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RESUMO

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de
microrganismos resistentes. Assim, h& a necessidade de agentes que tenham mecanismos de
acao diferentes aos farmacos e que possam contribuir significativamente para o
desenvolvimento do campo da saide em nivel mundial, objetivando encontrar substancias
mais eficazes e menos toxicas. Sabe-se que algumas substancias produzidas pelas plantas
podem ter acdo no organismo humano e, se utilizadas de maneira correta, podem atuar com
beneficios medicinais, seja preventivo, paliativo ou curativo. Dentre tantas espécies vegetais
que sdo pouco estudadas quanto as suas atividades antioxidantes e bioldgicas, Pereskia
grandifolia Haw., pertencente a familia Cactaceae, conhecida popularmente como ora-pro-
nobis, se destaca por apresentar propriedades terapéuticas e nutricionais conhecidas. Diante
do exposto, o trabalho foi realizado com objetivo de avaliar a atividade de extratos de
Pereskia grandifolia Haw., obtidos por métodos diferentes de extracdo, em relacdo a analises
fitoquimicas e bioldgicas sobre Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. As
plantas de Pereskia grandifolia Haw. foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da
Universidade Federal de Lavras e em suas folhas foi determinado o teor de umidade. Foram
preparados os extratos aquoso de refluxo, aquoso de sonicagdo, etandlico de refluxo e
etanolico de sonicacdo, e, posteriormente, determinado o pH dos extratos, bem como o
rendimento extrativo. Para avaliar a atividade antioxidante dos extratos foram realizadas
analises como determinacdo de fendis totais, quantificacdo de flavonoides totais e
quantificacdo dos di-hidroflavonoides totais. A capacidade antioxidante total foi observada
por meio do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), bem como a
determinacdo de poder quelante e a determinacdo de poder redutor. A quantidade de fendis
totais nos extratos examinados variou de 0,63+0,47 a 9,88+4,25 mg EAG/g planta seca. Os
resultados indicaram que a maior recuperacdo de flavonas e flavondis totais foi obtida por
refluxo com etanol a 70% (0,57+£0,11 mgQE/g folha seca), seguida pelo solvente agua
(0,26£0,11 mgQE/g folha seca). As concentracdes de flavanonas/di-hidroflavonois totais
variou de acordo com o solvente e 0 método utilizado para a extragcdo. A quantidade variou de
4,04+2,16 a 15,27+£3,26 mg NE/g folha seca. Para avaliar a atividade antibacteriana in vitro
dos extratos de Pereskia grandifolia Haw. Sobre Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus foi determinada a concentragdo minima bactericida (CMB) e a sensibilidade a
antibidticos. Todos os extratos obtidos da Pereskia grandifolia Haw. foram inibitdrios para os
microrganismos estudados, sendo o aquoso obtidopor refluxo e, por sonicacdo, 0s que
apresentaram maior halo de inibicdo. No entanto, quando determinada a CMB, apenas 0
extrato etandlico de ora-pro-nobis foi eficaz. Os resultados deste estudo apontam a eficacia da
atividade antioxidante e antibacteriana in vitro dos diferentes extratos obtidos da Pereskia
grandifolia Haw.,reforcando a importancia medicinal desta espécie e incentivando a busca por
novos estudos.

Palavras-chave: Fitoterapico. Ora-pro-ndbis. Antioxidante. Patdgenos. Antimicrobiano
natural.



ABSTRACT

The research of new antimicrobial agents is necessary due to the emergence of resistant
microorganisms. Thus, there is a need for agents that have mechanisms of action different
from drugs and that can contribute significantly to the development of health worldwide, with
the objective of finding more effective and less toxic substances. It is known that some
substances produced by plants can have action in the human body and, if used correctly, can
act with medicinal benefits, be they preventive, palliative or curative. Among so many plant
species that are little studied in relation to antioxidant and biological activities, Pereskia
grandifolia Haw. belonging to the family Cactaceae, popularly known as ora-pro-nobis,
stands out for having known therapeutic and nutritional properties. The objective of this work
was to evaluate the activity of extracts of Pereskia grandifolia Haw.obtained by different
methods of extraction in relation to phytochemical and biological analyzes on Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa. As Pereskia grandifolia Haw. Were collected in the
Medicinal Plants Garden of the Federal University of Lavras and in the leaves the moisture
content was determined. The aqueous refluxing, sonication, ethanolic refluxing and ethanolic
sonication extracts were made and subsequently the pH of the extracts and the extractive yield
were determined. To evaluate the antioxidant activity of the extracts were carried out analyzes
such as determination of total phenols, quantification of total flavonoids, and quantification of
total dihydroflavonoids. In addition to these analyzes, total antioxidant capacity was observed
by sequestration of the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical and the chelating
power and reducing power were determined. To evaluate the in vitro antibacterial activity of
extracts of Pereskia grandifolia Haw. Against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
aureus the Minimum Bactericidal Concentration (CMB) and sensitivity to antibiotics were
determined. In relation to the phytochemical analyzes, the ethanol extract obtained by reflux
showed a higher amount of phenols and flavonoids and a better antioxidant capacity. And in
relation to the antibacterial activity all the extracts obtained from Pereskia grandifolia Haw.
inhibited the growth of the microorganisms. Aqueous reflux and sonication extract shows
greater inhibition halo. However, when the CMB was determined only the ethanolic extract of
ora-pro-nobis was effective. The results of this study indicate the effectiveness of the
antioxidant and antibacterial activity of the different extracts obtained from Pereskia
grandifolia Haw. reinforcing the medicinal importance of this species, and encouraging the
search for new studies.

Keywords: Phytotherapeutic. Ora-pro-nobis. Antioxidant. Pathogens. Natural Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A ora-pro-nobis pertence ao género Pereskia da familia Cactaceae. Ora pro nobis, em
latim, significa “rogai por nds” e ¢ o nome popular das espécies Pereskia aculeata Mill.
ePereskia grandifolia Haword, planta rustica bastante conhecida na medicina popular
brasileira como agente diurético (KAZAMA et al., 2012).

As folhas de ora-pro-nobis ndo apresentam toxicidade e, devido ao seu elevado valor
proteico, essa planta é denominada “carne de pobre” (ROCHA et al., 2008). Além do alto
contetdo proteico, também apresenta elevado teor de mucilagem, sendo suas folhas utilizadas
como emoliente (DUARTE; HAYASHI, 2005; ROSA; SOUZA, 2003) e seus frutos como
expectorante e antissifilitico (ROSA; SOUZA, 2003).

Apesar dos grandes avancos da medicina moderna, a medicina natural ainda € a opgéo
para o tratamento de doencas da maioria da populacdo dos paises em desenvolvimento,
principalmente devido aos principios ativos antioxidantes presentes nas plantas. Antioxidantes
sdo substdncias que podem prevenir, impedir ou reduzir danos oxidativos ao DNA, as
proteinas e aos lipideos. Eles atuam como sequestradores de espécies reativas de oxigénio
(ERO) nocivas, causadoras da iniciacdo ou da progressao de doencas (DIPLOCK et al., 1998).
O interesse por antioxidantes naturais tem aumentado consideravelmente, nos Gltimos anos,
devido aos seus efeitos benéficos na prevengdo e na reducdo do risco de varias doencas
(SIGER et al., 2012).

As principais classes de antioxidantes que podem estar presentes naturalmente nos
alimentos e nas plantas sdo os compostos fendlicos (&cidos fendlicos, flavonoides e taninos),
carotenoides, tocoferois, acido ascorbico e seus derivados (VELIOGLU et al., 1998;
AMAROWICZ et al., 2004). Os componentes fendlicos presentes em plantas tém sido muito
estudados por apresentarem atividades farmacoldgica, antinutricional, antioxidantes e
antimicrobianas (NAGEM et al., 1992; GAMACHE et al., 1993; IVANOVA et al., 1997,
AZIZ et al., 1998; FERNANDEZ et al., 1998; HOLLMAN, KATAN, 1998), além de
participarem de processos responsaveis pela cor, a adstringéncia e 0 aroma em varios
alimentos (PELEG et al., 1998).

Sabe-se que algumas substancias produzidas pelas plantas podem ter acdo no
organismo humano e, se utilizadas de maneira correta, podem atuar com beneficios
medicinais, sejam preventivos, paliativos ou curativos. Estas substancias sdo denominadas

principios ativos e, ha maioria das vezes, uma planta apresenta mais de um principio ativo, o
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que Ihe confere diversas propriedades medicinais. No entanto, hd um grupo de substancias
ativas que determina a sua acdo principal, de forma que a planta medicinal, mesmo
apresentando diversas propriedades, apresenta sempre uma que sobressai (LINK, LOPES,
2011).

Na literatura, existem diversos trabalhos nos quais se avaliou a atividade antioxidante
e antimicrobiana de diferentes extratos vegetais. A utilizacdo de extratos vegetais e plantas
medicinais para humanos data de milhares de anos, sendo muito difundida no Egito Antigo,
na China, na india e na Grécia (KAMEL, 2000). A eficiéncia da atividade bioldgica dos
extratos vegetais depende da espécie utilizada, da concentragéo do principio ativo presente na
planta, da fonte de origem (caule, folhas ou semente), dos métodos de obtencdo e da
estabilidade dos componentes (KAMEL, 2000; BRUGALLI, 2003).

