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RESUMO

As folhas de Campomanesia adamantium O. Berg séo utilizadas popularmente para
fins terapéuticos, tendo suas atividades relacionadas aos flavonoides. Ha relatos de
atividade antimicrobiana para diferentes extratos obtidos desta espécie com solventes
organicos. Neste contexto, foram preparados chas das folhas de C. adamantium e
nestes foram avaliados os teores de flavonoides, potencial antioxidante e atividade
antimicrobiana. A infus@o e a decoccdo dos extratos apresentaram perfis similares na
espectroscopia no UV e IR. A infusdo apresentou maior rendimento na extracdo, teor
de flavonoides e potencial antioxidante em relacdo a decocgao. Entretanto, os dois chas
apresentaram 0os mesmos valores de atividade antimicrobiana. A menor concentragao
inibitéria minima foi de 250 pg mL?' para Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus epidermidis.
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ABSTRACT

Campomanesia adamantium O. Berg leaves are popularly used for therapeutic
purposes, and their activities are related to flavonoids. There are reports of antimicrobial
activity for different extracts obtained from this species with organic solvents. In this
context, teas were prepared from the leaves of C. adamantium and the levels of
flavonoids, antioxidant potential and antimicrobial activity were evaluated. Infusion and
decoction of extracts showed the similare profile in UV and IR spectroscopy. The
infusion showed higher extraction yield, flavonoid content and antioxidant potential
compared to the decoction. However, the two teas showed the same values of
antimicrobial activity. The lowest minimum inhibitory concentration was 250 pg mL* for
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus epidermidis.
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1. INTRODUCAO

O género Campomanesia Ruiz & Pav. apresenta diversas espécies presentes nos
biomas brasileiros, sdo plantas lenhosas ou arbustivas que possuem flores e formam
frutos do tipo baga (LEGRAND, KLEIN, 1978; JOLY, 1993). Espécies deste género
possuem teores significativos de compostos fendlicos em seus frutos e folhas
(SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995; CATELAN et al., 2018; CASTRO et al., 2020).

A espécie Campomanesia adamantium O. Berg (Figura 1) é terricola de pequeno
porte, produz frutos comestiveis utilizados na alimentacdo humana in natura ou
processado (LORENZI et al., 2006), estando listada entre as plantas alimenticias nativas
do Mato Grosso do Sul no estudo de Bortolotto, Damasceno-Junior e Pott (2018).

Verdan et al. (2022) relata a elaboracao de cerveja tipo Pilsner com adicéo das
folhas e frutos de C. adamantium. Os frutos também séo utilizados popularmente para
tingimento de 14 e algod&o e para fins terapéuticos (SA; VALLE; ALMEIDA, 2007). Esta
espécie esta atualmente em processo de domesticacdo em instituicdes de Mato Grosso
do Sul (CATELAN; CARDOSO, 2021).

Figura 1. Espécime de C. adamantium em periodo reprodutivo

Tradicionalmente € uma espécie com fins medicinais, com chas das folhas sendo
utilizados antidiarreico, antirreumatico e como controlador do colesterol (RIBEIRO et al.,
2020). A decoccao e a infusao sao tipos de preparos aquosos de plantas medicinais
amplamente utilizados pela populacédo (MEDEIROS et al., 2004).

O extrato hexanico dos frutos apresentou alta atividade antimicrobiana no estudo
de Cardoso et al. (2010). O estudo de Pavan et al. (2009) demonstrou que as fracdes dos

frutos apresentam efeito sob o microrganismo Mycobacterium tuberculosis. O 6leo
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essencial das folhas de C. adamantium também demonstrou atividade antimicrobiana
(COUTINHO et al., 2009).

O uso excessivo de antibioticos tem levado a um aumento de microrganismos
resistentes (GONCALVES et al.,, 2017), por isto pesquisas tem investigado novas
substancias antimicrobianas em espécies vegetais (ZANCO; SOUZA; BONACORSI,
2017; LEAL et al., 2021; SILVA et al., 2021).

Os chas também séo considerados fonte de compostos antioxidantes (RIETVELD;
WISEMAN, 2003). Apesar dos radicais participarem do sistema fisiolégico humano,
também sdo associados ao surgimento de doencas, com o consumo de antioxidantes
atuando de forma preventiva (NOGUCHI; NIKI, 1999).

