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RESUMO

A utilizacdo de plantas medicinais e a pratica de fitoterapia, fazem parte da medicina popular
sendo entdo uma alternativa bastante eficaz no atendimento primario a saude, principalmente
a populacdo de baixa renda. As plantas produzem uma grande variedade de substancias,
dentre elas, os metabolitos secundarios. Estes compostos desempenham um importante papel
na adaptabilidade as condi¢Ges ambientais as quais estdo expostas. Ipomoea hederifolia
pertence a familia das Convolvulaceae, popularmente é conhecida como corda-de-viola e
gléria-da-manhd. A familia Convolvulaceae é conhecida por produzir uma ampla variedade
de alcaloides como ergolinas, pirrolidinas. Este trabalho teve como objetivo realizar um
estudo fitoquimico de Ipomoea hederifolia (Convolvulaceae). A partir do material seco e
triturado, submetido a maceragdo com etanol e posterior rotaevaporacdo, foi obtido o extrato
etandlico bruto (EEB) 29g. Para obtencdo da Fracdo Alcaloidica Total (FAT), foram
utilizadas 25g do extrato bruto e submetido a uma marcha para alcaldides, obtendo-se 300mg
da FAT. O screening fitoquimico qualitativo foi positivo para alcaldides, saponinas e
flavonoides. No screening quantitativo, determinou-se o teor de polifendis totais, de
flavonoides e taninos condensados através da espectrofotometria. A toxidez foi determinada
através da quantificacdo de hemacias que sofreram lise celular frente as diferentes
concentracfes do extrato etandlico bruto (EEB), (0, 5 e 1,25 mg/ml). A atividade
antimicrobiana do EEB foi testada através do método de microdiluicdo em caldo frente as
cepas ATCC de E.coli, P. aeruginosa , S. aureus. Foram determinados o teor dos metabolitos
secundarios, com destaque a concentracdo 59,97% de polifendis e 1,03% de flavonoides. A
caracterizacdo térmica do EEB revelou 4 etapas de perda de massa e foi possivel observar 3
eventos endotérmicos e 1 exotérmico. No teste da toxidez, a concentracdo de 1,25mg/mL
atingiu a concentracdo citotoxica efetiva 50% (EC50). O EEB apresentou atividade
antimicrobiana para bactérias gram negativas. Os resultados da pesquisa contribuem para
enriquecer o conhecimento da familia Convolvulaceae.

Palavras-chave: “Corda de viola”. Atividade antimicrobiana. Toxicidade.

ABSTRACT

The use of medicinal plants and the practice of phytotherapy are part of popular medicine and
are therefore a very effective alternative in primary health care, especially for the low-income
population. Plants produce a wide variety of substances, including secondary metabolites.
These compounds play an important role in adapting to the environmental conditions to which
they are exposed. Ipomoea hederifolia belongs to the family of Convolvulaceae, popularly
known as "viola-rope” and "morning glory". The Convolvulaceae family is known for
producing a wide variety of alkaloids such as ergolines, pyrrolidines. This work aimed to
carry out a phytochemical study of Ipomoea hederifolia (Convolvulaceae). Crude ethanolic
extract (CEE) 29g was obtained from the dry and crushed material, which was subjected to
maceration with ethanol and subsequently evaporated. To obtain the Total Alkaloidal Fraction
(FAT), 25¢g of the crude extract were used and submitted to a march for alkaloids, obtaining
300mg of FAT. Qualitative phytochemical screening was positive for alkaloids, saponins and
flavonoids. In quantitative screening, the content of total polyphenols, flavonoids and
condensed tannins was determined through spectrophotometry. Toxicity was determined by
quantifying red blood cells that underwent cell lysis in relation to the different concentrations
of crude ethanolic extract (CEE), (0, 5 and 1.25 mg / ml). The antimicrobial activity of CEE



was tested using the broth microdilution method against the ATCC strains of E.coli, P.
aeruginosa, S. aureus. The content of secondary metabolites was determined, with emphasis
on the concentration of 59.97% of polyphenols and 1.03% of flavonoids. The thermal
characterization of CEE revealed 4 stages of mass loss and it was possible to observe 3
endothermic and 1 exothermic events. In the toxicity test, the concentration of 1.25mg / mL
reached the effective cytotoxic concentration 50% (EC50). CEE showed antimicrobial activity
for gram negative bacteria. The research results contribute to enrich the knowledge of the
family Convolvulaceae

Keywords: “Corda de viola”. Antimicrobian activity. Toxicity
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INTRODUCAO

A populacdo humana dispde de numerosas informacdes sobre 0 ambiente onde vive,
no qual, o conhecimento popular sobre as espécies vegetais € uma importante ferramenta para
a busca de novas formulas terapéuticas. Durante séculos a sociedade vem recorrendo as
plantas para tratar diferentes doencas. Todas as civilizacbes e culturas empregam ou ja
empregaram plantas com intuito medicinal. E esse conhecimento tradicional foi fundamental,
como base, para a farmacologia moderna (BREITBACH et al., 2013; FERREIRA et al.,
2014).

