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RESUMO

Atualmente, devido a persisténcia e elevagao dos quadros de infecgdes na saude,
existe a busca de novos agentes com propriedades antioxidantes e antibioticas,
inclusive em plantas da Caatinga devido as suas maiores concentragbes de
metabdlitos secundarios, assim, o presente trabalho teve o intuito de avaliar o
potencial bioativo do extrato aquoso das cascas da Pseudobombax simplicifolium. A
planta utilizada é utilizada popularmente para a resolugdo de quadros patologicos
como infecgdes urinarias, bronquites, problemas renais, inflamacdo entre outras
doengas. Na triagem fitoquimica, através da Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) foi possivel quantificar a expressividade de metabdlitos secundarios como
proantocianidinas condensadas, leucoantocianidinas, flavondides, terpenos e
esterdides; também foi realizada a quantificagdo do teor de flavondides (116,6 ug/g
Ext) compostos fendlicos totais (335,2 ug/g Ext) que possuem indicagbes para
atividades antioxidantes e antimicrobianas. Para avaliar a capacidade antimicrobiana
do extrato, foi realizada a determinagdo da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) sob
cepas de Staphylococcus aureus multirresistentes, classificando o extrato um
inibidor forte, moderado e fraco. Apresentando CIM de 0,078 mg/mL e 0,312 mg/mL
foi possivel classificar a inibicdo do extrato como forte, entretanto, também a
atuagdo do extrato sob outras cepas obteve os indices de 0,625 e 1,25 mg/mL,
assim, exibindo resultados moderados e fracos, respectivamente. A atividade
antioxidante foi avaliada utilizando 3 metodologias, a metodologia do DPPH foi
possivel obter o IC5;, de 58,1, enquanto que pela metodologia do CAT o ICs,
apresentou o valor de 607,4. A metodologia do ABTS obteve 98,9% de capacidade
de eliminar os radicais do ABTS. Em comparagao com os compostos padrao-ouro, o
extrato apresentou excelentes resultados antioxidantes em todas as metodologias
testadas, também nao apresentou hemodlise nas concentragdes testadas. dessa
forma, fica evidente o potencial bioativo do extrato aquoso da Pseudobombax
simplicifolium. Apesar dos resultados obtidos, estudos mais aprofundados sao
necessarios para um melhor entendimento dos resultados obtidos pelo presente

estudo.

Palavras-chave: atividade microbicida; radicais livres; conhecimento popular.



ABSTRACT

Currently, due to the present health solutions, the work of health aid mechanisms
exists to search mechanisms for new goods with antioxidant and anti-biotic
properties, including, due to Caatinga plants with secondary bioactive potential of the
aqueous extract of Pseudobombax simplicifolium bark. The plant used is popularly
used for the resolution of pathological conditions such as urinary infections,
bronchitis, kidney problems, inflammation among other diseases. In the
phytochemical screening, through Thin Layer Chromatography (TCD) it was possible
to quantify the expressiveness of secondary metabolites such as condensed
proanthocyanidins, leucoanthocyanidins, flavonoids, terpenes and steroids; A
quantification of the flavon content (116 ug/g Ext) and total phenolic compounds
(335.2 ug/g Ext) was performed, which also have properties for antioxidant and
antimicrobial activities. To evaluate the antimicrobial capacity of the extract, the
determination of the Minimal Concentration (MIC) was performed under
multidrug-resistant Staphylococcus strains, classifying the extract as a strong,
moderate and weak test. Presenting 0.0.00 and 0.312 mg/mL, it was possible to
classify 7 mg/mL of class as strong, although the extract's performance under other
strains also obtained rates of 0.625 and 25 mg/mL, thus showing moderate results.
and weak, respectively. The activity was carried out using 3 methodologies, using the
DPPH methodology it was possible to obtain an IC50 of 58.1, while using the CAT
methodology the IC50 presented a value of 6.4. The ABTS methodology achieved a
98.9% ability to eliminate ABTS radicals. In comparison with the gold standard
compounds, the extract excellent in all tested antioxidants, did not present hemolysis
in the substances presented as well. Thus, the bioactive potential of the aqueous
extract of Pseudobombax simplicifolium is evident. of the results obtained, in-depth
studies despite being more a better understanding of the results obtained by the
present study.

Keywords: microbicidal activity; free radicals; popular knowledge.
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1 INTRODUCAO

Os conhecimentos deixados através das tradigbes indigenas, quilombolas e
de demais etnias, foram de grande importéncia para disseminar o saber empirico
das plantas medicinais, sendo fundamental para o descobrimento de novas
substancias terapéuticas (FERREIRA 2019; EDZIRI, 2018).

As plantas sao conhecidas por produzir uma grande variedade de moléculas
de interesse, tanto para o ramo alimenticio ou industrial, os metabdlitos secundarios
mostram-se valiosos para a industria medicinal e farmacéutica. Diversos estudos
utilizando plantas medicinais indicaram sua eficacia quanto a existéncia de agentes
com potencial antimicrobiano que podem interagir em diversos alvos presentes nas
bactérias como a membrana celular, proteinas de sintese, inibir bombas de efluxo e
reduzir sua viruléncia (FILHO et al., 2020).

Um dos biomas que vem sendo bastante estudados com esta finalidade é o
bioma Caatinga, o qual corresponde a uma area que engloba 912.529 km?, uma das
maiores e mais distintas formagdes vegetacionais brasileira, caracterizada pela forte
sazonalidade com estagdes chuvosas e secas irregulares. O periodo chuvoso é
curto, de 3 a 5 meses de duragéo, enquanto que o periodo seco ou estiagem ocorre,
na maior parte do ano, de 7 a 9 meses, nessa época a temperatura do solo pode
chegar a 60°C (TABARELLI, et al., 2018; ASSOCIACAO CAATINGA, 2022)

Com enorme potencial biotecnologico, a Caatinga contém uma das maiores
fontes de moléculas bioativas do Brasil, possuindo espécies vegetais indicadas para
a resolugdo de quadros patolégicos relacionados aos sistemas respiratoério,
digestivo, genital, urinario, cardiovascular entre outros (MAGALHAES et al., 2019).

