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RESUMO

As plantas com propriedades terapéuticas vém sendo utilizadas como
medicamentos ha muito tempo. A pesquisa de principios ativos, provenientes de
compostos naturais, que possam atuar como antimicrobianos se apresenta como
opcdo Vvaliosa aos farmacos sintéticos, principalmente em decorréncia dos
mecanismos progressivos de resisténcia bacteriana. Cola acuminata, conhecida
como noz de cola, € uma planta que produz frutos cujas sementes sao utilizadas
como alimento e para tratamento de doencas gastrointestinais, respiratérias,
cardiacas e neuroldgicas. Entretanto, sua atividade antimicrobiana tem sido pouco
estudada. Neste trabalho foi avaliada a atividade antimicrobiana de extratos
hidroetandlicos do caule, folha e semente de Cola acuminata, por testes de difusédo
em &gar. Foi determinada a concentracdo inibitéria minima e a concentracdo
microbicida minima sobre bactérias Gram positivas, Gram negativas, leveduras e
Mycobacterium tuberculosis, mantidos no Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-
MG. Os extratos de Cola acuminata foram ativos sobre Bacillus cereus, Kocuria
rizophila, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Saccharomyces cerevisae e
Mycobacterium tuberculosis, sendo que a concentracdo inibitéria minima variou de
0,78 a 25 mg/mL. Os testes fitoquimicos dos extratos revelaram a presenca de
taninos, catequinas, terpenos, flavonoides, alcaloides e acido galico em variadas
concentracbes. A CCsp para cultura de células BHK-21 demonstrou menor
citotoxicidade para o extrato da folha fresca. Os extratos hidroetanélicos de Cola
acuminata apresentaram promissora atividade antimicrobiana, especialmente em
relacdo as bactérias Gram positivas, ao Mycobacterium tuberculosis e aos fungos
Candida albicans e Saccharomyces cerevisae, sendo que o extrato do caule seco
apresentou indice de seletividade maior que 1, demonstrando melhor perfil entre

atividade antimicrobiana e toxicidade celular.

Palavras-chave: Cola acuminata. Extratos vegetais. Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Plants with therapeutic properties have been used as medicines for a long time. The
research of active principles from natural compounds, which may act as antimicrobials
presents itself as a valuable option to synthetic drugs, mainly as a result of progressive
mechanisms of bacterial resistance. Cola acuminata, known as cola nut, is a plant that
produces fruit whose seeds are used as food and for treatment of gastrointestinal diseases,
cardiac, respiratory and neurological disorders. However, your antimicrobial activity has been
little studied. In this work, we evaluated the antimicrobial activity of hidroetandlicos extracts
from stem, leaf and seed of Cola acuminata, by agar diffusion tests. Minimum inhibitory
concentration and minimum microbicide concentration was determined on Gram-positive
bacteria, Gram-negative bacteria, yeast and Mycobacterium tuberculosis, held in the
laboratory of Microbiology of the UNIFAL-MG. The extracts of Cola acuminata were active on
Bacillus cereus, Kocuria rizophila, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Saccharomyces
cerevisae and Mycobacterium tuberculosis. The minimum inhibitory concentration ranged
from 0.78 to 25 mg/mL. Extracts tests revealed the presence of tannins, catechins, terpens,
flavonoids, alkaloids and gallic acid in different concentrations. The CCsq for culture of BHK-
21 showed less cytotoxic to the fresh leaf extract. Hydroethanolics extracts of Cola
acuminata presented promising antimicrobial activity, especially in relation to Gram-positive
bacteria, Mycobacterium tuberculosis and the yeast Candida albicans and Saccharomyces
cerevisae species. The dry extract of the stem showed selectivity index greater than 1,

demonstrating better profile between antimicrobial activity and cell toxicity.

Keywords: Cola acuminata. Plant extracts. Antimicrobial agents.
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1 INTRODUCAO

O reino vegetal representa uma fonte inesgotavel de recursos que vem
sendo utilizada pelo homem, desde épocas remotas. O emprego de espécies de
plantas com propriedades medicinais no tratamento de enfermidades e na
recuperacdo da saude é tdo antiga quanto a propria humanidade (WAGNER,;
WISENAUER, 2006).

Através dos estudos das plantas, foram descobertas espécies com
acOes toxicas e medicinais, sendo catalogados seus efeitos adversos e curativos.
Assim, obteve-se uma vasta e solida documentacdo cientifica de varias plantas e
suas acdes benéficas na cura de varias doencas. Entretanto, apenas 25% dos
farmacos prescritos atualmente, nos paises industrializados, sdo originados de
produtos naturais (FOGLIO et al., 2006).

A busca por novos farmacos com atividade antimicrobiana constitui um
importante campo de desenvolvimento cientifico. Um dos principais motivos é a
evolucdo dos mecanismos de resisténcia e do nimero de microrganismos com
pouca ou nenhuma sensibilidade a diversos tipos de medicamentos. Devido a este
fato, as pesquisas de novas substancias com atividade antimicrobiana, provenientes
de produtos naturais que possui uma ampla variedade de moléculas, vém crescendo
em um campo promissor (OPLUSTIL, 2012).

Cola acuminata € uma planta que pertence a familia Malvaceae,
origindria do continente africano. Foi introduzida nas Américas Central e do Sul
através da colonizacdo do continente americano, possuindo uma funcéo social e
religiosa. Suas sementes sdo utilizadas para presentear e alimentar as pessoas em
reunides comunitarias. Também € usada como fetiche na pratica de rituais religiosos
de origem africana (AKOEGNINOU et al., 2006).

Recentemente, foram descobertas substancias provenientes da Cola
acuminata com atividades farmacoterapéuticas, o que demonstra um enorme valor
fitoterapico, sendo que estudos tém comprovado suas atividades farmacolégicas
como uso em doencas cardiacas, pulmonares, neuroldgicas e disturbios
gastrointestinais, (LOWE et al., 2014).

As propriedades antimicrobianas da Cola acuminata, evidenciadas por
pequisas com extratos, ddo suporte as evidéncias de suas atividades fitoterapicas

sobre microrganismos como bactérias e fungos. Seus constituintes fitoquimicos e
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sua a atividade antimicrobiana sdo demonstrados em varias espécies do género
Cola (ODUGBEMI, 2006).

Sendo assim, acreditamos que este estudo podera contribuir com as
pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos, baseado na
presenca de moléculas com atividade antimicrobiana, provenientes dos extratos
frescos e secos da folha, caule e semente da planta Cola acuminata, possibilitando
seu uso futuro no controle de microrganismos e no tratamento de doengas

provocadas por infeccoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os farmacos antimicrobianos sdo substancias, sintéticas ou naturais,
capazes de impedir o crescimento ou levar a morte de microrganismos, como
bactérias e fungos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

2.1 ANTIMICROBIANOS PROVENIENTES DE PRODUTOS NATURAIS

O surgimento dos antimicrobianos foi um grande avango para a ciéncia,
constituindo uma opcéao terapéutica de extrema importancia no combate de doencas
infecciosas, reduzindo drasticamente a morbidade e a mortalidade das pessoas
acometidas (SOUSA, 2006).

Nos dias atuais, entretanto, as infeccbes sdo a maior causa de
mortalidade em pacientes imunodebilitados, principalmente nas pessoas
hospitalizadas e institucionalizadas. Além da suscetibilidade organica dos
imunocomprometidos, o desenvolvimento de microrganismos resistentes aos
farmacos atuais agrava ainda mais 0s riscos para a populacdo, gerando um grande
problema de saude publica (SOUSA et al., 2012).

