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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DETERMINACAO DA CIM DE EXTRATOS
E FASES PARTICIONADAS DE PRODUTOS VEGETAIS

FERNANDES, Tomas Jatai Soares *

RESUMO

A pesquisa sistematica para a descoberta e obtencdo de novas substancias
com finalidade terapéutica vem sendo executada por meio de varios métodos,
tendo em vista o desenvolvimento de novos processos na atualmente. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de 14 extratos e
8 particdes e determinar a concentracdo inibitéria minima — CIM das amostras
gue apresentaram atividade antimicrobiana. A avaliacdo das atividades
antibacteriana e antifungica foi realizada pelo método de disco difusdo. Os
micro-organismos testados foram cepas padrdao de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Candida albicans ATCC 76645. A maioria (72,7%) dos produtos
testados apresentou atividade antimicrobiana e mostrou-se capaz de inibir o
crescimento de S. aureus. Os extratos hidroetandlicos brutos (EHB) de
Anacardium occidentale, Anadenanthera macrocarpa e 0 extrato etandlico
bruto (EEB) de P. mollicomum (folhas) foram ativos para E. coli. Apenas a fase
cloroférmica (CHCI3) deste ultimo se mostrou ativo para P. aeruginosa. Os
EHBs de Stryphnodendron adstringens e de Maytenus rigida apresentaram
CIM, nas diluicdes com concentracao de 12,5% e 25%, respectivamente, frente
a linhagem de S. aureus, enquanto que a fase hexanica de P. caldense
apresentou CIM de 58,5 mg/mL. Em relacdo a atividade antifingica os EHBs
de Rosmarinus officinalis, Anacardium occidentale e Ximenia americana
apresentaram halos de inibicdo de crescimento que variam de 26 mm a 20 mm
de diametro frente a cepa de C. albicans, enquanto as fases hexanicas de P.
mollicomum (folhas) e P. caldense produziram halos de inibicdo de crescimento
com didametros semelhantes de 14 mm e 13 mm, e CIM de 200 mg/mL para
ambos os produtos. Estes resultados fornecem subsidios para que novos
estudos sejam realizados visando isolar e determinar a atividade
antimicrobiana destes metabdlitos secundarios frente a outros microorganismos
a fim de se obter produtos fitoterapicos.

Palavras-chave: Produtos naturais, CIM, Atividade antimicrobiana.

!Graduando do Curso de Farmécia da Universidade Estadual da Paraiba.

e-mail: tomas.jatai@hotmail.com



ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND MIC’S DETERMINATION OF EXTRACTS
AND PARTITIONED STAGES OF PLANT PRODUCTS

FERNANDES, Tomas Jatai Soares *

ABSTRACT

The systematic research to finding and obtaining new substances with
therapeutic purpose research has been performed by various methods, with a
view to developing new processes in currently. This study aims to evaluate the
antimicrobial activity of 14 extracts and 8 partitions and determine the Minimum
linhibitory Concentration - MIC of samples that showed antimicrobial activity.
The evaluation of antibacterial and antifungal activities was performed only by
disc diffusion method. The microorganisms tested were standard strains of
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Candida albicans ATCC 76645.
The majority (72.7%) of the tested products that showed antimicrobial activity
were capable of inhibiting the growth of S. aureus. The crude hydroethanolic
extracts (CHE) of Anacardium occidentale, Anadenanthera macrocarpa and
crude ethanol extract (CEE) P. mollicomum (leafs) were active for E. coli, and
only the chloroform phase (CHCI3) of this last was active for P. aeruginosa. The
hydroethanolic extract (HE) Stryphnodendron adstringens and Maytenus rigida
showed MIC, in the dilutions with concentration of 12.5% and 25% against to
the strain of S. aureus, while the hexane phase P. caldense showed MIC of
58.5 mg / mL. Regarding the antifungal action, CHES of Rosmarinus officinalis,
Anacardium occidentale and Ximenia Americana exhibited zones of growth
inhibition ranging from 26 mm to 20 mm in diameter against the strain of C.
albicans, while hexanes stages of P. mollicomum (leafs) and P. Caldense
produced similar inhibition zones growth with 14 mm and 13 mm, and MIC of
200 mg/mL for both tested products. These results provide support for new
studies to be conducted to isolate and determine the antimicrobial activity of
these secondary metabolites against other microorganisms in order to obtain
herbal products.

Keywords: natural products, CIM, antimicrobial activity.
'Graduate student’s Pharmacy of Universidade Estadual da Paraiba.

e-mail: tomas.jatai@hotmail.com



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ..ottt en e ea et en e aeeaenes 12
2. OBUJETIVOS. .. .eeiiiie ittt e e e e e e et e e e e e s ansaeaeeeeesanees 14
2.1.0OBJIETIVOS GERAIS......coi oottt e e 14
2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS... ..ottt 14
3. REFERENCIAL TEORICO.......oioiiiieeee ettt 15
3.1.0 uso de plantas MediCINAIS. .......coevviiieieeeeeeeiieeeeeeeee e eeeaaeenes 15

3.2.Consideracdes gerais sobre as principais familias de plantas medicinais

analisadas Neste eStUAOD.........ciiiiii i 15

3.2.1. AllIACEAE. ......ceeieeeeeeeeeetet et a e 16

3.2.2. ANACAIQIACEAE. ......ceiiieeeeeee ettt 17

3.2.3. CelaStraCeae..........cccccuuuiiiiiiiiiiiiiieeee e 19

3.2.4. Lamiaceae e Labiatae...........cccceuvvumiiiiiiieee e 20

3.2.5. LEQUMINOSAE. .....cciiiiiieiiii ettt ettt e e e as 21

3.2.6. OlaCACEAE........ccee i i ittt 23

3.2.7. PIPECAIECERAE. ... ..uuuuuiie et e e e e e eeee et e e e e e e e e e e 24

3.3. ReSIStENCIa MICTODIANA. .......uuveeiiiiiiieie e e e 25

A, METODOLOGIA. ... e e e e e e e e e e eees 27
4.1. Produtos vegetais analiSados..............uueiiiiiiiiieceeieeeeeeeee 27
4.2.Avaliacao da atividade antimicrobiana.................ccccccccieiiiiiii e, 28
4.2.1. MICrO-0OIQaNISIMOS. ...cciiiiieiaiiieaiiaae ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 28

4.2.2. MEI0S d€ CUITUIA.......ceeeeiieeeeeeiee e 28

4.2.3. Preparacao dos iNOCUIOS............cooviiiiiiiiiiiiccie e 29

4.2.4. Determinacédo da atividade antimicrobiana.................cccccevvvvennnns 29

5. RESULTADOS . ... e e e et e e et e e e e e 31
5.1. Atividade antibacteriana................uuueveeiiiiiniiiere e 31
5.2. Atividade antiflnNgiCa.............uiiiiiiiiiii e 38

B. DISCUSSAOD. ..ottt ettt 42
7. CONCLUSAO......coctiiititiieieiees ettt ee s 45

8. REFERENCIAS . .. .o ettt 46



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — Allium sativum (alN0).........ccooiiiiiiiiiiiic e 17
FIGURA 2 — Anacardium occidentale (Cajueir0).........ccceeeeeeeevieriiieiiiieeiiiiiennn. 18
FIGURA 3 = Schinus molle (Aroira)............ccouuuueeruuuuiiiiiiiiie e eeeeeeeeeeee e 19
FIGURA 4 — Maytenus rigida (DOm NOMEe)............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 20
FIGURA 5 — Origanum vulgare (Or€gan0).........cccuuueeeeeeriiuiirieeeeaaaiiieeae e 21
FIGURA 6 — Rosmarinus officinalis (alecrim)............ccceeeiiiiiiiiiieeeeeiieeeeeeeeeiiiins 21
FIGURA 7 — Anadenanthera macrocarpa (angiCo)............ueveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeennnnns 22
FIGURA 8 — Stryphnodendron adstringens (barbatimao)............ccccceeeeeeeeeeeneeee. 23
FIGURA 9 — Ximenia americana (ameixa do Mat0)...........ccceeeeerrrrnniiinivnnnnnne 24

FIGURA 10 — Piper arboreum (pariparoba)............cccceeeeeieeiieeeeeieiiiiieeeeeiiiiiiinnns 25



