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Atividade antimicrobiana de extratos hidroalcoolicos das folhas de alecrim- pimenta,
aroeira, barbatimao, erva baleeira e do farelo da casca de pequi

Antimicrobial activity of hydroalcoholic extracts from rosemary, peppertree, barbatimdo and erva
baleeira leaves and from pequi peel meal

Lucinéia de Pinho™ Patricia Nery Silva Souza' Eliane Macedo Sobrinho"
Anna Christina de Almeida' Ernane Ronie Martins'

RESUMO

Avaliou-se o perfil fitoquimico de extratos
hidroalcodlicos padrdo (EAPSs), obtidos a partir das folhas de
alecrim-pimenta (Lippia sidoides), aroeira (Myracrodruon
urundeuva), barbatim&o (Stryphnodendron adstringens), erva
baleeira (Cordia verbenacea) e do farelo da casca do fruto do
pequi (Caryocar brasiliense) e a atividade antimicrobiana de
diferentes concentracfes desses EAPs contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Apés coleta e identificacéo, as folhas
das plantas e cascas do pequi foram usadas para preparacao
dos EAPs e submetidas a rastreamento fitoquimico. A atividade
antimicrobiana dos EAPs em diferentes dilui¢es (200, 300,
400 e 500mg mL?) foi testada pela técnica de difusdo em &gar.
O rastreamento fitoquimico detectou componentes com
potencial antimicrobiano em todos os EAPs. Nos testes de
difusdo em &gar, os extratos de aroeira (=200mg mL?),
barbatimédo (=300mg mL?) e erva-baleeira (>400mg mL*)
inibiram o crescimento de S. aureus, mas ndo de E. coli. Os
EAPs ndo mostraram atividade sobre E.coli, todavia as folhas
de aroeira, barbatiméo e erva-baleeira evidenciaram potencial
para inibir o crescimento de S. aureus. O uso das folhas e
cascas dessas espécies vegetais pode constituir-se numa
alternativa sustentavel, viavel e acessivel para tratamento
antimicrobiano.

Palavras-chave: fitoterapia, extratos alcoolicos, susceptibilidade
microbiolégica.

ABSTRACT

This study evaluated the phytochemical profile of
standardized hydroalcoholic extracts (EAPs) obtained from
leafs of rosemary (Lippia sidoides), peppertree (Myracrodruon
urundeuva), barbatim&o (Stryphnodendron adstringens), erva

baleeira (Cordia verbenacea) and from the meal of pequi fruit
peel (Caryocar brasiliense) and the activity of different levels of
these EAPs against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli. After collection and identification of the species, plant
leaves and pequi peel were separated to prepare the EAPs. The
EAPs underwent phytochemical screening. The antimicrobial
activity of the EAPs at different dilutions (200, 300, 400 and
500mg mL) was tested using the disk diffusion method. The
phytochemical screening detected components with
antimicrobial potential in the EAPs tested. The disk
diffusion test showed that peppertree (=2200mg mL-?),
barbatimdo (=300mg mL) and erva-baleeira (> 400mg mL*)
extracts inhibited S. aureus growth, but not E. coli development.
The EAPs did not affect E. coli development, but the leaves
from peppertree, barbatiméo and erva-baleeira exhibited
potential to inhibit S. aureus growth. The leaves and bark of
the studied plants may consist in a sustainable, affordable and
feasible alternative to treat microbial infections.

Key words: phytoterapy, alcoholic extract, microbial susceptibility.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, foram intensificadas
as investigacdes sobre fitoterdpicos que possam
oferecer tratamento alternativo de controle bacteriano
(PUPO et al., 2007). O estudo desses agentes ¢
importante no campo da satide visto que se buscam,
mundialmente, substidncias menos toxicas e mais
eficazes contra a resisténcia bacteriana e capazes de
combater novos patdogenos (BARBOSA-FILHO etal.,
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2007; OSTROSKY et al., 2008). Com uma estrutura
quimica que difere daquela dos antibioticos derivados
de microrganismos, os antibioticos vegetais podem
regular o metabolismo intermediario de patdgenos,
ativando ou bloqueando reagdes ¢ sintese enzimatica
ou mesmo alterando a estrutura de membranas
(MICHELIN et al., 2005). Além disso, os fitoterapicos
tém baixo custo e podem ser usados conjuntamente a
medicina alopatica, além de seu uso ser inclusive
incentivado pela Organizacdo Mundial de Saude
(CAPASSOcetal.,2003).

