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Avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana e toxicidade do extrato da Guapira graciliflora
(Mart.)

Cibelle Sousa Silva Aleixo”

RESUMO

As plantas medicinais constituem uma rica fonte para o desenvolvimento de novos
medicamentos, especialmente de antimicrobianos, seja de uso tdpico e/ou sistémico. Dentre
essas plantas utilizadas na medicina tradicional, destaca-se a Guapira graciliflora (Mart.),
mais conhecida popularmente como jodo-mole, utilizado comumente agente como
cicatrizante. Este estudo avaliou a atividade antimicrobiana e a toxicidade in vitro do extrato
hidroalcéolico das folhas da Guapira graciliflora (Mart.); e determinou seu perfil
fitoquimico. O extrato hidroalcoolico foi obtido pelo processo de maceragéo, por cinco dias,
utilizando o alcool etilico 50% como solvente. O extrato foi submetido ao processo de
evaporacdo a vacuo e liofilizacdo. O potencial antimicrobiano foi analisado através da técnica
da microdiluicdo em caldo, com determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida/Bactericida Minima (CFM/CBM), frente as cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC11775 e Salmonella enteritidis
ATCC 13076, e a levedura Candida albicans ATCC 10231. A toxicidade do extrato foi
analisada pelo metodo da hemdlise e a andlise fitoquimica por cromatografia de camada
delgada (CCD). O extrato da G. graciliflora apresentou alto potencial antifingico
(CIM=0,250 pg/mL) frente a C. albicans; inexpressiva atividade antibacteriana (CIM >2000
pg/mL); e ndo apresentou hemolise acima de 50% em nenhuma das concentrages testadas (1,
2, 4, 8, 16 mg/mL). A andlise fitoquimica identificou grupos compostos por flavonoides,
sendo a rutina o composto majoritario A G. graciliflora apresentou atividade antimicrobiana
apenas para a cepa de C. albicans e sua toxicidade frente as heméacias foi considerada baixa.
Este biomonitoramento inicial sinaliza um possivel potencial anti-candida do extrato da G.
graciliflora, sendo necessarios outros estudos, pré-clinicos e clinicos, para comprovacao de
sua eficacia e seguranca, com vistas ao desenvolvimento de uma nova formulacdo para o
combate ou tratamento da candidose.

Palavras-Chave: Plantas medicinais. Produtos com agdo antimicrobiana, Candida albicans.

1 INTRODUCAO

Doencas infecciosas sdo causadas por microrganismos patogénicos ou oportunistas
como bactérias, virus, parasitas e fungos que podem ser transmitidos de forma direta ou
indireta de um individuo para o outro (ARAUJO, 2014). Varias patologias que afetam a satde
humana sdo de origem microbiana (MURRAY, 2000; TAUXE, 2002; ALVARENGA, 2007),
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especialmente, aquelas situadas na cavidade oral, consideradas grandes problemas de saude
publica (SILVA etal, 2012).

Os grandes movimentos mundiais de combate e controle de doencas infecciosas através
da higienizacdo basica, campanhas de vacinacdo em massa e uso de antimicrobianos, que se
popularizaram no século passado, culminaram com o aumento da sobrevida populacional. No
entanto, a reemergéncia de doengas contagiosas, 0 surgimento de cepas resistentes e 0
descobrimento de novos patégenos € uma situacdo real e potencialmente perigosa
(CARNEIRO, 2011)

A resisténcia de microrganismos patogénicos a multiplas drogas antimicrobianas
cresceu nos Ultimos anos devido, principalmente, ao uso indiscriminado desses farmacos. Por
outro lado, a partir do ano 2000 poucos antibiodticos foram introduzidos no mercado para
terapéutica antimicrobiana (GUIMARAES et al., 2010). Assim, surge a necessidade de buscar
novas alternativas terapéuticas, onde as plantas medicinais representam uma importante fonte
de compostos ativos para o desenvolvimento de novos medicamentos (MENEZES et al.,
2009; SILVA et al. 2010; CANTON e ONOFRE, 2010; ARAUJO, 2010; VINAGRE et al.,
2011; CAMELO et al. 2011; MENDES et al., 2011; MULYANINGSIH et al., 2011; CHEN-
LUNG et al., 2012; SARAIVA, 2012; NASCIMENTO et al., 2012,).