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Identificacdo taxondmica e popular das plantas e tipo de produtos
01 1] [172= To [0 1 PRSPPI 27
TABELA 2 - Avaliacdo da atividade antibacteriana de produtos vegetais frente
oot 0T Tl o = Lo [ = To 1 N O R 31
TABELA 3 - Avaliacdo da atividade antibacteriana de produtos vegetais da
familia Piperaceae frente as cepas padréo ATCC.......cooviiiiiiiiee e 32
TABELA 4 — Apresentacdo do numero e porcentagem de produtos vegetais
ativos frente aos micro-organimos testadosS.........cccevvivieeeeeeeiveeeeiii 33
TABELA 5 - Determinacéo da CIM de produtos vegetais ativos frente as cepas
PAAIEO ATCC .. ettt e e e e e e e e e e e e s e 34
TABELA 6 — Determinacdo da CIM de produtos vegetais ativos da familia
Piperaceae frente as cepas padrao ATCC.........coovriiieeiiiiiiiiicise e 36
TABELA 7 - Avaliacdo da atividade antifingica de produtos vegetais frente as
CEPAS PAAIA0 ATCC ... ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e 38
TABELA 8 — Avaliacdo da atividade antifungica de produtos vegetais da familia
Piperaceae frente as cepas padrao ATCC.........coovriiiiiiiieiiicirr e 39
TABELA 9 - Determinacédo da CIM de produtos vegetais ativos frente a cepa
[OF=T0 [ =0 1 AN I O O PP PP T PR TPPRTPP 40
TABELA 10 - Determinacdo da CIM de produtos vegetais ativos da familia

Piperaceae frente as cepas padrao ATCC.........oovvviieieiee e 41



LISTA DE ABREVIATURAS

ACOEt - Fase acetato de etila

ATCC — Americam Type Culture Collection
BHI — Brain Heart Infusion

CHCI; — Fase clorofémica

CH.CI;, — Fase diclorometano

CIM - Concentracéo Inibitoria Minima
CLSI — Clinical and Laboratory Standars Institut
EE — Extrato etandlico

EEB — Extrato Etandlico Bruto

EH — Extrato hidroetandlico

EHB — Extrato Hidroetandlico Bruto

Hex — Fase hexanica



12

1. INTRODUCAO

A histéria do uso de plantas medicinais tem mostrado que elas fazem
parte da evolucdo humana e foram o0s primeiros recursos terapéuticos
utilizados pelos povos (Dorta et al.,, 1998).0 ser humano utiliza as espécies
vegetais para aliviar ou tratar suas enfermidades em todas as culturas desde a
Antiguidade sendo que cada povo, cada grupamento humano no planeta traz
consigo conhecimentos ancestrais sobre plantas medicinais de acordo com sua
cultura. Foram encontrados registros desde 0s egipcios, que conheciam o
efeito dos sedativos e por volta de 1600 a. C. ja apresentavam estudos com
cerca de oitocentas plantas de uso medicinal (Eldin et al., 2001).

O Brasil € o pais com maior biodiversidade do mundo, contanto com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000 (Simfes et al.,, 2007). As plantas medicinais da flora nativa s&o
consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades
farmacoldgicas, propagadas por usuarios ou comerciantes. Muitas vezes essas
plantas séo, inclusive, empregadas para fins medicinais diferentes daqueles
utilizados por um grupo populacional como os indigenas (Veiga Jr. et al., 2005),
quilombolas, japoneses dentre outros.

Comparada com a toxicidade dos medicamentos usados nos
tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas medicinais e fitoterapicos
pode parecer trivial. Isto, entretanto, ndo € verdade. E um problema sério a
saude publica. Efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteractes
e toxidez, bem como a acéo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem
comumente. As pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas
medicinais e fitoterapicos no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o
controle da comercializacdo pelos érgaos oficiais em feiras livres, mercados
publicos ou lojas de produtos naturais (Veiga Jr. et al., 2005).

Dentre os diversos usos que se aplicam as plantas medicinais se
enquadram os tratamentos das doencas infecciosas que vem se tornando um
problema que crescente, tendo em vista a disseminacdo da resisténcia
bacteriana, causando incertezas quando se trata de bactérias resistentes a
multiplos antibidticos, dessa forma surge a necessidade de se buscar novos

compostos com atividade antimicrobiana que surjam como alternativa no
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combate a esses micro-organismos. Goncgalves et al. (2011), retrata a
importancia de se estudar a aplicacao de novas substancias obtidas a partir da
extracao de principios ativos de diversas espécies vegetais e € importante para
encontrar formas de inibir ou combater esses patdgenos, que constantemente
apresentam resisténcia a antibioticos industrializados.

De acordo com Cechinel Filho (1991), o extrato bruto deve ser
submetido a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes. Como exemplo pode-se citar o hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol, visando uma semi-purificacdo das substancias
através de suas polaridades, porém outros solventes de polaridades similares

também podem ser utilizados.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivos gerais

Avaliar in vitro a atividade antimicrobiana dos extratos brutos [extrato
hidroetandlico bruto (EHB) e extrato etanolico bruto (EEB)] e das fases
particionadas [a fase hexanica (Hex), a fase cloroformica (CHCI3), a fase
acetato de etila (ACOEt) e a fase diclorometano (CH.Cl,)] com solventes em
polaridade crescente frente a cepas derivadas de padrdo American Type
Culture Collection — ATCC.

2.2.0bjetivos especificos

e Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos e de suas fases
particionadas sobre padrées ATCC de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosal ATCC
27853, e Candida albicans ATCC 76645;

e Determinar a Concentracdes Inibitéria Minima (CIM) dos extratos e/ou
fases particionadas, seguindo as recomendacdes do Clinical and

Laboratory Standards Institut — CLSI, pelas técnicas de disco-difuséo;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1.0 uso de plantas medicinais

Existem varios registros historicos sobre a utilizagdo das plantas para
tratamento de doencas desde 4.000 a.C. O primeiro registro médico depositado
no Museu da Pensilvania é datado de 2.100 a.C. e inclui uma colecdo de
férmulas de trinta diferentes drogas de origem vegetal, animal ou mineral
(Helfand; Cowen, 1990). O manuscrito Egipcio “Ebers Papirus” (1.500 a.C.),
contém 811 prescricdes e 700 drogas e o primeiro texto Chinés sobre plantas
medicinais (500 a.C.) relata nhomes, doses e indicacGes de uso de plantas para
tratamento de doencas (Arruda et al., 2006; Duarte, 2006).

De acordo com Duarte (2006) algumas dessas plantas ainda sao
utilizadas, como Ginseng (Panax spp.), Ephedra spp, Cassia spp. e Rheum
palmatum L., inclusive como fontes para indastrias farmacéuticas.

Segundo Giulietti (2005), o interesse sobre a flora do Brasil remonta ao
século XVI e numerosos botanicos europeus visitaram o pais do século XVII
até o final do século XIX para estudar as paisagens e a flora do Brasil.
Praticamente todas as colecdes feitas foram depositadas em herbérios
europeus.

No nordeste brasileiro e em outras regifes do pais, as familias Alliaceae,
Anacardiaceae, Celastraceae, Lamiaceae (Labiate) e Leguminosae sé&o
amplamente estudadas devido suas indicagcbes medicinais pelos raizeiros.
Algumas espécies dessas familias apresentam atividade antimicrobiana, e
podem ser usadas como alternativa ou complementacdo terapéutica pela

populacao.

3.2.Consideracdes gerais sobre as principais familias de plantas
medicinais analisadas neste estudo
As plantas medicinais estdo dentre os produtos naturais de grande
interesse cientifico por proporcionarem grandes chances de obterem-se
moléculas protétipos, devido a diversidade de seus constituintes (Duarte et al.,
2004; Michelin et al. 2005; Lima et al., 2006; Palmeira et al., 2010).
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Alliaceae, Anacardiaceae, Celastraceae, Lamiaceae (Labiate),
Leguminosae, Olacaceae e Piperaceae foram as familias utilizadas nesse
estudo.