O uso de plantas medicinais € pratica comum
na medicina popular. Embora muitas pesquisas
busquem isolar os componentes ativos dessas plantas,
o efeito de um fitoterapico normalmente se da pela agdo
sinérgica entre os compostos (MACIEL et al., 2002).
Por isso, diferente de drogas convencionais, a medicina
natural consiste em uma complexa preparacgao
farmacéutica que pode ser administrada na forma de
extrato (CAPASSO etal., 2003).

Sendo uma das mais ricas do planeta, a
biodiversidade brasileira contém muitas plantas com
propriedades antibioticas. Porém, essas espécies
sofrem exploracdo irracional visto que grande parte dos
fitoterapicos € retirada do caule e da raiz das plantas, o
que pode ser uma séria ameaca as populagdes (MELO
et al., 2008). A exploracdo sustentavel de plantas
medicinais incluiria medidas como a exploragdo de
partes naturalmente renovaveis como folhas e partes
de frutos, que deveriam ser mais amplamente
estudados.

No intuito de investigar o potencial
fitoterapico de espécies da Mata Atlantica e Cerrado
brasileiro e incentivar o uso renovavel desses recursos,
o presente estudo realizou o rastreamento fitoquimico
de metabolitos secundarios e testou o potencial
antimicrobiano de extratos hidroalcodlicos obtidos de
partes aéreas de plantas comuns da medicina popular
brasileira. Assim, foram analisados os extratos de folhas
de alecrim-pimenta (Lippia sidoides), aroeira
(Myracrodruon  urundeuva), barbatiméo
(Stryphnodendron adstringens), erva baleeira (Cordia
verbenacea) e da casca do fruto de pequi (Caryocar
brasiliense) e sua atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus (coco Gram positivo) e
Escherichia coli (bacilo Gram negativo), ambos agentes
de elevada prevaléncia na etiologia dos processos
infecciosos bacterianos.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo dos vegetais
Folhas de alecrim-pimenta (Lippia
sidoides), aroeira (Myracrodruon urundeuva),

barbatimio (Stryphnodendron adstringens), erva
baleeira (Cordia verbenacea) e casca do fruto de pequi
(Caryocar brasiliense) foram coletadas no Instituto
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas
Gerais, Montes Claros, MG (latitude 16°40°50,92”S e
longitude 43°50°22,36”W; 646,29m de altitude). As
coletas foram realizadas entre fevereiro e julho de 2008,
sempre no periodo da manhd, de acordo com a
distribui¢@o natural e disponibilidade das espécies. O
material foi identificado por chaves de identificacdo,
comparagdo com exsicatas dos herbarios do ICA/UFMG
e consulta a especialistas (LORENZI, 1998; ALMEIDA
etal., 1998).

As folhas coletadas foram secas em estufa
com circulacdo de ar a 40°C por 48h e trituradas em
moinho elétrico de facas. Também a casca do pequi foi
separada, seca em estufa e moida. O p6 de cada planta
foi armazenado em recipiente escuro, hermeticamente
fechado, até ser usado para producdo dos extratos e
rastreamento fitoquimico.

Extratos hidroalcoolicos

Os extratos hidroalcoolicos padrao (EAPs)
foram obtidos segundo metodologia adaptada de
KRYCHAK-FURTADO (2006). Os p6s das plantas
foram adicionados a etanol 50% e incubados em banho-
maria a 60°C por 60 minutos. As suspensdes foram
filtradas quentes em funil com algoddo e, para
evaporacao do solvente, levadas a estufa a 40°C até
atingirem peso constante. O extrato bruto foi
solubilizado em agua destilada nas concentragdes de
200, 300, 400 e 500mg mL', as quais foram usadas nos
ensaios para avalia¢do da atividade antimicrobiana.

