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antimicrobiana e antioxidante de espécies de Arecaceae
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novos antimicrobianos. Além disso, o dano celular gerado em decorréncia da produgdo de radicais livres na presenga de patdégenos

também configura um fator importante para a busca de novos compostos bioativos. Objetivo: Avaliar as atividades antioxidante

Rodrigo Luiz Fabri | (MSFoEt), frutos e raizes de Mauritia flexuosa L.f. (MFFrEt e MFREt), sementes de Ptychosperma pullenii Essig (PPSEt), polpa de
Raphia vinifera P. Beauv. (RVPoEt), frutos de Syagrusschizophylla (Mart.) Glassman (SSFrEt) e do extrato aquoso de frutos de
Areca catechu L. (ACFrAq). Material e Métodos: Foram realizadas analises fitoquimicas, determinagéo do teor de flavonoides,
determinag&o do potencial antioxidante, através de redugédo do complexo fosfomolibdénio, reducdo do radical DPPH e inibigdo do
sistema B-caroteno/acido linoleico, e atividade antimicrobiana, através da determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM).

Resultados: A prospecgédo fitoquimica revelou a presenca de alcaldides, cumarinas, taninos, triterpenos, esteroides, flavonoides
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Instituto de Ciéncias Bioldgicas, PPSEt e MFREt apresentaram resultados significativos para redugdo do complexo fosfomolibdénio (83+0,3; 106+1,8; 25+1,6
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e antraquinonas. O teor de flavonoides totais variou entre 17,9 e 76,2 mg/g equivalentes a rutina. Os extratos MSFoEt, RVPoEt,
e 29+4,5 % da atividade antioxidante relativa a quercetina, respectivamente) e inibigdo do radical DPPH (CE50 de 1,0£0,2;
1,7+0,2; 8,4+0,7 e 3,8+0,3 pug/mL, respectivamente). Para estes extratos realizou-se o método B-caroteno/acido linoleico, com
porcentagem de inibigdo da oxidagdo de 49,0+2,6; 41,4+0,6; 45,0+1,9 e 51,4%+1,7 %, respectivamente. Quanto a atividade
antimicrobiana, todos os extratos inibiram pelo menos um microrganismo, sendo que MFREt obteve resultados mais promissores,
principalmente para Enterococcus faecalis (CIM 8 ug/mL) e Klebsiella pneumoniae (CIM 16 ug/mL), respectivamente. Concluséo:
Foram identificados extratos de espécies da familia Arecaceae com significativa atividade antioxidante e antimicrobiana com
destaque para a espécie M. flexuosa. As atividades apresentadas podem estar relacionadas aos metabdlitos encontrados nos

extratos, principalmente os flavonoides. No entanto, mais estudos s&o necessarios para compreender os resultados encontrados.
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ABSTRACT

Introduction: The incidence of microorganisms resistant to conventional therapies awakens the need for development of new
antimicrobials. In addition, the cellular damage caused by free radical production in the presence of pathogens also represents
an essential factor in the search for new bioactive compounds. Objective: In this study, we evaluated the antioxidant and
5 Rodrigo Luiz Fabri antimicrobial activities of ethanolic extracts of Bactris gasipaes Kunth leaves (BGFoEt), Manicaria saccifera Gaertn. (MSFoEt),
fruits and roots of Mauritia flexuosa L.f. (MFFrEt and MFREt), seeds of Ptychosperma pullenii Essig (PPSEt), pulp of Raphia
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vinifera P. Beauv. (RVPoEt), Syagrusschizophylla (Mart.) Glassman fruits (SSFrEt) and the aqueous extract of Areca catechu

antioxidant potential, through phosphomolybdenum complex reduction, DPPH radical reduction and inhibition of B-carotene/
linoleic acid system, and antimicrobial activity, through determination of minimum inhibitory concentration (MIC), were performed.
Results: Phytochemical prospection revealed the presence of alkaloids, coumarins, tannins, triterpenes, steroids, flavonoids and
anthraquinones. The total flavonoid content ranged from 17.9 to 76.2 mg/g rutin equivalent. The MSFoEt, RVPoEt, PPSEt and
MFREt extracts showed significant results for phosphomolybdenum complex reduction (83+0.3; 106+1.8; 25+1.6 and 29+4.5
% of antioxidant activity relative to quercetin, respectively) and DPPH radical inhibition (CE50 of 1.0+0.2; 1.7+0.2; 8.4+0.7 and
3.8+0.3 pg/mL, respectively). For these extracts, the B-carotene/linoleic acid method was performed, with oxidation inhibition
percentage of 49.0+2.6; 41.4+0.6; 45.0+1.9 and 51.4+1.7 %, respectively. As for antimicrobial activity, all extracts inhibited
at least one microorganism, and MFREt obtained more promising results, especially for Enterococcus faecalis (MIC 8 pg/mL) and
Klebsiella pneumoniae (MIC 16 pg/mL), respectively. Conclusion: This work identified extracts of species of the Arecaceae family
with significant antioxidant and antimicrobial activity, especially the species M. flexuosa. The presented activities may be related to

metabolites found in the extracts, especially flavonoids. However, further studies are needed to understand the obtained results.
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INTRODUCAO

O surgimento de microrganismos resistentes e
infecgdes oportunistas tém aumentado nos Ultimos anos!.
O periodo necessario para a ocorréncia do fenémeno
de resisténcia mostra-se surpreendentemente curto
devido a capacidade de adaptagdo dos microrganismos
a ambientes hostis.?2 Essa resisténcia apresentada por
varios patdégenos é um fen6meno genético, que codifica
diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a
acdo de farmacos.? Desta forma, torna-se necessaria
a descoberta de substancias que atuem no combate
a resisténcia de microrganismos patogénicos e nas
infeccbes oportunistas, sendo essas preferencialmente
substancias com menor toxidez.*

O estudo da atividade antimicrobiana das
espécies vegetais é de grande relevancia, visto que,
algumas substancias oriundas de seu metabolismo
especial podem inibir o crescimento microbiano.> As
propriedades medicinais das plantas ndo estdo restritas
a atividades antimicrobianas, elas podem possuir
outras propriedades, dentre elas antioxidantes, que
também despertam o interesse da pesquisa cientifica.5¢
Alguns microrganismos podem desencadear processos
inflamatodrios, levando a inducdo da producdo de
citocinas inflamatdrias da resposta imune inata.” A
inflamagdo esta associada a danos causados por espécies
reativas de oxigénio (EROs), cujos altos niveis provocam
dano epitelial, ativacdo de proteases e lesdo tissular.®
Portanto, o processo inflamatério pode ser uma resposta
de defesa que ocorre em infecgdes microbianas.

