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RESUMO

A fitoterapia ¢ utilizada ha milhares de anos pela medicina popular. Tendo em vista o grande
uso dos produtos naturais, este trabalho teve como objetivo avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana da Hymenaea courbaril, Plathymenia reticulata e Guazuma ulmifolia, sobre
microrganismos padrdo Gram-positivos, Gram-negativos e Candida albicans. Realizou-se a
triagem da atividade antimicrobiana pela técnica de difusdo em agar empregando-se o método
de difusdo em poco e determinou-se a concentragdo inibitéria minima (CIM) para os extratos
da P, reticulata e H. courbaril, mediante a utilizagdo de estreptococos do grupo mutans (EGM)
e Staphylococcus sp. Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana para os microrganismos
Gram-positivos, mas ndo inibiram os microrganismos Gram-negativos e a Candida albicans. Na
concentragdo de 0,63 mg/mL, 84,7% dos Staphylococcus sp foram inibidos pela P. reticulata,
enquanto 54,0% desses isolados foram inibidos pela H. courbaril na concentragdo de 2,5 mg/mL.
Para os EGM, a CIM da P, reticulata e H. courbaril foi de 1,25mg/mL sobre 45,0% e 35,0%
desses isolados, respectivamente. A G. ulmifolia, P. reticulata e H. courbaril apresentaram uma
atividade antimicrobiana potencial que sugere novas avaliagdes experimentais a fim de avaliar a
toxicidade e a ag@o farmacologica, possibilitando torna-las alternativas no controle microbiano.

DESCRITORES: Fitoterapia. Atividade antimicrobiana. Concentragdo inibitoria
minima.

INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo utilizadas por povos de varias
civilizagdes ha mais de cinco mil anos (Cordell, 1993) e investigagdes de espécies
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vegetais, utilizadas popularmente durante séculos de uso medicinal empirico,
resultaram em alguns avangos terapéuticos. No fim do século XIX e inicio do
século XX, foram isolados os primeiros compostos de produtos vegetais, incluindo
alcaldides como morfina, estricnina e quinina (Hamburger & Hostettmann, 1991;
Phillipson, 2001). Estima-se que as substancias derivadas de plantas constituem
aproximadamente 25% do receituario médico nos paises industrializados, sendo
que 50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e os 25% restantes
referem-se as outras fontes de produtos naturais (minerais, microbianos, entre
outros) (Cragg & Newman, 1999; Carvalho, 2001; Rates, 2001).

De Souza et al. (2004) avaliaram a atividade biologica de 149 plantas
em farmacias comunitarias caseiras no Rio Grande do Sul. De dezoito plantas
analisadas quanto a sua atividade antimicrobiana, onze (Chaptalia mutans, Cordia
monosperma, Echinodorus grandiflorus, Eugenia uniflora, Leonurus sibiricus,
Luehea divaricata, Malva sylvestris, Ocotea odorifera, Parapiptadenia rigida,
Pluchea sagittalis, Psidium cattleyanum e Senna neglecta) inibiram no minimo um
microrganismo avaliado.

A viabilidade do potencial medicinal das espécies do Cerrado passa, em
primeiro plano, pelo processo de resgate de informagdes, identificagdo das espécies
existentes e sua disponibilidade para pesquisa. A partir do conhecimento empirico
tradicional desses vegetais, descobertas importantes para a medicina t€m sido feitas.
Mors et al. (1966) detectaram uma agdo profilatica do dleo dos frutos de Prerodon
pubescens no combate a infecgdo por cercarias de Schistosoma mansoni. Um outro
exemplo sdo as furanocumarinas obtidas da Brosimum gaudichaudii, utilizadas
no tratamento do vitiligo (Pozetti & Bernardi, 1971). Na medicina popular, a
Pterodon emarginatus ¢é utilizada no tratamento de reumatismo, em problemas
de garganta e como depurativo e tonico (Carvalho et al., 1999). Pimenta et al.
(2000) demonstraram in vitro a atividade antimicrobiana da Magonia pubescens
para bactérias Gram-positivas, incluindo estafilococos multirresitentes e Candida
albicans. Silva et al. (1996) também utilizaram o extrato bruto etandlico da M.
pubescens e detectaram atividade larvicida sobre o Aedes aegypti, principal vetor
de dengue e febre amarela.

