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Objetivo do estudo foi avaliar as atividades antioxidante, antibacteriana e antibiofilme contra
Corynebacterium ulcerans e toxicidade do Extrato Bruto Hidroalcéolico (EBH) de Stryphnodendron
coriaceum Benth (barbatim&o). As folhas de S. coriaceum foram submetidas a maceracéo com alcool a 70%.
Avaliou-se a atividade antioxidante pelos métodos do 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) e redugdo do
complexo de fosfomolibdénio. A atividade antibacteriana foi medidia por microdilui¢do (1:2) para as
Concentragoes Inibitdria Minima (CIM) e Bactericida Minima (CBM) e a inibi¢do da formacéo de biofilme
em cinco isolados clinicos e um amostra padrdo de C. ulcerans. O estudo da toxicidade foi realizado por
testes de hemdlise, alelopatia e Tenebrio molitor. O EBH apresentou capacidade antioxidantes, capturando
50,7% do DPPH na concentracdo de 0,37ug/mL e reduzindo 21,99% do fosfomolibdénio. A CIM observada
foi de 500 pg/mL para as amostras, exceto a amostra 809, e o EBH ndo apresentou aspecto bactericida
(CBM). A amostra CDC KC 279 diminuiu a formacdo do biofilme com interferéncia do EBH, enquanto, a
amostra 2649 sofreu aumento (estatisticamente significativa). A concentragdo eficiente para hemolisar 50%
das hem@cias foi de 460,6+0,03881pg/mL. No teste alelopatico, as sementes apresentaram baixa germinagéo
e ndo houve diminuicdo na velocidade de crescimento das radiculas em contato com o EBH. A taxa média
de sobrevivéncia de T. molitor foi 60% no grupo da maior concentragdo, sem significancia estatistica
(p=0,752) com o controle, essas caracteristicas sugerem baixa toxicidade. A espécie vegetal em estudo,
apresenta propriedades farmacoldgicas importantes, que pode levar a formulagdo de produtos terapéuticos,

estudos complementares sdo necessarios.
Palavras-chave: corinebactérias, ensaios biolégicos, plantas medicinais

The objective of the study was to evaluate the antioxidant, antibacterial and antibiofilm activities against
Corynebacterium ulcerans and the toxicity of the Crude Hydroalcoholic Extract (CHE) of Stryphnodendron
coriaceum Benth (barbatim&o). The leaves of S. coriaceum were subjected to maceration with 70% alcohol.
The antioxidant activity by the methods of 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and redution of the
phosphomolybdenum were reported. Antibacterial activity was measured by microdilution (1:2) for
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal (MBC) and inhibition of biofilm
formation in five clinical strains and a standard C. ulcerans test. The toxicity study was carried out by testis
of hemolysis, allelopathy and Tenebrio molitor. EBH has antioxidant capacity, capturing 50.7% of DPPH at
a concentration of 0.37pg/mL and 21.99% of phosphomolibdenum. The MIC observed was 500 pg/mL for
all strains, except of strains 809, and the CHE does not have a bactericidal aspect (MBC). The CDC KC 279
standard decreased the biofilm formation with CHE interference, while a 2649 strain increased (statistically
significant). The efficient concentration for hemolysing 50% of the red blood cells was
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460.6+0.03881ug/mL. In the allelopathic test, as seeds registered low germination and did not decreases the
speed of growth of the roots in contact with CHE. The average concentration rate of T. molitor was 60% in
the group with the highest concentration, without statistical significance (p=0.752) with the control, these
characteristics suggest low toxicity. A plant species under study, has important pharmacological properties,

which can lead to therapeutic substances, necessary complementary studies.
Keywords: corinebacteria, biological tests, medicinal plants

1. INTRODUCAO

A espécie Corynebacterium ulcerans é um isolado comensal da flora mucosa-cutanea de animais
domeésticos e selvagens [1], sendo primeiramente descrita por Gilbert e Stewart em 1927 [2], por
meio de isolados de pacientes com quadros clinicos semelhantes a difteria e diferenciada como
espécie distinta do grupo principal Corynebacterium diphteriae por meio de analises moleculares
[3]. Trata-se de bacilos Gram-positivos aerébicos irregulares, catalase e gelatinase-positiva, sem
capacidade modvel e de esporulacdo, que podem produzir variados quadros clinicos relacionados ao
tipo e quantidade de toxina produzida [4].