Dentre as familias citadas, as espécies utilizadas foram,
respectivamente, Allium sativum, Anacardium occidentale, Schinus molle,
Maytenus rigida, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Anadenanthera
macrocarpa, Stryphnodendron adstringens, Ximenia americana, Piper
arboreum, Piper caldense (caule), Piper mollicomum (caule), Piper mollicomum

(frolhas) e Piper montealegreanum.

3.2.1. Alliaceae

A familia Alliaceae inclui entre 12 e 15 géneros e cerca de 600 espécies,
estando amplamente distribuida no globo. No neotrépico, a familia esta
representada por trés géneros (Allium, Nothoscordum e Tulbaghia) e
aproximadamente 20 espécies (Alves-Araujo, 2004), das quais apenas duas de
Nothoscordum (N. Kunth e N. pernambucanum) ocorrem no Nordeste brasileiro
(Ravenna 1991, 2002).

A atividade terapéutica do alho € demasiadamente extensiva podendo
combater patologias enddcrinas cardiovasculares, atuando como anti-
neoplasico e antimicrobiano também apresenta efeitos anti-helminticos, anti-
oxidantes e imunoldgicos (Katzung, 2003; Marchiori, 2008). As atividades
farmacoldgicas do Allium sativum L. tém sido evidenciados através de estudos
clinicos e etnofarmacolégicos (Harris et al., 2001).

No Allium sativum, o alho, foram identificadas cerca de 30 substancias
com potencial efeito terapéutico. O seu bulbo apresenta rendimento de 0,1 a
0,2% (v: p) de Oleo volétil destacando-se na sua composi¢éo quimica dissulfeto
de dietila, dissulfeto de alilproprila, dissulfeto de dialila, trissulfeto de alila,
polissulfeto de dialila, S-alil cisteina, S-alilmercaptocisteina, entre outros
constituintes (Milner, 2001). O tipo e a concentracdo dos compostos extraidos
do alho dependem do seu estdgio de maturacdo, praticas de cultivo,
localizagcdo na planta, condicbes de processamento, armazenamento e

manipulagéo (Marchiori, 2005) (Figura 1).
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* .,_,,‘ X \ % ".h
Figura 1- Allium sativum (alho)

Fonte:http://www.indiamart.com/nir
ogam/natural-spice-oils-essential-

oils.htmi#garlic-oil-allium-sativum

3.2.2. Anacardiaceae

Anacardiaceae é uma familia constituida por cerca de 76 géneros e 600
espécies. Seus géneros sao subdivididos em cinco tribos (Anacardieae,
Dobineae, Rhoeae, Semecarpeae e Spondiadeae). Aproximadamente 25% dos
géneros dessa familia sdo conhecidos como téxicos e causadores de dermatite
de contato severa. De modo geral, as espécies venenosas desta familia estao
restritas as tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (Volg et al., 1995; Volg
et al., 1996).

A dermatite de contato provocada por essas plantas é atribuida
principalmente a compostos fendlicos e catecdlicos ou a mistura destas
substancias, denominados lipidios fendlicos. Estas substancias podem estar
presentes em diferentes partes do material vegetal, ocorrendo principalmente
em espécies do género Rhus (Tyman, 1979; Evans, 1980). Nos ultimos anos, a
origem dos lipidios fendlicos e derivados também foi objeto de investigacao;
além disso, espécies da familia Anacardiaceae tém se mostrado bastante
promissora na busca de substancias bioativas. Do ponto de vista quimico, os
géneros mais estudados nesta familia sdo Mangifera, Rhus (Toxicodendron),
Anacardium, Spondias, Lannea, Semecarpus, Schinus, Pistacia, Lithraea,
Tapirira e Melanorrhoea. Mangifera, Rhus e Anacardium destacam-se pelo
namero de investigacdes relativas a composi¢cado quimica de suas espeécies e

atividades bioldgicas de seus extratos e metabolitos (Correia et al., 2006).
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Varios estudos evidenciam diversas atividades biol6gicas para os acidos
anacérdicos, dentre elas: atividade antitumoral, destaca-se a habilidade em
inibir as enzimas tirosinase (Kubo et al., 1994), prostaglandina sintase e
lipooxigenase (Paramashivappa, 2001). Estes acidos também séo conhecidos
por suas atividades antiacne (Kubo et al., 1994), antibacteriana (Kubo et al.,
1993), moluscocida (Sullivan et al., 1982) e antifungica (Prithiviraj et al., 1997).
Foram testados 16 compostos fendlicos isolados de A. occidentale (Figura 2),
dentre estes, 4 acidos anacardicos exibiram consideravel atividade inibitoria
contra as bactérias Gram-positivas Streptococcus mutans, Brevibacterium
ammoniagenes, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Propionibacterium

acnes.

Figura 2- Anacardium occidentale (cajueiro)

Fonte:http://www.preciolandia.com/br/sementes-
de-caju-anao-precoce-produz-aos-7wnl2q-a.html

Schinus molle L. (Figura 3), a aroeira-periquita, € espécie nativa da
América do Sul. No Brasil, ocorre principalmente de Pernambuco ao Rio
Grande do Sul em diversos tipos de formagdes vegetais (Carvalho, 1994).

Existem relatos sobre a atividade antifungica (Dikshit et al., 1986),
antimicrobiana (Gundidza, 1993), inseticida (Chantraine et al., 1998) e

repelente (Wimalaratne et al., 1996) de 6leos essenciais de S. molle.
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Figura 3- Schinus molle (aroeia)

Fonte:http:/www.flickr.com/photos/84538852@N03/8227183835/

3.2.3. Celastraceae

A familia Celastraceae possui 88 géneros e 1300 espécies distribuidas
em climas tropicais e subtropicais (Spivey et al., 2002). Segundo Gonzélez et
al. (1982) e Jorge et al. (2004), o género Maytenus com cerca de 80 espécies
distribuidas no Brasil, € quimicamente caracterizado pela presenca de
triterpenos, alcaldides, taninos e flavondides.

Segundo Andrade-Lima (1989), Maytenus rigida Mart. é popularmente
conhecida como “bom nome”, “chapéu de couro” ou “pau-decolher’” e € uma
arvore de pequeno porte, que ocupa areas muito secas da caatinga e agreste
de Sergipe, Pernambuco e Paraiba (Figura 4).

Na medicina tradicional, o ch& da entrecasca do caule é utilizado para
problemas renais, como antiinflamatério, analgésico, cicatrizante, hipotensor,
hepatoprotetor e para problemas gastricos (Carriconde, 2004), tlcera externa,
infecg@o e cancer (Agra et al., 2007), impoténcia sexual e reumatismo (Almeida
et al., 2005).
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Figura 4- Maytenus rigida (bom nome)

Fonte:http://www flickr.com/photos/egbertoaraujo/387532
2094/in/set-72157622197337722

3.2.4. Lamiaceae (Labiatae)

A familia Lamiaceae com 295 géneros e cerca de 7.775 espécies
(Stevens, 2001), € formada por plantas herbaceas a arbustivas, principalmente,
que se caracterizam por apresentar caule e ramos retangulares, quando
jovens, flores fortemente zigomorfas, bilabiadas, e ovario com estilete
ginobasico.E um grupo com distribuicdo cosmopolita, ocorrendo principalmente
em savanas abertas e regibes montanhosas de clima tropical a subtropical
(Hedge, 1992). De acordo com Harley (1996), estima-se que pelo menos 22
géneros e 402 espécies ocorrem no Brasil. Elas eram conhecidas antigamente
como Labiatae, apés a nova classificacdo taxonbémica passaram a ser
chamadas de Lamiaceae.

As espécies deste género sdo em sua maioria aromaticas, com grande
potencial econébmico devido a sua producéo de 6leos essenciais (Jesus, 2001).
Segundo Botrel et al. (2010), os 6leos essenciais secretados neste género tém
importante acdo farmacol6gica, como anestésico, antiespasmaodico, anti-
inflamatorio, além de abortivo em doses elevadas. Dentro desta familia
encontramos o Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis.