O desequilibrio entre o excesso de radicais
livres e os mecanismos antioxidantes enddgenos, por
sua vez, pode gerar um estresse oxidativo, levando a
danos celulares e a doencgas degenerativas.’ Dentre
algumas doengas geradas pelo efeito cumulativo de
radicais livres encontram-se o cancer, ateroscleroses,
isquemia cerebral, envelhecimento, artrite, displasia
bronco-pulmonar, distrofia muscular, diabetes, disfungdo
cardiovascular, doengas neurodegenerativas, doenga de
Alzheimer, doencas inflamatdrias e distlrbios génicos.101!
Tais doencas e distlrbios podem ter seu risco diminuido
por meio de substancias antioxidantes exdgenas, pois
estas auxiliam na prevengdo através do combate dos
radicais livres que, consequentemente, retarda ou inibe
a velocidade da oxidagdo.® Os flavonoides, taninos e
outras substancias fendlicas, por exemplo, possuem
potencial antioxidante, principalmente, por atuarem
como sequestradores de radicais de oxigénio, podendo
contribuir na prevencdo das patologias.®

A familia Arecaceae (ou Palmae) apresenta
uma grande diversidade de espécies, presentes em
varios biomas, principalmente em regiGes tropicais
e subtropicais.'** No Brasil, sdo encontrados
aproximadamente 40 géneros e 200 espécies.*
Algumas espécies de Arecaceae vém sendo utilizadas

pela populacdo para fins alimenticios,!®> além de serem
utilizadas na industria téxtil e na medicina popular.16-2t As
substancias quimicas oriundas de metabolismo especial
pertencem a diferentes classes, podendo ser encontrados
Oleos essenciais, carotenoides, esteroides, alcaloides,
fenodlicos, flavonoides, além de taninos e saponinas
(Tabela 1). Arecaceae apresenta espécies com uma
grande variedade de atividades farmacoldgicas, dentre
elas, antidepressiva,?? antioxidante,?>2* antibacteriana e
antifiingica.?3:25.26

Diante da necessidade de estudos sobre esta
familia, o presente estudo visa avaliar a atividade
antioxidante e antimicrobiana de sete espécies da familia
Arecaceae (Bactris gasipaes Kunth, Areca catechu L.,
Manicaria saccifera Gaertn., Mauritia flexuosa L.f.,
Ptychosperma pullenii Essig, Raphia vinifera P. Beauv.
e Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman). Além disso,
determinar o perfil quimico por meio de prospecgdo
fitoquimica e determinacdo do teor de flavonoides totais.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e preparo dos extratos

Espécimes de sete espécies da familia Asteraceae
foram coletados no sitio Pindorama (18°51'2" de
latitude sul e 41°56°53" de longitude oeste), localizado
no municipio de Governador Valadares, Minas Gerais,
Brasil, em maio de 2014, de acordo com a licenga
A032F41-23 SISGEN/BRASIL. Uma amostra de cada
espécie foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) com os
seguintes numeros de tombo: Bactris gasipaes Kunth
(CESJ N©° 46077), Areca catechu L. (CES] N° 46078),
Manicaria saccifera Gaertn. (CES] N° 46079), Mauritia
flexuosa L.f. (CES] N° 46080), Ptychosperma pullenii
Essig (CESJ N° 46081), Raphia vinifera P. Beauv. (CES]
N° 46082) e Syagrus schizophylla (Mart.) Glassman
(CESJ N° 46083).

Os o6rgdos vegetais das espécies foram
submetidos a secagem em estufa a 40°C. Os materiais
vegetais secos foram pulverizados e, em seguida,
macerados com etanol, a temperatura ambiente, até a
exaustdo. Para realizar os processos de evaporagdo do
solvente foi utilizado o evaporador rotativo, obtendo-se
extratos etandlicos das folhas de B. gasipaes (BGFoEt)
e de M. saccifera (MSFoEt), dos frutos de M. flexuosa
(MFFrEt) e de S. schizophylla (SSFrEt), da polpa de R.
vinifera (RVPoEt), da semente de P. pullenii (PPSEt) e
da raiz de M. flexuosa (MFREt). O extrato aquoso dos
frutos de A. catechu (ACFrAq) foi obtido por maceragao
dindmica em agua a 50°C por 1 hora e posterior
liofilizagdo.

Analise fitoquimica
submetidos as

Os extratos brutos foram
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Tabela 1: Nome cientifico, parte utilizada, uso popular e classes quimicas encontradas em espécies de Arecaceae.
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Espécie vegetal

Parte utilizada

Uso popular

Classes quimicas
encontradas

Referéncia bibliografica

Areca catechu L.

Raizes, flor, frutos
sementes

Digestiva, estimulante,
doencas parasitarias,
ascite e edema

e

Taninos, procianidinas,
alcaloides, flavonoides e dleos
essenciais

Boucher, Mannan??; Huanga et al?’; Cao et al?®; Yuan

et al??; Shen et al*°; Tang et al3!

Bactris gasipaes Kunth.

Frutos e palmito

Uso alimenticio

Carboidratos, proteinas,
gorduras e provitamina

A, fendlicos, flavonoides e
carotenoides

Adin et al**; Melhoranga Filho, Pereira3?; Spinoza-
Pardo et al33; Martinez-Girdn et al3*

Manicaria saccifera Gaertn.

