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PENSAMENTO

“Deus criou os medicamentos da terra € o homem justo os usa.”
Eclesiastes XXVIII, 4.

“Olhai os lirios do campo, como eles crescem: nio trabalham nem fiam; e eu vos digo que nem
mesmo Salomé&o, em toda a sua gldria, se vestiu como qualquer deles.”
Mateus XI, 28 a 30.



RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE Zollernia ilicifolia
VOG.

Agélise Porto Teixeira'; Délcio de Castro Felismino?

Diante da crescente resisténcia microbiana, em virtude da utilizacdo incorreta e
indiscriminada dos antimicrobianos. Surge a necessidade de se pesquisar novos agentes
antimicrobianos. Nesse sentido as plantas se destacam por possuir tais substancias,
tornando-se uma alternativa extremamente viavel. Zollernia ilicifolia (pau santo) é utilizada
na medicina popular contra ulceras, problemas estomacais e dores. Portanto, este estudo
avaliou a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da folha de Z. ilicifolia frente a
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Candida glabrata, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis. O extrato das folhas foi obtido pelo
processo de maceragdo a frio. O screening microbioldgico foi realizado através da técnica de difusdo
em meio sélido, pelo método cavidade-placa, em diluicdes seriadas de 50%, 25%, 12,5% e 6, 25%, a
partir do extrato bruto, sendo realizado em triplicata. Evidenciou-se que, nas condi¢gdes do ensaio, as
concentragdes testadas ndo apresentaram atividade antimicrobiana, exceto na concentracéo a 100%
frente & cepa de S. aureus. Conclui-se que apesar de se identificar fitoquimicos com acao
antimicrobiana (taninos, fendis, flavondides, flavonas, xantona, alcaloides, resina e
albumina), o extrato das folhas da Z. ilicifolia somente se mostrou eficiente frente a cepa de
S. aureus (100%).

Palavras-chave: Etnofarmacologia. Pau-santo. Atividade antimicrobiana. Fitoconstituintes.
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1 INTRODUCAO

Diante da crescente resisténcia bacteriana, vista nos ultimos tempos, oriunda
da utilizacao incorreta e indiscriminada dos antibidticos usuais, torna-se importante
o estudo de novas alternativas antimicrobianas. Visto que esse problema possui
importantes implicagbes para a morbidade, mortalidade e saude publica, visto que
pacientes infectados por microrganismos resistentes necessitam de maior tempo de
permanéncia nos hospitais e doses de antimicrobianos mais potentes e mais caros,
até mesmo mais toxicos, situacado que aumenta o risco de morte dos pacientes e 0s
custos dos sistemas de saude (CASTRO et al., 2002), portanto, tem-se a
necessidade de descoberta de novos principios ativos que possam ser utilizados

como alternativa nos antimicrobianos atuais.

Neste contexto, as plantas se destacam por possuir tais substancias,
tornando-se uma alternativa extremamente viavel, uma vez que sempre foram
importantes para o descobrimento de novas drogas, sendo fornecedoras de
principio ativo e por ser também uma alternativa mais econdmica no controle de
doencas para paises em desenvolvimento, onde a maioria das drogas é importada
(XU; LEE, 2001).

Neste cenéario surge a Zollernia ilicifolia Vog., segundo Coelho (2004),
conhecida popularmente como pau-santo, sendo encontrada na Mata Atlantica, e

utilizada na medicina popular contra Ulceras, problemas estomacais e dores

Portanto, pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento
do campo da saude em nivel mundial, encontrando substéncias mais eficazes e

menos téxicas na corrida contra a resisténcia.

Diante da problematica, na qual micro-organismos apresentam resisténcias a
antimicrobianos, surgiu a necessidade de se avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcoolico obtido da folha de Zollernia ilicifolia frente a Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas spp., Candida glabrata, C.

albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis.



FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Nas ultimas décadas, dentre as atividades farmacolégicas, a antimicrobiana
vem sendo exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia a
antimicrobianos em populacdes bacterianas, principalmente de origem hospitalar
(OLIVEIRA et al., 2010).

