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RESUMO: A espécie Richardia brasiliensis é uma planta invasora com uso na medicina popular e devidos suas
caracteristicas quimicas, estudos foram desenvolvidos objetivando determinar sua atividade antibacteriana e
antioxidante, utilizando extrato e fracdes das partes aéreas (folhas e caules). O extrato etanélico (Exzwon) e as fracoes
hexanica (Fuex), acetato de etila (Fawe) € hidrometandlica (Fumeon) foram submetidas a andlise quimica e a
determinacao do potencial antioxidante e antibacteriano. Os fitoquimicos com maior frequéncia (100%) foram os
flavonoides (Exewon, Fhex, Facoe € Frmeon), compostos fendlicos (Exewon, Facce € Fumeon), taninos (Fumeon), triterpenos
(Exeton e Facoe) € esteroides (ExEtOH e Fhex). O contetddo de compostos fenélicos (C.F.) e flavonoides totais (F.T.) foram
superiores para Facoe (C.F.= 798,5 ug/ge F.T.= 253,4 ug/g), seguido por Exzion (C.F.= 685,3 ug/g; F.T.= 195,7 ug/g), Fumeon
(C.F.=347,5 ng/g; F.T.= 23,1 ug/g) e Fuex (C.F.= 124,0 ng/g; F.T.= 63,1 ng/g). Face€ a Fuex apresentaram maior atividade
antioxidante e o extrato Exgwon (14,5 mm) e fracao Fuex (15,3 mm), halo de inibi¢ao moderada frente a Staphylococcus
aureus nas concentracoes mais baixas, sendo que apenas as fracoes Fuex € Facer demonstraram efeito frente S. aureus
com valores de microdiluicao em caldo de 6,25 a 12,5 mg/mL. No ensaio de bioautografia demonstra a atividade da
fracdo Fuex atribuida ao p-sitosterol. Os resultados demonstram a presenca de fitoquimicos com potencial
antimicrobiano nestas duas fragoes, indicando uma possivel fonte de obtencao de medicamentos fitoterapicos para
tratar infeccoes, justificando assim os usos étnicos de R. brasiliensis para diversas doencas infecciosas.

Palavras-chave: DPPH; Flavonoides; Rubiaceae; Staphylococcus aureus; f—sitosterol.

ABSTRACT: The Richardia brasiliensis species is an invasive plant used in folk medicine and due to its chemical
characteristics, studies were carried out to determine its antibacterial and antioxidant activity, using extract and
fractions of the aerial parts (leaves and stems). The ethanolic extract (Exeon) and the hexane (Fuex), ethyl acetate
(Facoet) and hydromethanolic (Fumeon) fractions were subjected to chemical analysis and determination of their
antioxidant and antibacterial potential. The phytochemicals with the highest frequency (100%) were flavonoids
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(Exeron, Fhex, Facoeand Funeon), phenolic compounds (Exeron, Facee and Fumeon), tannins (Fumeon), triterpenes (Execonand
Facoe) and steroids (EXEtOH and Fhex). The content of phenolic compounds (C.F.) and total flavonoids (F.T.) were
higher for Face (C.F.= 798.5 ng/g and F.T.= 253.4 1ng/g), followed by Exeon (C.F.= 685.3 pg/g; F.T.= 195.7 ng/g), Fumeon
(C.F.=347.5pg/g; F.T.=23.1 pg/g) and Fuex (C.F.= 124.0 ug/g; F.T.= 63.1 pg/g). Faceeand Frex sShowed greater antioxidant
activity and the Exewon extract (14.5 mm) and Frex fraction (15.3 mm), showed a halo of moderate inhibition against
Staphylococcus aureus at the lowest concentrations, with only the Fuex and Facoet fractions demonstrating effect against
S. aureus with broth microdilution values of 6.25 to 12.5 mg/mL. The results indicated the presence of phytochemicals
with antimicrobial potential in these two fractions, indicating a possible source of obtaining herbal medicines to treat
infections, thus justifying the ethnic uses of R. brasiliensis for various infectious diseases.

Keywords: DPPH; Flavonoids; Rubiaceae; Staphylococcus aureus; B-sitosterol.
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1 INTRODUCAO

Rubiaceae é uma familia composta com cerca 13.765 espécies, distribuidas em 611
géneros que ocorrem em regioes tropicais e subtropicais (Fonseca et al., 2020). No Brasil
sao mais de 126 géneros e 1.400 espécies, das quais se destacam 15 espécies do género
Richardia, sao relatadas como plantas daninhas (Monquero et al., 2005; Fonseca et al.,
2020).

