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RESUMO: As plantas medicinais sdo usadas comumente como terapias alternativas as
diversas patologias, por serem de facil acesso e aquisi¢do barata ou por muitas vezes sem
custo algum séo utilizadas sem parametros que assegurem sua seguranca e efeito. Na
regido da Caatinga, encontrada principalmente no nordeste brasileiro, ha diversas plantas,
gue apesar de serem usadas desde muitos anos atras, ha poucas pesquisas com as
mesmas, uma delas é a Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl, popularmente conhecida como
Feijdo-bravo, que além de ser usada como forragem para animais, é usada pela populacao
entorno da regido, em casos de doencas venéreas, vermes, dor de dente e até picada de
cobra, porém nenhum tipo de estudo toxicoldgico foi realizado. O objetivo deste trabalho foi
elucidar informacdes toxicoldgicas e microbiologicas sobre o Feijdo-bravo, onde utilizando
0 extrato bruto seco tanto das folhas, como da casca, foram realizados testes toxicol6gicos
frente microcrustaceos de Artemia salina e verificado sua Fragilidade Osmotica Eritrocitaria.
Os resultados da determinacao da CL50 da planta mostraram que 0s extratos sao atoxicos
nas concentracdes testadas, o extrato da casca promove consideravel hemolise nas células
sanguineas e os extratos das folhas e da casca apresentaram atividades antimicrobianas
positivas nas principais bactérias causadoras de infec¢cdo hospitalar como Staphylococcus

aureus, Streptococcus agalactie e Pseudomonas aeruginosa.
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ABSTRACT: Antimicrobial evaluation and toxicological analysis from the dried raw
extract of the leaves and the bark of beans (Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl.
Medicinal plants are commonly used as alternative therapies to various pathologies,
because they are easy to access and purchase inexpensive or often at no cost are used
without parameters that ensure their safety and effect. In the Caatinga region, found
primarily in northeastern Brazil, there are several plants, which despite being used since
many years ago, there are few studies with the same, one is the Cynophalla hastata (Jacq.)
J. Presl, popularly known as Bean-Bravo, which in addition to being used as fodder for
animals, is agaused by the population surrounding the region, in cases of venereal diseases,
worms, tooth pain and even snake bites But no type of toxicological study was conducted.
The purpose of this work was to elucidate toxicological and microbiological information on
the bean-Bravo, where using the dry raw extract both of the leaves, and from the bark,
toxicological tests were conducted in front of the microcrustaceans of Artemis and verified
its osmotic fragility erythrocyte rate. The results of the determination of the LC50 of the plant
showed that the extracts are low toxicity in the concentrations tested, the Peel extract
promotes considerable hemolysis in the blood cells and the extracts of the leaves and bark
presented positive antimicrobial activities in the main bacteria causing hospital infection as

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie e Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUGCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso delas no tratamento e na cura
de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie humana (Maciel et al., 2002). Em paises
em desenvolvimento cerca de 70-90% da populagcao depende das plantas medicinais no
que se refere a Atengao Primaria a Saude (WHO, 1993; 2011). No Brasil, cerca de 82% da
populagao brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais nos seus cuidados com
a saude (Rodrigues; De Simoni, 2010). Nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados

populares e encontradas em quintais residenciais (Maciel et al., 2002).



A influéncia do conhecimento da medicina popular seja tradicional indigena,
quilombola ou de outros povos, e a transmissao desse conhecimento através de geracdes
ou nos sistemas de saude, tem se tornado uma prética que incentiva as comunidades e a

participacéo popular no que concerne aos cuidados de saude (Rodrigues; De Simoni, 2010).

Atualmente, muitos fatores tém contribuido para o aumento da utilizacdo das plantas
como recurso medicinal, entre eles, o alto custo dos medicamentos industrializados, o dificil
acesso da populacéo a assisténcia médica, bem como a tendéncia ao uso de produtos de
origem natural. Acredita-se, que o cuidado realizado por meio das plantas medicinais seja
favoravel a saude humana, desde que o usuario tenha conhecimento prévio de sua

finalidade, riscos e beneficios (Badke et al, 2012).

No bioma Caatinga, exclusivo do Brasil, ocorrem inUmeras espécies que apresentam
propriedades medicinais e, por isso, sdo amplamente utilizadas na medicina popular local
(Souza et al, 2012).

