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RESUMO

FERNANDES, Anna Flavia Costa. Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana do
Extrato Etandlico e Fases Particionadas de Myracrodruon urundeuva Fr.
Alleméo (Aroeira-do-Sertdo). Trabalho de Conclusdo de Curso (bacharel em
Farmacia). Universidade Estadual da Paraiba. Campina Grande-PB, 2011.

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € algo que esta intimamente ligado com
a historia da civilizacdo humana, desde seus usos in natura, na forma de chés,
infusos, macerados e outros, até producdo de medicamentos a base das mesmas.
Myracrodruon urundeuva Fr. Allem&o (aroeira-do-sertdo) é muito conhecida
popularmente por suas propriedades medicinais cicatrizantes, anti-inflamatdrias,
antibidticas, entre outras. Procurando demonstrar cientificamente esse saber
popular, o estudo objetivou avaliar o espectro da atividade antimicrobiana do extrato
etandlico e fases particionadas de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao (aroeira-do-
sertdo) frente as cepas padrdo ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922. Utilizando a
técnica in vitro de Difusdo em Disco para os testes iniciais na concentracdo de 100
mg/mL do extrato etandlico bruto (EEB) e fases particionadas: metanol:H,O
(MeOH:H,0), metanol (MeOH), acetato de etila (ACOEt) diclorometano (CH,CI,) e
hexano (Hex), como também para a determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) do EEB e fases particionadas ativas, as atividades dos produtos-teste
sdo baseadas na medicdo de halos de inibicdo de crescimento em milimetros
produzidos pela difusdo dos mesmos no meio cultura definido. Os resultados
demonstraram que o EEB e as fases demonstraram atividade positiva frente a cepa
de S. aureus ATCC 25923. Excetuando a fase Hex, o EEB e as outras fases
também apresentaram atividade frente a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853. Para
essas duas cepas a CIM foi determinada entre as concentracdes de 6,25 e 12,5
mg/mL, respectivamente. Para a cepa de E. coli ATCC 25922, nem o extrato e nem
as fases apresentarem atividade. Essa atividade pode estar relacionada com os
constituintes quimicos da planta e seus respectivos mecanismos de acao
relacionados a interagdo particular com cada micro-organismo, levando ou ndo a
inibicdo de sua proliferacao.

Palavras-chave: Atividade Antimicrobiana, Myracodruon urundeuva Fr. Allemao,

Aroeira-do-sertdo.



ABSTRACT

FERNANDES, Anna Flavia Costa. Evaluation of Antimicrobail Activity of Ethanol
Extract and Phases Partitioned of Myracrodruon Urundeuva Fr. Allemao
(Aroeira-do-Sertdo). Of completion of course work (bacharel in Pharmacy)
Universidade Estadual da Paraiba. Campina Grande — PB, 2011.

The use of plants for medicinal purposes is something that is intimately linked with the history
of human civilization, from its uses in nature, as teas, infusions, macerated and others, to the
production of drugs based on them. M. urundeuva Fr. Allemao (Aroeira-do-sertéo) is very
popularly known for its medicinal properties healing, anti-inflammatory, antibiotic, among
others. Trying to demonstrate scientifically that popular wisdom, the study aimed to evaluate
the spectrum of antimicrobial activity of ethanol extract and partitioned stages of M.
urundeuva Fr Allemdo (aroeira-do-sertdo) compared to ATCC strains: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC
25922. Using the technique of in vitro disc diffusion for initial tests at a concentration of 100
mg/ml of the ethanol crude extract (ECE) and partitioned phases: methanol:H,O
(MeOH:H,0), methanol (MeOH), ethyl acetate (EtOAC), dichloromethane (CH,CIl,) and
hexane (Hex), but also for determining the minimum inhibitory concentration (MIC) of ECE
and partitioned active phases, the activities of the test products are based on measuring the
inhibition of growth in ‘mm’ produced by dissemination of culture through the same set. The
results showed that the ECE and the phases positive activity against the strain of S.aureus
ATCC 25923. Except for the phase of Hex, the ECE and the other phases also showed
activity against strains of P. aeruginosa ATCC 27853. For these two strains the MIC was
determined between the concentrations of 6.25 and 12.5 mg / mL, respectively. For the strain
of E. coli ATCC 25922, neither the extract nor the activity phases present. This activity may
be related to the chemical constituents of the plant and their mechanisms of action related to
interaction with each particular micro-organism, causing or inhibiting their proliferation.

Keywords: Antimicrobial activity, M. urundeuva Fr. Alleméao, Aroeira-do-sertéo.
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1. INTRODUCAO

A fitoterapia € uma terapéutica tradicional recomendada internacionalmente
pela OMS como forma de apoio a acdes de atendimento primario a saude
(AKERELE; SYNGE, 1991; WENIGER, 1991).

Desde os tempos mais remotos as plantas sao utilizadas pelo homem como
fonte de alimento e no tratamento de varias doencas (BENDAZZOLI, 2000). Dentro
desse contexto deve-se ressaltar a importancia que as plantas medicinais vém
adquirindo no mundo inteiro, visto que a producdo de medicamentos e o tratamento
das doencas tiveram inicio com o uso das mesmas. Desde o inicio da histéria as
espécies vegetais sempre foram usadas como infusos, macerados, sucos, tinturas,
fitrados e cataplasmas, para o tratamento das mais variadas enfermidades
(ALONSO, 1998; ORLANDI; VERVLOET,1983).

A vasta gama de informacgOes sobre o uso de centenas de plantas como
‘remédios” leva a necessidade de se desenvolver métodos que facilitem a enorme
tarefa de avaliar cientificamente o valor terapéutico de espécies vegetais. Como a
maior parte da flora é ainda desconhecida do ponto de vista quimico,
predominantemente em paises em desenvolvimento, a perda da biodiversidade e o
acelerado processo de mudanca cultural acrescentam um senso de urgéncia em
garantir o registro desse saber, inclusive para uso cientifico (SIMOES et al., 2004).

