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Justificativa e Objetivos: O estudo objetivou a avaliacdo da atividade antibacteriana de extratos brutos e fracées
de Ibicella lutea, na inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus, avaliando a combinacdo destes compostos
e sua atividade citotdxica. Métodos: Para a atividade antibacteriana dos extratos foi utilizado o Teste de Microdi-
luicdo em Caldo, seguido do Teste Checkerboard. Os extratos que apresentaram atividade antibacteriana foram

DESCRITORES  submetidos ao teste de citotoxicidade, com células macrofagicas e determinacéo do seu indice de Seletividade (IS).

Extratos vegetals;  Resultados: A fracdo de acetato de etila (AcOE) obteve o melhor potencial antibacteriano (6,25 ug/mL), entretanto
Infeccbes Bacterianas;  nenhum dos compostos testados apresentaram atividade bactericida nas concentracdes empregadas. Neste es-
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Antibacteriano.  y,do pode-se observar uma acao aditiva entre as fracdes AcOE e metandlica (MeOH), sendo a interacéio entre os
extratos brutos indiferente. De acordo com o teste de citotoxicidade, a fragdo AcOE apresentou um maior indice
de sobrevivéncia das células macrofagicas (1C50%=30,35 pg/mL). Entretanto, quando calculado o IS, ndo houve
resultados satisfatorios (IS < 10) para os extratos analisados. Conclusdes: Neste estudo observou-se o potencial
antibacteriano das fracdes AcOE e MeOH, assim como uma acao aditiva na combinagéo das fracdes, dando suporte
para o isolamento e caracterizacdo de seus componentes ativos. Apesar dos extratos ndo apresentarem um IS
satisfatorio, novos estudos de toxicidade devem ser realizados para determinar com segurancga o potencial de uso
dos produtos provenientes de /. lutea, como é o caso de medicamentos para uso topico ou biocidas.
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ABSTRACT

Background and Objectives: The study aimed to evaluate the antibacterial activity of crude extracts and fractions
of Ibicella lutea in inhibiting the growth of Staphylococcus aureus, by evaluating the combination of these com-
pounds and their cytotoxic activity. Methods: To analyze the antibacterial activity of the extracts, the microdilution
test in broth was used, followed by the checkerboard test. The extracts that showed antibacterial activity were
submitted to the cytotoxicity test, with macrophage cells and determination of their Selectivity Index (SI). Results:
The ethyl acetate fraction (AcOE) obtained the best antibacterial potential (6.25 pg/mL); however, none of the tested
compounds showed bactericidal activity at the used concentrations. This study shows an additive action between
the AcOE and methanolic fractions (MeOH), being the interaction between the crude extracts indifferent. According
to the cytotoxicity test, the AcOE fraction showed a higher survival rate of macrophages (50%CI = 30.35 pug/mL). Ho-
wever, when the SI was calculated, there were no satisfactory results (SI <10) for the analyzed extracts. Conclusions:
This study analyzed the antibacterial potential of the AcOE and MeOH fractions, as well as an additive action in the
combination of the fractions, supporting the isolation and characterization of their active components. Although
the extracts did not show a satisfactory SI, further toxicity studies should be carried out to safely determine the
potential for use of products derived from /. lutea, for topical or biocidal use.
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INTRODUCAO

Espécies bacterianas pertencentes ao género Sta-
phylococcus sp. sdo bactérias Gram positivas ubiquas,
encontradas nos mais diversos sitios e hospedeiros,
estdo presentes tanto na microbiota animal quanto na
microbiota de individuos saudaveis.!2

Apesar de serem constituintes naturais da micro-
biota humana, séo causas comuns de infeccoes de pele
e mucosas, sendo também responsaveis por um consi-
deravel niumero de infec¢bes hospitalares com alto risco
de sepse.>* Somado a isso, Staphylococcus aureus é o
principal representante dos microrganismos causadores
de toxinfeccoes alimentares causadas pelo consumo de
alimentos contaminados por bactérias e/ou toxinas por
estas produzidas, sendo ainda um dos principais agen-
tes causadores de mastite bovina no sul do Brasil.>”

