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Schinus terebinthifolius é amplamente usada na medicina tradicional brasileira por suas propriedades
terap@uticas, como agdo antimicrobiana, antioxidante e antifingica. Embora essas propriedades sejam bem
estudadas, a influéncia da sazonalidade ainda ndo é totalmente compreendida. Assim, este estudo visa
avaliar o efeito da sazonalidade no teor de compostos fendlicos, nas atividades antioxidante e
antimicrobiana das folhas da planta. As amostras foram coletadas em Salvador, Bahia, em julho de 2021 e
janeiro de 2022, maceradas em metanol e particionadas em hexano e acetato de etila, originando os extratos
hexanico (STH) e acetato de etila (STA). Fendis totais, flavonoides e taninos foram determinados pelos
métodos de Folin-Ciocalteau, AlICI; e FeCls, respectivamente. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo
método da microdilui¢do em caldo e a atividade antioxidante pelo método do sequestro de radicais livres
DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazina). Os resultados obtidos confirmaram a atividade antioxidante dos STA
inverno e verdo e STH inverno. As concentragdes inibitdrias (1Cso) foram de 0,028mg/mL e 0,163mg/mL
para STA inverno e STA verdo, respectivamente. Estas fragdes foram as que apresentaram os maiores teores
de fendis e flavonoides totais. As fragdes STH, apenas a de inverno apresentou atividade com ICsg
0,875 mg/mL. Com relagdo a atividade antimicrobiana, todos os extratos da estacdo verdo apresentaram
atividade contra 4 das 5 cepas bacterianas testadas. STA verdo demonstrou atividade bactericida e
bacteriostatica, enquanto STH inverno mostrou atividade bacteriostatica. Com relacdo aos fungos testados,
0 STH verdo apresentou atividade fungiostatica e fungicida frente a Candida albicans e C. glabrata.
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Schinus terebinthifolius is widely used in traditional Brazilian medicine for its therapeutic properties, such
as antimicrobial, antioxidant, and antifungal action. Although these properties are well studied, the
influence of seasonality still needs to be fully understood. Thus, this study aims to evaluate the effect of
seasonality on the content of phenolic compounds and the antioxidant and antimicrobial activities of the
plant's leaves. Samples were collected in Salvador, Bahia, in July 2021 and January 2022, macerated in
methanol, and partitioned into hexane and ethyl acetate, yielding hexane (STH) and ethyl acetate (STA)
extracts. Total phenols, flavonoids, and tannins were determined by the Folin-Ciocalteau, AlICls, and FeCls
methods, respectively. The antimicrobial activity was evaluated using the broth microdilution method, and
the antioxidant activity was assessed using the DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine) free radical
scavenging method. The results obtained confirmed the antioxidant activity of winter and summer STA and
winter STH. The inhibitory concentrations (IC50) were 0.028 mg/mL and 0.163 mg/mL for STA winter
and STA summer, respectively. These fractions were the ones that presented the highest levels of total
phenols and flavonoids. Of the STH fractions, only the winter one showed activity with 1C50 of
0.875 mg/mL. Regarding the antimicrobial activity, all the summer season extracts showed activity against
four of the five bacterial strains tested. STA summer demonstrated bactericidal and bacteriostatic activity,
while STH winter showed bacteriostatic activity. Regarding the fungi tested, STH summer showed
fungistatic and fungicidal activity against Candida albicans and C. glabrata.

Keywords: Schinus terebinthifolius, antimicrobial action, seazonality.
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1. INTRODUCAO

Schinus terebinthifolius é uma espécie vegetal pertencente a familia Anacardiaceae,
popularmente conhecida como aroeira vermelha, aroeira da praia ou pimenta rosa. E uma planta
nativa da América do Sul, amplamente utilizada na medicina tradicional brasileira para diversos
fins, estando amplamente distribuida no pais, desde o Rio Grande do Norte até o Rio Grande do
Sul [1, 2].