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o teor de
compostos fendlicos e o potencial antioxidante e antimicrobiano, sobre Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa, de extratos de Pereskia grandfolia Haw.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral, neste trabalho, foi avaliar o teor de compostos fenolicos e o potencial

antioxidante e antimicrobiano de extratos etandlicos e aquosos de Pereskia grandifolia Haw.

2.2 Objetivos especificos

Especificamente, os objetivos foram:

e preparar e determinar o pH dos extratos aquosos e etandlicos de Pereskia grandifolia
Haw.;

o determinar o teor de compostos fendlicos, flavonoides e di-hidroflavonoides totais em
extratos aquosos e etandlicos de P. grandifolia;

e avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos aquosos e etandlicos de P.
grandifolia;

o avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos sobre Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus por meio da concentracdo minima bactericida (CMB) e da

sensibilidade a antibi6ticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pereskia sp.

Pereskia sp. tem origem em paises latino-americanos, mas também esta difundida em
outras regides tropicais, como Maléasia, india, Indonésia e Panama. No Brasil, pode ser
encontrada da Bahia ao Rio Grande do Sul.

Este género apresenta 17 espécies, como Pereskia grandifolia Haw., Pereskia
aculeata, Pereskia aureiflora, Pereskia bahiensis, Pereskia bleo, Pereskia guamacho,
Pereskia horrid, Pereskia lychnidiflora, Pereskia marcanoi, Pereskia nemorosa, Pereskia
portulacifolia, Pereskia quisqueyana, Pereskias acharosa, Pereskia stenantha, Pereskia
weberiana e Pereskia zinniiflora (ABDUL-WAHAB et al., 2012, EDWARDS, DONOGHUE,
2006, PINTO, SCIO, 2014, SHARIF et al., 2015).

P. grandifolia é uma planta resistente e rastica que se desenvolve em diferentes tipos
de solos. A espécie foi introduzida na Africa do Sul, pelo menos desde 1858. Seus frutos s&o
empregados para fazer compotas e a planta também ¢ utilizada como cobertura vegetal. Na
regido noroeste do estado do estado do Parand, Brasil, ela frequentemente é encontrada como
trepadeira em matas secundarias. E espécie desde heliofita até esciofita e seletiva xerofita,
ocorrendo, preferencialmente, nas orlas e nas clareiras das florestas (PEREIRA et al., 2007).

Estes cactos sdo utilizados, tradicionalmente, ndo s6 para fins medicinais, mas também
alimentares e ornamentais. Os frutos apresentam propriedade expectorante e antissifilitica. As
folhas sdo empregadas como emoliente, anti-inflamatério e para a cicatrizacdo de feridas
(CARVALHO et al., 2014, KAZAMA et al., 2012). Além disso, P. grandifolia é utilizada
para o tratamento de infeccdes em seres humanos (ZAREISEDEHIZADEH et al., 2014,
SIEW et al., 2014, NURESTRI et al., 2009).

De acordo com estudos, as espécies do género Pereskia com potencial biologicamente
ativos sdo Pereskia aculeata, Pereskia bleo e Pereskia grandifolia, conhecidas como ora-pro-
nobis (ZAREISEDEHIZADEH et al., 2014; NURESTRI et al., 2009).

3.2 Quimica da Pereskia spp.
Os principais compostos fitoquimicos encontrados no género Pereskia séo alcaloides,

flavonoides, terpenos e taninos. Os flavonoides, como o flavonol-3-O-glicosideos, quercetina,

canferol, isoramnetina, flavonois, di-hidroflavonondis e flavanonas, séo responsaveis por uma
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grande variedade de atividades bioldgicas atribuidas a espécies do género Pereskia. A
quercetina € um potente antioxidante comumente encontrado em quantidades elevadas e,
juntamente com o canferol, as antocianinas e as catequinas (ZAREISEDEHIZADEH et al.
2014).

Alguns compostos j& foram identificados a partir do extrato metandélico das folhas de
Pereskia grandifolia Haw., tais como B-Sitosterol (1), vitamina E (2), fitona (3), 2,4-di-tert-
butilfenol  (4),metilpalmitato  (5), metiloleato (6) e metilestearato (7) (Figural)
(ZAREISEDEHIZADEH et al. 2014).

Em um estudo realizado por Agostini-Costa et al. (2012) foi demonstrado que 0s
frutos de Pereskia aculeata sdo ricos em carotenoides, como o-caroteno (22,7 pg/g), B-
caroteno (34,3 pg/g), luteina (6,5ug/g), o-criptoxantina/zeinoxantina (2,7 pg/g) e PB-
criptoxantina (2,2 ug/g).

Figura 1 - Estruturas quimicas dos compostos encontrados em Pereskia grandifolia Haw.: B-
sitosterol (1), vitamina E (2), fitona (3), 2,4-di-tert-butiphenol (4), metilpalmitato
(5), metiloleato (6) e metilstearate (7).

Fonte: Zareisedehizadeh et al. (2014)
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3.3 Pereskia grandifolia Haw.

P. grandifolia Haw. é também conhecida como ora-pro-nébis, cacto-rosa, jumbeba e
rosa-madeira. Esta planta é nativa das restingas do nordeste do Brasil e é cultivada em regides
tropicais e areas subtropicais. E uma planta arbérea ou arbusto, de 3m a 6m de altura, com
tronco cinzento-castanho de até 20 cm de didmetro, com vérios espinhos grandes e
pontiagudos em seus ramos, e com folhas grandes e suculentas. As folhas variam em tamanho
de 9 a 23 cm de comprimento e suas formas variam de eliptica a ovadas e de obovadas a
lanceoladas. Normalmente, desenvolvem 10-15 flores de densa inflorescéncia nas
extremidades das hastes, mas, algumas vezes, podem ter 30 ou mais flores. As flores séo de
coloracdo rosea a roxo e tém de 3-5 de didmetro. As folhas de P. grandifolia sdo comestiveis.
Os frutos tém formato de baga e coloragdo verde-avermelhada, quando jovens (com presenca
de pequenas folhas na superficie), passando a verde-amarelada, quando se inicia a maturacéo
(ZAREISEDEHIZADEH et al., 2014). As estruturas da Pereskia grandifolia Haw. podem ser
observadas na Figura 2.

P. grandifolia Haw. apresenta alto teor de mucilagem, sendo empregada externamente
como emoliente, na medicina popular e consumida como fonte alimentar, podendo ser
utilizada no tratamento e na prevencéo de patologias relacionadas a deficiéncias nutricionais,
especialmente as proteicas (FARAGO et al., 2004, SOBRINHO et al., 2015). Em virtude da
presenca do biopolimero arabinogalactana e do elevado contetdo proteico nas folhas, essas
plantas tém despertado o interesse da industria alimenticia e da farmacéutica.

H& um fato interessante em relacdo a sua propriedade anticancer, pois nao se
encontrou, cientificamente, toxicidade contra as células normais (CONCEICAO et al., 2014).
Além disso, nos frutos pode ser encontrado B-caroteno (SOUZA et al., 2013). Na medicina
tradicional, as folhas da ora-pro-nébis sdo empregadas na forma de cha, para o controle do
diabetes ou, ainda, na preparacdo de emplastro no tratamento de infeccdes da pele (DUARTE;
HAYSASHI, 2005, TURRA et al, 2007, CORREA, ALMEIDA, 2012,
ZAREISEDEHIZADEH et al., 2014).

Pereskia grandifolia Haw. é consumida, principalmente, no estado de Minas Gerais,
sendo, no municipio de Sdo Gongalo do Abaeté, mais comumente encontrada e conhecida do

que a P. aculeata. No semiérido brasileiro, suas folhas e frutos séo utilizados na culinaria. A

auséncia de toxicidade de suas folhas e a riqueza de nutrientes a tornam importante na
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alimentacdo humana na cidade de S&o Gongalo do Abaeté (MG), tanto na prevengdo quanto
no tratamento de doencas (ALMEIDA et al., 2014). A ora-pro-nébis é uma hortalica néo
convencional consumida pelas populacdes rurais e urbanas, e contribui para complementar a
alimentacéo e a economia familiar (TAKEITI et al., 2009, ALMEIDA et al., 2014)

Mesmo sendo pouco estudada, sabe-se que a ora-pro-nobis apresenta de 28% a 32% de
teor proteico e 85% de digestibilidade, além de elevados valores de aminoacidos essenciais,
destacando-se lisina, leucina e valina, podendo, assim, demonstrar aplicacdo farmacoldgica no
tratamento e na prevencdo de enfermidades relacionadas a deficiéncias proteicas (TAKEITI
etal., 2009, ALMEIDA et al., 2014).

Figura 2 - Estruturas da Pereskia grandifolia Haw.: a) flores; b) folha e espinhos; c) fruto
fechado; d) fruto aberto.

Fonte: Zareis e dehizadeh et al. (2014)

3.4 Plantas medicinais e metabdlitos secundarios

De acordo com Lopes et al. (2005), planta medicinal é toda planta que, administrada
ao homem ou animal, por qualquer via ou forma, exerca alguma acéo terapéutica. Metabolitos

secundarios ou fitoquimicos naturais sdo substancias produzidas em pequenas quantidades e



18

que nem sempre estdo envolvidos em fungdes vitais do vegetal ou, mesmo, presente em todos
eles. S&o conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares especializados e em distintos
estadgios de desenvolvimento, tornando seu isolamento e purificacdo mais trabalhosos. A
producdo desses componentes tem como fungéo proteger a planta contra herbivoros e o ataque
de patdgenos (SIMOES et al., 2010).