Segundo Oliveira (2008), o 6leo essencial do Origanum vulgare tem
demonstrado boa atividade bactericida e fungicida contra diferentes patégenos,
sendo esta atribuida aos compostos carvacrol e timol, que sdo os componentes
fendlicos presentes em maior quantidade em alguns 6leos essenciais como o

orégano (Figura 5).
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Figura 5- Orinagum vulgare (orégano)

Fonte:http:/www.grannutrille.com.br/imod5 vis
ualizar.php?id=126

Nascimento et al. (2000) relataram a acao antimicrobiana de extratos de
Rosmarinus officinalis (alecrim) frente a bactérias sensiveis e resistentes a
antibiéticos sintéticos, verificando sinergismo entre antibiéticos e os extratos
usados, possibilitando que antibiéticos ineficazes apresentassem acdo sobre

bactérias resistentes (Figura 6).

Figura6- Rosmn'nus officinalis
(alecrim)

Fonte:http://gardenmania.com.br/pro
ducts/sementes-de-alecrim-%23-
rosmarinus-officinalis-%23.html

3.2.5. Leguminosae

Leguminosae é a terceira maior familia de angiospermas, apresentando
cerca de 18.000 espécies, distribuidas em aproximadamente 727 géneros em
trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (Lewis et al.,
2005). Sua distribuicdo é cosmopolita e estd bem representada nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas.
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O Angico (Anadenanthera macrocarpa Benth) pertencente a familia
Leguminoseae, subfamilia Mimosoideae, trata-se de uma arvore de grande
porte, medindo entre 4 a 5m de altura; seu caule e ramos possuem casca
castanho-avermelhada, armados e com espinhos agudos. Suas folhas sé&o
alternas, compostas, bipinadas, com 8 a 15 cm de comprimento; as
inflorescencias se apresentam em paniculas de espigas globosas; suas flores
diminutas sdo andrégenas; o seu fruto é rigido, glabro, achatado, deiscente de
cor marrom; suas sementes séo de 5 a 10, subelipticas, lisas e escuras (Agra,
1996).

Na medicina popular, Anadenanthera macrocarpa, vem sendo utilizado
de diversas formas, dentre elas, o decocto da casca (na preparacdo de
xaropes), usado no tratamento das tosses, coqueluches e bronquites; a
maceracdo da casca, utilizada no tratamento de inflamacfes e leucorréias e
quando a preparacdo € com alcool ou cachaca, pode ser utilizada em
ferimentos externos, agindo como hemostatico e cicatrizante (Matos, 1997)

(Figura 7).

)
N
Y

Figura 7- Anadenanthera macrocarpa
(angico)

Fonte:https://www.compremudas.com.br/pro
duto/angico-vermelho-%252d

anadenanthera-macrocarpa.html

O Stryphnodendron adstringens, o barbatimdo, que também pertence a
subfamilia Mimosoideae, é uma avore tortuosa, de pequeno porte, com altura
entre 4 e 5 metros, apresentando casca bastante rugosa e com fissuras (Cruz,

1995). E uma planta decidua, heliofita, pioneira e seletiva xerofita,
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caracteristicas de formacdes abertas como serrado e o campo. Apresenta
nitida preferéncia por solos arenosos e de drenagem rapida, como os situados
em encostas suaves e topos de morros. Floresce a partir de setembro,
prolongando-se até novembro. Os frutos amadurecem no periodo de julho até
setembro. (Braga, 1981; Matos 2000; Lorenzi, 2002) (Figura 8).

Figura 8- Stryphnodendron adstringens
(barbatimao)

Fonte:https://www.compremudas.com.br/produto/an
ico-vermelho-%252d-anadenanthera-
macrocarpa.html

E uma planta bastante conhecida na medicina popular. Possui acgio
cicatrizante, antiinflamatoéria, hemostética, sendo amplamente utilizada como
antisséptico (Camargo, 1985), como antisséptico e bactericida no tratamento
de varias infeccfes cutaneas, além de ainda ser empregada no tratamento de
gonorréia, leucorréia, hérnia, feridas hemorragicas, diarréia, gastrite, dores de
garganta, hemorrdidas e em forma de gotas sua utilizacdo para conjuntivite
(Cruz, 1995; Almeida et al., 1998; Macedo et al., 2008).

Segundo Toledo (2002), o extrato obtido das cascas de Stryphnodendron
adstringens demonstra atividade antimicrobiana contra Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. Estas atividades devem-
se a rigueza em taninos presentes na casca dessa planta (Lorenzi, 2000;
Matos, 2002; Santos et al., 2006).

3.2.6. Olacaceae
A familia Olacaceae Mirb. ex DC. encontra-se constituida por cerca de
27 géneros e 180 espécies (Sleumer, 1984), com ampla distribuicdo, ocorrendo

principalmente nas regides tropicais e subtropicais das Américas, Africa, Asia e
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Oceania. E um grupo que possui uma grande diversidade em sua morfologia
vegetativa (principalmente das folhas) e reprodutiva, como a soldadura das
pétalas, o tipo de ovério e a relacdo do niumero estames/pétalas. A auséncia de
uma uniformidade de caracteres dificulta a identificacdo das espécies,
constituindo-se em um dos problemas para a sistematica do grupo (Cabral,
1999).

A Ximenia americana (ameixa do mato) € um arbusto espinhoso, de
casca vermelha, lisa, muito adstringente com folhas compridas, ovais e
opostas, ostentando um espinho na extremidade inferior ou na base (Braga,
1981; Cruz, 1995). Apresenta-se com flores em cachos, de cor amarela e
peluda. Os frutos cilindricos, amarelos e brilhantes, que contém uma
substancia mole e aromatica de gosto acido (Cruz, 1995).

A Ximenia americana tem sido usada ha séculos em muitos paises onde
ele é usado para muitas preparacbes de chas de ervas. Na Nigéria, €
amplamente usada entre as comunidades Hausa / Fulani como fitoterapico no
tratamento da malaria, Ulcera e infeccdo hansénica (Ogunleye et al., 2003)
(Figura 9).

Figura 9- Ximenia americana (ameixa do mato)

Fonte:http://www.eattheweeds.com/ximenia-americana-known-
by-many-names-2/

3.2.7. Piperaceae

A familia Piperaceae compreende, aproximadamente, trés mil espécies
distribuidas em oito géneros, dentre os quais se destacam o0s géneros Piper e
Peperomia. Geralmente, as plantas desses géneros sao arbustos, ervas e
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pequenas arvores. A familia € muito importante como fonte de substancias,
devido ao seu potencial farmacolégico. Pela ampla ocorréncia e abundancia no
Brasil, varias espécies dessa familia foram referidas por suas propriedades
etnomedicinais (Mabberley, 1997; Mendes et al., 2011). A Figura 10 mostra um

exemplo de um género Piper, a Piper arboreum.

Figura 10- Piper arbreum (papiparoba)

Fonte:http:/biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/meta
siview/17882

As investigacdes fitoquimicas de espécies de Piperaceae tém mostrado
a presenca de metabodlitos do acido mevalbnico (monoterpenos e
sesquiterpenos), do acido acético/acido chiquimico (flavondides) e vias do
acido chiquimico (lignéides, arilpropandides e amidas). Os metabdlitos mais
frequentemente isolados s&o amidas, aristolactamas, ligndides e
fenilpropandides. Frequentemente observa-se o isolamento de flavondides,
representados por flavonas, diidroflavonas, chalconas e diidrochalconas
(Sengupta; Ray, 1987).

3.3.Resisténcia Microbiana

Micro-organismos resistentes sdo agueles resistentes a uma ou mais
classes de antimicrobianos do ponto de vista epidemioldgico, segundo o Centro
de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) de Atlanta, nos Estados Unidos.
Sob a perspectiva laboratorial, entende-se como 0 crescimento de uma
bactéria in vitro na presenca de concentracdes séricas de antibidtico ou quando

se mostram resistentes a duas ou mais classes de drogas que interfeririam em
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suas funcbes de crescimento e, as quais seriam habitualmente sensiveis
(Azevedo, 2005; Matrtins et al., 2011)

Diversos fatores podem contribuir para a ocorréncia ou disseminacao da
resisténcia bacteriana, dentre os quais aqueles relacionados ao hospedeiro e a
pressdo seletiva gerada pelos agentes antimicrobianos (Azevedo, 2005). Por
ser a resisténcia um fendbmeno complexo, esta envolve o microrganismo,
paciente, agente antimicrobiano e, ambiente separadamente e/ou na sua
interacdo (Murthy, 2001).
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4. METODOLOGIA

4.1.Produtos Vegetais Analisados

Foram utilizados os extratos hidroetandlicos brutos (EHB) de Allium
sativum, Anacardium occidentale, Anadenanthera macrocarpa, Maytenus
rigida, Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Schinus molle,
Stryphnodendron adstringens e Ximenia americana; os extratos etanolicos
brutos (EEB) de Piper arboreum, Piper caldense (caule), Piper mollicomum
(folhas), Piper mollicomum (caule) e Piper montealegreanum; as fases
hexénicas (Hex) de Piper caldense (caule) e Piper mollicomum (folhas); as
fases cloroféormicas (CHCI;) de Piper caldense (caule), Piper mollicomum
(folhas), Piper mollicomum (caule) e Piper montealegreanum; as fase acetato
de etila (ACOEt) de Piper montealegreanum e a fase diclorometanos (CH,Cl,)
de Piper arboreum.

