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RESUMO: Cochlospermum regium
(Schrank) Pilg., conhecido como
“algodaozinho” ou “algodao-do-campo”, €
uma planta nativa do Cerrado. Pesquisas
recentes destacaram a eficacia do extrato
etandlico das folhas de C. regium frente
Staphylococcus aureus e identificaram
os compostos de maior detectabilidade
do extrato, sendo eles, galato de metila,
quercitrina e 1,2,3,4,6-pentagalloil-glucose
que apresentam na literatura atividade
antimicrobiana. Desta forma, levando em
consideracdo a efetividade do extrato de
C. regium frente S. aureus e as possiveis
interacbes com compostos isolados
que podem potencializar a atividade
antibacteriana, o presente estudo teve como
objetivo avaliar o sinergismo do extrato
etandlico das folhas de C. regium e seus
principais componentes fitoquimicos. Foram
adquiridos comercialmente os compostos
metil-3,4,5-trihidroxibenzoato (similaridade
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estrutural com galato de metila) hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose (similaridade estrutural
com 1,2,3,4,6-pentagalloil-glucose) e quercitrina. O extrato foi obtido por extracéo etandlica
das folhas de C. regium. A concentragéo inibitéria minima (CIM) do extrato e dos compostos
foi avaliada frente S. aureus fornecido pela American Type Culture Collection (ATCC 25923)
por meio do teste microdiluicdo em caldo com concentracdes de 0,24 pg/mL a 250 pg/mL.
Os compostos sem resultados de CIM foram excluidos da avaliagcdo sinérgica. O sinergismo
foi determinado pelo ensaio de checkerboard com concentragbes de 0,97 a 125 ug/mL e
de 3,90 a 500 pg/mL para hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose e extrato de C. regium,
respectivamente, frente S. aureus. Os resultados indicaram que hidrato de penta-O-galoil-§3-
D-glucose apresentou CIM de 31,25 pg/mL contra S. aureus, apresentando também atividade
bactericida de 250 pg/mL. O ensaio de checkerboard demonstrou uma interagéo sinérgica
entre o extrato e o hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose, apresentando uma reducédo de
130 vezes da CIM do hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose, indicando aumento da atividade
antibacteriana quando combinados. Os resultados obtidos neste trabalho, além de inéditos,
séo promissores para futuras perspectivas de tratamento de infec¢des por S. aureus.
PALAVRAS-CHAVE: Cochlospermum regium, compostos fitoquimicos, sinergismo,
bioatividades.

SYNERGISTIC INTERACTION BETWEEN THE ETHANOLIC EXTRACT OF
Cochlospermum regium LEAVES AND THE COMPOUND PENTA-O-GALLOYL-B-
D-GLUCOSE HYDRATE IN THE CONTROL OF Staphylococcus aureus

ABSTRACT: Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., known as “ algodaozinho” or “ algodéao-
do-campo”, is a plant native to the Cerrado. Recent research has highlighted the effectiveness
of the ethanolic extract of C. regium leaves against Staphylococcus aureus and identified
the compounds with the highest detectability in the extract, namely methyl gallate, quercitrin
and 1,2,3,4,6-pentagalloyl-glucose that present antimicrobial activity in the literature. Thus,
taking into account the effectiveness of the C. regium extract against S. aureus and the
possible interactions with isolated compounds that can enhance the antibacterial activity, the
present study aimed to evaluate the synergism of the ethanolic extract of C. regium leaves
and its main phytochemical components. The compounds methyl-3,4,5-trihydroxybenzoate
(structural similarity with methyl gallate), penta-O-galloyl-B-D-glucose hydrate (structural
similarity with 1,2,3,4,6-pentagalloyl-glucose) and quercitrin were commercially acquired. The
extract was obtained by ethanolic extraction from C. regium leaves. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of the extract and compounds was evaluated against S. aureus supplied
by the American Type Culture Collection (ATCC 25923) using the broth microdilution test
with concentrations from 0.24 pg/mL to 250 pg/mL. Compounds without MIC results were
excluded from synergistic evaluation. Synergism was determined by the checkerboard assay
with concentrations of 0.97 to 125 pyg/mL and 3.90 to 500 pg/mL for penta-O-galloyl-B-D-
glucose hydrate and C. regium extract, respectively, against S. aureus. The results indicated
that penta-O-galloyl-B-D-glucose hydrate presented an MIC of 31.25 pyg/mL against S. aureus,
also presenting bactericidal activity of 250 pyg/mL. The checkerboard assay demonstrated a
synergistic interaction between the extract and penta-O-galloyl-B-D-glucose hydrate, showing
a 130-fold reduction in the MIC of penta-O-galloyl-B-D-glucose hydrate, indicating increased
antibacterial activity when combined. The results obtained in this work, in addition to being
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unprecedented, are promising for future perspectives on the treatment of S. aureus infections.
KEYWORDS: Cochlospermum regium, phytochemical compounds, synergy, bioactivities.