As plantas medicinais s@o utilizadas para distintas atividades terapéuticas, cujas
propriedades bioldgicas devem ser analisadas em modelos in vitro, in vivo, seguindo com 0s
ensaios clinicos. Essas propriedades medicinais sdo decorrentes da presenca de compostos
ativos, conhecidos como metabolicos secundarios, identificados por meio de métodos de
analise quimica (RATES, 2001; SILVA et al, 2012).

Constatada a presenca de atividade bioldgica contra microrganismos, é importante que
se conheca o potencial do produto natural em causar ou ndo danos as células normais ou
tumorais do hospedeiro, para que um futuro uso terapéutico seja viavel (RODEIRO;
CANCINO; GONZALEZ et al, 2006).

O Brasil possui a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando com um nimero
estimado acima de 20% do nimero total de espécies do planeta. Com mais de 55 mil espécies
descritas, esta rica biodiversidade é acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de plantas
medicinais e conhecimentos tradicionais acumulados por pessoas locais que tém acesso direto
a natureza e seus produtos (CARVALHO et al. 2007; SILVA et al, 2012).

Devido & riqueza da flora do Brasil e ao conhecimento popular transmitido atraves das

geracOes, as plantas medicinais sdo vendidas em feiras livres e mercados populares e muitas



delas sdo usadas para curar varias enfermidades da populacdo (DUARTE, 2006; SARAIVA,
2012).

Dentre as plantas medicinais disponiveis destaca-se a Guapira graciliflora (Mart.),
conhecida popularmente como jodo-mole, pau-mole, jodo dormindo (LORENZI, 1998), pau-
piranha (COELHO et al., 2005). Esta planta pertence a familia Nyctaginaceae, é de origem
brasileira e tem como sinonimia cientifica Pisonia graciliflora Mart. ex J. A. Schmidt; e
Pisonia graciliflora Mart. var. B. subferruginosa Mart. (CHAVES, 2013; ARAUJO 2014)

Encontrada no bioma Caatinga é referenciada como planta medicinal pela populacéo
local (LORENZI, 1998; CHAVES, 2013), cuja infusdo da entrecasca é utilizada como
cicatrizante (COELHO et al. 2005). Sua madeira é utilizada para instrumentos agricolas e
pau para lenha e carvdo. Esta inserida na composicdo de reflorestamentos destinados a
recuperacdo da vegetacdo em areas degradadas. (LORENZI, 1998; AQUINO et al, 2007;
CHAVES, 2013).

Poucos estudos foram desenvolvidos para analisar a atividade antimicrobiana do
extrato da G. graciliflora. ROCHA et al. (2013) relataram resultado positivo do extrato bruto
das folhas da G. graciliflora contra o Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus
faecalis. Utilizaram como solvente o alcool etilico 70%, o que pode ter influenciado o
resultado. Outro trabalho foi desenvolvido por CHAVES et al., 2013 onde utilizaram o
extrato das cascas do caule da G. graciliflora. Nao encontraram atividade antimicrobiana para
nenhum microrganismo testado (S. aureus, E. coli, C. albicans).

Considerando o uso da G. graciliflora na medicina tradicional e a necessidade inicial
da sua caracterizacdo bioldgica, o presente estudo objetivou avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana do extrato da Guapira graciliflora (Mart.) frente a cepas padrao de bactérias e

levedura; e sua toxicidade, através do teste da hemolise in vitro.