A Plathymenia reticulata Benth, pertencente a familia Leguminosae, &
uma planta tipica do Cerrado, conhecida vulgarmente como vinhatico e possui
como componentes quimicos taninos ¢ flavonoides. Os taninos sdo substancias
fenodlicas e hidrossolaveis, capazes de inibir o desenvolvimento de insetos,
fungos e bactérias (Fernandes, 2002). Os flavondides sdo substincias amplamente
distribuidas na natureza e sdo importantes por possuirem efeitos biologicos,
incluindo atividade antimicrobiana e cardiovascular (Martini et al., 2004). Existem
registros relacionando as caracteristicas quimicas da P, reticulata com atividade
antiinflamatoria (Fernandes, 2002) bem como a descri¢do de dois diterpenos
cassanicos (Leal et al., 2003), mas ainda ndo existem relatos sobre sua atividade
antimicrobiana.
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A Hymenaea courbaril L., pertencente a familia Fabaceae, ¢ conhecida
popularmente como jatoba. Estudos fitoquimicos detectaram a presenca de
diterpenos na resina exsudada pelo tronco e em extratos da casca de H. courbaril
(Nogueira et al., 2001). Os terpenos apresentam varias atividades bioldgicas, como
protecdo contra infecgdes e ataques de insetos (Robbers et al., 1997).

A Guazuma ulmifolia Lam, pertencente a familia Sterculiaceae, ¢
conhecida popularmente como mutamba (Vieira, 1968), e estudos fitoquimicos
realizados a partir de extratos etanolicos e metandlicos de G. ulmifolia revelaram a
presenca de dleos volateis em suas folhas e proantocianidinas na casca (Camporese
etal., 2003). Proantocianidinas ou taninos condensados sio oligdmeros e polimeros
formados pela condensagdo de duas ou mais unidades de flavonoides, também
conhecidas como poliflavondides e presentes na maioria dos vegetais superiores
(Gueetal., 2003).

Extratos variados da casca e da folhada G. ulmifolia apresentaram atividade
antibacteriana in vitro contra Bacillus sp, Staphylococcus sp, Streptococcus sp e
Escherichia coli (Caceres et al., 1993). Em 1999, um estudo in vitro demonstrou a
atividade antiviral de plantas medicinais da Indonésia contra o virus Herpes simplex
tipo 1 (Nawawi et al., 1999). Estudos como esse poderiam explicar a eficacia da
utilizagdo popular dessa planta no tratamento de disturbios gastrintestinais (Caceres
et al., 1990) e doencas venéreas como gonorréia e sifilis (Caceres et al., 1995).

Tendo em vista a utilizacdo das plantas, muitas vezes de forma empirica,
objetivou-se avaliar in vitro a atividade antimicrobiana da P, reticulata, H. courbaril
e G. ulmifolia.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As entrecascas dos caules da P, reficulata, G. ulmifolia e H.courbaril
foram coletadas no més de julho de 1999, no municipio de Senador Canedo, Estado
de Goias, sendo que da H. courbaril foi retirada também a seiva, a qual foi filtrada
e liofilizada.

As amostras da entrecasca das plantas Plathymenia reticulata e Hymenaea
courbaril foram identificadas pelo professor doutor José Realino [Faculdade de
Farméacia Universidade Federal de Goias (UFG)] e exsicatas foram depositadas
no Herbério do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFG sob os niimeros 22.973 e 22.972, respectivamente. O nimero da exsicata
da G. ulmifolia ainda ndo foi expedido, apesar de a amostra ter sido identificada e
depositada.

Apos a coleta das entrecascas dos caules da P, reticulata, G. ulmifolia e H.
courbaril, procedeu-se a secagem delas em estufa ventilada a 40°C. Em seguida, o
material foi pulverizado em moinho de facas e posteriormente armazenado em sacos
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sob vacuo. Filtrou-se seiva da H. courbaril, apds a sua extracdo, e posteriormente
realizou-se a sua liofilizacao.

Os pods das entrecascas das trés espécies vegetais (200g) foram extraidos
a 70°C em solucdo hidroalcoolica a 70% (350mL) através de aquecimento em
baldo de vidro acoplado em um condensador de refluxo por duas horas. Apds a
filtragdo, cada residuo foi retomado em 350 mL do solvente para um novo periodo
de duas horas de extragdo. Repetiu-se esse procedimento mais uma vez e, no final
desse periodo, reuniram-se os volumes resultantes de cada extragao sob vacuo, até
a remocao do etanol, e posteriormente realizou-se a sua liofilizacdo, fornecendo
residuos denominados extratos brutos hidroalcoolicos a quente.

Para a determinacdo da atividade antimicrobiana utilizou-se o extrato
obtido das trés espécies vegetais e a seiva liofilizada da H.courbaril, bem como uma
solucdo aquosa obtida pela adi¢do de 2,5 mg dos extratos e/ou da seiva em 2 mL de
agua destilada esterilizada.

