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RESUMO

Myracrodruon urundeuva Fr. All., espécie arborea conhecida como aroeira-do-sertéo
é largamente usada na medicina popular do nordeste brasileiro para tratamento de
diversas infeccOes. Neste estudo avaliou-se a acdo antimicrobiana in vitro do extrato
hidroalcodlico fluido obtido através das cascas da referida planta. Para o screening
microbiologico, foi utilizado o método de difusdo em disco em meio so6lido, sendo o
extrato obtido por maceracéao a frio e submetido a diluicédo seriada (100, 50, 25, 12,5
e 6,25%) para a determinacdo d CIM. Foi verificada sua atividade antimicrobiana,
frente a um painel de microrganismos, incluindo bactérias Gram positivas e
negativas e leveduras do género Candida. Constatou-se atividade antimicrobiana do
extrato frente as Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus
faecalis, ndo apresentando inibicdo frente a Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis, C. krusei e C.
guillhermondi. Os resultados obtidos apontam a necessidade da realizagédo de novos
estudos, pois esse vegetal demonstrou possuir consideravel potencial terapéutico

antimicrobiano.

Palavras-chaves: Aroeira-do-sertdo; maceracdo; microrganismos; resisténcia,

concentracao inibitéria minima.



ABSTRACT

Myracrodruon urundeuva Fr. All., Mastic tree species known aroeira-do-sertao,
widely used in folk medicine in northeastern Brazil for the treatment of various
infections. In the present study evaluated the in vitro antimicrobial activity of the
hydroalcoholic extract fluid obtained from the bark of this plant. For the evaluation of
the screening, we used the disk diffusion method on solid medium, and the extract
obtained by maceration and submitted to serial dilutions (100, 50, 25, 12.5 and
6.25%). Its antimicrobial activity was observed, compared to a panel of
microorganisms, including Gram positive and negative and fungi (Candida). It was
found antimicrobial activity of the extract against Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae and Enterococcus faecalis. Not showing inhibition front of Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. tropicallis, C. parapsilosis, C.
krusei and C. guillhermondi. Based on the results obtained indicate the need for
further studies because this plant has shown considerable therapeutic potential

antimicrobial.

Keywords: Aroeira-do-sertdo; maceration; microorganisms, resistance, minimum

inhibitory concentration.



LISTA DE TABELA

Pagina

Tabela 1 - Valores das médias dos halos de inibicdo (mm)
da avaliacdo da concentracéo inibitéria minima
(CIM) pelo método de difusdo em Agar —
técnica do disco. 27



LISTA DE FIGURAS

Péagina
Figura 1 — Myracrodruon urundeuva Fr. All. 15
Figura 2 — Cascas da aroeira-do-sertao. 16

Figura 3A, B e C — Repicagem das cepas. 24



SUMARIO

Pagina

1. INTRODUCAO 11
2. FUNDAMENTACAO TEORICA 13
2.1. Fitoterapia 13
2.1.1. Myracrodruon urundeuva Fr.All. 14

2.2. Resisténcia bacteriana 17

3. OBJETIVOS 21
3.1. Geral 21
3.2. Especifico 21
4. METODOLOGIA 22
4.1. Obtencao do material vegetal, localizacdo e época da coleta 22
4.1.1. Secagem 22
4.1.2. Moagem 22
4.2. Obtencéao do extrato hidroalcodlico 23
4.3. Cepas de microrganismos 23
4.4. Preparacdo das solugfes dos extratos hidroalcodlico 24
4.5. Analise microbiolégica 25
4.6. Determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM) 25
4.7. Analise dos dados 26

5. RESULTADOS E DISCUSSAO 27
5.1. Leitura e mensuracéo dos resultados 27

6. CONCLUSAO 32

REFERENCIAS 33



11

1. INTRODUCAO

Os registros escritos do uso de plantas medicinais com fins terapéuticos
remontam ao inicio da civilizacdo, confundindo-se com nossa historia. Desde o
momento em que o homem despertou para as suas necessidades, comegou um
longo percurso de manuseio, adaptacéo e modificagcdo dos recursos naturais para o
préprio beneficio (DI STASI, 1996; NOVAES et al., 2003)

As pessoas utilizam plantas na preparacédo de remédios ha tempos, pois elas,
com os principios ativos, tinham poder terapéutico e eram consideradas plantas
medicinais (NOVAES et al.,2003). O uso destas plantas no combate das doencas é
tdo antigo quanto & humanidade (OLIVEIRA; AKISUE, 1998).

A utilizacdo de muitas plantas, ao longo do tempo, se deve gracas a
informacdes provindas da tradicdo e de culturas centenarias e milenares. Os
indigenas do Brasil ou da América, no decorrer da historia desenvolveram sua
sabedoria e conhecimento, assim como os chineses o fizeram ao longo de toda sua
existéncia (NOVAES et al., 2003).

Ha ainda hoje, muitas comunidades e grupos étnicos, principalmente aqueles
com condi¢Bes soécio-econdbmicas menos favorecidas, utilizam plantas medicinais
como principal, e muitas vezes, Unico recurso para o alivio de seus males
(CAETANO et al., 2002; MACIEL et al., 2002). Além disso, a fitoterapia € uma pratica
terapéutica tradicional recomendada internacionalmente pela OMS como forma de
apoio &4 acbBes de atendimento primario a saude (AKERELE; SYNGE, 1991,
WENIGER, 1991).