As plantas produzem uma grande variedade de substancias, dentre elas, os metabdlitos
secundarios. Estes compostos desempenham um importante papel na adaptabilidade as
condicdes ambientais as quais estdo expostas. InUmeros estudos, in vivo e in vitro, tem
validado alguns metabdlitos secundarios quanto a sua seguranca de uso e eficacia
farmacoldgica, para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos e agroindustriais
(SIMOES et al., 2017).

O estudo da quimica dos produtos naturais tem como objetivo o esclarecimento e registro
dos constituintes resultantes do metabolismo secundario dos seres vivos, atraves do
isolamento e elucidacdo das suas estruturas moleculares (MATOS, 1997).

A familia, Convolvulaceae apresenta cerca de 60 géneros e, provavelmente 1650
espéecies. Os membros desta familia sdo bem conhecidos como plantas de jardins vistosas,
bem como ervas daninhas problematicas, por isso essa familia também é conhecida como
familia de trepadeiras (HOGADE,2015).

Ipomoea hederifolia pertence a familia das Convolvulaceae, popularmente é conhecida
como corda de viola e gléria da manha é nativa do sudeste dos EUA, desenvolve-se em
regides tropicais e subtropicais. Em canaviais e plantagdes, comporta-se como praga devido a
competicdo por luz, 4gua e nutrientes. Caso agdes de controle sejam tomadas rapidamente
pode controlar a sua disseminacdo que ocorre por meio de suas sementes
(PANDURANGAN,A; RANA K,2015).

O presente trabalho teve como objetivo realizar estudos Fitoquimicos de Ipomoea
hederifolia (Convolvulaceae), iniciando com a preparacdo do extrato, determinagdo dos
metabdlitos secundarios presentes no EEB através do Screening fitoquimico quantitativo e
qualitativo, realizagdo de uma marcha para alcaloides, avaliacao do perfil térmico do extrato e
toxidez do mesmo através do método de hemdlise, bem como avaliagdo da CIM

(Concentracdo Inibitéria Minima), frente a bactérias gram negativas.
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1. REFERENCIAL TEORICO
1.1. Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais por populacGes em todas as faixas de renda em
diversas localidades, desde tribos indigenas até os grandes centros urbanos, merece atengédo
no contexto da incessante pesquisa de novos medicamentos. Através da etnofarmacologia
podem-se identificar espécies com uma indicacdo ja estabelecida, mesmo que baseada no
senso comum, como possivel fonte de novas moléculas. Porém, apesar do uso popular
corriqueiro transmitido por varias geracOes, a maioria dessas plantas ndo tém suas
indicacOes cientificamente comprovadas, podendo provocar, muitas vezes, prejuizos ao
invés de beneficios aos usuarios (SOUZA, 2012).

Desde o inicio da medicina a plantas através de seus derivados tem auxiliado a
humanidade na prevencao e cura de diversas patologias (MOGHADAMTOQOUSI et al, 2015).
Plantas que apresentam um histérico longo de utilizagdo por parte da comunidade, é comum
em sua constituicdo a presenca de inUmeros compostos responsaveis por suas atividades
farmacoldgicas, sendo entdo uma rica fonte de metabolitos secundarios (SILVA et al,2020).

Dentre os principais grupos de constituintes quimicos micromoleculares de origem
vegetal, os metabdlitos secundarios, pode-se destaca-se: Alcaloides, Auronas, Chalconas,
Cumarinas, Flavonoides, Taninos, Saponinas, Esterdides e Quinonas (MATOS, 1997).

A realizagdo do Screening fitoquimico é bastante importante para bioprospecc¢do das
espécies vegetais de interesse farmacoldgico e/ou toxicoldgico, através de sua realizacdo
tem-se conhecimento da composicdo quimica de um extrato por meio de testes quimicos
qualitativos rapidos e de baixo custo, determinando assim as possiveis classes de
metabolitos secundarios de interesse (MATTOS, 1997).