Tururi (fibra
vegetal) e fruto

Téxtil e uso medicinal para
resfriado, febre e asma

Acidos graxos

Monteiro,¢; Morais, Gutjahr'é; Collin3; Litchfield3®

Mauritia flexuosa L.

Raizes e frutos

Alimentacdo, vermifuga,
cicatrizante e usada em
queimaduras

Flavonoides, carotenoides,
tocoferol, fendlicos, taninos,
saponinas e acido ascorbico

Koolen??; Moura3’; Oliveira et al*®; Vasquez et al®**;
Pereira-Freire et al*’; Faustino et al*'; Speranza et
al*?; Pereira-Freire et al*}; Nonato et al**; Ledo et

al.,*

Ptychosperma pullenii Essig

N3do descrito

Flavonoides

Harbone et al*®

Raphia vinifera P. Beauv.

Exsudato de caule
e fruto

Alimento (vinho de palma),
tratamento de unheiros e
erupcdes cutaneas

Acidos graxos, ésteres de
esteroides, esteroides,
sapogeninas e saponinas
esteroidais

Opute*’; Uzodimma'’; Tapondjou et al*¢; Ojo,
Agboola*®

Syagrus schizophylla (Mart.)
Glassman

Folhas

Bebida alcodlica

Alcaloides, flavonoides e
fenodlicos

Vasquez et al®*?; Oliveira et al*®
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andlises fitoquimicas preliminares para determinagdo
das principais classes quimicas de metabdlitos especiais,
de acordo com o protocolo descrito por Matos,>* com
modificacdes. Solugdes dos extratos foram preparadas
na concentracdo de 1 mg/mL e utilizadas nas analises
posteriores. A identificacdo de alcaloides procedeu-
se pelo método de precipitagdo com os reagentes
Dragendorff, Hager e Mayer. Triterpenos e esteroides
foram analisados através do método de Liebermann-
Burchard; saponinas pelo método de formagdo de
espuma; cumarinas através de solugdo de KOH 10%;
fendlicos através de solugdo de FeCl, 2%; taninos pelo
método de precipitacdo com solugdo de gelatina 2,5%
e flavonoides foram identificados com solucdo de AICI,
5%.

Determinagao do teros de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado
pelo método descrito por Miliauskas et al®?, com
modificacdes. Em tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL
da solugdo amostra (0,5 mg/mL em metanol), 1 mL de
solugdo de AICI;, em etanol (20 g/L), 1 gota de acido
acético glacial e completou-se o volume para 25 mL com
etanol. Apés 40 minutos de incubacdo, sob abrigo de luz
a 20°C, foi realizada a leitura em espectrofotometro UV-
Vis no comprimento de onda de 415 nm. A substancia
rutina (Vetec®) foi utilizada como padrdo. A curva de
calibracdo foi preparada utilizando-se aliquotas de 0,1 a
2,0 mL de uma solugdo etandlica de rutina (0,5 mg/mL).
O branco foi preparado com 1 mL do extrato vegetal,
1 gota de acido acético e completou-se o volume para
25 mL com etanol. O conteldo total de flavonoides foi
expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes
de rutina (ER). Todas as determinacgdes foram realizadas
em triplicata e a média dos resultados foi utilizada para
o calculo do teor de flavonoides.

Atividade antioxidante

Método de sequestro de radicais livres

(DPPHe)

A atividade sequestrante de radicais DPPH foi
determinada pelo método descrito por Brand-Williams
et al*?, com modificagdes. A metodologia consiste em
avaliar a capacidade antioxidante sequestradora do
radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidralazil (DPPH -
Sigma-Aldrich®). O DPPH apresenta uma coloragao
purpura e, por acao de um antioxidante, é reduzido a
difenil-picril-hidralazil (DPPH-H) de coloragdo amarela.
Em uma microplaca de 96 pogos, foram transferidos 100
ML de uma solugdo a 1 mg/mL da amostra. Em seguida,
foram realizadas microdiluigdes sucessivas em 50 pL
metanol e adicionados 150 pL de solugdo de DPPH a 20
pg/mL, em metanol, obtendo-se concentragdes de 250 a
0,90 pg/mL da amostra. A placa foi incubada sob abrigo

de luz e, apdés 30 minutos, foi realizada a leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo Scientific Skanlt®
Multiskan GO, software 3.2) no comprimento de onda
de 515 nm. O branco foi preparado da mesma forma que
as amostras, utilizando-se metanol no lugar da solugao
amostra. Os testes foram realizados em triplicata e o
resultado foi expresso em porcentagem de sequestro de
radicais DPPH, calculado de acordo com a equacao:
Abs branco — Abs amastra

g Inibicio = x 100
’ ¢ Abs branco

Abs absorbéncia mensurada do  branco;Abs :

branco*® amostra *

absorbancia mensurada da amostra.

Também foi determinada a Concentracdo Efetiva
50% (CE,,) em ug/mL, que é a quantidade necessaria da
amostra para reduzir em 50% a agao oxidante do DPPH.
Os controles positivos foram acido ascorbico (Sigma-
Aldrich®), quercetina (Vetec®) e rutina (Vetec®).
Os dados foram apresentados em comparagdo com o0s
controles positivos e reportados como a média + desvio
padrao.