Pois, o consumo exorbitante de antibiéticos tem levado a uma maior
resisténcia dos microrganismos e consequente ineficiéncia dos antibidticos,
tornando-se assim um sério problema de saude publica. Em virtude do aumento da
resisténcia a drogas antimicrobianas ha a necessidade do desenvolvimento de
estratégias que evitem a sua disseminacdo entre 0S microrganismos, como ja
ocorreu com as bactérias, onde a resisténcia esta disseminada e fora de controle
(CANUTO e RODERO, 2002).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessaria devido ao
surgimento de microrganismos resistentes e de infec¢cdes oportunistas fatais,
associadas a AIDS, quimioterapia antineoplasica e transplantes (PENNA et al.,
2001). Os autores Meng et al. (2000), Michelin et al. (2005), Leitdo et al. (2006),
Lima et al. (2006) e Barbosa et al. (2007) acrescentaram que, o estudo de agentes
antimicrobianos tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em varios setores do
campo farmacéutico e cosmético. Enfatizando que, outro ponto a ser ressaltado € a
utilizacdo desse estudo como primeiro screening na descoberta da atividade
farmacoldgica de novos agentes, sendo de extrema importancia, principalmente em
um pais como o Brasil que oferece uma imensa biodiversidade. Portanto, desta
forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento do
campo da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e
menos toxicas na corrida contra a resisténcia e o surgimento de micro-organismos

patogénicos.

Segundo COELHO (2004), a Z. ilicifolia € uma espécie vegetal pertencente a
familia Fabaceae, conhecida popularmente como pau-santo. Esta familia constitui
uma das maiores e mais importantes familias botanicas, visto o grande namero de
espécies vegetais. Constituindo-se como fonte de madeiras, produtos alimentares,

medicinais, ornamentais e algumas espécies tém valor econémico. Esta espécie é



encontrada na Mata Atlantica, principalmente nos estados da Bahia, Espirito Santo,
S&o Paulo e Santa Catarina. Nessas regifes € chamada de espinheira-santa, pois
€ confundida e coletada como adulterante da espinheira-santa verdadeira

(Maytenus ilicifolia) e suas folhas s&o utilizadas na forma de chas.

Na regido do Vale do Ribeira, a infusdo das folhas € usada internamente
contra Ulceras e problemas estomacais, inclusive dor. Em outras regides do pais, a
espécie é chamada de mocitaiba, laranjeira do mato, mocataiba e orelha de onca.
Zollernia ilicifolia € uma arvore de porte médio (aproximadamente 15 metros);folhas
simples coriaceas, Figural, com cerca de 15 cm de comprimento e 5 cm de largura,
oblongas com margens onduladas e providas de espinhos; apresentam estipulas
espessas (caracteristica marcante na diferenciacdo da espinheira-santa verdadeira,
Maytenus ilicifolia); e flores rosadas (DI STASI et al., 2002).

Figura 1. Folhas de Z. ilicifolia Vog. “
Foto: Teixeira, Agélise Porto. 2012.

Segundo CARLOS (2005) a utilizacdo de plantas superiores como fonte de
principios bioativos com atividade antibacteriana, antifingica, anticolinesterasica,
imunomoduladoras, antineoplasicas, antivirais e outras ainda é pouco explorada,
uma vez que, de 250-500 000 espécies de plantas encontradas no mundo, apenas

uma pequena fracao teve seu estudo fitoquimico realizado.

Goncalves et al (2005) constatou que, os extratos hidroalcodlicos das
espécies Anadenanthera colubrina, Genipa americana, Tabebuia avellanedae e



Casearia sylvestris, ndo foi observada acdo antibacteriana para Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. O
extrato etandlico de folhas de espinheira-santa (M. ilicifolia) inibiu o crescimento de
Fusarium oxysporum, Colletotrichum acutatum e estimulou o crescimento de
Cylindrocladium spathulatum (CUNICO et al., 2002). De acordo com Portillo et al.
(2001), extratos do caule de M. ilicifolia mostraram atividade inibitoria frente a
Microsporum gypseum e Trichophyton mentagrophytes, porém as folhas néo

mostraram esse efeito.