No inicio do século XX, as infecgdes causadas por Staphylococcus aureus
representavam uma taxa de mortalidade maior que 80%, todavia, mesmo passado
mais um século, atualmente ela ainda representa uma taxa consideravel nos indices
de morbidade e mortalidade (ASGEIRSSON et al., 2017); parte dos desses numeros
esta correlacionada a realizagao incorreta da antibioticoterapia por pacientes e uso
indiscriminado de antibidticos, que com o passar dos anos ocasionou na selecao de
microrganismos, tornando-os refratarios a acdo das drogas existes na industria
farmacéutica (MCNIEL & FRITZ, 2019).
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A espécie Pseudobombax simplicifolium A. Robyns, da familia Malvaceae, &,
geralmente, conhecida pelo nome comum Imbiragu ou Imbirugu, sendo bastante
presente nos estados da regido Nordeste. Diversas estudos envolvendo outras
especies da familia Malvaceae puderam comprovar a pluralidade da familia em
relacdo a capacidade bioativa dos metabdlitos secundarios como atividade
anticancer (SWAMINATHAN et al., 2020), cicatrizante (PEARMAN et al., 2019),
anti-inflamatério (THABET et al., 2018) entre outras.

Dessa forma, levando em consideracdo as indicagoes literarias, o estudo do
potencial bioativo das cascas da P. simplicifolium torna-se bastante promissor e
necessario para o desenvolvimento de possiveis alternativas terapéuticas para a

resolugao de diversos quadros patologicos.



17

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioma Caatinga

Um bioma pode ser definido e estudado de acordo com o seu tipo de
vegetacdo, capacidade de se adaptar aos fatores ambientais, assim como sua
interacdo entre os fatores abidticos e os seres vivos que habitam na localidade. O
conjunto dessas informagdes possui a fungéo de ilustrar a relagao histérica entre o
bioma e os tragos caracteristicos das populagdes que o habitam, sejam elas animal
ou humana (FREIRE, 2020). A Caatinga é caracterizada por, dentre os cinco biomas
brasileiros (Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Amazbnia), ser
exclusivamente brasileiro encontrado predominantemente nos estados do Nordeste
como Pernambuco, Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,

Alagoas, Bahia, Sergipe e o Norte de Minas Gerais como ilustrado na figura 1.

Figura 1. Cobertura do Bioma Caatinga
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Fonte: Sistema Nacional de Informacgdes Florestais (2020)

Em relacdo a extensdo territorial, segundo a Fundagdo Joaquim Nabuco

(2018) a Caatinga abrange cerca de 11% de todo territorio nacional, sendo ele em
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sua grande parte com clima semiarido, temperaturas médias elevadas e baixa

precipitagdo anual.

Em resposta a intensa escassez hidrica e aos elevados indices de incidéncia
solar que acometem grande parte da Caatinga, as espécies vegetais nativas
apresentam propriedades xerofiticas como mecanismo de sobrevivéncia e
alteragdes morfologicas (FIGURA 2). Como adaptagdes, as plantas apresentam
espinhos, aumento do tamanho das raizes e aumento da area de conducéo de agua,
perda de folhas e fechamento estomatico para evitar a perda de agua, entre outras
alteragcbes como a produgdo de metabdlitos secundarios. (BIANCHI, 2016;
SEYFFARTH, 2017).

Figura 2. Vegetagao da Caatinga

Fonte: SOUSA (2022)

Apesar de possuir extensas areas ainda nao exploradas ou pouco estudadas,
no contexto biogeografico, a Caatinga possui espécies de vegetais endémicos que
ndo podem ser encontrados em qualquer outra regido. Estudos apontam que
existam um total de 3.150 espécies endémicas no Bioma, distribuidas em 950
géneros e 152 familias (FERNANDES, 2018; TABARELLI, 2018).
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2.2 Plantas medicinais e conhecimento tradicional

Desde os primordios da humanidade, as plantas com propriedades medicinais
sao utilizadas em prol da saude humana, atrelando a cultura e o saber empirico
transmitido de geragcao em geracédo. O uso terapéutico das plantas é difundido por
todo o mundo, contudo, sua maior utilizagdo € evidenciada nos paises em
desenvolvimento pelo fato de grande parte da populagdo ser de baixa renda
(DANTAS & TORRES, 2019; FERREIRA, 2019; BRITO, 2020).

As areas da etnoboténica e da farmacologia possuem a responsabilidade de
validar, através da ciéncia, os saberes populares das comunidades tradicionais em
relagdo as aplicagbes das plantas medicinais na saude, através de estudos da
relacéo entre o homem e a natureza (SALES et al., 2015; DAVID & PASA, 2017).

Estudos realizados com populagdes tradicionais adeptas a utilizagdo das
plantas medicinais, indicaram que as formas mais usadas para o preparo dos
remédios sao os lambedores, xaropes, banhos de assento, compressas e chas com
agua, alcool, cachaga e/ou vinho. Em relagdo as partes utilizadas da planta, as
folhas foram as preferidas, seguidas das cascas do caule, flores, raizes, sementes e
frutos (SILVA, 2015; COSTA, 2016).

A Caatinga possui uma ampla variedade de moléculas bioativas de interesse
médico, chamadas de metabdlitos secundarios, possuindo espécies de plantas
indicadas para a resolucio de diversas doengas como aos relacionados ao sistemas
respiratorio, digestivo, genital, urinario, cardiovascular, entre outros (SANTOS, 2016;
MAGALHAES, 2019).

Grande parte do conhecimento sobre as propriedades medicinais das plantas
€ passado geralmente de forma oral por mulheres idosas com baixo grau de
escolaridade. Por ser caracterizada como uma pratica majoritariamente empirica,
informacgdes sobre a quantidade do material vegetal utilizado, modo de preparo e
possiveis efeitos na saude, podem apresentar variacbes de acordo com o passar
das informagdes (MESSIAS, 2015; ZENI, 2017).
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No final da década de 70, a OMS criou o Programa de Medicina Tradicional
com o intuito de regulamentar a pratica na sociedade. No Brasil, a regulamentacgao
da utilizacdo das plantas medicinais ocorreu na década de 80, apds a criacdo do
Sistema Unico de Saude (SUS). Neste sentido, destaca-se a implementagdo da
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS, e da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), ambas aprovadas
no ano de 2006 (BRASIL 2015).

