000 Da,
em ionizacdo negativa. A aquisicdo dos cromatogramas e espectros de massas foram

feitos através do software MassLynx™ (Waters).

2.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A avaliacdo da atividade antifungica dos compostos foi verificada através da
metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI, EUA. Para
os testes com fungos leveduriformes seguiu-se a norma M27-A2: Método de Referéncia
para Testes de Diluicdo em Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras a
Terapia Antifangica (Norma Aprovada) (CLSI, 2002b) e para os testes com fungos
filamentosos a norma M38-A2: Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo
para a Determinacdo da Sensibilidade a Terapia Antifingica dos Fungos Filamentosos
(CLSI, 2002 a).

2.4.1 Cepas fungicas
Foram utilizadas neste estudo, linhagens fungicas procedentes da Colegdo de
Culturada Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Os microrganismos

utilizadosencontram-se dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Microrganismos testes utilizados na atividade antifingica

Leveduras Fungos Filamentosos

Candida peliculosa URM 6281 Trichophyton rubrum URM 5908
Trichophyton mentagrophytes URM

Candida glabrataURM 6393 6272

Candida albicansURM 6401
Candida guilliermondiiURM 6403
Candida parapsilosis URM 6408

2.4.2 Método de Difusao em Disco de Papel — Leveduras
A metodologia difusdo em disco de papel foi realizada segundo Bauer et al.
(1966).

2.4.3 Padronizagdo dos Inéculos

As leveduras foram inoculadas em agar sabouraud e apés 24 horas de incubagdo
a 30°C + 1 °C foram suspensas em solugdo salina 0,9%. Essas suspensées foram
padronizadas pela turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland (BARRY, 1986;
KONEMAN 1997; NCCLS, 2003) e também analisadas em espectofotometro modelo
Biospectro, SP 220, comprimento de onda de 530 nm, e densidade ética entre 0,08 a 0,13.
Esse valor corresponde a uma concentragdo de aproximadamente 108 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC)/mL, posteriomente, foi feita diluicdo desta suspensao

para obter um inéculo na concentragio de 10° UFC/mL.

2.4.4 Semeio e teste de atividade

As suspensoes das leveduras padronizadas foram semeadas em tapete,
utilizando“swab” esterilizado e embebido com as mesmas, na placa contendo o meio de
cultura AgarMueller Hinton suplementadocom 2% de glicose e 0,5 mg/mL de azul de
metileno, de acordocom o protocolo M44-A (NCCLS , 2008)

Apds a semeadura foram inseridos na superficie do meio, discos de papel
filtroesterilizados, com 6 mm de diametro, os quais foram embebidos com 50 pL do
extratoetandlico de sementes e vagens de Caesalpinia echinata, na concentragao final
del.000pg/mL (1 mg/mL) em cada um dos discos, os quais foram posicionados de

formaequidistante.
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Em seguida, as placas foram incubadas durante 48 h a 37°C. Como controle
negativo,foram utilizados discos de papel filtro saturado com 50 uL do solvente
utilizado(etanol). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

A avaliagdo consiste na mensuracao do diametro dos halos de inibicdo, os quais
devem ser expressos em mm pela média aritimética dos resultados obtidos nas duas
repeticoes. Halos iguais e superiores a 10 mm s3o considerados positivos quanto a
atividade antifungica (PORTILHO et al., 2013).

2.4.5 Método Teste de Diluigdo em Caldo — Fungos Filamentosos

Os ensaios de inibigao foram realizados pelo método de microdiluigdo em caldo
usando placa de microtitulagdode 96 pogos de acordo com as diretrizes do documento
NCCLS M38-A2 (2008).

2.4.6 Preparagao dos inéculos fungicos

Os fungos foram cultivados em placas contendo 10 mL meio de cultura Agar
sabouraud para respectivo crescimento, durante 7 dias a 36 °C . Apés o periodo de
incubacdo, foi preparada uma suspensdo de cada fungo segundo documento citado no
item 2.4.5. Os inéculos foram suspensos em 5 mL de solugdo salina 0,9%, esterilizada,
acrescida de 30 uL de tween 20 (necessario para fragmentar as hifas).

Em seguida, o sobrenadante dessa suspensdo foi transferido para um tubo de
ensaio e agitadoem vortex. Posteriormente, o sobrenadante foi deixado em repouso
durante 3- 5 minutos e a andlise da densidade das suspensdes foi feita em
espectrofotémetro, no comprimento de onda de 530nm, e ajustadas a uma densidade
optica (DO) de 0,15a0,17.

Essas suspensdes foram diluidas de 1:50, correspondendo a 2X a densidade
necessariade 0,4a5x 10 4 UFC / mL.

2.4.7 Concentragao Minima Inibitéria (CMI)

Em microplacas de 96 pogos foram adicionados 100 uL de caldo RPMI e, em
seguida, foram feitas diluigdes seriadas do extrato etanélico nas concentragoes de1600 a
3,125 pg/mL.
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Posteriormente, foram adicionados 100 uL de cada suspensdo fungica. Como
controles foram utilizados o meio de cultura com as suspensdes fungicas com e sem 0
solvente etanol. As microplacas foram incubadas a 36 °C, durante 50 h e apds este tempo
realizada a leitura para determinar a menor concentragdo do extrato capaz de inibir o

crescimento fungico.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de identifircar compostos presentes no extrato etandlico da
associacdo de sementes e vagens de Caesalpinia echinata realizou-se a técnica de
cromatografia liquida de ultra performance. O cromatograma obtido pela referida técnica
permitiu a identificagdo de 3 compostos (Figura 1). Sendo eles o acido galico, o 4cido
siringico e a quercitina com tempo de retengao de 3,01, 5,95 e 7,58 min respectivamente

(Figuras 2, 3 e 4).