Uma das principais aplicacdes desse saber cientifico se encontra no ambito
das Ciéncias Farmacéuticas, responsaveis pela criacdo e producdo de novos
medicamentos de origem vegetal (MATOS, 1997). Estratégias baseadas na
pesquisa quimico-taxondmica, associadas a estudos etnofarmacolégicos, tém sido
aplicadas a varias areas terapéuticas, tais como cancer (DUKE, 1986), analgésicos
(ELISABETSKY et al.; CASTILHOS, 1990), imunomoduladores (LABADIE et al.,
1989), alergia (ELISABETSKY et al.; GELY, 1987), antimicrobianos (CACERES et al,
1990) e antivirais (VLIETINCK et al.; VAN DER BERGHE, 1991).

A partir da década de 50, a revolugdo no tratamento das infeccdes
bacterianas com a descoberta e uso da penicilina, provocaram em muitos uma
enorme euforia, a ponto de originar a previsao antecipada de que as doencas
bacterianas estariam vencidas e, em breve, seguramente esquecidas Entretanto as

bactérias patogénicas desenvolveram progressivamente resisténcia a uma



14

variedade de antibioticos (MURRAY et al.; 1999, SADER et al.; 2001, PEREIRA et
al.; 2004).

Com isso, os conhecimentos sobre determinadas plantas com propriedades
antimicrobianas tém sido revistos e ampliados para possivel substituicdo ou
diminuicdo do uso de antibidticos, os quais tém produzido diversos efeitos
secundéarios e mecanismos de resisténcia (RECIO et al., 1989).Tais propriedades,
sempre estdo relacionadas aos compostos oriundos do metabolismo secundario das
plantas, podendo-se citar os alcalbides, flavonoides, taninos, glicosideos, terpenos,
poliacetilenos e cumarinas (FARNSWORTH, 1996; BARBOSA-FILHO, 1990).
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2. OBJETIVOS

2.1.GERAL

» Avaliar o espectro de atividade antimicrobiana do extrato etandlico e fases
particionadas de Myracrodruon urundeuva Fr. Alleméo (aroeira-do-sertao)

frente a cepas padréo ATCC.

2.2.ESPECIFICOS

Preparar o extrato etandlico bruto (EEB) da aroeira-do-sertao;
Realizar a particdo em solventes de polaridade crescente do EEB;

Avaliar a atividade antimicrobiana do EEB;

YV V VYV V

Avaliar a atividade antimicrobiana das fragbes MeOH:H,O (Metanol:H,0),
MeOH (Metanol), ACOEt (Acetato de Etila), CH,CI, (diclorometano) e Hex

(hexano);

A\ 4

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima - CIM do EEB,;
» Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima - CIM das fases particionadas

gue apresentaram atividade positiva,
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1.PLANTAS MEDICINAIS

Um dos primeiros esforcos do homem para entender e utilizar a natureza
pode-se dizer que vem da utilizacdo de certos vegetais com poder curativo. O uso
dessas plantas no combate a doencas é tdo antigo quanto a humanidade
(OLIVEIRA; AKISUE, 1998). As pessoas utilizam plantas na preparacdo de
‘remédios” ha tempos, pois elas, com o0s principios ativos, tinham poder terapéutico
e eram consideradas plantas medicinais (NOVAES et al., 2003).

A histéria da fitoterapia confunde-se com a histéria da Farmécia, pois até o
século passado, os medicamentos utilizados eram a base de plantas medicinais
(TOLEDO, 2002). Plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado da
saude constituem importante fonte de novos compostos biologicamente ativos
(CEBALLOS et al.,1993; COWAN, 1999; FARIAS; LIMA, 2000; BELEM, 2002;
MICHELIN et al., 2005).

Segundo Harvey (2000), aproximadamente 60% da populacdo mundial
depende quase que inteiramente de plantas para medicacdo, sendo estas as
fornecedoras da maioria dos ingredientes ativos de produtos da medicina tradicional.
Estes dados estdo proximos das informag¢des da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), a qual estima que cerca de 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento utilizam a medicina tradicional para os cuidados primarios de
saude e, que em torno de 85% da medicina tradicional envolve o uso de plantas
medicinais, seus extratos vegetais e seus principios ativos (WHO, 1991).

Atualmente em diversos paises, um grande numero de vegetais vem sendo
utiizado como fonte alternativa de extracdo de farmacos para a industria
farmacéutica. Estimativas revelam que o mercado mundial de produtos
farmacéuticos movimenta cerca de US$ 320 bilhées/ano, nos quais US$ 22 bilhdes
sdo oriundos de fontes naturais. Dados ainda mostram que cerca de 60% dos
farmacos lancados no mercado norte-americano entre 1985 e 1995 sdo de origem
natural (SIMOES et al., 2004). E quando n&o séo derivadas diretamente de produtos
naturais, apresentam a participacdo desses produtos em algum momento de sua
producdo (FERREIRA, 2006).

A diversidade de espécies encontradas nos biomas brasileiros constitui uma

das mais importantes fontes de principio ativo do planeta (BIESKI, 2005) e, ainda
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coloca o pais como um grande campo para a pesquisa de novos medicamentos. A
quantidade de espécies vegetais encontradas na flora nacional, incluindo a América
do Sul é algo incontavel atualmente, e como representante caracteristico pode-se

citar a familia Anacardiaceae.

3.2.FAMILIA ANACARDIACEAE

Possui distribuicdo tropical e subtropical, incluindo cerca de 70 géneros e
700 espécies em todo o territério mundial. No Brasil ocorrem 15 géneros e cerca de
70 espécies, arbustos ou arvores, raramente lianas ou ervas, aromaticos, fruto em
geral drupa ou sdmara (LORENZI, 2005).

