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RESUMO

AVALIACAO COMPARATIVA DE CASCAS E FOLHAS DE Ziziphus joazeiro Mart
(RHAMNACEAE) EM RELACAO AOS PERFIS FITOQUIMICO E
TOXICOLOGICO E AS ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA

A presenca de radicais livres tem sido correlacionada com um grande nimero de doencas, tais
como cancer, doencas renais, hepaticas, pulmonares, intestinais, cerebrais, articulares e
oftamoldgicas. As metodologias mais comuns para se determinar a atividade antioxidante de
modo pratico, rapido e sensivel sdo as que envolvem um radical croméforo, simulando as
especies reativas de oxigénio (EROs), sendo o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) um dos mais utilizados. Os compostos fendlicos presentes em vegetais tém
recebido consideravel atencdo por serem 0s principais componentes com atividade
antioxidante, que desempenham importante papel na adsor¢do ou neutralizagdo de radicais
livres. O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente as cascas e folhas de Ziziphus
joazeiro Mart. (Joazeiro) com relacdo a atividade antioxidante, o teor de taninos e
flavonoides, o perfil fitoquimico e toxicoldgico preliminar frente a Artemia salina Leach. e
atividade antimicrobiana. As coletas foram realizadas no municipio de Altinho - PE. A
triagem fitoquimica foi realizada por cromatografia em camada delgada, a analise quantitativa
de taninos e flavonoides foi baseada na técnica de complexacao por Folin-Ciocalteu e AICI;,
respectivamente, a acdo antioxidante foi analisada pela capacidade dos antioxidantes
presentes nas amostras captarem o radical livre DPPH. O perfil toxicoldgico dos extratos foi
avaliado frente Artemia salina Leach. e a atividade antimicrobiana baseada na metodologia
descrita por Bauer-Kirby. Os dados destas quantificacdes receberam delineamento fatorial e
tratamento estatistico através do Software BioEstat 4.0. Observou-se diferencas nos teores de
fendis totais, taninos e flavondides para as duas partes estudadas (cascas e folhas). As folhas
de Z. joazeiro apresentaram diversidade fitoquimica mais acentuada que as cascas, entretanto,
cumarinas glicosidicas ndo foram visualizadas nas folhas e sim apenas nas cascas. O ensaio
com as larvas de A. salina indicou que os extratos das cascas (CLsg = 796,6 pg/mL) e folhas
(CLso = 609,46 pg/mL) sdo moderadamente toxicos. Com relacdo a atividade antioxidante, as
folhas apresentaram melhor desempenho (ICso = 461,8816 g /mL), sendo mais eficiente que
as cascas (ICso = 1743,0541 pg /mL). A espécie foi fortemente ativa contra 66% das bactérias
testadas. O extrato das folhas apresentou CMI de 0,25-0,5 mg/mL contra Micrococcus luteus
(UFPEDA 100) e de 0,125-0,250 mg/mL frente Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71), o
extrato das cascas apresentou CMI 0,5-1,0 mg/mL frente Mycobacterium smegmatis
(UFPEDA 71). Os teores de metabdlitos presentes nas folhas séo superiores aos presentes nas
cascas, sendo assim, as cascas (parte usada popularmente) podem ser substituidas pelas
folhas, visando evitar a dizimagdo da espécie. Observou-se a presenca de metabolitos
secundarios na espécie estudada ainda ndo mencionados na literatura. Ambos os extratos
foram considerados moderadamente toxicos. O extrato vegetal de Z. joazeiro devido ao seu
potencial antimicrobiano pode ser considerado um recurso promissor para o tratamento de
enfermidades causadas por bactérias.

Palavras-chave: Ziziphus joazeiro, joazeiro, Caatinga, antioxidante, Artemia salina,
antimicrobiano.
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ABSTRACT

COMPARATIVE EVALUATION OF BARKS AND LEAVES Ziziphus joazeiro Mart.
(RHAMNACEAE) IN RELATION TO THE PROFILES PHYTOCHEMISTRY AND
TOXICOLOGICAL AND ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES

The presence of free radicals have been correlated with a great number of illnesses, such as
cancer, renais, hepaticas, pulmonary, intestinais, cerebral illnesses, to articulate and
oftamoldgicas. The methodologies most common to determine the antirust activity in practical
way, fast sensible e are the ones that involve a radical cromdéforo, simulating the reactive
species of oxygen (EROs), being free radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) one of the
most used. The phenolic composites gifts in vegetables have received considerable attention
for being the main components with antirust activity, that play important role in the
neutralization of free radicals. The objective of this study was comparativily to evaluate the
barks and leaves of Ziziphus joazeiro Mart. (Joazeiro) with regard to the antirust activity, the
tannins and flavonoids, the fitoquimico profile and toxicology preliminary front the Artemia
salina Leach. and antimicrobial activity. The collections had been carried through in the city
of Altinho - PE. The fitoquimica selection was carried through by chromatography in thin
layer, the quantitative tannins analysis and flavonoids was based on the technique of complex
for Folin-Ciocalteu and AICI3, respectively, the antirust action was analyzed by the capacity
of antirust substances gifts in the samples will catch free radical DPPH. The toxicology
profile of extracts was evaluated front Artemia saline Leach. e the based antimicrobial activity
in the described methodology for Bauer-Kirby. The data of these quantifications had received
factorial delineation and statistical treatment through Software BioEstat 4.0. One observed
differences in texts of total phenols, tannins and flavonoids for the two studied parts (barks
and leaves). The leaves of Z. joazeiro had more presented phytochemistry diversity accented
that the barks, however, glico-coumarins had not been visualized in leaves and yes only in the
barks. The test with larvae of A. saline indicated that extracts of barks (LCso = 796.6 pg /mL)
and leaves (LCso = 609.46 g /mL) are moderately toxic. With regard to antioxidant activity,
the leaves showed better performance (ICsp = 461.8816 pg /mL), being more efficient than the
bark (ICso = 1743.0541 ug /mL). The species was strongly active against 66% of the bacteria
tested. The extract of the leaves showed MIC of 0.25-0.5 mg/mL against Micrococcus luteus
(UFPEDA 100) and 0.125-0.250 mg/mL against Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71),
the extract of the bark showed MIC 0.5-1.0 mg/mL against Mycobacterium smegmatis
(UFPEDA 71). The levels of metabolites present in leaves are higher than those present in the
bark, so the barks (the popularly used) can be replaced by leaves, so as to prevent the
decimation of the species. We observed the presence of secondary metabolites in the studied
species not mentioned in the literature. Both extracts were moderately toxic. The herbal
extract of Z. joazeiro due to its antimicrobial activity can be considered a promising for the
treatment of diseases caused by bacteria.

Keywords: Ziziphus joazeiro, joazeiro, Caatinga, antioxidant, Artemia salina, antimicrobial.
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1. INTRODUCAO

Cerca de 40% do globo terrestre esta ocupado pelas florestas tropicais e subtropicais,
entre as quais 42% sdo compreendidas pelas florestas secas, onde se inclui a Caatinga
(MOREIRA et al., 2006). O dominio do bioma Caatinga abrange cerca de 800 mil Km?
correspondendo aproximadamente a 54% da regido Nordeste e 11% do territdrio brasileiro.
Apenas nas ultimas trés décadas € que este bioma vem sendo estudado de forma mais
aprofundada, constatando-se sua relevancia a partir do conhecimento da sua alta
biodiversidade além de suas potencialidades (TROVAO et al., 2004).

Pesquisas apontam que as arboreas silvestres sdo uma fonte importante de produtos
medicinais nas regides mais secas (FERRAZ, 2007). Apesar do grande nimero de espécies
exoticas na Caatinga, € observado que as espécies nativas sdo consideradas as mais
importantes. Em outros estudos administrados no bioma Caatinga, plantas nativas
normalmente estdo entre as mais utilizadas (ALBUQUERQUE, 2007a).

Entre as arvores mais notaveis do bioma da Caatinga, encontramos a do género
Ziziphus Miller (Rhamnaceae), pertencente ao grande grupo das dicotiledéneas. Este género é
constituido por cerca de 100 espécies, tem distribuicio tropical e subtropical da Asia e
América, utilizada na medicina popular para curar varios tipos de doencas.

A espécie Ziziphus joazeiro Mart. (juazeiro) é inconfundivel na paisagem da Caatinga,
por sua copa globosa a subglobosa de cor verde. Conserva-se sempre verde, nunca perde toda
a folhagem que se renova pelo més de outubro, mesmo nas mais rigorosas secas, gragas ao
amplo e profundo sistema radicular capaz de coletar a escassa umidade existente no subsolo
(KEW, 2009). Com alguma razéo foi criada a fama de ser a Gnica espécie da Caatinga que nao
perde as folhas no periodo de estiagem. Mesmo existindo outras espécies, que dificilmente
perdem as folhas naquele periodo, e que ha algumas condi¢cdes em que 0 proprio juazeiro
perde as folhas. A presenca de Z. joazeiro na Caatinga é fato curioso pois as demais espécies
de Ziziphus ndo sdo tipicas de areas secas e, sim, de areas Umidas (CARVALHO, 2008).

Neste esrudo, selecionou-se a espécie Ziziphus joazeiro Mart., uma das espécies
arboreas mais importantes da Caatinga, utilizada popularmente no municipio de Altinho, onde
foram realizadas as coletas e para a qual € conhecido o uso popular no tratamento de
problemas de pele como dermatites e micoses (ALBUQUERQUE, 2007, CRUZ, 2007), além
de gripe, tuberculose, pneumonia, bronquite, estomatite e méa digestdo (ALMEIDA et al.,
2005).
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A escolha pela investigacdo das atividades farmacologicas antioxidante e
antimicrobiana é justificada pela relagdo que possuem com as patologias que mais acometem
o homem atualmente: inumeras doencas associadas a formacdo de espécies reativas;
resisténcia microbiana frente a varios farmacos disponiveis; problema de salde crescente e
com elevado indice de mortalidade em todo o mundo, respectivamente. Além da atividade
citotdxica para avaliar a possibilidade da utilizag&o, via dermatologica, pela populacéo.