2.2.1 Ipomoea hederifolia
A familia Convolvulaceae é conhecida por produzir uma ampla variedade de
alcaloides como ergolinas, pirrolidinas e os alcaloides de tropano intimamente relacionados
(HOGADE,2015).

O género Ipomoea é 0 mais representativo da familia, compreendendo cerca de 700
espécies, presentes em regides tropicais e temperadas. No nordeste brasileiro na regido do
semiarido foram encontradas 47 espécies da familia Convolvulaceae de 10 géneros
diferentes, dentre estas 47 espécies 0 género Ipomoea estd representado por 7 espécies
(COELHO, 2006).

O género apresenta uma grande diversidade de constituintes quimicos, em um

estudo realizado por Meira et al (2012) mostrou a ocorréncia de alcaloides do tipo:
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calystegine, agroclavina, piroclavina, bem como curaminas glicolipideos, triterpenos
isolados de espécies de I. fistulosa, I. mueller, 1. tricolor, I. asarifolia, 1. hederacea, I.
muelleri, 1. corymbosa,l. tricolor, I. violacea, 1. hederifolia I. eremnobrocha, 1. batata.

Ipomoea hederifolia apresenta folhas de forma geralmente triangulares, geralmente
tem 3 I6bulos e o peciolo longo muitas vezes tdo longo quanto a folha que sustenta. A sua
inflorescéncia é de muitas flores, embora cada haste pode ter uma flor ou vérias, a fruta é
uma capsula com menos de 1cm e suas sementes sdo marrons escuras, sendo pequenas e
poucas (PANDURANGAN,A; RANA K, 2015).

A utilizacdo da mesma na medicina popular se dar pela utilizacdo de vérias partes
da planta como as raizes que sdo raspadas e comidas cruas para alivio de dores estomacais.
Tem sido relatado que a espécie 1. hederifolia possui propriedades oxitdxicas,
anticarcinogénica, antipsicoticas, anti-inflamatdrias, antioxidantes e antimicrobianas de
acordo com os sistemas indigenas de medicina na india (PANDURANGAN,A; RANA K,
2015). De I. hederifolia foram identificados os alcaldides ativos calistinas B1 e B2, além de
A5. Além disso, varios alcaldides pirrolizidinicos do tipo ipangulina foram isolado de I.
hederifolia (MEIRA, M.; SILVA, E.P.; DAVID, J.M.; DAVID, J.P, 2012). Também foram
relatados alcalGides do tipo pirrolizidinicos nessa espécie.

Um estudo realizado por Joel et al, 2020, apresentou que a espécie Ipomoea

hederifolia L. apresenta maior quantidade de metabolitos secundarios do tipo: Alcaloides,

Saponinas e Esteroides, quando comparada a outras espécies do género Ipomoea.

Figura 1: Folhas e flores de Ipomoea hederifolia L.

Fonte: Google imagens, 2020.
Metabdlitos secundérios identificados do género Ipomoea, podem ser observados na
tabela 1:
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Tabela 1: Alguns metabolitos secundarios isolados do género Ipomoea

Estrutura Espécie Referéncia
. alba
HO
W NH>-OH I. aquatica
—— |. batatas Meira et al, 2012
HO OH
I. carnea
calystegine B1 . hederifolia
I. fistulosa
I. mueller Meira et al, 2012
I. tricolor
Agroclavine
Me
H
N.
Me
Oe I. muelleri Meira et al, 2012
HN |
Festuclavine
i |. hederacea
_J_,L_.:()H
. L0 I. muelleri _
L } i o Meira et al, 2012
a1 I. corymbosa
. . . violacea
Penniclavine
O l=l}|
J\ '/J\C.( Jennet-Siems, Kaloga,
1 I. hederifolia _
= > Eich, 1993
Ipangulina
A~ J
| O ‘.\‘ «H i
\ \/'k i 4 <\ o Jennet-Siems, Kaloga,
: I. hederifolia

i
|
1
Nl

Ipangulina A

Eich, 1993
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1.2. Anélise térmica

Analise térmica engloba uma série de grupos de procedimentos em que a propriedade
fisica de uma substéncia, é analisado em funcdo do tempo ou temperatura. Esse conjunto de
técnicas vem sendo utilizadas com o intuito de determinar o ponto de fusdo da amostra, bem
como, o estudo de interacdo farmaco/excipiente, caracterizacao de polimorfismo, avaliagdo da
cinética da reacdo, estabilidade e decomposicdo, entre outros paramétros importantes na
amostra. Os metodos mais utilizados sdo: Termogravimetria (TG), Analise térmica
Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) (COSTA et al., 2013).

