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RESUMO - A Organizagdo Mundial da Saude reconhece a relevancia do uso popular de plantas
medicinais. Entretanto, em alguns casos, ainda é comum o uso sem critérios e avaliacdo da eficécia e
seguranca. E o caso da Maytenus ilicifolia, conhecida popularmente como espinheira-santa, indicada
para gastrites e dispepsias, preparada na forma de infusdo de folhas frescas ou secas. O objetivo deste
estudo foi avaliar a de diferenca entre extratos de folhas secas e frescas quanto & composi¢do de
moléculas bioativas, capacidade antioxidante e atividade antimicrobiana frente a 12 cepas bacterianas.
Foram obtidos extratos hidroalcodlicos usando folhas frescas e secas e a quantificagdo de oito
moléculas bioativas foi realizada por CLAE. Os extratos de folhas secas apresentaram a maior
concentracdo de compostos bioativos, bem como uma atividade antibacteriana mais eficiente. A
capacidade antioxidante foi maior no extrato de folhas frescas, mas ambos reduziram 0s niveis de
EROs.

ABSTRACT - The World Health Organization recognizes the importance of the popular use of
medicinal plants. However, in some cases, it is still common to use without and evaluation criteria of
efficacy and safety. This is the case of Maytenus ilicifolia, popularly known as espinheira-santa,
indicated for gastritis and dyspepsia, prepared in the form of infusion of fresh or dried leaves. The aim
of this study was to evaluate the difference between extracts of dried and fresh leaves on the
composition of bioactive molecules, antioxidant capacity and antimicrobial activity against 12
bacterial strains. Hydroalcoholic extracts were obtained using fresh and dried leaves and quantification
of eight bioactive molecules was performed by HPLC. The dried leaf extracts had the highest
concentration of bioactive compounds as well as more effective antibacterial activity. The antioxidant
capacity was higher in the extract of fresh leaves, but both have reduced levels of ROS.

PALAVRAS-CHAVE: Maytenus ilicifolia; antioxidante; antimicrobianos; plantas medicinais.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza fitoterapicos e plantas medicinais para
tratar condi¢Bes clinicas, uma vez que um grande nimero de pessoas tém pouco acesso a
medicamentos alopaticos (Veiga Junior et al., 2005). Por esta razdo, no Brasil as plantas medicinais
sdo utilizadas, seguindo recomendac¢des da Organizacdo Mundial da Saude, para muitas condi¢Ges
patoldgicas (Alvim et al., 2006). Uma revisao realizada por Antonio e colaboradores (2014) compilou
objetivos brasileiros e a¢des dos programas de salde e mostrou que o uso combinado da fitoterapia
com outros tratamentos podem reduzir custos, preservar conhecimentos tradicionais e a
biodiversidade, além de promover o desenvolvimento social e o estimulo de ag¢les intersetoriais.

No entanto, varias questdes relacionadas com a utilizacdo popular de plantas medicinais
precisam ser esclarecidas a fim de aumentar a eficacia clinica e diminuir potenciais preocupagdes com
seguranca.

O modo de preparacdo da planta, decocgcdes e ou infusGes, pode mudar a matriz de
compostos bioativos e afetar suas propriedades biolégicas. Por exemplo, a Camelia sinensis, uma
planta chinesa amplamente consumida no mundo, pode ser utilizada nas formas de cha verde, branco e
preto de acordo com o tratamento poés-colheita realizado nas folhas, que afeta a composicéo quimica
da infusdo de cha e, potencialmente, seus efeitos sobre a satde humana (Tenore et al., 2015).

Estas diferencas relacionadas com os tratamentos pos-colheita podem ser particularmente
importantes quando a planta medicinal é utilizada para o tratamento de doencgas ou sintomas agudos,
tais como infecgBes microbianas. Na Regido Sul do Brasil, as folhas de Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reissek (Celastraceae) popularmente conhecida como Espinheira-Santa, sdo utilizadas em infusdes na
forma fresca ou seca, no tratamento de disturbios digestivos (Brandao et al., 2006).

Registros etnofarmacoldgicos descrevem que tribos Mbya-Guarani do Sul do Brasil, usavam
M. ilicifolia como antitumoral. Posteriormente esta planta foi incorporada na farmacopeia de
agricultores para tratar outras condigdes, incluindo disturbios gastrointestinais (Brand&o et al., 2006).

