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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo realizar uma prospeccao preliminar fitoquimica dos extratos das
partes de Cenostigma macrophyllum Tul., bem como avaliar suas atividades antimicrobianas. As folhas, cascas do
caule e flores foram coletados na cidade de Teresina-Pl e preparados seus extratos etanélicos, acetato de etila e
hexanicos. A presenca dos metabdlitos tais como taninos, flavonéides, esterdides, triterpendides, alcaldides, sapo-
ninas e carboidratos foi verificada por meio de reacfes qualitativas de mudanca de coloracdo e formacao de
precipitados presentes nos extratos etandlicos. Na avaliacéo da atividade antimicrobiana, foi utilizado o método da
difuséo em disco sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis
e Candida albicans. Foram observadas as presengas de taninos, flavondides e carboidratos em todos os extratos
etandlicos. Saponinas e alguns flavondides estdo presentes nos extratos das folhas e cascas do caule. No extrato
das flores, verificou-se a presenca de flavondide do tipo flavanonas. Os esterdides também foram constatados nas
folhas e flores e, no extrato das cascas do caule, estdo presentes triterpendides. Na avaliagdo da atividade antimi-
crobiana, os extratos etandlicos e acetato de etila apresentaram halos de inibi¢cdo frente aos micro-organismos
testados. Os extratos de Cenostigma macrophyllum Tul. apresentaram atividade antimicrobiana possivelmente
devido a presenca das classes dos constituintes quimicos encontrados em suas partes.

Palavras-chave: Micro-organismos; triagem fitoquimica; extratos.

ABSTRACT

The present work had as objective perform the phytochemical screening of extracts from parts of
Cenostigma macrophyllum Tul., as well as the evaluate the antimicrobial activity. The leaves, stem bark and
flowers were collected in the city of Teresina-Pl, and prepared their ethanol extracts, ethyl acetate and hexane. The
presence of metabolites like tannins, flavonoids, sterols, triterpenoids, alkaloids, saponins and carbohydrate was
verified by coloring reactions qualitative change and formation of precipitates present in the ethanolic extracts. In
the evaluation of the antimicrobial activity we used the disk diffusion method about Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis and Candida albicans. They were found the
presence of tannins, flavonoids and carbohydrates in all ethanol extracts. Saponins and some flavonoids are
present in the extracts from the leaves and stem bark. In extract of the flowers verified the presence of flavanones
of flavonoid type. The steroids also were observed in the leaves and flowers and the extract of the stem bark are
triterpenoids present. In the evaluation of the antimicrobial activity of ethanol extracts and ethyl acetate Showed
inhibition halos against the tested microorganisms. The Cenostigma extracts macrophyllum Tul.presented
antimicrobial activity possibly due to the presence of classes of chemical constituents found in its parts.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, as plantas utiliza-
das na medicina tradicional tém sido um desta-
que na comunidade cientifica em todo o mundo
devido a necessidade da busca de novas subs-
tdncias com atividades antimicrobianas que pos-
sam prevenir, tratar e/ ou curar doencas, e a par-
tir disso, tém-se sintetizado novos medicamentos
de grande importancia terapéuticas (SANTOS et
al., 2012; BESSA et al., 2013). Neste contexto, a
espécie Cenostigma macrophyllum Tul., perten-
cente a familia Leguminosae, conhecida popular-
mente como caneleiro, vem sendo utilizada so-
bre doencas estomacais e intestinais em espe-
cial Ulceras, gastrites e como espamoliticas
(SOUSA et al., 2007, LIRA, 2010). Os estudos
farmacologicos mostram que as partes dessa
planta apresentam diversas atividades biolégi-
cas. Por exemplo, extratos das folhas apresen-
taram atividades antioxidantes (ALVES et al.,
2012; SOUSA et al., 2007), anti-inflamatoria, an-
tiulcerogénica, antibacteriana e hepatoprotetora
(SOUSA et al.,, 2007), gastroprotetora (FER
NANDES, 2009), e antinociceptiva (CARVALHO,
2009; ALVES, 2012). As cascas do caule
possuem atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et
al.,, 2012) e antioxidante (SILVA, SOUSA &
CHAVES, 2006; CHAVES, ALMEIDA & ROCHA,
2006). Ja o 6leo presente nas sementes apre-
senta poder cicatrizante e anti-inflamatorio
(COELHO et al.,, 2013). Entretanto ndo foram
encontrados estudos farmacolégicos das flores
de C. macrophyllum Tul.

