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Resumo: Terminalia fagifolia é uma espécie encontrada no Cerrado brasileiro, empregada na
medicina popular para tratar aftas e tumores e utilizada pela comunidade tradicional Mumbuca/
Jalapao - TO. Objetivou-se com esse estudo avaliar a acdo antibacteriana dos extratos brutos
etandlicos da casca e das folhas da T. fagifolia sobre Staphylococcus aureus. Determinou-se a
atividade antibacteriana através da difusdo em agar, método dos pogos, e pela técnica da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Na técnica de difusdo em agar o extrato da casca apresentou
melhor atividade antibacteriana que o extrato das folhas. Na analise da determinacdo da Con-
centracdo Inibitéria Minima, os extratos da casca e das folhas apresentaram CIM de 75 mg/mL,
respectivamente, inibindo o crescimento de 100% e mais de 90% do indculo bacteriano. Portanto, é
fundamental a continuidade dos estudos com essa espécie, pois os extratos etandlicos revelaram
atividades antibacterianas importantes.
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NOTE OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE ETHANOLIC EXTRACTS OF THE BARK AND
LEAVES OF TERMINALIA FAGIFLOLIA MART. ET ZucC (COMBRETACEAE) AGAINST THE STRAINS
OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS ROSENBACH, 1884

Abstract: Terminalia fagifolia is a species found in the Brazilian Cerrado, used in popular medicine to
treat thrush and tumors and used by the traditional Mumbuca / Jalapdo - TO community. The
objective was to evaluate the antibacterial action of the crude ethanolic extracts of the bark and
leaves of T. fagifolia on Staphylococcus aureus. Antibacterial activity was determined by agar
diffusion, well method, and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) technique. In the technique of
diffusion in agar the extract of the bark presented better antibacterial activity than the extract of the
leaves. In the analysis of the determination of the Minimum Inhibitory Concentration, the extracts of
the bark and the leaves presented MIC of 75 mg/mL, respectively, inhibiting the growth of 100% and
more than 90% of the bacterial inoculum. Therefore, continuity of studies with this species is
fundamental, since the ethanolic extracts revealed important antibacterial activities.
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INTRODUCAO

Bioma Cerrado, o segundo maior
Bioma do Brasil, abrange uma grande quantidade
e qualidade da diversidade bioldgica, ocupando
mais de 200 milhdes de hectares (Machado et al.,
2004; Guarim Neto & Morais, 2003; Rodrigues &
Carvalho, 2001; Mendonga et al., 1998; Dias,
1992). Varios autores apresentam e defendem a
importancia deste Bioma por ele ser detentor de
uma flora vascular que ultrapassa as doze mil es-
pécies, das quais uma grande quantidade apre-
senta valor alimenticio e medicinal (Deus, 2011;
Forzza et al., 2010; Moreira & Guarim Neto,
2009; Sano et al.,, 2008; Souza & Felfili, 2006;
Almeida et al., 1998).

InuUmeras sdo as espécies de plantas de
ocorréncia no Cerrado que devem ser foco de in-
vestigagbes, ampliando desta forma, a possibili-
dade de descobertas de novas moléculas para
tratamentos de doencas (Costa-Lotufo et al.,
2010) além de constituirem uma importante
fonte de busca de novas drogas antimicrobianas,
considerando que os produtos naturais obtém
uma diversidade molecular superior aos deriva-
dos de processos de sintese quimica (Novais et
al., 2003).

Santos et al. (2006) realizaram levanta-
mento etnoboténico nas comunidades remanes-
centes da Barra do Aroeira e Mumbuca na regido
do Jalapdo e constataram que, nessas comunida-
des sdo utilizadas varias plantas com fins medici-
nais, com propriedades calmantes, cicatrizantes
expectorantes, vitaminicas, no tratamento de do-
engas cronicas como hipertensdo, doencas para-
sitarias e também para a cura de envenenamento
causado pela picada de animais pegonhentos.

A espécie Terminalia fagifolia Mart. et Zucc
faz parte da familia Combretaceae, o qual é
constituida por aproximadamente 600 espécies
distribuidas em 18 géneros, sendo o género Ter-
minalia composto por cerca de 200 espécies
(Pettit et al., 1996; Lawrence, 1951).