Neste grupo esta Richardia brasiliensis Gomes, conhecida popularmente como falsa
poaia ou mata-pasto, entre outros nomes, uma espécie nativa da América do Sul que
ocorre desde a regiao dos Andes, onde pode ser encontrada até a 2.500 m de altitude, até
a costa oriental, junto ao oceano Atlantico (Kissmann; Groth, 2000; Fonseca et al., 2020).

A planta possui uso na medicina popular, com atividade emética, hipoglicemiante,
expectorante, diaforética, vermifuga e tratamento de hemorroidas (Grandi et al., 1989;
Agra et al., 2007; Pinto et al., 2008; Matias et al., 2018).

No Brasil, seus extratos polares e apolares das folhas e caules vem sendo
investigados quanto ao potencial antimicrobiano frente a bactérias gram-negativas e
gram-positivas (Correa et al., 2005; Figueiredo et al., 2009; Morais et al., 2013) e
fitopatogenos (Matias et al., 2018). Seu potencial antimicrobiano €é associado a
diversidade de fitoconstituintes presentes nas folhas e caules, em especial polifendis,
esteroides e triterpenos (Pinto et al., 2008; Figueiredo et al., 2009; Morais et al., 2013;
Matias et al., 2018).

Apesar dos estudos ja desenvolvidos com a espécie, ainda ha uma lacuna em
relacao aos dados antimicrobianos utilizando, por exemplo, as cepas Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis e sua relacao com
os fitoconstituintes e potencial antioxidante.

Além disso, devido a ampla dispersao geografica de R. brasiliensis pode existir uma
variabilidade de seus constituintes, sendo necessario o doseamento dos polifendis e a
determinacao do potencial antioxidante, varidveis importantes que podem influenciar no
potencial terapéutico da planta, o que justifica este estudo.

Outro ponto importante € a busca por antimicrobianos eficazes de origem vegetal,
resultado da capacidade das plantas elaborarem mecanismos quimicos de defesa para
evitar pragas e doencas, por meio dos metabdlitos secundarios (Tiku, 2018). Assim sua

Rev. Agro. Amb., v. 17, n. Especial, e12720, 2024 - e-ISSN 2176-9168, p. 2 de 16



Canale, Matias, Vieira, Barbosa, Oliveira e Dalmagro

diversidade de grupos quimicos pode ser uma alternativa de pesquisa na busca por novos
agentes terapéuticos, uma fonte promissora no combate as doencas infecciosas, com
potencial para a obtencao de fitoterapicos e uma importante alternativa no tratamento de
determinadas doencgas (Barreiros; David, 2006; Bessa; Laranjeira, 2020).

Considerando-se a lacuna de informacoes do potencial antimicrobiano de Richardia
brasiliensis, objetivou-se avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante do extrato e
fracoes da espécie, além de determinar seu conteido de compostos fenolicos e flavonoides.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DO EXTRATO

As partes aéreas (folhas e caules) de Richardia brasiliensis foram coletadas
proximas a Horta de Plantas Medicinais e Aromaticas no Campus da Universidade, Campo
Grande, Mato Grosso do Sul (20°26°20.64°S; 54°32°26.78”0), com uma exsicata
depositada no Herbdrio da instituicao sob o nimero de registro 05052. O acesso ao
patrimonio genético ou conhecimento tradicional associado encontra-se cadastrado no
Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN), namero de registro AEA632B.

As folhas e caules foram limpos, secas em estufa de ventilacao de ar a 45 °C
(MARCON®, MA35) por 3 dias, pesadas, pulverizadas em conjunto em moinho elétrico
(Marconi®, MA048), na proporcao de 391 g (51,5%) de caule e 368 g de folhas (48,5%) e
tamisadas (malha n° 60). Do material processado, 760,5 g do p6 de folhas e caules foram
submetidos a extracao com etanol (99,5 %), que ocorreu em banho de ultrassom por 60
minutos (Unique®, 1450), seguido de maceracao estatica a temperatura ambiente (26 £ 5
°C), repetindo-se este procedimento por 15 dias até esgotamento da droga vegetal (Matias
et al., 2020). O solvente foi evaporado sob vacuo em evaporador rotativo (Tecnal®,
MA120), obtendo-se 19,8 g de extrato bruto etandlico (Exgton).