Teste de difusdo em pogo

Procedeu-se a triagem da atividade antimicrobiana dos extratos de acordo
com a recomendacdo da National Commitee for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS, 2000). Foram utilizadas cepas padrdes (Micrococcus luteus ATCC 9341,
Staphylococcus aureus ATCC 2722, S. aureus AATCC 6538, S. aureus ATCC
10495, Bacillus stearothermophylus ATCC 1262, Enterobacter cloacae FT 502,
Escherichia coli ATCC 8973, E. coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Candida albicans ATCC 1023) e bactérias isoladas da saliva de
criangas (S. aureus M 69, S. aureus M 72, S. aureus M 73, S. aureus penicilinase
negativa, S. aureus penicilinase positiva, Streptococcus sp) mantidas na bacterioteca
do Laboratério de Bacteriologia do Instituto de Patologia Tropical e Satude Publica
da Universidade Federal de Goias. Os microrganismos estavam armazenados em
agar simples inclinado (ASI) e mantidos a temperatura de 4°C.

Repicaram-se os microrganismos estocados em agar infusdo de cérebro
coracdo (BHI) e procedeu-se a sua incubacao a 37°C por 24 horas para a reativacao.
Ap6s turvagdo do caldo BHI, realizou-se novo repique em ASI e incubacdo a 37°C
por 24 horas para a preparagdo das suspensdes microbianas. As suspensdes foram
obtidas pela adi¢@o do indculo bacteriano a 2,0 mL de solucdo salina esterilizada
a 0,85% até a obten¢@o de uma turvagdo equivalente a metade da escala 1 de
MacFarland.

Em placas de Petri esterilizadas, adicionaram-se 20,0 mL de 4gar Mueller
Hinton, obtendo-se assim a camada-base. Ap6s a solidificagdo, adicionou-se 1,0
mL da suspensdo bacteriana a 9,0 mL de agar Mueller Hinton a cerca de 50°C
e vertidos sobre a camada-base. Em seguida, confeccionaram-se pogos/orificios
de 5,0 mm de didmetro em pontos eqiiidistantes, colocando-se neles 25 mg do
extrato ou 25 pL da solucdo aquosa de cada planta bem como do solvente (etanol).
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Foram realizados controles com discos de penicilina (Oxoid® 10 pg) e eritromicina
(Ox0id® 15 pg). As placas foram pré-incubadas a temperatura ambiente durante
duas horas e posteriormente incubadas a 37°C por 24 horas. Decorrido o periodo de
incubaggo, mensuraram-se as zonas de inibi¢do com o auxilio de régua milimetrada,
no que diz respeito ao halo (diametro da area com auséncia de desenvolvimento
microbiano). Os extratos que apresentaram uma melhor atividade antimicrobiana
foram selecionados para a realizagdo da determinac@o da concentragdo inibitoria
minima.

Determinacao da concentragao inibitoria minima (CIM)

Efetuou-se a determinagdo da concentragdo inibitdria minima pelo método
de diluigdo em agar recomendada pela NCCLS (2000).

Os extratos da P, reticulata ¢ da H. courbaril foram pesados e realizadas
dilui¢Ges seriadas ao dobro em agua destilada (200 mg/2 mL). Transferiu-se um
mL dessa dilui¢do para o tubo subseqiiente, que continha agua destilada (1 mL),
cujo procedimento repetiu-se oito vezes. Em cada tubo, contendo as respectivas
dilui¢Ges, adicionaram-se 19,0 mL de agar Mueller Hinton, que foram vertidas em
placas de Petri. Dessa forma, obteve-se a faixa de concentracgo de 5 a 0,04 mg/mL.
Preparam-se placas-controle contendo o solvente utilizado na extragdo bem como
placas contento apenas o agar Mueller Hinton.

Para tanto, fez-se uso das seguintes bactérias: B. stearothermophylus
ATCC 1262, M. luteus ATCC 9341, S. aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 25923.
Vinte ¢ dois deles foram isolados de Staphylococcus sp e vinte estreptococos do
grupo mutans (EGM) obtidos da saliva de criangas. Prepararam-se suspensdes
bacterianas em 2 mL de solugdo salina esterilizada a 0,85%, até a obtencdo de
uma turvacao equivalente a metade da escala 1 de MacFarland, transferidos para o
inoculador de Steers (Steers et al., 1959) e aplicados nas superficies das placas de
Muller Hinton com as dilui¢oes das plantas. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. Foi considerada CIM a menor concentragao que inibiu o desenvolvimento
microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, verificou-se, pelo método de difusdo em pogo, a atividade
antimicrobiana dos extratos da H. courbaril, P. reticulata e G.ulmifolia (Tabela 1),
cujos extratos apresentaram atividade antimicrobiana para a maioria das bactérias
Gram-positivas analisadas. O extrato hidroalcoolico da P. reticulata inibiu 91,0%
das bactérias Gram-positivas, enquanto que o extrato da G. ulmifolia e a H. courbaril
inibiram 72,7% e 63,3%, respectivamente. O B. stearothermophylus ATCC 1262, o
M. luteus ATCC 9341, 0 S. aureus ATCC 6538, 0 S. aureus ATCC 2722 e 0 S. aureus
ATCC 10495 foram inibidos pelos extratos hidroalcoolicos das trés plantas.
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Tabela 1. Halos de inibicdo (mm) de extratos da P, reficulata, G. ulmifolia e do
H. courbaril utilizando o teste de difusdo em agar