Os extratos (EEB e EHB) das plantas que foram submetidas a pesquisa,
bem como as fases particionadas, foram cedidas pelo Laboratério de
Fitoquimica da Universidade Estadual da Paraiba e pelo Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba.

A Tabela 1 contém dados referentes a identificacdo taxonémica, o nome
popular e tipo de extrato ou fases particionadas utilizados neste experimento

para a deteccao de atividade antimicrobiana.

Tabela 1 - Identificacdo taxondmica e popular das plantas e tipos de produtos
utilizados

. . . PRODUTO
FAMILIA NOME CIENTIFICO (ESPECIE) | NOME POPULAR TESTADO
Alliaceae Allium sativum Alho EHB

Anacardium occidentale Cajueiro EHB

Anacardiaceae : :
Schinus molle Aroeira EHB
Celastraceae Maytenus rigida Bom nome EHB
Origanum vulgare Orégano EHB

Lamiaceae/Labiate : —

Rosmarinus officinalis Alecrim EHB
Anadenanthera macrocarpa Angico EHB

L i - -
eguminosae Stryphnodendron adstringens Barbatimao EHB
Olacaceae Ximenia americana Ameixa do Mato EHB
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EEB

Piper arboreum i
Pariparoba CH,Cl,

EEB

Piper caldense (caule) Paguarandi CHCl;

Hex

EEB

Piperaceae Piper mollicomum (folhas) Pariparoba CHCl;

Hex

EEB

3

EEB

Piper montealegreanum - CHCl,

ACOEt

Legenda: EHB (extrato hidroetandlico bruto); EEB (extrato etandlico bruto); Hex (fase hexanica); CH2Cl.
(fase diclorometano); CHCI; (fase cloroférmica); ACOEt (fase acetato de etila); (-) sem informacgéo

4.2.Avaliacao da atividade antimicrobiana

4.2.1. Micro-organismos

As cepas provenientes da American Type Culture Collection (ATCC)
cepas sao recomendadas para estudo da suscetibilidade aos antimicrobianos
(CLSI, 2009), uma vez que ndo possuem caracteristicas de resisténcia frente
aos antimicrobianos industrializados.

Para esta pesquisa foram utilizadas cepas microbianas provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Candida albicans ATCC 76645.

4.2.2. Meios de cultura

Para garantir a viabilidade dos micro-organismos em estoque, foi
utilizado o Caldo de enriquecimento BHI (Brain Heart Infusion). Para o cultivo
bacteriano foi utilizado o meio Agar Muller-Hinton e para o cultivo fungico foi
utilizado o meio Agar Sabouraud Dextrose, distribuidos em placas de Petri,
contendo uma camada de agar de 4mm de espessura. Os meios de cultura

foram preparados de acordo com as especificacdes do fabricante DIFCO®.
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4.2.3. Preparacao dos inoculos

Ap6s o enriquecimento em Caldo BHI, uma aliquota de cada
crescimento foi semeada através da técnica de esgotamento por estrias em
agar Muller Hinton e incubado a 37°C por 24 horas, permitindo dessa forma
gue 0S micro-organismos estivessem em crescimento exponencial, o que
garante seguranga maior durante a realizacdo da analise. Apds esse periodo
de incubacdo, algumas coldnias foram suspensas em solucdo salina estéril
0,85% até atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de

MacFarland, originando uma suspensao bacteriana padrao (CLSI, 2009).

4.2.4. Determinagéo da atividade antimicrobiana

Difusdo em disco — Através desta técnica foi realizada uma triagem da
atividade antimicrobiana dos EHBs, EEBs e suas fases frente a cepas
bacterianas e frente a cepas leveduriforme. Utilizando swabs esteréis que
foram inseridos na solugdo salina contendo a suspensdo bacteriana
previamente padronizada na escala 0,5 de McFarland , sendo posteriormente
semeados por toda a superficie do meio de cultura em diversas dire¢cdes o que
permite um crescimento uniforme e confluente. Em seguida foram adicionados
discos de papel de filtro estéreis (CEFAR®) de 6 mm de didmetro, previamente
impregnados com 20uL de cada produto testado, sendo distribuidos
uniformemente sobre a superficie do meio, garantindo que haja espaco para
formacao de possiveis halos de inibicdo (CLSI, 2009).

Como controle também foram testados todos os solventes utilizados na
preparacdo dos extratos e fases, utilizando-se a mesma metodologia
empregada para os produtos em avaliacdo. Apés o semeio e distribuicdo dos
discos, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, sendo observada a
formacao de halos de inibicdo de crescimento, que foram medidos com auxilio
de um halémetro (CLSI, 2009).

Os experimentos foram realizados em duplicata, e os resultados obtidos
foram expressos pela média aritmética dos valores dos halos de inibicdo de
crescimento, considerando-se como ativo o0 produto (substancia) que
apresentou halo com diametro igual ou superior a 8 mm (Parekh, Chanda,
2007; Catéo, 2007).
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Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) - A
determinacdo das CIMs dos produtos ativos também foi realizada pela mesma
metodologia disco-difusdo (CLSI, 2009), tomando a concentracao inicial como
equivalente a 100%. Os produtos que apresentaram atividade antimicrobiana
foram diluidos, obtendo-se concentracbes de 50%, 25%, 12,5%, 6,25%,
3,125%, 1,56% e 0,78%, que em seguida foram novamente testados. A CIM foi
determinada observando-se a menor diluicdo do produto testado, capaz de
inibir o crescimento bacteriano, determinado pela presenca de halo de inibicao
do crescimento, apés incubacéo por 24h/37°C (Fabry, et al., 1998; Consentino
et al.,, 1999; Alves et al., 2000; Catdo, 2007). Os halos de inibicdo de
crescimento formados foram medidos com auxilio de um halémetro, tendo os
resultados expressos pela média aritmética dos diametros obtidos nos dois
ensaios e, considerado como suscetivel, o halo com diametro igual ou superior
a 8 mm de diametro (Parekh et al., 2007; Catéo, 2007).
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5. RESULTADOS

5.1.Atividade antibacteriana

A tabela 2 dispde de resultados obtidos da atividade antibacteriana dos
produtos testados das familias Alliaceae, Anacardiaceae, Celastraceae,
Lamiaceae, Leguminosae e Olacaceae. A verificacdo da atividade foi realizada
pela técnica de difuséo de disco.

Foi possivel verificar que os EHBs de Anacardium occidentale,
Anadenanthera macrocarpa, Maytenus rigida, Origanum vulgare, Rosmarinus
officinalis, Schinus molle, Stryphnodendron adstringens e Ximenia americana
foram capazes de inibir o crescimento da cepa de S. aureus, apresentando
halos que variaram de 12 mm a 17 mm.

Observou-se que apenas dois EHBs, o de Anacardium occidentale, e o
de Anadenanthera macrocarpa, apresentaram atividade frente a cepa de E. coli
formando halos de inibicdo com tamanhos, respectivamente, de 12 mm e 11
mm. Nao foi possivel observar atividade antibacteriana dos EHBs frente a cepa

de P. aeruginosa.