Método do poder de reducdo do complexo
fosfomolibdénio

O ensaio foi conduzido de acordo com o método
proposto por Prieto et al**, com modificagcbes. Os
extratos e padrbes, acido ascérbico (Sigma-Aldrich®)
e quercetina (Vetec®) foram diluidos em etanol 70%
(EtOH), obtendo concentracdo 100 pg/mL. Tubos de
ensaio contendo 300 pL da amostra em solugdo etandlica
e 2 mL da solugdo reagente (28 mL da solucao de fosfato,
12 mL de molibdato, 20 mL de H,SO,) foram fechados
hermeticamente e levados ao banho-maria a 95°C por
90 minutos. A leitura das solugbes das amostras foi
realizada em um espectrofotdmetro UV-Vis (Thermo
Scientific Skanlt® Multiskan GO, software 3.2) a 695
nm. O branco utilizado para a amostra foi preparado
com 300 pL amostra e 2 mL do solvente (EtOH 70%). O
ensaio foi realizado em triplicata e os resultados foram
expressos em porcentagem de Atividade Antioxidante
Relativa (AAR%), sendo a capacidade antioxidante dos
extratos expressas em relacdo ao acido ascérbico e a
quercetina, considerando estes controles com atividade
antioxidante correspondente a 100%. A equacgdo para o
calculo da AAR% encontra-se abaixo.5%

Abs amostra — Abs branco
X
Abs padrio — Abs branco

mensurada do

AARU = 00

Abs absorbéancia branco; Abs

absorbéncia mensurada da amostra; Abs

branco* amostra *

absorbancia

padréo”

mensurada do padrdo.
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Sistema B-caroteno/acido linoleico

A atividade de inibicdo de radicais livres foi
avaliada pelo método B-caroteno/acido linoleico descrito
por Melo e Mancini Filho,>” com modificagdes. A emulsao
contendo o B-caroteno e o acido linoleico foi preparada
adicionando a um erlenmeyer 20 uL de acido linoleico,
265 pL de Tween 40, 1 mL de cloroférmio e 50 uL da
solugdo B-caroteno a 10 mg/mL em cloroféormio. Em
seguida, a mistura passou pelo processo de evaporagao
completa do cloroférmio em nitrogénio. No erlenmeyer,
adicionaram-se 30 mL de &gua destilada, previamente
saturada com oxigénio durante 30 minutos, e agitou-se
vigorosamente. A emulsdo apresentou absorbancia entre
0,6 e 0,7 em 470 nm. Foram preparadas solugdes das
amostras e dos padrdes, rutina (Vetec®) e quercetina
(Vetec®), nas concentracées de 1000 a 31,25 pg/mL.
Em uma microplaca de 96 pogos foram adicionados
250 pL da emulsdo preparada em cada pogo e 10 pL da
solugdo da amostra a ser testada. O controle negativo foi
realizado com 250 pL da emulsdo e 10 pL de metanol para
determinar 100% de oxidacdo. A leitura da absorbancia
foi realizada em um espectrofotémetro UV-Vis (Thermo
Scientific Skanlt® Multiskan GO, software 3.2), no
comprimento de onda de 470 nm, durante 120 minutos
a 45°C, com intervalo de 15 minutos entre as leituras.
O experimento foi realizado em triplicata e os resultados
foram mensurados por meio do calculo de porcentagem
de inibicdo e avaliagao da curva de oxidagao, calculando
o F1 (entre 15 e 45 minutos apo6s o inicio da reagdo) e F2
(entre 75 e 90 minutos apds inicio da reagdo). A queda
da absorbancia da amostra foi relacionada com a queda
da absorbancia do controle negativo, obtendo-se a
porcentagem de inibicdo, segundo a seguinte equagao®s:

Abs controle — Abs amostra

x 100
Abs contrele

% Inibicio =

Abzs amostra = Abs inicial — Abs Final

Abszs controle = Abs inicial — Abs Final

tg da solucio padrie
Fl= —————————— Primeira parte da curva (15 e 45min)

tg controle

A : absorbancia mensurada para o controle negativo; A

controle* amostra *

absorbancia mensurada para a amostra; Abs inicial: absorbancia
inicial; Abs final: absorbancia final; % I: porcentagem de inibigdo

da lipoperoxidagdo; tg: tangente.

Atividade antimicrobiana
Linhagens bacterianas

As linhagens de referéncia utilizadas nesse
trabalho foram: Bacillus cereus ATCC® 14579,
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027, Staphylococcus
aureus ATCC® 25923, Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium ATCC® 13311, Escherichia coli ATCC®
10536, Acinetobacter baumannii ATCC® 19606,
Enterobacter aerogenes ATCC® 13048, Enterococcus
faecalis ATCC® 19433, Klebsiella pneumoniae ATCC®
4352, Streptococcus pyogenes ATCC® 10096. Todas
as linhagens foram gentilmente cedidas pelo Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) -
Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brasil,
e previamente cultivadas durante 24 horas a 35°C em
agar Mueller Hinton, antes da realizagdo dos ensaios.
Determinacdo da inibitéria
minima (CIM)

concentragao

O ensaio de susceptibilidade por microdiluigdo
em caldo foi realizado usando o método descrito pela
Clinical Standard Laboratory Institute para determinagao
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).>°® Todos os
testes foram realizados utilizando caldo Mueller Hinton.
DiluicOes sucessivas de 1000 a 8 pg/mL das amostras
foram preparadas em microplacas de 96 pogos de
poliestireno. Para isso, foram utilizadas solugdes estoque
de 25 mg/mL em DMSO 1%. Em microplacas contendo
100 pL de meio de cultura foram transferidos 80 pul da
solugdo estoque. Para completar o volume final de 200
uL, foram adicionados 20 pl de indculo a 10% UFC/mL
(Unidade Formadora de Coldnia por Mililitro), preparado
a partir da escala turbidimétrica padrdo 0,5 de McFarland
(108 UFC/mL). As placas foram incubadas a 35°C por
24 horas. Cloranfenicol (150 a 0,5 pg/mL) foi utilizado
como controle positivo. O valor de CIM foi calculado
como a menor diluigdo que apresenta completa inibigao
da linhagem testada. Todos os testes foram realizados
em duplicatas.

Analise estatistica

Os resultados da atividade antioxidante
foram expressos como média * desvio padrdao (DP)
e comparados usando ANOVA seguido do teste de
Bonferroni (P<0,05). Todas as analises estatisticas e
graficos foram realizadas utilizando o software Prism
6.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Prospeccao fitoquimica
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A prospeccao fitoquimica revelou que as
espécies estudadas da familia Arecaceae apresentaram
uma ampla composicdo de metabdlitos especiais,
tais como alcaloides, cumarinas, taninos, esteroides,
triterpenos, saponinas, flavonoides e antraquinonas
(Tabela 2). Todas as plantas apresentaram substéncias
fendlicas e pelo menos uma das classes de metabdlitos
pesquisadas.