A familia Anacardiaceae possui representantes com importancia alimentar,
como manga (Mangifera indica L.), caju (Anacardium occidentale L.), seriguela
(Spondias mombin L.) e pistache (Pistacia vera L.) (BARROSO, 1991; JUDD et al.,
1999; LORENZI, MATOS, 2002). Algumas sdo empregadas na medicina tradicional
como cicatrizante, estomaquico e antidiarreico, pela presenca de taninos e 6leo-
resinas, a exemplo do caju-do-cerrado (Anacardium humile A. St. Hil.), da aroeira-
do-sertdo (Myracrodruon urundeuva Fr. Alleméo) e do pimenteiro (Schinus molle L.)
(SANGUINETTI, 1989; CRUZ, 1995; ALONSO, 1998; LORENZI, MATOS, 2002).
Outras, do ponto de vista médico, revelam-se ser de interesse ao causarem dermatites
em individuos suscetiveis, devido a catecois presentes na resina secretada
(CRONQUIST, 1981; JUDD et al., 1999).

3.3.GENERO AROEIRA

O termo aroeira tem sido usado para designar plantas classificadas em trés
géneros da familia Anacardiaceae: Lithraea, Schinus e Astronium. A aroeira-do-
sertdo ou aroeira-preta € a Myracrodruon urundeuva Allemdo, que possui 0S
sindbnimos Astronium juglandifolium Griseb. e Astronium urundeuva Engl. (SANTOS,
1987; MORAES & FREITAS, 1997).

O género Schinus apresenta cerca de 10 espécies, espalhadas
principalmente pela América do sul (CARVALHO, 1994).

O género Astronium, estabelecido por Jacquin em 1760, pertence a familia

Anacardiaceae, é neotropical e reune espécies arboreas, com frutos de calice
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persistente e acrescente no fruto, que resulta num aspecto estrelado, sendo esta

caracteristica que da nome ao género (SANTIN, 1991).

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos principais géneros de Aroeira.

Género Schinus Lithraea Astronium
Espécie S. terebinthifolius L. molleoides (Vell) A. urundeuva
Raddi Engl. Engl.
Nomes Aroeira-vermelha, Aroeira-branca, Aroeira-preta,
Populares aroeira-pimenteira. aroeira-brava. aroeira-do-sertéo.

Conhecimento

Popular

Antisséptica, anti-
inflamatoria,

antimicrobiana.

Toxica: produzindo
reacoes na
epiderme e

gastrintestinais por

ingestao.

Anti-inflamatoéria,

cicatrizante.

Constituintes

Oleos essenciais,
biflavonodides,
taninos, acidos

triterpénicos.

Oleos volateis:
felandreno,

carvacrol e pineno.

Oleos essenciais,
taninos, lignanas,
chalconas,

flavonoides.

Fonte: (DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004; GRISSI, F. A., 2010).

3.3. Myracrodruon urundeuva Fr. ALL.

Até 1991, Myracrodruon era um subgénero do género Astronium. O género

Myracrodruon foi revelado e a espécie Astronium urundeuva (Fr. Allem.) Engl.
passou a ser novamente denominada de Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao
(SANTIN, 1989; SANTIN & LEITAO-FILHO, 1991).

Myracrodruon urundeuva Fr. Allem&o, conhecida como aroeira-do-sertdo, €
um representante arboreo da familia Anacardiaceae de distribuicdo natural limitada a
Ameérica do Sul. No Brasil, a espécie ocorre nas regides nordeste, sudeste e centro-
oeste, associada a ambientes secos de cerrado, savanas e caatingas (SANTIN,
1989).
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Figura 1: Myracrodruon urundeuva Fr. Allemao
Fonte: ESAN, 2001.

E uma arvore frondosa, com cerca de 5-20 m de altura, possui folhas
compostas, imparipinadas, com 5-7 pares de foliolos ovado-obtusos, pubescentes
em ambas as faces da lamina foliar, quando jovens (LORENZI 1992). Considerada
madeira de lei, ela é muito densa, dura, elastica, resistente a cupins, recebe
excelente polimento e, quando seca, € de dificil trabalhabilidade. As inflorescéncias
se apresentam em paniculas terminais unissexuais. O fruto mostra-se em uma drupa
globosa pequena e agrupadas em um conjunto pendente de muitos frutinhos
(SANTOS, 1987; RIZZINI, 1995; MORAES & FREITAS, 1997).
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www.biologo.com. br/plantas/cerrado

Foto: Fernando Tatagiba - @ 2007

Figura 2: Folhas de Myracrodruon urundeuva Fr. Alleméao
Fonte: Fernando Tatagiba, 2007.

E uma das principais plantas utilizadas na medicina tradicional nordestina,
secularmente conhecida pelo uso do extrato aquoso do caule (casca) sob a forma de
semicupio (“banho-de-assento”) apds o parto. Indicada como anti-inflamatoria e
cicatrizante no tratamento de ferimentos, gastrites, Ulceras gastricas, cervicites,
vaginites e hemorroidas (LORENZI & MATOS, 2002). Externamente, o decocto da
entrecasca € usado para combater as Ulceras de pele (BALBACH, s. d. MATOS,
1998). Juntos, o decocto dos ramos e da entrecasca também séo utilizados no
tratamento das inflamagdes ovarianas e diarreias. Na forma de lambedor, o decocto
da entrecasca € utilizado nos tratamentos das tosses, bronquites e coqueluches
(AGRA, 1996).

Ensaios farmacologicos comprovaram suas acdes adstringente, anti-
inflamatoria, antialérgica e cicatrizante (MATOS, 2002). A atividade anti-ulcerogénica
in vitro do extrato aquoso foi comprovada também por Rao et al. (1987) em lesbes
gastricas de ratos, induzidas por aspirina. Além de discreta acdo antibacteriana
contra Staphylococcus aureus, especialmente em uso local. Desmacchelier e
colaboradores (1999) verificaram as atividades antioxidantes e anti-radicais livres
dos extratos metandlicos de espécies da caatinga, a maior atividade de todos os
extratos testados foi atribuida ao extrato de M. urundeuva, sugerindo ainda a sua

acao anti-inflamatéria.
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Gonzalez Torres (1986) ressalta o emprego medicinal, cita o uso das folhas
como febrifugo e antirreumatico; Moreira et al. (1994) e Coimbra (1994) fazem
referéncia as propriedades tonicas e adstringentes, indicando o cozimento das
cascas para o tratamento de feridas, inflamacfes e até como antidiarreica.