Apds a descoberta da penicilina por Fleming
em 1929, acreditou-se que as infeccbes por S. aureus
estariam controladas, entretanto alguns anos depois
foram sendo identificados os primeiros casos de cepas
resistentes dessa espécie.® O aumento no consumo de
antimicrobianos, tanto na saide humana quanto em me-
dicina veterinaria, tem agravado o aumento da circulagéo
de cepas bacterianas resistentes, incluindo cepas MRSA
ou methicillin-resistant Staphylococcus aureus.**

Diversos estudos tém demonstrado a eficacia de
produtos provenientes de materiais vegetais como agen-
tes antimicrobianos, inclusive contra micro-organismos
resistentes.}'!3 Estes compostos naturais tendem a ter
uma maior eficiéncia do que compostos sintéticos, ndo
sé pela diversidade de substancias biologicamente ativas,
mas também pela atuagcdo como substratos de sistemas
transportadores para o meio intracelular.*

Ibicella lutea (Lindl) Van Eselt.,, é uma planta perten-
cente a familia Martyniaceae, um grupo restrito a América
do Sul.»* E conhecida popularmente como “Garra-do-Diabo”
e utilizada na medicina popular uruguaia como antimi-
crobiano para o tratamento de infecces na pele e nos
olhos.'* Levando em consideragdo o ja demonstrado
potencial desta planta como controle do crescimento de
organismos patogénicos, este estudo teve como objeti-
vo avaliar a atividade antibacteriana de extratos brutos
e fragbes de /. lutea para inibicdo do crescimento de
Staphylococcus aureus, assim como a combinacdo destes
compostos e sua atividade citotdxica. 111617

METODOS

Preparacao do Extrato. Para o estudo foram
utilizados dois extratos brutos, etandlico e cloroférmico
(CHCl,eCH,OH), provenientes de partes aéreas de /. luteq,
assim como quatro fra¢des originadas por cromatografia
a vacuo do extrato cloroférmico (CHCl; CHCI, + AcOE
80:20; AcOE; MeOH). A extracao foi realizada de acordo
com o descrito por Cerdeiras et al. pelo Departamento
de Farmacognosia da Faculdade de Quimica da Uni-
versidade da Republica do Uruguai/UDELAR - Uruguai,
ressolubilizados em DMSO (dimetilsufoxido).’® A coleta

dos espécimes foi realizada pelo grupo de pesquisa do
Departamento de Botanica da mesma Universidade e iden-
tificadas por Alonso Paz. As amostras estdo mantidas no
Herbario MVFQ, catélago Alonso Paz Et Bassagoda n° 2.456.

Preparacao do inéculo bacteriano. Como micror-
ganismo teste foi utilizado Staphylococcus aureus ATCC
12598 semeado em meio Luria Bertani Agar. Deste meio,
foi retirada uma col6nia bacteriana isolada e preparado
um inéculo bacteriano em agua salina (0,85%) a escala
1,5 de MacFarland, medida em espectrofotometro a um
comprimento de onda de 600nm (equivalentea A = 0,1).%°
Ao final dos testes, considerando as dilui¢des realizadas,
o in6culo final em cada pogo da microplaca correspon-
deu a cercade 1,5 x 10%a 1,5 x 10° UFC/mL.

Avaliacao da Atividade Antibacteriana. A fim
de determinar a atividade antibacteriana dos extratos e
fracdes, foi utilizado o Teste de Microdiluicdo em Caldo,
em duplicata, de acordo com metodologia descrita no
CLSI M07-A9, onde foi determinada a Concentragao Ini-
bitéria Minima (CIM) necessaria para inibir o crescimento
bacteriano.’ S. aureus foi submetido a concentra¢des
seriadas (1:2) dos extratos, as quais variaram de 200 pg/
mL a 0,19 pg/mL. Foram adicionados a placa, controles
de esterilidade do meio de cultivo (Caldo Muller Hinton
- Himedia®), de sensibilidade da cepa (utilizando o anti-
biodtico Ciprofloxacin — Sigma®), esterilidade dos extratos
e fragdes, assim com um controle positivo de viabilidade
do organismo teste. A placa foi incubada por 24h a uma
temperatura de 36°C + 1, e ap0s este periodo foi adicio-
nado a todos os pogos 30 pl de resazurina (0,02%), um
indicador de viabilidade celular. A placa foi novamente
incubada a 36°C + 1 por 1,3h para posterior leitura no
espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 600
nm, onde os dados obtidos foram utilizados para o cal-
culo do IC90%. Neste calculo foram utilizados os valores
obtidos do controle de crescimento bacteriano total, sem
interferéncia de agentes antimicrobianos, e do controle
negativo composto apenas pelo meio de cultura. Estes
valores foram utilizados para comparacdo com os obti-
dos dos pocos testes para o calculo real da porcentagem
final da populacao bacteriana ao final da exposicao. Para
definir se o composto teste possui atividade bactericida
ou apenas bacteriostatica, utilizou-se 5 pl de meio do po-
¢o definido como CIM, assim como duas concentragdes
abaixo desta e uma acima, em 195 pl de um novo meio
de cultura (Muller Hinton).?° Esta placa foi incubada com as
mesmas condi¢des do teste anterior, e apds este periodo
foi determinada a Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