E conhecida popularmente como capitdo-
do-mato, mirindiba e pau-de-bicho no cerrado
brasileiro (Ayres et al., 2009). Também chamada
vulgarmente de “camacari”, “cachaporra-do-gen-
tio”, “capitdo-do-seco” (Lorenzi, 1998).

Ensaios microbioldgicos avaliando a ativi-
dade antibacteriana do extrato etandlico e fragoes
da casca da T. fagifolia foram realizados por
Aradjo et al. (2015), sendo que apresentaram
atividade antibacteriana para os microrganismos
Staphylococcus aureus Rosenbach, 1884 e
Staphylococcus epidermidis Evans, 1916 (Wins-
low & Winslow, 1908).

Nesse contexto o objetivo desse trabalho
foi avaliar a atividade antibacteriana dos extratos
da casca e folhas da T. fagifolia pertencente a
familia Combretaceae frente as cepas de S.
aureus.

MATERIAL E METODOS

COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENGCAO DOS
EXTRATOS ETANOLICOS

Cascas e folhas da T. fagifolia foram co-
letadas no més de janeiro de 2015 na Comu-
nidade Quilombola Mumbuca na regidao do
Jalapdo - TO. Para coleta e herborizagao do
material, foram seguidas as técnicas usuais
em trabalhos botanicos (Fidalgo & Bononi;
Mori et al., 1989). Todo o material coletado foi
identificado e depositado no Herbario Nucleo
de Estudos Ambientais, da Universidade Fede-
ral do Tocantins, nimero 10842.

O material vegetal coletado foi acondici-
onado separadamente em sacos de papel,
identificado e levado a estufa para secagem,
mantido a uma temperatura média de 60 °C,
durante sete dias. O material vegetal ja seco,
casca e folhas, foi triturado separadamente
em moinho de facas e acondicionado em reci-
pientes de vidro (3 L) e preenchidos com
etanol 70%, para a solubilizagdo dos principios
ativos. Apos 72 horas, as solugdes foram
filtradas para separar os componentes sélidos
e concentrar em evaporador rotativo. Em se-
guida, estes extratos brutos foram liofilizados
seguindo o protocolo normal de liofilizagdo em
Liofilizador para retirada do excesso de
solvente.

MICRORGANISMO TESTADO

A espécie S. aureus foi fornecida pelo
banco de estoque de cepas do Laboratoério de
Microbiologia da Universidade Federal do
Tocantins — UFT.

METODO DA DIFUSAO EM AGAR PELA TECNICA DOS
POCOS

Foram dispensados, com o auxilio de
uma pipeta automatica, 100 pl do indculo
bacteriano de concentracdao 10-1 UFC/mL nas
placas de Petri previamente preparadas com
Agar Mueller Hinton (AMH). O indculo foi
distribuido em toda a superficie do meio de
cultura com auxilio de uma alga de Drigalski,
utilizando a técnica de espalhamento em su-
perficie “spead-plate”. Apds alguns minutos,
com auxilio de um tubo de Durham, foram
feitas quatro perfuracdes (pogos) no meio de
cultura contido nas placas, medindo aproxima-
damente 6 mm cada um. Reservou-se um
pogo para o controle negativo (CN). A partir
da confecgdo dos pogos, 100 ul dos extratos
nas concentragdes de 100, 200 e 300 mg/mL
foram introduzidos em cada poco devidamente
identificado. Para o controle positivo (CP) utili-
zou-se discos de penicilina comercial na con-
centracdao de 10 UI, que foram alocados no
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meio da placa e logo em seguida as placas
foram levadas para a estufa a 37 °C £ 2 oC
por 24 h. Apds a incubacdo, o halo de inibicdo
foi medido em milimetros, e o valor estimado
foi a média dos halos em triplicata.

DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA
MiniMA (CIM) — GRADIENTE DE AGAO

Para a determinacdo da concentragao
inibitéria minima (gradiente de agdo) foram
utilizados seis frascos de vidro (13 mL) devi-
damente esterilizados e identificados, conten-
do 1 mL de caldo Brain-Heart Infusion (BHI).
Foram dispensados 100 ul da solugdo estoque
do extrato na concentragdo de 300 mg/mL no
primeiro frasco e logo apos realizando dilui-
¢Oes seriadas, transferindo-se 100 pl do frasco
anterior para o subsequente desprezando-se
100 pl no final, variando a diluicdo 1:1 até
1:32 obtendo-se as seguintes concentragoes:
300, 150, 75, 37,5 18,75 e 9,375 mg/mL. Em
seguida, foi inoculado nestes frascos, 100 pl
da concentracao 10-4 UFC/mL de bactérias.
Os frascos foram incubados por 24 h a 37 °C
+ 2 °C. Apo6s 24 h de incubagdo, 100 pl do
indculo de cada frasco foram transferidos para
placas de Petri contendo o meio de cultura
AMH, espalhados com o auxilio de uma alca de
Drigalski, utilizando a técnica de espalhamento
em superficie “spead-plate” e em seguida as
placas foram levadas para a estufa a 37 °C +
2 OC por 24 h. Os testes foram realizados em
duplicata e todos os procedimentos foram de-
sempenhados com materiais autoclavados em
capela de fluxo laminar.

DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA
MiNiMA (CIM) - GRADIENTE DE CONCENTRAGCAO

Para a determinacdo da concentragao
inibitéria minima (gradiente de concentragdo)
foram utilizados trés frascos de vidro (13 mL)
devidamente esterilizados e identificados. Em
cada frasco dispensou-se 1 mL de caldo BHI.
Em seguida, dispensou-se no primeiro frasco
100 pl do indculo bacteriano com concentra-
gao 10-4 UFC/mL, no segundo frasco dispen-
sou-se 100 pl do indculo bacteriano com
concentragao 10-5 UFC/mL e no terceiro fras-
co dispensou-se 100 pl do indculo bacteriano
com concentracdao 10-6 UFC/mL. Logo apds,
dispensou-se 100 pl da solugdo de extrato da
concentracdo de 100 mg/mL em cada um dos
frascos. Todos os procedimentos foram de-
sempenhados com materiais previamente au-
toclavados e em capela de fluxo laminar. Foi
realizado o mesmo procedimento para as con-
centracdoes de extratos de 200 mg/mL e 300
mg/mL. Os frascos foram incubados em estufa
a 37 °C £ 2 °C por 24 h.

Apdés 24 h de incubagdo, placas de Petri
foram previamente preparadas com AMH.
Dispensou-se 100 ul do indéculo de cada frasco
em toda a superficie do meio de cada placa de
Petri com auxilio de uma alga de Drigalski, utili-
zando a técnica de espalhamento em superficie
“spead-plate”. As placas foram incubadas em
estufa a 37 °C = 2 °C por 24 h. A inibicdo do
crescimento bacteriano foi evidenciada observan-
do o aparecimento ou ndo de colénias de S.
aureus. Os testes foram realizados em duplicata e
todos os procedimentos foram desempenhados
com materiais previamente autoclavados e em
capela de fluxo laminar.

ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos ensaios foram submeti-
dos a andlise estatistica por testes paramétricos
com a aplicacdo da ANOVA post hoc Tukey visan-
do identificar diferencas significativas entre as
medidas dos halos do controle positivo (CP) e as
concentracdes dos extratos, usando o software
BioEstat, versdo 5.3. Em todas as analises, as
diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05.

A determinagdo da CIM foi avaliada através
da moda dos resultados encontrados (Arango,
2005).

REsuLTADOS

Na metodologia da difusdo em Aagar pela
técnica dos pocgos, o solvente DMSO empregado
para solubilizar os extratos liofilizados foi utilizado
como controle negativo (CN). Nas Fig. 1A e 1B
pode-se observar que nos pocos de CN ndo houve
halos de inibicao do crescimento bacteriano, de-
monstrando que ndo houve intervengao do sol-
vente na atividade antibacteriana. Como controle
positivo (CP) foi utilizado o antibiotico Penicilina G
na concentracao de 10 UI. Nesta mesma figura,
foi possivel visualizar os halos de inibicdo para as
diferentes concentragdes testadas e para o con-
trole positivo.