A resisténcia dos microrganismos aos farmacos antimicrobianos pode
ocorrer quando ha mutacdo espontanea, recombinagcdo e expressdo de genes ou
transferéncia horizontal de material genético através da aquisicdo de plasmideos.
Estes mecanismos proporcionam o aumento da variabilidade genética e o
surgimento de linhagens de microrganismos mais aptos a sobreviver em locais
hostis (ARIAS; CARRILHO, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO;, 2015).

Esta caracteristica de adaptabilidade dos microrganismos associado ao
uso irracional de farmacos antimicrobianos, acelera ainda mais o desenvolvimento
da resisténcia microbiana aos medicamentos. O uso de antibidticos sem diagndstico
preciso e sem prescricdo médica sdo exemplos de praticas que favorecem a selecao
de microrganismos resistentes (KRISTIANSSSON et al., 2011).

Na comunidade e nos ambientes hospitalares invariavelmente ocorre o

contato com microrganismos resistentes a antimicrobianos. Doencgas provocadas por
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estes tipos de patdogenos sdo de dificil tratamento e podem ter consequéncias
devastadoras para a saude humana (SANTOS, 2004).

Dessa forma, cada vez mais é necessario o investimento nas
pesquisas para o desenvolvimento de novos principios ativos capazes de agir sobre
0S microrganismos resistentes ou nao resistentes. Substancias com atividade
antimicrobiana, provenientes das plantas, podem constituir uma promissora e
concreta fonte de novos medicamentos (FONTENELLE et al., 2007; ROGUES, et al.,
2007; SILVEIRA et al., 2009).

2.2 O GENERO Cola sp.

Cola sp. € um género de plantas pertencentes a subfamilia Sterculiaceae,
cujas variedades mais comuns s&o obtidas de véarias arvores do oeste da Africa, das
Américas Central e do Sul (Figura 1), compreendendo um total de 125 espécies. Dentre as
mais importantes economicamente estdo a Cola nitida, a Cola vera e a Cola acuminata. O
fruto destas plantas é chamado de noz de cola (APG IV, 2016).

As plantas do género Cola podem se apresentar como arbustos ou
arvores, de flores coloridas e pequenas. Os frutos sao foliculos ou capsulas, que se
abrem na maturacdo revelando sementes nuas. Alguns frutos permanecem
fechados e suas sementes sdo envolvidos em uma polpa adocicada (APG 1V, 2016).

Os frutos maduros das espécies de Cola sdo nozes conhecidas como
noz de cola. Ela tem um gosto amargo e pode ser utlizada como redutor do apetite e
estimulante do sistema nervoso. A noz de cola também tem efeito similar ao das
xantinas encontradas em plantas como coco e cha. Entretanto, seus efeitos diferem
por produzir um forte estado de euforia e bem estar, através da estimulacdo do
sistema nervoso central e do coracdo. A noz de cola é utilizada ainda como fonte de
alcaléides em prepacdes farmacéuticas (SONIBARE; SOLADOYE; ESAN, 2009).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cola_acuminata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cola_acuminata
https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Plantae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Subfam%C3%ADlia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sterculioideae
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Cola_nitida&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Cola_vera&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cola_acuminata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Noz-de-cola
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Figura 1 - Locais onde sédo encontradas as plantas da noz de cola (Cola
acuminata).
Fonte: DAH-NOUVLESSOUNON et al. (2015).

7

A noz de cola também é chamada de abaja, café do sudao, cola,
mukezu, obi, oribi. Possui um extrato que € produzido principalmente a partir das

sementes das espécies Cola nitida e Cola acuminata. Delas podem ser extraidas

varias substancias, dentre elas a cafeina e a teobromina (BURDOCK, 2010).

7

A noz de cola é um estimulante natural que € utitlizada em varios
paises africanos, através do consumo in natura como alimento, para presentear e
homenagear visitantes e em cerimbnias religiosas nas comunidades africanas
tradicionais (OBEY; SWAMY, 2014).

Diversas caracteristicas medicinais e farmacoldgicas foram observadas
nas espécies de Cola. A noz de cola é frequentemente utilizada para tratamento de
guadros clinicos de tosse, broncoespasmo e asma. A presenca de cafeina auxilia na
acao broncodilatadora, otimizando a passagem de ar pelas vias aéreas. A noz de
cola também pode ser utilizada no tratamento da maléria e dos quadros febris.
Estudos em animais sugerem que ela tenha propriedades lipoliticas e estimule a
producao de suco gastrico (SONIBARE; SOLADOYE; ESAN, 2009).

Alguns estudo sugerem que as folhas das espécies de Cola podem ser
usadas no tratamento de micoses, escabiose, gonorréia, disenterias e alguns tipos
de oftalmias. Tradicionalmente, folhas, galhos, flores e frutos de Cola nitida e Cola
acuminata sao utilizados para tratamento de diarréia, nauseas, vOmitos, tosse e
alteracdes respiratorias (ODUGBEMI, 2006).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Cola_nitida&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cola_acuminata
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cafe%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Teobromina
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2.3 Cola acuminata

Cola acuminata € uma arvore nativa da faixa equatorial africana cujos

frutos sdo conhecidos pelos nomes de noz de cola ou obi(Figura 2). Possui baixa
estatura, tronco cinzento e folhagem brilhante (APG 1V, 2016).

As flores sdo unissexuais, brancas ou amarelo-creme com as pontas
das pétalas vermelho-escuro e raios da mesma cor, proximo ao centro. Os frutos sdo
capsulas secas, que se abrem ao secar liberando as sementes (APG IV, 2016).

A noz de cola cresce espontaneamente na Africa Ocidental e Central
em climas quentes e umidos (Figura 3). O uso de suas sementes difundiu-se na
regido norte da América Latina, por intermédio dos escravos negros que usavam as
nozes de cola como alimento, para suportar trabalhos extenuantes. Depois, foi
evada a outros paises com finalidades agroindustriais (BURDOCK, 2010).

Cola acuminata € uma planta que possui grande valor social e histérico
devido ao seu uso empirico, em diversas areas dos continentes africano e
americano. Devido a sua importancia e as suas varias utilidades, tém sido realizadas
pesquisas para identificar de seus compostos fitoquimicos (SONIBARE;
SOLADOYE; ESAN, 2009).

As sementes de Cola acuminata podem ser mastigadas na forma
fresca, apresentando inumeros beneficios. Dentre eles, facilitar a digestdo, agir
como estimulante e proporcionar sensacdo de bem estar (Figura 4). Elas também
agem em funcdes fisioldgicas basicas através do aumento da temperatura corporal,
da pressao arterial, e da frequéncia respiratéria (SONIBARE; SOLADOYE; ESAN,
2009).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Clima_equatorial
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Noz-de-cola
https://pt.wikipedia.org/wiki/Obi_(religi%C3%A3o)
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Figura 2 - Arvore da Noz de cola (Cola acuminata).
Fonte: SOUTHEAST GROWERS (2016).

Dentre as atividades biolégicas mais importantes da Cola acuminata
estd sua capacidade de permanecer em altas concentracdes no Sistema Nervoso
Central, atuando como estimulante e modulador das atividades neuronais. Como
possui em sua composicdo, grande concentracbes de cafeina, possibilita sua
utilizacéo para tratamento de cefaléias de origem neurogénica (ADAM, 2011).

Outro bioativo presente nas sementes de Cola acuminata € a
teobromina, que apresenta acédo broncodilatadora e vasodilatadora. Em associacéo
com a cafeina, pode proporcionar atividade importante no tratamento de doencas
respiratorias e pulmonares (OBEY; SWAMY, 2014).