Dentro deste contexto, objetivou-se analisar o potencial antioxidante e

antimicrobiano da infusdo e decoccao das folhas de C. adamantium.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de C. adamantium foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais na
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), registro numero 2192. A coleta
também foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
Conhecimentos Tradicionais Associados do governo brasileiro sob codigo A055721.

As folhas foram secas em estufa (37 + 2 °C) e trituradas em um moinho de facas tipo
Willey (10 mesh).

2.2 PREPARO DOS EXTRATOS AQUOSOS

O preparo dos extratos e as andlises foram executadas na Universidade Estadual de
Mato Grosso do Sul (UEMS). A proporcéo planta e agua foi de 20 g L™ para os dois chés.
A decoccéo foi preparada fervendo as folhas por 10 minutos em agua destilada (VINAGRE
et al., 2010). Para infusdo, as folhas ficaram em contato com agua na temperatura de 95
°C por 10 minutos (CATELAN et al., 2018). Todos os extratos foram filtrados e
posteriormente liofilizados sob -42 °C e vacuo 0,045 mbr. Foi calculado o rendimento da
extracdo com base na massa seca liofilizada e os extratos foram armazenados em um

freezer na temperatura de -20 °C.
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2.3 VARREDURA NA REGIAO DO UV
As amostras foram diluidas na concentragdo de 0,2 mg mL* em agua destilada, sendo
realizada uma leitura entre os comprimentos de onda de 200 e 400 nm em um

espectrofotometro UV/Vis (Global Trade Technology).

2.4 ANALISE NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Foram utilizados os extratos liofilizados diretamente analisados em espectrofotometro
(Thermo-Nicolet Nexus 670 spectrophotometer) com detector fotoacustico (MTEC-300). Foi
obtido o background referéncia para calibracdo e utilizou-se purga com ar seco entre as
leituras e com hélio na camara fotoacustica. Foram realizadas 128 scans entre 4000 cm™ e
400 cmt com resolucédo de 8 cm™.

2.5 QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES

O teor de flavonoides foi estimado pelo método espectrofotométrico descrito por
Djeridane et al. (2006). Para tal, foi realizado uma reagédo de 15 minutos entre 1 mL da
amostra e 1 mL de cloreto de aluminio 2% em metanol. A absorbancia foi lida em um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 430 nm. A quantificagcdo ocorreu por meio
de uma curva de calibragdo usando rutina como padrdo. Os resultados foram expressos
em mg de rutina equivalente por grama de extrato liofilizado (mg RE g!). As andlises foram

realizadas com as amostras na concentragdo de 1 mg mL* em triplicata.

2.6 POTENCIAL ANTIOXIDANTE

Foram realizadas diluicées entre 50 e 1000 pg mL* das amostras em agua destilada
em relacdo ao preparo e uma concentracdo de 1,61 a 32,26 pg mL* apos o efeito de
diluicdo do método. Foram adicionados 3 mL de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) 0,004%
em metanol para 100 L de cada diluicdo das amostras, aguardando reacao por 30 minutos
sob abrigo de luz e temperatura controlada (25°C). Apés este periodo, a absorbancia das
amostras foi lida utilizando um espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm
(KUMARAN; JOEL KARUNAKARAN, 2006). Foi plotada uma curva com as concentragoes
e porcentagens de inibices, utilizando a equacdo da reta para obter a concentracao
necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH (Clso). Todas as analises foram realizadas

em triplicata.
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2.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A analise foi realizada em triplicata com concentracdes dos extratos entre 62,5 e 1000
ug mL?t, por meio da metodologia descrita por Bernardi et al. (2017). Foram empregadas
as cepas de bactérias: Burkholderia cepacia (NEWP 0059), Enterococcus faecalis
(ATCC29212), Escherichia coli (ATCC 38731), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853),
Staphylococcus epidermidis (ATCC12228), Staphylococcus aureus (ATCC 25232) e
Staphylococcus saprophyticus (ATCC15305). O controle positivo utilizado foi tetraciclina na

concentracdo de 15 ug mL* e o controle negativo foi agua destilada.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

A estatistica foi executada no software BioEstat 5.0. Foi realizada a analise da
homocedasticidade de variancia e verificado a normalidade das réplicas. Apds determinar
gue as amostras apresentam distribuicdo normal, foi realizado teste t bilateral com

significancia de 5%.