Checkerboard. Este método foi realizado para
definir a interacdo entre os extratos e fragdes de /. lutea
que apresentaram atividade antibacteriana nas concen-
tracdes utilizadas (< 200 pg/mL) e determinar a Concen-
tracdo Inibitoria Fracional destes (CIF) frente S. aureus.?
Foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96 pocos,
meio de cultivo Muller Hinton (Himedia®) e condi¢des
de incubacdo ao final da preparacdo do experimento
de 24h a uma temperatura de 36°C + 1. As placas foram
preparadas adicionando um dos compostos diluidos em
série no eixo X e o0 outro composto, previamente diluido,
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no eixo Y. O indculo foi transferido para cada poco teste
da placa. Em todos os ensaios foram incluidos controle
de esterilidade e crescimento da cepa bacteriana padréo.

Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado a
todos os pocos 30 ul de resazurina (0,02%) para leitura
da CIM dos extratos combinados. O calculo do CIF é
feito pela férmula: (CIM do extrato I combinado/CIM do
extrato I sozinho) + (CIM do extrato II combinado/CIM
do extrato II sozinho). Valores de CIF < 0,5 considera-se
atividade sinérgica, 0,5 > CIF < 1 aditividade, 1 < CIF <
2 indiferenca e CIF > 2 a atividade entre os compostos é
considera antagonica.

Ensaio de Citotoxicidade. Para a avaliagdo da
atividade citotdxica dos extratos, foram utilizadas células
macrofagicas J774A.1 (ATCC TIB-67). Em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos, foi adicionado 200 pl de sus-
pensdo contendo macréfagos (1x10° cel/mL) cultivados
em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, a placa foi mantida sob condi¢cSes de umidade
atmosférica de 5% CO, e 37°C por 24h. Logo apés este
periodo, as células foram expostas a diferentes concen-
tracdes dos extratos e fragcdes (200 pg/mL - 0,78 pg/mL)
que apresentaram atividade antibacteriana (CIM < 200
pg/mL), sendo a placa incubada overnight. Para a leitura
foi adicionado 30 pl de resazurina a 0,01%, e a IC50 (con-
centracdo que mantém a viabilidade de 50% das células)
foi mensurada apds 24h por espectrofotometria a 620
nm.?2 O experimento foi realizado em duplicata.

indice de Seletividade (IS). O indice de seletividade
dos compostos foi calculado com base nos resultados da
CIM e da IC50 de cada composto, com a seguinte férmula:
IC50/CIM. IS com valores maiores ou iguais a 10 indicam
gue o composto é 10 vezes menos toxico para o macréfago
em comparacdo a toxicidade para a célula bacteriana.?®
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RESULTADOS

Foram avaliados dois extratos brutos de /. lutea
(etandlico e cloroférmico) e quatro fragdes provenientes
do extrato cloroférmico. Destes apenas dois compostos
ndo foram ativos nas concentra¢des utilizadas no expe-
rimento (CIM > 200 pg/mL). Para os extratos brutos de
I. lutea pode-se observar uma melhor acdo do extrato
etandlico (CIM = 100pg/mL) em comparacgdo ao extrato
cloroférmico (CIM = 200ug/mL) frente a S. aureus (Tabela
1). Quanto as fragdes do extrato, ressalta-se uma exce-
lente atividade antibacteriana da fracdo AcOE (6,25 pg/
mL) quando comparado com a atividade apresentada
pelas outras fracbes testadas (Tabela 1).