Efetivamente, as plantas sdo uma fonte natural de compostos bioativos (metabolitos
secundarios), incluindo antioxidantes, como o0s compostos fendlicos (acidos fendlicos,
taninos, flavonoides, cumarinas e estilbenos), vitaminas, carotenoides, alcaloides, entre
outros, com diversas a¢fes na promocao da satude (LOZIENE et al., 2007).

Os metabolitos secundarios das plantas tém uma estrutura variavel, sendo
considerados multifuncionais. Estes compostos tém despertado interesse, mais recentemente,
devido aos varios estudos que evidenciam o beneficio do seu consumo para a salde e a
prevencdo de doencas cronicas. Estes metabolitos secundarios também tém sido associados a
propriedades  anticancerigenas,  antiaterogénicas, antitromboticas,  antimicrobianas,
vasodilatadoras e analgésicas (DEY et al., 2012). Muitos desses metabolitos secundarios, em
especial os compostos fendlicos, permitem a modulacdo do processo oxidativo no organismo,
pois proporcionam um ambiente celular redutor, de forma a inibir o efeito dos radicais livres,
impedindo o aparecimento de danos celulares (BRENNA, PAGLIARINI, 2001; YILDRIM,
MAVI, KARA, 2002).

3.5 Compostos fenolicos

As plantas produzem uma variedade de produtos secundarios que contém um grupo
fenol e um grupo hidroxila funcional em um anel aromético. Tais substancias sdo
classificadas como compostos fendlicos. Os fendis vegetais constituem um grupo
quimicamente heterogéneo, com, aproximadamente, 10.000 compostos, alguns sollveis
apenas em solventes organicos; outros sao acidos carboxilicos e glicosideos sollveis em agua,
e existem aqueles que sdo grandes polimeros insolGveis. Esses compostos podem ser
agrupados em diferentes classes, de acordo com a sua estrutura quimica basica e em diferentes
subclasses, com substitui¢fes especificas na estrutura basica, associacdo com carboidratos e
formas polimerizadas (FARAH; DONANGELO, 2006).

Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar

hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que
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impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios

(BRAND-WILLIAMS, 1995; NEVES et al., 2009).

3.6 Flavonoides

Os flavonoides sdo substancias fendlicas de baixo peso molecular que estdo
amplamente distribuidas nas plantas superiores. Eles sdo varredores de radicais livres e
queladores dos ions metalicos, protegendo os tecidos contra radicais livres de oxigénio e
peroxidacdo de lipideos (SOUZA, 2013). Quimicamente, apresentam estruturas que S&o
compostos triciclicos com dois anéis aromaticos (anéis A e B), sendo que o C contém o
grupamento pirona, enquanto o A possui benzol. Também apresenta grupamentos de hidroxila
nas posicoes 5 e 7, e 0 anel B tem cinamoil, com grupamento de hidroxilas na posigdo 3°, 4°,
5°, como mostrado na Figura 5. Tem origem biossintética mista, ou seja, se compde por

subunidade derivadas de duas ou mais vias biossintéticas (MIEAN; MOHAMED, 2001).

Figura 5 - Estrutura quimica basica de um flavonoide.

S 4

Fonte: Miean; Mohamed (2001)

A divisdo dos flavonoides estad baseada na conexdo do anel aromatico B ao anel
heterociclico e as subclasses sdo as seguintes: chalconas, flavanonas, flavanondis, flavona,
flavonol, antocianinas, isoflavonas, flavan-3-ol eantocianidina (Figura 6) (LIU, 2003;
SOUZA, 2013).
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Figura 6 - Principais classes de fitoquimicos naturais.
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Os flavonoides constituem a maior classe de fendlicos vegetais e sdo 0s pigmentos
mais comuns depois da clorofila e carotenoides. Ocorrem, geralmente, em plantas como
derivados glicosilados e seu papel fisiologico é diverso. Devido as suas cores atrativas,
flavonas, flavondis e antocianidinas contribuem como sinais visuais para 0s insetos durante a
polinizacdo. Além disso, a adstringéncia da catequina e outros flavonois pode afastar insetos
nocivos as plantas. Agem também como catalisadores da fotossintese e reguladores dos canais
de ions envolvidos na fosforilacdo. Também protegem células vegetais de espécies reativas de
oxigénio produzidas sistema de transporte de elétrons fotossintético e, por apresentarem
propriedades absortivas de ultravioleta, protegem as plantas contra a radiacdo ultravioleta do
sol (STALIKAS, 2007).

Os flavonoides sdo encontrados em frutas, flores e em alguns tipos de vegetais. Esses
compostos sdo propensos a serem estudados, ja que revelam uma relagdo inversamente
proporcional ao uso desses metabdlitos e a ocorréncia de doencas degenerativas, como 0
cancer (KNEKT et al., 1996).

Provavelmente, as atividades realizadas pelos flavonoides sdo provenientes de sua
acao antioxidante, por causa da sua capacidade de sequestrar oxigénio, de quelar metais e/ou
doar oxigénio, sendo poderosos sequestradores de radicais livres (HUBER et al., 2007).

Os principais antioxidantes explorados no comércio sdo acido ascérbico, tocoferdis e
alguns extratos de plantas. Esses extratos apresentam, em sua COmposi¢do, COMpOstos

fenolicos, especialmente flavonois e acido fendlicos, que séo mais explorados pelas atividades
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antioxidantes anticancerigenas e por terem acdo na diminuicdo do risco de doengas
cardiovasculares (LOULI et al., 2004; PINELO et al., 2005).

3.7 Atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos de plantas medicinais: Pereskia

sp.

Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao,
comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe significativamente a oxidacdo do meio
(HALLIWELL, 2000). Os antioxidantes s&o classificados em dois grupos, 0s primarios e o0s
secundarios. Os antioxidantes primarios sdo capazes de interromper a cadeia de radicais,
cedendo hidrogénio aumenta radical lipidico livre e assumindo a forma de radical estavel. Os
secundarios reduzem o processo de iniciacdo, utilizando agentes quelantes de metais
(GORDON, 1990).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de vegetais e plantas disponiveis, sendo
excelentes fontes de terpenos, compostos fenolicos e nitrogenados. Tais substancias tém
demonstrado alto potencial de compostos bioativos, podendo ser utilizadas, principalmente,
na industria alimenticia e na farmacéutica (ZHENG; WANG, 2001).

Os antioxidantes obtidos diariamente na dieta, tais como vitaminas A, C e E,
flavonoides e carotenodides, promovem acdo protetora contra oS processos oxidativos que
naturalmente ocorrem no organismo, sendo extremamente importantes na interceptacdo dos
radicais livres. O uso das plantas medicinais é amplamente estudado, devido as propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, tanto de seus Oleos essenciais quanto de seus extratos
(BIANCHI; ANTUNES, 1999; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Os microrganismos patogénicos estdo se mostrando resistentes a maioria dos
antimicrobianos conhecidos, o0 que incentiva ainda mais a procura por antibiéticos de
ocorréncia natural (SOUZA, 2013; LOPES et al., 2005).

Os locais, ou estruturas, da célula bacteriana que sdo considerados sitios de acdo para
0s componentes de produtos naturais estdo ilustrados na Figura 10. Geralmente, o0s
mecanismos de acdo de compostos naturais sdo caracterizados pela desintegracdo da
membrana citoplasmatica, a desestabilizacdo da forca proton motriz (FPM), o fluxo de
elétrons, o transporte ativo e a coagulacdo do contetdo da célula. Nem todos os mecanismos
de acdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios ser afetados por outros mecanismos
(BURT, 2004).
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Figura 10 - Locais e mecanismos de acdo que podem ser sitios para acdo de compostos
naturais na célula bacteriana.

Coagulagéo Préton Forga
_— ’f' —_ Motriz
%7-*—,‘«—-:‘\ H*
/Fuga de P Z\\
constituintes ) WA\

[ f ' citoplasmaticos: ] ! '
" \ metabolitose Citoplasma

= e e
Parede celular ,{TIT ’\ﬂT" Tﬁhl\ |Membrana
W m cnoplasmatlca
Proteinas de membrana \'\. ,//

Fonte: Burt (2004) - Adaptado

Em virtude da grande diversidade quimica existente, particularmente entre os
compostos fendlicos, varios ensaios in vitro tém sido desenvolvidos para avaliar a capacidade
antioxidante de diferentes amostras. Entre esses diversos métodos e sistemas de solventes para
a extracdo de compostos antioxidantes em vegetais existem alguns fatores que podem afetar o
processo, como tipo do solvente e polaridade podem afetar a transferéncia de elétrons e de
atomos de hidrogénio. Sendo relevante a capacidade antioxidante; a presenca de compostos
ndo antioxidantes nas solugdes testadas (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

Dessa forma, existem diversos métodos para a extracdo dos compostos antioxidantes
em vegetais, dentre 0s quais podem ser citados os métodos tradicionais de extracdo utilizando
solventes (como agua, etanol, éter, acetato de etila, cloroférmio, hexano e metanol) e a
extracdo supercritica que, mediante as mudancas na pressao e na temperatura, transforma o
diéxido de carbono (CO,;) em fluido supercritico para a extracdo (LEAL et al., 2003;
REHMAN; HABIB; SHAH, 2004). Apesar da utilizacdo de diferentes solventes no processo
de extracdo e métodos para a determinacdo da atividade antioxidante, ainda ndo existe um
procedimento metodoldgico universal (FRANKEL; MEYER, 2000).