A analise fitoquimica qualitativa demonstrou que as sementes da planta
coletadas no Benin, pais da regido ocidental da Africa, possuem em sua
composicdo, taninos, flavonoides, esteroides, triterpenos, saponinas e alcaloides
(DAH-NOUVLESSOUNON et al, 2015; KENNETH et al., 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
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Fonte: LOWE et al. (2014).

Estudos tém mostrado que extratos hidroetandlicos de sementes de
Cola acuminata apresentam atividade antimicrobiana contra diversos tipos de
bactérias, como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (LOWE et al, 2014).

Testes de sensibilidade da atividade antimicrobiana evidenciaram que
extratos etandlicos das folhas e das sementes de Cola acuminata, podem inibir o
crescimento de varios microrganismos. Os extratos das folhas podem inibir o
crescimento de microrganismos como Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans (DAH-NOUVLESSOUNON et al., 2015).

Através de pesquisas feitas para avaliar o perfil fitofarmacoldgico da
Cola acuminata e da Cola nitida, observou-se atividade antifingica em extratos
hidricos e hidroetandlicos (ABIODUN; OYEKANMI; OLUQOTI, 2014).



Figura 4 - Sementes da noz de cola (Cola acuminata).
Fonte: PLANT INTERNATIONAL DATABASE (2013).
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3 OBJETIVOS

A finalidade deste trabalho foi determinar as caracteristicas
fitoquimicas, citotoxicas, farmacoldgicas e sobretudo a atividade biolégica sobre

microrganismos especificos.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a agdo antimicrobiana dos extratos hidroetandlicos das folhas,

caules e sementes, secos e frescos de Cola acuminata.

3.20BJETIVO ESPECIFICO

a) Realizar andlise fitoquimica dos extratos de Cola acuminata;

b) Avaliar a atividade antimicrobiana da Cola acuminata, por teste de
difusdo em agar, sobre bactérias Gram positivas, Gram negativas,
Mycobacterium tuberculosis e fungos;

c) Determinar a concentracdo inibitéria minima e concentracdo
microbicida minima, em microplaca, por microdiluicdo em caldo dos
extratos de folhas, caules e sementes sobre os bactérias e fungos;

d) Avaliar a citotoxicidade e determinar o indice de seletividade dos
extratos;

e) Comparar a acdo dos extratos obtidos da planta fresca e da planta

Seca.
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4 MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste estudo forma utilizadas técnicas para analise dos
componentes fitoquimicos, propriedades antimicrobianas e acéo citotoxica dos

extratos hidroetanélicos da Cola acuminata.

4.1 OBTENCAO E CADASTRAMENTO DA PLANTA

As amostras do caule, folha e semente da Cola acuminata foram
coletadas no més de dezembro de 2015, no municipio de lbitinga, estado de Sao
Paulo (21°46’45” latitude sul e 48°56°'04” longitude oeste) a uma elevagao de 491
metros do nivel do mar.

ApGs a coleta, a planta foi identificada pelo Prof. Dr. Marcelo Polo, do
Instituto de Ciéncias Naturais, cadastrada e arquivada no Herbario da Universidade

Federal de Alfenas, recebendo o nimero do tombo da exsicata 2707.

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS VEGETAIS

As amostras do caule, folha e semente da Cola acuminata foram
coletadas pelo Sr. Reginaldo Fernandes de Melo, encaminhada a cidade de Alfenas
e recebidas no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL) em 24 horas. Em seguida foram preparados extratos hidroetandlicos da
planta fresca e seca, com o propdésito de comparar os dois métodos de extragao.

Nas técnicas abaixo foi utilizado o protocolo modificado por Noronha (2014).
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4.2.1 Extrato da planta fresca

Para a obtencdo dos extratos da planta fresca, as amostras do caule,
folha e semente de Cola acuminata foram separadas em trés grupos, de acordo com
a parte da planta. Depois foram lavadas em agua corrente e em seguida cortados
manualmente em pedagos menores com o auxilio de uma faca.

Os extratos hidroetandlicos do caule, folhas e semente da planta fresca
foram preparados separadamente na proporcdo de 20% (m/v) utilizando alcool
etilico a 70% (v/v). Em seguida, foram processados em liquidificador doméstico e
macerados por sete dias ao abrigo da luz, com uma agitacdo diaria manual.

ApOs a maceracdo, os extratos foram filtrados em filtro de papel.
Posteriormente, foram submetidos a concentracdo em rotaevaporador, a pressao

negativa de 500 mmHg e a temperatura de 60°C (Figura 5).

Acondicionamento e
determinacao da
massa dos extratos

Obtencao das Filtracao e
amostras de Cola concentracao em
acuminata rotoevaporador

Cadastramento da

planta no Herbdrio da
UNIFAL

Lavagem em agua e
fragmentacao em
pedagos menores

Processamento e
maceracgao diaria ao Liofilizagao
abrigo da luz

Preparo dos extratos
hidroetandlicos na
proporgdo 20% (m/v),
utlizando alcool a 70%

Armazenagem e
reconstituicao

Figura 5 - Esquema do preparo dos extratos da planta fresca (Cola acuminata).

Fonte: Do autor.

Os extratos rotaevaporados foram distribuidos em frascos de 5 mL,

congelados, liofilizados e armazenados sob refrigeracdo. Antes da liofilizagdo, os
frascos foram pesados para a determinacdo da massa das amostras da planta. No
momento da realizacdo dos ensaios, 0s extratos foram reconstituidos em agua

destilada de acordo com a concentracdo desejada de 50mg/mL.
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4.2.2 Extrato da planta seca

No preparo dos extratos da planta seca, as amostras do caule, folhas e
semente de Cola acuminata foram separadas em trés grupos, de acordo com a parte
da planta. Depois foram lavadas em agua corrente, cortadas manualmente em
pedacos menores, com o0 auxilio de uma faca e em seguida, desidratadas a
temperatura de 40°C em estufa com circulagdo de ar, até a obtencdo do peso
constante. A seguir foram moidos em moinho de facas e acondicionados em sacos
plasticos na geladeira até o momento do uso. Os extratos hidroetandlicos da planta
seca foram preparados separadamente na proporcdo de 20% (m/v), utilizando alcool
etilico a 70% (v/v), sendo macerados por sete dias ao abrigo da luz, com uma

agitacao diaria manual.

Desidrata¢do em estufa

Prepato dos extratos

Obtengdo das amostras
de Cola acuminata

Cadastramento da planta
no Herbario da UNIFAL

Lavagem em dgua e
fragmentagcdo em
pedagos menores

com circulagdo de ar e
moagem apds obtecdo
do peso constante.

Filtragdo e concentragao
em rotoevaporador

Processamento e
maceracgao diaria ao
abrigo da luz

hidroetandlicos na
proporgdo 20% (m/v),
utilizando alcool a 70%

Acondicionamento
Liofilizagdo

Armazenagem e
reconstituicao

Figura 6 - Esquema do preparo dos extratos da planta seca (Cola acuminata).

Fonte: Do autor.

Apds a maceragdo, os extratos foram filtrados em filtro de papel.
Posteriormente, o filtrado obtido foi submetido & concentragdo em rotaevaporador, a
pressdo negativa de 500 mmHg e a temperatura de 60 °C (Figura 6).

Os extratos rotaevaporados foram distribuidos em frascos de 5 mL e
em seguida pesados para determinacdo da massa das amostras. Posteriormente, 0s
extratos foram liofilizados e armazenados sob refrigeragdo. Para realizagdo dos
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ensaios, os extratos foram reconstituidos em agua destilada de acordo com a

concentracdo de 50mg/mL.