2 METODOLOGIA

2.1 Material vegetal

As folhas da Guapira graciliflora (Mart.) foram coletadas na regido do semiarido
paraibano, no municipio de Queimadas, na meso regido da Borborema e micro regido do
Cariri Oriental, no més de agosto de 2013. O especime testemunho da G. graciliflora (Mart.)
encontra-se depositado na cole¢cdo do Herbario Manuel de Arruda Camara (ACAM) da

Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), Campus |, Campina Grande, Paraiba (n°



907/ACAM). O material foi limpo, acondicionado em sacos de papel e seco em estufa de ar

circulante (FANEM®, modelo 330) a temperatura de 40°C até obtencdo de peso constante.

2.2 Obtengéo do extrato

Foi obtido um extrato hidroalcdolico a 50% das folhas da G. graciliflora, através do
processo de maceracdo, por cinco dias, em temperatura ambiente e protegido da luz,
utilizando uma proporc¢do de 200 g da planta seca e moida para 1 litro do solvente (alcool
etilico 50%). Ap0s esse processo, o solvente foi removido em evaporador rotativo (Quimis® /
Q344M) a 40°C, e em seguida o extrato foi liofilizado (Labconco® / Freezone 4.5).

3 CARACTERIZACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO

3.1 Microrganismos

Foi utilizada uma linhagem padrao da levedura Candida albicans ATCC 10231 além
de linhagens padrdes das seguintes bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia
coli ATCC 11775, Salmonella enteritidis ATCC 13076.

3.2 Preparacao do inoculo

O preparo do indculo para os testes de suscetibilidade foi realizado através do método
de microdiluicdo seguindo as recomendag6es dos protocolos M27-A3 para leveduras (CLSI,
2008) e M07-A8 para bactérias (CLSI, 2009).

Culturas de leveduras de 24 horas foram preparadas e adicionadas em solucéo salina
estéril (5mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 525 nm, resultando numa
concentracdo equivalente a 5,0 x 10° UFC/mL. A partir desta solucdo, foi removida uma
aliquota de 1mL, que foi adicionada em 9 mL de solucdo salina estéril, obtendo-se uma
concentracdo de 5,0 x 10° UFC/mL. Uma aliquota de 1mL desta solucéo foi adicionada a 9
mL de meio de cultura RPMI-1640. A mistura foi homogeneizada. Novamente, 1mL foi
removido e adicionado em 9 mL do meio de cultura, estabelecendo uma concentracao final
de 5 x 10° UFC/mL. Nos pocos da microplaca inoculados, a solucdo final resultou em uma
concentracéo de 2,5 x 10° UFC/mL.

Culturas de bactérias de 24 horas foram preparadas e adicionadas em solugdo salina
estéril (5mL), ajustando-se sua absorbancia entre 0,08 a 0,10 a 625 nm, resultando numa
concentracdo equivalente a 1,5 x 10% UFC/mL. A partir disso, desta solucdo, foi removida

uma aliquota de 1mL, que foi adicionada 9 mL do meio BHI caldo, obtendo-se uma



concentracdo de 1,5 x 10’ UFC/mL. Uma aliquota de 1mL desta solucéo foi adicionada a 9
mL do meio de cultura. A mistura foi homogeneizada. Por fim, 8mL foram removidos e
adicionados a 4 mL do meio de cultura, estabelecendo uma concentracéo final de 1 x 10°
UFC/mL. Nos pocos da microplaca inoculados, a solucdo final resultou em uma concentracéo
de 5 x 10° UFC/mL.

3.3 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da
microdiluicéo

Em uma microplaca esterilizada de 96 pocos (8 linhas A-H/ 12 colunas), foram
depositados 100 pL. do meio de cultura. Em seguida, foram acrescentados 100 pL do extrato
em diferentes colunas na concentragcdo de 4.000 pg/mL. A microdiluigdo foi realizada na
placa, onde 100 pL do conteudo do primeiro pogo foi homogeneizado e transferido para o
seguinte, repetindo-se este procedimento até a linha H, de modo a se obter concentracBes
entre 15,62 ¢ 2.000 ug/mL do extrato. Os 100 pL finais foram desprezados. Posteriormente,
100 pL do indculo do microrganismo a ser avaliado, de crescimento recente, foram
adicionados. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera aerdbia (CLSI
2008, 2009).