S&o encontrados altos indices de pessoas que ndo possuem acesso ao tratamento
convencional, os medicamentos, a utilizacdo de plantas medicinais pode ser o Unico
tratamento disponivel para essa populacdo. Sabe-se que existem beneficios com esse
tratamento alternativo, porém é importante conhecer 0s riscos que essa terapia pode
ocasionar, pois uma utilizacdo errada pode acarretar problemas a saude da populacdo. Com
isso o interesse cientifico vem crescendo, a fim de saber sobre o valor terapéutico, risco e
toxicidade dessas plantas. Foram realizadas triagens fitoquimicas de carater qualitativo,
quantificacdo de taninos e flavonoides, perfil toxicoldgico e atividades antioxidante e
antimicrobiana. Procurando fazer um comparativo entre a acdo das cascas e folhas para se
avaliar em qual parte se encontra os melhores resultados.

Deste modo, optou-se pela aplicacdo de testes pouco ou ainda ndo estudados para a
espécie, combinando abrangéncia, simplicidade e sensibilidade, considerando os recursos

disponiveis.



2. Revisao da Literatura
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Caatinga e os estudos etnobotanicos

A Caatinga € o tipo vegetacional que cobre a maior parte da area com clima arido e
semi-arido da regido Nordeste do Brasil, abrangendo cerca de 800 mil km? (RODAL;
SAMPAIO, 2002; TABARELLI; VICENTE, 2002), geograficamente, encontra-se abaixo do
Equador, entre as florestas AmazoOnica e Atlantica, numa regido marcada pela rudeza
climatica e bem definida por sua sazonalidade em referéncia as suas oscilagdes climaticas
(FERNANDES, 2002). Por sua vez, sua vegetacdo € xerofitica, cuja condicdo de
sobrevivéncia esta intimamente ligada a secura ambiental, ja que a &gua disponivel procede de
um infimo periodo de estacdo chuvosa (FERNANDES, 2002). Apesar dos problemas
climaticos e sua baixa profundidade do solo e escoamento superficial, varias espécies
medicinais sao citadas na literatura regional para diversos fins.

A Caatinga € possivelmente o mais desvalorizado e mal-conhecido botanicamente,
dentre os biomas brasileiros. Isto decorre, principalmente, de uma propaganda injustificada de
que resulta de formagdo modificada de outro tipo de vegetacdo, associada a baixa diversidade
de plantas sem existéncia de espécies endémicas (GIULIETT]I et al., 2002).

Pesquisas etnobotanicas na Caatinga sdo ainda escassas €, uma provavel solucéo seria
direcionar estudos para 0 conhecimento e uso que as populacdes locais mantém dos recursos
naturais, bem como, uma avaliacdo destas praticas sobre a biodiversidade regional
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002a).

A apropriacdo e retirada de recursos vegetais em determinada area da Caatinga
obedecem a sua disponibilidade e utilidade, onde arvores como o0 juazeiro sdo bastante
demandadas para uso medicinal e higiénico. Ha evidéncias que a espécie tem sua existéncia
futura comprometida por alguns aspectos como a coleta intensiva, auséncia de cultivos ou
propagacao e o consumo por industrias de medicamentos a base de plantas que requerem
vultuosas quantidades de matéria-prima vegetal. Estudos que visem o manejo de populagdes
vegetais que estdo em eminente perigo de extingdo sdo extremamente necessarios, pois a
interacdo entre pesquisadores e povos tradicionais parece ser a saida para esse crescente
problema (ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002b).
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2.2 Espécie selecionada

Pertencente a familia Rhamnaceae, o género Ziziphus Mill., possui cerca de 100
espéecies amplamente distribuidas no globo terrestre, sendo Ziziphus joazeiro Mart. (=Z.
guaranhlica Malme), conhecida popularmente como joazeiro, juazeiro ou laranjeira-do-
vaqueiro, o representante mais notavel do bioma Caatinga (LORENZI, MATQOS, 2002).
Espécie nativa da regido é encontrada abundantemente e com frequéncia nas localidades da
pesquisa (FERRAZ, 2007).

Planta de porte arbdreo que chega até 16 m de altura, Z. joazeiro (Fig. 1) possui
troncos de 39 a 50 cm e ramos armados de fortes espinhos, formando uma copa mais larga do
que alta. Folhas inteiras semi-coriaceas, elipticas, com trés nervuras bem visiveis partindo da
base, de 3-7 cm de comprimento, flores amarelo-esverdeadas, pequenas, reunidas em
inflorescéncias cimosas e fruto do tipo drupa, globosa, amarelada, com carogo grande coberto
por uma polpa mucilaginosa, branca e doce (LORENZI, MATOS, 2002).

FIGURA 2 - Ziziphus joazeiro Mart., onde podem ser observados seus frutos, inflorescéncias
e sementes. (Fonte: LORENZI, MATQS, 2002)
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FIGURAS 3 e 4 - Individuo de Ziziphus joazeiro Mart., com detalhe nos frutos, amostra

coletada no municipio de Altinho-PE. (Fonte: Arquivo pessoal)

De acordo com Albuquerque e colaboradores (2007a) a planta inteira possui diversos
usos medicinais, como antisséptico bucal, contra problemas dermatolégicos (caspa, sarna,
dermatite por seborreia e coceiras) e do sistema respiratorio (asma, tosse, pneumonia,
tuberculose, bronquites, inflamacdo de garganta e gripe) e sistema digestério (constipacéo,
estomatite e méa digestdo), sendo ainda relatado o uso como cicatrizante (ALBUQUERQUE,
2006).

Agra e colaboradores (2007a) em estudos sobre plantas utilizadas em nove estados do
Nordeste, referiram que a populagdo pesquisada utiliza as raizes da espécie para higiene bucal
e no tratamento de gengivites, sendo as cascas trituradas utilizadas diretamente para escovar
0s dentes, assim como contra caspas.

Estudos da atividade antifangica foram realizados com a entrecasca da planta com a
finalidade de se avaliar a acdo contra moniliase e dermatoses. Observou-se atividade
importante frente a Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Fonsecaea pedrosoi, com
CMI maiores que o controle (anfotericina B), Candida guilliermondii, Trichophyton rubrum,
Candida guilliermondii, com resultados semelhantes ao antibiotico (CRUZ et al., 2007) e
propriedades nas quais apdiam o uso popular, confirmando o valor da etnofarmacologia e sua
bioatividade. Este fato, somado ao alto custo de antibioticos mais novos e mais efetivos e o
fendmeno de resisténcia de droga emergindo, aumenta a procura por substancias alternativas e
com menores custos (ALVIANO et al.,2008).

Nos estudos conduzidos por Alviano e colaboradores (2008), o extrato aquoso, da
entrecasca de Ziziphus joazeiro Mart., apresentou atividade contra bactérias da microbiota

oral, associadas a doencas peridentais, Prevotella intermédia, Porphyromonas gingivalis,
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Fusobacterium nucleatum, Streptococcus mutan e Lactobacillus casei, que sdo bactérias
cariogénicas. Nestes estudos também foi avaliada a toxicidade aguda e DLsp, com uso de ratos
machos e fémeas, sendo administrada a infusdo das cascas por via oral de 1.0 a 5.0 g/kg do
extrato, ndo sendo observado efeito letal em nenhuma dose. Os resultados apresentados
estavam de acordo com o0s observados no uso popular como liquido para higiene bucal com
esta espécie, pois a ocorréncia de efeitos adversos ndo foi documentada (ALVIANO et al.,
2004).

Luna et al.(2005) analisaram extratos etandlicos das cascas de Ziziphus joazeiro,
coletadas em quatro estados do Nordeste, observando pequena acdo larvicida contra o
mosquito Aedes aegypti e alta toxicidade frente a Artemia salina, mesmo havendo indicagéo
de uso para tratar problemas gastricos e febres intermitentes.

Ensaios pré-clinicos foram relatados por Nunes e colaboradores (1987), que avaliou a
atividade antipirética do extrato aquoso das cascas de jua em coelhos infectados com a
endotoxina de E. coli. Os autores relataram que houve diminuicdo significativa da febre nos
animais com a administracao oral da infusdo. A acdo antipirética foi também observada para o
extrato metandlico das folhas de Zizyphus oxyphylla Edgew (NISAR et al., 2007).

Estudos iniciados em 1985, por Barbosa Filho e colaboradores, forneceram
informacdes sobre os compostos biologicamente ativos de Z. joazeiro. Tais estudos foram
realizados com extrato bruto cloroférmico da entrecasca da planta, sendo posteriormente
tratado por hexano e metanol. Da primeira porcdo, foi isolado &cido betulinico e acido
oleandlico, da porcdo metanodlica foi obtida uma saponina (o produto final foi ebilin lactona,
fornecido ap06s a hidrolise acida da saponina).

Estudos realizados por OLIVEIRA et al. (2000, 2003) referem que folhas de Z.
joazeiro, tem sua cera epicuticular rica em n-alcanos que retém agua na planta, além de
triterpenoides (lupeol, beta-amirina, epifriedelinol e acido ursolico), levando a discussdo
quanto a comparacdo da permeabilidade das folhas da Caatinga e do Cerrado.

Outros pesquisadores conseguiram isolar novos terpendides a partir de extratos da
espécie, como é o caso de Higuchi et al., (1984) que isolaram trés novas saponinas
(Jujubogenin  3-O-a--arabinofuranosyl-(1 —  2)-[B--glucopyranosyl(l —  3)]-a--
arabinopyranoside, its 4-O-sulphate e 3”,4-di-O-sulphate, respectivamente).

Schiihly e colaboradores (1999, 2000) ao aprofundarem a pesquisa com 0s triterpenos
e saponinas encontrados por Higuchi et al., (1984), isolaram do extrato metanolico da
entrecasca duas novas saponinas e uma aglicona, que foram chamadas de joazeirosideo A e B

e joazeirogenina, respectivamente. Posteriormente foram realizados testes antimicrobianos
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(difusdo em disco e concentracdo minima inibitoria - CMI) utilizando extrato bruto com
diclorometano, para o qual se observou agdo apenas frente a bactérias Gram-positivas com
destaque para Staphylococcus epidermiddis, Bacillus cereus.

O uso de folhas de outras espécies de Ziziphus é encontrado na literatura. As folhas de
Ziziphus mauritiana Lam. sdo usadas como alimento por serem ricas em lipideos, ferro,
calcio, magnésio e zinco (SENA et al. 1998; ARBONNIER, 2000), com a possibilidade de

estimular os usuarios a usar as folhas da espécie estudada.