Durante muito tempo vinha sendo descrita como pobre em biodiversidade, fragil e
com pouca ou sem espécies endémicas. Entretanto, estudos recentes mostram uma grande
riqgueza e endemismo de espécies, as quais tem um importante papel ecolégico, econdmico

e social no Semiarido brasileiro (Neto et al., 2011).

O feijao-bravo (Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl) é uma espécie forrageira de porte
arbustivo-arbéreo com folhas perenes e que se desenvolve em muitas areas da regiao
semiarida brasileira, apresentando producao biolégica, de modo relativamente dissonante
com o ciclo das chuvas. No periodo da seca, por ser uma espécie muito resistente a seca,
ao vento e ter alta toleréncia ao sol, o feijdo-bravo é bastante apreciado pelos animais que
ramoneiam a Caatinga, pois normalmente ndo ha disponibilidade de outra forragem verde
para alimentacédo, porém as folhas dessa planta mantém-se verde durante todo o ano. Sao
encontrados na planta inteira proteina bruta, fosforo e potassio, (Maia, 2004; Pereira et al.
2008; Soares, 1989).

Apesar de conhecimentos restritos em relagdo a suas ac¢des farmacologicas, as
raizes, folhas, cascas e sementes sdo usadas no tratamento de doencas venéreas, vermes,
entre outras afeccdes. A entrecasca € mascada nas dores de dentes, funciona como
anestésico (Maia, 2004). Segundo Albuquerque et al. (2007), o caule, a casca, aflor, a folha
e as frutas, sdo usadas para problemas de tosse, pneumonia, gripe, resfriados, problemas

digestivos, doencas de pele, dor abdominal, reumatismo, antiofidico. E comumente



encontrada nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe e Bahia e seu inicio de floracdo ocorre em agosto e a frutificacdo em
outubro (Lima, 1996).

As pesquisas encontradas na literatura dessa espécie focam em torno de sua
morfologia e utilizacdo como forragem para bovinos, caprinos e ovinos, por isso, o0 objetivo
dessa pesquisa foi analisar tanto o potencial antimicrobiano, frente o0s principais
microrganismos causadores de patologias em seres humanos, como também, avaliar a sua

toxicidade frente Artemia salina e sua fragilidade osmatica eritrocitaria.

MATERIAL E METODO:

Coleta do Material

O material vegetal contendo folhas, fruto e casca do Feijao-Bravo (Cynophalla
hastata (Jacq.) J. Presl), foi coletado no municipio de Jurema, localizado no agreste de
Pernambuco, em agosto de 2016. A amostra foi identificada pela botanica Maria Bernadete
Costa e Silva, especialista da familia Capparaceae, e foi registrada com o n°® de tombo
91545, no Herbario IPA — Dardano de Andrade Lima, em Recife (PE). Os ensaios foram
realizados em duplicata.

Preparacédo do extrato bruto seco

Para a obtencédo do extrato bruto seco da Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl, a parte
recolhida do material foi deixada para secar em temperatura ambiente durante 24h, em
seguida, para complementacdo da secagem foi colocada em uma estufa a 38°C
permanecendo durante 7 dias. Apos este periodo, com a planta sensivelmente quebradica,
a mesma foi reduzida a p6 com a utilizacdo de um moinho industrial, separando-se as folhas
das cascas, cada uma dessas partes moidas foi colocada em 2 baldes volumétricos e
posteriormente para iniciar o processo de maceracgao foi adicionado uma solucéo extrativa
hidroalcoolica 95% v/v, que apos 7 dias foi filtrada e armazenada em frasco de vidro ambar.
Os liquidos filtrados foram rotaevaporados a 60°C, até evaporacao parcial do solvente, o
restante foi colocado em estufa incubadora BOD durante 3 dias para completa secagem,

obtendo-se assim o extrato bruto seco dos materiais vegetais das folhas e da casca.