Nenhum dos extratos brutos e fracdes apresentaram
capacidade bactericida frente a S. aureus. Para a inibicdo de
90% da populagdo bacteriana de S. aureus, foi necessaria
uma concentracdo de 18,27 pg/mL da fracdo AcOE de /. lu-
teae 67,31 pug/mL para o a fragdo MeOH.Os extratos brutos
foram eficientes para inibir 90% da populacdo bacteriana
em valores de 86,02 ug/mL e 135,82 ug/mL para o extrato
etandlico e cloroférmico, respectivamente (Figura 1).

Tabela 1. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), Con-
centracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracao
Inibitoria 90% (IC90) dos extratos e fracdes de Ibicella
lutea frente a Staphylococcus aureus.

Extrato CIM CBM 1C90
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)

I. lutea solvente etandlico 100 >200 86,02

I. lutea solvente cloroférmico 200 >200 135,82

I. lutea CHCI, >200 >200

I lutea CHCI, AcOE (80:20) >200 >200

I. lutea AcOE 6,25 >200 18,27

I. lutea MeOH 100 >200 67,31
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Figura 1. Percentual da populacao bacteriana de Staphylococcus aureus inibida pelas respectivas concentragdes
necessarias dos extratos brutos e fracdes de Ibicella lutea. 1a. Fracdo obtida com Acetato de Etila (AcOE); 1b. Fracao
obtida com Metanol (MeOH); 1c. Extrato bruto etandlico; 1d. Extrato bruto cloroférmico.
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O teste Checkerboard foi realizado para aqueles
compostos que apresentaram atividade antibacteriana nas
concentragdes testadas ao longo do experimento (200 ug/
mL - 0,19 pg/mL). Ao avaliar a associacdo entre os extratos
brutos de /. lute a e as fracdes obtidas com acetato de etila
(AcOE) e metanol (MeOH) provenientes do extrato clorofor-
mico, observou-se uma acado aditiva entre as fracdes AcOE
e MeOH, sendo que a interagdo entre os extratos brutos foi
indiferente. Na figura 2 pode-se visualizar a concentracao
inibitdria fracional dos extratos, incluindo os com atividade
aditiva (2a). De acordo com o teste de citotoxicidade, o
extrato que resultou em um maior indice de sobrevivéncia
das células macrofagicas foi a fracdo AcOE, com IC50% de
30,35 pg/mL. Entretanto, quando calculado oIS, ndo houve
resultados satisfatorios (IS < 10) para nenhum dos extratos
analisados (Tabela 2).

Figura 2. Checkerboard com os extratos brutos e fra-
¢des provenientes de Ibicella lutea frente Staphylococcus
aureus. 2A. Associacdo das fracdes AcOE e MeOH e suas
Concentragoes Inibitérias Minimas (CIM) sozinhas e com-
binadas. 2B. Associacao dos extratos brutos etandlico e
cloroférmico e suas Concentragdes Inibitorias Minimas
(CIM) sozinhas e combinadas.

Tabela 2. Citotoxicidade de /bicella lutea em células ma-
crofagicas. Relacdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) e da Concentragéo Inibitéria de 50% (IC50%) da po-
pulacdo celular, com célculo do Indice de Seletividade (IS).

Extrato/Fracao CIM CBM 1C90
(pg/mL) (pg/mL) (pg/ml)
Ibicella lutea extrato bruto etandlico 100 76,58 0,76
Ibicella lutea extrato bruto cloroférmico 200 74,47 0,37
Ibicella lutea fracdo AcOE 6,25 30,35 4,8
Ibicella lutea fragdo MeOH 100 128,24 1,28