2.3 Taninos

2.3.1 Generalidades sobre taninos

Os taninos apresentam solubilidade em &gua e peso molecular compreendido entre 500
e 3000 Dalton, possuindo a habilidade de formar complexos insollveis em &agua com
proteinas, gelatinas e alcaléides (MELLO; SANTOS, 2001).

A ligacdo entre taninos e proteinas ocorre, provavelmente, através de pontes de
hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados sitios das proteinas, cedendo
uma duradoura estabilidade a estas substancias. Para a formacdo destas ligacdes é necessario
que o peso molecular dos taninos esteja compreendido entre limites bem definidos, pois é
demasiadamente elevado, a molécula ndo pode se intercalar entre os espacos interfibrilares
das proteinas ou macromoléculas, ou se € muito baixo, a molécula fendlica se intercala, mas
ndo forma numero suficiente de ligaches que assegure a estabilidade da combinagdo
(BRUNETON, 1991).

Os taninos tém sido alvo de diversos estudos, que em sua maioria aborda interacdes
ecologicas entre vegetais e herbivoros, visto que se tém sugerido que os teores de taninos
podem diminuir a taxa de predacdo por se tornarem impalataveis, afastando seus predadores
naturais (SCALBERT, 1991; MOLE, 1993; HELDT, 1997; MOORE, 1998; PAES et al.,
2002). Pesquisas sobre atividade biologica dos taninos evidenciaram importante agdo contra
determinados microrganismos (SCALBERT, 1991). Além disso, podem agir como anti-
inflamatarios e cicatrizantes (MELLO; SANTQOS, 2001).
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FIGURA 5: Estrutura quimica dos taninos

2.3.2 Atividade bioldgica dos taninos

As aplicacdes de drogas com taninos estdo relacionadas, principalmente, com suas
propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarréico e antisséptico; por via
externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo assim as
camadas subjacentes (BRUNETON, 1991). Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um
efeito antimicrobiano e antifungico. Ademais, os taninos sdo hemostaticos e, como precipitam
alcaldides, podem servir de antidoto em casos de intoxicagdes (BRUNETON, 1991). Em
processos de cura de feridas, queimaduras e inflamacdes, os taninos auxiliam formando uma
camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais
lesionados, podendo, logo abaixo dessa camada, 0 processo curativo ocorrer naturalmente
(MELLO; SANTQOS, 2001).

Provavelmente, devido a habilidade de se ligar as proteinas e a outras
macromoléculas, os taninos também apresentam atividades toxicas. Ayres e colaboradores
(1997) verificaram que a rapida mortalidade de insetos tratados com taninos condensados
propds ter sido devido a atividade toxica e nédo pela inibicdo da digestibilidade.

Estudos recentes mostram que varios taninos atuam como captadores de radicais lives,
0s quais interceptam o oxigénio ativo formando radicais estaveis (MELLO; SANTOS, 2001).

Chung e colaboradores (1998a) sugerem que os taninos pressupdem ter duplo efeito, por um
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lado, beneficiam a salde devido a seu efeito quimiopreventivo contra carcinogénese ou
atividades antimicrobianas, por outro lado, estdo envolvidos possivelmente na formacéo de
canceres, hepatotoxicidade ou efeitos antinutricionais. Taninos das espécies Quercus suber L.
e Q. coccifera L. apresentaram efeito gastroprotetor, variando entre 66 e 91% (KHENNOUF
et al., 2003).

As propriedades antimicrobianas dos taninos sdo bem conhecidas e documentadas.
Moleculas de taninos foram testadas com a intencdo de se descobrir uma droga eficiente
contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CHUNG et al., 1998a; 1998b;
KILKUSKIE et al., 1992).

Uma série de bactérias sdo sensiveis aos taninos, dentre as quais Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em
concentragdes minimas (0,5 g/L), o fungo Fomes annosus teve seu crescimento inibido
(CASTRO et al., 1999).

Nishizawa e colaboradores (1990) demonstraram significante atividade bactericida do
decocto da raiz de Nuphar variegatum Durand contra microorganismos patégenos. O rizoma,
em especial, é empregado na cura de diversas infec¢des e 0 decocto da raiz, para tratamento
de infeccOes dos olhos, garganta e dores internas. Scalbert (1991) relata que taninos
condensados e hidrolisaveis ndo apresentam diferencas significantes frente fungos e bactérias,
visto que o efeito da toxicidade relacionada a sua estrutura molecular sdo ainda

desconhecidos.

2.4. Flavonoides

2.4.1 Generalidades sobre flavonoides

Derivado da rota metabdlica dos fenilpropanodides, os flavonoides compdem amplo
grupo destes metabolitos, sendo conhecidas mais de nove mil estruturas identificadas, com
diversas fungdes bioldgicas, tais como defesa a herbivoria, perpetuacéo de espécies por atrair
animais dispersantes de sementes e protegdo contra raios ultravioletas (MARTENS;
MITHOFER, 2005, ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Os flavondides também
desempenham atividades farmacologicas, sendo as principais: antioxidante, antidiabética e
hipocolesterolemiante (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; MARTENS; MITHOFER, 2005;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).
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Possivelmente, diferencas na producdo de flavonoides entre estacBes climaticas
estariam relacionadas com a defesa a herbivoria, haja vista que em periodos de chuva aumenta
a assembléia de insetos herbivoros, enquanto que, ao se aproximar estacfes de estiagem, em
especial nas areas de vegetacdo de Caatinga e Cerrado, decresce significativamente, seguindo
um padréo sazonal (IANNUZZI et al., 2003; MAIA et al., 2003; PINHEIRO et al., 2002). Do
mesmo modo, areas fragmentadas com individuos localizados na borda ou no interior podem
apresentar comportamento diferenciado em relacdo a producdo de metabdlitos secundarios,
uma vez que Barbosa e colaboradores (2005) verificaram que a assembléia de herbivoros é
significativamente maior na borda, seguido de trilhas e interior do fragmento.

Afora os agentes ambientais, fatores abidticos laboratoriais (tempo e temperatura de
armazenamento) exercem interferéncia degradativa sobre o teor de substancias fenolicas,

como flavondides e antocianinas (LIMA et al, 2006).

FIGURA 6: Estrutura geral dos flavonoides

2.4.2 Atividade bioldgica dos flavonoides

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural, com
extensa diversidade estrutural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004). Constituidos por um esqueleto simples composto de dois anéis
fendlicos (A e B) interconectados por uma cadeia propanica, os flavonodides podem ser
encontrados associados a carboidratos (heterosideos), ndo associados (agliconas) e ainda
polimerizados (antocianinas) (MARTENS; MITHOFER, 2005; ZUANAZZI; MONTANHA,
2004). O anel A é proveniente da via do acetato (Malonil-CoA), enquanto que o anel B
juntamente a ponte de trés carbonos é oriundo do acido chiquimico (p-Cumaril-CoA)
(MARTENS; MITHOFER, 2005; UGAZ, 1994; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Tais compostos possuem uma série de propriedades atribuidas na medicina popular e
muitas sdo testadas empiricamente como atividade antioxidante, antimicrobiana,
hipocolesterolemiante, hipoglicemiante (AJALI; CHUKWURAH, 2004; FUHRMAN et al.,
2002) e para prevenir acidentes isquémicos (DAJAS et al., 2003). Miltersteiner e
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colaboradores (2003) avaliaram 0 uso de quercetina em ratos cirr6ticos e observaram uma
significativa diminuicdo nas alteragdes causadas pela cirrose, aumentando o tempo de

sobrevivéncia.

2.5 Estudo citotoxico frente a Artemia salina Leach.

Os laboratérios de produtos naturais vém realizando constantemente ensaios
bioldgicos complementares a investigacdo fitoquimica, buscando orientar a descoberta de
novas drogas com potencial terapéutico.

Artemia salina € uma espécie de pequeno crustaceo marinho, utilizado como um
bioindicador. O termo bioindicador € usado para qualquer membro da fauna e flora de um
determinado habitat, sendo o seu grau de tolerancia em relacdo a um fator ambiental reduzido
e especifico, de modo que apresente uma resposta nitida face as pequenas variagdes na
qualidade do ambiente (ABEL, 1989). Desenvolve-se em habitat marinho, sendo assim, pode
ser cultivado em laboratorio, pois pode ficar na forma latente por alguns meses.

O estudo de letalidade dos extratos frente as larvas do microcrustaceo Artemia salina
Leach. (Fig. 7) é um exemplo prético destes bioensaios que permite realizar um screening da
planta a ser testada, avaliando a toxicidade geral, apresentam facilidade e rapidez de execucao
associado ao baixo custo, favorecendo estudos rotineiros nos laboratorios. Este estudo
também fornece boa correlacdo entre citotoxicidade e atividade antitumoral e
antitripanossomiase (Meyer et al, 1982), sendo por estas razdes uma excelente ferramenta

para analisar preliminarmente a toxicidade geral (Luna et al, 2005).

FIGURA 7 - Metanauplius do microcrustaceo Artemia salina Leach usadas para determinar a
toxicidade seletiva. Fonte: Nourriture, 2007.
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2.6 Atividade Antioxidante

2.6.1 Producdo de radicais livres

A presenca de radicais livres tem sido correlacionada com um grande numero de
doencas, ndo possuindo papel etioldgico na grande maioria dos estados patologicos, mas que
participam diretamente dos mecanismos fisiopatologicos que determinam a continuidade e as
complicagcbes presentes nestes processos (SOUSA et al, 2007; ARDESTANI;
YAZDANPARAST, 2007; RUSSO et al., 2002). O aumento na producdo de radicais livres
pode ocorrer devido a hiperoxia (aumento na quantidade de oxigénio em tecidos e 6rgdos) e a
exposicdo das células ou individuos a certos componentes quimicos, a radiacdo ou a
inflamacdo tecidual local, resultando em estresse oxidativo, caracterizado por um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, no qual ocorre predominancia de radicais livres
(EL-HABIT et al., 2000).