Tabela 2 — Avaliacdo da atividade antibacteriana de produtos vegetais frente as
cepas padrao de Escherichi coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923

PRODUTO DIAMETRO DE HALOS (mm)
NOME CIENTIFICO (ESPECIE) TESTADO
[100%] E. coli P. aeruginosa S. aureus

Allium sativum EHB 0 0 0
Anacardium occidentale EHB 12 0 14
Schinus molle EHB 0 0 17
Maytenus rigida EHB 0 0 13
Origanum vulgare EHB 0 0 12
Rosmarinus officinalis EHB 0 0 12
Anadenanthera macrocarpa EHB 11 0 17
Stryphnodendron adstringens EHB 0 0 17
Ximenia americana EHB 0 0 15

Legenda: EHB (extrato hidroetandlico bruto);

A tabela 3 disp0e da atividade antibacteriana dos produtos vegetais da
familia Piperaceae que foram testados. Foi possivel verificar que para P.

arboreum apenas o EEB, de concentragdao 88 mg/mL, apresentou atividade
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antibacteriana frente, apenas, da cepa de S. aureus, onde houve formagéo do
halo de inibicdo de crescimento com tamanho de 10 mm. Para P. Caldense, o
EEB na concentracdo de 490 mg/mL e a fase hexanica na concentragdo de
117 mg/mL também tiveram atividade antimicrobiana frente, apenas, da cepa
de S. aureus, formando, respectivamente, os halos de inibicdo de crescimento
com tamanhos de 12 mm e 15 mm.

Para P. mollicomum (folhas), o EEB na concentracdo de 183 mg/mL foi o
anico produto vegetal testado desta familia que apresentou atividade
antimicrobiana para E. coli, formando um halo de inibigdo de crescimento com
tamanho de 8 mm. Sua fase clorofébmica na concentracdo de 344 mg/mL
apresentou atividade frente as cepas de P. aeruginosa e S. aureus, formando
halos de inibicdo de crescimento com tamanhos, respectivamente, de 9 mm e
16 mm. A fase clorofémica de P. mollicomum (folhas) foi a Unica, dentre todos
os produtos das familias testados, que apresentou atividade frente a cepa de P.
aeruginosa. E sua fase hexanica apresentou atividade antibacteriana frente,
apenas, da cepa de S. aureus, formando um halo de inibicdo de crescimento
com tamanho de 12 mm.

Para P. montealegreanum, os produtos testados tiveram atividade
antimicrobiana frente, apenas, a cepa de S. aureus. O EEB na concentracdo de
384 mg/mL, a fase cloroférmica na concentracdo de 95 mg/mL e a fase acetato
de etila na concentracdo de 411 mg/mL formaram, respectivamente, os halos

de inibicdo de crescimento com tamanho de 9 mm, 12 mm e 8 mm.

Tabela 3 — Avaliacdo da atividade antibacteriana de produtos vegetais da
familia Piparaceae frente as cepas de Escherichi coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923

NOME CIENTIEICO PRODUTO DIAMETRO DE HALOS (mm)
ESPECIE TESTADO
( ) [mg/mL] E. coli P. aeruginosa | S. aureus
EEB [88] 0 0 10
Piper arboreum
CH,ClI, [60] 0 0 0
EEB [490] 0 0 12
Piper caldense (caule) CHCI;[100] 0 0 0
Hex [117] 0 0 15
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EEB [183] 8 0 0
Piper mollicomum (folhas) CHCI3[344] 0 9 16
Hex [115] 0 0 12
EEB [136] 0 0 0

Piper mollicomum (caule)
CHCI;[243] 0 0 0
EEB [384] 0 0 9
Piper montealegreanum CHCI;3[95] 0 0 12
ACOEt [411] 0 0 8

Legenda: EEB (extrato etandlico bruto); Hex (fase hexanica); CH.Cl, (fase diclorometano); CHCI; (fase

cloroférmica); ACOEt (fase acetato de etila);

A tabela 4 mostra que 72,2% dos produtos vegetais disponibilizados
para este experimento, nas concentracOes testadas, foram ativos para S.
aureus. Entretanto, nenhum deles apresentou atividade simultanea para as trés

espécies microbianas estudadas.

Tabela 4 — Apresentacdo do numero e porcentagem de produtos vegetais
ativos frente aos micro-organismos testados.

PRODUTOS TESTADOS N° (%)
MICRO-ORGANISMOS TESTADOS N =22 (100%)
PA PI
E. coli ATCC 25923 3 (13,6%) 19 (86,4%)
P. aeruginosa ATCC 27853 1 (4,5%) 21 (95,5%)
S. aureus ATCC 25923 16 (72,7%) 6 (27,3%)

Legenda: N (ndimero total de produtos vegetais utilizados nos testes de atividade antibacteriana); PA

(numero de produtos vegetais ativos); Pl (nUmero de produtos vegetais inativos);

A Tabela 4 ainda apresenta a porcentagem dos produtos vegetais ativos
frente aos micro-organismos testados neste estudo. Observou-se que o0s
produtos foram mais ativos frente a S. aureus, seguido de E. coli e P.
aeruginosa.

Observou-se que apenas duas solucdes apresentaram capacidade de
inibicdo de crescimento bacteriano para S. aureus com uma concentracdo
inferior a inicial. O EH de Stryphnodendron adstringens na concentragdo de

12,5% produziu um halo de inibigcdo de crescimento com tamanho de 9 mm, e o



34

EH de Maytenus rigida na concentracdo de 25% produziu um halo de inibicdo

de crescimento com tamanho de 8 mm (Tabela 5).

Tabela 5 — Determinagdo da CIM de produtos vegetais ativos frente as cepas
de Escherichi coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 25923

NOME CIENTIFICO PRODUTOS
(ESPECIE) VEGETAIS
TESTADOS

SOLUCOES
TESTADAS [%]

DIAMETRO DE HALOS (mm)

E. coli S. aureus

Schinus molle EH

100* 0 17
50 0 0
25 0 0

12,5 0 0

6,25 0 0

Origanum vulgare EH

100* 0 12
50 0 0
25 0 0

12,5 0 0

6,25 0 0
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6,25 0 0

100* 11 17

50 0 0

Anadenanthera macrocarpa EH 25 0 0
12,5 0 0

6,25 0 0

100* 0 17

50 0 12

Stryphnodendron adstringens EH 25 0 10
12,5 0 9

6,25 0 0

100* 0 15

50 0 0

Ximenia americana EH 25 0 0
12,5 0 0

6,25 0 0

Legenda: (*) [extrato hidroetanélico bruto (EHB)]; EH (extrato hidroetanélico);

A tabela 6 apresenta os resultados obtidos da determinacédo da CIM para
a familia Piperaceae. Observou-se que apenas a Piper caldense teve uma
atividade de inibicdo de crescimento com uma concentragdo inferior & inicial. A
fase hexanica de Piper caldense na concentracdo de 58,5mg/mL resultou em

um halo de inibicdo de crescimento com tamanho de 8 mm.
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Tabela 6 — Determinacdo da CIM de produtos vegetais ativos da familia
Piperaceae frente as cepas de Escherichi coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923

NOWECIENTIFCO | eogrus | restaoAs DIAVIETRO DE HALOS (mm)
TESTADOS [mg/mL] (%) E. coli P. aeruginosa S. aureus
[88]* (100%) 0 0 10
[44] (50%) 0 0 0
Piper arboreum EE [22] (25%) 0 0 0
[11] (12,5%) 0 0 0
[5,5] (6,25%) 0 0 0
[490]* (100%) 0 0 12
[245] (50%) 0 0 0
EE [122,5] (25%) 0 0 0
[61,2] (12,5%) 0 0 0
[30,6] (6,25%) 0 0 0
Piper caldense (caule)
[117] (100%) 0 0 15
[58,5] (50%) 0 0 8
Hex [29,2] (25%) 0 0 0
[14,6] (12,5%) 0 0 0
[7,3] (6,25%) 0 0 0
[183]* (100%) 8 0 0
[91,5] (50%) 0 0 0
EE [45,7] (25%) 0 0 0
[22,8] (12,5%) 0 0 0
[11,4] (6,25%) 0 0 0
Piper mollicomum (folhas) [344] (100%) 0 9 16
[172] (50%) 0 0 0
CHCl, [86] (25%) 0 0 0
[43] (12,5%) 0 0 0
[21,5] (6,25%) 0 0 0
Hex [115] (100%) 0 0 12
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[57,5] (50%) 0 0 0