Frequentemente, o gado bovino é apontado como reservatoério principal de C. ulcerans, sendo
associado a casos de mastites bovinas e demonstrando uma possivel transmissdo por contato
proximo com esses animais [5]. Casos de difteria notificados na Europa [6], Japdo [7], Estados
Unidos da América [8] e, mais recente, Brasil [9, 10] apontam C. ulcerans como agente causador
e animais, domésticos ou ndo, como reservatorios iniciais, reforcando a ideia de transmissao
animal-homem e demonstrando a preocupagdo com a circulagao do patégenos fora de areas rurais
[4, 5].

A importancia clinica de C. ulcerans esta relacionada com sua capacidade de albergar o fago
codificante de toxina homologa a Toxina Diftérica (TD), responsaveis pelos quadros de difteria
classica [11], além de quadros pulmonares diversos, sinusite necrosante e ulceragbes [9]. A
preocupacdo emergente também se deve a capacidade de desenvolver resisténcia aos agentes
antimicrobianos, encontrando-se relatos de resisténcia a penicilina, eritromicina e clindamicina,
usados comumente na terapéutica [1, 12].

O conhecimento empirico levou o homem a utilizar varios recursos naturais a seu favor, entre
eles, a utilizagdo de plantas medicinais para o tratamento dos mais variados quadros clinicos. A
tradigdo cultural e crenca nesses métodos alternativos em muitas regides, principalmente paises em
desenvolvimento, ainda representa um dos principais suportes de cuidado e manutengdo a saude
[13]. InGmeros estudos e pesquisas estdo sendo realizados visando validar, cientificamente, os
conhecimentos populares sobre a acdo das plantas medicinais, a fim de se buscar, principalmente,
novos fundamentos para tratamentos alternativos e principios ativos para farmacos, além de
minimizar os efeitos colaterais e toxicol6gicos, buscando um uso mais seguro e confiavel [14].

Stryphnodendron coriaceum Benth, popularmente conhecido como barbatimdo [15], é uma
planta comum de regiBes de cerrado e seu uso é relatado no tratamento de diversas doencas, além
de atividade antisséptica, antidiarreica, antimicrobianas e anti-hemorragicas [16], principalmente,
associado aos seus constituintes quimicos [17].

Considerando-se a magnitude médico global dos relatos de infecgdes e resisténcias por C.
ulcerans, e a caréncia de estudos com a espécie vegetal S. coriaceum, com enfoque em atividade
contra bactérias patogénicas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar as atividades
antioxidante, antibacteriana e antibiofilme contra C. ulcerans e toxicidade do extrato bruto
hidroalcdolico (EBH) de S. coriaceum, favorecendo a validacdo de conhecimentos da medicina
popular.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e identificagdo do material vegetal
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A espécie vegetal S. coriaceum, foi coletada no Parque Nacional da Chapada das Mesas, no
municipio de Estreito-MA e foram preparadas exsicatas para a identificacao e registro sob o numero
01033, pelo Herbério Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).

2.2 Preparacao do extrato bruto hidroalcdolico

As folhas foram secas por 15 dias em temperature ambiente e pulverizadas para um pd grosso
[18], o qual foi misturado (100g) com alcool a 70% utilizando hidromédulo de 1:10 (m/v) e
submetido a processo extrativo por maceragdo, durante 7 dias, com agitacdo diaria e sob abrigo de
luz, para a preparacdo do EBH. Em seguida, o material foi filtrado e concentrado em evaporador
rotativo, a 80°C [19].

2.3 Avaliacao antioxidante

2.3.1 Determinagéo pelo sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-pecril-hidrazil (DPPH)

Uma aliquota de 3,5 mL de solu¢gdo do DPPH foi misturada com 0,5 mL de diferentes
concentragdes do EBH (0,09-3 pg/mL). Apds 30 minutos, a absorbancia foi medida a 517 nm. O
metanol foi utilizado como branco e a solu¢do do DPPH como controle [20]. A percentagem da
atividade sequestradora (%AS) foi calculada pela seguinte equacéo:

%AS =100 X (Acontrole = Aamostra)/Acontrole,

onde Acontrole € @ absorvancia do controle (solucdo com radical DPPH e metanol) e Aamosta € @
absorvancia do radical na presenga do EBH.