Com o passar dos anos e com a legislagdo bem fundamentada, o Brasil
passou a ser referéncia mundial na area de praticas integrativas e complementares
na atencdo basica. Atualmente, o SUS oferece, de forma integral e gratuita, 29
procedimentos que utilizam recursos terapéuticos baseados em conhecimentos
tradicionais (BRASIL, 2015).

2.3 Metabolismo secundario

No metabolismo vegetal, os produtos das rea¢des quimicas podem possuir as
mais variadas funcionalidades como a produgcdo de alimentos através da
fotossintese, hormonios ou sintese de metabdlitos primarios e secundarios; é este
metabolismo que permite todo o desenvolvimento das plantas (SCHAAF et al.,
1995). Na produgao metabdlica vegetal, sdo sintetizadas moléculas como proteinas,
acidos graxos, polissacarideos e clorofila, jA no metabolismo secundario, os
processos bioquimicos estao relacionados a resposta da espécie vegetal aos fatores
ambientais, sendo eles fisicos ou biolégicos (MARASCHIN & VEPOORTE, 1999).

Segundo estudos realizados por Raskin (2002), os metabdlitos secundarios
possuem um carater fundamental para a sobrevivéncia e adaptagao da planta ao
ambiente o0 qual a mesma esta inserida. Existem trés grandes grupos que incluem
todos os metabdlitos secundarios, os compostos fendlicos, nitrogenados e terpenos.
Morfologicamente, as espécies de plantas podem ser classificadas em grupos de
acordo com a quantidade de agua disponivel a elas, o que resulta diretamente em
suas alteracdes morfofisioldgicas. As hidrofitas sdo plantas que crescem parcial ou

totalmente submersas, as mesdfitas sdo que possuem uma disponibilidade hidrica
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intermediaria, enquanto que as xerdfitas sdo adaptadas a regides de seca, como a
Caatinga (PRINCIPIOS DE FISIOLOGIA VEGETAL, 2020).

As diversas categorias quimicas incluidas dentro do grupo dos compostos
secundarios podem ser correlacionados ao principio ativo presente nas plantas, que
comprovadamente podem possuir atividade antiviral, antifungica, antitumoral,
antihelmintica, analgésica, anti-inflamatodria, antibacteriana, entre outras (TORO, et
al., 2017).

Os compostos fendlicos representam uma vasta diversidade molecular em
suas estruturas quimicas, o que lhes confere as mais diversas funcionalidades
metabdlicas como os flavondides, ligninas e taninos que atuam defendendo a planta
contra ataques de animais herbivoros e microrganismos patogénicos (OZEKER,
1999.; REYES-SILVA, 2020).

Os compostos nitrogenados s&o oriundos de duas diferentes rotas: acido
tricarboxilico e do acido chiquimico, que formam os aminoacidos de cadeias
alifaticas e os de cadeia aromatica, respectivamente. Apds a sintese dos
aminoacidos, sado originados compostos nitrogenados como os alcaldides,
glicosideos e os glucosinatos (PAGARE et al., 2015).

Segundo estudos realizados por Niinemets (2015), Ghosh (2018) e Sytar
(2018) em casos de alta incidéncia luminosa, estresse hidrico e danos causados a
célula vegetal por excesso de sais no solo, sao fatores que estimulam a sintese
acentuada dos compostos nitrogenados em plantas, principalmente os alcaldides
que sao representados por nicotina, cocaina, cafeina e morfina, todos com atuacgdes

sedativas e estimulantes do sistema nervoso central (CABRAL & PITA, 2015).

Além dos alcaldides, dentro dos compostos nitrogenados também existe os
glicosideos e os glucosinolatos que apods a planta sofrer alguma lesdo mecanica, se
decompdem e existe a liberagdo de acido cianidrico, uma substancia extremamente
toxica (TAIZ e ZEIGER, 2009).

Os terpenos séao classificados quimicamente como hidrocarbonetos, sendo
eles produzidos por uma diversidade substancial de plantas e animais, apresentando

mais de 55.000 moléculas conhecidas cientificamente, o que Ihe confere o titulo de
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maior e mais complexo grupo dentro dos produtos naturais (BROCK e DICKSCHAT,
2013; KORTBEEK et al., 2019).

Os terpendides sao sintetizados a partir de duas vias metabdlicas distintas: a
rota do acido mevaldnico (MVA) e a rota do metileritritol fosfato (MEP) que tomam
como molécula base trés moléculas de Acetil-CoA para que o acido mevalbnico, no
caso da MVA, e (liceraldeido-3-fosfato para a rota do MEP. Ambas as vias
metabdlicas em um determinado momento originam um composto chamado
isopentenil difosfato (IPP) que é uma base para a sintese dos terpenos (HENRY et
al., 2018).

Segundo Khan (2018) e Kortbeek (2019), os terpenos sdao moléculas com
capacidade de inibir muitos insetos como besouros, vespas, mariposas, abelhas e
herbivoros, atuando diretamente na defesa das plantas e por isso € amplamente

utilizado nos inseticidas comerciais.

Dentro dos terpenos, existem os Oleos essenciais que sdo moléculas
compostas pela jungcdo de monoterpenos e sesquiterpenos, amplamente presente
principalmente nas folhas plantas medicinais (SHARIFI-RAD et al., 2017).
Biologicamente, esses terpenos apresentam indicagbes contra insetos,
microrganismos patogénicos, repelente, anti-oviposi¢cao de vetores e também contra
(FONSECA et al., 2015; SINGH e PANDEY, 2018).