Como controles positivos foram utilizados a nistatina (Sigma-Aldrich®) e a
clorexidina 2% (Sigma-Aldrich®). Foi verificado também o controle do crescimento do
microrganismo e a esterilidade do meio de cultura, bem como, do extrato, sendo colocados de
forma individualizada nos pocos das microplacas. O experimento foi realizado em triplicata e
em trés diferentes momentos.

Apos o periodo de incubacdo, foi verificado se houve mudanca de coloracdo do meio
RPMI-1640 das microplacas inoculadas com as leveduras, de rosa (cor original) para amarelo,
0 que indica mudanca de pH ocasionada pelo crescimento microbiano (CLSI, 2008). Na
microplaca inoculada com a bactéria, foram adicionados 20 uL da solucdo do corante
resazurina 0,01% (Sigma-Aldrich®) em cada poco. Este corante é capaz de distinguir as
amostras de microorganismos com atividade respiratoria, através da coloracdo vermelha,
daquelas sem atividade, coradas de azul (CLSI, 2009). A CIM foi definida como a menor
concentracdo que inibiu crescimento microbiano visivel. A CFM/CBM foi realizada apenas
como as amostras que apresentaram atividade antimicrobiana menor que 1000 pg/mL.

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada de acordo com a classificacdo de

Holetz et al (2002), empregando-se os seguintes critérios: para CIM entre 10 ¢ 100 pug/mL ¢



considerada como boa; entre 101 e 500 pg/mL, como atividade moderada; entre 501 a 1000

pg/mL, como fraca atividade, e quando a CIM for maior que 1000 pg/mL, como inativo.

3.4 Determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Para determinar a atividade fungicida minima, uma aliquota de 50 puL de cada pogo da
placa inoculada com a levedura, com concentracGes igual e maiores que a CIM, foi
subcultivada em meio agar Sabouraud Dextrose e incubadas a 37°C por 24 horas. A CFM foi

definida como a menor concentragdo que inibiu crescimento visivel no meio utilizado.

4 ENSAIO DE CITOTOXIDADE

4.1 Hemolise

Preparou-se uma suspensdo de hemécias 5% em solugdo salina 0,9%. Em seguida,
2mL desta suspensao foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas com 2 mL do
extrato dissolvido em solucéo salina o qual foi diluido em diferentes concentracGes a fim de
se obter 16, 08, 04, 02 e 1 mg/mL. Apos 1 hora, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm,
durante 10 minutos e foi realizada a leitura visual levando em consideracdo a quantidade de
hemécias que sofreram lise. A visualizagdo da hemolise foi classificada como: — (0% de
hemdlise), + (25% de hemdlise), ++ (50% de hemdlise), +++ (75% de hemolise) e ++++
(100% de hemolise) de acordo com Luize et al. (2005). Essa leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro (540 nm) (Shimadzu® UV mini — 1240), utilizando como branco a solucgéo
salina 5% para confirmar os resultados da leitura visual. Foi utilizado como controle negativo

solucdo salina a 0,9% e como controle positivo o Liquido de Turk.

5 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

5.1 Separacdo de compostos fendlicos por cromatografia em camada delgada (CCD)

Foi realizada a Cromatografia de Camada Delgada (CCD), utilizando-se
cromatofolhas de aluminio com fase estacionaria de silica, com tamanho de 20cm x 20cm
(cromatofolha—aluminio CCF-C/25, Merck) com pontos de aplicacdo a 1cm da margem
inferior da placa. Como fase movel foi utilizada a mistura de acetato de etila, 4cido férmico,
acido acético e agua, nas proporcdes de 100:11:11:26. Os componentes da amostra foram

visualizados sob luz ultra-violeta (254 nm), sendo a cromatofolha revelada com
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NP/PEG/macrogol (fendis), com posterior aquecimento a 100°C, durante 5 minutos. As
bandas reveladas foram medidas e os resultados expressos pelo fator de retencdo (Rf), através
do célculo da razdo entre a distancia total e a distancia percorrida pela substancia, cujo
resultado norteou a identificagdo do composto.