Na composi¢cdo quimica dessa planta, a
literatura relata a presenca de algumas classes
de compostos. Nas folhas foram encontrados
compostos fendlicos, flavondides (ALVES et al.,
2012), triterpendides pentaciclicos, esterdides, e
flavondides do tipo biflavonas (CHAVES, ALMEI-
DA & ROCHA, 2006; COSTA et al., 2000;
SOUSA et al., 2007). Nas cascas do caule foram
encontrados compostos com predominancia de
esteroides e compostos fendlicos, relacionados a
taninos (SILVA et al., 2007). Todavia, ndo foram
encontradas pesquisas sobre a identificacdo de
compostos secundarios das flores dessa planta.

Diante disso, os extratos das folhas, cas-
cas do caule e flores de C. macrophyllum Tul. fo-
ram submetidos a uma analise qualitativa, visan-
do a identificacdo de compostos bioativos e a
avaliacdo de suas atividades antimicrobianas.
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MATERIAL E METODOS

Coleta, identificacdo do material vegetal e
preparacdo dos extratos

As partes aéreas da planta foram coleta-
das na cidade de Teresina-PIl, no bairro Mocam-
binho em novembro de 2014. A identificacdo da
espécie foi feita pelo Prof. Dr. Francisco Soares
Santos Filho, realizada no Herbario do Laboraté-
rio de Biologia da Universidade Estadual do Pi-
aui, no qual foi depositada a sua exsicata sob o
namero de registro 03203. As folhas, as cascas
do caule e as flores foram submetidas a seca-
gem a sombra. Logo apés, o material foi tritura-
do, pesado e submetido a extracdo empregando
0 método da maceracao a frio com 0s seguintes
solventes: etanol, acetato de etila e hexano
(proporcdo extrato/solvente de 1:10). Apds o
periodo de maceracdo de 7 dias Uteis, 0 extrato
foi filtrado e submetido ao processo de secagem
com auxilio de evaporador rotativo a vacuo. Em
seguida, foram realizados os ensaios de triagem
fitoquimica e atividade antimicrobiana in vitro.

Teste para triagem fitoquimica

Os ensaios da triagem fitoquimica para a
pesquisa de taninos e polifendis (reagdo com
cloreto férrico), esteréides e triterpendides (rea-
cdo de Liebermann Burchard), alcaléides (rea-
gente de Mayer), carboidratos (teste de Fehling),
saponinas (teste de espuma), flavondides (rea-
cdo de Shinoda) e alguns tipos de flavondides
tais como: antocianidinas, antocianinas, flavo-
nas, flavondis, xantonas, auronas, chalconas, e
flavanondéis (teste do pH) dos extratos etandli-
cos das folhas, cascas do caule e flores foram
obtidos através dos resultados das reacdes qua-
litativas de coloracdo e precipitacdo, baseadas
nas propriedades quimicas e fisico-quimicas das
substancias e dos principais grupos dos consti-
tuintes quimicos que compdem o material vege-
tal (MATOS, 1997; SILVA, MIRANDA & CONCEI
CAO, 2010).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana
foi utilizada o teste de difusdo em disco, descrita
no trabalho de Lima et al. (2002), com algumas
adaptacbes, no qual trés orificios de 5 mm de
didmetro foram perfurados em placas de Petri
contendo agar Mueller Hilton sélido. No poco de
cada placa, foram depositadas aliquotas de 50
ML de cada extrato na concentracdo de 5 mg/mL.
Apos a difusé@o dos extratos, as placas foram re-
cobertas com 5 mL de meio agar Mueller-Hinton
semi-sdlido (0,8% de agar), contendo um dos mi-
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cro-organismos reveladores: Staphylococcus au-
reus (ATCC 6538), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Bacillus subtilis (ATCC 6633) e Candida
albicans (ATCC 10231) a uma concentracao de
10° UFC/mL. A cultura foi acrescentada ao meio,
agitada e despejadas sobre placas de agar
Mueller-Hinton. As placas foram incubadas por
24 horas a 35°C em condi¢des aerbbicas. Apos
0 crescimento, as placas foram observadas, e os
halos de inibicdo, quando presentes, foram me-
didos e fotografados. O experimento foi realizado
em triplicata, tendo como controles, uma placa
semeada na auséncia de extratos, para garantir
0 crescimento dos micro-organismos sob as
mesmas condi¢bes e um placa contendo um po-
¢o com DMSO a 5% (diluente do extrato).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo preliminar da composi¢cao qui-
mica dos extratos etanodlicos das partes da plan-
ta permitiu a identificacdo das seguintes classes
de compostos (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da triagem fitoquimica
dos extratos etandlicos das folhas, cascas do
caule e flores de C. macrophyllum Tul.