2.4 Pseudobombax simplicifolium

Pertencente a familia Malvaceae, género Pseudobombax e espécie
simplicifolium, a P. simplicifolium é uma planta endémica do Brasil conhecida
popularmente como imburagu ou imbirugu e concentra-se predominantemente na
regiao Nordeste. Adaptada ao clima e as condi¢gdes ambientais hostis do bioma
Caatinga, a P. simplicifolium, como ilustrado na figura 3, pode ser encontrada nos
estados de Pernambuco, Alagoas, Bahia, Piaui, Sergipe e também na regidao Norte
do estado de Minas Gerais (BOCAGE & SALES, 2002; CARVALHO-SOBRINHO,
2020).
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Figura 3. Distribuicdo da Pseudobombax simplicifolium A. Robyns no Brasil

Fonte: Carvalho-Sobrinho (2020)

Levando em consideragao suas caracteristicas botanicas, a Pseudobombax
simplicifolium é uma arvore com altura variando entre 6 e 8m, seu tronco ndo possui
tumescéncia e nem espinhos e também pode ser caracterizado de acordo com sua
coloragao, que apresenta-se em um tom acinzentado com estrias verdes, enquanto
que as suas folhas e flores encontram-se agrupadas nas extremidades dos
braquiblastos (LIMA et al., 2019).

Segundo Albergaria (2019), a planta Pseudobombax simplicifolium, também
conhecida pela populacido pelos nomes Imbiracu ou Imbirugu, possui as mais
diversas indicagdes terapéuticas na sua utilizagdo popular como nos quadros
patolégicos de pneumonias, infeccdes urinarias e bronquites, como mostra a tabela
1.

Cientificamente, ainda ndo ha estudos que comprovem a existéncia de
atividades biologicas para a espécie Pseudobombax simplicifolium, entretanto,
estudos realizados Thiombiano (2019), utilizando as espécies Wissadula amplissima
e Abutilon grandifolium poderam exemplificar o potencial antioxidante e

anti-inflamatério das espécies da familia Malvaceae, enquanto que Vignesh (2018)
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utilizando a espécie Hibiscus rosa-sinensis pode comprovar o potencial
antimicrobiano, assim, trabalhos como esses s&o um importante indicativo das

possiveis bioatividades presentes na P. simplicifolium.

Tabela 1. Informagdes etnobotanicas da Pseudobombax simplicifolium.

Familia/ Nome Forma de Indicagoes
Parte Utilizada
Espécie Popular Uso Terapéuticas

Gripe, inflamagao,

pneumonia, bronquite,

Pseudobombax Imbiragu/ Casca do caule, Cha, tosse, febre, diarréia,
simplicifolium Imbirugu casca da raiz, cataplasma, anticoagulante,
entrecasca tintura infecgao urinaria,

problemas renais,
cicatrizacao,

tuberculose.

Fonte: Adaptado de Albergaria et al. (2019)

Além dos estudos envolvendo espécies da mesma familia que a P
simplicifolium indicarem o seu possivel potencial bioativo, dados obtidos por Santos
(2018), utilizando as cascas da P. marginatum conseguiu-se comprovar atividade

antibacteriana contra cepas de Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.

2.5 Estresse oxidativo e atividade antioxidante

Radicais livres € um termo utilizado em referéncia aos atomos ou moléculas
eletronicamente instaveis, tendo em vista que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados na Camada da Valéncia, conferindo-lhes uma alta reatividade.
Quando a reacdo de oxi-reducdo dos radicais livres envolve uma molécula de
oxigénio, forma-se as espécies reativas de oxigénio (ERO) (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997).
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Durante o metabolismo fisioldgico, sdo produzidos os radicais livres para
atuarem como mediador nas transferéncia de elétrons nas reag¢des quimicas, como
a geracao de ATP, ativagado génica, regulacdo do crescimento e sinalizagao celular,
defesa contra infecgbes e sintese de hormoénios. Entretanto, suas atuagbes no
organismo n&o se limitam somente aos efeitos benéficos ao organismo (BARBOSA
et al., 2010; VASCONCELOS, et al., 2014).

Uma das fungbes da mitocdndria no organismo € a de respiragao celular
através da fosforilagao oxidativa, que consiste em reduzir o oxigénio molecular até a
formacao de agua (Figura 4). Durante o processo, diversas ERO sao produzidas,
como como os radicais superéxido (O--), hidroperoxila (HO:-) e hidroxila (OH), e o
peroxido de hidrogénio (H-0:) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Segundo Silva & Ferrari (2011), com o envelhecimento celular também existe
uma defasagem no metabolismo mitocondrial, o que resulta em uma fosforilagéo
oxidativa ineficiente. Devido a reducdo incompleta do oxigénio, as mitocondrias

tornam-se as principais responsaveis pelo acumulo de ERO no organismo.

Além da produgado mitocondrial de ERO, pela via enddégena também podem
ser formadas pelo NADPH oxidase, peroxissomos e xantina oxidase, enquanto que
pela via exdgena, podem ser formadas pela radiacédo UV, infecgdes causadas por

patdgenos, agentes poluentes e produtos oxidantes (FILIPPIN et al., 2008).

Nas situacbes em que ha acumulo de ERO no organismo, ocorre a interagao
dessas moléculas altamente reativas com as moléculas biolégicas como as
proteinas, carboidratos e os acidos graxos e nucléicos, o que resulta em
modificagdes tanto na morfologia, quanto nas reagdes bioquimicas e fisioldgicas das
células (RADI, 2018).
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Figura 4. Reducao tetravalente do oxigénio molecular (O:)
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Fonte: Ferreira & Matsubara (1997)

Durante infec¢des bacterianas, apesar da produgao de ERO ser essencial no
combate aos patdégenos, a producido exacerbada de ERO pelas células do sistema
imune, pode culminar em um quadro de estresse oxidativo no organismo, resultando
em danos citotoxicos aos tecidos e 6érgéos, podendo até causar o surgimento de
doencas (NOVAES, et al., 2019).

Estudos a respeito das propriedades medicinais dos metabdlitos secundarios
vegetais mostram que diversas espécies de plantas podem possuir a capacidade
bioativa de reduzir a concentragdo de radicais livres. Dentre os componentes
metabodlicos das plantas que apresentam atividade antioxidante comprovada, os
flavondides e os compostos fendlicos em geral apresentam-se como os principais
para tais bioatividades (TORRES, et al., 2018; OLIVEIRA, et al., 2020).
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2.6 Resisténcia microbiana

Em 1943, o britanico Alexander Fleming foi o responsavel pelo registro de um
marco historico na saude mundial, a descoberta da molécula que seria o primeiro
antibiético para a resolugéo dos problemas decorrentes das infecgdes bacterianas.
Posteriormente, diversos outros antibidticos também foram formulados, o que apesar
de resultar em efeitos benéficos para a populagao, iniciou uma enorme problematica
para a saude publica, o uso indiscriminado de antibiéticos (GAYNES, 2017; GARCIA,
2021).