E de suma importancia os métodos termoanaliticos, eles possuem uma relevancia
bastante crescente em todas as areas da quimica basica e aplicada. A empregabilidade dessa
técnica, é provido de uma grande potencialidade, favorecida pela presenca de equipamentos
que sdo regulamentados por microprocessadores capazes de inferir o comportamento térmico
das amostras a serem analisadas em um intervalo de tempo pequeno. Esses métodos estdo
sendo cada vez mais utilizados na determinacdo de produtos naturais e sintéticos, pois,
permitem com velocidade aspectos sobre a estabilidade da amostra analisada em relacdo ao
seu comportamento térmico (COSTA et al., 2013; FEIST, 2015)

1.3. Resisténcia bacteriana
Com o aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos ja disponiveis no mercado,
iniciou-se a necessidade da busca de novas alternativas farmacol6gicas bem como o
desenvolvimento de novas classes de farmacos antibacterianos (NASCIMENTO et al, 2000).
Com a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas infecciosas, foi possivel
observar que 0Ss micro-organismos possuem uma capacidade reduzida de resisténcia aos
antimicrobianos a base de plantas. Explicando-se este fato devido a presenca de diferentes
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas, que exercem agdo de defesa contra estes
patogenos. Adicionalmente, o sinergismo gerado pelos varios compostos presentes em um
unico extrato pode ser atribuido aos diversos alvos que esses constituintes podem atuar na
estrutura desses microrganismos (SILVA et al, 2020). Além disto, antibioticos oriundos de
produtos naturais apresentam menos efeitos colaterais, maior economia, melhor tolerancia e
boa aceitacdo (YUAN et al, 2016).

2. METODOLOGIA

2.2. Coleta do material botanico
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O material botanico, Ipomoea hederifolia L. (planta total), foi coletada no municipio
de Monteiro — PB. A identificacdo da espécie vegetal foi realizada pelo botanico José Iranildo
Miranda de Melo, e a exsicata depositada no Herbario Arruda Camara, localizado no
Laboratdrio de Botanica da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB, com voucher de
nimero HACM 1068.

2.3. Obtencéo do EEB

A partir do material botanico seco e triturado com peso de 203,639 foi realizado o
processo extrativo de maceracdo a frio, com etanol a 96% (PRISTA et al., 1990). A solucéo
extrativa foi entdo filtrada e em seguida submetida ao processo de evaporacao de solvente em
evaporador rotativo sob pressao reduzida em temperatura de 55°C, obtendo-se 29 g de EEB.

2.4. Fracdo Alcaloidica Total

Os 259 do EEB foi submetido a marcha para obtencdo dos alcaloides sendo tratado
com 400 mL de uma solucéo acida de HCI a 3% (v/v) e, posteriormente, filtrado a vacuo em
papel filtro sobre celite. O residuo foi descartado e o filtrado foi submetido a varias extracdes
com cloroférmio. A solucdo da fase cloroférmica nao alcaloidica foi rotoevaporada para
estudos futuros. A fase aquosa &cida foi alcalinizada com NH4OH (P.A), até pH 9 e, extraida
com 2 L de cloroférmio. Posteriormente, a fase cloroférmica foi evaporada a pressdo reduzida

em evaporador rotativo a 50 °C obtendo-se 300 mg da fracdo alcaloidica total — FAT.

Esquema 1: Marcha sistematica para obtencdo da Fracdo Alcaloidica Total (FAT)
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[ EEB (25g) J

- Dissolu¢do HCL 3%
- Filtra¢do sobre Celite

[ Solugio dcida ] | Residuo \

- Extragdo com CHCl,
[ Fase CHCL: dcida ] [ Fase aquosa ]
-Lavagem com H.0 - Basificar até pH 9 com NH:OH
-Secagem com Na;SOs - Extragdo com CHCL;
| Residuo l
[ Fase CHCL; basica J [ Fase aquosa ]

- Lavagem com H,0

- Secagem com NazS0s

e ]

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

3.4. Prospeccdo fitoquimica qualitativa do EEB

O EEB de Ipomoea hederifolia foi submetido a testes fitoquimicos preliminares, para
0s seguintes metabdlitos secundarios: alcaloides, esteroides, taninos, flavonoides,
polissacarideos e saponinas, onde para cada qual foi realizado um teste especifico.