Em relacdo aos danos causados pela radiacdo ionizante, os mais importantes sdo 0s
relacionados a molécula de DNA, uma vez que é a responsavel pelo armazenamento e
transporte das informacBes genéticas. As interacdes da radiacdo ionizante com o DNA
ocorrem através de dois mecanismos: o efeito direto e o indireto (KUMARAN;
KARUKUMARAN, 2007; SHARIFIFAR et al., 2006). No efeito direto, a radiacdo ioniza
diretamente as moléculas que compdem a estrutura do DNA (DOWD; TILSON, 1999). Por
outro lado, o efeito indireto resulta da formagéo de radicais livres, geralmente originados por
modificacbes das moléculas de agua (H,O), que constituem os meios intra e extracelulares. A
agua constitui cerca de 80% do peso corpéreo do organismo humano. Por conseguinte, a
interacdo entre um foton de raios X e uma molécula de agua constitui a principal fonte de
formagéo de radicais livres. O processo de radidlise da agua é bastante complexo, contudo
sabe-se que esta substancia € em grande parte convertida em radicais livres. Estes podem se
ligar a outros radicais livres e formar o peréxido de hidrogénio e hidroperoxila, 0s quais
representam as principais substancias toxicas para a célula (GULCIN et al., 2005; WHITE;
PHAROAH, 1999). Quando presentes no interior dos tecidos, os radicais livres podem
danificar o DNA, lipidios, proteinas e carboidratos (SOUSA et al., 2007; ARDESTANI,;
YAZDANPARAST, 2007). Adicionalmente sdo responsaveis por numerosas condicfes
clinicas como enfarto do miocardio (STRATIL et al., 2007), céncer, doencgas renais,

hepaticas, pulmonares (fibrose cistica), intestinais, cerebrais (Mal de Parkinson), articulares
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(artrite reumatoide) e oftamoldgicas (catarata) (STRATIL et al., 2007). A producdo de
radicais livres constitui um dos fatores decorrentes da interacdo da radiagdo com a matéria.

2.6.2 Avaliacao da atividade antioxidante

Em funcdo da grande diversidade quimica existente, particularmente, entre o0s
compostos fenolicos, varios ensaios tém sido desenvolvidos para avaliar a capacidade
antioxidante de diferentes amostras. Alguns deles determinam a habilidade dos antioxidantes
para sequestrar radicais livres gerados no meio da reagdo, outros avaliam a eficiéncia dos
antioxidantes em inibir a peroxidacdo lipidica por meio da quantificacdo dos produtos da
reacdao, como dienos conjugados e hidroperoxidos, bem como dos produtos de decomposi¢éao
da peroxidacdo lipidica ou medindo a inibicdo da oxidacdo do lipidio do sistema pelo
antioxidante a ser testado (MELO et al., 2006).

Apesar da diversidade de métodos para avaliar a atividade antioxidante, ndo existe um
procedimento metodoldgico universal (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Este fato impGe a
necessidade de avaliar a capacidade antioxidante por diferentes ensaios, com mecanismos de
acao diferentes.

As metodologias mais comuns para se determinar a atividade antioxidante de modo
pratico, rapido e sensivel sdo as que envolvem um radical croméforo, simulando as espécies
reativas de oxigénio (EROSs), sendo o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) um
dos mais utilizados (MELO et al., 2006). O radical livre DPPH é um cromdéforo muito estavel,
com um pico de absor¢do no comprimento de onda de 517 nm, em meio etandlico,
apresentando solucdo de coloracdo violeta intensa (BLOIS; 1958). A medida que o DPPH
sofre reducdo pelos componentes presentes na solucdo teste, observa-se mudanca da
coloracdo da solucdo original de violeta intensa para amarela, e o grau deste descoramento
indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre (SOLER-RIVAS et al., 2000;
BLOIS, 1958).
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FIGURA 8: Reacéo do radical livre DPPH com a molécula doadora de H, originando a
forma reduzida DPPH-H.

2.7 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana vem sendo estudada nas Gltimas décadas devido aos
microrganismos apresentarem resisténcia aos antibioticos utilizados na terapéutica
medicamentosa.

A resisténcia bacteriana aos antibidticos, refere-se a capacidade de multiplicacdo das
cepas de microrganismos na presenca de concentragcdes de antimicrobianos mais elevadas do
que as provenientes de doses terapéuticas habituais ( WANNMACHER, 2004).

Neste contexto, os compostos de origem vegetal sdo interessantes porque, além de sua
diversidade em estruturas quimicas, que dificultam o desenvolvimento de resisténcia, também
produzem substancias frente a agressao de predadores, como fungos e insetos. Tendo, estas
substancias, a propriedade de inibir o crescimento de determinados organismos, pode haver
potencialidade quanto a acdo antimicrobiana.

Os microrganismos escolhidos estdo associados a infeccdo nosocomial e estdo
presentes na flora bacteriana colonizante da ferida por queimadura, cujo tratamento é

importante para evitar complicagdes infecciosas mais graves (MARTINS et al., 2004).

2.7.1 Teste de Difusdo em Disco

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos € uma das provas mais importantes do
laboratdrio de microbiologia clinica, pois avalia a suscetibilidade dos microrganismos contra

diferentes agentes antimicrobianos. Trata-se de um método pratico, de facil execucdo e
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idealizado para bactérias de crescimento rapido. Os reagentes sdo relativamente econdémicos,
ndo ha necessidade de equipamentos especiais, aléem de apresentar grande flexibilidade na
escolha do numero e tipo de antimicrobianos a serem testados (SEJAS, 2003).

O método de difusdo em disco foi idealizado por Bauer et al. em 1966, e desde ent&o é
um dos métodos mais utilizados nos laboratorios de microbiologia no Brasil. O principio
deste método baseia-se na difuséo, através do &gar, de um antimicrobiano impregnado em um
disco de papel-filtro. A difusdo do antimicrobiano leva a formacao de um halo de inibigéo do
crescimento microbiano, cujo didmetro é inversamente proporcional a concentracdo minima
inibitéria (CMI). Esse método é qualitativo, ou seja, permite classificar a amostra em

suscetivel (S), intermediéaria (1) ou resistente (R) ao antimicrobiano.

2.7.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) em meio sélido

Por este ensaio torna-se possivel avaliar a efetividade da espécie. Sendo considerada
uma faixa de inibicdo, a qual avalia o comportamento dos microrganismos frente a
concentragcOes crescentes dos compostos antimicrobianos em culturas de meio sélido. Para a
determinacdo da CMI foi usada a técnica em meio sélido, usando concentracdes de 5000,
2500, 1250, 1000, 500, 250, 125, 60, 30 e 10 ug/mL, de acordo com as recomendacdes do
NCCLS (1997).

A suspensdo-indculo de cada amostra testada foi preparada em solucédo salina (NaCl
p/v 0,85%), a partir de culturas de 18-20 horas em agar Muller Hinton, e a turbidez da

suspensdo foi padronizada com o tubo 0,5 da escala de MacFarland.

A CMI foi definida como a menor concentracdo dos extratos capaz de inibir todo o
crescimento dos microrganismos visivel a olho nu, em comparacdo ao controle. Foram
levados em consideracdo os niveis aceitaveis de inibicdo dos extratos de plantas quando
comparados com o0s padrdes, sendo considerados fortes inibidores até 500 pug/mL; inibidores

moderados entre 600 e 1500 pg/mL; inibidores fracos acima 1600 pg/mL.



3. Objetivos
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os perfis fitoquimico e toxicoldgico e a atividade antioxidante e
antimicrobiana da espécie nativa da Caatinga Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae),

comparando os resultados das cascas e das folhas.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar triagem fitoquimica e avaliar os principais metabdlitos secundarios presentes
na espécie medicinal da Caatinga selecionada para estudo;

e Realizar doseamento de taninos e flavondides da espécie medicinal;

e Auvaliar a capacidade da espécie Ziziphus joazeiro Mart. de captar o radical livre
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil);

e Testar a bioatividade (toxicidade) em Artemia salina Lench;

o Realizar ensaios de atividade antimicrobiana do extrato vegetal,

e Realizar um estudo comparativo entre os resultados da casca e das folhas da espécie

estudada.



4. Artigo 1:

Avaliacdo fitoquimica e bioensaio frente a Artemia salina

Leach. de Ziziphus joazeiro Mart.
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4. ARTIGO1

ARTIGO 1 ASER SUBMETIDO A:

Revista: Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas

Titulo: Avaliacdo fitoquimica e bioensaio frente a Artemia salina Leach. de Ziziphus joazeiro
Mart.

Autores: Tassia Campos de Lima e Silva, Camila Castelo Branco Rangel de Almeida, Elvis
Alves Tavares, Tadeu José da Silva Peixoto Sobrinho, Janete Magali de Araujo, Elba Lucia

Cavalcanti de Amorim.
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Avaliacdo fitoquimica e bioensaio frente a Artemia salina Leach. de Ziziphus

joazeiro Mart.

Phytochemistry and toxicological bioassay against Artemia salina Leach. Ziziphus joazeiro
Mart.

Tassia Campos de Lima e Silva’, Camila Castelo Branco Rangel de Almeida®, Elvis Alves
Tavares’, Tadeu José da Silva Peixoto Sobrinho?, Janete Magali de Arajo?, Elba Lucia

Cavalcanti de Amorim?

!Laboratério de Produtos Naturais, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de
Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Pernambuco
Departamento de Antibidticos, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de

Pernambuco

RESUMO

Ziziphus joazeiro Mart., conhecida popularmente por juazeiro ou laranjeira-do-vaqueiro, €
uma espécie nativa da Caatinga com extenso uso popular para o tratamento de problemas da
pele, respiratorios e gastricos. Avaliar, comparativamente, o perfil fitoquimico e toxicolégico
preliminar das cascas e folhas de Z. joazeiro foram 0s objetivos deste estudo. A triagem
fitogquimica foi realizada por cromatografia em camada delgada e o perfil toxicoldgico dos
extratos foi avaliado frente aos metanduplios de Artemia salina Leach. Os resultados
mostraram que as amostras de casca e folha apresentam diferencas nos teores de fendis totais,
taninos e flavondides. A folha de Z. joazeiro apresentou uma diversidade fitoquimica mais
acentuada que a casca, entretanto, a casca possui cumarinas glicosidicas ndo visualizadas na
folha. O ensaio com as larvas de A. salina indicou que os extratos da casca (CLsy = 796,6
pg/mL) e folha (CLsp = 609,46 ug/mL) sdo moderadamente toxicos. Estes resultados mostram

diferencas qualitativas e quantitativas significativas em relacdo a casca e a folha de Z.