Teor de flavonoides

Os resultados mostraram que os teores de
flavonoides encontrados nas espécies em estudo
variaram de 17,99 a 76,2 mg/g de extrato equivalentes
a rutina. Os extratos MFREt, PPSEt, MSFoEt, BGFoEt
e RVPoEt foram os que apresentaram maiores teores
de flavonoides com 76,2+4,1; 57,3+9,2; 53,6+7,8,
53,0+3,8 e 47,2+5,5 mg/g, respectivamente (Tabela
3) (P<0,05). Sendo, os extratos PPSEt, MSFoEt, BGFoEt
e RVPoEt considerados estatisticamente iguais quando
comparados entre si (P>0,05).

Atividade antioxidante
Sequestro de radicais livres (DPPHe)

Os resultados da avaliagdo antioxidante dos
extratos pelo método de sequestro de radicais livres
(DPPH) encontram-se representados na Tabela 3 e
expressos na forma de concentragdo efetiva 50%
(CE,), que é a quantidade necessaria da amostra para
reduzir em 50% a acgdo oxidante do DPPH. MSFoEt
apresentou resultado significativo com valor de CE,,
de 1,0 pg/mL, seguido por RVPoEt (CE,, 1,7 pg/mL),
sem diferenca estatistica em relacdo aos controles
positivos, rutina, quercetina e acido ascorbico
(P>0,05). Os extratos MFREt (CE,, 3,8 ug/mL) e PPSEt
(CE,, 8,36 pug/mL) também apresentaram resultados
promissores, mas foram significativamente diferentes
dos controles positivos (P<0,05).

Poder de reducdo do de

fosfomolibdénio

complexo

O método de reducdo do complexo de
fosfomolibdénio também foi utilizado para avaliar o
potencial antioxidante dos extratos da familia Arecaceae
e os resultados demonstraram que os extratos RVPoEt
e MSFoEt apresentaram as melhores atividades em
comparagdo com os padrGes de quercetina e acido
ascorbico, seguidos dos extratos PPSEt e MFREt. Os
valores de atividade antioxidante de RVPoEt e MSFoEt
foram de 105,8+1,8% e 83,2+0,3% em relagdo a
quercetina respectivamente e, 33,4+0,5% e 26,5+0,1%
em relagdo ao acido ascorbico (P<0,05) respectivamente.
RVPoEt demonstrou uma atividade antioxidante para a
redugdo do complexo de fosfomolibdénio semelhante a

atividade do padrdo quercetina (P>0,05) por apresentar
uma porcentagem de atividade antioxidante proxima de
100, valor referente a atividade da quercetina (Tabela
3).

Sistema B-caroteno/acido linoleico

O ensaio do sistema B-caroteno/acido linoleico
foi realizado com os extratos que apresentaram
melhores resultados no método de sequestro de radicais
livres (MSFoEt, RVPoEt, MFREt e PPSEt). Essa atividade
antioxidante avalia as etapas do processo de oxidagao
do sistema B-caroteno/acido linoleico que podem ser
divididas em iniciagdo, propagacdo e fase terminal. A
determinagdo do decaimento, processo de oxidacgado, foi
analisado na absorbéncia a 470 nm (descoramento do
B-caroteno) em relagdo ao tempo de reagao (Figura 1),
que permitiu o calculo dos valores de F1 e F2 (Tabela 3),
os quais forneceram dados adicionais sobre a atividade
antioxidante. Os extratos testados apresentaram
capacidade de diminuir a peroxidagédo lipidica do acido
linoleico com porcentagens de inibicdo variando de
41,4+0,5 a 51,4+1,7% estatisticamente semelhantes
a rutina (P>0,05) e diferentes da quercetina (P<0,05).

A partir do perfil de decaimento da absorvancia
do B-caroteno, curva de cinética de oxidagdo durante
120 minutos de reagdo (Figura 1), foi possivel avaliar
os valores de F1 (bloqueio da formacgdo de peroxidos
entre 15 e 45 min) e F2 (bloqueio da formacgdo de outras
espécies radicalares entre 75 a 90 min). De acordo com
os resultados (Tabela 3), todos os extratos testados
foram mais eficientes no bloqueio da formagdo de
perdxidos na fase de propagacdo (F1) do que na fase
terminal (F2), sendo estatisticamente semelhantes aos
padrdes rutina e quercetina (P>0,05). Vale ressaltar que
quanto mais préximos os valores de F1 e F2 estiverem de
1, menor sera a atividade antioxidante.>>>” Além disso,
os extratos PPSEt e RVPoEt se destacaram com valores
de F2 abaixo de 0,5, mostrando que também podem
ser capazes de bloquear a formagdo de outras espécies
radicalares na fase terminal. Esses extratos foram
estatisticamente semelhantes a quercetina (P>0,05) e
diferentes da rutina (P<0,05).

Determinagdao da inibitoria
minima (CIM)

concentragao

Os resultados da atividade antimicrobiana dos
extratos sdo apresentados na Tabela 4. Observou-
se que as CIM dos extratos variaram de 1000 a 8
pg/mL para os microrganismos testados. Todos os
extratos exibiram atividade antimicrobiana em pelo
menos um microrganismo avaliado. MFREt apresentou
melhor atividade antimicrobiana entre os extratos
com valores de CIM<125 pg/mL para sete das dez
linhagens de microrganismos testados, sendo que
Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae foram os

HU Rev. 2022; 48:1-16. DOI: 10.34019/1982-8047.2022.v48.37425



Lemos et al. Arecaceae: caracterizacdo e atividades bioldgicas.

Tabela 2: Prospecgdo fitoquimica das principais classes de metabdlitos especiais de extratos de espécies de Arecaceae.