2.2 ANALISE FITOQUIMICA

Em relacao aos ensaios de deteccao das classes de metabdlitos secundarios, 15,5 g
de Exgon foram suspensos em solu¢ao hidrometandlica (340 mL de metanol/agua 1:1),
submetido a particao sucessivamente com solventes de polaridade crescente, hexano (4 x
550 mL) e acetato de etila (4 x 750 mL). As fases organicas foram concentradas para
produzir as fragdes hexanica (Fuex = 4,1 ), acetato de etila (Facoet= 3,2 g) € hidrometandlica
(Fumeon = 7,1 g). As interfases da fracao hexanica e acetato de etila correspondem a 1,1 g,
as quais foram analisadas por cromatografia de camada delgada e observou-se tratar-se
de uma mistura de fases, logo optou-se em nao utilizar o material.

Exgon € fracoes foram submetidas a andlise fitoquimica via imida, por meio de
reacoes de precipitacao e/ou mudanca de cor, com base no método descrito por Matos
(2009), com iridoides determinados com base em Harborne (1998) e Dinda (2019). As
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andlises foram executadas em triplicatas e os resultados foram comparados e contrastados
observando a alteracao de cor e precipitacao, considerando-se: fortemente positivo como
alta intensidade (+++), positiva acentuada (++%), positiva (++), medianamente positiva
(+%), positiva discreta (+), parcial (*) e negativa (-), com escore classificado em 100%, 75%,
50%, 25%, 10%, 5% e zero (0), respectivamente, com metodologia adaptada de Fontoura
et al. (2015).

A confirmacao das classes de metabolitos secundarios e o sistema de eluicao foram
realizados por meio de cromatografia de camada delgada (CCD: Silica-gel 60Fs4),
empregando reagentes especificos para compostos fendlicos, flavonoides terpenos,
alcaloides, compostos fendlicos e flavonoides (Bladt, 2009).

2.3 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES

O teor de fenolicos totais do extrato e fracoes foi determinado pelo Método Folin-
Ciocalteu’s, utilizando-se 100 mg de cada uma das amostras, com ensaios realizados em
espectrofotometro na regiao de 750 nm (Femto®, modelo 800XI), em cubetas de quartzo,
tendo como padrao o dcido galico (10 a 300 pg/mL) para a construc¢ao da curva padrao (y
=0,0077 x - 0,0228; R* = 0,9985) (Sousa et al., 2007).

Para quantificacao dos flavonoides, foi utilizado o método adaptado de Sobrinho
et al. (2008), com andlises realizadas por espectrofotometria no comprimento de onda de
420 nm, em cubetas de quartzo, tendo como padrdao a quercetina (0,5 mg/mL) para
construir a curva de calibracao, concentracoes de 0,04; 0,2; 0,4; 2; 4; 8; 12; 16; e, 20 pg/mL
(y=0,0637 x - 0,0067 R% = 0,9991).

2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Determinada com base na atividade sequestradora de radical livre do 2,2-difenil-
1-picril-hidrazil (DPPH), extrato e fracoes, sendo preparada uma solucao de DPPH a
0,004% em metanol e para cada 100 uL das amostras, adicionados 3000 pL da solucao de
DPPH (Kumaran; Karunakaran, 2006). As analises foram realizadas em triplicatas e as
leituras foram feitas em espectrofotometro (Femto®, modelo 800XI) a 517 nm apds 30 min
de reacao, com resultados apresentados em Concentragao Inibitéria Minima — CIM (Clso -
concentracao necessdria para inibir 50% do radical DPPH).

2.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Foi aplicado o teste de difusao em disco, a bioatografia e determinacao da CIM,
realizados com base nas técnicas do Clinical Laboratory Standards Institute (Clsi, 2012),
utilizando as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Candida albicans (ATCC 90028) e Candida parapsilosis (ATCC 22019).
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A padronizacao da suspensao bacteriana foi obtida de acordo com o seguinte
procedimento: Para cada amostra foi preparada uma suspensao padronizada a partir da
cultura de 24 horas em 4gar Miieller-Hinton (CMH) (Difco®), em tubo contendo solucao
salina estéril (NaCl - 0,85 %), com densidade ajustada por comparacao ao tubo n° 0,5 da
escala McFarland (suspensao de BaSO. correspondendo a aproximadamente 1,5 x 10°
UFC/mL) (Nccls, 2003). As medidas foram realizadas por meio de um aparelho fotométrico
(Femto®, 432) em absorbancia de 625 nm.