Muitas vezes a alta atividade biolégica de um extrato ndo pode ser explicada
somente por uma substancia, nem pela soma dos efeitos das substancias ativas,
sugerindo a ocorréncia de efeitos sinérgicos ou a existéncia de outros componentes
mais ativos, mas presentes em pequenas proporgdes. Por esse motivo, o estudo
farmacoldgico de fracbes enriquecidas ndo deve ser deixado de lado. Paralelamente
a isso, torna-se indispensavel o estabelecimento de um perfil quimico

(cromatogréfico/espectrométrico) dessa fracdo enriquecida (BARATA, 2003).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao do material vegetal

As folhas de Z. ilicifolia foram obtidas a partir de plantas adultas devidamente
selecionadas, tendo a coleta ocorrida na Zona Sul (VELAME), Campina Grande/PB,
no periodo de 8:00 as 10:00 h. Ap6s a coleta manual, o material botanico foi
acondicionado em saco de papel tipo Kraft e, transportado ao laboratdrio da
Universidade Estadual da Paraiba.

3.3 Obtencao dos extratos vegetais
3.3.1 Secagem

As folhas foram submetidas a secagem em estufa de ventilagdo forcada
(FANEM®, modelo 330), & temperatura de 40 °C, até estabilizacdo da umidade.

3.3.2 Moagem

Ap6s a secagem, o material seco (folhas) foi triturado moinho do tipo Willey®,
e 0 composto resultante (material moido) foi peneirado em tamis de numeracao 10
mesh. Em seguida, o material moido (p6) foi acondicionado em embalagens
hermeticamente fechadas, e protegidas do ar e da radiacdo solar. Em seguida, o

referido po foi utilizado na obtencéo do extrato vegetal.

3.3.3 Obtencao do extrato hidroalcodlico

O extrato foi obtido por marceracdo a frio, segundo procedimento proposto
por Cechinel Filho e Yunes (1998). Inicialmente, 200g do p6 da planta foram
macerados a frio diretamente com 2000 mL de alcool a 70%, permanecendo a
mistura em recipiente de vidro, por 5 dias, durante este periodo foram realizadas
agitacdes manuais. Ap6s obter o liquido extrativo, procedeu-se a filtracao, a qual foi
realizada através de funil com algoddo. Apds a completa extracdo do alcool, o
material foi armazenado sob refrigeracdo a 5°C, até o0 momento da realizacdo dos

testes.
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3.4 Prospeccéo do extrato

Foi utilizado o extrato da planta numa concentracdo de 100%,onde foi
separado em porcdes de tubos de ensaios contendo entre 3-4 mL do extrato
etandlico, enumerados e submetidos aos seguintes testes de acordo com a

metodologia descrita por Matos (1997).

3.4.1 Teste para taninos e fendis

Em um tubo para o extrato foi adicionado 3 gotas de solugcéo alcodlica de
FeCl; e agitado por alguns instantes.. A presenca de fendis ou taninos foi
determinada de acordo com o aparecimento da coloracdo indicada para cada
substancia. Coloracéo variavel entre o azul e o vermelho ¢é indicativa da presenca de

fendis.

3.4.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoéides

Foi feita a acidulagéo de tubos separadamente para ambas as solugdes para
pH 3, e outros serdo alcalinizados a pH 8,5 e 11, respectivamente. A presenca de
antocianinas, antocianidinas e flavonoides foram identificados pelo aparecimento

das respectivas coloracoes.

3.4.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Foi feita a acidulacdo do tubo com HCI até pH 1 e a alcalinizacdo dos tubos
com NaOH até pH 1 e em seguida aquecidos com o auxilio de um bico de busen de

2-3 min, para o extrato e macerado.

3.4.4 Teste para flavondis, flavanonas, flavanonois e xantonas

Foram adicionados ao tubo contendo o extrato uma solugéo de FeClI3 a 4,5%.

O aparecimento das cores verde, amarelo, castanho ou violeta, é indicativo da
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presenca de flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas livres ou seus

heterosideos.

3.4.5 Teste para saponinas

Foi colocado o extrato no tubo e agitado fortemente por 2-3 minutos. A
presenca de espuma persistente e abundante indica a presenca de saponinas.

3.4.6 Teste para alcaloides

Foi utilizado dois diferentes tipos de reagentes e duas diferentes solugdes,
gue de acordo com a presenca de alcaloide foram identificados pelo aparecimento

de precipitado ou colora¢éo indicada para cada substancia.

3.4.7 Teste para albumina

Foi utilizado o reagente de Molisch com acido sulfdrico que determina a
presenca da albumina com o aparecimento da cor vermelha ou violeta e reagente de

Claudius que forma um precipitado.