Rastreamento fitoquimico

Os principais metabolitos secundarios foram
detectados de acordo com metodologia qualitativa
proposta por MATOS (1997). Dessa forma, usou-se:
A) teste de acidulacio e alcalinizagdo para detecgdo de
antocianinas e catequinas; B) teste de fluorescéncia
sob luz UV para cumarinas; C) reagente de Licberman-
Burchard (anidrido acético + acido sulfurico
concentrado) para esteroides e triterpenoides; D)
cloreto férrico para fendis simples e taninos, Na,CO,
para flavonas; E) reagente Shinoda (HCI concentrado
e fita de magnésio granulado) para flavonoides ¢
xantonas; F) o teste de variacdo de pH (com hidréxido
de sodio e acido sulfurico) para flavonois, flavanonas
¢ flavanonois; ¢ H) espuma com cloroformio e agua
destilada para saponinas.

Atividade antimicrobiana dos extratos
Preparagédo do indculo

Foram utilizadas as cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 29213 (coco gram-
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positivo) e Escherichia coli ATCC 25753 (bacilo
gram-negativo), previamente mantidos a -20°C. As
amostras bacterianas foram recuperadas em agar BHI,
incubadas a 37°C por 24h e, a seguir, repicadas para
caldo BHI até a fase logaritmica. Uma aliquota de
5uL de cada cultura (aproximadamente 10°UFC mL™")
foi inoculada em placa de Petri com agar BHI e
incubada a 37°C por 24h. Os ensaios foram realizados
em duplicatas.

Com uma al¢a bacteriologica, as culturas
frescas desenvolvidas em agar BHI foram inoculadas
em tubos contendo caldo BHI e incubadas a 37°C
por 24h. Apos esse periodo, foram ressuspensas em
solugdo salina estéril a 0,9% (p/v) para se obter o
inodculo padrdo com uma turvagdo equivalente ao
tubo 0,5 de McFarland, (aproximadamente 1,5x10°UFC
mL™"). O indculo padrio foi diluido em solugéo salina
estéril (0,9% p/v) na proporgdo de 1:100.

Teste de difusdo em agar

O teste de difus@o em agar foi realizado
segundo metodologia padrdo de NCCLS (2002). Para
tal, o indculo microbiano padrido foi semeado na
superficie de placa de 4gar Muller-Hinton com swabs
estéreis. Paralelamente, discos de papel de filtro (6mm
diametro) esterilizados foram embebidos com 10uL dos
EAPs de 200, 300,400 ou 500mg mL", iodo 10% (controle
positivo) ou em agua destilada estéril (controle
negativo) com auxilio de micropipeta. Esses discos
foram dispostos sobre a placa semeada com o indculo
com distancia minima de 24mm entre eles (ORLANDO,
2005). A placa foi incubada a 37°C por 24h. A avaliag@o
da atividade antimicrobiana foi realizada medindo-se
os halos de inibi¢do de crescimento bacteriano
formados ao redor dos discos. Os ensaios foram feitos
em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os
extratos alcoolicos obtidos das folhas das espécies
avaliadas continham metabolitos secundarios (Tabela
1) com potencial antimicrobiano e que os extratos de
aroeira, barbatimio e erva-baleeira em especial
conseguiram inibir o crescimento de S. aureus (Tabela
2). Apesar disso, nao foi detectada atividade dos EAPs
frente a E. coli, o que pode estar relacionado a menor
susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a
extratos vegetais.

De modo geral, as folhas tém menor
concentragdo de agentes antimicrobianos que as
cascas das plantas (VASCONCELOS et al., 2004). Porém,
a elaborag@o de extratos a partir de folhas e frutas tem

Tabela 1 - Metabolitos secundarios extraidos dos orgdos testados em
cada planta.