Segundo Hamilton (2003), as plantas tem sido uma fonte valiosa de produtos
para manutencdo da saude humana, sendo mais difundidas especialmente nos
altimos anos, apos estudos com produtos terapéuticos oriundos de plantas
medicinais. Tais plantas representam a principal matéria médica utilizada pelas
chamadas medicinas tradicionais, ou ndo ocidentais, em suas praticas terapéuticas,
sendo a medicina popular a que utiliza o maior numeram de espécies diferentes.

Devido ao aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos a varios
antimicrobianos, volta-se a atencdo para a busca de novas drogas com potencial

terapéutico, dentre elas, as plantas medicinais estdo entre os produtos naturais, de
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grande interesse cientifico, pois 0s vegetais que tiveram sua eficacia comprovada
sdo possiveis matérias-primas para medicamentos (DIAS et al, 2006; SILVA et al,
2007).

A aroeira-do-sertdo € largamente usada na medicina popular do nordeste
brasileiro para o tratamento de problemas dermatoldgicos e ginecolégicos (MATOS,
2002), sendo verificadas experimentalmente sua atividade cicatrizante (VIANA et al.,
1995), antiinflamatdria e antiulcerogénica (MENEZES; RAO, 1986).

Assim sendo, levando-se em consideracdo a possibilidade da acao
antimicrobiana da aroeira-do-sertdo, o propoésito deste estudo é verificar in vitro a
atividade antibacteriana e antifUngica do extrato vegetal dessa espécie sobre

determinadas cepas de microrganismos patogénicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Fitoterapia

Inicialmente, os fitoterapicos eram aplicados na populacdo pelo método de
tentativa e erro, com as pesquisas cientificas buscando aprender cada vez mais a
respeito do principio ativo de cada planta e o seu efeito sobre o organismo humano,
podendo a populacdo em geral, ser beneficiada. Xavier, Ramos, Ramos Filho
(1995), acrescentam que ha muito a aprender sobre a vasta variedade de plantas
existentes na flora brasileira.

A historia da fitoterapia confunde-se com a historia da farmécia, pois até o
século passado, os medicamentos utilizados eram basicamente a base de plantas
medicinais. Durante a revolucdo industrial e com o aumento da producdo dos
compostos terapéuticos sintéticos mais puros, houve um aumento na preferéncia
pelos medicamentos industrializados, agravados pelo dificil controle de qualidade
dos extratos vegetais (TOLEDO, 2002). Porém, com o0 crescente interesse pelas
terapias alternativas, as plantas medicinais voltaram a ser estudadas (RIBEIRO;
LEITE; DANTAS-BARROS, 2005).

De acordo com Homar (2005), a atencdo dirigida pelas autoridades e
administracdes de saude para o uso de plantas medicinais aumentou
consideravelmente nos ultimos anos, por diferentes razées e em diferentes setores.
Incentivo em investimentos publicos em plantas medicinais tem sido feito pela OMS
desde 1978, observando-se crescente aceitacdo da fitoterapia por profissionais de
saude da atencao basica assim como a observacdo do aumento de seu uso pela
populacao.

Segundo Lehir (1985) e Di Stasi et al. (1994), no Brasil, assim como em
outros paises latino-americanos, a fitoterapia tornou-se uma alternativa terapéutica
econdbmica em relacdo aos medicamentos alopaticos, caracterizando-se pela
utilizacao direta de planta no tratamento das doencas.

A Biodiversidade brasileira é uma das mais ricas do planeta, com milhares de

exemplares em sua flora, estando o Brasil entre 0os sete paises considerados
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“‘megadiversidades” com cerca de 50% das espécies vegetais do mundo (NODARI;
GUERRA, 2000).

Respondendo a estas demandas, segundo Ribeiro, Leite, Dantas-Barros
(2005), autoridades brasileiras tém atuado, principalmente via Ministério da Saude,
que tem estimulado o uso de fitoterapicos seguros e com base técnico-cientifica.

A legislagdo em vigor no pais define como fitoterapico

aquele medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-
primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos
riscos  do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade. Sua eficicia e seguranca sdo validadas através de
levantamentos etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentacfes
técnico-cientificas em publicagbes ou ensaios clinicos fase 3
(BRASIL, 2004).

A industria farmacéutica brasileira recebeu nova regulamentagdo para o
registro de fitoterapicos, através da publicacdo, em fevereiro de 2000, da RDC 17
(BRASIL, 2000). Desde entdo, o mercado nacional teve de se adequar as novas
regras, de forma a garantir a qualidade, eficacia e seguranca desta modalidade de
medicamento. Em marco de 2004, esta Resolucédo foi revogada pela publicacéo de
uma nova Resolugéo, a RDC 48 (BRASIL, 2004). Apesar da RDC 48 trazer algumas
mudancas conceituais em relacao a legislacao anterior, na tentativa de se adequar a
outras normas de medicamentos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), o critério de registro para fitoterdpicos néo apresentou grandes

modificacdes (BRASIL, 2004).