11 INTRODUGAO

Cochlospermum regium (Schrank) Pilg., também conhecido como “algodaozinho”
ou “algodao-do-campo”, € uma espécie nativa do bioma Cerrado e regides proximas ao
Pantanal no Brasil (NETO, 2016). Suas propriedades medicinais tém levado a exploracao
das raizes e caule da planta para tratamentos tradicionais (SOLON et al., 2009). Estudos
realizados por Galvao et al. (2020; 2023), demonstraram o potencial antibacteriano do
extrato etanodlico das folhas de C. regium frente Staphylococcus aureus e evidenciou
trés compostos com maior detectabilidade, sendo eles, metil-3,4,5-trihidroxibenzoato,
quercitrina e 1,2,3,4,6-pentagalloil-glucose que apresenta similaridade quimica com o
hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose.

O composto 1,2,3,4,6-pentagalloil-glucose é caracterizado como um tanino
hidrossoluvel que contém cinco grupos galoila com uma glicose em seu nucleo e possui
estruturas especificas que conferem alta atividade biologica. Dentre as suas atividades
farmacologicas descritas na literatura, destaca-se seu potencial antioxidante, anti-
inflamatorio, anticancer (BALKRISHNA et al., 2022; CAO et al. 2014; TORRES-LEON et al.,
2017; ZHANG et al., 2019) e principalmente sua atividade antibacteriana frente S. aureus
(HRICOVINIOVA et al., 2021; JJAMBOONSRI et al., 2011; LIN et al., 2011).

Em um cenario de potencializagéo de atividade antibacteriana com uma perspectiva
de redugdo de compostos sintéticos, avaliar a interacao sinérgica de compostos isolados
com extratos naturais pode ser uma alternativa factivel e promissora. O sinergismo
é um fendbmeno de destaque no estudo de extratos vegetais com compostos isolados.
Ele representa uma interacdo positiva que ocorre quando dois agentes sdo combinados,
resultando em um efeito inibitério maior do que a simples soma de seus efeitos individuais
(SILVA et al., 2019).

Levando em consideracdo o potencial bioativo descrito na literatura cientifica de
C. regium frente S. aureus e a identificagdo de compostos de maior detectabilidade em
suas folhas, bem como, o possivel aumento de atividade bioldgica por meio de interacéo
sinérgica de extrato e composto isolado, este estudo objetivou investigar a atividade
sinérgica do extrato etandlico das folhas de C. regium e seus componentes fitoquimicos
frente ao desenvolvimento de S. aureus.
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21 MATERIAIL E METODOS

2.1 Obtencédo do material vegetal, fitoquimicos e preparo do extrato de C.
regium

As folhas frescas de C. regium foram coletadas em Dourados, Mato Grosso do
Sul, coordenadas S 22°08°47.2” / W 054°54°54.1”. A espécie foi identificada pela Dra. Zefa
Valdivina Pereira e registrada no Herbario da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD; namero de registro DDMS 5001) e no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (Registro SisGen/MMAAA49C66). Para
o preparo do extrato etanodlico das folhas de C. regium, 40g do material seco triturado foi
submetido ao contato com etanol em propor¢éo 1:10 (p/v). A mistura obtida foi submetida a
sonicagéo continua, realizada a temperatura ambiente, durante dois periodos consecutivos
de 45 minutos. Ap6s o término da sonicacdo, a suspensdo resultante passou por um
processo de filtracdo com papel filtro. Em seguida foi realizado evaporag¢ao do solvente em
capela de exaustéo para obtencdo do extrato final (GALVAO et al., 2023). Os compostos
metil-3,4,5-trihidroxibenzoato (274194-5G), hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose (G7548-
5MG) e quercitrina (Y0001931) foram adquiridos comercialmente (Sigma Aldrich).

2.2 Avaliacao anti-Staphylococcus aureus

A Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) das amostras frente S. aureus foi realizada
utilizando o método de microdiluicdo em caldo conforme as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standarts Institute MO7-A9 (CLSI, 2012).