Classe de Fitoconstituintes

Espécie vegetal cédigo ut:.?:;za Al Tr Es sa Cm Fe Ta FI An
Areca catechu ACFrAq Fruto - - - + + + + + -
Bactris gasipaes BGFoEt Folha + - + - + + + + -
Manicaria saccifera MSFoEt Folha + - + + + + + + +
Mauritia flexuosa MFFrEt Fruto - - - + - + - + -
Mauritia flexuosa MFREt Raiz + + - + + + + + +
Ptychosperma pullenii PPSEt Semente + - + + + + + + -
Raphia vinifera RVPoEt Fruto - + - - - + + + +
Syagrus schizophylla SSFrEt Fruto - - - - - + - + -

ACFrAq: Extrato aquoso frutos de Areca catechu; BGFoEt: Extrato etanolico de folhas de Bactris gasipaes; MSFoEt: Extrato etandlico de folhas de Manicaria saccifera; MFFrEt: Extrato etanélico
de frutos de Mauritia flexuosa; MFREt: Extrato etandlico de raizes de Mauritia flexuosa; PPSEt: Extrato etandlico de sementes de Ptychosperma pullenii; RVPoEt: Extrato etanodlico de frutos de
Raphia vinifera; SSFrEt: Extrato etandlico de frutos de Syagrus schizophylla. + Positivo, - Negativo, Al - Alcaloides, Tr - Triterpenos, Es - Esteroides, Sa - Saponinas, Cm - Cumarinas, Fe - Fendis,
Ta- Taninos, Fl - Flavonoides, An - Antraquinonas.
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Tabela 3: Teor de flavonoides e atividade antioxidante de extratos de espécies de Arecaceae e dos controles positivos rutina, quercetina e acido ascorbico.

Espécie vegetal Codigos Teor de DPPH CE,, Fosfomolibdénio B-caroteno/acido linoleico
flavonoides (Hg/mL)
(mg/g) %RQ %RAA 1% F1 F2

Areca catechu ACFrAq 37,6+5,9°2 >250 7,9+0,9¢ 2,5+0,3" - - -
Bactris gasipaes BGFoEt 53,0+3,8° 53,3+15,1 20,4+£3,0f 6,5+0,9 - - -
Manicaria

feart MSFoEt 53,6+7,8 1,040,2¢ 83,240,3 26,5+0,1 48,9+2,6¢ 0,4£0,02m 0,8+0,04"
saccifera
Mauritia flexuosa MFFrEt 41,7+4,9%¢ 125,3%11,5 18,8+0,7 5,9%0,2 - - -
Mauritia flexuosa MFREt 76,2+4,1 3,8+0,3 28,6+4,59 9,1+1,4) 51,4+1,7* 0,6+0,1™ 0,9+0,1"
Ptych
pz};/ceno,--Sperma PPSEt 57,3+9,2b 8,36+0,7 25,5+1,5%% 7,5+1,0 45,0+1,8" 0,5+0,02" 0,5+0,1°

1
Raphia vinifera RVPoEt 47,2+5,5%¢ 1,7+0,2¢ 105,8+1,8 33,4%0,5 41,4%0,5' 0,6+0,1m 0,6+0,1°
S
yagrus SSFrEt 17,9+4,6 >250 7,841,0° 2,540,3" . - -

schizophylla
Rutina - - 1,7+0,1¢ - - 52,8%0,8 0,4+0,1m 0,9+0,1"
Quercetina - - 0,8+0,1¢ - - 71,4%0,5 0,4£0,1m 0,7%0,1n°
Acido Ascérbico - - 0,4%0,01¢ - - - - -

Os valores estdo representados como média + desvio padrdo. Letras iguais que o resultado estatisticamente semelhante (ANOVA seguido do teste de Bonferroni) (P>0,05).
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Tabela 4: Concentracgdo inibitéria minima (CIM) de extratos de espécies de Arecaceae.

Espécie CIM (pg/mL)
vegetal
Cédigos A. B. E. E. E. K. P. S. S. S.
9 baumannii cereus aerogenes faecalis coli pneumoniae aeruginosa typhimurium aureus pyogenes
Areca catechu ACFrAq >1000 1000 >1000 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
Bactris
. BGFoEt 1000 >1000 500 125 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
gasipaes
Manicari
anicarta MSFoEt 1000 250 1000 1000 >1000 1000 >1000 >1000 1000 1000
saccifera
M iti
auritia MFFrEt 1000 500 1000 125 >1000 500 500 500 500 1000
flexuosa
Mauritia MFREt 125 125 125 8 500 16 1000 125 1000 125
flexuosa
Ptychosperma  oocpy 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 >1000 1000
pullenii
R..ap'h/a RVPoOEt 1000 250 1000 1000 1000 1000 1000 250 1000 1000
vinifera
Syagrus SSFrEt 250 >1000 500 125 >1000 1000 500 500 1000 500
schizophylla
Cloranfenicol - 31,3 3,9 31,3 15,6 15,6 0,98 15,6 0,98 62,5 31,3

ACFrAq: Extrato aquoso frutos de Areca catechu; BGFoEt: Extrato etandlico de folhas de Bactris gasipaes; MSFoEt: Extrato etandlico de folhas de Manicaria saccifera; MFFrEt: Extrato etandlico

de frutos de Mauritia flexuosa; MFREt: Extrato etandlico de raizes de Mauritia flexuosa; PPSEt: Extrato etandlico de sementes de Ptychosperma pullenii; RVPoEt: Extrato etandlico de frutos de

Raphia vinifera; SSFrEt: Extrato etandlico de frutos de Syagrus schizophylla.
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Figura 1: Curva de oxidacdo do B-caroteno na presenca dos extratos das espécies de Arecaceae com melhores resultados
antioxidantes e dos controles rutina e quercetina.

CN: controle negativo; RUT: rutina; QUE: quercetina; MSFoEt: Extrato etandlico de folhas de Manicaria saccifera; RVPoEt: Extrato
etandlico de polpa de Raphia vinifera; MFREt: Extrato etandlico de frutos de Mauritia flexuosa; PPSEt: Extrato etandlico de sementes

de Ptychosperma pullenii.

microrganismos mais susceptiveis a esse extrato com
valores de CIM de 8 e 16 pg/mL, respectivamente. Vale
ressaltar de MFREt apresentou um valor de CIM menor
que o controle positivo cloranfenicol para E. faecalis (8
e 15,6 pg/mL, respectivamente).