DISCUSSAO

Os extratos brutos etandlico e cloroformico, e as
fracbes (CHCI,; CHCl, + AcOE 80:20; AcOE; MeOH) obti-
das a partir deste segundo extrato bruto, foram testados
como um potencial inibidor de S. aureus. O extrato com
maior atividade antibacteriana foi a fracdo obtida com
acetato de etila (CIM, ., = 6,25 ug/mL), entretanto a
fracdo obtida com metanol apresentou uma atividade
antibacteriana inferior (CIM,,_,,, = 100 ug/mL), assim co-
mo as fragbes obtidas com etanol (CIM_,,* 2 200 pug/mL)
e com etanol + acetato de etila em proporcao de 80:20
(CIM,? . acoe = 200 pg/mL). Assim como no presente
estudo, Wallace & Vasquez demonstraram atividade anti-
bacteriana destas mesmas fragdes (AcEO e MeOH) contra
diferentes linhagens de S. aureus.* Em extragdes vegetais
utilizando acetato de etila como solvente, podem-se
obter compostos como flavandides, taninos, saponinas e
triterpenos, sendo que substancias como estas possuem
importantes atividades bioldgicas j& descritas em outros
estudos.? %

Sosa e Zunino ao testarem o extrato etandlico de /.
lutea, ndo obtiveram inibicdo do crescimento bacteriano
de Proteus mirabilis, uma espécie bacteriana de parede
celular Gram negativa, demonstrando apenas efeitos
em sua morfologia.’” Em nosso estudo ndo observamos
inibicdo do crescimento de cepas deste mesmo grupo,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
(dados nédo listados neste artigo), apenas na espécie
Gram positiva S. aureus. Com isso, poderiamos inferir que
extratos desta planta obtidos com etanol, tenham uma
acdo sobre a membrana externa, composta principal-
mente por lipopolissacarideos, presentes em bactérias
Gram negativas, porém nao tendo efeito significativo nas
camadas de peptidoglicanos (presente tanto em bacté-
rias Gram negativas quanto em Gram positivas). Somado
a isto, estudos observam atividade bacteriana também
de outros géneros da mesma familia de /bicella, como
Martynia sp. e Craniolaria sp., frente a espécies bacteria-
nas Gram positivas e Gram negativas.?-28

Ao analisar a combinacdo das fracdes que apresen-
taram atividade antibacteriana (AcEO e MeOH) e a com-
binacdo dos extratos brutos etandlico e cloroférmico,
podemos notar uma acdo antibacteriana potencializada,-
quando as fracdes sdo combinadas, podendo este fato
estar ligado a uma possivel interacdo ou aumento na taxa
de constituintes fitoquimicos andlogos com atividade an-
tibacteriana.? Este fato demonstra que a combinacdo de
produtos moderadamente ativos (como o caso da fragdo
MeOH) decorre da possivel ocorréncia de substancias
ativos, as quais aumentam o potencial antibacteriano.

Apesar de ter sido observada uma concentragdo
baixa da fracdo MeOH para a sobrevivéncia celular de
50% (IC50 = 30,35 ug/mL), em comparagdo com a fragdo
AcOE e com os extratos brutos, nenhum dos extratos e
fracdes testados para citotoxicidade apresentaram indice
de seletividade satisfatério (> 10). Estes resultados de-
monstram que os compostos podem ser tdo toxicos para
as células macrofagicas quanto para a célula bacteriana,
entretanto algumas alternativas podem ser postas em
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pratica, como o isolamento do composto ativo ou retira-
da daquele composto que apresente toxicidade celular.?®
Apesar dos resultados obtidos nesta fase do estudo, é
importante mencionar a pesquisa de Sosa e Zunino, on-
de ndo foi observada mutagenicidade ou efeitos toxicos
significativos em modelos animais por parte do extrato
etandlico de /. lutea, considerando viavel novos testes
de toxicidade com extratos desta espécie vegetal.’
Além disso, é importante considerar que o IS é utilizado
apenas como referéncia para a utilizagcdo farmacoldgica,
fazendo com que compostos presentes no extrato desta
planta possam ter funcdo como biocidas, podendo ser
utilizado em ambientes hospitalares para o controle de
cepas bacterianas envolvidas em casos de infec¢des hos-
pitalares. Novos estudos de toxicidade devem ser reali-
zados para determinar com seguranga o potencial de uso
dos produtos provenientes de /. lutea, como é o caso de
medicamentos para uso topico e produtos biocidas.
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