As bactérias, assim como outros microrganismos como parasitas, virus e
fungos, possuem a habilidade de se adaptar geneticamente aos antibiéticos, o que
resulta em casos de ineficiéncia e infecgdes mais duradouras. A utilizagao
inadequada das drogas antibioticas pela populagéo é classificada como uma das

principais razdes para o desenvolvimento de resisténcia (HAY et al., 2018).

Atualmente, a resisténcia microbiana aos antibiéticos € um grande desafio
que apresenta uma alta taxa de morbidade e mortalidade em todo o mundo, pois
devido ao processo evolutivo bacteriano concomitante a utilizagcdo liberal e
desnecessaria de antibioticos, os indices de resisténcia da S. aureus aos antibidticos
elevou-se consideravelmente (AKOVA, 2016); o que torna o manejo clinico cada vez

mais dificil, complexo e até intratavel em alguns casos (GUO et al., 2020).

2.7 Staphylococcus aureus

Os Staphylococcus sao cocos Gram positivos (Figura 5) que apresentam
paredes celulares compostas por acido teicoico e peptidoglicano, séao
microrganismos imoveis e em relacdo a conformacédo celular das colbnias,
apresentam-se em aglomerados. Quanto a necessidade de oxigénio, sdo bactérias
anaerobias facultativas e apresentam catalase positiva (GHERARDI; DI
BONAVENTURA,; SAVINI, 2018).
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Figura 5. Cepas de Staphylococcus aureus sob Microscopia Eletréonica de Varredura (MEV)

Fonte: Food Safety

Bactérias coagulase positiva, como a Staphylococcus aureus, classificam-se
como as espécies de microrganismos mais patogénicos em relagdo as demais do
género, sendo indicadas como os agentes causadores de quadros como infecgoes
hospitalares, traumas cutadneos, pacientes imunocomprometidos, entre outros
(KRAWCZYK; KUR, 2018).

A Staphylococcus aureus € um membro da familia Micrococcaceae, que se
apresenta como cocos Gram-positivos em cachos, nao apresentam motilidade nem
esporos e também possuem uma pigmentagao caracteristica das suas colénias que
formam-se na coloracédo dourada (LOWY, 1998). Sendo um dos principais patégenos
em infec¢des hospitalares, a S. aureus também é responsavel por causar diversos
quadros infecciosos como infeccdes de pele, tecidos moles, endocardite,

osteomielite, pneumonia e bacteremia (THOMER, et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antioxidante, antimicrobiano e as dosagens seguras para o
extrato aquoso das cascas da Pseudobombax simplicifolium frente as cepas

bacterianas multirresistentes de Staphylococcus aureus.

3.2 Objetivos Especificos

e Coletar a espécie vegetal e produzir o extrato aquoso das cascas da
Pseudobombax simplicifolium;

e Realizar triagem fitoquimica e dosar compostos fendlicos e flavonoides;

e Determinar a capacidade antioxidante do extrato P. simplicifolium;

e Determinar o perfil de sensibilidade das cepas de S. aureus;

e Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato em cepas de S. aureus;

e Avaliar efeito hemotoxicolégico do extrato da P. simplicifolium.

4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e Preparagao dos extratos

As cascas da Pseudobombax simplicifolium foram coletadas na Serra do Giz,
que é localizada na cidade de Afogados da Ingazeira no Sertdo Pernambucano e foi
levada para o Departamento de Bioquimica — Campus Recife - UFPE, onde os
tecidos passaram por uma secagem, por 48 horas, a 100° ¢ na estufa para secagem
e entdo trituradas. Apos a obtengdo do pd das cascas, foram pesados 10g do
material vegetal e adicionou-se a 100 ml de agua destilada, a qual foi utilizada como
liquido extrator escolhido, onde ficaram por 15 minutos em um shaker e logo em
seguida por 30 minutos em banho-maria a 100°c. O material, entdo, foi filtrado com o
auxilio de uma bomba a vacuo e colocado em tubos de onde foi possivel realizar o

congelamento e posterior liofilizagao.
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4.2 Triagem do perfil fitoquimico

As amostras foram preparadas com 2 g do material vegetal e 20 mL de
metanol, sob refluxo a 85 °C por 30 minutos e filtradas com algodao. As amostras e
os padrées de compostos fendlicos (1 mg/mL) foram aplicados manualmente em
placas cromatograficas de silica gel 60 - F254. As placas foram desenvolvidas em
cubas apods saturacdo com a fase mével. A cuba foi saturada durante 30 minutos,
aproximadamente, a temperatura ambiente. As bandas foram aplicadas com largura
de 5 mm e com uma distancia entre elas e das bordas das placas de 5 mm.

Apoés a eluigao das placas as mesmas foram secas a temperatura ambiente, e
observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel, em seguida foram
digitalizadas. Na sequéncia foram reveladas com reagentes especificos para cada
metabdlito (Tabela 2). As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrées

correspondentes.

Tabela 2. Sistemas, reveladores e padrdes utilizados na CCD.

Classe de metabdlitos
L. Padroes Sistema de eluicao Revelador
secundarios

Quercetina, rutina
Flavonoéides, derivados AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0O

e acido NEU
cindmicos . (100:11:11:27 viv)
clorogénico
Tolueno:AcOEt
Terpenos e esteroides B-sitosterol Lieberman & Burchard
(90:10 v/v)
. ) ) AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0
Alcaldides Pilocarpina Dragendorff
(100:11:11:27 vlv)
Proantocianidinas condensadas . AcOEt-HCOOH-AcOH-H,0 - ]
Catequina Vanilina cloridrica
e leucoantocianidinas (100:11:11:27 viv)

n-BuOH-H,O-AcOH

Taninos hidrolisaveis Acido galico Alumen de ferro 1%

(40:50:10 v/v)

Fonte: Autor

4.2.1 Determinagao de compostos fendlicos totais

O método de dosagem dos compostos fendlicos foi realizado de acordo com a
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metodologia previamente descrita por Hua-Bin (2007) com algumas modificagdes.
Os extratos e o acido galico, utilizado como padrdo, foram testados em
concentracao de 1 mg/mL.