Coimbra (1994) também se refere a varias formas de preparo, como
infusdes, extratos, tinturas e xaropes, empregados para o tratamento de doencas
das vias urinarias e respiratorias.

Estudos realizados a partir da sua entrecasca resultaram na separacdo de
sete fracbes quimicas, sendo duas com substancias bioativas de atividade
farmacolégica: uma chalcbnica — as chalconas diméricas, conhecidas como
urundeuvina A, B e C e outra tanica — os taninos condensados tipo catéquico e
pirogalico (BANDEIRA, 2002; LORENZI & MATOS, 2002; SOUZA et al., 2007). A
presenca de fisetina no extrato etéreo indica que seus taninos sdo do tipo
profisetidinas. A elevada quantidade de extrativos fendlicos classifica essa madeira
como muito rica em metabdlitos secundarios, que podem ou ndo estar associados
com a lignina e que, provavelmente, sdo responsaveis pela larga resisténcia natural

a degradacdo quimica e biolégica (QUEIROZ et al, 2002).

Figura 3: Caule de Myracrodruon urundeuva Fr. Alleméo

Fonte: en.wikipedia.org/wiki/Myracrodruon_urundeuva, 2011.
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Além dos taninos, foi identificada a presenca de flavondides biologicamente
ativos classificados como pigmentos polifendlicos diversificados que exercem
diversas funcbes no vegetal, reconhecidos como eficientes protetores contra
radiacdo ultravioleta e encontrados nos tecidos foliares (SIMOES et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2006). Foram isolados ainda compostos mais apolares como o
cicloeucalenol e a cicloeucalenona, a partir do extrato hexanico da entrecasca, que
apresentaram atividade antioxidante (DANTAS, 2003).

Em razdo do seu aroma tipico, as folhas foram analisadas quanto a
presenca de Oleos essenciais, sendo identificados dezesseis constituintes volateis,
como por exemplo, o B-cariofileno, principal constituinte extraido do 6leo essencial
das folhas (VIANA et al., 1995; SA, 2008).

3.4.ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos séo classificados de acordo com sua atividade em
bactericidas ou bacteriostaticos. A atividade bactericida mata os micro-organismos e
€ mais eficaz durante o crescimento logaritmico, uma vez que 0 aumento da
atividade metabdlica proporciona susceptibilidade méaxima. A atividade
bacteriostatica apenas previne o crescimento bacteriano (THOMPSON; BEVAN,
1979).

Estdo entre os mais notaveis exemplos do avanco da medicina moderna.
Muitas doencas infecciosas, outrora consideradas incuraveis e letais sdo, hoje em
dia, passiveis de tratamento com apenas alguns comprimidos. A atividade
extraordinariamente poderosa e especifica dos agentes antimicrobianos decorre de
sua seletividade para alvos altamente especificos, que s@o exclusivos dos micro-
organismos ou, muito mais importantes neles do que nos seres humanos. Entre
esses alvos destacam-se as enzimas especificas envolvidas na sintese das paredes
celulares de bactérias, os ribossomos bacterianos, as enzimas necessarias para a
sintese de nucleotideos, a replicacdo do DNA (acido desoxirribonucleico)
(KATZUNG, 2003).

As propriedades antimicrobianas tém sido comprovadas através de
intensivas pesquisas no mundo todo. Geralmente, sdo estudadas, avaliadas e
confirmadas por meio de ensaios biolégicos in vitro (susceptibilidade e

sensibilidade). Estes ensaios sdo realizados por meio de técnicas padronizadas,
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incluindo os métodos de diluicdo e/ou difusdo em meio solido — disco, cavidade,
cilindro (ESPINEL-INGROFF; PFALLER, 1995; WOODS; WASHINGTON, 1995). A
pesquisa de atividade antimicrobiana pode ser analisada com a finalidade de se
determinar o espectro antibacteriano ou antifingico de um novo antibiético ou ainda
na verificacdo da resisténcia ou sensibilidade de uma bactéria ou fungo a numerosos
antibiéticos (VOLPATO, 2005).

3.5.ANTIMICROBIANOS DE ORIGEM VEGETAL

A moderna terapia antimicrobiana ndo apenas reduziu acentuadamente a
taxa de morbidade e de mortalidade humana causada pelas infec¢des, mas também
evitou a ocorréncia de vérias doencas (COHEN, 1992). Entretanto, simultaneamente
ao crescente desenvolvimento de varios agentes antibacterianos, ocorreu também
um aumento rapido na incidéncia da resisténcia bacteriana (NORBY; NORD, 2005).

Desde entdo, varias iniciativas tém surgido com o intuito de avaliar e
controlar o crescimento de cepas com resisténcia antimicrobianas em todo o mundo
(KUNIN, 1993). Numerosas pesquisas vém comprovando cientificamente a eficacia
de algumas plantas como alternativa terapéutica para certas patologias (BRAKUNI
et al., 1974).

Novaes et al. (2003) citam que 0s vegetais sdo excelentes fontes de novas
drogas, uma vez que a diversidade molecular dos produtos vegetais soa muito
superiores as derivadas dos processos de sintese quimica, cada vez mais vem se
utilizando plantas como objetos de pesquisas cientificas no que diz respeito as suas
propriedades, incluindo suas atividades antimicrobianas.