1 E.L.C. de Amorim, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - CCS/UFPE - Av. Prof Arthur de S4, s/n -
Cidade Universitaria — Recife/PE, Brasil. CEP: 50.740-520. Fone: (81) 2126-8511 e-mail: elba@ufpe.br
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joazeiro, onde a casca (parte usada popularmente) pode ser substituida pela folha, visando

reduzir o extrativismo da espécie.

Unitermos: Caatinga, jud, taninos, flavonoides, Artemia salina.

ABSTRACT

Ziziphus joazeiro Mart., popularly known juazeiro or laranja-do-vaqueiro, is a species native
to the Caatinga with extensive popular use for the treatment of skin problems, respiratory and
gastric. Comparative evaluation of the toxicological and phytochemical profile of the primary
bark and leaves of Z. joazeiro were the objectives of this study. The phytochemical screening
was performed by thin layer chromatography and toxicological profile of the extracts was
evaluated against the metanauplius Artemia salina Leach. The results showed that the samples
of bark and leaf show differences in total phenols, tannins and flavonoids. Leaf Z. joazeiro
presented a diverse phytochemical more pronounced than the bark, however, the shell
glycosidic coumarins have not seen on the sheet. The test with larvae of A. saline indicated
that the bark extracts (LCsp = 796.6 mg / mL) and leaf (LCsp = 609.46 mg / mL) are
moderately toxic. These results show qualitative and quantitative differences significantly
from the bark and leaf of Z. joazeiro, where the shell (the popularly used) can be replaced by

sheet, to reduce the extraction of the species.

Uniterms: Caatinga, jud, tannins, flavonoids, Artemia salina.

INTRODUCAO

O uso de produtos naturais como matéria-prima para a sintese de substancias bioativas, tem
sido amplamente relatado ao longo do tempo (Guerra e Nodari, 2004). Ha séculos, as plantas
medicinais sdo exploradas por populacbes de todo o mundo, onde cada uma possui
peculiaridades quanto as suas praticas e o conhecimento sobre seu uso popular (Rodrigues et
al., 2005). Com a conscientizacdo de que 0s recursos naturais conduzem a novos farmacos,

muitos pesquisadores tém procurado estudar, através de ferramentas etnodirigidas, o



33

SILVA, T.C.L. Avaliagcdo comparativa de cascas e folhas de Ziziphus joazeiro Mart (Rhamnaceae) em relagéo aos perfis
fitoquimico e toxicologico e as atividades antioxidante e antimicrobiana.

conhecimento e as formas de uso de plantas utilizadas como medicamento para a cura de
determinadas doencas por comunidades tradicionais (Albuquerque e Andrade, 2002), o que
vem reduzindo o tempo de descoberta de novas drogas.

As espécies do género Ziziphus (familia Rhamnaceae) apresentam vasto uso
medicinal, principalmente para o tratamento de problemas de pele e respiratério. Ziziphus
joazeiro Mart., conhecido popularmente como juazeiro ou laranjeira-do-vaqueiro, € 0
representante mais conspicuo e nativo deste género no bioma Caatinga (Lorenzi e Matos,
2002; Ferraz et al., 2007). Esta espécie possui diversos usos tradicionais, como antisseptico
bucal, contra problemas de pele (caspa, sarna, micose e dermatite), sistema respiratério (gripe,
asma, tosse, pneumonia, tuberculose, bronquite e inflamacdo de garganta), sendo ainda
relatado o uso como cicatrizante (Almeida et al., 2005; Albuquerque, 2006; Albuquerque et
al., 2007a,b), sendo preparadas a partir de suas raizes ou cascas formulacfes semi-sélidas.
Agra e colaboradores (2007a) em estudos sobre plantas utilizadas em nove estados do
Nordeste, referiram que a populagdo pesquisada utiliza as raizes da espécie para higiene bucal
e no tratamento de gengivites, sendo as cascas trituradas utilizadas diretamente para escovar
0s dentes, assim como contra caspas, sugerindo a grande importancia da espécie para a
investigacao farmacoldgica.

Estudos realizados por Cruz et al. (2007). mostraram atividade antifingica dos extratos
etandlicos das cascas de Z. joazeiro contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Fonsecaea pedrosoi, Candida guilliermondii, Trichophyton rubrum e Candida guilliermondii,
do extrato bruto diclorometano frente a bactérias Staphylococcus epidermidis e Bacillus
cereus (Schuhly et al., 1999) e extrato aquoso contra bactérias cariogénica e peridental
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Streptococcus

mutan e Lactobacillus casei (Alviano, 2008).
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Fundamentando-se no valor da etnofarmacologia para bioprospecdo de novos medicamentos,
0 presente estudo objetiva comparar o perfil fitoquimico, o teor de fendis totais, taninos e
flavonoides das cascas e folhas de Ziziphus joazeiro Mart. e realizar ensaio toxicologico

preliminar frente a Artemia salina Leach.

MATERIAL E METODOS

Equipamentos, reagentes e padrao de referéncia

As analises quantitativas foram realizadas em espectrofotdémetro Shimadzu (modelo UV-Mini
1240) em cubeta de vidro Equilab de 10 mm de caminho 6ptico. No desenvolvimento do
estudo foram utilizados agitador eletro-magnético e Tamises (modelo B-Agit, Tecnal),
balanca analitica eletrénica Shimadzu (modelo AX200), banho de ultrassom Unique (modelo
ultraclaecaner 1400A), estufa de secagem Nova Técnica (modelo NT-513), evaporador
rorativo Marconi (modelo MA-120), placa de aquecimento Tecnal (modelo TE-018) e

triturador Bermar (modelo BM30).

Os solventes etanol e piridina foram da Vetec Quimica Fina e o acido acético glacial da
Merck do Brasil, todos de grau analitico. O reagente Folin-Ciocalteu foi Fluka e o tensoativo
Cremophor da Sigma-Aldrich. Carbonato de sodio anidro, caseina, cloreto de aluminio e
Tween foram da Vetec Quimica Fina. Como padrao para fenois totais e taninos foi empregado
acido tanico 99,5% (Vetec Quimica Fina) e para flavonoides foi utilizada a rutina 99,5%

(Merck).
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Material vegetal

As cascas e folhas de Ziziphus joazeiro Mart. foram coletadas numa comunidade rural do
municipio de Altinho (08°35°13,5”S e 36°05°34,6”W), localizado na mesorregido Agreste de
Pernambuco, a 469 m acima do nivel do mar, com &rea total de 454,5 km2 e clima Bsh (semi-
arido quente) (Aradjo et al., 2008). Apos secagem em estufa a 45+5 °C durante trés dias, 0
material foi totalmente pulverizado em triturador e padronizado a 60 Mesh. O material
testemunho encontra-se incorporado no Herbario UFP Geraldo Mariz do Departamento de

Botanica da Universidade Federal de Pernambuco, sob o n°. 55.097.

Perfil fitoquimico

O material vegetal pulverizado foi extraido exaustivamente por macera¢do com etanol e os
extratos obtidos foram filtrados e evaporados sob pressdo reduzida em evaporador rotativo. A
andlise qualitativa dos principais compostos do metabolismo secundario das cascas e folhas
de Z. joazeiro Mart. foi realizada através de cromatografia em camada delgada (CCD),
seguindo as metodologias descritas por Markhan (1982), Harbone (1984) e Wagner e Bladt
(1996) com a utilizacdo de padrdes e reveladores especificos para alcaldides gerais e xantinas,
saponinas, flavondides, taninos, fendis, antocianinas, lignanas, cumarinas agliconas e
glicosiladas, quinonas, naftoquinonas, antraquinonas agliconas e glicosiladas, monoterpenos,
diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos e esterdis. As ceras epicuticulares foram analisadas

segundo a metodologia descrita por Oliveira e Salatino (2000).

Analise quantitativa

Os extratos foram preparados por decoccdo, durante 30 minutos, em placa de aquecimento

com as amostras pulverizadas (500,0 mg) em 50,0 mL de etanol 80% (v/v), obtendo
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concentracdo final de 10,0 mg/mL. Todo o procedimento foi realizado com seis réplicas

auténticas.

O método Folin-Ciocalteu foi utilizado para determinar os fenois totais e o método da
precipitacdo por caseina, seguida pelo método de Folin-Ciocalteu, foi utilizado para
quantificar os fendis residuais (Folin; Ciocalteu, 1927), os polifenois reagem com reagentes
de oxi-reducdo especificos, formando um complexo de coloracdo azul, passivel de ser
quantificado por espectrofotometria no visivel (Verza, 2007). A quantidade de taninos totais
corresponde a diferenca entre os teores de fendis totais e fenois residuais (Amorim et al.,
2008). Estes resultados foram expressos em mg de acido tanico por g de matéria seca. O
doseamento dos flavondides totais foi baseado na metodologia descrita por Peixoto Sobrinho
et al., (2008) que se baseia na capacidade dos fons aluminio (AI*") reagirem com moléculas
de flavondides do extrato, estabelecendo um complexo estavel flavondide-Al** de coloragéo
amarela cuja intensidade é proporcional a concentracdo de flavondide presente na amostra, a
leitura foi em espectrofotometria com 420nm de comprimento de onda (Amorim et al., 2008).

Os teores de flavonoides totais foram expressos em mg de rutina por g de matéria seca.

Toxicidade seletiva

O bioensaio com Artemia salina Leach. foi baseado na metodologia de Meyer et al. (1982),
onde 10,0 mg do extrato bruto foram transferidos para baldo volumétrico de 5 mL e
adicionados 100,0 uL de Cremophor, 1,0 mL de Tween 80 a 5% e 3,0 mL de a&gua do mar
com pH ajustado para 8,0 (com HCI ou NaOH) e filtrada. Apds homogeneizacgdo das solucdes
em banho de ultrassom, os volumes finais foram completados com agua salinizada. Destas

solucBes foram pipetadas aliquotas e transferidas para novos balGes volumétricos de 5 mL,
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obtendo-se seis concentracdes finais (50, 100, 250, 500, 750 e 1000,0 ug/mL). Os ovos de A.
salina (20,0 mg) foram incubados, sob iluminacdo artificial, por 48 horas, para eclosdo dos
metanauplios, e estes, separados em sete grupos com 10 individuos cada, em tubos de ensaio.
O Grupo | recebeu a solugdo controle (dgua salinizada e tensoativos) e 0s seis seguintes
receberam as solugdes do extrato nas diferentes concentragdes. As amostras foram submetidas
a iluminagdo artificial, durante 24 horas e, apds esse periodo, foram contabilizados 0s
metanauplios vivos e mortos, para a determinacdo das concentracdes letais médias (CLso).