Avaliacado Toxicologica (CLso)

O bioensaio toxicolégico segue a metodologia descrita por Meyer et al., (1982), que
avalia a substancia a fim de definir a dose letal mediana (DLso ou LDso), que constitui como
sendo a dose necessaria que mata 50% da populagéo do teste, ponderando sua possivel
reacao ao organismo humano, neste caso, utilizando os microcrustaceos de Artemia salina,
encontrados em agua salgada. Os ovos dos microcrustaceos séo colocados para eclodir
em agua do mar, em um recipiente plastico, sob luz incandescente artificial, com pH
ajustado de 8,0 durante 48h, os nauplios, como sdo chamadas as larvas apds a eclosao,
sdo transferidas para tubos de ensaio com auxilio de micropipetas, onde cerca de 10 larvas
sdo contadas previamente. No tubo de ensaio contendo 5mL de agua salina, além das 10
larvas, sdo adicionadas diferentes concentracfes dos extratos. Foram pesados 50 mg de
cada extrato e solubilizados com 1mg de Tween 80 5% e completados com 5mL de 4gua
salina com o0 mesmo pH ajustado, de cada uma dessas solucfes foram retiradas aliquotas
de 500, 375, 250, 125, 50 e 25uL e adicionadas nos tubos de ensaio contendo a agua
salina, dessa forma obtemos as respectivas concentra¢cdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e
50ug/mL cada extrato foi realizado em triplicata com respectivos grupos controles que nao
continham nenhuma concentracdo da solugéo. As concentracdes permaneceram 24h sob
iluminac&o artificial, apos esse periodo foi realizada uma contagem de larvas vivas e mortas
em cada tubo, a sedimentacéo e falta de movimentacédo das larvas sao evidenciadas como
morte, os dados da contagem sédo tabulados no software MicrocalOrigin 4.1, onde a relacéo

dos resultados é relacionada.

Avaliacdo Toxicolégica FOE (Fragilidade Osmatica Eritrocitaria)

A técnica de determinacao da Fragilidade Osmatica é descrita por Darcie & Lewis,
1975, onde a lise de hemacias de carneiro € avaliada diante de varias concentracfes dos
extratos. O sangue de carneiro obtido por pulsao arterial do mesmo, é pré-acondicionado
em refrigeragé@o, em 7 tubos de ensaio para cada extrato em duplicata s&o adicionados 5mL
de soro fisiolégico 0,9%, concentracdo de NaCl presente no organismo humano que ndo
causa hemolise nas células sanguineas, em cada tubo, 25uL de sangue de carneiro é
pipetado, juntamente com aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25uL de cada extrato,
formando concentracdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50ug/mL, os grupos padrdes néo
recebem os extratos. Os tubos séo deixados em repouso durante 15min e em seguida
centrifugados a uma forga de 3500G durante 15min, apds centrifugacdo a absorbancia de

cada tubo é medida em um espectrofotbmetro Bioplus 545nm, correspondendo a



guantidade de hemoglobina dispersa no sobrenadante, dessa forma, o percentual de
hemdlise pode ser mensurado multiplicando-se o valor da absorbancia pelo percentual total
e dividindo pelo valor da constante padrao correspondente ao valor de absorbancia descrito

em estudos onde nesse valor ndo ha hemolise eritrocitaria.
Microorganismos

As cepas utilizadas neste estudo foram das bactérias Gram-positivas
Staphyloccoccus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
agalactie, das Gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, e do fungo leveduriforme Candida albicans. Todas as cepas selvagens fazem
parte do banco do laboratério de microbiologia do Grupo de Pesquisa em Fitoterapia
(GPFITO) do Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita).

Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo Inibitéria Minima corresponde na avaliacdo da atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, onde determina a menor quantidade de substancia
necessaria para inibicdo do microrganismo testado. O procedimento é feito seguindo a
técnica de pocos, onde 500mg do extrato bruto seco é transferido para um tubo contendo
5mL de 4gua, e com sucessivas diluicdes sdo obtidas concentracdes de 50%, 25%, 12,5%
e 6,25% em relacdo a amostra inicial em duplicata de cada extrato, cada bactéria é repicada
em um tubo de ensaio contendo caldo e sai turbidez é compara na escala Marc Farland
0,5, em seguida em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton as bactérias s&o
semeadas por tapetamento com auxilio de swab, em cada placa sao feitos 4 pocos de 6mm
e em cada poco sao colocadas as diferentes concentracdes de cada extrato bruto seco
diluidos, em seguida, sédo levados para estufa a 37°, todas contendo papel filtro em sua
respectiva cobertura para evitar que a dgua condensada da estuda interfira no resultado.