2.1.1. Myracrodruon urundeuva Fr. All.

Myracrodruon urundeuva Fr. All. conhecida popularmente como aroeira,
aroeira-do-sertdo ou urundeuva (Figura 1), é uma espécie decidua, helidfita e
seletiva xerofita (LORENZI, 1992). Seu limite de distribuicdo natural se estende
pelas Regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil até a regido chaquenha
da Bolivia, Paraguai e Argentina (SANTIN e LEITAO-FILHO, 1991; LORENZI, 1992;
CARVALHO, 1994; GURGEL-GARRIDO et al., 1997). Nas Florestas Estacionais
Deciduais do norte de Minas Gerais, a aroeira ocorre frequentemente nas matas
secas calcarias e na caatinga arbérea (BRANDAO, 1994; SANTOS et al., 2007).
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Figura 1: Myracrodruon urundeuva Fr. All.
Fonte: http://www.terra.com.br/istoe

O porte da aroeira varia conforme a regido de sua ocorréncia (LORENZI,
1992; ANDRADE et al., 2000), podendo atingir 30 m de altura (RIZZINI, 1971).
Geralmente, a espécie floresce entre julho e setembro, e a maturacdo dos frutos
ocorre de setembro a outubro (LORENZI, 1992; ANDRADE et al.,, 2000). A
polinizacdo de M. urundeuva é realizada por abelhas, e a dispersédo dos didsporos é
anemocorica. Seus frutos sdo do tipo drupa globosa ou ovéide, com calice
persistente, considerado um fruto-semente (FIGUEIROA et al., 2004). A semente é
Unica (0,2 a 0,4 cm de didametro), globosa, desprovida de endosperma, com epicarpo
castanho escuro, mesocarpo castanho, carnoso, resinifero, com odor caracteristico
e tegumento membranaceo (MEDEIROS, 1996; ALMEIDA et al., 1998).

As raizes sdo usadas no tratamento de reumatismo e as folhas séo indicadas
para o tratamento de Ulceras (ALMEIDA et al., 1998). Além disso, sua madeira, em
funcdo da durabilidade e dificuldade de putrefacdo, € muito usada na construcéao civil
como postes ou dormentes para cercas, na confeccdo de méveis de luxo e adornos
torneados (ALMEIDA et al., 1998; LORENZI, 1992). No entanto, devido aos seus
principios alergénicos, a arvore nao deve ser cultivada em locais de facil acesso ao
publico (ALMEIDA et al., 1998).

Varias substancias foram detectadas nas cascas (Figura 2) da Myracrodruon
urundeuva, como compostos fendlicos, Oleos essenciais e taninos e seus

precursores. E estdo presentes no extrato desta planta, podendo apresentar acao
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antimicrobiana e antiinflamatéria, tendo sido demonstrada, in vitro, atividade contra
diversas espécies de bactérias e fungos (XAVIER, RAMOS, RAMOS FILHO, 1995).

Figura 2: Cascas da aroeira-do-sertdo
Fonte: http://www.terra.com.br/istoe

A planta inteira é utilizada externamente como anti-séptica no caso de fraturas
e ferida exposta. O Gleo essencial é o principal responsavel por varias atividades
desta planta, especialmente a acao antimicrobiana contra diversos tipos de bactérias
e fungos, bem como a atividade repelente contra mosca doméstica. Este oleo
essencial, rico em monoterpenos, € indicado em distlrbios respiratérios, sendo
eficaz em micoses, candidiases (uso local) e alguns tipos de cancer (carcinoma,
sarcoma, etc.). Possui acdo regeneradora dos tecidos e é utii em escaras,
gueimaduras e problemas de pele (MATOS, 1998).

E indicada no tratamento de estomatites (XAVIER, RAMOS, XAVIER FILHO,
1995). Estudos indicam que o extrato fluido hidroalcodlico da casca da aroeira-do-
sertdo apresenta excelente efeitos antiinflamatorio, cicatrizante e anti-Ulcera, aliado
a comprovada acdo anti-histaminica e anti-bradicinina, além de acdes
antimicrobianas frente Staphylococcus aureus, Pseudomas aeroginosa, Salmonella
typhimurium, Bacillus subtilis, Sacharomyces cerevisae e Candida albicans (MATOS,
1998) e varias bactérias gram-positivas (MELO JUNIOR, 2000).

A aroeira-do-sertdo apresenta como constituintes quimicos, ainda, uma casca
muita rica em substancias ativas, flavonoides, além de duas chalconas dimétricas,
as urundeuvinas A e B, de forte acao antiinflamatéria. Ensaios farmacoldgicos

comprovaram suas acdes adstringente, antiinflamatoria, antialérgica e cicatrizante,
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especialmente em uso local. Suas propriedades s&o indicadas no tratamento de
ferimentos infeccionados ou néo, na pele ou, especialmente, nas mucosas. Por via
oral leva a cura da gastrite e de Ulceras do estdbmago e do duodeno. Por via local é
eficaz nos casos de inflamacdes da pele e das mucosas como gengivas, garganta,
do aparelho genital feminino. Especialmente Gtil nos casos de cervicite (ferida no
colo do utero) e de hemorroidas inflamadas (MATOS, 2002).

A atividade antibacteriana, antifingica e antiinflamatoria do extrato da aroeira-
do-sertdo, possivelmente, esta associada a presenca de certos composto quimicos,
em especial de taninos, além de compostos presentes em menor quantidade, como
os alcalbides, esteroides, chalconas e urundeuvinas (MATOS, 1994; OLIVEIRA,
1993).

2.2. Resisténcia microbiana

A partir da década de 50, a revolucdo no tratamento das doencas bacterianas,
com a descoberta e uso da penicilina, provocaram em muitos uma enorme euforia, a
ponto de originar a previsdo precipitada de que as doencas bacterianas estariam
vencidas e, em breve, seguramente esquecidas. Os cientistas sentiram-se livres
para direcionar seus esforcos contra outras ameacas urgentes a saude tal como as
doencas virais. Entretanto, as bactérias patogénicas desenvolveram
progressivamente resisténcia a uma variedade de antibiéticos (MURRAY et al.,
1999; SANDER et al., 2001, PEREIRA et al., 2004).