Seu amplo uso e suas propriedades terapéuticas tém despertado interesse na area cientifica e
diversos estudos tém demostrado atividades bioldgicas, tais como agBes antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria, antifingica, antitumoral, larvicida e cicatrizante [3, 4]. A acdo
farmacoldgica da S. terebithifolius pode ser atribuida aos metabdlitos secundarios presentes na
espécie, tais como polifendis, flavonoides, terpenos, taninos e saponinas que estao distribuidos
nas folhas, cascas, frutos, flores e sementes [5].

Dentre essas atividades bioldgicas, merece destaque as acdes antioxidante e antimicrobiana da
S. terebinthifolius. A atividade antioxidante dessa espécie j& foi comprovada por diversos estudos
[6, 7], sendo atribuida principalmente a presenca de compostos fenolicos na planta [8-10].
Inclusive, esses mesmos compostos sdo também considerados os responsaveis pela propriedade
antimicrobiana da aroeira.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, as folhas de S.terebinthifolius apresentam a melhor
acdo antimicrobiana quando comparada a outras espécies da mesma familia Anacardiaceae [11],
destacando-se a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas e Gram negativas
[11-14] e fungos [12]. As propriedades terapéuticas da S. terenbithifolium ja estdo bastante
elucidadas, entretanto, estudos com diferentes espécies vegetais tém mostrado que o estresse
hidrico (aspecto sazonal) pode levar a diferentes respostas morfolégicas, fisiologicas e
bioquimicas nas plantas, uma vez que as mesmas estdo constantemente expostas a uma variedade
de estresses bidticos e abidticos [15, 16]. Segundo Langaroudi et al. (2023) [15], o estresse hidrico
pode causar dano oxidativo, afetando os sistemas antioxidantes das plantas. Assim, avaliar o teor
de compostos fendlicos, bem como a atividade antioxidante e antimicrobiana de S.
terenbithifolium, é uma abordagem interessante, uma vez que a variavel sazonalidade ainda ndo
foi abordada na espécie em questdo. Neste cendrio, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
sazonalidade no teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana
das folhas de S. terebinthifolius.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O material vegetal (folhas de Schinus terebinthifolius) foi coletado no Pavilhdo de Aulas
Fellipe Serpa (PAF 1), no bairro de Ondina, em Salvador, Bahia no periodo do inverno (julho de
2021) e verdo (janeiro de 2022). Durante os meses de coleta, os indices pluviométricos
acumulados foram de 185 mm no inverno e 25 mm no verdo. A temperatura média registrada no
periodo foi de 25°C no inverno e 27°C no verao.

A identificacdo da espécie foi realizada por comparacdo com exsicata depositada no Herbario
Alexandre Leal Costa (ALCB) do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia
(UFBA). A exsicata esté catalogada sob o cdédigo ALCB067907. Em atendimento ao previsto na
Lei 13.123/2015 foi realizado o cadastro de acesso ao patriménio genético no Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o
cédigo AB2E29A.

As folhas colhidas foram selecionadas manualmente, descartando as inconformes. Em
seguida, foram submetidas a secagem em estufa (FANEM, modelo 320- SE) sob circulagéo de ar
e em temperatura média de 40 °C durante 7 dias. Posteriormente foram trituradas em moinho tipo
willey (TE-650/Tecnal) e armazenadas em sacolas plasticas a temperatura ambiente (~25 °C).
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2.1.1 Preparagéo dos extratos

O material triturado referente aos periodos do inverno (198,5220 g) e verao (230,7889 g) foi
macerado a temperatura ambiente (~25 °C) com metanol P.A. e, em seguida, filtrado, visando a
obtencgéo do extrato metanolico, cujo rendimento foi de 40,2117 g (inverno) e 42,2270 g (verdo).
O solvente foi adicionado em volume suficiente para manter a matriz imersa durante a extracao.
O material particulado foi ressuspenso em metanol por mais duas vezes consecutivas a cada 72 h
e, em seguida, o filtrado obtido em cada extragdo foi somado, concentrado no aparelho
rotaevaporador (BUCHI-RIl, SWITZERLAND) e acondicionado em frascos de vidro
previamente pesados. Sequencialmente, o extrato bruto metandélico foi submetido a particao com
Hexano:Metanol/Agua (9:1), denominada a fase resultante, STH e Acetato de etila: Agua (1:1),
denominada a fase resultante, STA.