ApGs 24h as placas séo retiradas e seus halos formados sdo medidos.
Determinacdo do Poder Inibitério (PI)

Constitui-se na determinacdo do Poder Inibitorio do extrato de Cynophalla hastata
(Jacq.) J. Presl, a analise é feita através do tamanho do halo formado na placa em relacéo
ao antibiético padrdo Amoxicilina. Cada bactéria repicada € semeada por esgotamento em
placa de Petri contando Agar Mueller-Hinton, em pocos de 6mm de didmetro serdo
preenchidas as concentra¢gdes de 50%, 25%, 12,5% e 6,25% em relacdo a amostra inicial



de extrato, em seguida, serdo levadas a estufa a 37°C durante 18h, apos esse periodo,
serdo verificados os pogos que houveram a formacéo de halos identificando ag&o antibidtica

de cada concentracdo como sendo sensivel, intermediéria ou resistente ao extrato testado.
Determinacdo Concentracgéo Inibitéria Minima de Aderéncia (CIMA)

A Concentracao Inibitoria Minima de Aderéncia identifica a capacidade do extrato
em impedir a ndo aderéncia do microrganismo no biofilme dental, utilizando modelo criado
em tubos de hemdlise. O procedimento é realizado colocando-se cada bactéria em
suspensao em soro fisiolégico, em um tubo estéril contendo 4,5mL de meio BHI em caldo
e 0,5mL de sacarose a 5%, sera transferido 1uL da solucéo, em cada tubo devera conter
concentracfes respectivas de 50%, 25%, 12,5% e 6,5% de cada extrato. Os tubos
devidamente fechados ser&o colocados inclinados em estuda a 37°C durante 18h, para
andlise dos resultados em cada tubo serd adicionado 1 gota de fucsina para melhor
visualizacdo, a determinacdo positiva do resultado € determinada pela ndo formacao de

biofilme na parede do tubo.

RESULTADO E DISCUSSAO:

Considerando que ha poucos relatos existentes na literatura pela Cynophalla hastata
(Jacq.) J. Presl, esse trabalho visou contribuir com conhecimentos especificos sobre a
planta no meio cientifico, avaliando sua atividade citotoxica e antimicrobiana, até entédo
escassos na literatura. Por ter relatos do uso tanto das folhas como da casca pela
populacdo que reside em area do bioma Caatinga, para fins medicinais, foram realizados

testes com os extratos brutos dos mesmos.

No ensaio in vitro para determinar a concentragao letal que mata 50% da populacao
de microcrustaceos da espécie Artemia salina, os resultados mostraram que ndo houveram
mortes significativas mesmo quando expostos na maior concentracdo do extrato. Como
demonstram os graficos (Figura 1) e (Figura 2), onde o eixo X representa a concentragédo
do extrato da Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl em diferentes concentragdes (ug/mL) e o

eixo Y representa o percentual de microrganismos Vivos.
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Figura 1. Relacdo de organismos vivos em diferentes concentragfes do extrato das folhas de Cynophalla
hastata (Jacq.) J. Presl, representando sua CL50.
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Figura 2.Relag&o de organismos vivos em diferentes concentragdes do extrato das cascas de Cynophalla
hastata (Jacq.) J. Presl, representando sua CL50.

Os resultados do teste de toxicidade frente Artemia salina dos extratos brutos seco
das folhas e da casca de Feijdo-Bravo, revelou CLso de 1.745,1415 pg/ mL e 15.046,8125
png/ mL, respectivamente, demonstrando que os dois extratos ndo apresentaram potencial
toxico no organismo-teste, por ndo apresentarem mortes consideraveis nem mesmo na
maior concentracao testada, seguindo a metodologia de Meyer (1982), que estabelece CLso
acima de 1000ug/ml como toxicologicamente inativos, 0s extratos testados sao

considerados atéxicos.



No teste de citotoxidade referente a exposicédo dos extratos a sangue para observar
o percentual de hemdlise, o extrato das folhas do Feijdo-bravo demonstrou um alto
percentual de hemolise, sendo maior que 50% a partir da concentracdo de 500ug/ml,
chegando a praticamente 100% na maior concentracdo de 1000ug/ml, quanto o extrato da
casca apresentou moderada hemolise, onde na maior concentracao testada o percentual
foi de 18,48% (Tabela 1). O extrato da casca de Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl,

demonstrou ter menos efeito hemolitico.

TABELA 1. Fragilidade osmdética de amostras sanguineas de carneiro tratados com extrato

bruto seco de Cynophalla hastata (Jacqg.) J. Presl, representadas em percentual.