3.4.8 Teste para proteina

Foi usado o reagente de Gies, que reage com as proteinas formando uma

coloracédo de rosa-violeta a roxo-violeta.

3.4.9 Teste para catequina

Foi embebida a madeira de um fosforo na solugcdo aquosa evaporando-a
guase a sua secura, em seguida umedecia em &cido cloridrico concentrado e
secado ao calor de uma chama forte utilizando-se o bico de Busen evitando a sua

carbonizacdo. O aparecimento de cor vermelha indica a presenca de catequina.
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3.5 Analise microbioldgica

3.5.1 Cepas de microrganismos

Foram selecionadas para 0s ensaios da atividade antimicrobiana dos
produtos vegetais, cepas bacterianas de E. coli, Klebsiella spp., Pseudomonas spp.
e Staphylococcus aureus, oriundas da pele, cortes cirdrgicos, feridas cirurgicas e
orofaringe, respectivamente. Enquanto que, as leveduras foram cepas-padréo
Amenican Type Culture Collection (ATCC) de Candida albicans (18.804), C. glabrata
(2.001), C. parapsilosis (22.019) e C. tropicalis (13.803) disponibilizadas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ). As cepas liofilizadas foram reativadas, em
camara asseéptica, seguindo as recomendac¢fes da referida Fundacéao.

3.5.2 Determinacdo da atividade antimicrobiana do extrato vegetal

O in6culo microbiano foi padronizado de acordo com a Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2005), onde as referidas suspensfes serdo diluidas de
modo a obter a transmitancia de 85%, no comprimento de onda de 625 nm para
bactéria e 530nm para fungo em espectrofotometro, marca BIOSPECTRO, acoplado
a um computador, em cubetas de vidro, a fim de obter-se uma preparacdo

microbiana com concentracao final préxima a 10° UFC/mL.

Para o crescimento do referidos micro-organismos, foram utilizadas placas de
Petri contendo 20 mL do meio de cultura Agar Mueller Hinton para o crescimento
das bactérias e Agar Sabouraud Dextrose para os fungos, sendo as cepas
inoculadas pela técnica de espalhamento em superficie, com auxilio de “swabs”

estéreis mergulhados na suspensao contendo o inéculo.

O teste de sensibilidade microbiana foi realizado através da técnica de difuséo
em meio solido, processo cavidade-placa, proposto por Bauer et al. (1966), os quais
foram inoculados com 50uL do extrato e da infusdo de Zollernia ilicifolia, nas
concentracdes de: extrato bruto, 1:2pul.mL?, 1:4pl.mL? 1:8ul.mL? e 1:16upl.mL™,
respectivamente. Como controle negativo foi utilizado agua destilada, sendo os

ensaios realizados em triplicata.
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Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C, em estufa bacteriolégica, por
um periodo de 24-48 horas, para bactéria e, 48-72 horas para fungo. Apds os
referidos periodos, de incubacéo, os halos de inibicdo foram aferidos utilizando-se
um haldmetro. O resultado final foi determinado pela média aritmética dos diametros

dos halos de inibicdo (mm).

Foi considerada como possuidora de atividade antimicrobiana aquela
concentracédo do extrato que quando aplicada sobre o meio de cultura contendo a
suspensao do microrganismo apresentou um halo de inibicdo igual ou superior a
8,0mm de diametro (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, aferidos por

halémetro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da andlise fitoquimica do extrato das folhas da Z. ilicifolia foram
identificados os principios ativos: taninos, fendis, flavonois, flavonas, xantona,
alcaloides, resina e albumina. Em estudo realizado por Coelho (2004), trabalhando
com extratos hidrometandlico, identificou a presenca de saponinas, essa diferenca,
provavelmente, ocorreu devido a diferenca de polaridade dos solventes utilizado em
ambos os estudos.

Evidenciou-se que o referido extrato, na condicdo do ensaio, ndo apresentou
atividade antimicrobiana relevante, em qualquer concentracdo analisada, frente as
referidas cepas estudadas, exceto na concentracdo bruta frente a S. aureus, a qual
evidenciou a formacéao de halo com diametro de 12,0 mm.