EXTRATOS
CLASSES DE COMPOSTOS Folhas Cascas do Flores
caule
Taninos + + +
Flavonoides + +
Antocianinas e antocianidinas - -
Flavanonas, flavondis e xantonas + +
Chalconas e auronas - -
Flavanonois
Esteroides +
Triterpenoides - +
Saponinas + +
Alcaloides -
Carboidratos + + ¥

Legenda: (+) Presenca da classe dos compostos, (-) auséncia das
classes dos compostos
Fonte: Dados da pesquisa, 2014

Na determinacéo do perfil fitoquimico de
C. macrophyllum, os testes mostraram a presen-
¢a de taninos condensados nos extratos das fo-
lhas e, nos extratos das cascas do caule e nas
flores, foram identificados taninos hidrolisaveis.
Na identificacdo dos tipos de taninos, ocorre a
mudanca de coloracdo ocasionada pelo cloreto
férrico (FeCls), no qual os grupos hidroxilas pre-
sentes no anel aromatico sdo oxidados ocorren-
do a formacdo de um complexo, resultando na
presenca de uma coloracao forte esverdeada ou
azulada (AZEVEDO et al., 2014; MONTEIRO et
al., 2005).

A presenca de flavonoides foi constada
em todos os extratos da planta pelo aparecimen-
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to da coloracdo vermelha. Embora o mecanismo
nao seja completamente esclarecido, Martinez
(2005) prevé o mecanismo da reagao afirmando
que ocorre uma reducdo causada pelo magnésio
em presenca do 4cido, que altera a coloracdo do
composto flavonoidico. O resultado positivo para
os flavonoides também € devido alguns compos-
tos que contenha o nicleo benzopirona na sua
estrutura quimica, tal como os flavonais, flavano-
nas e flavonas, produzindo coloracdo vermelha
(AZEVEDO et al., 2014; MARTINEZ, 2005).

Os tipos de flavondides foram identifica-
dos através da hidrdlise alcalina e acida, devido
0S mesmos serem sensiveis a mudanca de pH,
no qual facilita a identificacdo dos nucleos flavé-
nicos. A identificacdo de cada classe de flavonéi-
de baseia-se inicialmente no estudo das proprie-
dades de solubilidade e nas reacbes de colora-
¢ao do tipo de substancia presente em um extra-
to (MARCO, POPPI & SCARMINIO, 2008).

Os triterpendides foram identificados nos
extratos das folhas e flores, e os esterdides nas
cascas do caule de C. macrophyllum, resultante
no aparecimento de coloragdo respectivamente
vermelha e verde (MATOS, 1997). Nesse teste
analitico de Liebermann-Buchard ocorre uma de-
sidratacdo da hidroxila presente na estrutura, se-
guida de vérias oxidagBes do sistema de anéis
gerando o esterdide ou triterpendide aromético,
gue é indicado pela coloracdo avermelhada ou
esverdeada (QUEIROZ, 2009).

A presenca de saponinas nas folhas e
cascas do caule foi identificada pela formacéo de
espuma persistente. O efeito espumante é de-
corrente as suas propriedades emulsivas e de
reducdo da acédo superficial de seus glicosideos
e também pelas suas estruturas no qual apre-
sentam uma parte lipofilica (triterpeno ou esteroi-
deidicos do tipo esterdide e triterpénico) (AZEVE
DO et al., 2014; FERNANDES et al., 2013; SO
CIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNO-
SIA, 2009).

Os carboidratos foram identificados em
todas as fracBes etandlicas através da formagéao
de um precipitado vermelho-tijolo. Essa reacéo é
ocasionada pela oxidacéo dos ions Cu®* em uma
molécula de carboidrato do tipo poliidroxialdeido
(aldose), no qual os fons de cobre Il (Cu?") sdo
reduzidos a ions de cobre I, isto é, na forma de
oxido cuproso (Cu,0). Como estes ndo sdo com-
plexados pelo o tartarato, precipita-se o éxido de
cobre 1, resultando-se na cor em meio basico, o
precipitado marrom-avermelhado, sendo uma in-
dicacdo viva e indiscutivel do teste positivo (SO
LOMONS, 2009, p. 335).