DISCUSSAQO

A familia Arecaceae possui espécies utilizadas
na medicina popular. Para verificar o potencial
terapéutico de algumas dessas espécies, suas atividades
antioxidante e antimicrobiana foram avaliadas.

A atividade antixodante foi avaliada por trés
meétodos diferentes: sequestro do radical DPPH, redugdo
do complexo fosfomolibdénio e protecdao do sistema
B-caroteno/acido linoléico. O DPPH é um radical de
nitrogénio organico, instavel, de cor violeta e que
apresenta absor¢gdo maxima na faixa de 515-520 nm. Na
presenca de uma substancia doadora de hidrogénio, esse
radical é reduzido (coloragdo amarela) e a intensidade
de absorgao diminui.*® Quanto maior o consumo de DPPH
pela amostra, maior é sua atividade antioxidante.®® No
método DPPH os extratos MSFoEt, RVPoEt, MFREt e PPSEt
foram capazes de inibir o radical DPPH, comprovando
uma expressiva atividade antioxidante. Estes extratos
apresentam substancias fendlicas que podem ser as
responsaveis por essa atividade, visto que a presenca
de hidroxilas capazes de doar elétrons desencadeia a

atividade antioxidante.®! Dentro da classe dos fendlicos,
pode-se destacar a capacidade antioxidante dos
flavonoides que normalmente possuem hidroxilas nos
carbonos 3 e 4 responsaveis por tal atividade.®2

O método de complexagéo pelo fosfomolibdénio,
descrito por Prieto et al**, é um método simples,
com baixo custo e eficaz para avaliar a capacidade
antioxidante total de uma mistura complexa de
substancias, como é o caso dos extratos obtidos de
plantas. Este método possui a vantagem de avaliar a
capacidade antioxidante tanto de componentes lipofilicos
quanto de hidrofilicos.®® A solugdo de fosfomolibdénio
preparada no método apresenta coloragdo amarela e
torna-se verde a medida que o fosfato de molibdénio
sofre reagao de redugdo. Dessa forma, a presenga de
determinadas substancias com capacidade antioxidante
reduz o complexo fosfomolibdénico.%®> Neste método, o
poder redutor do ferro é usado para medir a capacidade
antioxidante através da redugdo de Fe*3 a Fe*2. Os
valores encontrados para os testes de redugdao do DPPH
e redugdo do fosfomolibdénio, foram promissores para
a atividade antioxidante das espécies estudadas. Tais
resultados vao de encontro com o teor de flavonoides
apresentado neste estudo. Considerando a relevancia
desta classe de constituintes como antioxidante natural,
é possivel sugerir uma correlagdo entre a atividade
antioxidante e o teor de flavonoides dos extratos.®4%°

Estudos anteriores ja demonstraram o potencial
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antioxidante do extrato etandlico das folhas e epicarpo
de Raphia vinifera, que apresentaram IC, de 52,3
pg/ml e 112,6 pg/ml, respectivamente. Os autores
correlacionaram tais resultados com a presenca de
flavonoides nos extratos.®® Bensaada et al®” relataram o
potencial antioxidante do extrato etandlico das sementes
de Mauritia flexuosa, em que o extrato foi capaz de
inibir 90% do radical DPPH em 30 minutos, sendo esta
atividade atribuida a presenca de acido ascorbico.
Além disso, ja foram identificados flavonoides e outros
compostos fendlicos com agdo antioxidante nessa
espécie como acido clorogénico, quercetina, vitexina,
rutina, caempferol, mericetina cianidina-3-rutinosideo,
epicatequina, catequina e narigenina.®®

A partir do ensaio de DPPH, foram selecionados
os extratos que apresentaram maior potencial
antioxidante para serem avaliados pelo método
B-caroteno/acido linoleico, visto que o ensaio DPPH néo
detecta substéncias capazes de proteger um substrato
lipidico da oxidacdo, sendo apenas um método que
avalia a transferéncia de elétrons entre as substancias
antioxidantes e o radical. O MFREt apresentou maior
atividade antioxidante neste ensaio, seguido de MSFoEt
(Tabela 3). Esses resultados condizem com as classes
de substancias que ja foram identificadas nos extratos
e descritas na literatura (Tabela 2), tais como fendis
e flavonoides.3® Os compostos fendlicos presentes nos
extratos, podem reagir com os radicais livres formados
devido a peroxidacdo lipidica, acido linoleico e evitar a
destruicdo do grupo cromoforo da molécula de B-caroteno
que é responsavel pela coloragdo, desta forma, quanto
maior € a atividade antioxidante, maior é a concentragéo
de B-caroteno em solugdo e consequentemente a
intensidade da coloragdo.®® Este resultado ainda pode
ser devido ao efeito sinérgico das substancias fendlicas
que poderia levar ao aumento da resposta antioxidante.
Entretanto, pode-se observar que os extratos nao
apresentaram linearidade nas curvas obtidas durante
as duas horas de reagdo, o que pode ser explicado
pela interagdo entre as etapas da oxidagdo (iniciagao,
propagacao e fase terminal) e das particularidades das
substancias presentes nos extratos.s8

Vale ressaltar que o teor de flavonoides pode
justificar a atividade antioxidante encontrada, uma
vez que essas substancias podem agir no sequestro
radicais livres.”® Além disso, os extratos das espécies de
Arecaceae apresentaram alta capacidade antioxidante
tanto nos métodos de transferéncia de elétrons,
bem como na protecdo contra a oxidacdo lipidica,
apresentando potencial terapéutico muito promissor. A
presenca de flavonoides em todas as plantas estudadas
€ natural, visto que se trata de uma classe ubiqua e
com ampla distribuicdo nos odrgdos vegetais, tanto
vegetativos, como raizes, cascas de caules e folhas,
quanto reprodutivos, como flores, frutose sementes®.
Além disso, é interessante a continuagdo do estudo
quimico para identificar e quantificar os flavonoides

que contém nas espécies que apresentaram atividade
antioxidante e, assim, compreender melhor as
propriedades bioldgicas dos extratos.