4.3 AVALIACAO DO PERFIL FITOQUIMICO DOS EXTRATOS

A triagem fitoquimica dos extratos de Cola acuminata foi realizada
através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), no Laboratério de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-
MG).

Cada um dos extratos de Cola acuminata foi dissolvido,
separadamente, em metanol, a fim de se obter uma concentracdo de 1,0 mg/mL. As
analises cromatogréficas foram feitas em microplacas de silica gel 60 F2s4 (5X5 cm),
utilizando uma mistura de acetato de etila, metanol e agua (81:11:8) como fase
movel. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Para a identificacdo dos compostos quimicos presentes, 10 pyL das
solucdes-amostra e de solucdes de padrdes (Sigma®) na mesma concentracdo (1
mg/mL), sendo elas rutina, quercetina, acido gélico, catequina, cafeina, pilocarpina,
saponina e antraquinona, foram aplicados a cada uma das placas. Todas as placas
foram submetidas a revelacao por luz ultravioleta (UV) a 250 e 365 nm. Em seguida,
cada placa, separadamente, foi submetida a reveladores diferentes:

a) Anisaldeido sulfarico com aquecimento a 100°C, para identificacéo

de flavonoides, saponinas, terpenos, taninos e catequinas;

b) NP/PEG, para identificacdo de flavonoides;

c) Cloreto férrico, para identificacdo de taninos, acidos fendlicos e

catequinas;

d) Reativo de Dragendorff, para identificagao de alcaloides;

e) Vapores de iodo, para identificacdo de saponinas;

f) Hidroxido de potéssio alcodlico a 5% (m/v), para identificacdo de

antraquinonas;

Todas as classes de substancias foram determinadas pela comparacgao
das coloragcdes das manchas observadas nas placas, quando reveladas, com as
coloracbes das classes descritas na literatura (WAGNER, BLADT, ZGAINSKY,
2009).
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4.4 ATIVIDADE BIOLOGICA DOS EXTRATOS DA Cola acuminata

A avaliacdo biologica dos extratos da Cola acuminata foi realizada
através de 5 etapas a saber: avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos pelo
teste de difusdo em agar, avaliacdo da concentracdo inibitéria minima dos extratos,
avaliagdo da concentracdo microbicida minima dos extratos, avaliagdo da
citotoxicidade dos extratos para cultura celular e avaliacdo do indice de seletividade

dos extratos.

4.4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos pelo teste de difusédo em

agar

Os testes microbiolégicos foram realizados no Laboratério de
Microbiologia da UNIFAL. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos,
foram utilizados o0s seguintes microrganismos, mantidos no Laboratério de
Microbiologia da UNIFAL-MG: Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC
6633, Kocuria rizophila ATCC 9341, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
Micrococcus luteus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 0538,
Staphylococcus epidermidis ATCC 1222, Bordetella bronchiseptica ATCC 4617,
Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Salmonella tiphymurium ATCC 14028, Serratia marcescens
LMI-UNIFAL, Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) ATCC 27294. Candida albicans
ATCC 10231 e Saccharomyces cerevisae ATCC 6538.

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foi utilizado agar Mueller
Hinton para as bactérias e agar Mueller Hinton com 1% de glicose para as
leveduras. As suspensdes de microrganismos foram preparadas em soro fisiolégico,
com turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da Escala de MacFarland. Os extratos
liofilizados foram dissolvidos em agua destilada, na concentracdo de 50 mg/mL.

Com auxilio de um tubo metalico foram perfurados pogos de 4 mm de
didmetro na superficie do meio de cultura para a aplicagdo dos extratos a serem

testados. Em seguida, a suspensdo de microrganismo foi inoculada em toda
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superficie do meio e, cada poco foi preenchido com 40uL (2 mg) de extrato. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.( BAUER; KIRBY, 1966; CLSI, 2003).

Posteriormente, foi realizada a leitura dos diametros dos halos de
inibicdo do crescimento microbiano, utilizando como controle positivo de acgao
antimicrobiana, solucdo de clorexidina a 0,12% (v/v) e como controle negativo agua
destilada. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e submetidos aos testes
de determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo
microbicida minima (CMM) em microplaca.

4.4.2 Avaliacao da concentracao inibitéria minima dos extratos

A avaliacdo da concentracdo inibitoria minima dos extratos (CIM) foi
realizada pela técnica de microdiluicio em caldo. Tal metodologia se encontra nos
documentos M27- A3 (CLSI, 2008), para os ensaios com leveduras e M7- A6 (CLSI,
2003), para os estudos com bactérias.

Para as bactérias foi utilizado o caldo Mueller Hinton e para as
leveduras, o caldo Mueller Hinton com 1% de glicose. As suspensfes de
microrganismos foram preparadas em soro fisiolégico com turvacao correspondente
ao tubo 0,5 da Escala de MacFarland. Os extratos liofilizados foram dissolvidos em
agua destilada na concentracao de 50 mg/mL e em seguida, filtrados em membrana
de 0,45 um de didametro de poro, para controle da retencéo de particulas.

O ensaio foi realizado em microplacas de fundo chato contendo 96
pocos, distribuidos em oito linhas (A - H) e 12 colunas (1 - 12). Um volume de 100
puL de caldo Mueller Hinton, duas vezes concentrado, foi adicionado em cada poco
da coluna 1. Os pocos das colunas restantes receberam 100 uL de caldo Mueller
Hinton.

Em uma segunda etapa, foram adicionados 100 pL do extrato da planta
nos poc¢os da coluna 1, realizando-se a diluicdo do extrato a partir da concentracao
de 12,5 mg/mL até 0,04 mg/mL. Na diluicdo, 100 pL da mistura contida em cada
poco da coluna 1, foi transferida para a coluna 2 e homogeneizado. Esse processo
foi repetido até a coluna 9 da microplaca, sendo desprezados 100 puL da mistura

apos a homogeneizacgao.
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A Tabela 1 mostra a concentracao final do extrato nas colunas de 1 a 9
da microplaca apos a diluicéo.

Cada poco recebeu 100 pL do meio de cultura ficando entdo com
volume final de 200 pL. Posteriormente, foi adicionado um volume de 10 pL da
suspensao de microrganismo em cada poco nas fileiras de 1 a 10, partindo da linha
A até a F. Apos a adicdo de 100 pL de meio de cultura, a concentracao inicial passa

a ser de 12,5 mg/mL.

Tabela 1 - Concentracdo dos extratos em
miligramas/mL nas nove
colunas da microplaca apoés
dilui¢éo.

Concentracgéo

Coluna (mg/mL)

12,5
6,25

3,12
1,56
0,78
0,39
0,19

N o o~ WO N PR

0,09
0,04

© o

Fonte: Do autor.

A coluna 10 foi usada como controle positivo de crescimento do
microrganismo (meio de cultura + microrganismo). A coluna 11 foi utilizada como
controle de esterilidade do extrato (meio de cultura + extrato) e a coluna 12, como
controle de esterilidade do meio de cultura (apenas meio de cultura).

Ap6s a adicdo dos microrganismos, as placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas. Posteriormente, foi realizada a leitura visual das placas pela turvacao
ou ndo, do meio de cultura, indicando presenca ou auséncia do crescimento
microbiano. Nos pocos onde nao houve turvacao foi coletado uma aliquota de 10 pL
do meio e inoculado em agar BHI, incubado a 37°C por 48 horas para avaliacao da
atividade microbicida. A atividade antimicrobiana sobre M. tuberculosis (H37) foi

determinada pela técnica em microplaca com caldo Middlebrook 9H10 adicionado de
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Middlebrook OADC Enrichment® tendo como controle positivo solucao de isoniazida
na concentracao inicial de 50 pug/mL. As culturas foram incubadas a 37°C por 28 dias
(TELLES, 2000). A leitura visual das placas indicou a turvagéo ou ndo, do meio de
cultura, determinando a presenca ou auséncia do crescimento microbiano.