Turra et al. (2007), ao avaliarem os extratos brutos das folhas de P. grandifolia nas
concentracdes de 100 e 1.000 pg L1, na presenca de DPPH, observaram gue, na concentracdo
de 1.000 pg mL™, a capacidade de neutralizagdo dos radicais livres de DPPH variou de 10% a
31,5%, enquanto, na concentracdo de 100 ug mL™, a capacidade de inibicdo variou de 3,5% a
5,8%. Tais autores relataram que a planta ndo atuaria como eficaz agente antioxidante.

No que tange a atividades microbioldgicas, nenhum dos extratos avaliados apresentou

atividade antimicrobiana para cepas de Staphylococcus aureus, Esherichia coli, Bacillus
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subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Zareis e dehizadehet et al. (2014)
pesquisaram as propriedades antibacteriana, antiviral e antifngica in vitro de Pereskia bleo.
Os extratos metanolico e hexanico demonstraram eficiente atividade antibacteriana contra
Salmonella sp. e Pseudomonas aeroginosa. Além disso, o extrato de Pereskia bleo obtido
com solvente diclorometano mostrou efeito antibacteriano promissor contra Staphylococcus
aureus resistente a meticilina.

Philip et al. (2009) observaram que nenhum dos extratos de P. grandifolia, nas
concentracdes de 50 e 500 mg mL™, demonstrou atividade contra Escherichia coli. Somente o
extrato etila acetato, na concentracdo de 500 mg mL™, mostrou atividade antimicrobiana
contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis.

Dentre os estudos encontrados na literatura, sdo poucos aqueles nos quais foram
relatadas as atividades bioldgicas antioxidantes e antimicrobianas de extratos de Pereskia
grandfolia Haw. (Sim 2010; Turra et al. 2007). Assim, existe a necessidade de estuda-los,
principalmente contra microrganismos causadores de infecgdes, tais como Pseudomona

aeruginosa e Staphylococcus aureus.
3.8 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, pertencente ao género Pseudomonas, sdo bacilos gram-
negativos, aerobios e moveis. Possuem necessidades nutricionais minimas, sobrevivendo em
uma grande variedade de ambientes. Encontram-se amplamente distribuidas no solo e na
agua, e podem também fazer parte da microbiota normal do trato intestinal e da pele de 3% a
5% da populacdo. E patdgeno oportunista associado a infeccbes hospitalares, urinarias e
sepse, estando mais suscetiveis pacientes com queimaduras, cateterismo urinario, fibrose
cistica, diabetes e neutropenia (MARRA et al., 2006; THOMPSON; BONOMO,2005).

P. aeruginosa é um patégeno comum em infecgGes sistémicas, com alta mortalidade, a
qual pode chegar a 33% em pacientes imunocomprometidos (MARRA et al.,2006). A
variedade de sitios de infeccdo e a aquisicdo de mecanismos de resisténcia revelam grande
capacidade de adaptacdo ao meio. Apresenta varios fatores de viruléncia, dentre eles
polissacarideos, flagelos epilitipo 1V, importantes para a adeséo e a colonizagédo dos tecidos.
Outros fatores de viruléncia s&o as piocianinas, que impedem a proliferacdo da epiderme e de
linfdcitos; lipideos, que solubilizam o surfactante pulmonar e elastases, que reduzem a

elasticidade pulmonar, facilitando a colonizagéo do tecido (BERRE et. al, 2006).
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3.9 Staphylococcus aureus

Staphylococcus séo cocos gram-positivos, imoveis, com didmetro entre0,5 a 1,5 um e,
por dividirem-se em planos diferentes quando vistos ao microscopio, aparecem na forma de
cacho de uvas. Sdo bactérias anaerdbias facultativas, com maior crescimento sob condicGes
aerobias, e produzem catalase (FRANCO; LANDGRAF, 2008; GARRITY, 2006).

Os Staphylococcus aureus sdo microrganismos comumente encontrados na pele e na
cavidade nasal da populacdo (RAZERA et al., 2009, MOURA et al., 2010; SANTOS, 2007).
Essa colonizagdo determina o estado de portador ou portador assintomatico, uma vez que a
presenca da bactéria no organismo do hospedeiro ndo ocasiona lesdes aparentes
(CAVALCANTI et al., 2006)

As infeccBes causadas por essa bactéria frequentemente acometem a pele e os tecidos
subcutaneos, sendo muito comum sua associacdo com dispositivos e aparelhos implantados,
especialmente em pacientes cujo sistema imunoldgico encontra-se debilitado, bem como em
criancas e idosos (CAVALCANTI et al., 2006). Algumas dessas infec¢bes tém carater agudo
e podem gerar focos metastaticos, disseminando para outros tecidos. H4, ainda, o risco de
infeccGes mais graves, como bacteremia, pneumonia, osteomielite, endocardite, miocardite,
pericardite, meningite, abscessos musculares e cerebrais (GELATTI et al., 2009). E valido
lembrar que estes ultimos sdo episddios frequentemente associados com alta morbidade e
mortalidade (JONES, 2003; CASTELLANO GONZALEZ et al., 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

Plantas de Pereskia grandifolia Haw. foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais
da Universidade Federal de Lavras (21°14°07” S; 44°58°22” O; 879 m de altitude). As folhas
foram identificadas no Departamento de Biologia da mesma universidade e a exsicata
(Registro) depositada no Herbario da EPAMIG-BH.

4.2 Determinacdo da umidade

Para a determinacdo da umidade utilizaram-se 100 g de folhas frescas. A amostra foi
desidratada em estufa, a 105°C, por 48 horas, colocada em dessecador por 30 minutos e a
pesagem efetuada até peso constante. A andlise foi realizada em duplicata. O resultado foi

expresso em percentagem.

4.3 Preparo dos extratos

Os extratos (5% p/v) foram preparados por refluxo e sonicacdo a partir de folhas
frescas de P. grandifolia. As folhas foram rasuradas em tamanho de 0,5 cm?®Para ambos 0s
extratos utilizou-se dgua ou solucdo etanolica a 70%, como solvente extrator.

Para o preparo dos extratos aquosos e etandlicos por refluxo, os materiais vegetais
foram individualmente destilados, por 30 minutos, em fervura em sistema fechado, para
reduzir as possiveis perdas por volatilizacéo.

Os extratos obtidos por sonicacdo foram preparados em banho de ultrassom Nova,
modelo N11204, 50Hz, empregando-se um ciclo ininterrupto de 30 minutos.

Os extratos foram filtrados por filtracdo simples e os rendimentos extrativos foram
calculados.

4.4 Determinacao do rendimento extrativo

Os rendimentos extrativos foram determinados por gravimetria, a partir da secagem
em estufa, a 105°C, de 10 mL de cada extrato em cadinhos de porcelana, até peso constante

(Farmacopéia Brasileira, 2010). As anélises foram realizadas em duplicata.
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4.5 Determinacéo do pH

Para a determinacdo do pH, as amostras foram dissolvidas a 5% (m/v) em &gua
destilada. As analises foram realizadas em pH metro digital (GEHAKA, PG 2000)
previamente calibrado com soluc¢@es tampéo pH 4,0 e 6,86 (Farmacopéia Brasileira, 2010). O
resultado corresponde a média de trés determina¢6es (MUNHOZ et al., 2012).

4.6 Avaliacéo da atividade antioxidante dos extratos de P. grandifolia Haw.

4.6.1 Reagentes e equipamentos

Foram utilizados os seguintes reagentes: solucdo de Folin-Ciocalteu; carbonato de
sodio (Na,COs3); cloreto de aluminio (AICI3); acido galico; acido tiobarbitdrico (TBA); 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH); acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico
(ABTS); ferricianeto de potassio [KsFe(CN)g]; deoxiribose; 2,4-dinitrofenol (DNP);
hidréxido de potassio (KOH); &cido tricloroacético (TCA); ferrozina [3-(2-piridil)-5,5-bis-(4-
acido fenil sulfbnico)-1,2,4-triazina]; &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), persulfato
de potéassio (K;S,0g); cloreto tetra-hidratado de ferro 1l (FeCl,-4H,0); sulfato hepta-hidratado
de ferro Il (FeSO,4.7H,0), Espanha); perdxido de hidrogénio (H,0,); sulfato de dodecil sodio
(SDS). L(+)-4cido ascorbico (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) pureza 99,7%-100,5%;
naringenina (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) pureza > 95%; &cido galico anidro
(Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) pureza >98% equercetina (Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Alemanha) pureza >95.

Os equipamentos incluiram leitora de microplacas TECAN Infinity® M200 PRO,
operado pelo software I-control® versdo 3.37;balanca de IV OHAUS modelo MB45
eturboextrator Turratec modelo MA 102.

