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INTRODUCAO

Os produtos naturais tém grande importancia histérica na obtengdo de
medicamentos para a prevencao e tratamento de doengas, tornando-se uma das formas
mais antigas de pratica medicinal. Atualmente, estima-se que 40% dos farmacos sejam
derivados direta ou indiretamente de fontes naturais (Brasil,2022). Nesse sentido,
torna-se essencial investigar cientificamente essas praticas tradicionais, a fim de
compreender a composi¢ao quimica das espécies utilizadas, ampliando o conhecimento
para além do saber popular. Os testes in vitro surgem como uma alternativa na sele¢ao
inicial de materiais a serem trabalhados assim como na sele¢do de substancias que
possam ser utilizadas como protdtipo para futuros farmacos. O género Dioclea possui
cerca de 50 espécies podendo ser encontradas na América Central e do Sul,
especialmente na Amazonia (Perez, Hernandez e Mora,1990). Diversas espécies deste
género apresentam emprego na medicina popular para combater diferentes males, como
doencas dos rins e da prostata. Dados da literatura relatam que substincias bioativas tém
sido isoladas de espécies de Dioclea, o que as tornam de grande interesse na pesquisa
cientifica e na busca por novos compostos bioativos (Oladosu et al, 2010 e Alves,
2018), ressaltando a importancia do aprofundamento no estudo fitoquimico dessas
espécies. Assim, o projeto teve por objetivo realizar o estudo fitoquimico dos extratos
das folhas e caule de Dioclea virgata, avaliando in vitro sua atividade antioxidante e o
potencial antimicrobiano dos seus extratos.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)
DPPH e ABTS

Os extratos das folhas e caule de D. virgata foram preparados previamente,
conforme descrito por Alves et al. (2018), resultando no extrato bruto (BF),
cloroférmico (CIF) e Acetato de Etila (AcF) das folhas, bem como os extratos hexanico
(HC), cloroférmico (CIC) e o extrato bruto (BC) do caule.

A atividade antioxidante foi avaliada por meio das metodologias baseadas nos
radicais estaveis DPPH e ABTS. O ensaio com DPPH foi realizado segundo o método
desenvolvido por Blois (ano), modificado por Brand-Williams (1995) e adaptado por
Ferreira et al. (2019). J4 o teste com ABTS foi inicialmente proposto por Miller et al.
(1993) e adaptado conforme a metodologia descrita por Re et al. (1993) para a geragdo
dos radicais ABTS® disponiveis e estaveis. Para ambos os ensaios, adotou-se a
adaptag@o para microplaca proposta por Salinas et al.(2019).



Os ensaios foram realizados em espectrofotometro Multiskan Go (Thermo
Scientific), utilizando microplaca de 96 pogos.Os resultados foram avaliados através do
calculo da Concentracdo Efetiva Média (CE50), que nada mais € que a capacidade do
extrato capaz de reduzir 50% dos radicais disponiveis no meio.

Fendlicos e Flavonoides

Os ensaios para determinagdo de compostos fendlicos foram realizados
conforme a metodologia descrita por Ainsworth e Gillespie (2007), mediante reagdao do
analito com o reagente colorimétrico Folin-Ciocalteu. J4 o teor de flavonoides totais foi
quantificado a partir da reagdo entre o analito e o tricloreto de aluminio conforme
descrito por Shraim et al. (2021), seguindo as adapta¢des para microplaca proposta por
Sari et al (2023). As leituras foram realizadas em espectrofotdometro Multiskan Go
(Thermo Scientific) utilizando microplaca de 96 pocgos. Os resultados foram expressos
em miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg EAG/g) para
fenodis totais e miligrama de quercetina equivalente por grama de extrato (mg EQ/g)
para flavonoides totais, mediante comparagao com curvas de calibra¢do padrao.

Atividade antimicrobiana

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados no Laboratério de
Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifingica de Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Sauide,
Universidade Federal da Paraiba em abril de 2025. Foram utilizadas cepas bacterianas
(Staphylococcus aureus ATCC-25923, S. epidermidis ATCC-12228, Pseudomonas
aeruginosa ATCC-9097, Proteus mirabilis ATCC-25933) e fungicas (Candida albicans
ATCC-90028, C. albicans LM-65, C. tropicalis ATCC-750, C. tropicalis LM14-,
Aspergillus flavus ATCC-4603, Penicillium citrinum ATCC-4001), provenientes da
MICOTECA do Laboratorio de Micologia da UFPB.

Os extratos foram devidamente pesados e solubilizados em concentragdes que
variaram de 64 a 1024 pg/mL, conforme descrito por Cleeland & Squires (1991),
Nascimento et al. (2007) e Pereira et al. (2014) A concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) foi determinada pela técnica de microdilui¢do em caldo em placas de 96 pocos,
conforme protocolos do CLSI (2008), Cleeland & Squires (1991) e Eloff (1998). A
Concentracdo Fungicida Minima (CFM) foi avaliada em triplicata, e o resultado
expresso pela média aritmética (Balouiri et al., 2016; Ncube et al., 2008) O modo de
acdo foi classificado com base na razdo CFM/CIM, conforme metodologia descrita por
Hafidh et al. (2011).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Tabela 1. Teor de fenois e flavonoides totais e atividade antioxidante de extratos brutos ¢ fracdes de
folhas (F) e caule (C) de Dioclea virgata Valores expressos como média + desvio padrio.