O teste de difusdo em agar ndo é recomendado para 0 Mycobacterium
tuberculosis devido longo periodo de incubacdo com progressiva difusdo das

moléculas e perda de acdo das mesmas.

4.4.3 Avaliacédo da concentracdo microbicida minima dos extratos

A determinacdo da concentracdo microbicida minima (CMM) dos
extratos foi realizada com base nos resultados da CIM, utilizando-se placas
contendo agar Nutriente para as bactérias, agar Sabouraud para leveduras e agar
Middlebrook 7H10 com suplemento AODC para Mycobacterium tuberculosis
(H37Rv) ATCC 27294.

No ensaio, um volume de 10 yL de suspenséao proveniente de cada
poco da microplaca da CIM onde ndo se pode observar crescimento foi inoculado na
superficie dos respectivos meios de cultura. Apés incubacéo verificou-se a presenca

ou auséncia de crescimento microbiano.

4.4.4 Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos para cultura celular

A citotoxicidade foi avaliada através do método que se baseia na
medida da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial que, quando ativa, é
capaz de metabolizar o reagente MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) em um composto colorido denominado formazan.

Neste ensaio foram semeadas 1x10” de células BHK-21 (células de rim
de hamster neonato) por pogco, em placas de 96 pocos contendo meio de cultura
MEM (Meio Minimo Essencial de Eagle), acrescido de 10% de soro fetal bovino e

antibiodticos. Apos 24 horas de incubagéao a 37°C, o meio de cultivo foi removido e
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adicionado a cultura 0,1 mL de meio MEM contendo 1% de soro fetal bovino com
diluicdes decrescentes dos extratos (5mg/mL a 0,039 mg/mL).

As microplacas foram incubadas a 37°C por 48 horas. ApOGs esse
periodo foi acrescentado 10 yL de MTT a uma concentracdo de 5mg/mL e incubou-
se por 4 horas a temperatura ambiente para a incorporacdo do MTT e formacédo dos
cristais de formazan.

Posteriormente foi removido cuidadosamente o meio de cultura e
solubilizado os cristais de formazan pela adicdo de 100 yL de dimetil sulfoxido
(DMSO). A analise espectrofotométrica foi realizada em um leitor de microplacas
com comprimento de onda de 570 nm.

A porcentagem de citotoxicidade foi calculada utilizando a formula [(A-
B) / Ax100], onde A e B séo valores das densidades 6pticas das células controle e
tratadas, respectivamente. A concentracdo citotdéxica para 50% das células (CC50)
foi estimada a partir de curvas de concentracdo-efeito apos andlise de regresséo
linear (ARAUJO et al., 2008). Os testes foram realizados em duplicata juntamente

com o controle positivo da viabilidade celular.

4.4.5 Avaliagdo do indice de seletividade dos extratos

O indice de seletividade dos extratos foi calculado avaliando-se a razéo
entre a relagdo entre a CC50 e a CIM. Valores superiores a 1 foram considerados

promissores para a selecéo dos extratos para estudos posteriores.

4.5 ESTATISTICA

As avaliacOes estatisticas dos resultados da atividade antimicrobiana
dos extratos hidroetandlicos da Cola acuminata pelo teste de difusdo em agar, foi
realizada por meio do software Progama R (R CORE TEAM, 2016; FERREIRA,
CAVALCANTI, NOGUEIRA, 2013; MENDIBURU, 2016), pela andlise de variancia
(ANOVA) e aplicacdo dos testes de Tukey e Kruskal-Wallis, para observar as

diferencas significativas entre os valores medios (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso terapéutico de substancias provenientes das plantas é uma
pratica comum em diversos paises. Esta pratica decorre da presenca de moléculas
com propriedades bioativas, que apresentam caracteristicas que podem
proporcionar o desenvolvimento de novos farmacos.

A descoberta de novos medicamentos a partir de bioativos naturais
constitui uma vantagem no tratamento de doencas provocadas por patdgenos, pois
proporciona uma menor possibilidade de resisténcia dos microrganismos a curto e
médio prazo.

A avaliacdo do perfil fitoquimico dos extratos hidroetanélicos da Cola
acuminata, realizada pelo método de cromatografia em camada delgada (CCD),
evidenciou a presenca de taninos, catequinas, terpenos, flavonoides, alcaloides e

acido galico, variando de acordo com o tipo de extrato testado (Figura 7).

4 E4 3 E 3 o

Figura 7 - Perfis cromatograficos dos extratos da Cola acuminata, utilizando como
reveladores o anisaldeido sulfdrico e o NP/PEG. Legenda: 1 — caule fresco,
2 — caule seco, 3 — folha fresca, 4 — folha seca, 5 — semente fresca, 6 —
semente seca. Controles: 7 — rutina, 8 — quercetina, 9 — &cido galico, 10 —
catequina.

Fonte: Do autor.

Foi observada a presenca dos constituintes majoritarios nos extratos de
Cola acuminata, sendo que os resultados das andlises cromatograficas estéo
expressos na Tabela 2. A¢do antimicrobiana destes extratos estdo, provavelmente,
relacionado a presenca de flavonoides e taninos. Os extratos da semente seca, do
caule seco e da folha seca apresentaram uma maior variedade de compostos

guimicos
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Compostos fendlicos, como taninos e flavonoides, presentes em varias
partes das plantas pode ser associado a inumeras atividades biolégicas, como
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana (EINBOND et al., 2004,
BANERJEE; DASGUPTA; DE, 2005; CHOI et al., 2006).

A atividade antimicrobiana dos flavonoides se deve ao fato desses
compostos serem capazes de reagir com o DNA do microrganismo e interferir na sua
replicacéo, inibindo o seu crescimento (MALEKI et al., 2008; SEYYEDNEJAD et al.,
2008).

Os taninos sdo compostos fendlicos, presentes na maior parte das
plantas, capazes de formar complexos que inativam enzimas utilizadas por
fitopatogenos (MONTERIO et al., 2005; KAMBA; HASSAN, 2010). Sua atividade
antimicrobiana ocorre em funcdo de trés caracteristicas gerais desse grupo:
atividade antioxidante e sequestro de radicais livres, formacdo de complexos com
ions metélicos e formacdo de compostos com moléculas como proteinas e
polissacarideos (MELLO e SANTOS, 2001).

Tabela 2 - Avaliacdo de presenca de compostos fitoquimicos observados nos extratos da Cola

acuminata.
Extratos Semente | Semente Caule Caule Folha Folha
Compostos seca fresca seco fresco seca fresca
Acido galico + + - - - -
Alcaloides + - + + + -

Antragquinonas - - - - - -

Catequinas + + + + + +
Flavonoides + - + - + +
Saponinas + + + + + +
Taninos + + + + + +
condensados

Taninos + + + + + +

hidrossollUveis

Terpenos + + + + + +

Fonte: Do autor.
Legenda: (+) Presenca. (-) Auséncia.
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A revelagcdo por UV no comprimento de onda de 250nm demonstrou
manchas fluorescentes acastanhadas em todos os extratos, localizadas no ponto de
aplicacdo, que podem corresponder aos taninos condensados. Na andlise dos
extratos da folha fresca e da folha seca observou-se também manchas fluorescentes
levemente amareladas, correspondendo aos flavonoides. Ja nos extratos da
semente fresca e da semente seca, ocorreu a presenca de manchas fluorescentes
azuladas que sugerem a presenca de taninos hidrolisaveis (esterificados com acido
géalico) e manchas fluorescentes lilds, sugerindo a presenca das catequinas.