3.4.1. Alcaloides

Dissolveu 25 mg do extrato, em 5 mL de uma solucdo de HCI 5%, e posteriormente
filtrado. Em seguida separou 1 mL da solu¢do em 3 tubos de ensaio e foi adicionado gotas dos
seguintes reagentes, Bouchardat, Deagendorff e Mayer, ambos o0s reagentes apds adicionados

se apresentarem precipitados indica a positividade do método aplicado.

3.4.2. Esteroides
Dissolveu 75 mg do extrato em 15 mL de cloroférmio, posteriormente filtrada a
solucgéo sobre papel de filtro. Sendo filtrados 10 ml da referida solucdo sobre carvao ativado,
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transferindo o filtrado para um tubo de ensaio. Adicionou 1 mL de anidrido acético sendo
agitado suavemente, em seguida adicionou-se 3 gotas de H2SO4 concentrado, agitando
suavemente novamente. Havendo rapido desenvolvimento de cores, que vao do azul

evanescente ao verde persistente, indica resultado positivo.

3.4.3. Flavonoides

Dissolveu 120 mg do extrato em 24 mL de metanol, em seguida filtrada a solucéo.
Utilizou-se 10 ml da solucdo em um tubo de ensaio, onde foi adicionado 5 gotas de HCI
concentrado e raspas de magnésio. O surgimento de uma coloragdo résea-alaranjada indica
reacao positiva.
3.4.4. Taninos

Dissolveram-se 140 mg do EEB em 28 ml de &gua destilada, em seguida filtrada a
solugéo. Transferiu para um tubo de ensaio 5 ml da solucéo e adicionado 2 gotas da solucao
alcoolica de FeCI3 a 1%. Qualquer mudanca na coloracdo ou formacgdo de precipitado é
indicativa de reacdo positiva, quando comparado com o teste em branco (dgua + solucédo de
FeCl3). Coloracdo inicial entre 0 azul e o vermelho ¢ indicativo da presenca de fendis, quando
0 teste em branco for negativo. Precipitado escuro de tonalidade azul ou verde indica a
presenca de taninos.

3.4.5. Saponinas

Dissolveram-se 140 mg do EEB em 28 ml de &gua destilada, em seguida filtrada a
solucdo. Transferiu 5 ml da solugdo para um tubo de ensaio e diluiu em 15 ml de agua
destilada, agitou-se vigorosamente por 2 minutos. Considera-se positivo o resultado a
presenca estavel de espuma por mais de 30 minutos.
3.4.6. Polissacarideos

Foram dissolvidos 100 mg do EEB em 20 mL de &gua, posteriormente filtrada a
solucgdo. Transferiu 5 mL da solucdo para um tubo de ensaio e adicionado 5 gotas de lugol. O
aparecimento de coloracdo azul indica positividade do resultado.

3.5. Prospeccéo fitoquimica quantitativa do EEB
3.5.1. Determinacéo do teor de flavanoides

A concentracdo do teor de flavanoides presentes no EEB foi determinado utilizando a
metodologia de Meda et al (2005). Para 5 mL da solucdo do referido extrato foi adicionado o

mesmo volume de solucdo de AICI3 a 2% (p/v) em metanol. Esta mistura permaneceu em
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repouso durante 10 minutos antes da leitura em espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV-
mini 1240, a 415 nm, os testes foram realizados em triplicata. Foi construida uma curva de
calibracdo utilizando quercetina (Aigma-Aldrich) como padréo para concentracdes entre 2 e
28pug.mL™.

Os testes foram realizados em triplicata, e para determinar o cdlculo do doseamento foi
utilizada a curva padrdo de quercetina. Em seguida essa solucdo foi submetida a diluicdes em
triplicata no qual obteve solucdes de quercetina nas concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19,
22, 26 e 28pg.mL™. Os teores de flavanoides foram expressos em miligramas equivalentes de
quercetina.

3.5.2. Determinacéo do teor de polifendis totais

Para a determinacdo de polifendis totais, utilizou-se a metodologia descrita por
Chandra e Mejia pelo método de Folin-Ciocalteu (2004), com modificacdes. Uma aliquota de
0,5 mL do extrato foi adicionado a 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Esta mistura
permaneceu em repouso por 2 minutos antes da adi¢do de 1 mL da solucdo de Na2CO3 a 20%
(p/v), permanecendo em repouso por 10 minutos. Depois disso, a leitura foi realizada no
espectrofotdbmetro Shimadzu modelo UV — mini-1240, a 757nm.