O uso indiscriminado de antimicrobianos provocou, a partir da década de 70,
um processo de aceleracdo do aparecimento de cepas bacterianas resistentes aos
antimicrobianos, especialmente nos ambientes hospitalares (LINARES-
RODRIGUES; MARTINEZ-MENENDEZ, 2005; WAGENLEHNER; WEIDNER;
NABER, 2005).

No decorrer das ultimas décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes
no combate a infec¢des bacterianas revolucionou o tratamento médico, ocasionando
a reducéao drastica da mortalidade causada por doencgas microbianas (RANG, 2001).
Por outro lado, a disseminacdo do uso de antibidticos lamentavelmente fez com que
as bactérias também desenvolvessem defesas relativas aos agentes
antibacterianos, com o consequiente aparecimento de resisténcia (VARALDO, 2002).

A resisténcia microbiana refere-se a cepas que sao capazes de multiplicar-se na
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presenca de concentragdes de antimicrobianos mais alto do que provém de doses
terapéuticas dadas a seres humanos (WANNMACHER, 2004).

Com o evento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, surgiram as
cepas multirresistentes, de dificil tratamento, exigindo dos profissionais da area de
saude adesdo total as precaucfes padrdo e medidas de isolamento na assisténcia
aos portadores, evitando a disseminacdo das mesmas (MOURA, 2004,
RODRIGUES, 1997).

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento da resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos, porém um dos principais é a exposicado repetida a estas
substancias (CATAO, 2006). O fendmeno da resisténcia bacteriana a diversos
antibioticos e agentes quimioterapicos impde sérias limitacbes as opcdes para o
tratamento de infeccbes bacterianas, representando uma ameaca para a saude
publica (WISE, 2003).

Segundo Florez (1997), a resisténcia microbiana ocorre basicamente devido a
dois mecanismos: a mutacdo e a transmissdo de informacdo genética. No primeiro
caso, um gene de resisténcia pode aparecer por mutacdo de um gene bacteriano
que possui uma atividade diferente, enquanto o segundo ocorre quando uma
bactéria que apresenta plasmideo de resisténcia e o transfere através dos
mecanismos de conjugacdo bacteriana. Nesse Ultimo caso, pode ocorrer que um
mesmo gene confira resisténcia a varios antibidticos do mesmo ou de diferentes
grupos.

O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos tem
levado a selecdo de microrganismos patogénicos mutantes resistentes a esses
compostos, tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa
eficaz e econbmica (CRISAN et al., 1995). Tem sido crescente a investigacdo da
potencialidade antimicrobiana de produtos vegetais (ANDREMONT, 2001).

A resisténcia bacteriana aumenta principalmente para aquelas bactérias
patogénicas mais frequentemente isoladas de amostras humanas, na mesma
proporcao do uso indiscriminado dos antimicrobianos (COHEN; TARTASKY, 1997;
SMITH, 2005).

Sem duavida, o patdgeno que lidera a lista dos microrganismos
multirresistentes € o Staphylococcus aureus resistente a meticilina, correspondente
a sigla em inglés: MRSA (MULLIGAN et al., 1993). A pressdo exercida pelo uso

extensivo de um numero restrito de op¢des terapéuticas incita previsdes pessimistas
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de que estamos criando verdadeiros monstros microscopicos resistentes a todo o
nosso arsenal antimicrobiano (WILCOX, 2005). Segundo Foster (2004), foram
realizados estudos, como alternativa, avaliando imunizacdo ativa e passiva, assim
como objetivando elucidar os mecanismos de aderéncia e colonizacdo do S. aureus.
Ou seja, buscam-se recursos terapéuticos capazes de combater estes
microrganismos sem, contudo, provocar a selecdo natural de cepas
multirresistentes.

Os bastonetes Gram-negativos multirresistentes, produtores das
denominadas [-lactamases de espectro estendido representam um desafio
emergente ao tratamento das infeccbes provocado por elas. Dentre outras,
destacam-se Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.
Entre os fungos, leveduras do género Candida, notadamente Candida albicans
representam o maior problema terapéutico (SHAH et al., 2004; HAUSER; SRIRAM,
2005).

O problema da resisténcia microbiana € crescente e a perspectiva do uso de
drogas antimicrobianas no futuro € incerta. Portanto, atitudes devem ser tomadas
para que possam reduzir este problema, como, por exemplo, controlar o uso
indiscriminado de antibiéticos, desenvolverem pesquisas para melhor compreensao
dos mecanismos genéticos de resisténcia e continuar o estudo de desenvolvimento
de novas drogas, tanto sintéticas como naturais (NASCIMENTO et al.,2000).

Desde a década de 70, os pesquisadores de vérias partes do mundo vém
reativando o interesse por pesquisas sobre produtos de origem natural e hoje existe
uma procura cada vez maior por novas fontes de nutrientes e medicamentos (MELO
JUNIOR et al., 2000).

Plantas apresentam uma habilidade quase ilimitada de sintetizar compostos
aromaticos, como, por exemplo, os fendis. Geralmente sdo derivadas do
metabolismo secundario da planta, associados a mecanismos de defesa contra
predacdo por: microrganismos, insetos e herbivoros. Substancias quimicas
derivadas de plantas que tém acdo antimicrobiana podem ser divididas em varias
categorias (COWAN, 1999).