Utilizando como revelador o UV com comprimento de onda de 365nm
constatou-se nos extratos de caule seco, folha seca e semente seca, manchas
fluorescentes azuladas, que sugerem a presenca de terpenos. Ja nos extratos de
folha fresca e folha seca, manchas fluorescentes alaranjadas, séo indicativas da a
presenca dos flavonoides.

Em todos os extratos da Cola acuminata, a revelacdo com anisaldeido
sulfarico evidenciou manchas escuras de coloracdo variada, sugerindo a presenca
dos taninos condensados, dos taninos hidrolisaveis, das catequinas e dos terpenos.

A revelacdo com NP/PEG constatou a presenca de manchas
amareladas nos extratos de caule seco, folha fresca, folha seca e semente seca,
sugerindo a presenca de flavonoides. Os demais extratos ndo apresentaram
manchas de coloragcdo caracteristica dos flavonoides, constatando, portanto, a
auséncia destes compostos.

A utilizacdo do cloreto férrico como revelador da CCD demonstrou a
presenca de manchas escuras, verdes, marrons, amareladas e azuis,
correspondendo respectivamente aos taninos condensados, as catequinas, aos
taninos hidrossoluveis aos flavonoides e aos derivados do acido galico.

O reativo de Dragendorff é utilizado especificamente para identificacédo
de compostos alcaloides. Em nosso ensaio de CCD foram observadas manchas
sutiimente avermelhadas nos extratos do caule fresco, caule seco e folha seca,
podendo indicar a presencga de alguns alcaloides, porém em baixas concentracoes.
Os demais extratos ndo apresentaram manchas caracteristicas dos alcaloides,
sugerindo a auséncia destes compostos.

Através da revelacdo com vapores de iodo observou-se a presenca
manchas sutilmente beges, correspondentes aos taninos, sugerindo uma possivel

presenca de saponinas nos extratos analisados.
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Apos a revelacdo com KOH alcodlico a 5% nao se observaram, em
nenhum dos extratos, manchas de coloragcdo purpura caracteristicas das
antraquinonas, evidenciando a auséncia destes compostos.

Espécies do género Cola geralmente apresentam flavonoides,
alcaloides, acidos fendlicos, saponinas, taninos e terpenos (BOUDJEKO et al.,
2009). No entanto, a composi¢do de metabdlitos secundarios de uma planta pode
ser influenciada por fatores como altitude, sazonalidade e idade da planta (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

A presenca de taninos, flavonoides, esteroides, triterpenos, saponinas
e alcaloides foi evidenciada em plantas da Cola acuminata coletadas no Benin e na
Nigéria respectivamente, paises da regido ocidental da Africa (DAH-
NOUVLESSOUNON et al. 2015; KENNETH et al., 2014).

Estudos realizados com extratos hidroetanolicos de folhas secas, de
espécies do género Cola, incluindo a Cola acuminata, forma realizados na Nigéria,
evidenciando a presenca de taninos e flavonoides (SONIBARE; SOLADOYE; ESAN,
2009). Ja a presenca de taninos e saponinas foi observada em extratos da semente e do
caule, obtidos a partir do metanol, éter e cloroférmio (ADENIYI; GROVES;
GANGADHARAM, 2004). Dessa forma, os resultados obtidos no presente estudo estdo de

acordo com relatos referentes a composicdo quimica da Cola acuminata encontrados na
literatura.

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de
difusdo em &gar, no qual se analisa como o0 microrganismo se comporta frente a
uma substancia biologicamente ativo. Em nosso estudo foram utilizados extratos da
semente, da folha e do caule, secos e frescos da planta Cola acuminata, colocados
em pocos previamente marcados no meio de cultura sélido (Figura 8). Para
interpretagdo dos resultados, € observado o tamanho do halo de inibicdo do
crescimento microbiano em volta de cada poco demonstrando a sensibilidade do
microrganismo ao extrato testado (OSTROSKY et al., 2008).

Na Tabela 3 podemos observar os resultados das médias e dos
desvios padrbes no teste de difusdo em agar, demonstrando que houve
sensibilidade aos extratos de Cola acuminata de bactérias Gram positivas, Gram
negativa e fungos.

Dentre as bactérias Gram positivas que demonstraram sensibilidade
aos extratos, podemos citar Bacillus cereus ATCC 11778, Bacillus subtilis ATCC

6633, Kocuria rizophila ATCC 9341, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81frica
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Micrococcus luteus ATCC 10240, Staphylococcus aureus ATCC 0538 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 1222. Micrococcus luteus ATCC 10240 foi a
bactéria mais sensivel, apresentando halos de inibicdo de 13,0 a 16,0 mm, exceto
para 0s extratos do caule fresco e caule seco que demonstraram melhor
sensibilidade para o Bacillus cereus ATCC 11778.

A Unica bactéria Gram negativa que apresentou sensibilidade aos
extratos foi Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Este resultado demonstra que
os bioativos provenientes de Cola acuminata apresentam melhores resultados

guando usados em bactérias Gram positivas.

Figura 8 - Teste da ac&o antimicrobiana dos extratos frescos e secos da
Cola acuminata sobre a bactéria Staphylococcus aureus
(ATCC 0538), realizado em triplicata. Legenda: 1 — semente
seca, 2 — semente fresca, 3 — caule fresco, 4 — caule seco, 5
— folha seca, 6 — folha fresca, 7 — controle negativo (agua
destilada), 8 — controle positivo (clorexidine 0,12%).

Fonte: Do autor.

Candida albicans ATCC 10231 e Saccharomyces cerevisae ATCC
6538 foram os fungos testados, sendo que ambos foram inibidos nos testes de
difusdo em agar por quase todos os extratos.

Dentre os microrganismos que foram sensiveis aos extratos, 0S
gue demonstraram melhor resposta de inibicdo de crescimento foram Bacillus cereus
ATCC 11778, Candida albicans ATCC 10231, Kocuria rizophila ATCC 9341,
Micrococcus luteus ATCC, Staphylococcus aureus ATCC 0538 e Staphylococcus
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epidermidis ATCC 1222, apresentando médias de halos de inibicdo entre 10,33 e
17,0 mm (Figura 9).

Figura 9 - Teste da acdo antimicrobiana dos extratos frescos e secos da
Cola acuminata sobre a bactéria Micrococcus luteus (ATCC
10240), realizado em triplicata. Legenda: 1 — semente seca, 2
— semente fresca, 3 — caule fresco, 4 — caule seco, 5 — folha
seca, 6 — folha fresca, 7 — controle negativo (aAgua destilada),
8 — controle positivo (clorexidine 0,12%).

Fonte: Do autor.

A inibicdo do crescimento ndo foi observada nas seguintes bactérias,
Bordetella bronchiseptica ATCC 4617, Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL,
Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella tiphymurium ATCC 14028, Serratia
marcescens LMI-UNIFAL que s&o bactérias Gram negativas. Estudos tém mostrado
que extratos hidroetandlicos de sementes de Cola acuminata fornecem atividade
antimicrobiana contra diversos tipos de bactérias, como Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa (LOWE et al, 2014). No nosso trabalho a Pseudomonas aeruginosa foi a
Unica bactéria Gram negativa sensivel aos extratos.