O teor de polifendis totais foi determinado pela interpretacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdo de acido galico. A curva de
calibragdo foi obtida com uma solucéo de &cido gélico em concentragdes entre 6 e 36 pg.mL"
1.

3.5.3. Determinacéo do teor de taninos

O teor de taninos condensados foi determinado pelo método de reacdo obtida através
do acido cloridrico o qual mudou-se a coloracéo da solugdo para azul. Neste métodoemprega-
se a adicdo de vanilina e extrato diluiso em metanol, que ap6s a diluicdo foram entdo
analisadas no espectrofotdmetro. A solucdo branco para a calibracdo das amostras foi
preparada com diferentes concentracdes de catequina junto com metanol.

3.6. Analises Térmica
3.6.1. Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas de DTA foram obtidas num analisador térmico simultaneo, modelo SDT
Q600 (TA Instruments), utilizando cadinhos de alumina com cerca de 2 £ 0,1 mg de amostra,
sob uma atmosfera de nitrogénio (N2), com fluxo de 100 mL min-1. Os experimentos foram
realizados entre as temperaturas de 25 a 900 °C, com razio de aquecimento de 10 °C min™,

3.6.2. Termogravimetria
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As curvas termogravimétricas ndo isotérmicas foram obtidas em um analisador
térmico simultaneo, modelo SDT Q600 (TA Instruments) utilizando cadinhos de alumina,
com cerca de 8 + 0,1 mg de amostra, em atmosfera de nitrogénio (100 mL min™). Os
experimentos foram realizados entre as temperaturas de 25 e 900 °C, com razdo de

aquecimento de 10 min™,

3.7. Teste de hemolise

A toxidez do extrato de I. hederifolia foi analisada pelo método de hemodlise.
Preparou-se uma suspensdo de hemécias 4% em solugdo salina 0,9%. Em seguida, 1 mL desta
suspensdo foi distribuida em tubos de ensaio e homogeineizadas com 1 mL do extrato diluido
nas concentracfes 0,5 mg/mL e 1,25 mg/mL. Apds 1 hora, as amostras foram centrifugadas a
2500 rpm, durante 10 minutos e foi realizada leitura visual, levando em consideracdo a
quantidade de hemacias que sofreram lise. A visualizacdo de hemdlise foi classificada como: -
(0% hemolise), + (25% hemolise), ++ (50% hemolise), +++ (75% hemolise) e ++++ (100%
hemolise), conforme estabelecido por Luize et al, (2005). Essa leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 540 nm, (Shimadzu UV mini — 1240),
utilizando como controle negativo a solucdo salina 1% e para controle positivo solucéo
hemolizante Liquido de Turk.

3.8. Atividade Antimicrobiana

3.8.1 Cepas microbianas

Os microrganismos utilizados foram: E.coli,(25922) Pseudomonas aeruginosas
(27853), Staphylococcos Aureus (25923). As cepas ATCC foram cedidas pelo Laboratério de
Materiais de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (Fundagéo
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, Rio de Janeiro — RJ, Brasil).

3.8.2 Determinacgao da concentragdo inibitoria minima

Foi empregada a técnica de micro diluicdo em caldo utilizando microplacas de 96
pogos, nas quais foram depositados 100 pL do Caldo Mueller-Hinton, 100 pL das substancias
testes na concentracdo de 4 mg.mL-1, e em seguida, foram realizadas dilui¢des sucessivas, de
modo que 100 pL do contetido do primeiro poco foram homogeneizados e transferidos para o
seguinte, obtendo-se concentragdes decrescentes do extrato. Posteriormente, foram
adicionados 20 pL das suspensdes bacterianas, sendo elas de crescimento recente (24 horas).
As placas foram incubadas a 37 °C/24 horas. A concentracdo inibitoria minima foi definida



21

como a menor concentracdo do extrato capaz de impedir 0 aparecimento de microorganismos.
Foram utilizados como controle, Norfloxacino para Escherichia coli, Ciprofloxacino para
Pseudomonas e Vancomicina para Staphylococcos Aureus. A determinagdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) foi realizada com leitura visual observando-se a mudanca de
coloragéo da resazurina, a mudanca da coloracdo de azul para rosa, caracterizada pela reducao
do corante, indicou a presenca de células microbianas vidveis. Dessa forma, foi possivel
determinar a CIM sendo a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento
microbiano. Os ensaios foram realizados em triplicata no Laboratdrio de Desenvolvimento e