Rauha et al. (2000) obtiveram resultados efetivos tanto para bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e fungos, quando avaliaram pelo método de difusdo em

Agar, alguns extratos ricos em flavonéides e outros compostos fendlicos.
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Com o aumento de microrganismos resistentes as drogas antimicrobianas ja
conhecidas, varios extratos de plantas medicinais ja foram testados, com a
finalidade de se procurar novas drogas com atividades antimicrobianas
reconhecidas. Os vegetais ricos em taninos, flavonoides e polifenois estdo entre os

extratos e 0leos essenciais mais testados para esta atividade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a acdo antimicrobiana do extrato fluido hidroalcodlico da casca da
aroeira-do-sertdo frente as cepas bacterianas gram positivas, gram negativas e

fungicas de interesse clinico.

3.2. Objetivos Especificos

e I|dentificar os microrganismos sensiveis e resistentes ao extrato fluido da
aroeira-do-sertéo;
e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato da aroeira-do-

sertdo frente aos microrganismos em estudo.
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencao do material vegetal, localizacdo e época da coleta

O material vegetal foi obtido, no fragmento de mata de caatinga, situada no sitio
Pedra da Bicha, no municipio de Amparo. A cidade esta localizada na Microrregiao
do Cariri e na Mesorregido da Borborema do Estado da Paraiba. A vegetacéo nativa
predominante é a caatinga hiperxerdfila com trechos de floresta caducifdlia.

As cascas foram obtidas através da raspagem do caule de plantas adultas da
aroeira-do-sertdo, devidamente selecionadas, baseando-se nas caracteristicas
botanicas e fitossanitarias, no periodo de 8:00 as 10:00h, no més de abril do
decorrente ano. Apés a coleta, as cascas foram acondicionadas em saco de papel
tipo Kraft.

Em seguida, as amostras foram coletadas em duplicatas, manualmente, sendo
a primeira coleta uma representacao da planta, a qual foi utilizada para identificagao
da referida espécie, foram coletadas amostras da planta em estado reprodutivo para
a confeccado de exsicatas e que a mesma foi depositada no herbario Arruda Camara
da UEPB. A segunda coleta representa a aquisicdo do material a ser trabalhado no

Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos (LABDEM).

4.1.1. Secagem

As cascas embaladas em sacos de papel Kraft, foram submetidas ao processo

de secagem, em estufa de ventilacao forcada (FANEM®, modelo 330), a temperatura

de 40 °C, até estabilizacdo da umidade.

4.1.2. Moagem

Ap6s a secagem, as cascas foram trituradas em moinho do tipo Willey®, e o

composto resultante (material moido) foi peneirado em tamis de numeracdo 10


http://pt.wikipedia.org/wiki/Caatinga
http://pt.wikipedia.org/wiki/Floresta
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mesh. Em seguida, foi acondicionado em embalagem, hermeticamente fechada, e

protegida do ar e da radiacao solar.

4.2. Obtencao do extrato hidroalcodlico

Esta fase foi executada no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos/UEPB. O processo para obtencdo do extrato hidroalcodlico, a partir
da casca, seguiu as recomendag0des de Prista et al. (1981).

O extrato hidroalcoodlico bruto, a partir do material moido, foi obtido por
maceracao. Inicialmente, o pé do respectivo material foi pesado para obtencéo de
100g, utilizando-se balanca de precisdo. Em seguida, o p6 foi colocado em um
recipiente de vidro com capacidade igual a 1,0 litros e adicionou-se alcool a 70 °GL,
sendo adicionado de 40 a 60% do peso do material, até submergi-lo, iniciando-se o
processo de maceracao. Durante o processo, o po foi agitado, manualmente, com a
finalidade de se obter o seu umedecimento uniforme.

O material vegetal permaneceu em repouso por 72 horas, agitado
periodicamente e adicionando &lcool a 70 °GL até submergir a solugéo. Ao final do
3° dia, o sobrenadante foi filtrado, utilizando-se uma malha de algod&o de 3 a 5 cm
de espessura, até exaurir o0 escoamento do liquido. Apds esse procedimento, foram
separados 90 mL do extrato, e o restante evaporado em banho Maria, em
temperatura de aproximadamente 45° C, até completar 10 mL. Os 10 mL foram
adicionado aos 90 mL, completando os 100 mL, obtendo-se um extrato fluido
hidroalcodlico limpido de cor amarronzado.

No final, foi obtido 100 mL do extrato fluido hidroalcodlico bruto, o qual foi

armazenado em recipiente de vidro, protegido da luz.

4.3. Cepas de microrganismos

Foram utilizadas cepas padronizadas Amenican Type Culture Collection

(ATCC) de bactérias Staphylococcus aureus (25923), Escherichia coli (25922),

Enterococcus faecalis (7073), Pseudomonas aeruginosa (27853) e Klebsiella
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pneumoniae (4352); fungicas: Candida albicans (14053), C. tropicalis (16834), C.
parapsilosis (23476), C. krusei (34135) e C. guillermondii (6260).