3. RESULTADOS

Os chas apresentaram perfil semelhante de absorcdo na regido do UV/Vis, porém a

infusdo apresentou maior intensidade de absorbancia em relacéo a decoccao (Figura 2).
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Figura 2. Espectro na regidao do UV/Vis dos extratos aquosos das folhas de C.

adamantium
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Os espectros na regido do infravermelho também apresentaram perfil semelhante
para os dois chas (Figura 3A), variando apenas a intensidade (Figura 3B). Foram
identificados picos nos comprimentos de onda de 3386 cm™, 1612 cm®, 1527 cm't, 1442
cm?, 1350 cm, 1218 cm™ e 1064 cm (Figura 3).
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Figura 3. Espectro na regido do infravermelho dos extratos aquosos das folhas de

C. adamantium entre 400 e 4000 cm™ (A) e na regido de fingerprint (B)

A infusdo apresentou um rendimento e teor de flavonoides significantemente superior

(p < 0,05) em relacéo a decocgéao (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento da extracao, flavonoides e potencial antioxidante dos chas de

C. adamantium

. Infusao Decoccéo
Analise o e
(Média +DP) (Média +DP)
Rendimento (%) 27,93 +1,582 23,43 +£1,43°
Flavonoides (mg RE g?) 112,84 + 1,442 95,56 + 1,98
Potencial antioxidante (ug mL-1) 9,51 + 0,662 13,94 + 1,020

DP = Desvio padrdo; AGE = Acido galico equivalente; RE = Rutina equivalente. Letras diferentes

indicam uma diferenca significativa (p < 0,05) no teste t bilateral.

Os chas analisados nesse estudo apresentaram atividade antimicrobiana. As menores
concentragdes inibitérias minimas (CIM) foram de 250 ug mL* para as bactérias E. faecalis,
P. aeruginosa e S. epidermidis, sendo que todas as demais tiveram CIM de 500 pg mL?
(Tabela 2). O controle positivo na concentracdo testada inibiu as bactérias e o controle

negativo ndo apresentou inibigao.
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Tabela 1. Concentracao inibitéria minima (MIC) da infusdo e decocc¢éo das folhas de

C. adamantium

Bactéria Infusdo (ug mL?')  Decoccdo (ug mL™Y)
B. cepacia 500 500
E. faecalis 250 250
E. coli 500 500
P. aeruginosa 250 250
S. epidermidis 250 250
S. aureus 500 500
S. saprophyticus 500 500

4. DISCUSSAO

A absorgao da regido do UV pode estar associada com ligagdes 11 presentes em anéis
aromaticos, sendo indicador da presenca de compostos fendlicos em extratos vegetais
(PATLE et al.,, 2020). Os extratos etandlicos das folhas de C. adamantium também
apresentam absorbancia na regido do UV, apresentando flavonoides em sua composicao
(CATELAN et al., 2019).

Os espectros no infravermelho dos extratos aquosos de C. adamantium (Figura 3A)
apresentaram picos que podem ser associados a presenca de compostos fendlicos. Os
picos em 1612, 1527 e 1350 cm™ podem ser associados com as vibracdes do grupo C=C
presente em anéis aromaticos (LIMA et al., 2006). Janakiraman e Johnson (2015) também
relaciona picos em 1442 cm™ a vibracdo do estiramento da ligacdo C=C de anéis
aromaticos. O pico em 1064 cm™ pode ser atribuido a deformacéo angular do grupo C-O
de polissacarideos (ASHOKKUMAR; RAMASWAMY, 2014). A vibracdo em 3386 cm™ pode
ser associada a presenca de hidroxila nas amostras e em 1218 cm™ com a presenca do
estiramento -O-H de fenois (AGATONOVIC-KUSTRINS et al., 2021).

A infusdo apresentou rendimento, teor de flavonoides e potencial antioxidante
significativamente superiores a decocc¢ao (p < 0,05) no teste t (Tabela 1). A reducao do teor
de flavonoides no preparo por decoccéo indica que a perda de rendimento pode estar
associada com a degradacédo de alguns compostos por causa do efeito da temperatura
elevada (CHAABAN et al., 2017).

A infusdo das folhas de Campomanesia sessiliflora (O. Berg) Mattos apresentou

106,50 mg AGE g no estudo de Castro et al. (2020), os quais s&o similares aos obtidos
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para a infusdo e decocc¢éo das folhas de C. adamantium (Tabela 1). Ja foram identificados
flavonoides na infusdo das folhas de Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg
(CATELAN et al., 2018) e Campomanesia xanthocarpa (PASTORI et al., 2013). A decocc¢ao
das folhas de C. xanthocarpa também apresenta flavonoides em sua composicao
(SCHMEDA-HIRSCHMANN, 1995).