Todo o experimento foi realizado em triplicata.

Analise estatistica

A normalidade dos resultados foi avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov e a analise de
variancia ANOVA: um critério, seguido pelo teste de Tukey foi utilizada para comparar os
resultados, todos pelo programa BioEstat 5.0. As concentracGes letais médias (CLsp) foram

obtidas por meio da analise Probit pelo programa StatPlus com 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Triagem fitoquimica

Os testes mostraram a presenca de alcaldides, antraquinonas, cumarinas agliconas,
flavonoides, terpendides e saponinas e auséncia de naftoquinonas na casca e folha de Z.
joazeiro. Também foi observado que as folhas possuem um perfil fitoquimico mais complexo
em relacdo a casca, sendo detectada a presenga de antocianinas, antraquinonas agliconas,

antraquinonas glicosidicas e lignanas. Em contra-partida, apenas a casca apresentou
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cumarinas glicosidicas. Foram observadas ceras epicuticulares, principalmente acidos graxos
e n-alcanos. Apesar seresm escassos estudos na literatura sobre triagem fitoquimica de plantas
do género Ziziphus, principalmente Z. joazeiro Mart., os trabalhos realizados enfatizam o
isolamento de terpenos e, em especial saponinas, que estdo relacionados ao seu uso mais

fregiiente.

Observou-se na CCD trés manchas, com fatores de retencdo (Rf) para terpenos,
sugerindo diferentes compostos, o0 que corrobora com os achados de Barbosa Filho et al.
(1985) que isolaram acido betulinico e acido oleandlico do extrato bruto cloroférmico da
entrecasca e sua fracdo metandlica mostrou a presenca de uma saponina. Demais estudos
isolaram novos terpendides a partir de extratos da espécie, como os estudos conduzidos por
Higuchi et al. (1984) que isolaram trés novas saponinas (jujubogenin 3-O-a--
arabinofuranosyl-(1 — 2)-[B--glucopyranosyl(1 — 3)]-a--arabinopyranoside, its 4-O-sulphate
and 3",4-di-O-sulphate, respectivamente). Schihly et al. (2000), ao aprofundarem a pesquisa
com os triterpenos e saponinas, isolaram, do extrato metandlico da entrecasca, duas novas
saponinas e uma aglicona, que foram chamadas de joazeirosideo A e B e joazeirogenina,

respectivamente.

As amostras estudadas apresentaram fendis simples e flavondides, compostos que tém grande
importancia devido as suas agfes farmacologicas, com destaque para agdo antioxidante,
antidiabética e hipocolesterolemiante (Harborne e Williams, 2000; Martens e Mithofer, 2005).
Estudos realizados por Oliveira et al. (2000; 2003) referem que folhas de Ziziphus joazeiro
Mart., tem cera epicuticular rica em n-alcanos e acidos graxos que retém agua na planta, além
de triterpendides (lupeol, beta-amirina, epifriedelinol e acido ursélico), o que confirma nossos

achados.
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Analise quantitativa

O teste Kolmogorov-Smirnov apresentou distribuicdo normal dos resultados e por isto foram
utilizados testes paramétricos. A equacdo de correlacdo e o coeficiente de determinacdo
obtidos para fendis e taninos totais foram y = 0,0755x + 0,0161 e R® = 0,9957,
respectivamente, e para flavonéide foram y =0,0257x + 0,0128 e R* 0,9992, respectivamente

(Figura 1).
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FIGURA 1 - Curva de calibracdo construida com &cido tanico (a) empregada para quantificar
fenais totais e taninos; e construida com rutina (b) utilizada para quantificar os flavonoides

nos extratos de casca e folha de Ziziphus joazeiro Mart.

As cascas de Z. joazeiro apresentaram um baixo teor de fendis totais (9,06 + 0,72 mg/g) e
taninos (2,14 + 0,19 mg/g), ndo apresentando valores quantitativos satisfatorios para
flavonoides. Entretanto, as folhas de Z. joazeiro apresentam teores de fendis totais (26,01 +

1,75 mg/g) e taninos (11,02 + 1,10 mg/g) superiores aos da cascas e elevados niveis de

flavonoides (15,94 + 0,47 mg/qg).
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A quantidade de metabdlitos variou intraespecificamente em relacdo as cascas e folhas. Foi
observado durante 0 monitoramento que as folhas de Z. joazeiro apresentaram flavondides,
diferentemente das cascas. Antagonicamente ao esperado, o teor de taninos foi maior nas

folhas do que nas cascas, onde este metabdlito € mais predominante.

H& uma forte tradicdo em torno do uso medicinal na Caatinga de cascas de diversas espécies
ricas em tanino, o0 que aponta uma predominancia quanto a este tipo de metabolito.
Provavelmente, esta preferéncia pelas cascas as folhas de Z. joazeiro, ocorre porque as cascas

mantém-se como recurso disponivel durante todo o ano (Monteiro et al., 2005).

Toxicidade seletiva frente A. salina Leach.

Meyer et al. (1982) estabeleceram uma correlacao entre o grau de toxicidade e a concentracao
letal média (CLso), apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina, sendo
considerado toxico até¢ 500,0 pg/ml, moderadamente toxico de 500-1000,0 pg/ml e atoxico

acima de 1000 pg/ml.

A partir desta escala pode-se observar que os extratos da casca (796,60 pug/mL) e da folha
(609,46 png/mL), embora se exclua a possibilidade de serem classificados como tdxico, ndo
podem ser considerados atdxicos, visto que foram ativos frente as larvas de A. salina e
exibirem valores de CLsp abaixo de 1000,0 ug/mL. Também foi observado durante o
experimento que, ap6s 24 horas de exposicdo, houve um nimero significativo de ébitos das
larvas de A. salina expostas tanto para as folhas quanto para a casca (Figura 2). A analise
comportamental das larvas nas concentragcbes de 250-1000,0 ug/mL do extrato da casca

revelou diminuicdo na movimentacdo larval em relacdo ao controle e de 500-1000,0 pug/mL
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para 0 extrato das folhas, demonstrando que concentracdes elevadas dos extratos tém
influéncia direta sobre a movimentacao das larvas. As larvas expostas a concentracdo maxima
(1000,0 pg/mL) dos extratos da casca e folha, apresentaram percentuais de vivos inferiores a

40% e 20%, respectivamente.
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FIGURA 2 - Taxa mortalidade (%) de Artemia salina Leach. em funcdo da concentracdo dos

extratos (ug/mL) das cascas (a) e folhas (b) de Ziziphus joazeiro Mart.

Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Estevao et al. (2008), que ao avaliarem
a toxicidade do extrato etandlico da entrecasca de Z. joazeiro frente as larvas de A. salina,
verificaram moderada toxicidade, com CLs inferior a 1000 ug/mL. Um estudo realizado com
0 extrato etandlico a 95% da casca de Z. joazeiro, na concentracdao de 1000,0 pg/ml, revelou
baixa acéo larvicida frente ao mosquito Aedes aegypti e alta toxicidade frente as larvas de A.

salina, com um total de 83% de dbitos ao término do experimento (Luna et al. 2005).

Dolabela (1997) criou um critério de classificagdo dos solventes hidroetanolicos, com base
nos niveis de CLsg frente as larvas de A. salina, e estabeleceu uma correlacéo entre o limite de
toxicidade para A. salina e a acdo anti-tripanossdmica onde a maioria dos extratos com acéo

frente as larvas de A. salina exibiram toxicidade moderada ao protozoario. A toxicidade aguda
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e DLso do extrato aquoso das cascas foi avaliada com ratos machos e fémeas, por via oral,

com 1-5,0 g/kg, ndo sendo observado efeito letal em nenhuma dose (Alviano et al., 2008).

CONCLUSAO

Este estudo teve como importancia observar que os teores de metabolitos presentes nas folhas
s80 superiores aos presentes nas cascas, sendo assim, a substituicdo do uso popular das cascas
pelas folhas (fonte renovavel), poderia constituir uma atitude importante para a preservacao
da espécie. Observou-se também a presenca de metabolitos secundarios na espécie estudada
ainda n&o foram mencionados na literatura.

A utilizacdo do bioensaio de letalidade da A.salina na avaliacdo de extratos brutos das cascas
e folhas de Z. joazeiro foi simples e eficiente revelando resultados interessantes, os quais
foram considerados moderadamente tdxicos. Estes extratos podem vir a apresentar atividade

citotéxica.
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Titulo: Atividades antioxidante e antimicrobiana de Ziziphus joazeiro mart. (Rhamnaceae):

avaliacdo comparativa entre cascas e folhas.
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ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF Ziziphus joazeiro MART.

(RHAMNACEAE): COMPARISON BETWEEN BARK AND LEAVES

The objectives of this study were to determine the antioxidant and antimicrobial activities of
the bark and leaves of Ziziphus joazeiro Mart. The antioxidant activity was assayed by the
DPPH and the antimicrobial disk diffusion followed by minimum inhibitory concentration
(MIC). The results of antioxidant activity showed ECsy of 461.88 and 1743.05 mg/mL for the
leaf and bark, respectively. Samples were active against 70% of the bacteria tested. The leaf
extract showed MIC of 0.25-0.5 mg/mL against Micrococcus luteus and 0.125-0.250 mg/mL
against Mycobacterium smegmatis, while the bark extract showed MIC of 0.5-1.0 mg/mL

against M. smegmatis.