A atividade antimicrobiana encontrada nesse
estudo foi de grande relevancia, visto que segundo Holetz
et al’t para que os extratos vegetais sejam considerados
como fortes antimicrobianos, a CIM deve ser menor ou
igual a 100 pg/mL; para os moderados o valor passa
a ser de 100 a 500 pg/mL, para os considerados como
fracos, a CIM deve estar entre 500 e 1000 pg/mL, ja para
valores acima de 1000 pg/mL, o extrato é considerado
inativo. Desta forma, e considerando 125 pg/mL
como uma inibicdo moderada, podem ser destacados
0s seguintes extratos com atividade antimicrobiana:
BGFoEt para E. faecalis (CIM 125 pg/mL), MFFrEt para E.
faecalis (CIM 125 ug/mL), SSFrEt para E. faecalis (CIM
125 pg/mL) e MFREt para B. cereus (CIM 125 pg/mL),
S. enterica sorotipo Typhimurium (CIM 125 pg/mL), A.
baumannii (CIM 125 pg/mL), E. aerogenes (CIM 125 ug/
mL) e S. pyogenes (CIM 125 pg/mL). MFREt apresentou
forte inibicdo para K. pneumoniae (CIM 16 ug/mL) e E.
faecalis (CIM 8 pg/mL).

A atividade antimicrobiana apresentada pelas
espécies de Arecaceae podem estar relacionadas com
seus fitoconstituintes identificados nesse estudo’2. De
forma geral, flavonoides podem agir na inibicdo da
sintese de acidos nucleicos de microrganismos ao inibir
a enzima DNA girase.”® Taninos podem estar envolvidos
na inativacdo de adesinas microbianas, enzimas e
proteinas transportadoras presentes na parede celular.”*
Quinonas, por sua vez, podem inativar proteinas ao se
complexarem irreversivelmente aos aminoacidos, seus
provaveis alvos sdo as adesinas presentes na superficie de
bactérias e polipeptideos e enzimas ligadas a membrana.
As quinonas também podem tornar os substratos
indisponiveis aos microrganismos.’ Cumarinas também
apresentam atividade antimicrobiana, sendo que as
cumarinas xanthotoxina, herniarina, umbeliferona e
escopoletina sdo alguns exemplos que ja apresentaram
essa propriedade.”® Saponinas possuem a capacidade
de alterar a permeabilidade das paredes celulares. Elas
podem ligar-se as membranas celulares e provocar
alteragdes na morfologia da mesma que levardo a lise
celular.”® Triterpenos e alcaloides também possuem
relatos na literatura de atividade antimicrobiana. Esses
compostos podem inibir a enzima DNA sintetase, a
sintese de macromoléculas e possuir efeito sinérgico
com alguns B-lactamicos.>7677

Vale ressaltar que a presenga de substéncias
quimicas ja descritas nessas espécies pode explicar a
atividade antimicrobiana apresentada nesse estudo.”®
Além disso, a interacdo entre os constituintes presentes
nesses extratos, pode desencadear um efeito conhecido
como sinergia quimica, fazendo com que a agdo das
substancias juntas seja maior que a soma aritmética da
acdo individual dos componentes isolados.”®

M. flexuosa foi a espécie com melhor atividade
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antimicrobiana e na literatura ja foi relatado a agdo
de compostos isolados das raizes dessa espécie como
acido mauritico, acido oleanolico e ursdlico, para E.
faecalis.®®7° Desta forma, nossos resultados corroboram
com os dados encontrados na literatura para o extrato de
M. flexuosa. Além disso, varios compostos fendlicos ja
foram identificados na espécie como acido clorogénico,
quercetina, vitexina, rutina, caempferol, mericetina
cianidina-3-rutinosideo, epicatequina, catequina e
narigenina e que podem estar relacionados tanto com a
atividade antioxidante quanto antimicrobiana.8!

Em relagdo aos microrganismos testados,
Enteroccus faecalis e Klebsiella pneumoniae foram a
mais sensiveis aos extratos da familia Areacaceae. E.
faecalis é uma bactéria responsavel por mais de 90%
das infeccdes enterocdcicas possuindo resisténcia
intrinseca a ampicilina, piperacilina e imipenem.828 J§
K. pneumoniae estad relacionada a casos de infecgdo
hospitalar, como pneumonia, infecgdo urinaria e
septicemia. Algumas cepas sao capazes de expressar
um tipo de betalactamase (KPC) que confere resisténcia
a todos os agentes betalactémicos como cefalosporinas,
penicilinas, monobactédmicos e, inclusive, a
carbapenémicos.88° Essas caracteristicas de resisténcia
tornam os resultados de MFREt ainda mais promissores.

CONCLUSAO

Todos os extratos testados das espécies de
Arecaceae apresentaram atividades antioxidante e
antimicrobiana, sendo que foram identificados, via
prospeccdo fitoquimica, as classes de alcaloides,
cumarinas, taninos, esteroides, triterpenos, saponinas,
flavonoides e antraquinonas. Em relagdo a atividade
antioxidante, os extratos etandlicos das folhas de M.
saccifera, da polpa de frutos de R. vinifera, das sementes
de P. pulleni e das raizes de M. flexuosa foram os mais
ativos e apresentaram uma relagdo direta com o teor
de flavonoides. Em relagdo a atividade antimicrobiana,
todos os extratos apresentaram valores de CIM
satisfatérios em pelo menos um microrganismo testado,
sendo que o extrato etandlico das raizes de M. flexuosa
foi o que mostrou maior atividade antimicrobiana,
principalmente para Enterococcus faecalis e Klebsiella
pneumoniae. Além disso, este estudo reafirma a
importancia de dados etnofarmacoldgicos na selecdo de
plantas para triagem de bioatividade uma vez que os
resultados apresentaram uma expressiva contribuicdo
para a identificacdo de atividades bioldgicas de extratos
vegetais da flora brasileira utilizados na medicina
popular.
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