Ensaios em Medicamentos da Universidade Estadual da Paraiba.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Prospeccdo fitoquimica qualitativa do EEB de 1. hederifolia

A positividade apresentada pelo EEB para alcaloides foi essencial para o
direcionamento quanto ao modo extrativo, onde 0s mesmos se apresentam nas plantas
geralmente na forma de sais e na sua basicidade, sendo necessaria uma metodologia diferente

de outros metabdlitos para sua extracdo, sendo esta a marcha para alcaloides.

Tabela 2. Triagem fitoquimica qualitativa do EEB
Triagem Fitoguimica

Flavonoides +
Saponinas +
Taninos -
Polissacarideos -
Esteroides -
Dragendorff ++
Alcaloides Bouchardat +
Mayer +

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

As plantas apresentam alguns metabolitos secundarios que sdo responsaveis pelas
atividades terapéuticas conferidas ao uso medicinal das mesmas. Triagens fitoquimicas
realizadas em extratos mostraram a presenca de diversos metabolitos secundarios, dentre eles
destacam-se: taninos, esterdis, terpenos, flavonoides, alcaloides, saponinas e quinonas
(OMER; ELNIMA, 2003; MAIKAI et al., 2010).

4.2. Prospeccao fitoquimica quantitativa do EEB de I. hederifolia
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O screening fitoquimica quantitativa do extrato etandlico bruto (EEB) de |I.
hederifolia, revelou alto teor de polifenois totais, flavonoides, o0 mesmo ndo apresentou
quantidade significante de taninos.

Tabela 3. Determinacao quantitativa de metabdlitos secundarios

L ] ] Taninos
Polifendis totais Flavonoides
] _ Condensados
(equivalente de (equivalentes de _
. . _ (equivalentes de
acido galico/%) guercetina/%o) _
catequina/%o)
Extrato de I.
o 59,97% 1,03% 0,002%
hederifolia

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O extrato apresentou quantidade consideravel de flavonoides, onde segundo Harbone
(1992), as acdes bioldgicas dos flavondides ocorrem, provavelmente, pela semelhanca entre a
estrutura quimica destes compostos e muitas moléculas inerentes a bioquimica normal de
celulas animais como as bases de acidos nucléicos, coenzimas e horménios esteroides. Sartori
(2003) relatou que tais compostos fitoquimicos sdo importantes para atividade antibacteriana.
Tal achado corrobora com estudos descritos na literatura onde I. hederiflia apresenta atividade
antimicrobiana. A auséncia de Taninos condensados é justificada de acordo época de
obtencdo do material vegetal, horario, solo vegetal e qualidade do solo vegetal, dentre outros
fatores que possam interferir na quantidade de metabdlitos secundarios encontrados nas
plantas.

A caracterizacdo fitoquimica das espécies vegetais com determinacdo de metabolitos
secundarios é considerada desafiadora, entretanto se faz necessaria visto que as plantas
apresentam um enorme numero de substancias que prediz valores terapéuticos, principalmente
atividade antimicrobiana. Ademais existem os fitocompostos que também sdo responsaveis

por apresentar importantes atividades terapéuticas, sdo eles: flavonoides, saponinas e taninos.

4.3.Caracterizagdo térmica

Diversas sdo as aplicacdes da analises termo analliticas, na industria farmacéutica para
a averiguacdo das caracteristicas fisico-quimica dos produtos (Alves, et al., 2011). Com isto
0 EEB de I. hederifolia foi submetido ao processo de caracterizacdo por andlise térmica,

tendo como intuito observar o seu comportamento térmico.
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Figura 2. Curva de DTA/TG do extrato de I. hederifolia L.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
Tabela 4. Dados da curva de DTA
Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J gt)
Ipomoea hederifolia Primeiro 54,30 — 127,08 121,54 0,07071
Segundo 127,08 — 180,96 136,05 0,01139
Terceiro 180,96 — 403,11 329,00 0,5344
Quarto 283,92 — 349,37 328,92 -