Keywords: juazeiro; DPPH; MIC.
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INTRODUCAO

A atividade metabdlica normal produz constantemente radicais livres que reagem com
DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis, promovendo danos que podem
contribuir para o envelhecimento e o aparecimento de doencas degenerativas, como cancer,
aterosclerose, artrite reumatica.’ Antioxidantes sdo substancias que retardam ou previnem
significativamente a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo e/ou
propagacdo da reacdo de oxidacdo em cadeia.®

Pertencente a familia Rhamnaceae, o género Ziziphus Mill. possui cerca de 100
espécies amplamente distribuidas no globo, sendo Z. joazeiro Mart., conhecida por juazeiro
ou laranjeira-do-vaqueiro, o representante mais notavel do bioma Caatinga.” Z. joazeiro
apresenta vasto uso popular para o tratamento de problemas de pele como dermatites e
micoses. ¥*° De acordo com Albuquerque e et al. (2007a)® a planta inteira possui diversos
usos medicinais, como anti-séptico bucal, contra problemas dermatoldgico (caspa, sarna,
dermatite por seborréia e coceiras), do sistema respiratorio (asma, tosse, pneumonia,
tuberculose, bronquites, inflamacdo de garganta e gripe) e sistema digestério (constipacéo,
estomatite e ma-digest&o), sendo ainda relatado o uso como cicatrizante. 2

Estudos da atividade antifingica com a entrecasca da planta foram realizados com a
finalidade de avaliar a agdo contra moniliase e dermatoses. Observou-se atividade importante
frente a Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Fonsecaea pedrosoi, com valores de
CMI inferiores ao do controle (anfotericina B) e Candida guilliermondii, Trichophyton
rubrum, Candida guilliermondii, com resultados semelhantes ao do antibidtico de
referéncia.’® Este fato, somado ao alto custo dos antibi6ticos de Gltima geracéo e o fendmeno
de resisténcia de droga emergindo, aumenta a procura por novas substancias com menor

custo.”
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Em estudos conduzidos por Alviano et al (2008),*2 o extrato aquoso, da entrecasca de
Ziziphus joazeiro Mart., apresentou atividade contra bactérias da microbiota oral, associadas a
doencas peridentais, Prevotella intermédia, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium
nucleatum, Streptococcus mutan e Lactobacillus casei, bactérias cariogénicas. A atividade
antioxidante também foi avaliada pelos autores a partir de ensaios fotométricos, apresentando
0 extrato aquoso da entrecasca um bom potencial antioxidante.

Ensaios pré clinicos sdo relatados por Nunes et al. (1987),* avaliando a atividade
antipirética do extrato aquoso das cascas de Jua em coelhos infectados com a endotoxina de
E. coli. Os autores relataram que houve uma diminuicdo significativa da febre nos animais
através da administracdo oral da infusdo. A acdo antipirética foi também observada para o
extrato metanolico das folhas de Zizyphus oxyphylla Edgew.™

Em relacdo a composicdo quimica da entrecasca da planta, € relatada a presenca de
4cido betulinico, 4cido oleanélico e saponina.'®” A cera epicuticular das folhas de Z. joazeiro
Mart. é rica em n-alcanos que retém &gua na planta, além de triterpendides (lupeol, beta-
amirina, epifriedelinol e 4cido ursélico).*®*°

Schiihly et al. (1999, 2000)**?! isolaram, do extrato metanélico da entrecasca, duas
novas saponinas e uma aglicona, e posteriormente realizaram testes antimicrobianos
utilizando extrato bruto com diclorometano, para o qual se observou atividade apenas frente a
bactérias Gram-positivas, com destaque para Staphylococcus epidermiddis e Bacillus cereus.

O presente estudo analisou a atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos
etanolicos de Ziziphus joazeiro Mart., por meio de uma investigacdo comparativa entre cascas
e folhas. Para o estudo da atividade antimicrobiana foram testadas cepas relacionadas a

infeccdes nosocomiais e da flora bacteriana da pele com queimadura.
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PARTE EXPERIMENTAL

Caracterizacdo da area e coleta de material vegetal

A coleta foi realizada no municipio de Altinho, distante 163 km do Recife, localizado
no Agreste central de Pernambuco e com area total de 454.486 kmz2, com clima Bsh (semi-
&rido quente),”? na zona rural deste municipio, na comunidade de Cardo (08°35°13,5”S ¢

36°05°34,6”W) a 469 m acima do nivel do mar, localizada a 16 km do centro urbano.

Preparacao do material vegetal

As amostras coletadas de Z. joazeiro foram acondicionadas em sacos de papel até o
processo de secagem. O material testemunho foi armazenado no Herbario UFP Geraldo
Mariz, do Departamento de Botanica na Universidade Federal de Pernambuco (exsicata de n°.
55.097). Apos secagem a temperatura ambiente, o material foi submetido a trituracéo, sendo o

po resultante devidamente identificado.

Avaliacéo da capacidade antioxidante dos extratos

A acdo antioxidante foi analisada pela capacidade dos antioxidantes presentes no
joazeiro em captarem o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), conforme a
metodologia descrita por Sousa et al. (2007).2 Como controle, foi utilizado 0,5 mL de
solucéo etandlica de DPPH 1 mM e 3 mL de etanol. Para avaliar a atividade captadora de

radical, foi obtida a porcentagem de inibicdo, conforme a equagéo:
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(AbSControIe — Abs Amostra)
Abs

% de Inibicdo = } X 100

Controle
Onde: Abs controle = absorbancia do controle (solucdo de DDPH sem antioxidante); Abs

amostra = absorbancia da amostra a ser testada. Comprimento de onda: 517nm.

A determinacdo da CEsp, ou seja, concentracdo da amostra ou padrdo que causa 50%
de inibicdo da concentracdo inicial de DPPH, foi obtida por regressdo linear dos pontos

plotados graficamente, utilizando os valores das médias em triplicata.
Ensaios microbiolégicos

A atividade antimicrobiana foi avaliada em dois ensaios. Inicialmente realizou-se o
teste de difusdo em disco de papel conforme Bauer et al. (1966),** com adaptacdes.
Posteriormente, para 0s extratos que apresentaram halos de inibicdo acima de 15 mm,

determinou-se a Concentracdo Minima Inibitdria.?®
Microorganismos testes

Os extratos de Z. joazeiro foram avaliados frente a microrganismos representantes de
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, alcool-acido resistentes, fungos filamentosos e
leveduras (Tabela 1) cultivados em meios apropriados para cada espécie.

Os microrganismos selecionados estdo associados a infeccdo nosocomial e estdo
presentes na flora bacteriana colonizante da ferida por queimadura, cujo tratamento é
importante para evitar complicacdes infecciosas mais graves.?® Estes foram doados pelo

Laboratorio de Bacteriologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
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Pernambuco, sendo posteriormente incorporados a colecdo de microorganismos do

Departamento de Antibidticos da UFPE.

Difusdo em disco

Os microrganismos utilizados nos testes, foram mantidos nos meios de agar
correspondentes, a 5 © C. Para o teste previamente dito, foi preparada uma suspensdo dos
microrganismos em solucéo fisiolégica estéril, a uma concentracdo de 3 x 10 8 UFC/ mL, apds
terem sido repicados com 24 horas de antecedéncia (com exce¢do de Mycobacterium
smegmatis e Candida albicans que foram 48 horas), para que fossem usadas colénias no apice
da curva de crescimento, na escala padronizada MacFarland de 2,0 para Mycobacterium
smegmatis e para os demais na escala de 0,5 a 1,0.2” Os solventes bem como os diluentes
utilizados na dissolucdo dos extratos foram usados como controle negativo. Os testes foram
sempre realizados em triplicata.

A leitura dos halos de inibicdo foi realizada, ap6s incubacdo, a temperaturas de 30°C
para Mycobacterium smegmatis e Candida albicans, durante 48 horas e 35 °C para as demais
bactérias durante 24 horas.

Foi avaliado o grau de atividade para cada amostra, comparando os didmetros dos
halos de inibicdo e nimero de resultados positivos frente aos microorganismos estudados,
sendo considerado que o extrato tem forte atividade quando o mesmo produz halos superiores
a 16 mm; moderada atividade, para halos entre 13 mm e 15 mm e baixa atividade para halos

abaixo de 12 mm.
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Concentracdo Minima Inibitoria (CMI) em meio solido

Para a determinacdo da CMI foi usada a técnica em meio sélido, usando concentracfes
de 5000, 2500, 1250, 1000, 500, 250, 125, 60, 30 e 10 ug/mL, de acordo com as
recomendacdes do NCCLS (1997)%. Os testes foram realizados em duplicata. Empregaram-se
nesta etapa 0s seguintes microorganismos para cascas: Mycobacterium smegmatis e
Enterococcus faecalis, e para folhas: Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus e
Mycobacterium smegmatis, pois para estes microorganismos observou-se halos de inibi¢éo
superiores a 15mm.

A suspensdo-indculo das amostras testadas foi preparada em solucdo salina (NaCl p/v
0,85%), a partir de culturas de 18-20 horas em &gar Muller Hinton, e a turbidez da suspensao
foi padronizada com o tubo 0,5 da escala de MacFarland. As placas foram inoculadas, ap6s 30
minutos de preparo do in6culo. Apds incubacdo de 48 horas para Mycobacterium smegmatis e
24 horas para as demais bactérias a 37°C foi observada a ocorréncia de turvacdo das cepas
presentes na superficie da placa.

A CMI foi definida como a menor concentracdo dos extratos capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos visiveis a olho nu, em comparacdo ao controle. Foram
levados em consideracdo 0s niveis aceitaveis de inibicdo dos extratos de plantas quando
comparados com os padrdes, sendo considerados fortes inibidores até 500 pug/mL; inibidores

moderados entre 600 e 1500 pg/mL; inibidores fracos acima 1600 pg/mL.%

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao da capacidade antioxidante dos extratos
Os resultados da atividade antioxidante CEsy foram 461,88 e 1743,05 pg/mL para

folhas e cascas, respectivamente. No entanto, estes resultados estdo abaixo dos padrfes acido
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ascorbico (CEsp = 13,95 pg/mL) e rutina (CEso = 40,48 pg/mL). Na Figura 1 sdo apresentados
os dados da porcentagem de atividade antioxidante das amostras das folhas e cascas de Z.

joazeiro e padrdes.

Acido ascorbico
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B3 Casca o

=
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Concentragéo (pg/mL)
Figura 1. Porcentagens de atividade antioxidante obtidas pelo teste de DPPH nas

concentragdes de 25, 50 e 100 pg/mL.