Apos a reativacao (Figura 3A), as cepas em suspensao foram transferidas para
tubos de ensaio estéril contendo caldo BHI (Brain and Heart Infusion) (Figura 3B),
sendo incubadas as bactérias a temperatura de 37 °C, e as leveduras na
temperatura de 24° C, por 24 horas, quando entdo foi confirmado o crescimento
microbiano (DIAS, et al. 2006). Ao final deste periodo, os microrganismos foram
transferidos, com o auxilio de uma alga bacteriologica, para placas de Petri contendo
meio de cultura Agar Mieller-Hinton para bactérias e Agar Sabouraud-Dextrose para
leveduras (Figura 3C), em seguida, as placas foram incubadas em estufa
bacteriologica a temperatura de 37 °C/24h e as placas contendo as leveduras, a
temperatura de 24° C/48h.

"

shgusin iR 3

e

=

- —————

Retirada da coldnia a ser Tubo contendo BHI
transferida

Repicagem das cepas

Figura 3A, B e C — Repicagem das cepas.
Fonte: Adaptado de Santos Filho (2003).

Posteriormente, as colonias isoladas, das referidas cepas, foram transferidas,
com o auxilio de uma alca bacterioldgica, para tubos de ensaio estéril, contendo
solucdo salina a 0,9%, até obter uma turvacdo semelhante a 0,5 da Escala de
McFarland, o qual foi confirmado em espectrofotometro, usando o filtro de 625 nm e
taxa de transmitancia de 85%, com o objetivo de se obter cargas microbianas, 10°
UFC (Unidade Formadora de coldnia)/mL (CLSI, 2003).

4.4. Preparagao das solucgdes do extrato hidroalcodlico
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O procedimento para obtencéo das diluigdes do extrato da casca da aroeira-do-
sertdo, seguiu o0 método adaptado ao de Stangarlin et al. (1999). Inicialmente, em
um tubo de ensaio estéril, foram adicionados 5 mL do extrato fluido hidroalcodlico
bruto (100%) da casca e 5 mL de alcool a 70 °GL, sendo agitado até a completa
homogeneizagéo, obtendo-se uma diluicdo com concentracdo final de 50% do
extrato. A partir desta, utilizando o procedimento de diluicdo seriada, foram obtidas
as demais diluicdes: 25, 12,5 e 6,25% (V/v).

4.5. Analise microbiolégica

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto fluido da aroeira-do-
sertdo foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos/UEPB.

Foi realizada seguindo as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute /National Committee for Clinical Laboratory Standards (CLSI/NCCLS, 2005).

No teste de sensibilidade microbiana, foi utilizado o teste de difusdo em disco
em meio sélido, seguindo os procedimentos de Bauer et al. (1966). Foram utilizadas
placas de Petri contendo 20 mL do meio de cultura, sendo Agar Miieller-Hinton para
bactérias, e Agar Sabouraud-Dextrose para leveduras, no qual foram inoculadas as
respectivas cepas analisadas, pela técnica de espalhamento em superficie (BAUER
et al., 1966), com auxilio de “swabs” estéreis mergulhados na suspenséo contendo o
inoculo. Apés este procedimento, discos de papel de filtro estéril (CEFAR®, n° 3, g
6,0mm), foram impregnados, separadamente, com 20 pupL do extrato bruto
hidroalcodlico concentrado.

Como controle negativo foi utilizado discos impregnados com alcool a 70 °GL.
Como controle positivo foi utilizado discos antibacterianos, para S. aureus utilizou-se
a cefalotina; P. aeruginosa, E. coli e K. pneumoniae a gentamicina; E. faecalis disco
impregnado com 20 uL de gluconato de clorexidina 0,12%; para as cepas da espécie
Candida utilizou-se Nistatina (100 Ul). Sendo esse processo realizado em camara de
fluxo laminar. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Em seguida, as placas, foram incubadas a 37 °C/24h, para bactérias, e 27
°C/48h para leveduras. Apds os referidos periodos, as zonas de inibicdo ao redor

dos discos foram aferidas com o auxilio de um paquimetro digital.
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4.6. Determinacédo da concentracéo inibitéria minima (CIM)

Foi submetido a determinacdo da CIM o extrato que apresentou atividade
antimicrobiana no ensaio anterior. Realizaram-se diluicbes sucessivas (v/v) no
mesmo solvente utilizado no preparo do extrato, obtendo-se as concentracdes 50%,
25%, 12,5% e 6.75%, com as quais foi realizado novo ensaio microbiolégico.

4.7. Analise dos dados

Foi considerada como possuidora de atividade antimicrobiana, aquela
concentracdo do extrato hidroalcodlico que quando aplicada sobre o meio de cultura
contendo a suspensdo do microrganismo, apresentou um halo de inibicdo de
crescimento, caracterizado por uma zona de clareamento, igual ou superior a 8,0mm
de diametro. Para a determinacédo da CIM foi considerada a menor concentracédo do
extrato hidroalcodlico que apresentou halo de inibicdo com as mesmas dimensdes,
citada anteriormente, para a atividade antimicrobiana (LIMA et al., 2004).

O resultado final foi determinado pela média aritmética dos diametros dos halos
de inibicdo (mm), obtidos nas triplicatas, de cada ensaio.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Leitura e mensuracao dos resultados

Os resultados obtidos sobre a atividade antimicrobiana in vitro do extrato

hidroalcodlico fluido das cascas da Myracrodruon urundeuva Fr. All. seguem abaixo

relatados na tabela 1.

Tabela 1. Valores das médias dos halos de inibicdo (mm) da atividade antimicrobiana do extrato das
cascas da Myracrodruon urundeuva pelo método de difusdo em Agar — técnica do disco.