2.3.2 Determinacéo pela reducéo do complexo de fosfomolibdénio

O EBH foi solubilizado com Dimetilsuféxido (DMSO) a 1% e solugdo salina 0,9% e obteve-se
uma solugdo na concentragao de 200ug/mL (concentracdo padrdo para o teste). Retirou-se uma
aliquota de 0,4 mL, que foi adicionado a 4 mL do complexo de fosfomolibdénio. Uma solugéo
constituida a partir de 0,4 mL de agua destilada e 4 mL do complexo de fosfomolibdénio foi
utilizada como branco. A solugdo de acido ascorbico na concentragdo de 200ug/mL foi utilizada
como solucdo padréo. Os tubos foram incubados por 90 minutos 95 °C. Procederam-se as leituras
das absorbancias em 695 nm [21]. A percentagem da atividade antioxidante (%AA) foi calculada
pela equacéo:

%AA = Aamostra - Abranco/ Apadréo - Abranco x 100
onde Aumostra € @ absorbancia de cada amostra, Apanco € @ absorbancia do branco e Apaao € @
absorbancia do padréo (acido ascorbico).

2.4 Avaliacéo antibacteriana

2.4.1 Microrganismos utilizados no estudo

Todos os isolados (Tabela 1) foram cedidos pelo Laboratério de Difteria e Corinebactérias de
Importéncia Clinica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e estdo armazenadas em meio
GC-glicerol 20% no Laboratério de Doencas Bacterianas Respiratorias e Sistémicas da
Universidade do CEUMA.
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Tabela 1: Isolados de Corynebacterium ulcerans utilizadas no estudo e suas caracteristicas.

Isolados Origem Toxicidade
CDC KC279 Pneumonia/Humano/EUA +
809 Pneumonia/Humano/Brasil +
2590 Difteria/Humano/Brasil +
2625 Humano/Brasil +
2649 Céo/Brasil -
2652 Céo/Brasil -

CDC: Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GO, USA; EUA: Estados Unidos da América;
+: presenga do gene que codifica a toxina diftérica (TD); -: auséncia do gene que codifica a TD.

2.4.2 Determinacao das concentragdes inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM)

A determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) foi realizada através de ensaio de
microdiluicdo em placa de 96 pogos de poliestireno. Uma aliquota de 10 pL de suspensdo bacteriana
(1,5x108 UFC/mL) foi adicionada a uma diluicdo seriada (1:2) da solugéo do EBH (preparada com
DMSO a 1% e solugdo saliana 0,9% com obtencdo da concentragdo inicial de 2000ug/mL)
preparada em Trypticase Soy Broth (TSB) e incubada durante 48 h a 37 °C. Solucao de resazurina
0,03% foi utilizada como indicador de crescimento [22] e as alteragdes de cor de roxo para rosa
foram registradas como crescimento do microrganismo. A concentracdo mais baixa na qual ndo
ocorreu alteragdo de cor foi considerada como CIM. Cloranfenicol (30ug) foi utilizado como
controle positivo. Posteriormente, aliquotas dos pogos onde ndo se observou crescimento do
microrganismo foram semeadas em Agar Mueller Hinton e incubadas durante 48 h a 37 °C para
determinar a concentracdo bactericida minima (CBM), que correspondeu a concentragdo minima
do EBH necessdria para eliminar os microrganismos [23]. O EBH foi considerado como agente
bacteriostatico ou bactericida quando se observou razdo CBM/CIM > 4 ou razdo CBM/CIM < 4,
respectivamente [24].

2.4.3 Ensaio de inibi¢ao da formacé&o de biofilme

O teste foi realizado em placas de microdiluicdo de 96 pocos de poliestireno. As suspensdes
bacterianas (200 pL, DO 0,2; 570 nm) foram adicionadas aos pogos contendo ou ndo a CIM do
EBH (100 pL). No primeiro ensaio, a suspensdo bacteriana e 0 EBH foram adicionados ao mesmo
tempo aos pocos da microplaca, que foi incubada por 48 h a 37 °C. O contetdo de cada pogo foi
aspirado e lavado com tampao fosfato-alcalino (Phosphate-bufferid saline [PBS] pH 7,2; 0,01M) e
as células bacterianas remanescentes foram fixadas com 99% de metanol e coradas com 2% de
cristal violeta. O corante ligado foi entdo solubilizado com acido acético glacial a 33% e a solucao
foi medida em 550nm [25].