Diferentemente do que ocorre com 0s agentes antibiéticos e quimioterapicos,
ha poucos registros na literatura quanto ao possivel mecanismo de acao de produtos
oriundos de plantas. Os compostos isolados de plantas sdo substancias com
estruturas quimicas bem diferenciadas dos antimicrobianos obtidos a partir de
bactérias, leveduras e de fungos. Tais produtos podem atuar no metabolismo
intermediario ativando enzimas, alterando a acdo de inibidores que influenciam os
nutrientes do meio, interferindo nos processos enzimaticos em nivel nuclear ou
ribossomal, provocando alteragbes nas membranas ou ainda interferindo no
metabolismo secundario (COWAM, 1999).
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Esses produtos vegetais derivam de atividades metabdlicas secundarias, no
gual os mesmos sao produzidos para uma ac¢oes diferenciadas, tais como: defesa
contra predacdo por micro-organismos, insetos ou herbivoros; adaptacdo ao meio
ambiente em que vivem (temperatura, umidade, altitude), etc., diferentemente dos
metabdlitos primarios (acucares, carboidratos, etc.) que s&do produzidos para a
manutenc¢ao das funcdes vitais das plantas.

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas,
extraidos de plantas incluem: terpendides e 6leos essenciais (TORSSEL, 1989);
alcaloides (FESSENDEN, 1982); lectinas e polipeptidios (TERRAS et al., 1993;
ZHANG & LEWIS, 1997) e substancias fendlicas e polifendis, que sao: fendis
simples, &cidos fendlicos, quinonas (STERN et al., 1996), flavonas, flavondis e
flavondides (FESSENDEN, 1982), taninos (SCALBERT, 1991) e cumarinas
(O'KENNEDY & THORNES, 1997). A tabela 2 mostra alguns compostos com
atividade antimicrobiana, isolados de plantas.
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Tabela 2 — Classe de compostos presentes em plantas com atividade

antimicrobiana

NOME COMPOSTO CLASSE ATIVIDADE REFERENCIA
CIENTIFICO
Thymus vulgaris Ac.  Cafeico, Alcool Virus, fungos e THOMSON,
Timol, Fendlico bactérias 1978
Tanino
Polifenol
Podocar pusnagi  Totarol Flavonol P. acnes, bact. KUBO, 1994
Gram +
Nagilactone Lactona Fungos KUBO, 1992
KUBO, 1993
Curcumalonga  Curcumina Terpendides  Bactéria, APISARIYAKUL
Oleo tumerico protozoario et al., 1995
Valeriana Oleo essencial Terpenoides  Varios THOMSON,
officinalis 1978
Salix alba Salicina Fendlico varios
glicosado
Tanino Polifenol
Oleo essencial  Terpendide
Gautheria Taninos Polifenol Varios HAMBURGUER,
procumbens 1991
Galium odoratum Cumarinas Varios BOSE, 1958;
HAMBURGUER,
1991; SCHEEL,
1972
Rumex crispus E. coli, THOMSON,
Salmonella sp, 1978

Staphylococcus

Sp
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4. METODOLOGIA

4.1.LOCAIS DA PESQUISA
O estudo foi desenvolvido nos laboratérios de Pesquisa do departamento de
Farmacia, incluindo-se o Laboratério de Pesquisa em Atividades Antimicrobiana,
onde foram realizados os testes microbioldgicos. E no laboratério de Pesquisa em
Ciéncias Ambientais (LAPECA) da UEPB, para a obtencédo do extrato.

4.2. MATERIAIS

4.2.1. Material Vegetal

O material vegetal utilizado para o estudo foi proveniente das cascas da
planta Myracrodruon urundeuva Fr. Allem&o, adquirida comercialmente (distribuida
pela Quimer - ervas e especiarias). O material veio acompanhado de seu laudo
técnico (Anexo A) contendo os testes usados no controle de qualidade e

consequente comprovacao de sua autenticidade.

4.2.2. Micro-organismos

As cepas microbianas usadas para o estudo foram provenientes da American
Type Culture Colection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Cepas ATCC séo
recomendadas pelo CSLI (2005) para este tipo de avaliagdo por apresentarem
estabilidade genética e sao recomendadas para a monitorizacdo de varios

parametros de qualidade em microbiologia (SEJAS et al., 2003).

4.2.3. Meios de Cultura

Utilizou-se o Caldo de enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion), para
viabilidade dos micro-organismos em estoque e para o cultivo foi utilizado o meio
Agar Miuller-Hinton. Todos foram preparados de acordo com as instrucbes e

recomendacdes do fabricante DIFICO®.
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4.3.METODOS

4.3.1. Obtencao do Extrato Etandlico Bruto (EEB)

O material seco, pulverizado e pesando o equivalente a 1 kg foi submetido a
maceragao exaustiva utilizando etanol 96% como solvente, em recipiente de vidro
ambar hermeticamente fechado, sob agitacédo frequente, a temperatura ambiente.

Foram realizadas extracfes, num total de sete, em intervalo de 72 horas,
com a reposicao do solvente. O macerado extraido passou pelos processos de
expressao, filtracdo e evaporacdo do solvente em evaporador rotativo (QUIMIS®) a

pressdo reduzida com temperatura ndo superior a 50°C.

4.3.2. Obtencao das Fases

O EEB foi particionado de acordo com a solubilidade dos constituintes
quimicos presentes, em solventes de polaridade crescente. Foi utilizado 30 g do
EEB para a particdo liquido:liquido obtendo-se as seguintes fases: MeOH:H,O
(1,43g), MeOH (15,65g), ACoEt (2,79g), CH.CIl, (0,69g) e Hex (0,27g). Com

posterior eliminacdo dos solventes em evaporador rotativo e secagem.

4.3.3. Concentracéo do Teste

O EEB e as fases obtidas foram solubilizados em DMSO (dimetil sulfoxido),
obtendo-se uma concentracdo de 100 mg/mL para os testes microbiologicos
(OLIVEIRA; ORLANDO, 2005; VOLPATO, 2006).

4.3.4. Preparacgéo do Indculo Bacteriano

As cepas selecionadas foram semeadas nos meios de culturas apropriados
apos reativacdo do BHI, com 24h/37°C de incubacéo. Os indculos foram preparados
e padronizados em solucdo fisiologica estéril (NaCl 0,85%), com turbidez
equivalente ao tubo n® 0,5 da escala Mc Farland, equivalente a 10° UFC/mL
(CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2005).