[28,7] (25%) 0 0 0

[14,3] (12,5%) 0 0 0

[7,1] (6,25%) 0 0 0

[384]* (100%) 0 0 9

[192] (50%6) 0 0 0

EE [96] (25%) 0 0 0
[48] (12,5%) 0 0 0

[24] (6,25%) 0 0 0

[95] (100%6) 0 0 12

[47,5] (50%) 0 0 0

Piper montealegreanum CHCl; [23,7] (25%) 0 0 0
[11,8] (12,5%) 0 0 0

[5,9] (6,25%) 0 0 0

[411] (100%) 0 0 8

[205,5] (50%) 0 0 0

ACOEt [102,7] (25%) 0 0 0
[51,3] (12,5%) 0 0 0

[25,6] (6,25%) 0 0 0

Legenda: (*) [extrato etandlico bruto (EBB)]; EE (extrato etandlico); Hex (fase hexéanica); CHCI; (fase

cloroférmica); ACOEt (fase acetato de etila);

Foi possivel analisar que das 22 e duas amostras submetidas ao teste
da atividade antimicrobiana, 16 (72,7%) produtos vegetais apresentaram
atividade antibacteriana para Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para
Escherichia coli ATCC 25922, um total de 3 (13,6%) produtos apresentaram
atividade, e apenas 1 (4,5%) amostra apresentou atividade antibactericida para
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27823, onde a fase clorofomica de P.
mollicomum (folhas) foi a responsavel por essa atividade.

Os solventes utilizados na extracdo do EHB e EEB, como também nas
preparacdes das fases e na solubilizacdo das amostras (agua 30% + etanol

70%, etanol, cloroférmio, hexano, diclorometano e acetato de etila) foram
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testados em paralelo durante a realizacdo da triagem dos produtos analisados
para observar uma possivel interferéncia dos mesmos na atividade
antimicrobiana, no entanto, n&do foi observada nenhuma ac¢do dos solventes

sobre as cepas ensaiadas, sendo dessa forma usadas como controle negativo.

5.2.Atividade antifungica

A tabela 7 dispde de resultados obtidos da atividade antifugica dos
produtos testados das familias Alliaceae, Anacardiaceae, Celastraceae,
Lamiaceae, Leguminosae e Olacaceae. Foi possivel verificar que cinco
produtos testados frente a cepa leveduriforme apresentaram-se ativos, inibindo
0 crescimento in vitro da cepa de Candida albicans incluida nesse estudo.

Foi possivel observar que os EHBs de Rosmarinus officinalis, Ximenia
americana, Schinus molle, Stryphnodendron adstringens e Anacardium
occidentale produziram halos de inibicdo de crescimento com tamanhos que

variaram 19 mm a 26 mm.

Tabela 7 — Avaliacdo da atividade antifingica de produtos vegetais frente a
cepa de Candida albicans ATCC 76645

PRODUTO DIAMETRO DE HALOS (mm)
NOME CIENTIFICO (ESPECIE) TESTADO
[100%] Candida albicans
Allium sativum EHB 0
Anacardium occidentale EHB 20
Schinus molle EHB 19
Maytenus rigida EHB NT
Origanum vulgare EHB NT
Rosmarinus officinalis EHB 26
Anadenanthera macrocarpa EHB 0
Stryphnodendron adstringens EHB 19
Ximenia americana EHB 20

Legenda: EHB (extrato hidroetandlico bruto); NT (produtos vegetais ndo testados)

Também foi possivel verificar que a fase hexanica de P. mollicomum
obtida das folhas, foi capaz de inibir o crescimento da levedura ensaiada na
concentracéo de 382,2 mg/mL, resultando em halo de inibicdo de 16 mm para
C. albicans, bem como a fase hexanca de P. caldense obtida do caule, que
também foi capaz de inibir o crescimento da levedura testada na concentragao

de 400 mg/mL, observando-se um halo de inibicdo de 14 mm (Tabela 8).
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Tabela 8 — Avaliagcdo da atividade antifungica de produtos vegetais da familia
Piparaceae frente a cepa de Candida albicans ATCC 76645

PRODUTO DIAMETRO DE HALOS (mm)
NOME CIENTIFICO (ESPECIE) TESTADO
[mg/mL] Candida albicans
EEB [400] 0
Piper arboreum
CH,CI, [400] 0
EEB [400] 0
Piper caldense (caule) CHCI;[400] 0
Hex [400] 14
EEB [400] 0
Piper mollicomum (folhas) CHCI;[400] 0
Hex [382,2] 16
EEB [70] 0
Piper mollicomum (caule)
CHCI;3[75] 0
EEB [400] 0
Piper montealegreanum CHCI5[400] 0
ACOEt [411] 0

Legenda: EEB (extrato etandlico bruto); Hex (fase hexéanica); CH.Cl, (fase diclorometano); CHCI; (fase

cloroférmica); ACOEt (fase acetato de etila);

Dos 20 produtos vegetais testados frente a cepa de Candida albicans,

apenas 7 (35%) apresentaram atividade antifingica, onde se pode destacar a

Rosmarinus Officinalis como o extrato que originou o maior halo, com tamanho

de 26 mm.

A maioria dos produtos que apresentaram atividade frente a cepa de C.

albicans, foi ativo apenas na concentracao inicial, ou seja, os EEBs (Tabela 9).
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Tabela 9 — Determinagéo da CIM de produtos vegetais ativos frente a cepa de
Candida albicans ATCC 76645

’ ' PRODUTOS SOLUCOES DIAMETRO DE HALOS (mm)
NOME CIENTIFICO (ESPECIE) VEGETAIS TESTADAS (94
TESTADOS [%] Candida albicans
100* 20
50 0
Anacardium occidentale EH 25 0
12,5 0
6,25 0

Rosmarinus officinalis

EH

50 0
25 0
12,5 0
6,25 0

Ximenia americana

EH

50 0
25 0
12,5 0
6,25 0

Legenda: (*) [extrato hidroetandlico bruto (EHB)]; EH (extrato hidroetandlico);
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Dos produtos vegetais que foram submetidos ao teste da CIM frente a C.
albicans, apenas dois apresentaram atividade antifugica com uma
concentracdo inferior a inicial. Esses dois produtos vegetais se encontraram
dentro da familia Piperaceae, eles foram as fases hexanicas de P. caldense e
de P. mollicomum (folhas). O primeiro apresentou um halo de inibicdo de
crescimento com tamanho de 14 mm na concentracdo de 58,5mg/mL, ja o
segundo apresentou um halo de inibicdo de crescimento com tamanho de 13
mm na concentracéo, também, de 200 mg/mL (Tabela 10).

Apesar do EHB de Rosmarinus officinalis, na concentracéo de 100%, ter
apresentado o maior halo de inibicdo, de tamanho 26 mm, as fases hexanicas
de P. caldense e de P. mollicomum (folhas) apresentaram uma maior
concentracdo de metabdlitos antifigicos, uma vez que na CIM de 50%, ambas

conseguiram inibir o crescimento fungico.

Tabela 10 — Determinacdo da CIM de produtos vegetais ativos da familia
Piperaceae frente a cepa de Candida albicans ATCC 76645

vovecNtinco | TS | Sations | METRODENALOS ()
TESTADOS [mg/mL] (%) Candida albicans ATCC 76645
[400] (100%) 14
[200] (50%) 13
Piper caldense (caule) Hex [100] (25%) 0
[50] (12,5%) 0
[25] (6,25%) 0
[382,2] (100%) 16
[191,2] (50%) 14
Piper mollicomum (folhas) Hex [95,5] (25%) 0
[47,7] (12,5%) 0
[23,8] (6,25%) 0

Legenda: Hex (fase hexanica);
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6. DISCUSSAO

Os produtos naturais sdo uma alternativa extremamente viavel, uma vez
gue sempre foram importantes para o descobrimento de novas drogas, sendo
fornecedoras de principio ativo e por serem também uma alternativa mais
econdmica no controle de doengas para paises em desenvolvimento, onde a
maioria das drogas € importada (Xu; Lee, 2001), Segundo Cowan (1999), um
oitavo de todos os farmacos comercializados séo originarios de plantas, porém
nenhum destes & usado como antimicrobiano, a maioria é usada como
suplementos vitaminicos e dietéticos.