2.5 Avaliacéo da toxicidade in vitro e in vivo

2.5.1 Avaliagdo hemolitica

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos da Universidade
Ceuma com o numero do parecer 1.732.522. Para o ensaio, foram obtidas heméacias de humano
voluntério saudavel e sem historico de uso de drogas 3 semanas antes da coleta da amostra.

O ensaio foi realizado segundo o método de Yang, Sun e Fang (2005) [26]. Preparou-se uma
suspensdo de hemacias a 1% e 0,5 mL desta suspensdo foi misturada a 0,5 mL de solu¢des do EBH
(1000 a 50 pg/mL), com posterior incubagdo por 1 h a 37 °C. As solugdes foram, entdo,
centrifugadas a 3000 rpm por 5 min. A absorbancia do sobrenadante foi medida a 540 nm. As
suspensdes de hemacias acrescidas de solucdo salina e de agua destilada foram, respectivamente,
os controles hemoliticos minimo e maximo.
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2.5.2 Atividade alelopatica

O teste do potencial alelopatico do EBH foi feito a partir de diferentes concentragdes (5-20%),
tendo como controle negativo agua destilada. Sementes de alface foram distribuidas em grupos de
20 em placas de Petri forradas com discos de papel de germinacdo embebecido com 3 mL das
concentracdes do EBH. Logo ap6s, foram colocadas para germinacdo em temperatura ambiente e
fotoperiodo de 12 horas. As varidveis analisadas tratam-se da porcentagem de germinacdo de
sementes e o indice de velocidade de crescimento de raiz (IVCR). Apds a protrusdo da raiz, as
placas foram fotografadas, por quatro dias, e analisadas em software Image J [27].

2.5.3 Bioensaio utilizando larvas de Tenebrio molitor

Larvas de T. molitor foram distribuidas placas de Petri em dois grupos (teste e controle) contendo
10 larvas cada. Injetou-se 10 pL na regido caudal das larvas do EBH (1000 a 50 pg/mL). As larvas
permaneceram em temperatura ambiente e a taxa de sobrevivéncia foi observada em intervalos de
24 h, durante 5 dias. Para estabelecer a morte das larvas, verificou-se visualmente a melanizacédo e
a resposta aos estimulos fisicos. O controle negativo foi DMSO a 1% e solucéo salina (0,9%) [28].

2.6 Analise estatistica

Utilizou o programa GraphPad Prism 6 para analises dos dados, sendo esses expressos como
média + desvio-padréo. Para o teste que determina s concentracdo eficiente de agdo hemolitica
utilizou-se regressdo nao linear. Nos ensaios que verificaram as diferencas entre 0s grupos, a
comparagdo foi realizada com o teste de Tukey. A curva de sobrevivéncia no ensaio com as larvas
de T. molitor foi realizada com os testes de Kaplan-Meier, analisando-se os resultados com o teste
Log-Rank (Mantel-Cox). Considerou-se p<0,05 como significativo. Os testes foram realizados uma
Unica vez em triplicata.

3. RESULTADOS

3.1 Capacidade antioxidante

Observou-se o perfil antioxidante do extrato de S. coriaceum por duas técnicas distintas. Para o
método de inibicdo do complexo de fosfomolibdénio encontrou-se uma média de porcentagem de
21,99%, sendo uma reducdo media 63% para o controle (&cido ascorbico). Para a reducdo de
radicais livres do DPPH observou-se uma a¢do média de captura de radicais de 50,70% para a
concentragdo 0,37pg/mL; enquanto a solugdo-controle do DPPH apresentou uma captura de
67,30% para a mesma concentracao.

3.2 Atividade antibacteriana e antibiofilme contra Corynebacterium ulcerans

O estudo da atividade antibacteriana pelo teste de microdiluicdo, determinou a CIM de 500
ug/mL para quase todas as cepas, exceto para o isolado 809. Contudo, ndo foi possivel determinar
a CBM pelas concentraces testadas, ou seja, ndo houve concetracéo do extrato em que se observou
acdo bactericida minima. Assim, ndo se pode verificar a relacdo da CBM/CIM, que determina a
capacidade da espécie vegetal de ter efeito bacteriostatico ou bactericida (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentracéo inibitdria e bactericida minima do extrato bruto hidroalcdolico de
Straphynodendron coriaceum contra Corynebacterium ulcerans.