2.2 Caracterizacao quimica

2.2.1 Fendis totais

A determinagdo do teor de fenois totais nos extratos foi executada com o reagente Folin-
Ciocalteau como descrito por Singleton et al. (1999) [17], com adaptacfes. Foram adicionados
20 L de cada um dos extratos de concentragdo 300 ug/mL nos pogos da microplaca, com 100 pL
do reagente de Folin—Ciocalteu (diluigdo 1:4). Apds agitacdo vigorosa (1 min) e descanso de
4 minutos a 25 °C, 75 uL de uma solugao de carbonato de sodio 10% foram adicionados e feita
agitacdo por 1 minuto. Apds 2 horas de incubagao, na auséncia de luz e em temperatura ambiente,
a absorbancia foi medida a 750 nm em compara¢do com uma curva padrdo obtida com &cido
galico. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico por grama de extrato.

2.2.2 Flavonoides

O teor de flavonoides totais dos extratos foi determinado pelo método do cloreto de aluminio
(AICI3) adaptado por Chatatikun e Chiabchalard (2017) [18]. Os extratos foram dissolvidos em
etanol 80% e 50 uL de extrato, de concentragao 1 mg/mL foi adicionado a microplaca com 10 pL
do reagente AICl; (10%), seguido da adi¢ao de 150 uL de etanol (95%) e 10 pL de acetato de
sodio (1M). Ap6s 40 minutos de repouso na auséncia de luz em temperatura ambiente foi
realizada a leitura da absorbancia a 415 nm. O teor de flavonoides foi expresso em mg
equivalentes de quercetina por grama de extrato.

2.2.3 Taninos

O teor de taninos nos extratos foi determinado segundo método utilizado por Falcdo e Aradjo
(2013) [5] em que 2,0 mL dos extratos foram somados a 5,0 mL de agua destilada e 2 gotas de
cloreto férrico a 10%. A coloragéo resultante indica a presenca de taninos hidrolisaveis (coloracao
azul) ou presenca de taninos condensados (coloragdo verde).

2.3 Avaliacéo da atividade antioxidante por meio do sequestro dos radicais livres

A atividade antioxidante dos extratos foi realizada por meio do método utilizado por Almeida
et al. (2006) [19] com modificagdes. Os extratos foram diluidos em metanol obtendo a
concentracdo de 1,0 mg/mL, e em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas nas concentracdes
de 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 ¢ 0,015625 mg/mL. Uma aliquota de 50 puL de cada uma das
amostras foi colocada em microplaca de Elisa 96 pogos com 250 uL da solu¢do de DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazina) a 200 mM e incubadas por 40 minutos, em local com auséncia de
luz O padrao utilizado foi o hidroxitolueno de butila (BHT) e como branco apenas o metanol. Em
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seguida, realizou-se a leitura em espectrofotometro a 515 nm. Apos a leitura, foi calculada a
porcentagem de atividade antioxidante, em que:

% antioxidante= [(Abs do DPPH — Abs da amostra)/ (Abs DPPH)] .100

O experimento foi realizado em triplicata e a concentracdo inibitdéria ou concentracdo
equivalente (1Cso) foi calculada através da equacéo da reta. Segundo Loganayaki et al. (2013) [20]
a ICso é a quantidade de extrato necessaria para inibir a concentracéo inicial de DPPH em 50%,
ou seja, uma atividade antioxidante significativa é indicada por um baixo valor de 1Cso.

2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

2.4.1 Linhagens celulares

As linhagens utilizadas para avaliar a atividade antimicrobiana, adquiridas da Colegdo de
Culturas Tropical (CCT)/ Fundacdo André Tosello, foram: Bacillus subitilis (ATCC 6633),
B. cereus (CCT 0096), S. aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 94863), Pseudomonas
aeruginosa (CCT 0090), C. albicans (ATCC 18804) e C. glabrata (CCT0728). As culturas foram
mantidas em meio sélido: bactérias em &gar nutriente e leveduras em extrato de malte. As culturas
foram incubadas em estufa por um periodo de 24h (36 °C) e 72 h (26 °C), respectivamente.