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Os dados de DTA do extrato de I. hederifolia (Figura 1) demonstraram a presenca de
um pico endotérmico a temperatura de 121,54°C (AH = 0,07071 J g}) , certamente relativo a
perda de umidade, agua e/ou solvente volatil, tendo em vista que o extrato foi obtido a partir
de uma solucdo etanolica. Este evento na curva de TG, esta relacionado com a perda de massa

de 6,09% da amostra.
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Em seguida, observou-se um segundo pico endotérmico aproximadamente em 136,05
(AH =0,01139 J g%) no qual ocasionou uma perda de massa de 12,44% na curva de TG, esse
processo ocorreu entre as temperaturas de 127,08-180,96 °C, proveniente da etapa de perda de
umidade, e em 329,00 (AH = 0,5344 J g*) observou-se a presenca de um pico endotérmico,
esse evento na curva de TG correspondeu a uma perda de massa equivalente a 40,44%. Foi
possivel observa-se um evento exotérmico com pico de 328,92°C na curva de DTA, esse
processo iniciou entre as temperaturas 283,92°C — 349,37°C, podendo ser correspondente ao
processo de oxidacdo do EEB. O processo de decomposicdo inicia-se em 180,96°C e
permanece até o fim do intervalo analisado. O residuo formado no final do aquecimento
correspondeu a 24,60% da massa total analisada. O ensaio foi realizado no Laboratério de

Certificacdo e Desenvolvimento de Biomateriais, da Universidade Estadual da Paraiba.
4.4. Toxidez

O EEB de I. hederifolia foi submetido ao teste de toxidez pelo método de hemolise.

Tabela 5. Atividade hemolitica de I. hederifolia

Congentragdes Absorbancia Intensidade de Hemolise
(mg/mL)
0,5 mg/mL 1,2810 +
1,25 mg/mL 1,6645 ++
Liquido de Turk 3,9999 ++++

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

A toxicidade apresentada na concentracdo 1,25 mg/mL pode se justificar devido a
presenca de metabdlitos secundarios como saponinas e alcaloides, onde apresentou uma
concentracdo citotoxica efetiva de 50% (EC50). Segundo Dewick (2002), alcaloides séo
substancias naturalmente toxicas, que mesmo em pequenas concentragcdes podem ocasionar
toxicidade. As saponinas conseguem interagir com a membranas de algumas células a
exemplo dos eritrocitos e moléculas de colesterol, essa interacdo induz uma alteracdo na
membrana celular, fazendo possivelmente que ocorra um extravasamento intracelular,
ocorrendo a lise. Justificando assim a toxicidade de saponinas triterpénicas, com a producao
de hemdlise. (Dewick, 2002; Glauert et al, 1967; Karabaliev et al., 2003).

4.4. Determinacdo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM)
Os dados obtidos referentes aos testes de determinacdo da Concentracdo Inibitdria

Minima (CIM) do EEB de Ipomoea hederifolia, estdo apresentados na tabela seguinte:
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Tabela 6. Atividade antimicrobiana de I. hederifolia

Microrganismo CIM (ug.mL?)
Staphylococcus aureus S/l
Pseudomonas 1000,00
Escherichia coli 1000,00

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Constata-se resultados positivos na acdo antimicrobiana nas concentracGes de 1,0
mg.mL-1 frente & cepa bacteriana Pseudomonas, e 1,0 mg.mL-1 frente a cepa Escherichia
coli, esses valores corroboram com estudos anteriores sobre o potencial antimicrobiano da
mesma para bactérias gram-negativas (PANDURANGAN, A; RANA, K, 2015). Para as cepas
de Staphylococcus aureus o EEB nédo apresentou atividade. Os antibioticos utilizados para
controle positivo apresentaram sensibilidade aos micro-organismos em teste, onde teve agéo
antibidtica em todas as concentra¢fes diluidas na placa, comprovando a efetividade da

analise.

5. CONCLUSAO

Os estudos de plantas medicinais sdo fundamentais no processo de isolamento de
novos compostos. Os resultados obtidos mostraram a capacidade de toxicidade de 1.
hederifolia em diferentes concentragcbes. Ademais, o0 EEB apresentou uma quantidade
satisfatoria de metabdlitos secundarios, onde o estudo fitoquimico corroborou com a
confirmacdo da presenca alcaloides no extrato, além de ser possivel a caracterizacdo do
extrato pelas técnicas termoanaliticas utilizadas. O EEB apresentou atividade antimicrobiana
para bactérias gram negativas. Dessa maneira, este estudo aponta a importancia da
continuidade do mesmo para um conhecimento mais aprofundado sobre a espécie, bem como

a intencéo de isolamento de compostos.
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