Grupos Alecrim Aroeira* Barbatimdo* Erva baleeira* Pequi
Antocianinas - - - - -
Catequinas + - - N +
Cumarina - - - - -
Esteroides + + + - +
Fenois simples + + + - +
Flavonas - + - + +
Flavonoides + + + + +
Flavonois + + - - +
Flavanonas + + + + +
Flavanonois + + + + +
Saponinas + + + + +
Taninos + + + + +
Triterpenoides - - - + -
Xantonas + + - + +

“Corresponde as espécies de planta com atividade antimicrobiana
detectada pelo teste de difusdo em agar.

a vantagem de ser uma pratica sustentavel que promove
a sobrevivéncia da planta. Nesse sentido, o presente
estudo mostrou através do rastreamento fitoquimico,
que as espécies estudadas contém metabolitos
secundarios importantes em suas folhas (e casca do
fruto no caso do pequi) (Tabela 1). Nesses extratos,
ndo foram detectadas antocianinas e cumarinas, porém
todos possuiam flavonoides (flavanonas, flavanonois),
saponinas, taninos e taninos caquéticos, que possuem
propriedades antimicrobianas. Outros estudos
descrevem que flavonoides (flavonas, flavonoéis e
flavanonois) (CUSHNIE, 2005) e saponinas (VERDI et
al., 2005) tém atividade antimicrobiana importante. A
a¢do antimicrobiana dos taninos é também conhecida
(AKIYAMA et al., 2001), e ja foi inclusive mostrado
que extratos aquosos ¢ acetonicos perdem a atividade
frente a bactérias Gram-positivas quando eliminado seu
conteudo de tanino (DJIPA et al., 2000). E importante
que em estudos futuros se compare o teor de
metabolitos nas diferentes partes das plantas,
especialmente da flora brasileira. Isso permitira que
novos produtos fitoquimicos sejam padronizados e
usados em concentragdes que garantam o efeito
terapéutico.

Detectados os metabdlitos, o teste de
difusdo em agar indicou a atividade antimicrobiana dos
extratos vegetais (Tabela 2). Nenhum dos extratos
inibiu o crescimento de E. coli, mas S. aureus foi
sensivel aos extratos de barbatimio, aroeira e erva
baleeira em concentra¢des que variaram de 200mg mL"a
500mg mL"'. Conforme os halos de inibigdo observados,
amenor inibigdo foi alcancada pelo EAP de barbatimao
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Tabela 2 - Média (N=3) dos halos de inibi¢ao (mm) de crescimento bacteriano dos extratos vegetais contra S.aureus e E.coli.

Cepa Espécie Todo' Agua®
200 300 400 500

alecrim-pimenta - - - - 5 R

S. aureus aroeira 1 2 3 3 8 -

| barbatima - 1 1 - 7 -
ATCC29213 arbatimeo

erva baleeira - - 1 5 8 _

pequi - - - - 7 -

alecrim-pimenta - - - - 2 -

) aroeira - - - - 3 _

E. coli barbatiméio - - - - 3 R
ATCC25753 .

erva baleeira - - - - 3 _

pequi - - - - 3 -

- = sem inibi¢ao do crescimento bacteriano
'controle positivo; *controle negativo

e esse efeito ndo foi alterado com o aumento da dose
de 300 para 500mg mL"'. O EAP de aroeira evidenciou
atividade bacteriostatica crescente de 200 a400mg mL™".
Ja o de erva-baleeira s6 apresentou atividade em
concentragdes acima de 400mg mL!, mas o halo de
inibicao produzido foi superior ao dos demais EAPs,
atingindo Smm.

Os EAPs obtidos das folhas de alecrim-
pimenta e da casca do fruto do pequi ndo mostraram
atividade antimicrobiana embora isso tenha sido
reportado em outros estudos. BARA & VANETTI
(1998) demonstraram que o extrato alcodlico de alecrim-
pimenta pode inibir completamente o crescimento de
Salmonella thyphimurium, S. aureus, Listeria
monocytogenes e Yersinia enterocolitica. Também os
extratos etanolicos das folhas e cascas do pequi
apresentam capacidade bactericida (PAULA-JUNIOR
etal., 2006). A auséncia de atividade antibacteriana no
presente estudo pode ser decorrente da concentragdo
do extrato, qualidade das folhas (alterada por condigdes
de solo, sazonalidade, tipo de colheita e teor de ativos)
ou mesmo da menor sensibilidade dos microorganismos
estudados aos EAPs avaliados.