Na Fig. 2 foi demonstrada a diferenca
significativa (p<0,0001) dos halos de inibicao
entre o controle positivo e as diversas concentra-
cOes do extrato da casca. Entre as concentragbes
de 100 mg/mL e 300 mg/mL do extrato da casca,
houve diferenca significativa, apresentando
p<0,05. Porém, ndo apresentaram diferencas
significativas entre as concentragdes de 100 mg/
mL e 200 mg/mL e entre 200 mg/mL e 300 mg/
mL.

E na Fig. 3 verificou-se diferengas significa-
tivas (p<0,0001) dos halos de inibicdo entre o
controle positivo e as diversas concentragbes do
extrato das folhas. Entre as concentracdes de 100
mg/mL e 200 mg/mL e entre 100 mg/mL e 300
mg/mL do extrato das folhas, apresentaram dife-
renca significativa, com p<0,01, respectivamen-
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Fig. 1. Teste de difusdo em agar pela técnica dos pogos demonstrando a atividade antibacteriana das
cascas e folhas da Terminalia fagifolia Mart. et Zucc sobre Staphylococcus aureus Rosembach, 1884 -
1A) Extrato da casca; 1B) Extrato das folhas; CN - controle negativo; CP - controle positivo; Pogos:

1- 100 mg/mL; 2 - 200 mg/mL; 3 - 300 mg/mL.
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Fig. 2. Comparacdo da atividade antibacteriana
das cascas da Terminalia fagifolia Mart. et Zucc
entre as concentragdes de 100, 200 e 300 mg/mL
e o controle positivo (CP).

te. Porém, ndo apresentaram diferencas significa-
tivas entre as concentragées de 200 mg/mL e 300
mg/mL.

Ao compararmos a atividade antibacteriana
entre os extratos da casca e das folhas, observa-
se que o extrato da casca produziu em média ha-
los de inibigdo do indculo bacteriano maiores do
que o extrato das folha (p>0,0001). Entre os
controles positivos (CPs) e entre as concentragoes
de 100 mg/mL da casca e 300 mg/mL das folhas
ndo apresentaram diferencas significativas. Po-
rém, ao realizar a comparagdo ente as demais
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Fig. 3. Comparagao da atividade antibacteria-
na das folhas da Terminalia fagifolia Mart. et
Zucc entre as concentragdes de 100, 200 e
300 mg/mL e o controle positivo (CP).

concentragdes do extrato da casca com o ex-
trato das folhas, observou-se diferengas signi-
ficativas.

CONCENTRAGAO INIBITORIA MinimMa (CIM) -
GRADIENTE DE AGCAO

No ensaio da CIM para obtencdo do
gradiente de acdo foram realizadas diluicdes
seriadas dos extratos da casca e das folhas da
T. fagifolia na concentracao de 300 mg/mL, e
concentracdao do indculo bacteriano de 10-4
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UFC/mL. A partir dessa andlise verificou-se
que tanto o extrato da casca quanto o extrato
das folhas apresentam CIM de 75 mg/mL.

CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiniMA (CIM) -
GRADIENTE DE CONCENTRAGCAO

A CIM para obtencdo do gradiente de
concentragao foi realizada com diluigdo 1:1
nas concentragdes de 100, 200 e 300 mg/mL
dos extratos das folhas e casca da T. fagifolia
com as respectivas concentragdes do indculo
bacteriano de 10-4, 10-5, 10-6 UFC/mL.

Neste ensaio foi observado que em
todas as concentracdes dos extratos da casca
e das folhas da T. fagifolia (100, 200 e 300
mg/mL) os indculos bacterianos foram inibidos
nas concentracdes de 10-4, 10-5, 10-6 UFC/
mL.

DiscussAo

Os ensaios realizados no teste de difu-
sdo em agar pela técnica dos pocos os extra-
tos da casca e das folhas da T. fagifolia
apresentaram atividade inibitéria contra o mi-
crorganismo S. aureus. No que se refere ao
extrato da casca o resultado estd de acordo
com o estudo realizado por Aradjo et al.
(2015).