Método de difusao em disco: o extrato e fracdes foram dissolvidos em 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma®) a fim de obter o extrato e fracoes em duas concentragoes
(2000 pg/disco e 500 pg/disco). O teste de difusao em agar foi realizado utilizando discos
de papel (Whatman n° 1) com 6 mm de diametro, impregnados com 10 uL das amostras
(extratos e fragoes). Como controle positivo, cloranfenicol (30 pg) e gentamicina (50 pg)
para as bactérias e fluconazol (25 pg), leveduras, O controle negativo utilizou DMSO
diluido em cada um dos solventes (etanol, hexano, acetato de etila e solugao
hidrometandlica).

Os discos foram secos a temperatura ambiente em camara de fluxo laminar
(Fanem®, 002CB) e em seguida transferidos para meio contendo os in6culos. As placas
foram incubadas a 35° + 2 °C e ap6s 18 h para as bactérias e 24 h para Candida spp., com
zonas de inibicao observadas, os didmetros dos halos de inibicao foram mensurados em
milimetros, considerando a area sem crescimento detectavel a olho nu, com testes
realizados em triplicata.

O extrato e as fracOes que apresentaram zonas de inibicao iguais ou maiores a 8
mm de diametro foram considerados ativos (Bhalodia; Shukla, 2011; Panda et al., 2016;
Saquib et al., 2019) e selecionados para as proximas etapa.

A confirmacao dos resultados de difusao foi feita por bioautografia, com placas de
cromatografia de camada delgada (CCD) de silica gel 60 F254 com espessura de 0,25 mm
(Kieselgel 60 F254, Merck, Alemanha) e tamanho 20 x 20 cm.

Diferentes sistemas de solventes foram utilizados para a obtencao de uma
separacao adequada e apds a escolha do solvente, as placas foram eluidas separadamente
e secas para remocao completa dos solventes, sendo pulverizadas com a suspensao com
Staphylococcus aureus, que apresentou o melhor resultado nos ensaios de difusao em
disco, 0 mesmo ocorrendo com o controle positivo (clorofenicol).

As placas foram incubadas por 24 h a 35 * 2 °C e depois pulverizadas com uma
solucao aquosa 2 mg/mL de 2, 3, 5-cloreto de trifeniltetrazdlio, com a inibicao de
formacao de halo comparada com o padrao e o fator de retencao (RF) dos pontos
relacionados na placa CCD sendo calculados.

O teste de atividade antimicrobiana foi determinado por ensaio de microdiluicao
em caldo (MIC), com as suspensoes bacterianas preparadas em solucao salina (0,85%),
ajustadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland e diluidas em caldo Mueller Hinton
cation-ajustado (CAMHB) (Clsi, 2012).

Inicialmente foram preparadas as solucoes de trabalho do extrato e fracoes
utilizando de 80 mg das amostras solubilizadas em 10 mL de dgua destilada estéril e
agitada em vortex até completa homogeneizacao, obtendo uma concentracao igual a
8.000 pg/mL. Em seguida, as placas de microtitulacao de 96 pogos, contendo dilui¢oes
seriadas do extrato e fracoes, nas concentragoes de 2000 a 3,91 ng/mL, receberam 100 pL
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de suspensao microbiana, sendo incubadas a 35 = 2 °C por 20h, com a CIM definida como
a menor concentracao de extrato e fracoes capaz de inibir completamente o crescimento
bacteriano.

Embora ainda nao exista uma padroniza¢ao da CIM para extratos vegetais e fracoes
quando comparados aos antimicrobianos padroes, seguiu-se os valores de CIM <100
pg/mL como atividade antimicrobiana potencialmente promissora, CIM de 100 a 500
pg/mL como atividade antimicrobiana moderada, CIM de 501 a 1.000 pg/mL como
atividade antimicrobiana leve e CIM >1,000 ug/mL, inativo (Boguszewska-Czubara et al.,
2015; Holetz et al., 2002; Silva e Oliveira, 2013; Cerveira et al., 2021).