2.4.2 Determinacdo da concentragdo inibitdria minima (CIM)

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de microdilui¢cdo em caldo
e a concentracdo inibitoria minima (CIM) foi determinada segundo normas técnicas do Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI), com pequenas modifica¢@es) [21, 22]. Foram utilizados
caldo nutriente e extrato de malte como meio de cultura para crescimento de bactérias e leveduras,
respectivamente. Os extratos foram dissolvidos em solucdo aquosa de 20% de DMSO (v.v!).
Para o teste de suscetibilidade antimicrobiana adicionou-se em uma placa de Elisa 96 pogos,
100 pL de meio de cultivo apropriado em cada poco e 100 pL de cada fragdo do extrato (inverno
e verdo). Foram utilizados 100 pL do controle positivo (antibiético ou antifingico) e 100 pL da
mistura da solu¢do do DMSO como controle negativo. Apos a diluicdo em série, as concentracdes
celulares finais foram ajustadas, comparando a turbidez da suspensdo do microrganismo em agua
com o padrdo na escala 0,5 de McFarland (1 - 2 x 108 UFC.mL™"), 100 pL desta suspenséo foi
transferida para cada pogo da placa de Elisa. A concentragdo dos extratos das folhas de
S. terebinthifolius variou de 200 15,63 pg mL™!. As placas foram incubadas a 36 °C (24 h) e
26 °C (72 h) para crescimento de bactérias e fungos, respectivamente. O valor da concentragdo
inibitoria minima (CIM) de cada amostra foi determinado como a menor concentragdo que inibiu
visualmente o crescimento do microrganismo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
Os extratos foram considerados ativos quando inibiram o crescimento microbiano em
concentragdes inferiores a maior concentragdo testada (200 pg mL™'). Os compostos
benzilpenicilina (100 pg mL™"), gentamicina (100 pg mL™), ciclopiroxolamina (400 pg mL™") e
anfotericina B (250 ug mL™") foram utilizados como controle positivo.

2.4.3 Determinagéo da concentragdo microbicida

A determinacdo da Concentracdo Microbicida Minima (CMM) foi realizada a partir dos pogos
de Elisa que apresentaram auséncia de turbidez, na leitura do ensaio de microdilui¢do. Destes
pocos, retirou-se 10 pL e inoculou-se em placas de Petri com &gar nutriente, para bactérias, e
extrato de malte, para levedura. Em seguida, as placas foram incubadas em temperaturas e
periodos apropriados para cada microrganismo. Apds incubagdo, a menor concentracao testada
na qual havia auséncia de crescimento microbiano visivel foi determinada como a CMM.
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2.5 Analise estatistica

Os dados das atividades antioxidante e antimicrobiana foram submetidos a analise de variancia
no software R (versao 4.3.0). O nivel de significancia adotado foi menor que 5%. As ferramentas
disponiveis no Origin 2023b® também foram utilizadas, principalmente para construcdo e
visualizaco grafica e célculos de valores de média.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo quimica
Os teores de fenois totais e flavonoides totais encontrados nos extratos, estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1: Teores de fendis totais e flavonoides totais dos extratos.
Concentracdo de metabdlitos

E Fendis totais EAG Flavonoides totais EQ
xtratos 1 -1
[mg.g'] [mg.g']
STA veréo 609 34,04
STH veréo 18,52 0,66
STA inverno 302 34,2
STH inverno 41,2 25,53

Os resultados obtidos demonstraram que 0s maiores percentuais de fendis totais, calculados
em equivalentes de acido galico (EAG) foram encontrados nos extratos STA verdo e STA inverno.
Este resultado corrobora com a literatura, que menciona que o tipo de solvente utilizado na
extracdo interfere significativamente no tipo e conteido do metabdlito extraido [23]. Sendo o
acetato de etila um solvente de natureza polar, 0 mesmo tera maior afinidade por compostos
polares, a saber, 0os compostos fenélicos, extraindo-o0s, dessa forma, com mais facilidade.