4.6.2 Determinacdo dos fendis totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais (FT) foi determinada pelo método
colorimétrico, empregando-se o reagente Folin-Ciocalteu descrito por Slinkard e Singleton
(1977). A curva de calibragdo foi preparada com &cido galico.

As reacgdes foram realizadas em tubos de vidro. Utilizaram-se 20 pL dos extratos, 125
mL de Na,CO3; e 100 mL de solucdo etandlica de Folin-Ciocalteu a 10% (v/v). Em seguida,
foram transferidos 250ul para a microplaca de 96 pocos, reagindo por 120 minutos no
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escuro, a temperatura ambiente, realizando-se a leitura em espectrofotdmetro a 760nm na
sequéncia. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em miligrama

equivalentes em acido galico por g de peso seco da amostra (mg EAG/g).
4.6.3 Quantificagdo flavonoides (flavonas e flavonoides totais)

O contetdo de flavonoides totais nos extratos foi determinado pelo método de AHN et
al. (2004). Resumidamente, 100 uL de solugdo aquosa de cloreto de aluminio (AICl3) a 2%
foram misturados com o mesmo volume da solu¢do de amostra (100 puL de cada extrato).
Apds 60 minutos a temperatura ambiente, as absorbancias das amostras foram mensuradas a
420nm, contra um branco [100 pL de solvente (agua ou etanol 70%) + 100 uL solugdo de
AICI3[. O conteudo total de flavonoides foi determinado utilizando-se uma curva padréo de
quercetina com cinco pontos de concentracbes (0,125, 0,0625, 0,0312, 0,0156 e 0,0078
ug/mL). y= 16,944x — 0,0351, em que y é a absorbancia e x é a concentracdo; R*= 0,9999. O
contetdo total de flavonoides totais foi expresso em miligramas equivalentes de quercetina

por grama de extrato seco (mg EQ/g).
4.6.4 Quantificacdo de flavonas e di-hidroflavondis totais

A quantificacdo de flavonas e di-hidroflavondistotais foi realizada de acordo com
Popova, Bankova e Butovska (2004). Foram misturadas 500puL de solugdo metanolica de 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNP) com 200uL da solu¢ao de amostra ou padrio e aquecidas, a
50°C, por 50 minutos. Apos arrefecimento a temperatura ambiente, foram adicionados 2mL
de KOH 10% em metanol (v/v) a solu¢ao reagente (amostra+tDNP). Em seguida, 50uL da
solugdo reagente (amostratDNP+KOH) foram diluidos em 500uL de metanol e
centrifugados, a 3.000rpm, por 10 minutos. Um volume de 250uL de cada amostra foi
transferido para os pocos da microplaca. As absorbancias foram lidas a 486nm, contra um
branco [200uL de solvente (agua/ etanol 70%)+ 500ul. de DNP + 2.000uL de KOH 1%]. O
contetdo total de di-hidroflavonoides foi determinado utilizando-se uma curva padrdo de
naringenina com seis pontos de concentragdes (3; 1,5; 0,75; 0,375; 0,1875 ¢ 0,0937 ug/mL).
Y=0,7118x — 0,0611, em que y é a absorbancia e x é a concentracdo; R®> = 0,9999. Os
resultados foram expressos em miligrama equivalentes em naringenina por g de extrato seco
(mg EN/qg).
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4.6.5 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total foi mensurada com base no método de reducdo do
molibdato de amonio descrito por Prieto, Pineda e Aguilar (1999). Para isto, 100uL dos
extratos foram misturados com 3mL da solucdo reagente (&cido sulfurico 0,6M, fosfato de
sodio, 28mM e molibdato de aménio 4mM). Apoés reacdo por 90 minutos, a 95°C, as amostras
foram arrefecidas a temperatura ambiente e suas absorbancias mensuradas a 695nm. O ensaio
foi realizado em triplicata e os resultados expressos em miligrama equivalentes em acido

ascorbico por g de peso seco da amostra (mg EAG/Q).

4.6.6 Determinacdo do poder quelante

O grau de quelacdo dos ions de ferro Il pelos extratos foi avaliado de acordo com
Miguel et al. (2014). Em aliquotas de 100uL. dos extratos adicionaram-se 30uL. de FeCI2
4H,0 (2mM). Em seguida, acrescentaram-se 40 pL de ferrozina (5 mM) e as solugdes reativas
foram incubadas por 10 minutos, a 25°C. A absorbéancia das solucGes foi medida a 562nm. A
porcentagem de inibicdo da formac&o do complexo ferrozina -Fe?*foi determinada por meio do
empregoda férmula [(AO - A1)/A0 *100], em que AO € a absorbancia do complexo ferrozina-
Fe’" e Al a absorbancia das amostras analisadas. Os resultados foram expressos como ICs,
correspondendo a concentracdo eficaz para a quelacdo de 50% de ions ferro de 1l. EDTA foram

utilizados como controle positivo e as amostras foram analisadas em triplicatas.

4.6.7 Atividade de eliminacdo de radicais livres (DPPH)

A atividade da captura de radicais livres por DPPH foi realizada conforme o método
proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Diferentes concentracGes das
amostras (3,12-0,19 mg/mL) foram adicionadas a 270 puL de solugao metandlica de DPPH 0,2
mM. As solucdes foram incubadas a temperatura ambiente, no escuro, por 60 minutos e as
leituras espectrofotométricas realizadas a 517 nm. BHT foi utilizado como controle positivo e
0 metanol, como controle negativo. A atividade da captura de radicais livres por DPPH foi
expressa pela porcentagem de inibicdo (50%), calculada pela formula 1Cso(%) = (A0-Al) /AOQ,
em que A0 é a absorbancia do controle negativo e Al a absorbancia das amostras. A atividade
de eliminacdo de radicais livres foi expressa como ICsp, correspondendo a concentracdo de

extrato capaz de inibir 50% dos radicais DPPH.
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4.6.8 Determinacéo do poder redutor

Utilizou-se 0 método de Oyaizu (1986) para a determinacdo do poder redutor dos
extratos. Volumes de 50uL da amostra foram misturados homogeneamente com 500uL de
tampao fosfato de sddio 0,2M (pH 6,6) e S00uL de solugdo aquosa de ferricianeto de potassio
a 1% (p/v). A mistura foi incubada, a 50°C, por 20 minutos. Em seguida, 500uL de solugéo
aquosa de &cido tricloroacético al0% (p/v) foram adicionados a mistura e centrifugados, a
5.000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante (0,5mL) foi misturado a 0,5mL de agua destilada
e 100uL de solugdo aquosa de cloreto férrico a 0,1% (p/v). A intensidade da cor azul-verde
foi medida a 700nm. O poder redutor foi expresso pelo valor da absorbéancia, a 700nm. O
acido ascorbico foi utilizado como controle positivo e 0s ensaios com o extrato realizado em

triplicata.

4.7 Perfil cromatografico dos extratos

Para andlise dos perfis cromatograficos exploratorios dos extratos brutos de Pereskia
grandifolia Haw. foi utilizado cromatografo Agilent Série 1200, com pré-coluna Zorbax ODS
4-Pack (4,6 d.i. x 12,5 mm x 5 um) e coluna Zorbacx Eclise XDB-C18 (4,6 d.i. x 150 mm x5
pum). As andlises foram realizadas a 40 °C, com fluxo de 1 mL/min e deteccdo no
comprimento de onda de 210 nm. Espectros no UV, na faixa de 205 a 400 nm, foram
registrados on-line para cada pico. Foi utilizado sistema de eluicdo em gradiente linear, com
fase movel composta por dgua (A) e acetonitrila (B), conforme descrito na Tabela 1,sendo a

fase movel composta por gua e acetonitrila acidificadas com 0,1% de acido fosférico.

Tabela 1 - Gradiente de eluicdo empregado para registro dos perfis cromatogréficos
exploratérios por CLAE-FR.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 95 5
65 5 95
70 5 95

Le
A = 4gua e B = acetonitrila. Ambos os eluentes foram acidificados com 0,1% de acido fosférico.
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4.8 Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos extratos de Pereskia grandifolia

As analises microbioldgicas dos extratos foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos, no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

4.8.1 Microrganismos e obtencao do in6culo

As cepas utilizadas no experimento foram Staphylococcus aureus GL 4133 e
Staphylococcusaureus GL 5674, cedidas pela Embrapa Gado de Leite sediada em Juiz de
Fora, MG, e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, cedida pela Fundagcdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz). As culturas estoque foram armazenadas em meio de congelamento (glicerol: 15
mL; peptona bacterioldgica: 0,5 g; extrato de levedura: 0,3 g; NaCl: 0,5 g; agua destilada: 100
mL) e congeladas durante o periodo de execucdo do experimento.

A reativagdo das cepas foi realizada inoculando-se 100 pL da cultura em tubos
contendo 10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth), com incubagéo a 37°C/24h, em
condices aerébicas para a padronizacdo do inéculo em 10® UFC/g, por meio da escala de
McFarland.

4.8.2 Sensibilidade a antibidticos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado utilizando-se o método de
disco-difusdo em A&gar, segundo recomendacBes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005).

Os microrganismos foram reativados em caldo BHI, a 37°C, por 24 horas e o inoculo
padronizado com densidade celular correspondente a 10 UFC/mL, por Escala de McFarland.