Stryphnodendron coriaceum

Corynebacterium ulcerans CIM CBM CBM/CIM
CDC KC279 (tox +) 500 ND ND
809 (tox +) ND ND ND
2590 (tox +) 500 ND ND
2625 (tox +) 500 ND ND
2649 (tox -) 500 ND ND
2652 (tox -) 500 ND ND

CDC: Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GO, USA; tox +: presenca do gene da toxina
diftérica; tox -: auséncia do gene da toxina diftérica; CIM: Concentracdo inibitéria minima; CBM:
Concentracéo bactericida minima; ND: N&o foi possivel definir com as concentragdes avaliadas. O controle
positivo foi o cloranfenicol (30ug). Os resultados foram expressos em pg/mL.

Em relagdo a formagdo e inibi¢cdo do biofilme pelo EBH, notou-se que todas as cepas, sdo
produtoras de biofilme em poliestireno com intensidades variadas e independente ou ndo de
produzir TD. Observa-se que a amostra KC 279 diminuiu com a presenca do EBH, enquanto as
amostras 809, 2649 e 2652 aumentaram a formacéao do biofilme, contudo, somente a amostra 2649
apresentou diferenca estatisticamente significativa para o aumento (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1: Formac&o de biofilme por Corynebacterium ulcerans com e sem interferéncia do extrato bruto
hidroalcodlico de Straphynodendron coriaceum. CDC: Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GO, USA; C: Crescimento do isolado com interferéncia do EBH; S: Crescimento do isolado sem
interferéncia do EBH; *As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05 (Teste de Tukey).

3.3 Toxicidade da espécie vegetal

Em relacdo a toxicidade sobre hemécias, a concentracdo eficiente para hemolisar 50% das
hemécias (CEso) foi de 460,6+0,03881 pg/mL.

No ensaio alelopatico, as sementes apresentaram baixa germinacdo em contato com o EBH de
S. coriaceum e ndo houve diminuigdo da velocidade do crescimento das radiculas e das partes
aéreas nas concentracdes testadas em comparagdo ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3: Efeito alelopatico do extrato bruto hidroalcdolico de Straphynodendron coriaceum sobre
sementes de alface.

Concentragéo do extrato (%) Porcent_agerp de Comprlmento da
germinacao radicula
0 76,7° 2,9
5 50° 2,52
10 60° 3%
15 36,7° 3,3
20 20° 3,0

Meédias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (<0,05).

Os ensaios in vivo com as larvas de T. molitor demonstraram que a media de sobrevivéncia foi
60% no grupo da maior concentra¢do (1000 pg/mL), enquanto apresentou taxa de sobrevivéncia
de 100% em relagdo as outras concentragfes, sem significancia estatistica (p=0,752) quando
comparadas com o controle, sugerindo baixa toxicidade (Figura 2).
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Figura 2: Taxa de sobrevivéncia de larvas de Tenebrio molitor apos injecdo com extrato bruto
hidroalcéolico de Straphynodendron coriaceum. As diferencas foram consideradas significativas
guando p < 0,05 (Teste Kaplan-Meier e Teste Log-Rank [Mantel-Cox]).

4. DISCUSSAO

O metabolismo secundario vegetal é responsavel pela producéo de diversos compostos organicos
(nitrogenados, fendlicos, terpenos, alcaloides, entre outros), que, por sua vez, possuem atividade
bioldgica e sdo foco de pesquisas de bioativos farmacol6gicos [29]. Assim, é fcil associar o estudo
da bioprospecgdo de plantas medicinais como tratamento alternativo com a analise preliminar dos
seus diferentes constituintes quimicos [30].

Firmo (2018) [31] aponta que a possivel acdo de um espécime vegetal estd intimamente
relacionada com a concentracdo de seus compostos quimicos. Visto isso, € importante ressaltar que
alguns fatores podem influenciar e alterar a taxa de producdo desses metabdlitos secundarios, como
sazonalidade, indice pluviométrico, temperatura e altitude, condi¢des de processamento, entre
outros. Portanto, a formacado de metabolitos secundarios é dependente da interacdo planta-ambiente,
ou seja, sua sintese é influenciada e afetada pelas condi¢cGes ambientais [32].