As amostras foram testadas em concentracdes que variaram de 0,24 pyg/mL a 250
ug/mL frente S. aureus ATCC 25923, concentrado a 1,5x108 células/mL. Apés a incubacéo
a 37 °C por 24 horas, a leitura da CIM foi realizada com a utilizagéo de trifenil tetrazélio
cloreto 2,3,5 (TTC).

A CIM foi determinada como a menor concentragéo na qual ndo houve crescimento
bacteriano. Para determinar a Concentracao Bactericida Minima (CBM), aliquotas foram
retiradas dos pocos e plaqueadas em meio Muller-Hinton. A menor concentracdo na qual
nao houve crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC) foi considerada como
CBM (ESPINEL-INGROFF, 1998). Ambos ensaios foram realizados em dois momentos
distintos.

2.3 Ensaio de Checkerboard

Considerando os resultados obtidos no teste de CIM, o ensaio para determinar a
atividade combinatoria entre o extrato etanodlico das folhas de C. regium e seus componentes
fitoquimicos foram realizados pelo método de checkerboard, tabuleiro de xadrez, frente S.
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aureus ATCC 25923 (CLSI, 2012; DE CASTRO et al., 2015).

O ensaio de checkerboard foi realizado apenas com o hidrato de penta-O-galoil-3-D-
glucose em combinagéo com o extrato etandlico das folhas de C. regium, pois os compostos
metil-3,4,5-trihidroxibenzoato e quercitrina ndo apresentaram potencial antimicrobiano nas
condig¢des avaliadas. Uma matriz de combinac6es de diferentes concentracdes foi disposta
na microplaca de 96 pocos com caldo Mdller-Hinton, o composto (0,97 a 125ug/mL) e o
extrato (3,90 a 500 pyg/mL). Em seguida, 50 pyL do inéculo de S. aureus padronizado na
concentragdo de 1,5x108 células/mL, foram adicionados e a placa foi incubada por 24 h a
37°C.

A leitura foi realizada adicionando 50 pyL de TTC em todos os po¢os da microplaca.
Os resultados foram interpretados com base na atividade combinatéria dos compostos e do
extrato utilizando o indice de Concentracéo Inibitéria Fracionaria (ICIF). Os critérios para a
interpretacédo: Sinérgico (ICIF < 0,5); efeito aditivo (0,5 > ICIF < 1), indiferente (1 = ICIF < 4)
ou antagonista (ICIF = 4) (DJERIDANE et al., 2006).

31 RESULTADOS

3.1 Avaliacao anti-Staphylococcus aureus

Nas concentrag¢des e condi¢des avaliadas, somente o composto hidrato de penta-O-
galoil-B-D-glucose apresentou atividade antimicrobiana, com valor de CIM de 31,25 pg/mL
e CBM de 250 pyg/mL frente S. aureus.

Compostos S. aureus ATCC 25923

CIM (ug/mL) CBM (vg/mL)
metil-3,4,5-trihidroxibenzoato - -
hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose 31,25 250
quercitrina - -

CIM: concentracgao inibitdria minima (ug/mL); CBM: concentragéo bactericida minima (ug/mL); -: sem
atividade nas concentracdes de 0,24 - 250 (ug/mL).

Tabela 1. Concentragéo inibitéria minima (ug/mL) dos compostos metil-3,4,5-trihidroxibenzoato, hidrato
de penta-O-galoil-B-D-glucose e quercitrina frente S. aureus.

3.2 Ensaio de Checkerboard

ATabela 2 apresenta os resultados obtidos no ensaio do checkerboard realizado com
o extrato de C. regium e o composto hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose que apresentou
atividade antimicrobiana. O valor obtido de ICIF foi de 0,5, 0 que sugere uma interacdo
sinérgica entre as duas amostras. Isso significa que a combinacao tem o potencial de ser
mais eficaz no controle do microrganismo alvo quando comparada ao uso dos agentes

isoladamente.
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CIM (ug/mL™) CIF ICIF Resultado

Sozinho Combinado
hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose 31,25 0,24 0,00768
. 0,50 Sinérgico
Extrato de C. regium 125 62,5 0,5

CIM: Concentracao inibitéria minima; CIF: Concentragéo inibitéria fracionaria; ICIF: indice de
concentragdo inibitdria fracionaria.

Tabela 2. Atividade sinérgica do hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose combinado com extrato etanélico
das folhas de C. regium frente S. aureus (ATCC 25923).