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a analise de varidancia (ANOVA) e, quando
significativos pelo teste F, avaliados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

A andlise fitoquimica do extrato e fracoes das folhas e caules de R. brasiliensis
revelou as mesmas classes de metabolitos secundarios (compostos fendlicos, flavonoides,
triterpenos e alcaloides), com diferenca ocorrendo nas frequéncias (Figura 1). Os
esteroides foram majoritarios para o extrato e FHex, com taninos sendo majoritarios para
FH/MeOH e com menor frequéncia, cumarinas presentes no extrato e fracoes (Facoet e
FH/MeOH), enquanto as saponinas seguiram o mesmo perfil, com menor frequéncia para
o extrato e FH/MeOH (Figura 1).

Frequéncia (%)

100
80
60
40
20
|

Compostos Taninos Flavonoides Cumarinas Triterpenos Esteroides Alcaloides Saponinas
Fenolicos

mExEtOH FHex MmFAcoet FH/MeOH

Figura 1. Triagem fitoquimica do extrato etandlico (Exrwon) € fracoes (hexédnica = Fuex, acetato de etila
= Facoet € hidrometandlica = Fywmeon) folhas e caules de Richardia brasiliensis, Campo Grande, Mato
Grosso do Sul
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O screening fitoquimico traz os resultados do perfil quimico qualitativo do Exgion €
das fracoes, Fuex, Facce, € Fumeon, como andlise cldssica os procedimentos analiticos
empregados, com base em Fontoura et al. (2015), para detectar os ingredientes ativos de
plantas medicinais sdao conhecidos e validados nas monografias nacionais e
internacionais, por serem métodos rapidos, com resultados representativos e de baixo
custo (Silva et al., 2017). Por outro, os ensaios para o doseamento dos fendis totais e
flavonoides (Tabela 1) confirmam e validam os obtidos nas andlises classicas (Figura 1).

As espécies de Rubiaceae sao conhecidas devido a biossintese de diferentes tipos
de metabolitos secundarios e cada uma das subfamilias apresenta um perfil especifico e
tipico, sendo os marcadores quimiotaxonomicos citados com maior frequéncia os
alcaloides indolicos, iridoides e antraquinonas (Martins et al., 2014). Contudo, por ser uma
das familias com grande diversidade de espécies, além das trés classes citadas sao
encontrados com frequéncia os terpenoides, flavonoides e taninos (Matias et al., 2018).

No caso de R. brasiliense existem diversos trabalhos relatando os constituintes
detectados e/ou isolados das folhas, como por exemplo Adekunle (2000) demonstrando
que seu extrato aquoso, de exemplares obtidos em Lagos, Nigeria, contém tanino,
enquanto o extrato etanodlico, antraquinonas, flavonoides, saponinas e esteroides.

Em outro estudo, também com amostras obtidas na Nigéria, Edeoga et al. (2005)
detectaram nas folhas e caules alcaloides, taninos, saponinas, esteroides, terpenos,
flavonoides e heterosideos cardiotonicos. Ja Pinto et al. (2008) isolaram e identificaram o
flavonoide isorametina-3-Orutinosideo, o triterpeno 4acido oleandlico, a cumarina
escopoletina e dois dcidos fenodlicos, p-hidroxibenzéico e m-metoxi-p-hidroxibenzdico,
no extrato etanolico obtidos de plantas coletadas em Santa Rita, Paraiba. Figueredo et al.
(2009), ao realizarem um screening fitoquimico do extrato etandlico de folhas e caules
detectaram a presenca de alcaloides, flavonoides, esteroides, cumarinas e resina,
enquanto nas raizes, cumarinas, resinas, esteroides e triterpenos, com plantas obtidas em
Goiania, Goias.

Dornelles et al. (2022) também avaliaram as folhas de plantas coletadas em Santa
Maria, Rio Grande do Sul, encontrando no extrato aquoso antocianinas, taninos,
mucilagem, resina, taninos condensados e hidrolisaveis, classes de metabolitos
secundarios ja relatadas por outros pesquisadores. Estes estudos demonstram que a
espécie vem sendo objeto de estudo por varios grupos de pesquisa, com a finalidade de
investigar seus constituintes majoritarios.

O grupo de pesquisa de Matias et al. (2018) também detectaram no extrato
etanolico de folhas e caules, coletados em area de Cerrado em Campo Grande, as mesmas
classes de metabolitos secundarios deste estudo, exceto para os alcaloides e triterpenos
nas fragcoes, além de isolarem e identificarem o acido ursélico, acido oleanolico, f-
sitosterol e stigmaterol.