Silva, Miranda e Conceicdo (2010) [33] demonstram a presenca de esteroides, alcaloides,
flavonoides, taninos e saponina em estudos quimicos realizados com amostras de folha e casca de
S. coriaceum, coletadas no municipio de Caxias-MA. Firmo (2018) [31] corrobora com esse achado
apresentando um perfil fitoquimico para S. coriaceum com fenois, taninos, flavanoides, esteroides,
saponinas e cumarinas, nessa e outros espécimes do estudo.

A acdo antioxidante traz grandes beneficios para a salude e qualidade de vida, uma vez que
protegem o organismo dos danos causados pela formacéo de radicais livres [34]. A presenca de
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flavonoides, segundo Nascimento et al. (2011) [35], esta correlacionada a atividade antioxidante
de um composto vegetal. Campos e Frasson (2011) [36] afirmam gque quanto menor a quantidade
de fenois, menos intenso o potencial antioxidante. Oliveira et al. (2011) [37] afirmam que taninos
e flavonoides estéo entre os compostos metabdlicos mais importantes devido sua ligagéo direta com
atividade antioxidante. Esses resultados comparados com estudos que demonstram a presenca
desses compostos nha espécie vegetal avaliada podem explicar sua a¢do antioxidante encontrada
nessa pesquisa.

Costa et al. (2012) [38] demonstram a capacidade antioxidante pelo método de DPPH de um
extrato aquoso das folhas de uma espécie do género Stryphnodendron, encontrando uma
concentracdo eficiente de 46,3 + 12,3 ug/mL (controle 52,8 pg/mL; p<0,001). Zocoler et al. (2009)
[39], apontaram nédo haver atividade antioxidante por S. obovatum, usando 0 método inibicdo do
complexo de fosfomolibdénio, com diferenca significaiva (p<0,005) entre a a¢do do extrato bruto
(5,39%) e acido ascérbico (100%). Santos-Filho, Ferreira e Gouvéa (2011) [40], no entanto,
determinaram o alto potencial antioxidante de S. adstringens em teste in vitro, atingindo a
capacidade maxima com uma concentracao de 62 + 0,91 pg/mL, além de avaliarem os altos teores
de compostos fendlicos, flavonoides e proantocianidina, demonstrando potencial anticancerigeno
e reafirmando a influéncia da concentracdo dos compostos vegetais.

N&o é possivel fazer uma comparacéo de resultados pelos diferentes métodos aplicados, porém
0 extrato em estudo, assim como outros espécimes do género Sryphnodendron, apresentaram
melhores resultados frente a reducdo do radical de DPPH.

Em relacdo a metodologia aplicada para avaliar a CIM do extrato, Bona et al. (2014) [41]
justificam que o teste de microdilui¢cdo em placa permite uma economia de espaco, meios de cultura
e reagente, além de possibilitar a determinacdo quantitativa da CIM, mostrando melhor
desempenho e sensibilidade que outros testes, como difusdo em pocos. Assim, pela microdiluigéo,
observou-se agdo moderada do extrato (CIM = 500 pg/mL) contra as corineas, ainda que o género
Stryphnodendron apresente caracteristicas de possivel acdo antimicrobiana contra outros géneros
relatados na literatura.

O Unico estudo que trabalha laboratorialmente a acdo de S. coriaceum contra espécies de
corinebactérias é de Firmo (2018) [31], o qual demonstra baixa ou moderada a¢&o antimicrobiana
contra cepas produtoras ou ndo de toxina diftérica, corroborando com os resultados da avaliacéo
antimicrobiana desse estudo. Firmo (2018) [31] demontra uma concetracdo de com 1.160 pg/mL
para CIM contra uma cepa de C. ulcerans, sem acdo bactericida. Essa mesma CIM se repete para
cepas de C. diphtheriae e C. pseudodiphtheriticum, com variados resultados para CBM, sendo o S.
coriaceum caracterizado somente como bacteriostatico (CIM/CBM >4), semelhante ao estudo.