Foi realizado espalhamento em superficie em agar TSA e, posteriormente, foram
adicionados os discos contendo 0s seguintes antibidticos, para as estirpes gram-positivas e
gram-negativas: cefalotina (30mg), gentamicina (10mg) e enrofloxacina (5mg).

As placas foram, entdo, incubadas, a 37°C, por 24 horas e, ap0s esse periodo,

procedeu-se @ mensuracdo dos halos de inibi¢do ao redor dos discos.
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4.8.3 Atividade antimicrobiana dos extratos de P. grandifolia

A atividade antimicrobiana dos extratos de P. grandifolia foi realizada utilizando-se
método de difusdo em &gar seguindo recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005).

Os microrganismos foram reativados em caldo BHI, a 37°C, por 24 horas e o inéculo
padronizado com densidade celular correspondente a 10% UFC/mL, por Escala de McFarland.

Foi realizado espalhamento em superficie em agar TSA e, posteriormente, foram
adicionados os discos contendo os seguintes extratos (5% p/v) a partir de folhas frescas de P.
grandifolia: hidrolato, aquoso (sonica¢édo), aquoso (refluxo), aquoso (maceracéo) e etandlico
70% (maceracdo). Como controle positivo foi utilizada gentamicina (10 mg).

As placas foram, entdo, incubadas, a 37°C, por 24 horas e, apds esse periodo,
procedeu-se a mensuracdo dos halos de inibicdo ao redor dos discos. A metodologia foi feita

em triplicata e trés repeticoes.

4.8.4 Determinacao das concentragdes minimas bactericidas dos extratos

A concentracdo minima bactericida (CMB) dos extratos foi determinada empregando-
se a técnica de microdiluicdo em caldo, em placas de poliestireno de 96 cavidades, de acordo
com o0 NCCLS (M7-A6) (NCCLS,2003), com adaptagdes.

Os diferentes extratos foram diluidos obtendo-se concentraces de 0,0781;0, 1562;
0,3125; 0,625; 1,25 e 2,5 (v/v).Aliquotas de 150 pL das solucdes de extratos foram
adicionadas nas cavidades contendo 150 puL TSB, e assim sucessivamente, até obter as
concentracdes propostas e inocularam-se 10 pL das culturas padronizadas a 10® UFC/mL.
Como controle negativo foi utilizado alcool 70%. As microplacas foram vedadas e incubadas,
a 37°C/24horas. Apos esse periodo foi realizada leitura da absorbancia em leitora de Elisa da

Tecan (D0 600 nm). O experimento foi realizado em triplicata e trés repeticdes no tempo.
4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa SISVAR, versdo 5.3
(FERREIRA, 2010). As médias entre os tratamentos foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA), pelo teste F, e comparadas pelo teste Scott-Knott, ap < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Calculo de umidade

A umidade de um alimento esta relacionada com sua estabilidade, qualidade e
composicdo. A umidade da Pereskia grandifolia a partir de folhas coletadas no Horto de
Plantas Medicinais da UFLA foi de 76%.

5.2 Rendimento extrativo

Como pode ser observado na Tabela 2, para o rendimento extrativo foram observados
valores diferentes, variando bastante de acordo com os métodos de extracdo, tendo o extrato

de refluxo etandlico sido o que apresentou melhor rendimento.

Tabela 2 - Rendimento dos diferentes extratos obtidos da P. grandifolia.

Extratos Rendimento (%)
Refluxo aquoso 0,28
Sonica¢do aquoso *
Refluxo hidroetandlica 0,95
Sonicacdo hidroetandlica 0,83

*N&o determinado (amostra insuficiente para o ensaio).
5.3 Determinacéo do pH

Na analise dos valores de pH ndo se verificou diferenca marcante entre os extratos
aquosos e o0s extratos etandlicos, obtendo-se valores entre 5,6-6,5. De acordo com Ferreira e
Aquila (2000), valores extremos de pH podem mascarar o efeito fitoterapico dos extratos. Na
Tabela 3 sdo apresentados os valores de pH para os diferentes extratos.

Tabela 3 - Valores de pH dos diferentes extratos obtidos da P. grandifolia.

Extratos pH
Refluxo aquoso 5,62
Sonicagdo aquoso 6,02
Refluxo hidroetandlica 6,44

Sonicacgéo hidroetandlica 6,48
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5.5 Quantificacao de compostos fendlicos e atividades antioxidantes dos extratos
Os resultados obtidos nas quantificacbes de compostos fendlicos dos extratos de P.

grandifolia estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teores de constituintes fenolicos totais de diferentes extratos de P. grandifolia.

Extratos Fendlicos Flavonas e Flavanonas e di-
totais flavonois totais hidroflavonais totais
Refluxo aquoso 8,66+0,64a 0,42+0,01b 1,29+0,012
Sonicagéo aquoso 1,31+0,11 0,08+0,00d 0,55+0,07c
Refluxo hidroetanolico 6,11+0,25b 0,49+0,04a 1,26+0,01b
Sonicacéo 4,76x0,22c 0,22+0,00c 1,31+0,072

hidroetandlica

Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si,a P<0,05, segundo o
teste de Scott-Knott. Fendlicos totais: expressos em mg equivalentes de acido galico/g de folha fresca
(mg EAG/g). Flavonoides: expressos em mg equivalentes de quercetina/g de folha fresca (mg EQ/g).
Di-hidroflavonoides: expressos em mg equivalentes de naringenina/g de folha fresca (mg EN/qg).

A demanda crescente para extrair compostos bioativos de plantas estimula a busca
continua por métodos de extracdo convenientes. A extracdo liquido-solido pode ser definida
como um fendémeno de transporte de massa em que os sélidos contidos nas estruturas das
plantas migram para o solvente até o equilibrio (Uribe et al. 2015). A extracdo é o primeiro
passo de qualquer estudo de plantas medicinais, o qual desempenha papel significativo e
crucial sobre o resultado final. A fim de encontrar métodos de extracdo efetivos que
contribuam nas andlises quimico-biol6gicas de compostos naturais, diferentes métodos de

extracdo tém sido propostos (Azmir et al. 2013; Azwanida 2015).

5.6 Fendlicos totais

Os compostos fenolicos sdo constituintes comuns da dieta humana e sdo encontrados
principalmente em frutas e vegetais. Seu consumo tem sido sugerido proporcionar beneficios
a saude, devido as suas propriedades antioxidantes (Spencer, et al.,2008).

O teor de fenol total foi determinado por uma modificacdo do método de Folin-
Ciocalteu, descrito por Singleton, Orthofere Lamuela-Raventds (1999). A quantidade de
fenois totais nos extratos examinados variou de 1,31+0,11 a 8,66+0,64 mg EAG/g planta seca.
A recuperacdo de compostos fendlicos, expressa como equivalentes de &cido gélico, foi

afetada pelo método de extracdo. O metodo de extracdo de refluxo apresentou a maior
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quantidade de fenolicos totais usando agua como solvente de extracdo (8,66+0,64mg EAG
/9), sequido de etanol 70% (6,11+0,25 mg EAG /g),enquanto a sonicacdo aquosa apresentou a
menor quantidade fendlica total (1,31+0.11 mg EAG /g).

O extrato obtido por maceracdo metanolica de folhas secas de P. grandifolia
apresentou quantidade similar de compostos fendlicos totais & do presente estudo, quando
comparado ao refluxo aquoso (10,30 mg/g de folha seca apresentada como 38,54 +0,48 mg of
GAEs/g do extrato) (Sim et al. 2010).

O metodo de extracdo por refluxo revelou-se um método eficaz para a extracdo de
compostos fendlicos em P. grandifolia. Os dados também mostram que as concentragdes de
compostos fenolicos totais foram afetadas significativamente (p<0,05) pelo solvente extrator e

pela temperatura. Resultados similares foram relatados por Ereifej et al. (2016).
5.7 Flavonas e flavondis totais

Os flavonoides sdo um grupo de compostos naturais encontrados em plantas, com
estruturas fendlicas variaveis. Eles podem ser divididos em uma variedade de classes, tais
como flavonas, flavondis, flavanones e outros (KUMAR, PANDEY 2013).

Os resultados indicaram que a maior recuperacdo de flavonas e flavondis totais foi
obtida por refluxo hidroetandlico (0,49+0,04 mg QE/g folha seca), seguido pelo refluxo
aquoso (0,42+0,01 mgQE/g folha seca).

Independente do solvente extrator, 0 método de refluxo foi mais efetivo que a
sonicacdo na extracdo de fendlicos e flavonas/flavondis totais, demonstrando que a
temperatura é um fator significativo na recuperacao desses constituintes em P. grandifolia. O
aquecimento pode amaciar o tecido da planta e enfraquecer as interacfes fenol e fenol-
proteina de polissacarideos; por conseguinte, mais polifendis migrariam para o solvente (Shi
et al. 2003) Além disso, conforme CARVALHO et. al. (2009), extratos de Pereskia sdo

estaveis sob temperaturas elevadas.