De acordo com os resultados dos testes de difusdo em &gar, foi
possivel verificar diferencas quanto ao espectro de acdo e o diametro dos halos de
inibicdo entre os extratos preparados com a planta fresca e com a planta seca. Os
extratos da semente fresca e da semente seca demonstraram maior espectro de

acdo em quatro tipos de microrganismos cada um, sendo que em um deles, o
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Saccharomyces cerevisae ATCC 6538, o resultado foi igual. O extrato do caule
fresco exibiu maior espectro de acdo que o extrato do caule seco em todos os
microrganismos, com excecao do Lactobacillus acidophilus ATCC 4356. Ja o extrato
da folha seca demonstrou melhores resultado em quase todos 0s microrganismo
testados, com exce¢do da Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e do
Saccharomyces cerevisae ATCC 6538. Os melhores resultados quanto ao espectro
de acédo e o diametro dos halos de inibicdo foram exibidos pelo extrato do caule
fresco, seguido pelo extrato do caule seco (Tabela 3).

Testes de sensibilidade da atividade antimicrobiana evidenciaram que
extratos etandlicos das folhas e das sementes de Cola acuminata, podem inibir o
crescimento de varios microrganismos em diferentes niveis. Os extratos das folhas
podem inibir o crescimento de bactérias com Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans (DAH-NOUVLESSOUNON et al., 2015). Estes

resultados foram semelhantes aos encontrados neste trabalho (Figura 10).



Tabela 3 - Teste de difusdo em agar dos extratos da Cola acuminata. Halos de inibicdo em milimetros. Médias e desvios padrdes em triplicata

MicrI(E))r(g:rg(i)ssmos Semente Semente Caule fresco Caule Folha Folha CHX AnB CLF SMz
ATCC seca fresca seco seca fresca 0,12% 100 pg 30 pg 25 ug
B. cereus - 11778, 14,33£1,15 13,0£2,65 17,0£2,0 15,33+1,53 14,67+2,08 13,0+£2,65 18,0+0,0 NR 23+£0,0 24+0,0
B. subtilis - 6633 9,0+0,0 7,0£0,0 10,0+0,0 6,0+0,0 5,0£0,0 0,0+0,0 20,0+0,0 NR 24,67+0,58 30,0+0,0
K. rizophila - 9341 13,0+2,0 14,67+0,58 15,67+0,58 15,0£1,0 14,67+0,58  13,67+0,58 25,0+0,0 NR 35+0,0 27+0,0
L. acidophilus - 4356 0,0,£0,0 8,0£0,0 8,0£0,0 9,0+0,0 9,0£0,0 0,0+0,0 20,0+0,0 NR 25+0,0 31+0,0
M. luteus - 10240 14,67+0,58 15,33+0,58 16,0+1,0 14,33+0,58  14,67+0,58 13,0£1,0 25,0£0,0 NR 24,67+0,58 22,33+05,8
S. aureus - 0538 14,0+0,0 13,67+0,58 13,67+1,53 13,0+1,0 10,67+0,58  10,33£0,58 18,67+1,15 NR 24,33+£1,15 22,33£3,79
S. epidermidis - 1222 14.33+0,58 14,0+0,00 14,67+0,58  13,33#0,58 11,33+1,15 10,33£1,53 17,0£1,0 NR 23,33+1,15 21,67+0,58
B. brochiseptica - 4617 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 12,0+0,0 NR 22+0,0 20+0,0
E. cloacae - LMI-UNIFAL 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 11,0+1,0 NR 20,67+1,15 ND
E. coli - 8739 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 14,0+1,0 NR 22,67+0,58  26,0+1,73
S. tiphymurium - 14028 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 0,0£0,0 10,67£1,15 NR 19,3341,15 20,0£1,0
S. marcescens - LMI-UNIFAL 0,0+0,0 0,0,+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 15,0+0,0 NR 20+0,0 18+0,0
P. aeruginosa - 9027 10,67+1,53 10,67+1,15 12,67+0,58 12,67£1,53 6,0+0,0 6,33+0,58 20,33+0,58 NR 25,67+1,15 ND
C. albicans - 10231 13,67+0,58 14,0+0,00 14,0+£0,0 13,67+0,58 12,0+1,0 11,33+0,58 18,67+1,15 15,67+1,15 NR NR
S. cerevisae - 6538 10,0+2,00 10,0+1,73 11,67+1,53 11,010 0,0+0,0 6,67+1,53 15,67+2,08 17674231 NR NR
Fonte: Do autor.
Legenda: NR: néo realizado. ND: ndo detectado na concentracdo testada. CHX: clorexidine. AnB: anfotericina B. CLF: cloranfenicol. SMZ: sulfa.

8¢
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Figura 10 - Determinacdo da concentragédo Inibitéria Minima dos extratos da
Cola acuminata sobre a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 0538).
Fonte: Do autor.

Através de pesquisas feitas para avaliar o perfil fitoquimico da Cola
acuminata e da Cola nitida, observou-se atividade antifingica em extratos hidricos e
hidroetandlicos (ABIODUN; OYEKANMI; OLUOTI, 2014). Estes resultados foram
semelhantes aos nossos, pois Candida albicans e Sacharomyces cerevisae foram
sensiveis a quase todos os extratos da Cola acuminata.

A Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracdo Microbicida
Minima (CMM) foram realizadas pela técnica de microdiluicio em caldo, na qual foi
possivel verificar a eficiéncia dos extratos da planta seca e da planta fresca. Tal
técnica corresponde a menor concentracdo do extrato, capaz de inibir o
desenvolvimento visivel (CIM) e de eliminar os microrganismos (CMM).

Para verificar a sensibilidade dos microrganismos a antimicrobianos
especificos, foram realizados testes com Anfotericina B (100 pg), Cloranfenicol (30
pug) e Sulfazotrim (25 pg). A Anfotericina B foi utilizada para os fungos
Sacharomyces cerevisae e Candida albicans. Ja a utilizacdo do Cloranfenicol e do
Sulfazotrim foi empregado para avaliar a sensibilidade das bactérias.

Na Tabela 4 podemos observar os resultados das concentracdes
inibitérias minimas (CIM) e das concentracdes microbicidas minimas (CMM) dos
extratos testados, que impediram o desenvolvimento microbiano ou eliminaram os

microrganismaos.
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Os resultados obtidos nos testes de CIM coincidem com os da difuséo
em agar, demonstrando que o0s microrganismos Bacillus cereus ATCC 11778,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231, Kocuria rizophila ATCC
9341, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Micrococcus luteus ATCC 10240,
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) ATCC 27294, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Saccharomyces cerevisae ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 0538 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 1222, foram inibidos por diversas concentracdes
dos extratos de Cola acuminata (Figura 11).

Ao comparar a CIM dos extratos preparados com a planta fresca e os
preparados com a planta seca, foi observado diferenca de concentracbes ativas,
sendo que o0 os extratos da semente seca, do caule seco e da folha fresca
apresentaram menores valores de concentracfes inibitérias minimas do que os
outros extratos. A CIM foi menor no extrato do caule fresco, seguido por caule seco

e semente fresca.

N~
Concentragoes decrescentes dos extratos Concentragoes decrescentes dos extratos

Figura 11 - Concentracdo Microbicida Minima dos extratos da Cola acuminata sobre
Mycobacterium tuberculosis (H37Rv) ATCC 27294 (esquerda) e Micrococcus
luteus ATCC 10240 (direita).

Fonte: Do autor.



Tabela 4 - Testes da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo microbicida minima (CMM) dos extratos da Cola acuminata. Valores em
miligramas/mL.