6 RESULTADOS

Nas concentrac@es utilizadas, o extrato hidroalcdolico das folhas da G. graciliflora
apresentou atividade apenas para a cepa de C. albicans (Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo dos valores das concentra¢des inibitéria minima, bactericida e
fungicida do extrato da G. graciliflora, de acordo com o microorganismo.

MICRORGANISMOS Guapira Graciliflora (Mart.)
CIM (pg/mL) CFM/CBM (pg/mL)
Staphylococcus aureus > 2000 -
ATCC 6538
Escherichia coli > 2000 -
ATCC 11775
Salmonella enteritidis > 2000 -
ATCC 13076
Candida albicans 250 1000
ATCC 10231

Em relacio a hemdlise, o extrato ndo produziu hemdlise significativa nas
concentracOes analisadas (Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo dos valores percentuais da hemolise produzida pelo extrato da
Guapira graciliflora, de acordo com as concentragdes.

CONCENTRACOES | 16 mg/mL  8mg/mL 4 mg/mL 2mg/mL 1 mg/mL

MEDIA 0,486 0,374 0,352 0,300 0,231

HEMOLISE
22,81% 17,55% 16,52% 14,08% 10,84%

Referéncias: — (0% de hemdlise), + (25% de hemolise), ++ (50% de hemdlise), +++ (75% de
hemolise) e ++++ (100% de hemolise)

7 DISCUSSAO

O extrato hidroalcoolico liofilizado das folhas da G. graciliflora apresentou moderada
atividade contra a C. albicans (CIM = 250 pg/mL) e nenhuma atividade, até a concentracao
de 2000 pg/mL, contra as espécies bacterianas. Estudos anteriores apresentaram resultados
positivos em relagdo & atividade antimicrobiana do extrato da G. graciliflora contra o S.

aureus e E.coli (ROCHA et al. 2013) e frente a outras espécies bacterianas como a Klebsiella
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pneumoniae (COSTA et al. 2010) e o Enterococcus faecalis (ROCHA et al. 2013). No
trabalho de ROCHA et al. 2013 foi testado o extrato bruto das folhas da G. graciliflora,
utilizando-se o alcool etilico 70% como solvente, o que pode ter contribuido para o resultado
positivo. CHAVES et al., 2013 testou o extrato das cascas do caule da G. graciliflora frente
aos microrganismos S. aureus, E. coli, C. albicans e ndo observaram inibig¢éo de crescimento.

Esta diferenca de resultados pode ser atribuida a outros fatores inerentes a planta, que
vao desde as condi¢bes ambientais (radiacdo UV, alta temperatura, estresse hidrico), de
cultivo, época de coleta do material vegetal e método de obtencéo do extrato (GOBBO-NETO
E LOPES, 2007; NCUBE et al. 2010; CHAVES, 2012). Esses aspectos devem ser
considerados, uma vez que podem interferir na producdo dos metabolicos secundarios pelas
plantas, cujos compostos sdo responsaveis pelas suas propriedades bioldgicas e terapéuticas.

A anélise quimica do extrato da G. graciliflora por cromatografia de camada delgada
revelou a presenca marcante de flavondides. Os flavondides sdo um grupo de compostos
polifendlicos, metabolitos secundarios produzidos por plantas. Eles podem ser encontrados na
dieta humana em frutos e vegetais. (BIRT, 2001; BECHO et al, 2009). O interesse pelos
flavonoides tem aumentado a medida que suas atividades biologicas vao sendo
descobertas. Estdo associados a diferentes propriedades farmacoldgicas como antimicrobiana,
antifungica, antinflamatéria, antioxidante, antiviral, antialérgica, vasodilatadora, anti-
proliferativa, antidiarréica, antitlcera, antiestrogénica, anticancer, antidiabética, anti-
hepatotoxica (LONGHINI et al. 2007; DORNAS et al., 2007; SEVERI, 2010).