Os extratos da casca e das folhas da T.
fagifolia apresentaram halos de inibigao maio-
res que 10 mm. Este fato é importante, pois a
maioria dos antibidticos de uso clinico é ativa
contra microrganismos sensiveis a partir de
halos superiores a este valor (Gongalves et al.,
2006). De acordo com a Tab. 1 em que foram
apresentados os critérios para a atividade an-
timicrobiana dos extratos segundo Parekh &
Chanda (2007) e Santos et al. (2007), tanto o
extrato da casca como o extrato das folhas
apresentaram atividade antimicrobiana, sendo
considerados muito ativos. Esta observacao
tem sido realizada por diversos pesquisadores
para que se possa indicar qual espécie vegetal
deve passar para a etapa de determinar o

valor da concentragdo inibitéria minima (Alves et
al., 2000; Essawi & Srour, 2000; Brantner et al.,
1994).

Na Fig. 2 foram observados halos de inibi-
cao e diferencas significativas entre a menor con-
centracdo (100 mg/mL) e a maior concentragao
(300 mg/mL) testadas da casca. Na Fig. 3,
observou-se halos de inibicdo com diferenca
significativa entre a menor concentragdo (100 mg/
mL) e a concentracdo intermediaria (200 mg/mL)
e a menor concentragao (100 mg/mL) e a maior
concentragao (300 mg/mL) testadas das folhas.
Em todas as concentragOes testadas o extrato da
casca da T. fagifolia demonstraram maiores inibi-
¢Oes contra o microrganismo S. aureus do que o
extrato das folhas.

Em relagdo aos ensaios da CIM - gradiente
de agdo e de concentragdo, considerando os crité-
rios sugeridos por Holetz et al. (2002), descritos
na Tab. 2, os resultados revelam que os extratos
da casca e folhas da T. fagifolia possuem boa
atividade antimicrobiana, pois apresentaram ini-
bicdo do inéculo bacteriano em concentragdes <
100 pg/mL. Portanto, esses extratos tém potenci-
al para serem usados na producdo de fitoterapi-
cos contra infeccdes causadas por S. aureus,
ressaltando que ainda ndo havia sido testado o
extrato das folhas desta planta contra esse mi-
crorganismo.

A avaliagdo do potencial antimicrobiano dos
extratos da casca e das folhas da T. fagifolia con-
tra S. aureus teve grande relevancia devido a im-
portancia desse microrganismo para a Saude
Publica, justificando as razbes de investigacdes
em compostos de plantas, pois podem ser usados
para tratar infeccGes crbnicas, além de represen-
tar uma saida para os grandes problemas relacio-
nados com o aumento da resisténcia microbiana
aos medicamentos, presenca de efeitos colaterais
nos medicamentos sintéticos, seguranga e efica-
cia com menor efeito adverso e menor custo da
terapia (Abdollahzadeh et al., 2011; Sasidha-
ran et al., 2011; Albernaz et al., 2010; Silva
et al.,, 2010), além da possibilidade de obtencdo
de um novo fitoterdpico ou mesmo um medica-
mento sintético produzido a partir de seus
compostos.

Tab. 1. Critérios para a atividade antimicrobiana dos extratos segundo Parekh & Chanda (2007) e

Santos et al. (2007).

Didmetros dos Halos

Resultados

Inlbigdo menor que 9 mm
Inibigdo entre 9 a 12 mm
Inibigdo entre 13 e 18 mm

Inibigdo acima de 18 mm

Inativo
Parcialmente ativo
Ativo

Muito ativo
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Tab. 2. Critérios para aceitagdo da atividade antimicrobiana de extratos brutos de plantas segundo

Holetz et al., 2002.

Concentragdo Inibitoéria Minima do Extrato
Bruto

Resultado

Abalxo de 100 pg/mL
Entre 100 e 500 pg/mL
Entre 500 e 1000 pg/mL

Acima de 1000 pg/mL

Boa atividade antimicrobiana
Moderada atividade antimicrobiana
Fraca atividade antimicrobiana

Inatividade

CONCLUSOES

Os resultados obtidos no desenvolvimento
do trabalho permitem concluir que os extratos da
casca e das folhas da Terminalia fagifolia apre-
sentam boa atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus, salientando que o extrato
etanodlico da casca apresentou maior inibicdo do
microrganismo do que o extrato etandlico das fo-
Ihas.
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