EXTRATO/ FENOLICOS _ FLAVONOIDES DPPH ABTS
FRACAO (mg GAE. g”)  (mgQE.g )  CEsi(mg/mL) CEs, (mg/mI
Dioclea virgata
BF 1718027  448+0.19 0,89 = 0,04 1,10 £0,01
CIF 15,050,557  7,86+0,15 3,03 + 0,04 1,75 £0,17
AcF 77,00 £ 045  5,62+0,03 0,14 £ 0,00 0,43 £0.01
BC 3032+0,10  2,69+0,08 1,84 = 0,25 0,77 £ 0,04
CIC 58,81+0,27 6,74+ 0,09 0,68+0,03 032 +0,01
HC 8.84 + 0,71 173+0,08  1336+0.19  8.02+0,08

Legenda 1: BF (Extrato Bruto Folhas), CIF (Extrato Cloroférmico Folhas), AcF (Extrato Acetato de Etila

Folhas), BC (Extrato Bruto Caule), CIC (Extrato Cloroférmico Caule), HC (Extrato Hexanico Caule).



Tabela 2. Atividade antimicrobiana por microdilui¢ao em caldo de extratos de extratos de
Dioclea virgata. CIM, CBM e CFM expressas em pg/mL

5 S P P c c c C A P
Produtos i epid | aerug | mirab i i . tro flav citr CBM
(ug/mL) are ermi inosa ilis aviea Sl el B us i ;
& us dis ns ans iis alis 3 m CFM
BF + + + + + + + + + +
CIF + + + + + + + + + +
AcF + + + + + + + + + +
BC 512 512 1024 512 512 512 512 512 512 512 X
CIC 128 128 256 128 128 128 128 128 256 256 =
HC 256 256 512 256 2156 256 2156 256 256 256 512
Controle: Meio - - -
de cultura - - -
_ Controle: + * * * + + + + + +
Micro-organismo
. 5 5
Cnntm?lf:. 128 128 256 256 X x X x x x
gentamicina
Controle: X X X Xl 128 | 128 128 128 | 256 | 256
Fluconazol

Legenda 2: (+): Crescimento do micro-organismo (-): Ndo houve crescimento microbiano; (x): Nao se
aplica; BF (Extrato Bruto Folhas), CIF (Extrato Cloroférmico Folhas), AcF (Extrato Acetato de Etila Folhas),
BC (Extrato Bruto Caule), CIC (Extrato Cloroférmico Caule), HC (Extrato Hexanico Caule).

Os resultados (Tabela 1) demonstram que a fracao acetato de etila das folhas
(AcF) destacou-se com o maior teor de fenolicos totais (77,00 + 0,45 GAE. g') e uma
maior atividade antioxidante (CEs,-DPPH-0,14mg/mL). Espera-se uma correlagdo entre
a quantidade de fendlicos e o poder antioxidante do extrato, uma vez que ¢ sabido o
potencial antioxidante de compostos fendlicos como os flavonoides e os acidos
fenolicos (Lang et al, 2023). Torna-se ainda mais justificavel quando na literatura temos
evidéncias que tais compostos ja foram isolados no género assim como de Dioclea
virgata (Alves et al, 2018) e que ha na literatura testes para a atividade antioxidante de
flavonoides isolados em espécies deste género (Oladimeji et al. (2018). Dentre os
extratos do caule, a fracdo cloroférmica apresentou a maior atividade antioxidante
(CEs,-DPPH-0,68mg/mL e CEs,-ABTS-0,15mg/mL), apresentando também um maior
teor de fenolicos e flavonoides (58,81 mg GAE. g' e 6,74 mg QE.g"'). A poténcia
antioxidante superior da fragdo AcF (folhas) em relagao a CIC (caule) indica que as
folhas de D. virgata sao uma fonte mais promissora de antioxidantes naturais.

Quanto a atividade antimicrobiana, os extratos do caule destacaram-se, com o

extrato cloroférmio do caule (CIC) mostrando-se particularmente eficaz. O extrato CIC
apresentou Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) equivalentes aos padrdes gentamicina e fluconazol contra todas as cepas testadas
(Tabela 2). Ultrapassando o padrdo no teste com a cepa da bactéria P. mirabilis
ATCC-25933 obtendo uma CIM de 128 pg, enquanto o padrao apresentou 256 pg. Essa
atividade promissora contra patdégenos de relevancia clinica ressalta o potencial de D.
virgata para futuros estudos de isolamento de agentes antimicrobianos.
A viabilidade de isolamento de compostos bioativos a partir de extratos de espécies do
género Dioclea ¢ demonstrada na literatura, como o isolamento da dioclimidazole de D.
reflexa, mediante o fracionamento guiado por atividades anticolinesterdsica e
antimicrobiana, que exibiu potente inibicdo enzimadtica e resultados antibacterianos
equivalentes ou superiores a gentamicina (Oladosu et al, 2010). Este precedente sustenta
a estratégia de empregar um estudo fitoquimico bioguiado pelos resultados
antioxidantes e antimicrobianos aqui reportados para isolar os principios ativos de D.
virgata.



CONCLUSOES
Conclui-se que os extratos de Dioclea virgata possuem compostos fendlicos e

flavonoides, que apresentam uma correlagdo com a atividade antioxidante, sendo a
fracdo Acetato de etila das folhas (AcF) a mais promissora. Paralelamente, os extratos
do caule demonstraram uma potente atividade antimicrobiana, com destaque para a
fragdo cloroférmica do caule (CIC), que apresentou Concentragdes Inibitorias Minimas
equivalentes a do padrdo utilizado. Tais achados estdo em consonancia com a literatura
que reporta a presenca de metabolitos bioativos no género Dioclea (Alves et al., 2018 e
Oladimeji et al., 2018). Os resultados fundamentam a relevancia de estudos futuros para
o isolamento e identificacdo dos compostos bioativos responsaveis por tais atividades,
possivelmente por meio do estudo bioguiado, bem como a investigagdo de sua
toxicidade e mecanismos de agao.
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