28

4.3.5. Preparacao dos Discos

Os discos de papel estéreis (Cefar®) foram previamente impregnados com
20 pL (CARVALHO et al., 2002; CHANDRASEKARAN & VENKATESALU,2004) das
solucbes do extrato e fases, sendo aguardado cerca de 20 a 30 minutos para
absorcao das solugbes antes da utilizacdo dos mesmos. Para o controle negativo os
discos foram impregnados com DMSO, na mesma quantidade.

Em suas pesquisas, Reis (2006) mostrou que nao existe diferenca entre os
diferentes volumes utilizados e que os discos podem ser preparados ou nao no

momento do seu uso.

4.3.6. Determinacao da Atividade Antimicrobiana

Foi realizada uma triagem da atividade antimicrobiana do EEB e suas fases
pela técnica de difusdo em disco: com auxilio de swabs estéreis mergulhados em
solucédo salina contendo o in6culo bacteriano e semeados por toda superficie do
meio de cultura apropriado em diversas direcbes, com obtencdo de um crescimento
uniforme, os discos, previamente preparados, foram distribuidos uniformemente
sobre a superficie do meio (VLIETINCK; VAN DEN BERGHE, 1991). As placas
ficaram incubadas em estufa por 24h/37°C, apds isso foi observado a formacéo de
halos de inibicdo. E as leituras foram realizadas apés este periodo, através da
medicdo dos halos de inibigdo de crescimento (mm) por um halémetro (BAUER et
al., 1966).

O estudo foi todo realizado em duplicata, com os resultados expressos pela

média aritmética dos halos obtidos nos ensaios.

4.3.7. Determinacdo da Concentracgao Inibitoria Minima - CIM

A determinacédo da CIM do EEB e das fases ativas também foram realizados
pela técnica de difusdo em disco (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK;
GREGER, 2000).

Os produtos (concentragéo inicial equivalente a 100%) ativos, ou seja, 0S
que apresentaram atividade antimicrobiana foram diluidos nas concentracfes de
50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,125% e novamente testados. Nesse estudo como a
concentracéo inicial foi 100 mg/mL, entdo consequentemente para a CIM foram

utilizadas as concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 mg/mL;
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A CIM foi considerada como a menor concentragdo dos produtos testados
capazes de inibir o crescimento bacteriano (presenca de halo de inibicdo do
crescimento), apos incubacéo por 24h/37°C (FABRY, et al., 1998; CONSENTINO, et
al., 1999; ALVES, 2000; CATAO, 2007).

Os halos de inibicdo observados foram medidos com um haldmetro, o
resultado expresso pela média aritmética dos halos de inibicdo obtidos nos dois

ensaios.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EEB DA AROEIRA-
DO-SERTAO
Nos resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de
disco difusdo do extrato etandlico bruto (EEB) da aroeira, na concentracao inicial de
100 mg/mL, sobre as cepas de E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e
S. aureus ATCC 25923 verifica-se a presenca de halos de inibicdo de crescimento
bacteriano frente as cepas de S. aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa ATCC 27853,
com tamanhos de, respectivamente, 18 e 12 mm de didmetro, mostrando que o
extrato apresentou atividade para estas cepas. Entretanto o mesmo nao apresentou
atividade para a cepa E. coli ATCC 25922 (Tabela 3).

Segundo Catdo (2007) o método de disco difusdo é amplamente utilizado,
reconhecido como preciso e seguro produzindo resultados semi-quantitativos
(JANSSEN et al., 1987) ou qualitativos (KALODERA et al.,1997).

Nesta avaliacdo, a solu¢cdo de DMSO a 2% foi também testada, isoladamente,
para observar a possivel interferéncia desta substéncia sobre a atividade
antimicrobiana do EEB analisado. Entretanto, ndo foi observada nenhuma acéo do
DMSO frente as cepas ensaiadas, de modo que essa solucdo foi usada como
controle negativo, ou seja, controle de um produto sem atividade antimicrobiana.

A avaliacdo da eficacia do EEB foi realizada com base no didmetro do halo de
inibicdo formado ao redor dos discos contendo o extrato. Foram considerados
eficazes, isto €, com atividade antimicrobiana, a presenca de halo de inibicdo de
crescimento bacteriano = 8 mm (CATAO, 2007; NAQVI et al., 1991; SAKAR et al.,
1988; WONG-LEUNG, 1998).

Tabela 3 — Determinacédo da atividade antimicrobiana in vitro do extrato

etanodlico bruto de aroeira-do-sertdo frente as cepas padrao ATCC

Micro-organismos ensaiados

Produtos Testados S. aureus E. coli P. aeruginosa
[Concentracg&o] ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853
Média do diametro dos halos de inibigdo (mm)
Extrato etandélico bruto [100 mg/mL] 18 0 12
DMSO [2%)] 0 0 0

Legenda: 0 = Auséncia de halo de inibicdo de crescimento.
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5.2.AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS FRACOES DO EEB

DA AROEIRA-DO-SERTAO

O EEB foi particionado em cinco fases: MeOH:H,O, MeOH, ACOEt, CH,Cl,,
Hex. A particdo do extrato bruto das plantas com solventes de polaridade distinta
possibilita inferir as possiveis classes de substancias bioativas extraidas de acordo
com suas polaridades e solubilidades (SIMOES et al., 2004). Todas as fases foram
testadas utilizando-se o0 mesmo procedimento técnico empregado na avaliacdo da
atividade antimicrobiana do EEB.

A Tabela 4 apresenta o resultado da atividade antimicrobiana das diferentes
fracOes obtidas do EEB, frente as cepas padrdo ATCC, verificando-se que todas
mostraram-se ativas frente a cepa de S. aureus ATCC 25923, apresentando halos
de inibicdo de crescimento com valores médios que variaram de 10,5 a 24 mm,
respectivamente para as fragcbes Hex e ACOEt.