Posteriormente, Dilkin et al. (2022), ao analisarem amostras do extrato etandélico
das folhas, coletados na mesma regiao, encontraram os mesmos fitoconstituintes, exceto
para os heterosideos cardiotonico, flavonas e agticares redutores. Recentemente, Dilkin et
al. (2024), apontou a presenca de compostos fenélicos; taninos; flavonoides; chalconas;
cumarinas; esteroides; triterpenos; saponinas; heterosideos cardiotonicos e acgucares
redutores no extrato hidroalcéolico das folhas de R. brasiliense coletadas em Campo
Grande — MS.
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Com base nestas pesquisas e nos resultados apresentados (Figura 1), é possivel
constatar a diversidade de constituintes encontrados nas partes aéreas da planta ou
apenas nas folhas de R. brasiliense, o que demonstra a influéncia da localizacao geografica
para os constituintes minoritarios. Por outro lado, fica evidente a presenca dos polifenois,
fendis livres, cumarinas e alcaloides, com destaque para os esteroides e triterpenos
(Figura 1), podendo-se inferir que estas classes sao as mais frequentes nas partes aéreas
da planta, independentemente da localizacao de coleta, por serem classes detectadas na
planta de outras regides do territério brasileiro assim como na Africa (Adekunle, 2000;
Pinto et al., 2008; Figueredo et al., 2009; Martins et al., 2014; Matias et al., 2018; Dilkin et
al., 2022; Dilkin et al., 2024).

Em relacao aos teores de fenois totais (Tabela 1), os mesmos foram diferentes
estatisticamente e superiores para Facoet, sSeguido do extrato e fracoes (Fumeon € Frex). Os
flavonoides e o potencial antioxidante seguiram o mesmo perfil dos fendis totais,
demonstrando apenas o resultado para Face, seguido do extrato, enquanto Fuex foi
superior a Fueon, resultados indicando que o potencial antioxidante esta relacionado com
o contetdo de flavonoides presentes no extrato e fragoes.

Tabela 1. Conteddo de fendis e flavonoides totais e concentracdo necessdria para inibir 50% do radical
DPPH (Cls) do extrato etandlico (Exeon) € fracoes (hexdnica = Fue, acetato de etila = Facer €
hidrometandlica = Fymeon das folhas e caule de Richardia brasiliensis, Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Fenois Flavonoides

Extrato/Fracoes (ng/g de Acido Galico) (ug/g de Quercetina) DPPH (mg/mL)
EXgton 685,35+ 0,4a 195,70 £ 1,9a 0,53+ 1,2a
Fhex 124,00 £ 1,1b 63,10+ 0,9b 1,18+ 1,4b
Facoe 798,50 + 0,6¢ 253,42 +0,9¢c 0,43+ 1,1c
Frneon 347,55%1,2d 23,06 £ 1,0d 4,28 +1,5d

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de
probabilidade, teste de Tukey.

Resultados semelhantes foram encontrados por Rosa et al. (2010) ao avaliarem o
teor de compostos fenodlicos para o extrato e fracoes polares de uma espécie da mesma
familia também encontrada no bioma Cerrado, Palicourea rigida HBK, com a fracao acetato
de etila apresentando 933,25 ng/mL, seguido do extrato etandlico (469,8 ug/mL) e fracao
metanolica (159,4 ug/mkL).

Os compostos fendlicos e flavonoides totais também foram encontrados por Rosa
et al. (2010) para a espécie Richardia grandiflora Steud (Tomaz et al., 2008), indicando que
estes compostos podem ser comuns no género e responsaveis pelo potencial antioxidante
do género Richardia.

Comparando os resultados da atividade antioxidante com o teor de compostos
fendlicos e flavonoides totais (Tabela 1), pode-se inferir que estas duas classes de
metabolitos secundarios possuem atividades sequestradoras de radicais, principalmente
os flavonoides, os quais vém sendo amplamente discutidos na literatura, correlacionado
a fatores mesoméricos que conferem a esse grupo funcional uma alta reatividade como
doadores de elétrons (Rice-Evans et al., 1996; Munoz et al., 2007).

Para a fracdo hexanica a atividade antioxidante pode estar ligada, além dos
flavonoides, aos triterpenos pentaciclicos, especialmente os triterpenos acidos (Liu, 1995)
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isolados e identificados por Pinto et al. (2008) das partes aéreas de R. brasiliensis, tais
como o acido oleandlico, triterpeno e o esteroide B-sitosterol, além de uma mistura de -
sitosterol e estigmasterol.