Os resultados dos testes fitoquimicos
neste estudo corroboram com a pesquisa de al-
guns autores que relataram a presenca de este-
roides, taninos, compostos fendlicos e triterpe-
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noéides nos extratos das cascas do caule de C.
macrophyllum (SILVA, et al., 2007; MEIER et al.,
2014; SILVA, SOUSA & CHAVES, 2006; CHA
VES, ALMEIDA & ROCHA, 2006). J4 nos extra-
tos das folhas, a literatura destaca a presenca de
esterodides livres e a predominancia de flavonaéi-
des (ALVES, 2012; ALVES et al., 2012; FER
NANDES, 2009; CHAVES, ALMEIDA & ROCHA,
2006), sendo compostos em comum neste estu-
do. Na literatura nao foram encontrados estudos
fitoquimicos sobre extratos das flores de C.
macrophyllum, sendo assim, a identificacdo de
taninos, flavonoides, flavanondis, esterdides e
saponinas neste estudo séo contribuicbes inédi-
tas, assim como as saponinas presentes nos ex-
tratos das folhas e das cascas do caule.

Os resultados da atividade antimicrobia-
na dos extratos de C. macrophyllum encontram-
se natabela 2 a seguir:

Tabela 2 - Resultado da avaliacdo da
atividade antimicrobiana dos extratos de C.
macrophyllum Tul. sobre o crescimento dos
micro-organismos, expressa em milimetros
de halo de inibicéo.

Extratos das folhas

Micro-organismos ESE E. AcOEt E.H
C. albicans 55 mm £ 0,22 11,5mm+0,19 -
S. aureus 13mm+ 0,14 13.6 mm £ 0,16 -
P. aeruginosa 125mm+0,17 11,6 mm+0,27 -
E. faecalis 153mm+0,19 13, 3mm+0,31 -
B. subtilis - 12 mm £ 0,11
Extratos das cascas do caule
Micro-organismos E:E E. AcOEt E.H
C. albicans 9mm+£0,12 8.5 mm+0.35 -
S. aureus 17 mm £ 0,17 14 mm £ 0,17 -
P. aeruginosa 16 mm + 0,55 - -
E. faecalis 19.3 mm £ 0,23 12 mm £ 0,21 -
B. subtilis 13mm+ 0,14 - -
Extratos das flores
Micro-organismos E:E E. AcOEt E.H
C. albicans 11 mm+011 - -
S. aureus 18 mm £ 0,23 7mm 0,22 -
P. aeruginosa 12 mm + 0,21 6,5mm+0,13 -
E. faecalis 203 mm+ 0,18 -
B. subtilis 12 mm £ 0,32 -

Legenda: E.E — Extrato etandlico; E. AcOEt - Extrato acetatode
etila; E.H - Extrato hexanico. Resultados expressos das médias das
triplicadas + erro padrdo da média formacéo dos halos de inibicéo.
(-) Auséncia do halo de inibi¢ao.
Fonte: Dados da pesquisa, 2014

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana
dos extratos etandlicos das folhas, cascas do
caule e flores houve formacéo de halos de inibi-
¢cdo sobre todos os micro-organismos testados,
exceto para o B. subitilis (Figura 1 e 2). Pode-se
observar que os extratos etandlicos obtiveram
zonas de inibicbes maiores que os halos dos ex-
tratos acetato de etila. Nos extratos acetato de
etila das folhas constataram-se a formacado de
halos de inibicdo frente a todos os micro-orga-
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nismos, entretanto no extrato das cascas do cau-
le ndo houve acao contra a bactéria P. Aerugino-
sa e B.subitilis e no extrato das flores ndo apre-
sentou efeito contra C. albicans, E. faecalis e B.
Subtilis.