Para realizar esse experimento sdo necessarios dois reagentes, o reagente
de Folin-Ciocalteu que permite a medicdo colorimétrica dos compostos e o
carbonato de sédio (Na:CO:s). Foi preparado com 1 mL do Folin diluido em 9 mL de
agua destilada e a diluicdo de 7,5 g do carbonato de s6dio em 100 mL de agua
destilada.

Foram colocados 20 pL da solucido dos extratos e do padrao em uma placa
de 96 pogos junto com 100 uL do reagente de Folin em ambiente escuro e apés 3
min adicionou-se 80 pL do Na:COs. Apés 30 min de incubacdo no escuro e a
temperatura ambiente, as absorbancias foram lidas no comprimento de onda de 765
nm.

Os fenois totais contidos nas amostras foram calculados usando o &acido
galico como referéncia e os resultados foram expressos em microgramas por grama

Equivalente de extrato (ug/g'extrato).

4.2.2 Determinagéao de flavondides

Os flavondides contidos nos extratos foram mensurados através da
metodologia descrita por Woisky e Salatino (1998). Para o preparo do reagente foi
utilizado 100 mL etanol a 2% no qual foi adicionado 2g de cloreto de aluminio. Os
extratos foram diluidos em agua em uma concentragao de 1 mg/mL.

O procedimento foi feito em triplicata em uma placa de 96 pogos, onde foram
pipetados 100 uL dos extratos, da curva padrdo da quercetina (10 a 100 pg/mL) e
dos controles juntamente com 100 yL do reagente. Apés uma hora de incubagao no
escuro, as absorbancias foram lidas em um comprimento de onda de 420 nm.

Os flavonodides contidos foram estimados usando a curva padrdao da
quercetina e os resultados foram expressos em microgramas por grama Equivalente

de extrato (ug/g'extrato).
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4.3 Atividades Antimicrobiana

Para averiguar o perfil de susceptibilidade das cepas de S. aureus aos
antibioticos existentes, foi realizado o antibiograma através da técnica de
disco-difusdo. A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo, que consiste no crescimento de coldnias bacterianas em
placas de petri com Mueller-Hinton Agar (MHA). Posteriormente foi feita uma
suspensao bacteriana a 1,5x10® CFU/ml em solugéo salina (0,9% NaCl). O extrato
(2,5 — 0,078 mg/mL) foi diluido em série nas microplacas contendo o caldo
Mueller-Hinton (MH). Cada poco recebeu 10uL da suspensao bacteriana, exceto os
pocos utilizados como controle de esterilidade. As placas foram incubadas a 37°C e,
apos 24 h, os pogos receberam 20uL de solugéo de Resazurina a 0,01% (p/v) para

uma melhor verificacdo do crescimento bacteriano.

Foram utilizadas 6 linhagens de Staphylococcus aureus (UFPEDA 6538, 659,
662, 671, 672, 689) fornecidas pela colegdo de microrganismos do Departamento de
Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco. As bactérias foram cultivadas
em placas contendo meio Mueller Hinton Agar e apés o periodo de incubacéo,
colénias de cada linhagem foram transferidas para solugédo estéril de salina (0,8%
NaCl). A turbidez das solu¢des foram padronizadas com o padrao 0.5 Mcfarland (10°
CFU/mL).

Foram utilizadas placas de fundo plano de 96 pocos para a realizacdo do
ensaio, sendo o extrato diluido em caldo Mueller Hinton, em seguida, foi adicionado
o in6culo microbiano contendo aproximadamente 10®° UFC/mL. As placas com as
células bacterianas e a microdiluicdo do extrato foram entdo incubadas em agitador

rotativo a 150 RPM a 37°C por 24 h para possibilitar o crescimento microbiano.

Apods o periodo de incubagéo, foram adicionados 20 yL de resazurina a
0,001% para verificar a viabilidade das células bacterianas e entédo as placas foram
novamente incubadas por 4 horas. O crescimento microbiano foi indicado por
mudang¢as na coloragdo do corante, sendo a coloracdo roxa como indicativa de
baixa/ausente atividade metabdlica a coloragado rosa/incolor como alta viabilidade

celular.
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4.4 Atividade Antioxidante

4.4.1 Inibicao do Radical ABTS

@) ensaio de eliminagao de radicais ABTS
(2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi realizado de acordo com
Sanchez-Gonzalez et al. (2005) com pequenas modificagdes.

Foi preparada uma solugdo aquosa do radical ABTS dissolvendo 7 mM do
ABTS em 2,45 mM de persulfato de potassio (K:S:0s). A mistura foi deixada em
repouso durante 16 horas (tempo necessario para a formagao do radical) no escuro
em um frasco ambar e a temperatura ambiente antes da utilizagao.

Esta solugcado previamente preparada foi diluida em etanol para se obter uma
absorbancia de 0,70 a 734 nm. Foram misturados 20 yL do extrato vegetal (1
mg/mL) com 2mL da solugédo de ABTS e deixados em repouso durante 6 minutos
antes de se medir a absorbancia a 734 nm contra uma solugéo controle (solugao de
trabalho adicionada a agua) e o trolox foi aplicado como padrdo. A eliminagao dos

radicais ABTS foi estimada em ICs.

4.4.2 Redugao do Radical DPPH

O método utilizado é baseado na metodologia de Blois (1958), utilizando o
radical estavel DPPH (Radical 2,2-difenil1-pricrilhidrazil) que sofre redugao pelos
antioxidantes presentes nos extratos levando a uma mudanca de coloragao violeta
para amarela, proporcional a concentragado da substancia redutora na amostra.

Para este procedimento, primeiro diluiu-se 0,008 g do DPPH em 1 mL de
metanol para se obter a solugdo de trabalho onde a absorbancia desta deve estar
entre 0,6-0,7 utilizando-se o comprimento de onda de 517 nm.