5.8 Flavanonas e di-hidroflavonois totais

O método de quantificacdo de flavanonas/di-hidroflavondis totais baseia-se na interagcao
destes compostos com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNP) em meio &cido (&cido sulfurico) para
formar fenil-hidrazonas coloridas. A absorvancia é medida a 486 nm. O principio deste método
é que o reagente 2,4-dinitrofenil-hidrazina reage com carbonilas cetonicas e aldeidicas para

formar 2,4-dinitrofenil-hidrazona, resultando numa cor vermelha (PONTIS et al. 2014).
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Os resultados revelaram que as concentracdes de flavanonas/di-hidroflavondis totais
variaram de acordo com o solvente e 0 método utilizado para extragdo. A quantidade variou
de 0,55+0,07 a 1,31+0,07 mg NE/g folha seca.

Na recuperacdo de flavanonas e di-hidroflavondis em P. grandifolia, a variavel
solvente extrator demonstrou ser essencial na eficiéncia extrativa (P<0,05). O extrato
hidroetanolico obtido por sonicagdo exibiu o maior teor de flavonona e di-hidroflavonol,
enguanto a sonicagdo com agua recuperou minimas quantidades desses flavonoides. O mesmo
comportamento foi observado para o refluxo.

Os solventes polares sdo frequentemente utilizados para a extracdo de polifendis de
materiais vegetais. Os solventes mais empregados sdo misturas aquosas contendo etanol,
metanol, acetona e acetato de etila. O etanol € reconhecido como um bom solvente para a
extracdo de polifendis, devido a sua seguranca para o consumo humano (DAI, MANPER,
2010).

5.9 Atividade antioxidante

Tabela 5 - Atividade antioxidante dos extratos de P. grandfolia Haw. lavondid sob diferentes

métodos.

Extrato DPPH? CAT! Poder Quelante?
Refluxo aquoso 0,21+0,01c 2,31+ 0,04b 0,55+0,05b
Sonicagdo aquoso 2,85+0,02a 0,34+0,07c 1,660,042
Refluxo hidroetandlico 0,43+0,01c 1,8+0,27a 0,87+0,04b
Sonicacado 0,93+0,04b 0,57+0,03c 2, 19+0,06%

hidroetandlico

Meédias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si,a P<0,05, segundo o
teste de Scott-Knott.! CAT: Capacidade antioxidante total em mg equivalente do acido ascorbico.’
ICs0 mg/ml.

Existem varios métodos para avaliar a atividade antioxidante, como o método de
formacdo do complexo fosfomolibdénio ou a atividade antioxidante em relacdo a reducéo
de um radical, como o DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) (BRAND-WILLIAMS.,
1995; HUANG., 2005; VICENTINO, MENEZES, 2007; RODRIGUEZ | 1., 2008;
FONSECA., 2009; MOSQUERA., 2009; REBELO., 2009).

Neves (2009) afirma que a propriedade de doador de elétrons que 0os compostos
antioxidantes apresentam permite a modulacdo do processo oxidativo no organismo, pois
proporciona um ambiente celular redutor, de forma a inibir o efeito dos radicais livres,

impedindo o aparecimento de danos celulares.
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5.10 Capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante total se baseia na capacidade de o composto gerar a
reducdo do molibdato de aménio. Observa-se, na Tabela 5, que tanto o refluxo quanto a
sonicacao hidroetandlica apresentaram maior poder redutor do molibdato (p<0,05).Assim
sendo, apresenta maior capacidade antioxidante.

Extratos obtidos pelo método de refluxo apresentaram melhores atividades
antioxidantes, quando comparados com extratos obtidos por sonicacdo, método pelo qual
ndo se emprega aquecimento. Como ja discutido anteriormente, 0s extratos obtidos por
refluxo apresentaram maiores quantidades de compostos fendlicos e isto poderia explicar

as melhores atividades observadas.
5.11 Atividade captadora de radical livre de DPPH

Neste estudo, o resultado foi expresso em ICsp, que é a concentracdo necessaria do
antioxidante para reduzir em 50% o radical livre DPPH, sendo que quanto menor o ICsy,
maior a atividade antioxidante do material (CHOI., 2002). Diante disso, na Tabela 5,
observa-se que a melhor atividade antioxidante ocorreu nos extratos obtidos por refluxo
aquoso e etanolico, em que houve aguecimento.

Os resultados de 1Cso variaram de 0,21+0,01 a 2,85+0,02 mg/mL, sendo a maior
atividade sequestradora do radical livre DPPH para o refluxo aquoso. Este mesmo extrato
obteve maior concentracdo de fenois totais.

A atividade antioxidante pode vir dos compostos fenolicos que podem participar
juntos com os flavonoides na determinacéo dessas atividades antioxidantes (CASTRO., 2007,
SILVA., 2006).

5.12 Poder quelante

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas como intermediarios necessarios de
reacdes de oxidagdo catalisadas por metais. O fon de metal de transicdo Fe?*tem a capacidade
para perpetuar a formacdo de radicais livres por perda ou ganho de elétrons. Portanto, a
reducdo da formacdo de espécies de oxigénio reativas pode ser conseguida pela quelacdo de
ions metalicos com agentes quelantes (Sudan et al. 2014). A atividade antioxidante de

compostos pode ser de dois tipos: primaria, quando se liga a radicais livres ou secundaria,
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quando tem capacidade quelante de metais de transicdo. O sinergismo aparece quando
ocorrem os dois mecanismos (FENNEMA, 2000).

Na avaliacdo da atividade quelante, a ferrozina, um reagente cromogénico, torna a
solucdo rosea de acordo com a quantidade de ferro disponivel em solucdo, complexando ions
metalicos. Assim, quanto menor a quelacdo de ions pela amostra, maior o nimero de ions
disponiveis para reacdo com a ferrozina e maior sera a absorvancia (MIGUEL I 1., 2010).

As ICs observadas para o poder quelante variaram de 0,55+0,05 a 2,194+0,06 mg/mL.
Os extratos obtidos por refluxo, independente do solvente aquoso ou hidroalcodlico,
indicaram maiores atividades, os quais sdo iguais estatisticamente entre si e diferentes em

relagdo aos extratos obtidos por sonicagéo (p<0,005).

5.13 Poder redutor

A capacidade dos extratos de reduzir os fons de Fe** a Fe?* foi avaliada em
comparacgado ao acido ascérbico, segundo a metodologia de OYAIZU(1986).

Nem todos os elementos tém a mesma capacidade de doar ou receber elétrons, isto &,
0s elementos ndo tém o mesmo poder oxidante ou redutor. Dessa forma, alguns compostos
apresentam maior capacidade para atuar como oxidantes, enquanto outros como redutores. A
maioria dos metais apresenta maior poder redutor, pois eles perdem facilmente elétrons. A
capacidade de reduzir ions de ferro é geralmente associada com a presenca de agentes
redutores (DORMAN., 2003; PIN-DER-DUH, 1998), os quais exercem acdo antioxidante,
quebrando a cadeia de radicais livres doando um atomo de hidrogénio (GORDON, 1990).

Segundo GOMEZ-PLAZA, MINANO, LOPEZ-ROCA (2006), agua e solventes
hidroalcodlicos sdo preferidos quando o objetivo é obter corantes ou produtos antioxidantes
para a industria de alimentos, devido a baixa toxicidade e abundancia.

Todos os extratos apresentaram capacidade de reduzir Fe3+.Esta capacidade foi dose-
dependente. Os extratos extraidos com método de refluxo foram os mais ativos, comparados
com extratos gerados pela sonicagéo.

No método de refluxo, os extratos aquosos foram os mais ativos, enquanto, no método

de sonicacdo, os extratos hidroalcodlicos exibiram maiores atividades.
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5.14 Perfil cromatogréfico

Os extratos aquosos e etanolicos 5% (p/v) foram avaliados por CLAE-FR,
empregando-se condicdo cromatografica em gradiente exploratorio de acetonitrila (MeCN) e
agua, no qual a concentracdo de MeCN variou, linearmente, de 5% a 95%, em 65 minutos,
seguido de 5 minutos de eluicdo isocratica a 95% de MeCN. Para a separacdo empregou-se
coluna Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 x 4,6 mm d.i., 500m) e fluxo de 1 mL/min. As andlises
foram realizadas a 40 °C, com detec¢do no comprimento de onda de 210 nm. Espectros no
UV, na faixa de 205 a 400 nm, foram registrados on-line para cada pico. A utilizacdo desse
gradiente amplo possibilita a separacéo de grande nimero de constituintes presentes, obtendo-
se a “impressdo digital” dos extratos, a fim de caracterizar possiveis diferengas qualitativas.
Os perfis cromatogréaficos obtidos estdo representados na Figura 11.

Nos perfis cromatograficos dos extratos etanélicos e aquosos, nota-se o predominio de
picos no intervalo de 0 a 15 minutos, correspondentes as substancias de alta polaridade. No
intervalo entre 20 e 45 minutos foi observada a presenca de picos cromatograficos de baixa
intensidade, correspondentes a substancias de polaridade intermediaria e, entre 58 e 70
minutos, foram detectados compostos de baixa polaridade, com picos mais intensos no extrato
aquoso obtido por refluxo.

Comparando-se os perfis cromatograficos dos extratos aquosos e etanolicos ndo se
observam diferencas qualitativas marcantes entre eles. A diferenca qualitativa mais evidente
pode ser observada entre os extratos obtidos por refluxo. Nota-se que o refluxo etanélico foi
mais efetivo para a extracdo de compostos apolares, caracterizados pela presenca de quatro
picos mais evidentes no intervalo 58 e 70 minutos.