No entanto, estudos feitos por Souza et al. (2013) [42] apontam uma espécime de
Stryphnodendron como uma das plantas medicinais mais usadas em tratamentos de quadros
infeciosos, demonstrando sua possivel agdo antimicrobiana, concordando com Bessa et al. (2013)
[43]. Conceicdo et al. (2011) [16] corroboram nesse fato apontando o uso de S. coriaceum em
infeccBes do Utero, e Soares et al. (2008) [44] relatam acdo do género Stryphnodendon com a
atividade antibacteriana contra cepas de Streptococcus mitis e Lactobacillus casei, com uma CIM
de 350 pg/mL para ambas as cepas.

A resisténcia bacteriana aos antibi6ticos é atualmente um dos problemas de satde médico global
mais relevantes, uma vez que muitas bactérias, anteriormente suscetiveis, deixaram de reagir a acao
desses agentes [45]. Diversos estudos comprovam um aumento na taxa de resisténcia aos
antibidticos por espécies de corinebactérias, principalmente aos [B-lactdmicos, clindamicina,
eritromicina, ciprofloxacino e gentamicina, usados no tratamento dessas infeccdes [1, 46]. Mina et
al. (2011) [47] relataram o primeiro caso de multirresisténcia em C. diphtheriae, no qual o isolado
apresentou resisténcia a eritromicina, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol e tetraciclina.

Plantas medicinais, atualmente, sdo alvo de pesquisas para avaliacdo de seu potencial
farmacologico. Desoti et al. (2011) [48] confirmam a possibilidade de usar essas plantas para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos, tanto para acdo individual, quanto associagdo com
outros medicamentos ja utilizados na terapéutica. Firmo (2018) [31] demonstra que, mesmo nao
apresentando efeito antibacteriano satisfatorio, S. coriaceum desempenha uma acdo eficiente
guando exposta a administracdo conjuntas com outras drogas antimicrobianas.
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A formacéo de biofilme é um aglomerado celular organizado de bactérias, em uma superficie
bidtica ou abiotica, que produzem substancias extracelulares matricial para prote¢do conjunta,
aumentando a resisténcia e tonando sua configuracdo uma preocupacdo no meio médico hospitalar
[49]. E crescente o interesse em pesquisar produtos naturais que possuam ago inibitoria na
formacdo de biofilme por diversos micro-organismos [50, 51].

Assim como avaliado no estudo, Gomes et al. (2013) [25] encontraram a capacidade de isolados
de corinebatéria em melhorar a formacéo de biofilme em uma superficie de vidro ao serem expostos
a subconcentracdes de eritromicina e penicilina. Estudos apontam a ligacdo ao fibrinogénio,
fibronecina e colageno como um fator ndo especifico de adesao por cepas de C. diphtheriea e C.
ulcerans [52, 53], assim como pili adesivos como fotor especifico [54]. Recentemente, Peixoto et
al. (2017) [55] caracterizaram, por analises de bioinformaética, a proteina DIP2093, a qual possui
similaridade estrutural com a proteina SdrD de Staphylococcus aureus, importante para a formacéo
de biofilme. Além disso, a sequéncia DIP2093 se mostra altamente conservada entre muitas
linhagens de C. ulcerans, C. diphtheriae e C. pseudotuberculosis.

Firmo (2018) [31] realizou um estudo sobre a acdo de diversas espécies vegetais contra a
formacdo de biofilme e a erradicacdo de biofilme ja formado de diversas espécies de
Corybacterium, entre elas, uma amostra padréo de C. ulcerans (CDC KC279). Nesse estudo o EBH
de S. coriaceum foi capaz de inibir a formac&o e de erradicar o biofilme formado por C. ulcerans,
com apenas ¥ da CIM encontrada anteriormente no estudo sobre o espécime. Ainda que haja falta
de outros relatos sobre a a¢éo inibitdria de S. coriaceum na formagé&o de biofilme bacteriano, Freitas
et al. (2018) [56] e Luiz et al. (2015) [57] demonstraram o efeito antibiofilme de espécie do género
de Stryphnodendron sobre isolados de Candida albicans e Candida glabrata. O extrato de
Sryphnodendon barbatiman demonstrou reducdo de 95% da formacgdo de biofilme por
Fusobacterium nucleatum em concentracdo de 100 mg/mL, sendo estasticamente semelhante ao
controle com clorexidina a 0,12% (98% de inibig&o) [58].