O efeito inibitorio do extrato frente as cepas de S. aureus, ocorreu
provavelmente devido a presenca dos fitoconstituintes: taninos, fendéis e alcaléides,
pois de acordo com Almeida et al (2006) e Sena Filho et al. (2006), Dantas et al
(2007) e Ventura et al (2007), os referidos compostos sdo ativos contra diversos
micro-organismos, incluindo os analisados nesse estudo, embora o mecanismo de

acao nao seja totalmente entendido.

Ao observar as demais cepas, verificou-se que as bactérias E. coli, Klebsiella
spp., Pseudomonas spp. sdo conhecidas pela resisténcia aos antimicrobianos.
Resultado reforcado com o extrato de Zollernia ilicifolia, em todas as diluices
testadas, indicando que o mesmo possui baixa atividade contra essa bactéria, por

outro lado, resultados analogos foram obtidos por Sartori (2005) e Diniz (2010).

Segundo Vargas et al. (2004) e Franca et al. (2009), a explicacdo para uma
menor atividade dos extratos vegetais contra bactérias gram-negativas, pode estar
na estrutura da parede celular dessas bactérias, as quais sdo quimicamente mais
complexa, tendo um dos constituintes, o lipopolissacarideo, o qual determina a
antigenicidade, toxidade e patogenicidade desses micro-organismos e além disso,
esse grupo de bactérias possui um teor lipidico maior do que as gram-positivas.
Consequentemente, esse composto quimico pode estar envolvido com a maior
resisténcia, a qual incapacita a passagem de moléculas através desta estrutura
(McCUTCHEON et al., 1992; RABE; VAN STADEN, 1997; MOTHANA LINDEQUIST,
2005).
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Essas conclusdes sao reforgadas por Cechinel-Filho (1998) e Simdes (2004),
ao observarem que a biossintese dos metabdlitos secundarios, também pode ser
influenciada pelo periodo de coleta da planta, idade e 6rgéo vegetal, e polaridade do
solvente (MACHADO; FELISMINO; CHAVES, 2012). Esses fatores promovem
diferencas de concentracbes e proporcionalidade entre cada constituinte quimico,
podendo assim influenciar na elevagdo ou diminuigcdo da producdo dos principios
ativos dos vegetais.

Outro aspecto que deve ser levado em consideracédo, de acordo com Cechinel
Filho; Yunes (2001), é a instabilidade de substancias ativas, que podem se degradar

durante o processo de isolamento e se transformar em substancias inativas.
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5. CONCLUSAO

O extrato das folhas da Z. ilicifolia se mostrou eficaz frente a cepa de S.
aureus na concentracdo de 100%, apesar de se identificar fitoquimicos com acéao
antimicrobiana (taninos, fendis, flavondides, flavonas, xantona, alcaloides, resina e
albumina).

Portanto, sugere-se a realizacdo de novos ensaios utilizando solventes com
polaridades crescentes, analises microbioldégicas com outras cepas microbianas e
avaliar o potencial sinérgico, com o intuito de se buscar novas alternativas

antimicrobianas.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF EXTRACT Zollernia ilicifolia VOG.

Agélise Porto Teixeira'; Délcio de Castro Felismino?

Given the increasing microbial resistance, due to improper and indiscriminate use of
antimicrobials, arises the need to search for new antimicrobial agents. Accordingly plants are
noted for possessing such substances, making it an extremely viable alternative. Zollernia
ilicifolia (pau santo) is used in folk medicine against ulcers, stomach problems and pains.
Therefore, this study evaluated the antimicrobial activity of hydroalcoholic leaf Z. ilicifolia
front of Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas spp.
Candida glabrata, C. albicans, C. parapsilosis and C. tropicalis. The leaf extract was
obtained by cold maceration process. The microbiological screening was performed using
the technique of diffusion in solid, cavity-plate method in serial dilutions of 50%, 25%, 12.5%,
and 6, 25% from the crude extract was performed in triplicate . It was evident that under the
conditions of the test, the concentrations tested did not show antimicrobial activity, except for
the concentration to 100% compared to the strain of S. aureus. We conclude that despite
identifying with antimicrobial phytochemicals (tannins, phenols, flavonoids, flavones,
xanthone, alkaloids, resins and albumin), the extract from the leaves of Z. ilicifolia only
proved effective front of a strain of S. aureus (100%).

Keywords: Ethnopharmacology. Pau Santo. Antimicrobial activity. Phytochemicals.
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