Os extratos STH apresentam percentuais menores, tendo em vista que 0 hexano apresenta
baixa polaridade, e consequentemente extraira menos os metabdlitos de natureza polar. Estudos
confirmam que a familia Anarcadiaceae, familia a qual pertence a S. terebinthifolius é
caracterizada, do ponto de vista quimico, pela presenca de compostos fenolicos [24].

O teor de flavonoides calculado em equivalentes de quercetina, EQ, apresentado na Tabela 1,
segue praticamente 0 mesmo padréo de resultado para a fragdo STA, onde observa-se que tais
extratos, tanto do inverno como do verdo, apresentaram teores de 34,2 e 34,04 mg EQ/g de extrato,
respectivamente. O STH apresentou menor contetdo de flavonoides e isso pode ser explicado
devido as propriedades de polaridade desse solvente, ou seja, um extrato hexanico € conhecido
como um extrato apolar, portanto é menos propenso a extrair composto polares como fendis totais
e flavonoides.

A presenga de taninos na amostra também foi avaliada e os resultados estdo na Tabela 2. Nela
é possivel constatar a presenca dos taninos em todas as amostras testadas exceto na fracdo STH
inverno. A fragdo STA apresentou taninos hidrolisaveis e a fragdo STH verdo apresentou taninos
condensados. O teste foi de natureza qualitativa, com o objetivo apenas de detectar presenca ou
auséncia do metabdlito. As fragdes STA, as mais polares, apresentaram coloragdo fortemente
azulada, o que indica maiores concentragfes de taninos hidrolisaveis seguida da fracdo STH que
apresentou coloragéo levemente esverdeada, indicando a presenca de taninos condensados.
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Tabela 2: Teste colorimétrico para Taninos.

Taninos
Amostras Condensados Hidrolizaveis
STA verao +++
STH veréo +
STA inverno +++
STH inverno - -

3.2 Atividade antioxidante

A Figura 1 mostra os resultados dos percentuais da atividade antioxidante das fases STH e
STA, inverno e verdo, tais percentuais foram obtidos apds leitura das absorbancias (Abs) das
amostras em concentracdes decrescentes (1,0 a 0,0625 mg/mL).

BHT
a0 - STA invgrno
STA verdo
- STH inverng
804 | m | ™ - STH veréo
70 ]
60
< 90
<
R 401 m
30
20
10 T
0  E— T r
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Figura 1: Porcentagem de atividade antioxidante das fases acetato de etila e hexanica.

Os melhores resultados foram observados para as fragdes STA inverno e STA verdo. Este
resultado confirma o acetado de etila, substancia polar, como o melhor extrator dos compostos
antioxidantes. Comparando as fracGes STA inverno e STA verdo, é possivel perceber que a fragdo
inverno apresentou atividade antioxidante elevada, até em concentra¢cfes muito baixas, de
0,03125 mg/mL (dados ndo apresentados neste estudo). Rocha et al. (2019) [25] também
encontraram atividade antioxidante nos extratos metanolicos das folhas da aroeira através de
diversas metodologias, como DPPH, beta-caroteno, ABTS e FRAPES, o que corrobora com os
resultados deste trabalho.

Comparando a atividade antioxidante da fracdo STA verdo, com a fracdo STA inverno,
percebe-se que nas concentracdes iniciais (1,0 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL) os valores das
duas fracBes sdo muito préximos, no entanto, a medida que as concentracfes se reduzem, 0s
valores da STA verdo diminuem bastante em comparagio a STA inverno. A concentracio de
0,125mg/mL, a atividade antioxidante do STA € aproximadamente metade da fracdo STA inverno
e a concentracdo de 0,0625 mg/mL esta atividade se reduz a um terco da fragdo STA inverno.