_ Extratos Semente seca Semente fresca Caule fresco Caule seco Folha seca Folha fresca

M'Cr(g\?_acnésmos CIM/CMM CIM/CMM CIM/CMM CIM/CMM CIM/CMM CIM/CMM
B.cereus — 11778 3,12/12,5 3,12/6,25 0,78/ND 3,12/6,25 3,12/3,12 3,12/6,25
B.subtilis — 6633 12,5/ND 6,25/ND ND/ND ND/ND 6,25/ND ND/ND
K.rizophila - 9341 6,25/6,25 0,78/12,5 0,78/6,25 0,78/12,5 0,78/ND 3,12/3,12
L.acidophilus — 4356 ND/ND 6,25/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
M. luteus — 10240 12,5/ND 6,25/12,5 ND/ND 6,25/6,25 6,25/6,25 12,5/ND
S. epidermidis — 12228 6,25/6,25 6,25/6,25 3,12/ND 3,12/ND 12,5/ND 12,5/12,5
S.aureus — 0538 ND/ND ND/ND 3,12/ND 6,25/ND 6,25/ND 12,5/ND
B.brochiseptica — 4617 ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
E. cloacae - LMI-UNIFAL ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
E.coli- 8739 ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
P. aeruginosa — 9027 12,5/ND 12,5/12,5 6,25/ND 6,25/12,5 12,5/ND ND/ND
S. marcescens - LMI-UNIFAL ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
S.tiphymurium — 14028 ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND ND/ND
M. tuberculosis H37 — 27294 1,56/ND 1,56/ND ND/ND ND/ND 6,25/ND 6,25/ND
C. albicans — 10231 6,25/6,25 6,25/ND 3,12/3,12 6,25/ND 6,25/25 6,25/ND
S.cerevisae — 6538 6,25/12,5 6,25/ND 6,25/12,5 6,25/12,5 6,25/6.25 12,5/12,5

Fonte: Do autor.
Legenda: ND: ndo detectado nas concentragfes testadas.
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Testes de sensibilidade da atividade antimicrobiana evidenciaram que
extratos etandlicos das folhas e das sementes de Cola acuminata, podem inibir o
crescimento de varios microrganismos em diferentes niveis. Os extratos das folhas
podem inibir o crescimento de bactérias com Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans (DAH-NOUVLESSOUNON et al, 2015). Estes

resultados foram semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Tabela 5 - Teste de citotoxicidade dos extratos da Cola acuminata sobre as culturas
de células BHK-21. Valores em miligramas/mL. Médias e desvios
padrées em triplicata.

Concentragdo citotdxica para

Extratos da planta 50% das células em mg/mL
(CCoso)

Semente seca 1,04 £ 0,35
Semente fresca 0,78+ 0,17
Caule fresco 0,36 £ 0,16
Caule seco 0,78+ 0,13
Folha seca 0,87 £ 0,28
Folha fresca 1,66 + 0,49

Fonte: Do autor.

A determinacdo da citotoxicidade é uma etapa essencial no processo
de desenvolvimento de novas drogas, pois permite determinar a concentracado a ser
utilizada, fornecendo dados importantes quanto aos possiveis danos celulares
(ARAUJO et al., 2008). Para ser aprovada no teste de citotoxicidade, a substancia
analisada ndo deve provocar a morte das células nem afetar as funcées celulares.
Por meio da utilizacdo de técnicas de cultura de células, os testes de citotoxicidade
podem revelar a ocorréncia de danos como lise celular e inibicdo do crescimento das
células (DAGUANO; SANTOS; ROGERIO, 2007).

A avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de Cola acuminata, foi
determinada ap0s o estudo de sua atividade sobre culturas de células BHK-21 de

rins de hamster neonatos.
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A atividade citotoxica € muito importante para o desenvolvimento de
novos farmacos, pois fornece informacdes sobre concentracdes ideais que nédo
causam prejuizo as células estudadas.

Através da avaliacdo da Tabela 5 podemos observar que a
concentracdo citotéxica para 50% das células (CCsg) foi maior nas amostras de
caule fresco e menor nos extratos de folha fresca.

O indice de seletividade dos extratos de Cola acuminata, é obtido
através da relacdo entre a CCsy e a CIM. Resultados superiores a 1 demonstram
gue os extratos apresentam bom perfil entre atividade farmacologica e toxicidade
celular.

Avaliando a Tabela 6 podemos observar que os extratos do caule seco
da Cola acuminata apresentaram indice de seletividade maior ou igual a 1 para os
microrganismos Bacillus cereus ATCC 11778, Candida albicans ATCC 10231,
Kocuria rizophila ATCC 9341, Micrococcus luteus ATCC 10240, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Saccharomyces cerevisae ATCC 6538, Staphylococcus
aureus ATCC 0538 e Staphylococcus epidermidis ATCC 1222.

Em dois extratos, semente fresca e folha seca, foi obtido indice de
seletividade maior que 1 para apenas a bactéria Kokuria rizophila ATCC 9341.

Dessa forma, demonstramos em nosso trabalho que os extratos
hidroetandlicos de Cola acuminata apresentam moléculas com atividade
antimicrobiana, podendo apo6s todas as fases de estudos, proporcionar o
desenvolvimento de farmacos que possam ser utilizados para o tratamento de

doencas infecciosas provocadas por microrganismos suscetiveis.



Tabela 6 - indice de seletividade dos extratos da Cola acuminata. Relac&o entre CCsy € CIM.

Micrlcz))r(g:::i)ssmos Semente seca Semente fresca Caule fresco Caule seco Folha seca Folha fresca
ATCC
B.cereus — 11778 0,33 0,25 0,46 2,17 0,27 0,53
B.subtilis — 6633 008 0,12 ND ND 0,13 ND
K.rizophila - 9341 0,16 1,00 0,46 8,70 1,11 0,53
L.acidophilus — 4356 ND 0,12 ND ND ND 0,06
M. luteus — 10240 0,08 0,12 ND 1,08 0,13 0,13
S. epidermidis — 12228 0,16 0,12 0,11 2,17 0,06 0,13
S.aureus — 0538 ND ND 0,11 1,08 0,13 0,13
B.brochiseptica — 4617 ND ND ND ND ND ND
E. cloacae - LMI-UNIFAL ND ND ND ND ND ND
E.coli- 8739 ND ND ND ND ND ND
P. aeruginosa — 9027 0,08 0,06 0,05 1,08 0,06 ND
S. marcescens - LMI-UNIFAL ND ND ND ND ND ND
S.tiphymurium — 14028 ND ND ND ND ND ND
M. tuberculosis H37 — 27294 0,66 0,50 ND ND 0,13 0,26
C. albicans — 10231 0,16 0,12 0,11 1,08 0,13 0,26
S.cerevisae — 6538 0,16 0,12 0,05 1,08 0,13 0,13

Fonte: Do autor.

Legenda: ND: ndo detectado na concentracdo testada.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

Os testes fitoquimicos evidenciaram a presenca nos extratos hidroetanélicos
de taninos condensados, taninos hidrossolUveis, saponinas e flavonoides,
que podem justificar as propriedades antimicrobianas;

Os extratos hidroetandlicos de Cola acuminata apresentaram promissora
atividade antimicrobiana, especialmente em relacdo as bactérias Gram
positivas, ao Mycobacterium tuberculosis e aos fungos Candida albicans e
Saccharomyces cerevisae;

A CC50 para cultura de células BHK demonstrou toxicidade menor no extrato
da folha fresca e maior no extrato do caule fresco;

O extrato com indice de seletividade maior que 1 foi o do caule seco, que
pode ser considerado promissor para estudos posteriores.
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