O EHB de Rosmarinus officinalis mostrou-se efetivo as cepas de S.
aureus e C. albicans. Segundo Alonso (1998), o 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis € constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos, ésteres
terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3- octanona e acetato de isobornila. Os
terpendides sdo representados pelo carnosol, &cidos carnosilico, oleéanico,
ursolico, entre outros. Os flavondides incluem diosmetina, diosmina,
gencuanina, luteolina, hispidulina e apigenina. Apresenta ainda os &acidos
rosmarinico, caféico, clorogénico, neoclorogénico e labiatico. Newall et al.
(2002) também encontrou atividade antimicrobiana sobre fungos e bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Corinebacterium spp., Lactobacillus brevis, Pseudomonas fluorenses,
Rhodotorula glutinis e Kluyveromyces bulgaricus.

O EHB de Ximenia americana também se mostrou efetivo para S.
aureus e para C. albicans. Segundo Brasileiro et al. (2008), a atividade
antimicrobiana da ameixa-do-mato pode ser parcialmente atribuida aos seus
constituintes quimicos, como o0s taninos, que vém sendo tradicionalmente
usados, principalmente, para a protecao de superficies inflamadas. A presenca
de polifendis pode ser um forte indicativo de suas atividades anti-inflamatéria,
antialérgica, antibacteriana, antifingica, além de seus efeitos vasoprotetores.
James et al. (2007), comprovou a atividade do extrato frente a cepa de S.
aureus.

O EHB de Anadenanthera macrocarpa apresentou atividade frente as
cepas de S. aureus e de E.coli. O angico € quimicamente constituido por

alcaldides inddlico (6xidode N, N-dimetiltriptamina), por esteréides (palmitato de
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O-sitosterol), por flavonéides (3,3',4',7,8-pentahidroflavona), por triterpendides
(lupenona e lupeol) e pelos derivados fendlicos (3,4,5-dimethoxidalbergiona,
dalbergiona e kuhlmannia) (Agra, 1996). De acordo com Palmeira (2009), o
extrato hidroalcéolico de angico apresentou atividade antimicrobiana in vitro
sobre as linhagens de S. aureus.

O EHB de Schinus molle se mostrou efetivo para S. aureus e para C.
albicans. Segundo Marongiu (2004), este O6leo apresenta propriedades
antimicrobianas, antifangicas, antiinflamatdrias, antiespasmaodicas, antipiréticas
e cicatrizantes. A composicdo quimica do 6leo essencial consiste
principalmente de hidrocarbonetos monoterpénicos, alguns sesquiterpenos e
fendis (Maffei, 1990). Em 1996, Martinez et al. evidenciou a atividade
antimicrobiana desta planta frente as bactérias Gram-positivas, onde uma delas
foi 0 S. aureus.

O EHB de Stryphnodendron adstringens também se apresentou efetivo
S. aureus e para C. albicans. Esta planta tem sido utilizada na medicina
popular e possui acdo cicatrizante, antiinflamatéria, hemostéatica, anti-
edematogénica, anti-séptica e anti-diarréica. E utilizada no tratamento de
Ulceras, hemorragias vaginais e gonorréia (Camargo, 1985). Possui como
constituintes quimicos alcaloides, flavondides, terpenos, estilbenos, esterdéides,
inibidores de proteases (como a tripsina) e taninos (Vasconcelos, 2004).
Taninos sdo 0s componentes majoritarios do barbatimdo, sendo que estes
compostos tém sido associados com efeitos antimicrobianos (Queiroz, 2002).
Em um estudo semelhante, Palmeira et al. (2010), encontrou halos de inibigéo
de crescimento frente a cepa de S. aureus que variaram de 19 até 25 mm.

O EHB de Maytenus rigida se apresentou efetivo apenas para S. aureus.
Algumas substancias foram detectadas na analise fitoquimica do extrato de M.
rigida, como os flavondides (Xie et al., 2007), os terpenos (Gonzalez et al.,
1996; Wang et al., 2007) e as saponinas (Avato et al., 2006). Estes ultimos
foram, provavelmente, o0s metabdlitos responsaveis pela atividade
antimicrobiana desenvolvida pelo EBH desta planta. De acordo com Santos et
al. (2011), o extrato bruto da entrecasca do caule e algumas de suas diluicdes
apresentaram atividade antimicrobiana frente a cepa de S. aureus, produzindo

halos de inibicao que variaram entre 8 e 13 mm.
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O EHB de Anacardium occidentale mostrou-se efetivo as cepas de S.
aureus, de E.coli e para C. albicans. De acordo com a literatura, o extrato
hidroalcoolico do cajueiro também possui efeito frente a bactérias Gram-
negativas; Proteus morganii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Salmonella typhi (Laurens et al.,, 1992). Os resultados aqui apresentados
também corroboram com outra avaliacdo prévia da acdo antimicrobiana do
extrato metandlico da casca do cajueiro, frente a diversas bactérias entre elas
uma linhagem de S. aureus realizadas por Akinpelu (2001).

O EHB de Origanum vulgare se apresentou efetivo apenas para S.
aureus. Segundo Oliveira (2008), o oleo essencial do Origanum vulgare tem
demonstrado boa atividade bactericida e fungicida contra diferentes patégenos,
sendo esta atribuida aos compostos carvacrol e timol, que sdo os componentes
fendlicos presentes em maior quantidade em alguns 6leos essenciais como o
orégano. Gandra et al. (2013), utilizou o extrato etandlico do orégano frente a
S. aureus, e observou o surgimento de um halo de inibicdo de 12 mm.

A fitoquimica de espécies de Piperaceae tém mostrado a presenca de
metabdlitos do acido mevalénico (monoterpenos e sesquiterpenos), do acido
acético/acido chiquimico (flavondides) e vias do acido chiquimico (lignoides,
arilpropandides e amidas). Os metabdlitos mais frequentemente isolados séo
amidas, aristolactamas, lignoides e fenilpropanoides. Freqgiientemente observa-
se o isolamento de flavondides, representados por flavonas, diidroflavonas,
chalconas e diidrochalconas (Sengupta; Ray, 1987).

Os fenilpropandides sdo os fitoconstituintes que provavelmente foram
responsaveis pela atividade antimicrobiana. Estudos fitoquimicos da raiz de
Piper regnellii var pallescens mostraram que esta espécie apresenta um
acumulo de varios fenilpropandides (Benevides et al., 1999; Pessini et al.,
2005), e apresentou amplo espectro de atividade antimicrobiana (bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos leveduriformes) (Holetz et al., 2002;
Pessini et al, 2003).
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, concluiu-se que a
maioria dos produtos vegetais apresentou atividade antibacteriana,
destacando-se maior porcentagem (72,7%) de produtos com atividade
antimicrobiana frente a cepa de S. aureus.

Apenas os extratos hidroetandlicos de Stryphnodendron adstringens na
concentracdo de 12,5% e Maytenus rigida na concentracdo de 25% e a fase
hexéanica de Piper caldense na concentracdo de 50% apresentaram uma
concentracédo inibitdria minima inferior a concentracao inicial frente a cepa de
Staphylococcus aureus, produzindo, respectivamente, halos de inibicdo de
Imm, 8mm e 8mm. Em relacdo a atividade antifingica, frente a cepa de
Candida albicans, destacaram-se as fases hexéanicas de P. mollicomum e P.
caldense, ambas na concentracado de 50%, que apresentaram capacidade de
inibicdo de crescimento frente a cepa testada, produzindo halos de 14mm e
13mm.

Os extratos e fases particionadas que ndo apresentaram atividade nesse
estudo ndo podem ter sua atividade antimicrobiana descartada, uma vez que a
concentragdo dos produtos € um fator determinante da sua atividade, dessa
forma a concentracéo testada pode ter sido insuficiente para que a amostra
demonstrasse tal atividade.

E importante que em estudos futuros se compare o teor de metabdlitos
nas diferentes partes das plantas, utilizando-se de diferentes tipos de solventes
e/ou metodologias. Isso permitira que novos fitoconstituintes sejam utilizados

de forma que vise sua utilizacdo nas formulacdes de produtos fitoterapicos.
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