De acordo com os estudos de Cardoso (2009) sobre M. urundeuva, viu-se
gue as substancias das folhas extraidas com hexano ndo apresentaram atividade
contra S. aureus, ja as extraidas com etanol revelaram inibicdo. Para as outras,
extraidas com acetona e acetato de etila, foi observado atividade inibitoria, através
da formacé&o de regides onde nao houve crescimento celular.

Em relacdo a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, apenas a fase Hex do
EBB nao apresentou halo de inibicdo de crescimento bacteriano, As demais fases
demonstraram atividade, apresentando variacdes nos valores médios nos diametros
dos halos de inibicdo de crescimento de 8 a 17 mm, respectivamente para a fracao
CH,Cl, e ACOEt. Mais uma vez a fracdo AcOEt apresentou halo com maior
diametro.

E importante ressaltar que esta fracdo também apresentou halo de inibic&o
de crescimento maior que o apresentado pelo EEB, este fato pode estar relacionado
com a velocidade de difusdo de seus constituintes, ou com uma possivel inibicdo de
sua difusibilidade pelos constituintes das outras fases, representado por um halo
menor visto na atividade do EEB.

De acordo com Black (2002) substancias de peso molecular mais baixo
difundem-se mais rapidamente do que as substancias de maior peso molecular,
produzindo com isso halos de inibicAo maiores que as substancias de alto peso
molecular. Sendo assim, mesmo que a substancia a ser testada seja um potente

agente antimicrobiano, se for de peso molecular alto tende a formar um halo inibicéo
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pequeno, devido a velocidade de difusdo. Deste modo a técnica de difusdo em disco
nao fornece embasamento suficiente para comprovar e comparar a efetividade de
acdo antimicrobiana de produtos-testes apenas pelos halos de inibicdo de

crescimento apresentados.

Tabela 4 — Determinacé&o da atividade antimicrobiana in vitro das fragcdes do

extrato etanolico de aroeira-do-sertdo frente as cepas padrédo ATCC

Micro-organismos ensaiados

Fracdes Testadas S. aureus E. coli P. aeruginosa
[100mg/mL] ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853
Média do diametro dos halos de inibicdo (mm)
MeOH: H,0 14 0 11,5
MeOH 17 0 12
ACOEt 24 0 17
CH,CI, 13 0 8
Hex 11,5 0 0

Legenda: 0 = Auséncia de halo de inibi¢cdo de crescimento.

Vale ressaltar ainda que para a cepa de E. coli ATCC 25922, nenhuma das
fases, assim como verificado para o EEB, apresentaram halos de inibicdo de

crescimento bacteriano, conforme observado na figura 4.

Figura 4: Fotografia da atividade antimicrobiana das
diferentes fases do extrato etandlico bruto da aroeira-
do-sertéo frente a cepa E. coli ATCC 25922.

Fonte: Anna Flavia, 2011
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5.3. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA — CIM DO

EEB DA AROEIRA-DO-SERTAO

Posteriormente a avaliacdo da atividade antimicrobiana do EEB foi
executada uma nova etapa no estudo, no qual o EEB passou por diluicbes
sucessivas, e foi testado frente as cepas que apresentaram halos de inibicdo de
crescimento pela acdo do EEB. As diluicdes foram feitas a partir da concentracao
inicial de 100 mg/mL até 3,125 mg/mL.

Como citado anteriormente o EEB na concentracdo de 100 mg/mL, néo fpoi
capaz de inibir o crescimento da cepa de E. coli ATCC 25922, por isso houve
necessidade de prosseguir com as avaliagcées para este micro-organismo.

Os resultados obtidos, expostos na tabela 5, mostram que para a cepa de S.
aureus ATCC 25923, a diminuicdo gradual na concentracdo do extrato também
levou a diminui¢cdo dos tamanhos de halo de inibigcdo de crescimento, verificado uma
atividade concentracdo-dependente. A CIM de atividade do EEB foi determinada em
25 mg/mL. Cardoso (2009) verificou que o extrato aquoso do caule de M. urundeuva
inibiu o crescimento de S. aureus SAIACLIN (S. aureus Isolado de Amostra Clinica),
até a concentracdo de 3 mg/disco.

Para a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, observou-se que a diminui¢cado
da concentracdo do extrato de 100% para 50%, nao inferiu na diminuicdo do
tamanho de halo de inibicdo, ou seja, o produto apresentou a mesma média de
tamanho de halo de inibicdo (12 mm) tanto na concentracdo de 100 mg/mL quanto
na de 50 mg/mL. O mesmo fato foi observado nas concentragdes de 25 e 12,5
mg/mL com média de tamanho dos halos de inibicdo iguais (9 mm). A CIM da

atividade do EEB frente a esta cepa foi determinada em 12,5 mg/mL.
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Tabela 5 — Determinacdo da Concentracgéo Inibitéria Minima do extrato
etandlico da aroeira-do-sertdo frente as cepas padrao ATCC

Micro-organismos ensaiados
Conceniagtodoces | SIS, | Feidns
Média do diametro dos halos de inibicdo
(mm)
100 18 12
50 14 12
25 10 9
12,5 0 9
6,25 0 0
3,125 0 0

Legenda: 0 = Auséncia de halo de inibigdo de crescimento.

5.4.DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DAS FASES

ATIVAS

Todas as fases ativas (halo =2 8mm) foram submetidas a determinacdo da
CIM, usando diferentes concentragdes, a partir da concentracéo inicial dos testes
que foi de 100 mg/mL. As concentracdes testadas foram 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,125mg/mL.

Os resultados das CIM’s das fases do EEB que mostraram atividade na
triagem inicial frente as cepas de S. aureus ATCC 25923 e P. aeruginosa ATCC
27853, respectivamente, estdo representados nas tabelas 6 e 7. A cepa de E. coli
ATCC 25922 nao foi testada pois as fases na concentracao inicial ndo apresentaram
atividade frente a este micro-organismo.