A Maytenus M., que estéa incluida na Farmacopéia Brasileira (Brasil, 2002) apresenta um
grande ndmero de moléculas bioativas, incluindo vérios compostos fendlicos, tais como o0s
flavonoides, taninos fendlicos, bem como alcaldides, terpenos e outras substancias com potencial
papel terapéutico (Carlini e Frochtengarten, 1988; Estevam et al., 2009). Evidéncias cientificas
descrevem varias atividades biol6gicas de M. ilicifolia incluindo antibidtica, antibiofilme, anti
protozodrios, anti Ulcera, antiinflamatdria e analgésica (Queiroga et al., 2000; Nakamura et al., 1994).
A inducdo de apoptose de células HT-29 do carcinoma colo retal por extratos de M. ilicifolia, sem
efeito citotdxico sobre as células saudaveis, também foi relatada na literatura (Aradjo Junior, 2013).

Sendo assim, o presente estudo quantificou e comparou compostos quimicos e atividades
antioxidantes e antibacterianas de extratos de M. ilicifolia obtidos a partir de folhas frescas e secas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal e Preparacéo dos Extratos
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As amostras de espinheira-santa foram coletadas na zona urbana da cidade de S&o Sepé (Rio
Grande do Sul) e uma amostra do material foi anexada como um espécime voucher (ntmero HDCF
6749) no Herbario do Departamento Florestal da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Para obter folhas secas, as amostras foram limpas e permaneceram durante seis dias a
temperatura ambiente e, em seguida, em estufa a 45° C durante 48 horas.

Extratos etanolicos foram preparados a partir de folhas frescas e folhas secas. A preparacéo
seguiu 0 mesmo protocolo para ambos: as folhas foram maceradas em etanol a 95% (EtOH) (100g /
1L) e mantidas a temperatura ambiente durante quatro dias sob agitacdo eventual.

2.2. Analise Fitoquimica

Foi utilizado um sistema de CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japdo), equipado com bombas
alternadas conectados a um detector por arranjo de diodos. Para a analise dos extratos, foram injetadas
solucbes padréo de acido galico, catequina, epicatequina, acido caféico, rutina, quercitrina, quercetina
e kaempferol. A identificacdo se deu por meio dos tempos de retencéo.

O teor de flavonoides totais dos extratos foi determinado utilizando o ensaio de cloreto de
aluminio (AICI3) (Boroski et al., 2015).

Polifendis totais dos extratos foram determinados utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu,
com metodologia adaptada de Kim e colaboradores (Kim et al., 2003).

A capacidade antioxidante dos extratos foi quantificada por determinagdo da capacidade de
eliminacéo de radicais, utilizando o radical estavel, DPPH (Mensor et al., 2001; Choi et al., 2002;
Zhang et al., 2007). Este ensaio baseia-se na medicdo da capacidade antioxidante de substancias para
sequestrar o radical estdvel DPPH que pode ser avaliada medindo a diminuicdo da sua absorbancia por
espectrofotometria.

2.6. Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da espinheira-santa foi testada contra estirpes microbianas
obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos e ambientais fornecidos pelo
Departamento de Microbiologia do Centro Universitario Franciscano (UNIFRA), armazenados em
agar nutriente a 4° C. Foram testadas quatro bactérias Gram-positivas: Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), Streptococcus sp. (Isolado clinico), meticilina-resistente Staphylococcus aureus
meticilina resistente (Isolado clinico) e Staphylococcus aureus (ATCC 00039); e oito bactérias
Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Shigella flexneri
(ATCC 12022323A), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Enterobacter aerogenes (ATCC 13048),
Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae (ATCC 1705) e Pseudomonas
aeruginosa (PA01).

2.7. Ensaio Picogreen para Avaliacdo de Citotoxicidade

Essa técnica € utilizada para a quantificagdo do DNA liberado no meio devido a apoptose
celular, com o objetivo de detectar citotoxicidade. O reagente de PicoGreen® apenas emite
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fluorescéncia quando se liga com o DNA dupla fita. Se esse reagente ndo esta ligado a molécula de
DNA néo apresenta coloragao e, consequentemente, ndo é detectada fluorescéncia.

2.8. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (versdo 6.0), os
resultados obtidos sdo expressos como média desvio + padrdo (SD). A andlise de variancia de duas
vias (ANOVA), seguida por Bonferroni pos hoc test foi aplicada a diferengas comparadas entre os
dois extratos em diferentes concentragdes. Testes com p <0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo de compostos fendlicos foi significativamente mais baixa em extratos de
folhas secas (4.861+0.78 mg Ac. Galico/g peso seco) quando comparados com extratos de folhas
frescas (8.096+1.23 mg Ac. Galico/g peso seco). Entretanto, a concentragio de flavondides totais foi
similar entre os extratos (Extrato folhas secas = 4.371+0.78; Extrato folhas frescas= 4.159 + 0.88 mg
catequina/g peso seco).