MICROORGANISMO

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Concentragao do extrato (ug/mL)

Staphylococcus aureus
Klebsiella pneumoniae
Enterococcus faecalis
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Candida krusei

Candida guillermondi

1:2

1:4

0,0
8,9
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0

1:8 1:16
0,0 0,0
76 7,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0
0,0 0,0

C+

C-
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0

EB = Extrato Bruto; C+ = Controle Positivo; C- = Controle Negativo.

Ao analisar o efeito antimocrobiano do extrato frente a Staphylococcus

aureus, Tabela 1, verifica-se sensibilidade apenas no extrato bruto (100%).

Resultados semelhantes foram obtidos com outras espécies vegetais, tais como,
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Miconia rubiginosa (ALVES et al, 2008); Psidium guajava, Bryophyllum calycinum
Salisb., Eleutherine plicata Herb, Uncaria guianensis, Arrabideae chica e Mansoa
alliacea (Lam.) A.H. Gentry (RIBEIRO, 2008); Cereus jamacaru DC (DAVET et al,
2009); Richardia brasiliensis Gomez (FIGUEIREDO et al, 2009); Petiveria alliacea L.
(GUEDES et al, 2009) e Azadiracta indica e Mimosa tenuiflora (PEREIRA et al,
2009).

Quanto a acdo do extrato frente a Klebsiella pneumoniae, observou-se a
sensibilidade nas concentracfes de 100, 50 e 25%, Tabela 1, com halos variando de
11,2 mm a 8,9 mm, mostrando uma diminui¢éo proporcional do didametro dos halos a
medida que a concentracdo do extrato foi diminuida. Existem poucos relatos a
respeito da atividade antimicrobiana de extratos frente a K. pneumoniae, entretanto
foram encontradas na literatura, referéncias a sensibilidade dessa bactéria a extratos
como os de Clematis cirrhosa, Micromeria nervosa (Desf.) Benth., Phagnalon
rupestre, Salvia fruticosa (ALI-SHTAYEH et al, 1998) e Miconia albicans e Miconia
rubiginosa (CELLOTO et al, 2003).

K. pneumoniae mostrou-se resistente aos extratos de Anacardium occidentale
L., Pterodon emarginatus Vogel, Copaifera langsdorffii Desf., Anadenanthera
colubrina (Vell.), Myroxylon peruiferum L. F., Stryphnodendron adstringens (Matrt.)
Coville, Bixa orellana L., Eugenia uniflora L. Psidium guajava L., Mimosa tenuiflora
Willd. llex paraguariensis A. St.-Hil., Ocotea odorifera (Vell.), Hymenaea courbaril L.,
Schinus terebinthifolia Raddi, Genipa americana L., Tabebuia avellanedae Lor. ex.
Griseb, Casearia sylvestris Sw. (GONCALVES et al, 2005) e Bowdichia virgilioides,
Calophyllum brasiliense, Cariniana rubra, Lafoensia pacari, Simaba ferruginea e
Stryphnodendron obovatum (SILVA JUNIOR et al, 2009).

Ao analisar a atividade inibitéria do extrato frente a Enterococcus faecalis,
Tabela 1, constatou-se que o referido microrganismo apresentou sensibilidade,
apenas ao extrato concentrado. Por outro lado, os microrganismos Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei
e C. guillermondi, ndo apresentaram sensibilidade ao extrato em nenhuma das
concentracoes testadas.

As anacardiaceas sdo reconhecidas pela ampla distribuicdo de fendis
(AGUILAR-ORTIGOZA, 2003). Queiroz et al. (2002) encontraram elevadas
guantidades de compostos fendlicos na madeira de M. urundeuva (Engl.) Fr. All.,

cerca de 20,2% (equivalente em acido galico) dos extratos brutos metandlicos, e
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Morais et al. (1998), por sua vez, registraram grande quantidade de extrativos em M.
urundeuva Fr. All., sendo estes constituidos principalmente de proantocianidinas.

Estudos com os extratos dos brotos e renovos do caule de M. urundeuva
permitiram comprovar a existéncia de chalconas diméricas antiinflamatorias (VIANA
et al.,, 2003; BANDEIRA et al., 1994). A casca contém cerca, de 15% de tanino, o
que Ihe confere diversas propriedades farmacoldgicas (RIZZINI, 1971), como acéo
analgésica e antiinflamatéria (VIANA et al., 1997). Foram isolados ainda compostos
mais apolares como cicloeucalenol e cicloeucalenona a partir do extrato hexanico da
entrecasca, que apresentam atividade antioxidante (DANTAS, 2003).

Os taninos sao substancias que apresentam varias atividades tidas como
antimicrobianas; liga-se a proteinas, a adesinas, inibem enzimas, provocam privacao
do substrato microbiano, sdo capazes de formar complexos com a parede celular,
provocam a ruptura da membrana plasmatica e formam complexos com ions
metalicos (COWAN,1999).

Considerando a riqueza de constituintes presentes em plantas, a atividade
antimicrobiana positiva do extrato da aroeira-do-sertdo frente a amostras
bacterianas, pode ser devido a presenca de compostos como taninos (compostos
polifendlicos) e alcaldides previamente encontrados na planta, uma vez que estes
compostos tém comprovada acdo antimicrobiana, e que compostos fendlicos
possuem uma acao inespecifica sobre o microrganismo, rompendo a parede celular
bacteriana, inibindo os sistemas enzimaticos para a forma¢do da mesma (HASLAM,
1995; JORGE et al., 1996, AKINPELU, 2001).