A fracdo STH inverno apresentou menor potencial antioxidante em relagdo a fracdo STA,
apresentando um percentual de 56% na maior concentracdo testada (1,0 mg/mL). A fracdo STH
verdo nédo apresentou atividade antioxidante relevante, 0,99% na maior concentragéo. Estes dados
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demonstram que o solvente utilizado, hexano, de natureza apolar, ndo consegue extrair
eficazmente os compostos fendlicos, cuja natureza é polar. Haminiuk et al. (2014) [23] também
reforcam que as propriedades fisico-quimicas do solvente utilizado na extracdo, tém forte
influéncia nos compostos extraidos, corroborando com o resultado encontrado.

A atividade antioxidante tem sido, em varios estudos, frequentemente associada a acdo dos
compostos fendlicos [26-29]. Di Stasi e Hiruna-Lima (2002) [24] descreve que a acdo
antioxidante é devida as propriedades quimicas desses compostos e a capacidade dos mesmos de
neutralizar os radicais livres e outros agentes oxidantes no organismo.

Falcdo et al. (2015) [30] reforcaram que a acdo farmacoldgica da S. terenbithifolium pode ser
atribuida aos metabolitos secundarios presentes na espécie, a saber, polifendis, flavonoides,
terpenos, taninos e saponinas que estdo distribuidos nas folhas, cascas, frutos, flores e sementes.
Silva et al. (2015) [6] destacaram que os principais metabdlitos secundarios encontrados nas
folhas de S. terebinthifolius, parte da planta estudada nesta pesquisa, sdo os glicosideos
cardiotonicos, flavonoides e taninos hidrolisaveis.

Com relacéo a sazonalidade, Santos et al. (2010) [31] afirmam que o estresse hidrico interfere
significativamente na concentracdo de muitos metabolitos da planta. Ja a diminui¢ao do processo
fotossintético promove a ativacdo do metabolismo secundario como forma de protecdo ao
estresse. Gobbo Neto e Lopes (2007) [32] corroboram com o resultado encontrado neste trabalho,
visto que afirmam que o efeito da seca no conteado de metabdlitos das plantas é, muitas vezes,
dependente do nivel de estresse, sendo que a curto prazo parecem levar a uma producao maior
enguanto a longo prazo o que se observa é o efeito oposto.

Sobre a confiabilidade dos dados, a correlagdo linear R? com valores em torno de 0,99
representam a linearidade da reta; pequenas distor¢cdes podem ter sido ocasionadas por erros no
equipamento. Os R? abaixo, mostram que os resultados obtidos apresentaram uma linearidade de
aproximadamente 99%.

A partir das equagdes da reta para cada uma das fragdes testadas, calculou-se as 1Cso cujos
valores estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3: Determina¢do da atividade antioxidante das amostras STA e STH, ver&o e inverno, expressa
em mg/mL de extrato capaz de causar inibicdo de 50% (I1Cso).

Extratos 1Cs0 [mg/ml]
STA verao 0,163
STA inverno 0,028
STH inverno 0,875

Analisando a Tabela 3, é possivel concluir que as fracbes STA foram as que apresentaram a
melhor atividade antioxidante, visto que elas exibem a menor ICsy, seguida da fracdo STH
inverno. Analisando estes dados em relagdo ao aspecto sazonalidade, observa-se que a fragdo STA
inverno apresentou a menor ICs €, portanto, a maior atividade antioxidante. Isso confirma a
importancia da sazonalidade como uma varidvel significativa na atividade antioxidante da
S. terebinthifolius. Ou seja, a sazonalidade pode influenciar no estresse hidrico das plantas o que,
por sua vez, afeta a concentracdo de metabdlitos e, por conseguinte, sua atividade bioldgica.