Em seguida, 1 mg do extrato foi diluido em 1 mL de agua destilada e realizada
uma diluicdo seriada (1000 - 15,625 ug/mL); 40 uL destas diversas concentragdes
foram adicionadas a 250 uL do reagente DPPH em uma placa de 96 pogos e apos
30 minutos de incubagao no escuro a temperatura ambiente, as absorbancias foram

lidas no mesmo comprimento de onda mencionado anteriormente.
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O controle corresponde a solucdo de DPPH sem a amostra e o padrao
utilizado foi o acido galico. Os experimentos foram feitos em triplicata e expressos

em ICs,.

4.4.3 Atividade Antioxidante Total (Fosfomolibdénio)

O método de fosfomolibdénio foi realizado seguindo a metodologia de Prieto
et al.(1999) com pequenas modificagbes. Para este experimento, foi preparado o
reagente de fosfomolibdénio que apresenta 0,498g de fosfato de sddio, 0,494 g de
molibdato de amoénio diluidos em 40 mL de agua destilada e 60 mL de acido
sulfarico.

A solugéo dos extratos testados e a solugado do acido ascoérbico (CsHsOs),
considerada como padrao para o teste, foram utilizadas na concentracdo de 1
mg/mL. Apds o preparo das solugdes e do reagente, adicionou-se 1 mL da solugao
de fosfomolibdénio em 100 pL dos extratos, repetindo-se essa agao com o controle
(solugcado de trabalho adicionada a agua) e o acido ascorbico, em ftriplicata. Foi
necessario incuba-los por 90 min a 90°C no banho seco.

Para a determinagao das absorbancias, 200 yuL de cada mistura previamente
incubada foram colocadas em uma placa de 96 pogos e a leitura foi feita no
comprimento de onda de 695 nm.

A atividade antioxidante total (AAT) foi expressa em relagdo ao acido

ascorbico e calculada pela seguinte formula:

AAT (%): Absorbancia da amostra — Absorbancia do controle X 100

Absorbancia do ac. ascorbico — Absorbancia do controle

4.5 Capacidade Hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado de acordo com Oliveira et al.
(2012). O sangue utilizado para o experimento foi obtido a partir da coleta em tubo
de citrato de um voluntario saudavel e nao fumante, apds assinatura do documento
de consentimento.

O tubo coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 6 min. O plasma e a camada

leucoplaquetaria foram removidos, enquanto que os eritrocitos foram lavados por
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trés vezes com tampao fosfato-salino e ressuspendidos com a mesma solucéo.
Cada eppendorf recebeu 1,1 mL da suspenséo de eritrécitos e 0,4 mL do extrato em
diferentes concentragdes (250, 500 e 1000 pg/mL).

O controle negativo continha apenas o tampao fosfato-salina e 1,1mL de
suspensdo de eritrocitos e o controle positivo recebeu 0,4 mL de Triton X-100. Apds
incubacdo de 60 min a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados e o
sobrenadante foi utilizado para medir a absorbancia da hemoglobina liberada em um
comprimento de onda de 540nm.

O teste foi feito em triplicata. A atividade hemolitica foi expressa

qualitativamente em relagao a atividade do Triton X- 100 e do tampao fosfato-salina.

4.6 Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em ftriplicatas e os resultados obtidos estao
expressos como média + desvio padrao (D.P). Para comparagdes multiplas foi
aplicada a analise de variancia (ANOVA), sendo considerados estatisticamente

significativos, os valores com p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Triagem fitoquimica

A presenca dos metabdlitos secundarios presentes no extrato foi possivel
verificar uma forte presengca de proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas, além de flavondides, terpenos e esterdides sob fraca
expressividade (tabela 3). Devido a auséncia de relatos cientificos utilizando a P.
simplicifolium, no presente trabalho foram comparados dados obtidos a partir de
espécies vegetais do mesmo género e familia botanica que a espécie escolhida.

Estudos realizados por Paiva (2013) utilizando as cascas da Pseudobombax
marginatum foi possivel caracterizar compostos metabolitos como esteroides,
flavondides e taninos, o que ilustra a similaridade entre os metabdlitos secundarios

encontrados no presente estudo.
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Tabela 3. Presenga dos compostos metabdlitos do extrato aquoso da P. simplicifolium.

Classe de metabdlitos secundarios EAC

Flavonoides +

Derivados cinamicos -

Alcaldides -
Terpenos e Esteroides +
Proantocianidinas condensadas e +++

leucoantocianidinas

Taninos hidrolisaveis -

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tragos

Fonte: Autor

Entretanto, com as cascas da P. marginatum nao foi possivel a detecgao de
leucoantocianidinas e nem de proantocianidinas condensadas, moléculas com
propriedades antioxidantes comprovadas cientificamente (RAUF, 2019), assim, fica
evidente que a tal bioatividade em questdo, a utilizagdo das cascas da P.

simplicifolium apresenta melhores resultados.

Tabela 4. Dosagem de flavondides e compostos fendlicos totais.

Flavonéides Fenois Totais
EAC Mgl/g Ext Hgl/g Ext
116,6 335,2

Fonte: Autor

Respectivamente, as dosagens de flavondides e compostos fendlicos
alcangaram 116,6 pg/g e 335,2 ug/g do extrato aquoso da P. simplicifolium (Tabela
4). Estudos realizados por Chaves (2013) utilizando as cascas da P. marginatum

exibiram 7,83ug/mL para flavondides e 19,54pug/mL no periodo da seca, dessa
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forma, fica evidente que os resultados envolvendo a P. simplicifolium obtiveram

melhores resultados dos compostos analisados.

5.2 Atividade antimicrobiana

Com o intuito de avaliar o perfil de resisténcia das cepas de Staphylococcus
aureus aos antibidticos utilizados na clinica médica para casos de infeccbes
bacterianas, foi realizado o teste de disco-difusao descrito inicialmente por Bauer e
Kirby (1966) e preconizado pela CLSI (2017). Na tabela 5 é possivel observar o perfil
de susceptibilidade das cepas de S. aureus nas classificagbes Sensivel (S),

Intermediario (1) e Resistente (R).