41 DISCUSSAO

Cochlospermum. regium € uma espécie encontrada no Cerrado brasileiro e em
regides adjacentes ao Pantanal (BUENO et al., 2018). Sendo esta, uma planta vastamente
explorada devido ao seu uso medicinal popular, em sua maior parte, para o tratamento de
infeccdes (GALVAO et al., 2023; ALMEIDA-APOLONIO et al., 2018; LEME et al., 2017;
GALVAO et al., 2020). No entanto, essa exploragéo inclui, principalmente, o uso da raiz, o
que impacta significativamente para a sobrevivéncia da planta, reduzindo sua capacidade
de reprodugado e crescimento, bem como, aumentando o risco de extingdo da espécie
(CARNEIRO; DOS SANTOS, 2013).

Nesse sentido, a utilizagéo das folhas de C. regium se apresenta como uma alternativa
promissora e mais sustentavel. Além disso, sabe-se que embora todas as partes da planta
possam conter compostos bioativos, as folhas tendem a abrigar uma concentracdo mais
significativa de determinados metabdlitos secundarios, como flavonoides e taninos, que
séo reconhecidos por suas propriedades medicinais (PATEIRO et al., 2023; VELAZQUEZ
et al., 2021).

Galvao et al. (2020) avaliaram o potencial antibacteriano do extrato etanélico das
folhas de C. regium, que demonstrou CIM de 125 pg/mL frente S. aureus. No presente
estudo, foi possivel observar que dentre os compostos com maior detectabilidade das
folhas de C. regium, o hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose apresentou CIM de 31,25
ug/mL, evidenciando que o composto isolado apresenta potencial antibacteriano em uma
concentragdo 4 vezes menor que a desempenhada pelo extrato de C. regium. Os resultados
obtidos no trabalho de Hricoviniova et al. (2021) demonstraram que o 1,2,3,4,6-penta-
O-galloyl-D-glucose apresenta CIM de 32 ug/mL frente S. aureus, corroborando com os
resultados obtidos neste trabalho. Em relagéo ao possivel mecanismo de agao responsavel
pela inibicdo de S. aureus, é relatado que este composto pode atuar em danos diretos na
membrana celular, levando a uma alteragdo na morfologia celular e interferéncia na divisao
bacteriana (HRICOVINIOVA et al., 2021).

Quanto ao potencial bactericida, os estudos de Galvao et al., (2020) demonstraram
que o extrato etandlico das folhas de C. regium apresentou CBM de 250 pyg/mL frente
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S. aureus, assim como, o do hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose demonstrado nesta
pesquisa. Logo, o potencial bactericida do extrato etandlico de C. regium pode estar
associado com a presenga do composto hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose.

Nesse contexto, ressalta-se a necessidade de compreender como diferentes
substancias atuam em conjunto para produzir efeitos distintos. Tal fenémeno, denominado
de sinergismo, é amplamente observado na interagdo entre compostos naturais, que
desempenham um papel crucial na potencializagcdo de atividades bioldégicas (CHANDA;
RAKHOLIYA, 2011). Nesse estudo, a combinacdo entre o extrato etandlico das folhas de
C. regium e o composto hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose contribuiu para a reducéo
da CIM frente S. aureus do composto em 130 vezes (0,24 yg/mL) demonstrando que essa
interacéo pode ser promissora no controle de S. aureus devido a sua baixa CIM quando
comparado com valores de antibi6ticos padrées como oxacilina que apresenta CIM de 0,97
para a mesma ATCC utilizada neste trabalho (CHOI et al., 2010).

Os demais compostos avaliados nao apresentaram atividade frente a S. aureus,
mas estudos na literatura ja demonstraram que metil-3,4,5-trihidroxibenzoato foi associado
a atividades antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria e antiparasitaria (LIANG et al., 2023;
DIAS et al., 2020) e a quercitrina a atividade antidiarreica, antioxidante e anti-inflamatoria
(CHEN et al., 2022 e CHO et al., 2016). Esses estudos apontam para a diversidade das a¢des
individuais desses compostos. No entanto, a agédo sinérgica dos mesmos também deve ser
considerada devido aos valores de CIM encontrados para o extrato, que demonstram a sua
atividade combinada e n&o de maneira isolada.

51 CONCLUSAO

De forma inédita, o presente estudo avaliou a atividade sinérgica entre o extrato
etanodlico das folhas de C. regium e o composto hidrato de penta-O-galoil-B-D-glucose.
Essa interacéo ressalta a relevancia da compreensao da interagéo entre os compostos,
por potencializar a atividade antibacteriana e representar uma direcdo promissora para
o desenvolvimento de opcgbes terapéuticas mais eficazes no tratamento de infeccbes
bacterianas protagonizadas por S. aureus.
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