3.3 Atividade Antimicrobiana

A Tabela 4 mostra a atividade antimicrobiana da espécie S. terebinthifolius e os resultados
demonstraram que os dois extratos cujas folhas foram colhidas no inverno mostraram similaridade
bacteriostatica frente ao B. subitilis, no entanto, observou-se que o extrato hexanico mostrou
efeito bactericida para o B. subitilis (CMM =125 pg/mL) consideravel quando comparado ao
extrato acetato (CMM > 500 pg/mL).
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Tabela 4: Atividade antimicrobiana da Schinus terebinthifolius (Concentragéo Inibitdria Minima (CIM) e
Concentragdo Microbicida Minima (CMM) em ug mL™).

Bc Bs Sa Pa Ec Cg Ca
Amostra CM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM CMM CIM MFC CIM MFC
STH inv 31,3 | 500 | 62,5 | 125 500 | >500 | >500 nt >500 nt >500 nt | >500 nt
STA inv 62,5 | 500 | 62,5 | >500 | >500 | >500 | >500 nt >500 nt >500 nt | >500 nt
STA ver. 31,3 | >500 | 31,3 | >500 | 15,6 | >500 | >500 nt >500 nt >500 nt | >500 nt
STH ver. 31,3 | >500 | 31,3 | >500 | >500 | >500 | >500 nt >500 nt 125 | 250 | 250 250
Loprox 3,2 >50 6,3 >50
Gentamicina 0,8 nt 3,2 nt
Tetraciclina | <04 | 16 | <04 | 16 <0,4 | >50

Legenda: Bc= B. cereus; Bs = B. subitilis; Sa = S. aureus; Pa = P. aeruginosa: Ec = E. coli; Cg = C. glabrata; Ca = C. albicans;
nt = amostras néo testadas, devido a auséncia de efeito antimicrobiano no teste de microdiluicdo em caldo; CIM concentracéo inibitéria
minima; CMM concentrag&o microbicida minima; MFC concentragéo fungicida minima: O controle negativo H,0:DMSO 5% v v 2,
apos as diluicdes nédo foi tdxico para os microrganismos testados.

Os extratos obtidos no verdo apresentaram mesmos valores de MIC frente ao B. cereus, o que
corrobora com o estudo de Binatti et al. (2016) [33]. O extrato acetato obtido no verdo foi o Gnico
que apresentou atividade bacteriostatica contra S. aureus, contrastando com o estudo de Colacite
(2015) [34] que constatou atividade bactericida do extrato da aroeira frente ao S. aureus, no
entanto, o estudo ndo mencionou o solvente utilizado na extracdo nem tampouco o periodo da
coleta.

Com relacdo aos fungos testados, o Unico extrato que apresentou atividade foi o STH veréo e
0 mesmo teve efeito fungiostatico e fungicida frente a C. albicans e C. glabrata, atividade
corroborada pelo estudo realizado por Oliveira et al. (2010) [35], no qual o extrato etandlico das
cascas, caule e folhas da espécie foram testados frente a C. albicans e também apresentaram
atividade antifingica.

Bactérias Gram negativas exibem maior resisténcia aos antimicrobianos quando comparadas
as Gram-positivas. Esta resisténcia € atribuida a presenca de septo exterior unificado, complexo
existente nas bactérias Gram negativas e que reduz a taxa de penetracdo de compostos
antimicrobianos e compostos hidrofébicos, a exemplo, os éleos essenciais [36]. Fato que pode
justificar e corroborar a atividade bactericida/bacteriostatica dos extratos frente as bactérias gram-
positivas e ndo efetividade frente as bactérias gram negativas.

Sobre a atividade contra as bactérias gram positivas, S. aureus e B. cereus, verificada neste
trabalho, a mesma pode ser confirmada em um estudo de Degaspari et al. (2005) [13], que
observou que o extrato alcodlico do fruto da aroeira apresentou efeito inibitorio frente as mesmas
cepas.

Para Wang et al. (2017) [37], grande parte dos compostos antibacterianos age inibindo a
enzima DNA topoisomerase, com essa inibicdo interfere na replicacdo de DNA e,
consequentemente, na sua expressao. Partindo dessa premissa, o estudo realizado por eles
conseguiu provar que a isoflavona obtida da soja inibia significativamente a atividade da DNA
topoisomerase pela formacdo de complexos que interferem nas ligacGes com a enzima.