Os agentes antimicrobianos tendem a ser
mais eficientes nas bactérias Gram-positivas, en-
guanto que nas Gram-negativas geralmente séo
mais resistentes. O fator fundamental na resis-
téncia de bactérias Gram-negativas tal como a P.
Aeruginosa contra antimicrobianos € devido a
sua parede celular. As Gram-negativas apresen-
tam em sua célula uma membrana externa de li-
popolissacarideo que dificulta a acdo dos com-
ponentes bioativos dos extratos de plantas que
apresentam atividade antibacteriana, isso pode
justificar a auséncia de sensibilidade das bacté-
rias Gram-negativas aos extratos testados no
presente trabalho, tornando-se a bactéria mais
resistente a acdo dos extratos. Entretanto as
Gram-positivas possuem sua parede quimica-
mente menos complexa e com menor teor lipidi-
co do que as Gram-negativas (TORTORA, FUN
KE & CASE, 2005; AYRES et al., 2008; MIGLIA
TO etal., 2011).

O extrato acetato de etila mostrou ausén-
cia do halo de inibicdo para Candida albicans,
isso pode ser justificado pela sua parede celular
ser bem definida e resistente, sendo composta
por manoproteinas, B-1,3-D-glucanas, -1,6-D-
glucanas (polissacarideos de mondémeros de D-
glicose unidos por ligacdes glicosidicas B), qui-
tina e uma pequena quantidade de proteinas e
lipidios (AKPAN & MORGAN, 2002).

E importante ressaltar que a utilizacdo de
solventes com polaridades diferentes na obten-
¢ao dos extratos vegetais ocasiona acdo antimi-
crobiana diferenciada. A utilizacdo do solvente
deve ser 0 mais seletivo possivel, para que se
obtenha melhor extragdo com quantidades satis-
fatérias de metabolitos secundarios para o
estudo quimico e/ou bioloégico (MIGLIATO et al.,
2011). Com isso verificou-se gque o0s extratos
com o solvente de maior polaridade (etandlico)
mostrou maior eficiéncia na acdo antimicrobiana,
em relacdo aos extratos acetato de etila e hexa-
nicos. A auséncia da atividade antimicrobiana
principalmente dos extratos hexanicos de C. ma-
crophyllum sobre os micro-organismos resisten-
tes talvez esteja relacionado com as baixas con-
centracdes das substancias potencialmente ati-
vas (AYRES et al., 2008).

Nao foram encontrados registros na lite-
ratura sobre o efeito antimicrobiano das flores,
sendo assim os resultados obtidos neste estudo
com esse tipo de extrato sédo contribuicbes iné-
ditas, assim como o efeto antimicrobiano do ex-
trato das cascas do caule sobre os micro-orga-
nismos utilizados nessa pesquisa.
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Alguns autores afirmam de forma geral
gue 0s extratos vegetais apresentam atividades
antimicrobianas devido a presenca de alguns
compostos secundarios tais como taninos, ter-
pendides, saponinas, flavonodides e alcalbides
(BESSA et al., 2013; SAVOIA, 2012). Em desta-
que, um dos constituintes quimicos presentes
em diversos estudos com acdo antimicrobiana
sao os taninos. Eles sao os principais responsa-
veis por apresentarem atividades bactericidas e
fungicidas, devido a sua complexacdo com ions
metalicos e com outras moléculas, principalmen-
te proteinas e polissacarideos e por ser seques-
tradora de radicais livres (CASTEJON, 2011).

Apartir da triagem fitoquimica dos extra-
tos etanolicos das folhas, cascas do caule e
flores de C. macrophyllum foi possivel constatar
a presenca de algumas classes de constituintes
quimicos. Na avaliacdo antimicrobiana os extra-
tos utilizados apresentaram halos de inibicdo de
crescimento frente aos micro-organismos tes-
tados.

CONCLUSAO

A andlise fitoquimica realizada neste tra-
balho revelou que a espécie estudada apresen-
tou classes de compostos quimicos, que podem
ser potencialmente ativos em modelos biol6gicos
e farmacoldgicos. Os extratos de Cenostigma
macrophyllum Tul. apresentaram atividade anti-
microbiana possivelmente devido a presenca
das classes dos constituintes quimicos encon-
trados em suas partes. Vale ressaltar que esse
estudo revelou a primeira descricdo do perfil
fitoquimico e atividade antimicrobiana das flores
de C. macrophyllum.
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Figura 1 - Halos de inibicdo promovidos pelos extratos etandlicos das folhas, cascas do
caule e flores de Cenostigma macrophyllumTul.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2014

Figura 2 - Halos de inibicdo promovidos pelos extratos acetato etilicodas folhas, cascas do
caule e flores de Cenostigma macrophyllumTul.
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