A infusdo apresentou potencial antioxidante significantemente superior em relacdo a
decoccao (p < 0,05). Os potenciais antioxidantes ja foram determinados sem diferentes
preparos com folhas de C. adamantium (COUTINHO et al., 2008; PASCOAL et al., 2011).
Coutinho et al. (2008) estudou o extrato metandlico, obtendo sequestro entre 52,0 e 92,2%
de DPPH em amostras provenientes de locais de coleta em diferentes cidades. O estudo
de Pascoal et al. (2011) obteve valores de Clso entre 7,77 e 13,35 ug mL™! para o extrato
etanolico das folhas de C. adamantium. Os valores desse estudo sdo semelhantes aos
obtidos para os extratos de C. guazumifolia (Tabela 1). O extrato aquoso das raizes de C.
adamantium apresentou potencial antioxidante com Clso de 37,3 pug mL* (ESPINDOLA et
al., 2016). Ja para o extrato aquoso das folhas de C. xanthocarpa apresentou um Clso de
38,47 ug mL?! (SOUSA et al., 2019).

Os flavonoides apresentam potencial antioxidante devido a presenca de um grupo
hidroxi na posicdo orto do anel aromatico, permitindo doacdo de prétons (H*) que
estabilizam radicais, principalmente espécies reativas de oxigénio (SHEN et al., 2022). A
menor concentragdo do Clso pode estar associada ao menor teor de flavonoides na
decoccéao (Tabela 1).

Os valores de concentracao inibitéria minima (CIM) frente as bactérias testadas foi
igual para os dois chéas (Tabela 2). As espécies E. faecalis e P. aeruginosa sédo associadas
a doencas infecciosas (NOSKIN; PETERSON.; WARREN, 1995; MULCAHY; ISABELLA;
LEWIS, 2014). Ja a espécie S. epidermidis ocorre de forma natural na microflora epitelial
humana, porém sua capacidade de formar biofilmes e sua acdo contra mecanismos de
defesa do hospedeiro pode culminar em infec¢des (OTTO, 2009).

A atividade antimicrobiana dos extratos pode estar relacionada com a presenca de
flavonoides, pois a sintese de tais substancias pelas plantas € uma adaptacdo evolutiva
associada com a defesa contra microrganismos (SOBERON et al., 2007).

O estudo de Cardoso et al. (2010) obteve valores de CIM 5-20 pg mL™! para o extrato
hexanico e suas fracdes frente as bactérias S. aureus, P. aeruginosa, Candida albicans,
Salmonella setubal, Saccharomyces cerevisiae e E. coli. Contudo, a extragdo com hexano

apresenta a desvantagem pela toxicidade do solvente (COURI; MILKS, 1982).
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A decoccao das folhas de Campomanesia eugenioides (Cambess.) D. Legrand ax
Landrum apresentou CIM de 250 ug mL? frente a S. aureus, porém apresentou CIM
superior a 1000 pg mL? para a P. aeruginosa e Bacillus subtilis (MOURA-COSTA et al.,
2012). Ja o extrato etandlico das folhas de Campomanesia pubescens (Mart. Ex DC.) O.
Berg apresentou atividade antimicrobiana contra fungos Candida glabrata, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus gattii e
Saccharomyces cerevisiae com CIM entre 8 ug mL* e 64 pg mL*, porém apresentou CIM
superior a 1024 ug mL? frente as bactérias (SILVA et al., 2022b).

O dleo essencial das folhas de C. adamantium apresentou atividade antimicrobiana
com CIM entre 2 e 26 ug mLt (COUTINHO et al., 2009). Ja as diferentes fracdes do extrato
etandlico das folhas de C. adamantium apresentaram CIM entre 31,25 a 1000 pug mL* frente
a diversas bactérias, apresentando também CIM de 15,62 pg mL! frente as cepas de
fungos Cryptococcus neoformans var. neoformans e Cryptococcus neoformans var. gatti
(SA et al., 2018).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A infusédo apresenta maior teor de flavonoides, rendimento e potencial antioxidante
em relacdo a decoccdo, porém os dois preparos apresentam atividade antimicrobiana

similar.
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