Outro mecanismo de acdo, associado aos flavonoides é a alteracdo da permeabilidade da
membrana celular. A membrana plasmatica bacteriana é responsavel por diversas fungdes, sem
as quais a bactéria ndo sobreviveria, respiracdo, regulacao osmotica e processos de transporte, por
exemplo. No entanto, para executar estas fun¢des a membrana deve estar intacta, pois sua ruptura
pode causar disturbios metabolicos e levar as bactérias a morte [38]. A capacidade dos flavonoides
em interagir com a membrana bacteriana por conta de sua lipofilicidade é um fator de suma
importancia na sua atividade antimicrobiana. Devido a essa capacidade, os flavonoides destroem
ou alteram a permeabilidade da membrana e assim levam a morte as bactérias.

Sobre a menor efetividade antimicrobiana dos extratos obtidos da espécie colhida no inverno,
depreende-se que, no periodo, o teor de compostos fendlicos, possiveis metabdlitos secundarios
responsaveis pela atividade da espécie, foi menor (Tabela 1), o que justificaria esta baixa
efetividade.
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Segundo Taiz e Zeiger (2004) [39], o menor contetido de metabdlitos secundarios sob baixos
niveis de radiacdo solar no inverno sdo explicados pelo fato de as reacBes biossintéticas para a
producdo dos mesmos dependerem de esqueletos carbdnicos oriundos de processos de
fotossintese e de compostos energéticos que participam da regulacdo dessas reagfes. Assim, uma
maior producdo de metabodlitos secundarios se daria sob altos niveis de radiacdo, 0o que néo
acontece no periodo do inverno.

Além da radiacdo, outro fator que deve ser considerado na producdo de metabolitos
secundarios € o estresse hidrico. O estresse hidrico é qualquer alteragdo na condi¢do 6tima de
disponibilidade de agua (excesso ou escassez). Quando ha reducdo da disponibilidade de agua,
ocorre mudanca na concentra¢do de muitos metabolitos como carboidratos e aminoacidos [31].
Os estdmatos tendem a se fechar, ocasionando uma diminuicdo na difusdo de CO,, que por sua
vez, leva a diminuicdo da fotossintese. Esta diminuicdo do processo fotossintético, promove a
ativacdo do metabolismo secundario como forma de protecdo ao estresse [31].

Selmar e Kleinwéchter (2013) [40] afirmam que as concentra¢des de metabolitos secundarios
tendem a aumentar significativamente em planta em condicGes de seca. Ja Gobbo Neto e Lopes
(2007) [32] afirmam que o efeito da seca no contelido de metabdlitos das plantas é, muitas vezes,
dependente do nivel de estresse, sendo que a curto prazo parecem levar a uma produgdo maior,
enquanto a longo prazo, o que se observa é o efeito oposto.

4, CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, é possivel inferir que a sazonalidade é uma variavel importante
nas atividades antioxidante e antimicrobiana da aroeira, visto que foram observadas varia¢fes nas
atividades nos periodos avaliados.

Correlacionando as atividades antioxidante e antimicrobiana testadas neste estudo,
verificou-se 0s maiores percentuais de atividade antioxidante nos extratos do inverno, ja a maior
atividade antimicrobiana foi observada nos extratos obtidos no verdo. A atividade antioxidante e
a antimicrobiana sdo atividades com caracteristicas distintas e, portanto, a constatacdo do
potencial de uma delas nos extratos ndo implica necessariamente na presenca da outra. Isto sugere
gue a atividade biol6gica pode ndo estar diretamente relacionada ao contetdo de fenélicos ou
flavonoides, tese defendida e corroborada por estudos mencionados, mas pode ser resultado de
um efeito sinérgico desses compostos com outros metabdlitos presentes na espécie vegetal.

Os resultados encontrados no presente estudo podem contribuir para definigdo de um melhor
periodo de colheita, visando a obtencdo de um material vegetal com maior atividade bioldgica,
bem como servir para aprofundamento de questfes ndo totalmente esclarecidas até 0 momento.
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