Alviano et al. (2008)™ utilizando 0 mesmo método avaliaram a atividade antioxidante
de Z. joazeiro e obtiveram para o extrato etandlico da entrecasca um melhor potencial
antioxidante (CEsp = 821.4 +35.3 pg/mL). Acredita-se que a discordancia com os valores
obtidos no presente estudo é devido a variacdo da area de coleta. As amostras analisadas no
presente trabalho (cascas e folhas de Z. joazeiro) apresentaram atividade antioxidante inferior

aos controles.
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Teste de difusdo em disco

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados dos halos de inibicdo (mm). Observa-se
que a levedura Candida albicans foi inibida fracamente pelo extrato das cascas da planta, no
entanto Cruz et al. (2007)*° em seu trabalho sobre plantas medicinais utilizadas para o
tratamento de micoses, observou que C. albicans foi sensivel ao extrato aquoso das cascas de
Z. joazeiro, apresentando CMI de 25 pg/mL. Os diferentes métodos extrativos e diferentes

locais de coleta podem ter levado a resultados distintos.

Tabela 1. Resultados dos halos de inibicdo (mm) para os microorganismos testes, das cascas

e folhas de Ziziphus joazeiro Mart.

Microorganismo Cascas Folhas
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416) - 1150
Escherichia coli (UFPEDA 224) - -
Staphylococcus aureus (UFPEDA 01) 115+0,5 -
Bacillus subtilis (UFPEDA 86) 120+1,0 -
Candida albicans (UFPEDA 1007) 10,5+0,5 -
Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) 220+3,0 340+40
Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) 13,0+1,0 -
Serratia marcescens (UFPEDA 352) 10,0+0 -
Klebsiella pneumonae (UFPEDA 369) 120+0 11,00
Enterobacter aerogenes (UFPEDA 739) 110+10 1500
Acinetobacter baumanni (UFPEDA 738) - -
Proteus mirabilis (UFPEDA 737) 10,0£1,0 -
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416) - 11,00
Proteus vulgares (UFPEDA 740) 105+05 10,0x0
Micrococcus luteus (UFPEDA 100) 125+05 16,0+1,0

Enterobacter cloacae (UFPEDA 55) - -
Staphylococcus sp. Coagulase (UFPEDA 629) - -
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Streptococcus pyogenes (UFPEDA 07) 105+0,5 10505

UFPEDA = Colecdo do Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de
Pernambuco. (-) = N&o apresentou halo de inibicdo

O extrato com atividade mais expressiva foi 0 das cascas que inibiu 66,66% dos
microrganismos testados. Deve ser ressaltado que o extrato na concentracdo de 10 mg/mL,
inibiu tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas e alcool-acido resistente.

Trabalhos sobre a atividade antimicrobiana de outras espécies de Ziziphus, sdo citados
na literatura. Ali-Shtayeh et al.(1998)*° ao realizarem estudo com 20 plantas usadas na
medicina popular da Palestina observaram para Ziziphus spinachristi uma fraca atividade
frente as bactérias testadas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e C. albicans), com halos que variaram de 6 a
10mm.

Em estudo desenvolvido por Adamu et al. (2005)%, extratos aquosos de quatro
espécies de Ziziphus (Z. abyssinica, Z. spina-christi, Z. mauritiana e Z. mucronata), coletadas
na Nigéria, mostraram atividade contra cepas de Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus and Escherichia coli, no entanto apenas a espécie Z. mucronata

apresentou halos de inibicdo maiores que 15mm.
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Concentracdo minima inibitéria (CMI) em meio solido

A concentracdo minima inibitéria (CMI) em meio sélido foi determinada para os
extratos que apresentaram atividade antimicrobiana mais significativa (Tabela 2). Observa-se
que a CMI dos extratos das cascas de Z. joazeiro variou entre 0,5 e 1,0 mg/mL, para
Mycobacterium smegmatis, sendo este extrato considerado um inibidor moderado. Para esta
mesma bactéria, o extrato das folhas mostrou-se mais eficaz, com CMI entre 0,125 e 0,250
mg/mL, sendo considerado um forte inibidor. O extrato das folhas também foi um forte
inibidor para Micrococcus luteus cuja CMI foi de 0,25-0,5 mg/mL. J& para Enterococcus
faecalis e Enterobacter aerogenes os extratos das cascas e das folhas de joazeiro sdo
considerados inibidores fracos, apresentando CMI’s respectivamente >10,0 mg/mL e entre 5,0

e 10,0 mg/mL.

Tabela 2. Concentra¢do minima inibitéria (CMI) em mg/mL em meio sélido dos extratos das

cascas e folhas de Ziziphus joazeiro Mart.

Microorganismo Cascas Folhas

Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) 0,5-1,0 0,125-0,25

Enterococcus faecalis ATCC 6057 >10,0 -
Enterobacter aerogenes (UFPEDA 739) - 50-10,0
Micrococcus luteus (UFPEDA 100) - 0,25-0,5

(-) = Teste ndo realizado

Cruz et al., 2007,'° verificaram que o extrato aquoso das cascas desta espécie inibiu

100% dos fungos testados (6 espécies), com CMI variando entre 6,25 a 400 ug/mL. Da
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mesma forma, Alviano et al. (2008)* também observaram efeito inibitério em estudos
conduzidos com o extrato aquoso apresentando atividade contra 5 bactérias da microbiota
oral, associadas a doencas peridentais e cariogénicas com CMI variando entre 1000 e 16000
ug/mL.

Outra espécie de Ziziphus, como Ziziphus spinachristi foi testada recentemente por
Eldeen et al. (2008)*, em um estudo comparativo entre diferentes tipos de extratos
(diclorometano, acetato de etila e etandlico) e duas partes da planta (cascas e folhas) frente a
Mycobacterium aurum A+, onde foi observada melhor atividade com o extrato etanélico das
cascas (CMI de 0,39 mg/mL). Para as folhas a CMI foi de 6,25 mg/mL.

A espécie Zizyphus jujuba, considerada exdtica na Europa e no Sudeste Asiatico foi
testada por Al-Reza et al. (2009)* frente cinco diferentes cepas de Listeria monocytogenes,
bactéria responsavel pela deteriorizacdo precoce de alimentos. Os quatro extratos de cascas
testados (hexanico, cloroférmico, acetato de etila e metandlico) tiveram comportamento
semelhante, com variagdo de CMI entre 0,0625 a 0,500 mg/mL, sendo o extrato hexanico o
menos ativo.

A partir de levantamento realizado em bancos de dados internacionais sobre a
patogenia das bactérias, as quais 0s extratos obtiveram melhores resultados, foi observado que
Mycobacterium smegmatis, € uma espécie de bacilo alcool-acido resistente, originalmente
isolada do esmegma humano, saprofita, geralmente ndo patogénica (patdgeno oportunista),
estd associada a lesbes dos tecidos moles, apds trauma ou cirurgia. Tambem é relatado como
um possivel fator na carcinogénese peniana, além de estar relacionada a doencas genitais
como cancros sifilicos, é encontrada no solo e na 4gua.®

Enterobacter aerogenes sdo bastonetes Gram-negativos, encapsulados, produtores de
gas e encontrados amplamente na natureza. Existem tanto as cepas moveis quanto as imaveis.

A espécie é intimamente associada a infec¢es nosocomiais, incluindo insercGes de cateteres
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venosos e procedimentos cirurgicos. Micrococcus luteus € uma bactéria Gram-positiva e seu
habitat primario é a pele de mamiferos. Enterococcus faecalis normalmente presente na flora
intestinal humana é responsavel por infeccdes intestinais e urinérias. *

O extrato vegetal de Z. joazeiro devido ao seu potencial antimicrobiano pode ser

considerado um recurso promissor para o tratamento de tais enfermidades.
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6. Conclusao
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6. CONCLUSAO

Observou-se na triagem fitoquimica metabdlitos secundarios que ndo foram citados na
literatura, sendo o extrato das folhas de Ziziphus joazeiro Mart. que apresentou maior nimero
destes compostos.

Considerando que foram observadas diferencas significativas entre os teores de fenois
totais, taninos e flavondides nos extratos analisados, onde as folhas apresentaram maior teor
(no extrato da casca ndo foi encontrado um teor de flavonoide significativo), levando em
consideracdo as propriedades farmacoldgicas que estes metabdlitos possuem, propde-se um
sistema de manejo e extracdo que promova, em determinadas épocas, a intercalacdo ou até
mesmo mudanca dos recursos, visando reduzir a pressao sobre as cascas evitando a destruicéo
de arvores desnecessariamente, pois culturalmente a parte da planta mais utilizada pela
populacéo é a casca.

As folhas e cascas néo tiveram uma atividade antioxidante significativa se comparada
com os controles utilizados, no entanto ambos 0s extratos apresentaram esta atividade,
havendo uma possibilidade de desenvolver produtos fitoterapicos afim de retardar ou prevenir
significativamente a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas ao inibirem a iniciacdo ou a
propagacao da reacdo de oxidagdo em cadeia.

A CL 5 foi utilizada para demonstrar a concentragdo toxica dos extratos das cascas e
folhas da espécie. Artemia salina se apresentou como um bom indicador de toxicidade
preliminar, além de constituir um teste simples de baixo custo. O extrato foliar apresentou
maior toxicidade quando comparada ao extrato da casca, no entanto ambos foram
considerados moderadamente tdxicos, possibilitando estudos futuros de citotoxicidade.

Os experimentos laboratoriais realizados durante esta pesquisa demonstraram que a
espécie é capaz de inibir o crescimento de cerca de 66% dos microorganismos testados, sendo
maior numero de cepas inibidas com o extrato das cascas, no entanto o extrato foliar
apresentou resultados mais significativos.

Pela CMI foi considerado o extrato da casca como um inibidor moderado a fraco
frente as cepas testadas e o extrato foliar foi considerado um forte inibidor destas mesmas
cepas, havendo a possibilidade de se desenvolver medicamentos a partir das folhas desta
planta de tradicional valor dermatoldgico e antimicrobiano.

Embora os resultados obtidos neste estudo suportem o uso fitoterapico deste vegetal
ndo se recomenda, sem estudos toxicoldgicos mais aprofundados, o uso desta planta no

combate a infeccdes severas.
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Propde-se um aprofundamento de estudos pré-clinicos de Z. joazeiro a fim de se
estabelecer uma concentragdo segura e efetiva para o uso pela populagéo.
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