A inibicdo ocasionada pelo extrato da Myracrodruon urundeuva Fr. All. nas
concentracbes testadas, frente aos microorganismos, mostra a importancia da
fundamentacédo cientifica, ainda que este experimento, neste momento, ndo venha
buscar correlagdes entre os resultados aqui obtidos e o uso in vitro para este fim,
necessitando ainda estabelecer um parametro com o resultado do método de
difusdo em disco, onde se faz necesséario a realizacdo de novos estudos para
elucidacédo dos questionamentos e das lacunas do conhecimento. Convém lembrar
gue o mecanismo de acdo deste extrato pode ser influenciado pela presenca de
varios componentes ativos, que podem ou ndo apresentar atividades fisico-quimicas
gue aumentam ou reduzem a atividade antimicrobiana.

Auricchio e Bacchi (2003) relatam que quando comparamos estudos de

plantas medicinais, é nitida a dificuldade de se avaliar os resultados, pois as
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variaveis vao desde os aspectos climaticos influindo na composi¢cdo quimica, a
coleta, a parte estudada da planta e a maneira de preparar o material, indo até ao
experimento, propriamente dito.

Segundo o NCCLS (2003), os testes de sensibilidade a antimicrobianos sao
indicados para qualquer organismo que cause um processo infeccioso que exija uma
terapia antimicrobiana quando for impossivel predizer a sensibilidade desse
organismo, mesmo conhecendo a sua identificacdo. Estes testes sao indicados
guando se acredita que 0 microrganismo causador pertenca a uma espécie capaz
de produzir resisténcia aos agentes antimicrobianos normalmente usados.

Ainda segundo o NCCLS (2003), estes métodos podem ser usados para
verificar a sensibilidade in vitro dos microrganismos frente aos agentes
antimicrobianos, utilizando o método de disco difusdo em Agar, para testar os
diferentes patdgenos.

Novaes et al. (2003) cita que o0s vegetais sdo excelente fonte de novas
drogas, uma vez que a diversidade molecular dos produtos naturais sdo muito
superiores as derivadas dos processos de sintese quimica, porém, recentemente, as
plantas se tornaram objetos de pesquisas cientificas no que diz respeito as suas
propriedades, incluindo suas atividades antimicrobianas.

Sabemos que as plantas medicinais quase nao séo exploradas na producao
de quimioterapicos. No Brasil, assim como em outros paises latino-americanos, os
fitoterapicos constituem-se em uma alternativa terapéutica econémica em relacéo
aos medicamentos alopaticos industrializados, uma vez que, sao utilizados
diretamente no tratamento das doencas (CARVALHO et al., 2002).

Com isso, numerosas pesquisas cientificas vém comprovando
cientificamente, a eficacia de algumas plantas, como alternativa terapéutica para
certas patologias (BRAKUNI et al., 1974).

O fato do extrato hidroalcoolico fluido Myracrodruon urundeuva Fr. All., ter
apresentado efeito inibitorio contra bactérias justifica os relatos de uso na medicina
popular do nordeste brasileiro para o tratamento de problemas dermatoldgicos e
ginecologicos (MATOS, 2000), sendo verificada experimentalmente sua atividade
cicatrizante (VIANA et al., 1995).

Baseado nestes resultados, outros estudos quimicos, farmacoldgicos e
clinicos devem ser realizados com a Myracrodruon urundeuva Fr. All. , pois esta

planta demonstrou possuir consideravel potencial terapéutico. Estes estudos podem
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seguir dois caminhos distintos: procurar por um principio ativo Unico ou continuar a
investigacdo da atividade do extrato. No primeiro caso, algumas informac¢des podem
direcionar a procura pelo principio ativo. Segundo Cowan (1999) o etanol €,
genericamente, um bom veiculo para a extracdo de taninos, polifendis,
poliacetilenos, flavondis, terpenoides, esteroides, alcaldides e propolis.

Os terpenoides (0leos essenciais) ndo devem ser desprezados, pois segundo
Burt e Reinders (2003) remontam da década de 20 do século passado os primeiros
relatos de evidéncias cientificas de atividades antimicrobiana dos 6leos essenciais.

Devido ao efeito sinérgico demonstrado por Nascimento et al. (2000), é
importante considerar a possibilidade de avaliar a associacdo de derivados de
plantas com antibi6ticos especialmente contra microrganismos multirresistentes de
origem hospitalar.

A partir de pesquisas como essas, novos agentes farmacolégicos podem ser
isolados e purificados a fim de produzir novos farmacos, propriedades existentes em
novas plantas que poderiam curar varias enfermidades podem ser descobertas e
plantas ja utilizadas pela populacdo podem ser estudadas para que sejam cultivadas
e utilizadas de forma adequada (DANTAS, 2006; 2007). Essas pesquisas séo
imprescindiveis para a melhora da qualidade de vida da populacao, principalmente

em um pais como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade.
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6. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, com base nas condicfes
experimentais, pode-se concluir que o extrato hidroalcodlico fluido das cascas da
Myracrodruon urundeuva Fr. All. apresentou atividade antimicrobiana frente as
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecalis;
demonstrando-se como uma eficaz alternativa terapéutica contra microrganismos
patogénicos. Propde-se novos estudos com abordagens quimicas, farmacologicas e
clinicas devem ser realizadas com Myracrodruon urundeuva Fr. All., pois este

vegetal comprovou consideravel potencial terapéutico antimicrobiano.
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