A andlise cromatografica mostrou oito compostos bioativos principais que podem ser vistos
na figura 1. Houve diferenca estatistica significativa entre os extratos, sendo que o extrato de folhas
secas apresentou maiores concentracdes de &cido galico, catequina, &cido cafeico, rutina e quercetina,
enguanto que o extrato de folhas frescas apresentou maiores niveis de quercitrina e kaempferol.
Epicatequina foi presente somente em extrato de folhas secas.

Figura 1 — Perfil cromatogréfico de Espinheira-santa. Acido Galico (pico 1), catequina (pico 2), &cido
cafeico (pico 3), epicatequina (pico 4), rutina (pico 5), quercitrina (pico 6), quercetina (pico 7) e
kaempferol (pico 8).
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O composto com maior concentragdo no extrato seco foi a quercetina, seguida pelo acido
cafeico. No extrato fresco, foi a quercitrina seguido pela quercetina. Apesar de observar diferencas nas
concentragcdes, ambos 0s extratos apresentaram importantes moléculas bioativas, como compostos
fendlicos e taninos condensados e hidrolisados, que possuem efeitos positivos na salude humana
(Koleckar et al., 2008; Sroka et al., 2005).

A capacidade antioxidante foi avaliada e comparada entre os extratos, utilizando rutina como
controle. Os resultados mostraram maior e similar capacidade antioxidante dos extratos frescos e
rutina. Além disso, apesar dos extratos secos apresentaram maiores concentracdes de compostos
bioativos sua capacidade antioxidante foi mais baixa que extratos de folhas frescas e rutina.

A atividade antimicrobiana foi testada frente a 12 microrganismos. Os extratos secos
apresentaram atividade contra todas as bactérias testadas. Em contrapartida, extratos frescos ndo foram
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efetivos contra Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Salmonella enteritidis e Klebsiella
pneumonia foram o0s microrganismos mais suscetiveis a agdo dos extratos. Entretanto, a acgdo
antimicrobiana da espinheira-santa em relagdo a Klebsiella pneumonia foi fortemente influenciada
pelo modo de preparagdo dos extratos. Importante salientar que este é o primeiro estudo que descreve
a acdo desta planta sobre este microrganismo.

Em relacdo a anélise de dsDNA, a determinacgdo convencional pode ter muitos interferentes.
Por esse motivo, Jobim e colaboradores (2014) adaptaram a técnica e validaram o uso para estimar a
citotoxicidade de extratos de plantas frente a microrganismos. Esses autores desenvolveram um
protocolo para dsDNA a partir de ensaio fluorimétrico a partir do estudo de Batel e colaboradores
(1999) e Georgiou e colaboradores (2009) para células eucaridticas.

Sendo ricos em moléculas antioxidantes, os efeitos dos extratos sobre as bactérias poderiam
envolver algum nivel de desbalango Redox. Para testar esta hipotese os niveis de ROS foram medidos
nas 12 cepas expostas em diferentes concentragdes. Houve reducdo nos niveis de ROS em todas as
bactérias testadas. No entanto, houve variacdo de acordo com as bactérias, concentragdes e tipo de
extratos testados. Estes resultados sugerem a existéncia de um efeito interativo
antioxidante/antibacteriano de plantas que atuam sobre os microrganismos. No entanto, cada
microrganismo, provavelmente, tem algumas adaptagdes bioquimicas especificas, que se tornam mais
ou menos susceptiveis cada um de varios tipos de extratos de plantas e as suas diversas formas de
preparagéo.

4. CONCLUSAO

Os resultados aqui descritos sugerem que a eficAcia antioxidante e antimicrobiana da
espineira-santa é diretamente influenciada pela forma de preparacdo dos extratos, semelhante ao que
ocorre com outras plantas medicinais exdticas, como a Camelia sinensis. Extratos de M. ilicifolia
produzidos a partir de folhas secas apresentaram maior concentracdo de compostos bioativos, assim
como uma atividade antibacteriana mais eficaz, apesar da capacidade antioxidante a ser maior nos
extratos produzidos a partir de folhas frescas. A atividade anti-bacteriana e anti-oxidante concomitante
foi observada em ambos os extratos e estes resultados sugerem que a diminui¢do dos niveis de ROS
poderia provocar citotoxicidade por stress redutivo ou para atuar como sinalizacdo na inibicdo da
proliferacdo de bactérias.

No entanto, estudos complementares devem ser executados para confirmar esta hipotese.
Apesar das limitagBes metodoldgicas relacionadas com os protocolos in vitro, os resultados aqui
apresentados podem ser considerados relevantes, uma vez que as plantas medicinais tem sido
amplamente utilizadas na populacdo mundial, em especial M. llicifolia, que esté incluida como planta
medicinal prescrita para cuidados primarios de salde.
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