Os antioxidantes sao compostos que combatem o0s processos oxidativos,
diminuindo danos ao DNA e macrocélulas, atuando na diminuicao ou inibicao dos efeitos
desencadeados por radicais livres e na quebra da cadeia de reacoes de oxidacao tanto in
vivo quanto in vitro (Maia et al., 2007). Quando apresentado aos substratos oxidativos nas
concentracoes ideais, inibem ou proporcionam um atraso significativo no processo
oxidativo, sendo este dividido em enzimadtico, soltivel, nutricional e sequestrador de
metais de transicao (Vaya; Aviram, 2001).

A natureza dos antioxidantes vegetais é representada de maneira muito variada,
devido a ampla capacidade oxidativa dos compostos fendlicos, tais como taninos
condensados, flavonoides, e xantonas, responsaveis por diminuir os efeitos nocivos dos
radicais livres (Razavi et al., 2008) e dependendo do arranjo dos grupos funcionais em
torno da estrutura da molécula, tanto o ndmero quanto a configuracao dos grupos
hidroxila doadores de H, sao as principais caracteristicas estruturais que influenciam a
capacidade antioxidante dos fendlicos (Zeb, 2020).

Logo, os polifendis pelo sistema de aromaticidade e a presenca de hidroxilas e
carbonilas, possuem elétrons livres desemparelhados, tornando-os altamente instaveis e
com capacidade extrair elétrons de outras moléculas para atingir a estabilidade,
causando-lhes danos e neste caso o uso do DPPH para avaliar as propriedades
antioxidantes de extartos vegetais e derivados ¢ uma opcao para apontar a presenca de
fitoquimicos doadores de atomos de H (ou mais em geral “redutores”) presentes no
contetido das amostras (Foti, 2015).

Em relacdo a inibicao de crescimento das bactérias, apenas o extrato etandlico
(14,5 £ 0,5 mm) e a fracao hexanica (15,3 = 1,1 mm) apresentam halos de inibicao de
crescimento para S. aureus, sendo os demais (extrato e fragoes Fex, Facoet € Frmeon) inativos
para E. coli, P. aeruginosa e E. faecalis.

Os extratos de plantas sao considerados ativos quando os halos de inibicao sao
superiores a 12 mm de diametro (Silva et al., 2008), tal como ocorreu para EXgron € Fuex. A
confirmacao destes resultados estd embasada nos ensaios realizados com o grupo controle
negativo (DMSO) e positivo (gentamicina), pois o primeiro nao apresentou halo de
inibicao e, portanto, o solvente (DMSO) nao interferiu no resultado.

A fracao hexanica foi submetida ao ensaio de bioautografia e com apresentacao das
imagens das cromatoplacas, antes e apos o ensaio com S. aureus e o padrao gentamicina
(Figura 2), é possivel observar a sensibilidade e localizac¢ao da zona de inibicao em um dos
sete componentes da fracao.

Ao relacionar-se estas imagens com a fitoquimica (Figura 1) e ao valor de Rf de
0,59 da fracao hexanica, semelhante ao Rf do padrao do B-sitosterol (Rf 0,60), é possivel
atribuir a presenca do esteroide na fracao hexanica a capacidade de suprimir o
crescimento bacteriano. Tal suposicao é baseada na informacao da presenca deste
esteroide detectado no extrato etandlico das partes aéreas de R. brasiliensis (Matias et al.,
2018; Dilkin et al., 2022; Dilkin et al., 2024) com efeito similar ao observado neste
experimento, indicando forte tendéncia desta acdo estar relacionada a sua presenca.
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Nos ensaios de CIM com o estrato etandlico e fragoes, apenas Fuex foi capaz de inibir
a bactéria S. aureus, com valor de CIM de 6,25 mg/mL, sendo a menor concentracao que
inibiu completamente o crescimento da cepa testada. Na Facer Ocorreu a inibicao do
crescimento da cepa apenas na concentracao de 12,5 mg/mL, indicando que sao
necessarias concentragoes superiores para se obter o controle de S. aureus.

Em relagao ao extrato etandlico e as demais fracdes que nao apresentara inibicao,
é possivel inferir que os componentes ativos estao presentes em baixas concentracoes, ou
existem alguns antagonistas, componentes presentes que servem como promotores de
crescimento para as bactérias, necessitando assim de ensaios com concentracoes
superiores as utilizadas neste estudo para inibir o crescimento de S. aureus.