Os perfis cromatograficos dos extratos obtidos por sonicacdo apresentaram alta
similaridade entre si. No entanto, a sonicacdo com agua mostrou-se mais eficiente para a
extracdo dos constituintes polares com tempos de retencdo entre 10 e 13 minutos, ja que as

alturas desses picos foram maiores nesse extrato em comparacao ao etanolico.
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Figura 11 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE-FR dos extratos aquoso e etandlico de

P. grandfolia Haw.
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Entretanto, vale a pena ressaltar que, na detec¢do por UV, empregada nas analises por
CLAE-FR, a intensidade dos picos ¢ fun¢do da absortividade molar (&) da substancia. Assim,
um pico de maior intensidade nédo indica, necessariamente, uma concentracdo maior daquele
componente, a ndo ser que as substancias analisadas apresentem o mesmo cromoforo
(SILVERSTEIN et al., 2000). Assim, ndo se pode referir ao pico mais intenso do
cromatograma como sendo correspondente ao componente majoritario dos extratos, uma vez
que diferentes classes de compostos podem estar presentes e, portanto, diferentes cromaforos.
No entanto, por se tratar do mesmo cromoforo, confirmado pela similaridade espectral dos
espectros obtidos on-line no UV para os picos de retengcdo com 10,82 minutos para 0s extratos
obtidos por sonicacdo, pode-se afirmar a maior eficiéncia extrativa da agua para a extragdo

desse grupo de substancias.

5.15 Sensibilidade a antibidticos

A sensibilidade das cepas de S. aureuse de P. aeruginosa aos antibioticos cefalotina,

gentamicina e enrofloxacina é apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 - Sensibilidade de cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa por
diferentes antibioticos, observada pelos halos de inibi¢do (mm).
Halo de inibigao Sensibilidade

Microrganismo Antibidticos
(mm) (mm)
Cefalotina (30mg) 23 S>18
S. aureus GL 5674 Gentamicina (10mg) 20 S>20
Enrofloxacina (5mg) 35 S>18
Cefalotina (30mg) 35 S>18
S. aureus GL 4133 Gentamicina (10mg) 17 S>15
Enrofloxacina (5mg) 30 S>18
P. aeruginosa Cefalotina (30mg) 48 S>21
ATCC 25853 Gentamicina (10mg) 30 S>15
Enrofloxacina (5mg) 5 S>17

Com base nos dados publicados pelo CLSI (2005) foi avaliado o padrdo de
susceptibilidade dos microrganismos frente aos antibioticos testados. S&o considerados
susceptiveis S. aureus GL 5674 que mostrem valores de halo de inibig&o >18 para cefalotina,
>20 para gentamicina e >18 para enrofloxacina. Portanto, S. aureus GL 5674 foi suscetivel a
todos os antibidticos testados. J& para S. aureus GL 4133, valores de halo de inibi¢do >18
para cefatotina, >15 para gentamicina e >18 para enrofloxacina classificam o microrganismo

como susceptivel.
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Para P. aeruginosa, sdo consideradas susceptiveis as cepas que apresentarem halos
de inibicdo >21 para cefalotina, >15 para gentamicina e >17 para enrofloxacina. Assim, a
cepa utilizada, P. aeruginosa ATCC 25853, foi suscetivel aos antibioticos cefalotina e

gentamicina, e resistente ao enrofloxacina.
5.16 Atividades bioldgica dos extratos de Pereskia grandifoliaHaw.

A atividade antimicrobiana dos extratos da Pereskia grandifolia Haw. foi testada sobre
as cepas de S. aureus isoladas de vacas acometidas com mastite e P. aeruginosa. Os dados

obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Acédo antibacteriana dos diferentes extratos de Pereskia grandifolia sobre
Pseudomonas aeruginosa e cepas de Staphylococcus aureus.

Extratos Diametro do halo de inibi¢do (mm)

S. aureus P. aeruginosa

GL 4133 S.aureus GLS674 - Onaes
Hidrolato 9 6 5
Aquoso (maceracao) 8 6 5
Aquoso (refluxo) 10 12 5
Aquoso (sonicagéo) 15 10 11
Etandlico 8 6 5

(maceracao)

Gentamicina (10mg) 17 20 30

Por meio dos dados apresentados na Tabela 7 percebe-se que houve atividade
inibitéria de todos os extratos testados, para todos 0s microrganismos. Entre 0s extratos,
destacou-se 0 aquoso por sonicacdo com halo de inibi¢do de 15 mm para S. aureus GL 4133,
11 mm para P. aeruginosa e 10 mm para S. aureus GL 5674, seguido pelo extrato aquoso
obtido por refluxo, que também apresentou halos de inibicdo parecidos para as cepas de S.
aureus. O hidrolato e ambos os extratos obtidos por maceragdo apresentaram atividades
inibitorias intermediarias.

Embora o extrato aquoso obtido por sonicacdo tenha apresentado resultados
antimicrobianos melhores, ele apresentou quantidades de substancias antioxidantes menores.
Este resultado, observado na Tabela 4, contradiz o que era esperado, pois 0s fendis presentes

nos extratos também podem explicar a acdo antimicrobiana.
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Para o extrato de sonica¢ao aquoso houve maior halo de inibicdo. Como o extrato foi
preparado a partir de folhas frescas a frio, percebeu-se que houve menor extragcdo de
antioxidantes e a molécula, com o passar do tempo, degrada mais rapido. Esse resultado néo é
justificado pela fotoquimica.

Extratos de plantas, bem como oOleos essenciais, tém demonstrado atividades
antibacterianas e antifingicas contra varios microrganismos associados a carne, incluindo as
bactérias gram-negativas e gram-positivas. No entanto, geralmente, as gram-positivas sdo
mais susceptiveis a acdo dos agentes bacterianas e fingicos , 0 que pode ser explicado pela
diferenga entre as paredes celulares, sendo que a gram-positiva ndo tem membrana externa
(KARABAGIAS; BADEKA; KONTOMINAS, 2011).

Dentre as cepas, os halos de inibicdo foram menores para P. aeruginosa, que é gram-
negativa. Assim, 0S constituintes quimicos presentes nos extratos precisa atravessar a
membrana externa para causar danos a célula e, consequentemente, esse microrganismo é

mais resistente quando comparado com S. aureus, que € gram-positiva.

5.16.1 Determinacédo das concentracfes minimas bactericidas dos extratos

Além do potencial antimicrobiano de extratos de plantas provenientes da Pereskia
grandifolia Haw., a concentracdo minima bactericida (CMB) foi determinada para o0s

microrganismos estudados. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Concentraces minimas bactericidas (%) de diferentes extratos de Pereskia
grandifolia sobre cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
Microrganismos

Extrato P. aeruginosa
S.aureus GL4133 S aureus GL 5674 ATCC 25853
Aquoso (refluxo) >2,5% >2,5% >2,5%
Etandlico (refluxo) 1,25% 0,63% 0,63%

Foram selecionados dois extratos para a determinacdo da CMB, sendo o extrato
aquoso de refluxo, pois apresentou acao antibacteriana evidenciada pela formacgéo do halo de
inibicdo (Tabela 4), e o extrato etandlico por refluxo, pois apresentou melhor atividade
antioxidante.

O resultado de CMB para S. aureus GL 4133, no meio etanolico 70%, foi de 1,25%.

Para S. aureus GL 5674, a CMB foi 0,625%. J& para P. aeruginosa foi observado
CMB de 0,625%.
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E possivel observar, na Tabela 8, que o extrato aquoso ndo inibiu o crescimento de
nenhuma cepa nas concentragdes testadas (méaximo de 2,5%).

O extrato etanolico apresentou maior teor de compostos fenodlicos, superior ao do
extrato aquoso, ou seja, houve maior concentracdo de compostos bioativos no extrato
etandlico. E conhecido que os compostos fendlicos podem apresentar atividade
antimicrobiana. Polifenois podem combinar-se com as adesinas bacterianas, de forma a
comprometer a adesdo do microrganismo sobre a superficie celular. Dados encontrados na
literatura demonstram, também, que taninos podem afetar a sintese da parede celular ao
formarem complexos irreversiveis com proteinas (CHUSRI; VORAVUTHIKUNCHAL, 2009;
COWAN, 1999).
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6 CONCLUSOES

Em relacdo as analises fitoquimicas, o extrato hidroetanolico obtido por refluxo
apresentou maior quantidade de fendis e flavonoides e rendimento extrativo.

Houve poucas diferencas nos perfis cromatogréaficos dentre os diferentes métodos
extrativos de Pereskia grandifolia.

Todos os extratos obtidos de Pereskia grandifolia Haw. apresentaram atividade
inibitdria sobre os microrganismos estudados, tendo o extrato aquoso obtido por refluxo e por
sonicagdo apresentado maior halo de inibicdo. No entanto, quando determinada a CMB,
apenas o0 extrato hidroetandlico de ora-pro-nébis apresentou resultado eficaz nas
concentrages testadas.

Os resultados deste estudo apontam a eficacia da atividade antioxidante e
antibacteriana in vitro dos diferentes extratos obtidos da Pereskia grandifolia Haw.,

reforcando a importancia medicinal desta espécie e incentivando a busca por novos estudos.
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