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade das cepas multirresistentes de S. aureus aos antibiéticos

Antibicticos/ UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA UFPEDA

Cepas
662 671 659 672 689 6538
Amicacina S R S S S S
Gentamicina S R S I S S
Oxacilina S R S S S R
Cefoxitina S S S S S R
Tetraciclina S R S R S S
Eritromicina R R R R R R
Clindamicina R R R R R R
Rifampicina R I R S S R
Linezolida S S S S S R
Teicoplanina S S R S S S
Clorafenicol S R S S S R
Ciprofloxacino S R S S S R

S - Sensivel; R - Resistente; | - Intermediario

Fonte: Autor
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Como pode ser visto na tabela 6, a cepa 6538 obteve 0,078 mg/mL como
CIM, alcancando o melhor resultado dentre os espécimes testados, e classificado
como uma forte inibicado (CIM até 0,5 mg/mL) segundo proposto por Aligiannis
(2001), assim como a cepa 689 com CIM de 0,312 mg/mL. As cepas 659 e 672
obtiveram CIM de 0,625, assim, apresentando uma inibicdo moderada (CIM 0,6 e 1
mg/mL), enquanto que as cepas 662 e 671 tiveram uma fraca inibicdo (CIM > 1

mg/mL) pois exibiram CIM de 1,25 mg/mL.

Tabela 6. Concentragao Inibitéria Minima do extrato frente a cepas de Staphylococcus aureus

expressa em mg/mL.

Staphylococcus aureus - 662 671 659 672 689 6538
UFPEDA
CIM
(mg/mL) 1,25 1,25 0,625 0,625 0,312 0,078

Fonte: Autor

Resultados publicados por Santos (2018) utilizando as cascas da P
marginatum contra cepas de Staphylococcus aureus sob extrato hidroalcodlico e
exibiram CIM de 1 mg/mL. Assim como Santos, Chaves (2013) também utilizou a P,
marginatum contra S. aureus e obteve o MIC de 12,5 mg/mL sob extrato etandlico.
Em comparagdo com os resultados literarios citados, o presente estudo, apresentou

MIC de 0,078mg/mL, conseguindo exibir resultados mais promissores.

Concentragdes inibitérias antimicrobianas significativas como as alcangadas
pelo presente estudo podem ser justificadas através da analise do perfil fitoquimico
da P. simplicifolium. Como descrito anteriormente, na triagem dos metabdlitos
secundarios houve uma forte expressado de fitoquimicos como proantocianidinas
condensadas, que segundo relatado por Rauf (2018), possuem uma alta correlagao

com as bioatividades antimicrobianas, antioxidantes e outras bioatividades.
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5.3 Atividade Antioxidante

Para realizagdo das atividades antioxidantes (Tabela 7), foram utilizados dois
compostos como padrdo-ouro para as metodologias escolhidas, tanto o Acido
Ascérbico quanto o Trolox séo cientificamente reconhecidos pelas suas excelentes
capacidades antioxidantes (NJUS et al, 2020 ; SOCRIER et al, 2019).

Tabela 7. Quantificagcao das atividades antioxidantes
DPPH ABTS CAT

ICs0 % ICs0

EAC 58,1 98,9+0,01 607,44
Trolox 54,9 100 -

A. Ascoérbico - - 4142

Fonte: Autor

A respeito das metodologias antioxidantes, € possivel constatar que em todos
os métodos foi verificado resultados significativos em relagdo aos seus respectivos
compostos padrdo-ouro. Em comparagdo com outras espécies vegetais
pertencentes a familia Malvaceae, os resultados obtidos no presente estudo
corroboram a indicagcao de um significativo potencial antioxidante nas espécies da
familia Malvaceae (HERNANDEZ-LOPEZ et al, 2019; SOUSA et al., 2021).

Estresse hidrico, elevados niveis incidéncia solar, déficit nutricional e ataques
patogénicos e de herbivoros resulta no aumento da concentragdo de espécies
reativas de oxigénio e como estratégia de adaptacao, existe uma sintese reativa de
compostos fendlicos, o que resulta na promissora bioatividade antioxidante
encontrada na espécie estudada (CHALKER-SCOTT e FUCHIGAMI, 1989).

5.4 Capacidade Hemolitica

O teste de hemdlise em eritrocitos humanos foi empregado para avaliar a

toxicidade do extrato aquoso da P. simplicifolium. A figura 6 apresenta as



40

porcentagens de lise obtidas neste teste. Os dados demonstram que os extratos
desta planta ndo apresentaram agao hemolitica nas concentrag¢des testadas, sendo

observada uma baixa porcentagem de lise das hemacias.

Figura 6. Capacidade hemolitica do extrato aquoso da Pseudobombax simplificifolium em

mg/mL.
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Fonte: Autor

Estudos realizados por Sousa (2009) utilizando o extrato etandlico das cascas
da Sterculia striata, pertencente a familia Malvaceae, também nao foi observado
hemolise nas concentragdes estudadas (1 a 100 pg/ mL). A atividade hemolitica
também n&o foi observada na avaliacdo do extrato das folhas de Myracrodrun
urundeuva em um estudo realizado por (CARVALHO & OLIVEIRA, 2012).
Resultados negativos sdo de grande interesse para estudos farmacoldgicos, pois

possibilitam o uso seguro desses extratos.
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6 CONCLUSAO

Através da realizagcdo do screening fitoquimico do extrato aquoso da
Pseudobombax simplicifolium, foi possivel a detecgdo de metabdlitos secundarios
significativos como compostos fendlicos, proantocianidinas condensadas e
leucoantocianidinas, o que justificam os resultados alcangados no estudo em relagéo
as bioatividades antioxidantes e antimicrobiana.

Além dos promissores resultados frente a inibicdo das cepas de
Staphylococcus aureus e redugao dos radicais livres nas atividades antioxidantes, o
extrato da P. simplicifolium também nao ocasionou quadros de hemdlise quando
exposto aos eritrocitos humanos nas concentragdes testadas, exibindo assim, sua
baixa/ausente toxicidade.

Dessa forma, é possivel afirmar que o espécime avaliado no presente estudo
possui caracteristicas significativas que o tornam um produto promissor para
possiveis formulagdes fitoquimicas com indicagcdes antimicrobianos e antioxidantes.
Entretanto, ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados sobre as
caracteristicas quimicas e biologicas do extrato para investigar aspectos

farmacodinémicos e possiveis mecanismos bioquimicos subjacentes.
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