Figura 1. Cromatograma do EESVCe
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Figura 2. Cromatograma doEESV Ceidentificando o &cido galico como um dos compostos extraidos.
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Figura 3. Cromatograma do EESVCe identificando o acido siringico como um dos compostos
extraidos.
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Figura 4. Cromatograma do EESVCe identificando a quercetina como um dos compostos extraidos.
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A andlise por cromatografia liquida de ultra performance permitiu a identificacdo
do éacido galico, pertencente a classe dos compostos fendlicos, grupo dos flavondides,
com tempo de retencdo de 3,01 min (Figura 2). Este composto tem demostrado agéo
antimutagénica (GICHNER et al., 1987), antioxidante (KIM et al., 2002) e antitumoral
(LOCATELLI et al., 2013). Além disso, foi possivel reconhecer o &cido siringico, um
acido fenolico também pertencente a classe dos compostos fendlicos, com tempo de
retencéo de 5,95 (Figura 3). Esse ultimo metabdlito identificado tem sido relatado como
potente antioxidante (YAN, 2016). A analise possibilitou também a identificacdo do
metabdlito quercetina, um flavondide natural, com um tempo de retencdo de 7,58 min
(Figura 4). A Quercetina vem sendo associada a feitos anticarcinogénicos, protetores do
sistema renal, cardiovascular e hepatico (BEHLING et al., 2004).

Né&o foi evidenciado na literatura realizacdo de analise fitoquimica através da
metodologia UPLC com o espécime Caesalpinia echinata. Sendo entdo este resultado

inédito.
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A identificacdo de compostos fendlicos corrobora com os resultados encontrados
pelo autor e colaboradores em outro estudo, na analise fitoquimica realizada pela técnica
de cromatografia em camada delgada (XAVIER et al., 2021).

Quanto a atividade microbiana, foi possivel verificar que ndo houve atividade
antifangica do extrato etanolico da associacdo das sementes e vagens de Caesalpinia
echinata frente as cepas do género Candida testadas, pois ndo houve crescimento do halo
de inibig&o.

Em relacdo ao teste da suscetibilidade de fungos filamentosos pelo método de
microdiluicdo em caldo, 0 EESVCe apresentou CMI de 200 ug/mL para o fungo
Trichophyton mentagrophytes. Porém para o Trichophyton rubrum ndo houve atividade.

A técnica de difusdo em disco de papel baseia-se na inibi¢do do crescimento do
microrganismo, seguindo-se da formacdo de um halo de inibicao, na superficie do meio
de cultura sélido semeado com o microrganismo-teste. O halo inibitério projeta-se ao
redor de um disco de papel filtro impregnado com a substancia em estudo. Este método
informa se 0 microrganismo é sensivel ou resistente a uma determinada substancia numa
concentracdo conhecida (KONEMAN et al. 2001).

Holetz et al (2002) e Regasini et al (2010) propuseram uma classificacdo para
produtos vegetais com base nos resultados de CMI. Esta classificacdo considera que
extrato de plantas com atividade antimicrobiana com valores de CMI menores que 100
pug/mL tém atividade antimicrobiana promissora. Extratos de plantas com CMI entre 100-
500 pg/mL possuem atividade moderada, acima de 500 até 1000 pg/mL, a atvidade ¢
considerada fraca e superior a 1000 pg/mL sdo considerados inativos.

Ja Aligianis et AL. (2001), considerou como forte inibicdo CMI até 500 pg/mL,
inibicao moderada entre 600 e 1500 pg/mL e fraca inibicdo CMI acima de 1600 pg/mL.

De acordo com os autores citados, 0 EESVCe apresentou moderada a forte
atividade antimicrobiana frente a espécie Trichophyton mentagrophytes.

Este é o primeiro relato de atividade antifungica de Caesalpinia echinata na
literatura.

N&o foi possivel comparar os resultados obtidos pelo método de microdilui¢do
emcaldo dos extratos de C. echinata, ja que ainda ndo existem estudos publicados

demonstrandoas CMIs deste extrato pelo mesmo método.
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4 CONCLUSAO

A caracterizacéo fitoquimica na analise de UPLC do EESVCe indicou a presenca
decompostos fenolicos: flavonoides (&cido galico e quercetina) e acido siringico. O
referido extrato etandlico da associacdo das sementes e vagens de Caesalpinia
echinataapesar de néo ter apresentado atividade antifungica contra fungosleveduriformes,
apresentou atividade contra fungos da espécie Trichopyton mentagrophytes.

Além disso, nesta pesquisa, as trés moléculas que foram identificadas (&cido
galico, quercetina e acido siringico) na espécie em questdo, até entdo ndo haviam sido
descritas em nenhum outro estudo publicado.

Esse trabalho fornece dados importantes, contribuindocom futuras pesquisas para
o0 possivel desenvolvimento de medicamentos a base deCaesalpinia echinata, além de

melhorar o conhecimento cientifico sobre o referidoespécime.
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