A casca da aroeira ¢ usada como anti-
infamatorio e cicatrizante natural (CARMELLO-
GUERREIRO & PAOLLI, 1999) e, como mostrado nos
testes microbioldgicos apresentados, as folhas da
aroeira também tém potencial terapéutico. Os resultados
encontrados corroboram outros que encontraram
atividade antimicrobiana de diferentes concentracdes
do extrato etanélico de folhas de aroeira contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (MARTINEZ et al.,
1996; SOARES etal., 2010).

A atividade antimicrobiana do barbatimao
também foi confirmada contra S.aureus, mas nao contra
E. coli. AUDI et al. (2004) atribuiram o efeito
antimicrobiano do extrato da casca de barbatimao ao
seu alto teor de taninos. Outros estudos relatam a acao
antimicrobiana de extratos de barbatimao (COWAN,
1999; QUEIROZ et al., 2002; CUNHA, 2006) e, na
medicina popular, ele ¢ usado no tratamento de ulceras,
afeccdes vaginais e gonorreia, devido as suas
propriedades cicatrizantes, anti-inflamatorias,
hemostaticas, anti-sépticas, anti-diarreicas e anti-
edematogénicas (QUEIROZ et al., 2002). A maior parte
dos trabalhos que confirmam a atividade antimicrobiana
do barbatimao tem sido realizada com cascas e raizes
(ORLANDO, 2005; SANTOS etal.,2007; NOGUEIRA
et al., 2008), sendo que, no presente estudo, esta
propriedade foi comprovada com as folhas da espécie.

Dentre os extratos avaliados, o maior efeito
bacteriostatico foi obtido para o EAP de erva-baleeira,
particularmente frente a S. aureus e em concentragdo
acima de 400mg mL"". Isso esta de acordo com outro
estudo que mostrou a sensibilidade de bactérias Gram-
positivas e leveduras, bem como a resisténcia de
bactérias Gram-negativas ao 6leo essencial de erva-
baleeira (CARVALHO, 2004). Comparando-se o perfil
fitoterapico da erva-baleeira com o das demais espécies
estudadas, observa-se que seu EAP foi o unico que
continha triterpenoides. Embora os triterpenoides
fossem antes considerados metabodlitos indcuos,
estudos recentes mostram que eles desempenham
acoes fisioldgicas importantes (SEIGLER, 2002). Assim,
aacdo isolada de triterpenoides e em combinagao com
outros metabdlitos da erva-baleeira merecem
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investigagdo para se elucidar os processos fisiologicos
envolvidos na resposta antimicrobiana detectada.

Os resultados apresentados sdo
significativos, visto que as bactérias testadas estdo
entre os principais agentes causadores de infec¢des
hospitalares no Brasil, conforme SADER et al. (2001).
Nos resultados apresentados na tabela 2, ficou claro
que E.coli ATCC 25753 foi menos sensivel aos extratos
testados que S .aureus ATCC 29213. Esse resultado
também foi encontrado por NOVAIS et al. (2003) que
investigou extratos obtidos de outras espécies do semi-
arido brasileiro e corrobora a hipdtese de que bactérias
Gram-negativas (E. coli) s3o menos sensiveis a extratos
vegetais que bactérias Gram-positivas (S. aureus)
(PESSINI et al., 2003).

CONCLUSAO

Os extratos hidroalcoodlicos de folhas de
aroeira, barbatimio e erva-baleeira apresentam
atividade antibacteriana frente a S. aureus, mas niao
frente a E. coli. A inibi¢ao no crescimento de S. aureus
foi obtida com 0 EAP de aroeira acima de 400mg mL"!,
barbatimao a partir de 300mg mL' e erva baleeira a partir
de 500mg mL". O uso das folhas e cascas dessas
espécies vegetais pode constituir-se numa alternativa
sustentavel, viavel e acessivel para tratamento
antimicrobiano.
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