Extratos Concentragdes (ug/mL)
1000 750 500 250 100 50
Cynophalla 99,77 80,37 56,51 30,83 18,71 8,33
hastata
(Jacq.) J.
Presl
(Folha)
Cynophalla 18,48 15,98 10,00 3,41 4,09 3,86
hastata
(Jacq.) J.
Presl
(Casca)

A toxicidade encontrada nas folhas pode ser devido algum metabdlito secundario
presente na mesma, sendo importante observar a linhagem e qual espécie esta
incorporada, neste caso, a familia Capparaceae, que por ser conhecida por ter em seus
espécimes a presenca de glucosinolatos, principalmente pela ordem a qual pertencem dos
Brassicales, os derivados deste composto sao os isotiocianatos, tiocianatos e nitrilos (Kim,
2010). Estudos mencionam efeitos nocivos dos glicosinolatos na satde como a formacédo
de bécio (Vermorel, 1988).

Na concentracao inibitéria minima dos extratos da folha e da casca os halos formados,
onde o extrato inibiu o crescimento do microrganismo, foram medidos na placa, os extratos
do Feijdo-bravo apresentaram inibicdo nas menores concentracbes de 6,25% para S.
aureus, S. agalactie e P. aeruginosa. (Tabela 2), nas demais placas que haviam bactérias
e no fungo houveram crescimento dos microrganismos. No resultado do Poder inibitério
realizado com o padrédo amoxicilina, todas as cepas bacterianas mostraram-se sensiveis
ao antibiotico, o que corrobora com a a¢ao antibiética do extrato frente as cepas de S.

aureus, S. agalactie e P. aeruginosa. A contaminagdo por S. aureus pode provocar



doencas, que vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furdnculos e celulites) até
infeccbes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico,
septicemia e outras) como citado em Santos (2007). Um estudo feito por Gibbs (2004)
reuniu relatos de infeccdo por S. agalactie, microrganismo encontrado no trato genital
feminino, que em recém-nascidos pode causar graves doengas. Cepas de P. aeruginosa,
sdo consideradas resistentes, encontradas principalmente no ambito hospitalar (Sader,
2001). A resisténcia microbiana tornou-se o principal problema de satde publica no mundo,
afetando todos os paises, desenvolvidos ou ndo. Ela € uma inevitavel consequéncia do uso
indiscriminado de antibiéticos em humanos e animais. A sensibilidade dos extratos para
essas bactérias, mostra a importancia de pesquisas em novos potenciais substancias
antimicrobianas, visto que, a resisténcia das mesmas vem aumentando nos ultimos anos
(Santos, 2004).

TABELA 2. Concentracgao inibitéria minima dos extratos da folha e da casca de Cynophalla

hastata (Jacq.) J. Presl

Cepas Diferentes Concentrag6es dos Extratos e Didmetro dos Halos de
sensiveis aos Inibicdo (mm)
extratos 50% 25% 12,5% 6,25%
Folha Casca Folha Casca Folha Casca Folha Casca
Staphylococcus 31 19 27 - 33 - 31 -
aureus
Streptococcus 49 35 - 29 33 29 39 25
agalactie
Pseudomonas 43 29 37 21 33 19 31 19
aeruginosa

Em contrapartida, no teste de determinacdo da concentracdo inibitéria minima de
aderéncia, o resultado da leitura dos tubos sugere que o0s extratos ndo tem acédo sobre

biofilmes dental, pois em todas as amostras formou-se biofilme.

Os resultados deste estudo representa mais indicios de que as plantas da Caatinga,
tem grande potencial quando ndo usada de forma indiscriminada, pois o alto grau de
hemolise apresentado pelo extrato da casca pode tornar-se um problema de saude, a
atividade antimicrobiana encontrada nas folhas e na casca contra as principais bactérias
causadoras de infec¢do hospitalar demonstra o grande arsenal de agentes antibidticos
presentes nas plantas medicinais brasileiras, novos estudos devem ser realizados com esta
planta, identificando seus compostos fitoquimicos e isolando-0s, 0 que podera potenciar o

desenvolvimento de medicamentos a base de Cynophalla hastata (Jacq.) J. Presl, dando



maior visibilidade a regido da Caatinga, além de garantir um uso racional desta planta pela

populacao.
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