Plantas medicinais apresentam uma variedade de compostos metabolitos primarios e
secundarios, que podem exercer tanto efeito benéficos quanto maléficos sobre o organismo,
necessitando de teste toxicol6gicos para avaliacdo de seu risco/beneficio [31]. De acordo com
Kumar et al. (2009) [59], a citotoxicidade é diretamente proporcional a concentracdo da amostra e
ao tempo de exposi¢do. Firmo (2018) [31] corrobora que a toxidade estd relacionada com a
concentracdo dos compostos quimicos do extrato.

A ocorréncia de hemolise ap6s a exposicdo ao produto de teste pode ser diretamente
correlacionada com a sua citotoxicidade e utilizada como o primeiro passo na triagem toxicoldgica
in vitro, por ser possivel se obter dados significativos com testes simples [60]. O uso de modelos
invertebrados também apresenta vantagens em relacdo os modelos convencionais de mamiferos,
incluindo custos mais baixos, resultados mais rapidos e menos questdes éticas [61].

Firmo (2018) [31] avaliou a acdo hemolitica de diversos espécimes vegetais, dentre as quais S.
coriaceum apresentou a maior CEsp (173,60+0,03922 ug/mL), considerada a espécime com maior
capacidade de hemolise. Baldivia et al. (2018) [62] avaliaram a atividade hemolitica de uma espécie
do género Stryphnodendron, no qual se observou ndo sé a auséncia de atividade hemolitica pelo
extrato nas concentracdes de 50-125 pg/mL, como a protecdo contra hemolise oxidativa quando se
exp0s o0s eritrocitos a um agente oxidante, apresentando melhor atividade protetiva que o controle
com &cido ascorbico.

Os taninos apresentam a capacidade de interagirem com proteinas e outras macromoléculas,
conferindo-o atividade toxica e aglutinante [43]. Além disso, Bukowska e Kowalska (2004) [63]
afirmam que taninos e fenois sdo capazes de promover acdo hemolitica por oxidacdo da
hemoglobina. As saponinas sdo compostos capazes de se ligarem e desorganizarem a membrana
plasmatica das hemécias, levando a uma hemolise por aumento da permeabilidade [43].

Segundo Firmo (2018) [31], S. coriaceum causa uma mortalidade significativa (p=0,0414) na
concentracdo de 1000pg/mL, quando comparado com o controle, sugerindo o EBH nessa
concentracdo € toxico para T. molitor, o que corrobora com os resultados encontrados no presente
estudo de que a espécie vegetal ndo apresenta toxicidade nesse modelo in vivo.

A presenca de taninos em S. coriaceum sugere toxicidade, também, pela facilidade em quelar
fons metalicos, importantes cofatores enzimaticos para reducdo digestiva, com efeito ligado
diretamente & sua concentracdo [64, 65]. Essa ligacdo reduz o crescimento e sobrevivéncia de
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artropodes por inativacdo de enzimas digestiva, deficiéncia de absor¢éo nutricional e leséo tecidual,
embora outro estudo aponta a diferenca de resultados em diferentes formas evolutivas do inseto
[64, 66].

Muitas plantas medicinais apresentam efeito alelopatico, ou seja, o efeito benéfico ou danoso
gue uma planta exerce sobre outra, por meio da producdo de compostos quimicos liberados no
ambiente, sendo avaliada como alternativa ao uso de herbicidas, inseticidas e nematicidas [67].
Sobre essa acdo alelopética, estudos feitos com amostras do género Stryphnodendron corroboram
com os resultados encontrados nesse estudo, apresentando protencial alelopético por inibigdo da
germinacdo em alface com 63,11%, utilizando o extrato aquoso das folhas [68] e inibi¢do de 65%
e 35% com os extratos metandlico e cloroférmio de picao-preto, respectivamente [69].

5. CONCLUSAO

O extrato de S. coriaceum apresentou moderada atividade antimicrobiana contra isolados de C.
ulcerans, além de ndo apresentar efeito na inibicdo da formacdo de biofilme por essa espécie,
demonstrando sua baixa viabilidade para a formulagdo de antimicrobianos contra essa espécie,
porém sem descartar a possibilidade de agdo contra espécies de outros géneros. Sua baixa
toxicidade e sua boa capacidade antioxidante demonstranda pelo teste do DPPH séo indicativos de
seu potencial para estimular e direcionar o desenvolvimento de novos farmacos e métodos
alternativos para o tratamento e manutencg&o de diversos quadros de saide n&o infeciosos.
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