A atividade antimicrobiana encontrada neste trabalho foi superior a reportada por
Figueiredo et al. (2009), que avaliaram o extrato etandlico das partes aéreas R. brasiliensis
coletadas em Goids, cujo extrato apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas nao esporuladas e esporuladas e Gram negativas, com CIM entre 0,37
mg/mL e 0,74 mg/mL.

Deste modo, os resultados encontrados sao promissores e mostram que a fracao
hexanica foi ativa e capaz de inibir S. aureus. Uma observacao interessante em relagao a
esta fracao é a presenca do [-sitosterol, sugerindo a presenca de um esteroide
antibacteriano capaz de atingir a parede bacteriana ou alvos intracelulares, tais como os
ribossomos bacterianos, por exemplo, afetando a sobrevivéncia do organismo. O fato de
os componentes ativos nesta fracdo provavelmente estarem em baixas concentracoes
indica uma possivel atuacao sinérgica na promocao da agao bactericida.

Figura 2. Ensaio com a fragao hexanica (10 mg/mL): (A) eluicao da fracao hexanica e o padrao
gentamicina; (B) cromatoplaca com a zona observada de inibicao contra Staphylococcus aureus e a
gentamicina como padrao

Os diferentes extratos, fracoes e substancias puras obtidos de folhas e caules de
Richardia brasiliense com potencial antimicrobiano ja vem sendo reportado, em especial
para fitopatégenos. Matias et al. (2018), apontam a acao fungicida, da fracao hexanica e
acetato de etila bem como a fracao pura, obtidos das partes aéreas (folhas e caules) da
planta, proporcionaram a reducao do crescimento micelial de Colletotrichum
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gloeosporioides, na concentracao de 160 pg/100 mL e para Lasiodiplodia theobromae,
apenas o extrato etandlico e a fracao acetato de etila e a fracao pura se destacaram nas
concentracoes de 80 e 160 ng/100 mL.

Recentemente, Dilkin et al. (2024), ao investigaram o extrato hidroalc6olico das
folhas de R. brasiliensis, coletados também em Campo Grande — MS, no controle de
Macrophomina faseolina inoculado na base do caule de feijao do cultivar carioca, o extrato
na concentra¢ao de 1600 pg/100 mL controlou 24,7%.

Os resultados aqui apresentados (Figura 1 e 2 e Tabela 1) sao fortes evidéncias da acao
dos polifendis detectados no extrato e nas fragoes contra as bactérias e ao relacionar com os
dados da atividade antioxidante é possivel inferir que da presenca dos compostos fendlicos
e flavonoides sao fortes evidéncias da capacidade destas classes de metabélitos secundarios
em inibir o processo de sintese da membrana celular e/ou sintese da parede celular.

Em ressonancia com polifendis estao os esteroides sinalizados na fracao hexanica,
a qual foi ativa inibindo S. aureus. Uma observacgao interessante em relacao a esta fracao
é a presenca do S-sitosterol, sugerindo a presenca de um esteroide antibacteriano capaz
de atingir a parede bacteriana ou alvos intracelulares, tais como os ribossomos
bacterianos, por exemplo, afetando a sobrevivéncia do organismo. O fato de os
componentes ativos nesta fracao provavelmente estarem em baixas concentracoes indica
uma possivel atuacao sinérgica na promocao da acao bactericida.

Com base nos resultados aqui apresentados as partes aéreas de R. brasilienis pode ser
uma opgao para formulacdes fitoterapicas antibacterianas para uso dermatoldgicos, sendo
que o uso oral passa por varios processos em modelos experimentais, uma opc¢ao de
continuidades de pesquisas com uma planta cosmopolita no Brasil com potencial medicinal.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados demonstraram que existe atividade antimicrobiana da parte aérea de
Richardia brasilienis frente a Staphylococcus aureus, um importante patégeno humano
causador de infeccoes hospitalares, sendo que esta atividade pode estar ligada a presenca
de esteroides. A atividade antioxidante observada provavelmente deve estar ligada a
presenca dos compostos fendlicos e flavonoides no extrato e fracdes, com maior
concentracdo na fracao acetato de etila. No extrato e fracdo hexanica existe uma maior
intensidade de esteroides, identificando-se o $-sitosterol, indicando sua provavel acao
antimicrobiana.
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