A maioria das fases testadas apresentaram CIM na concentracdo de 25
mg/mL, visualizando-se halos de inibicdo de crescimento com valores médios de
8,5, 9 e 10 mm, respectivamente para as fases CH,Cl,, MeOH (figura 5) e
MeOH:H,0. A fase Hex apenas apresentou atividade na concentragéo inicial de 100
mg/mL, e a ACOEt apresentou sua CIM na concentracao de 12,5 mg/mL, com halo

de inibicdo de crescimento de 12,5 mm.
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Tabela 6 — Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima das fases ativas da
aroeira-do-sertdo frente a S. aureus ATCC 25923

Concentracédo das Fragdes [mg/mL]

FracGes 100 50 25 12,5 6,25 3,125
Média do diametro dos halos de inibicdo (mm)
MeOH:H,0 14 13,5 10 0 0 0
MeOH 17 12 9 0 0 0
ACOEt 24 20 17 12,5 0 0
CH,CI, 13 12 8,5 0 0 0
Hex 10,5 0 0 0 0 0

Legenda: 0 = Auséncia de halo de inibi¢cdo de crescimento.

Para a cepa de P. aeruginosa ATCC 27853, os resultados mostram que a
fracdo MeOH:H,0 apresentou CIM na concentra¢do de 50 mg/mL e a fracdo MeOH
em 25 mg/mL, ambas com halos de 8 mm de inibi¢do. A fracdo CH,Cl, apresentou
atividade na concentracdo de 100 mg/mL. E a fracdo ACOEt, repetindo os
resultados anteriormente vistos mostrou-se como a fracado que obteve maiores halos
de inibicdo e a CIM em menores concentracdes, teve nesta etapa sua CIM

determinada em 6,25 mg/mL, com halo de 8 mm de diametro.

Tabela 7 — Determinacéo da Concentracgéo Inibitéria Minima das fracdes ativas

da aroeira-do-sertdo frente a P. aeruginosa ATCC 27853

Concentracédo das Fragdes [mg/mL]

Fracdes 100 50 25 12,5 6,25 3,125
Média do diametro dos halos de inibicdo (mm)
MetOH:H,0 11,5 8 0 0 0 0
MetOH 12 12 8 0 0 0
AcOEt 17 17 13 10 8 0
DCM 8 0 0 0 0 0

Legenda: 0 = Auséncia de halo de inibicdo de crescimento.
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Figura 5: Fotografia da CIM da fase MeOH da
aroeira-do-sertdo frente a cepa de S. aureus ATCC
25923, na qual cada disco possui as seguintes
concentragdes [mg/mL]: | -100; Il — 50; lll — 25; IV —
12,5;V-6,25e VI —-3,125.
Fonte: Anna Flavia, 2011.

May e colaboradores (2000) relataram que a atividade antimicrobiana, in
vitro avaliada pela mensuracdo da CIM, pode ser realizada pela técnica de medicéo
de halos ou pela determinagcdo dos niveis de resisténcia. Entretanto estes
procedimentos ndo determinam o tempo de acdo do agente sobre os micro-
organismos, 0 gue permite que outros parametros farmacodindmicos possam ser
usados para determinar a eficacia dessas substancias.

Cardoso (2009) revelou que o extrato aquoso das folhas de M. urundeuva
apresentou atividade na concentracdo de 1,0; 2,0 e 3,0 mg/disco frente as cepas de
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603, Salmonella cholerea-suis ATCC 10708,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus SAIACLIN (S. aureus
Isolado de Amostra Clinica), Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. No entanto,
para o Micrococcus luteus ATCC 9341 a concentracdo de 1,0 mg/disco nao
apresentou atividade.
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Costa e colaboradores (2010) mostraram que o extrato etandlico da aroeira-
do-sertdo também apresentou atividade frente a cepa de Enterococus faecalis ATCC
29212 pela técnica de difusdo em meio sdlido.

Na literatura € muito variavel a quantidade e a concentragdo dos extratos, e
as substancias utilizadas nos testes para deteccdo da atividade antibacteriana,
contudo, é preciso que os pesquisadores unifiguem os procedimentos utilizando
concentracfes similares dos extratos para facilitar, ou até mesmo tornar viavel, a
interpretacdo e comparacéo dos resultados obtidos (VALGAS, 2002).

E provavel que a atividade antimicrobiana apresentada por espécies
vegetais esteja ligada a presenca de taninos, compostos fendlicos e outras
substancias encontradas em sua casca (BANDEIRA, 2002; LORENZI & MATOS,
2002; QUEIROZ, 2002; SOUZA et al., 2007; SILVA, 2008). Alguns investigadores
provaram que 0s taninos servem para proteger as plantas contra os herbivoros e as
doencas patogénicas, por mecanismos de inibichio de adesinas e enzimas
bacterianas, modificacdo do metabolismo bacteriano, ou ainda pela formacdo de
complexos com polissacarideos e proteinas (BERNAYS et al., 1989; HARBONE et
al., 1991; COWAN, 1999; LOUQUERCIO et al., 2005).
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5. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste estudo com base nas condicdes
experimentais, pode-se concluir que:

= O extrato etandlico e as fases MeOH:H20, MeOH, ACOEt, CH,CI, e Hex,
apresentaram-se ativos frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923. Em relagcdo a cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
apenas a fracdo Hex nado demonstrou atividade. Entretanto, n&o
apresentaram atividade contra a cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

= A CIM foi determinada para o extrato etanolico e para as fracdes que se
mostraram ativos. A fracdo AcOEt apresentou os maiores halos de inibicéo e
a menor CIM, ultrapassando até mesmo o0 comportamento do extrato
etandlico, de onde foi particionada.

» Diante disso, 0s produtos naturais surgem como um caminho extremamente
viavel na descoberta de novos compostos que podem gerar novos farmacos

para tratamento de doencas até entdo consideradas incuraveis.
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ANEXO A - Certificado de qualidade do material vegetal
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