Um dos compostos majoritarios identificado no extrato pertence ao grupo dos
flavondides, conhecido como rutina, cuja eficicia na atividade anti-candida tem sido
elucidada (BECHO et al, 2009). Considerando o resultado positivo da atividade anti-candida
e sua composicdo quimica, o extrato da G. graciliflora pode constituir uma fonte promissora
para o desenvolvimento de uma substancia para o controle e/ou tratamento da candidose. A
candidose na sua forma invasiva, sisttémica tornou-se uma das doengas com maior risco de
morte em hospitais no mundo (NISHIKAKU, MELO; COLOMBO, 2010).

Em relacdo a hemdlise os resultados foram satisfatorios, onde o extrato da G.
graciliflora ndo produziu hemdlise acima de 50% em nenhuma das concentragdes testadas. E
um resultado positivo, uma vez que o extrato na concentracdo de 250 pg/mL foi capaz de
inibir o crescimento in vitro da C. albicans. Este resultado oferece uma seguranca, quando se
discute a producéo de uma substancia que serd utilizada clinicamente. Estes achados reforcam

a importancia das indicacOes terapéuticas da planta como método alternativo. O que pode
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sinalizar o desenvolvimento de uma nova formulagdo com atividade antimicrobiana de uso

odontoldgico no controle de patdgenos orais.

8 CONCLUSOES

Os resultados indicam que o extrato da G. graciliflora apresenta moderada atividade
anti-candida e baixa toxicidade frente as heméacias. Sendo necessarias mais analises, in vitro e
in vivo, para comprovacdo de sua eficacia e seguranca, para o desenvolvimento de uma nova

formulacdo para o combate ou tratamento da candidose.

ABSTRACT

The medicinal plants constitute a rich source for the development of new drugs, particularly
antibiotics, be topical and / or systemic use. Among these plants used in traditional medicine,
stands out Guapira graciliflora (Mart.), more popularly known as jodo-mole, commonly used
as a healing agent. This study evaluated the antimicrobial activity and in vitro toxicity of
hydroalcoholic extract of the leaves of Guapira graciliflora (Mart.); and determined its
phytochemical profile. The hydroalcoholic extract was obtained by maceration process, for
five days, using 50% ethanol as solvent. The extract was subjected to the process of vacuum
evaporation and lyophilization. The antimicrobial potential was analyzed by the broth
microdilution technique, with determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
and Fungicidal/Bactericidal Concentration minimum (FCM / BCM) against the bacterial
strains: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC11775 and Salmonella
enteritidis ATCC 13076 and the yeast Candida albicans ATCC 10231. The toxicity of yeast
extract was analyzed by the method of hemolysis and phytochemical analysis by thin layer
chromatography (TLC). The extract of G. graciliflora showed high potential antifungal
(MIC= 0,250 pg/mL) compared to C. albicanse; expressionless antibacterial activity (MIC>
2000 pg/mL); and showed no hemolysis over 50% in any of the tested concentrations (1, 2, 4,
8, 16 mg/ml). The phytochemical analysis identified composed groups of flavonoids, being
the rutin the major compound. The G. graciliflora presented antimicrobial activity only for
strain of the C. albicans and its toxicity front the red blood cells was considered low. This

initial biomonitoring signals a possible potential against candida of the G. graciliflora extract,
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requiring further studies, pre-clinical and clinical trials to prove its efficacy and safety, with a

view to developing a new formulation for combating or treating candidiasis.

Keywords: Medicinal plants. Products with antimicrobial action. Candida albicans.
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