. . P, reticulata G. ulmifolia H. courbaril H. courbaril Penicilina Eritromicina
Microrganismos

(extrato)  (extrato) (extrato) (seiva) 10 pug 15 pg
M. luteus ATCC 9341 15 16 13 8 NR NR
S. aureus ATCC 2722 15 14 14 11 NR NR
S. aureus ATCC 6538 15 15 13 9 NR NR
S. aureus ATCC 10495 20 18 15 9 NR NR
S. aureus M 69 14 8 7 0 5 25
S. aureus M 72 23 9 7 0 NR NR
S. aureus M 73 13 8 6 0 22 22
. aureus . 11 0 0 0 5 25
penicilinase negativa
. aureus iy 10 6 6 0 NR NR
penicilinase positiva
Streptococcus sp 6 6 0 6 NR NR
B. stearothermophylus
ATCC 1262 14 7 11 0 25 25
Enterobacter cloacae
FT 502 6 0 0 0 5 5
E. coli ATCC 8973 6 0 0 0 NR NR
E. coli ATCC 11229 0 10 12 0 5 20
P, aeruginosa
ATCC 27853 6 6 0 0 NR NR
C. albicans
ATCC 1023 0 0 0 0 NR NR

NR = ndo realizado

As solugdes aquosas dos extratos inibiram somente os seguintes
microrganismos: M.luteus ATCC 9341, S. aureus ATCC 2722, S. aureus ATCC
6538 e S. aureus ATCC 10495.

A seiva da H. courbaril inibiu apenas 36,6% dos isolados, todos Gram-
positivos, ou seja, 0 M. luteus ATCC 9341, S. aureus ATCC 2722, S. aureus ATCC
6538, S. aureus ATCC 10495, e dois isolados de Staphylococcus sp.

Em relagdo as bactérias Gram-negativas, o extrato da P, reticulata e a
seiva da H. courbaril ndo foram capazes de inibir o desenvolvimento das quatro
bactérias. O extrato hidroalcoolico da G.ulmifolia e da H. courbaril inibiu apenas a
E. coli ATCC 11229 (25,0%). Dessa forma, foi evidenciada uma reduzida atividade
antimicrobiana dos trés extratos sobre as bactérias Gram-negativas. Essa reduzida
inibigdo de bactérias Gram-negativas também foi relatada por De Souza et al.
(2004), verificando que, de dezoito extratos de plantas analisadas, nenhum inibiu a
E. coli, tampouco a C. albicans.

De acordo com os resultados do teste de difusdo foram selecionados
os extratos da P, reticulata ¢ H. courbaril para a determinagdo da concentragdo
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inibitéria minima diante de estafilococos e estreptococos. Os resultados da CIM
estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2. Concentragdo inibitoria minima (CIM) dos extratos hidroalcoolicos da
H. courbaril e P. reticulata sobre 26 Staphylococcus sp

CIM P, reticulata H.courbaril
mg/mL N.° estafilococos % N.° estafilococos %
2,5 1 38 14 54,0
1,25 1 38 12 46,0
0,625 22 84,7 0 0
0,3125 2 7,7 0 0

CIM = Concentracao inibitoria minima

Tabela 3. Concentracdo inibitoria minima (CIM) dos extratos hidroalcoolicos da
H. courbaril e P, reticulata sobre vinte estreptococos do grupo mutans

CIM P, reticulata H. courbaril

mg/mL N.°EGM % N.°EGM %
>5,0 4 20,0 5 25,0

5,0 2 10,0 0 0
2,5 1 5,0 4 20,0
1,25 9 45,0 7 35,0
0,625 0 0 2 10,0
0,3125 4 20,0 1 5,0
<0,15625 0 0 1 5,0

CIM = Concentracao inibitéria minima; EGM: estreptococos do grupo mutans.

Na concentragdo de 0,625 mg/mL, 84,7% dos estafilococos foram inibidos
pelo extrato hidroalcoolico da P, reticulata, enquanto a concentragdo inibitoria do
extrato da H. courbaril foi de 2,5 mg/mL, resultando em 54,0% de inibigdo. Isso
mostra que os estafilococos foram 30,7% mais sensiveis ao extrato da P, reticulata,
quando comparado ao da H. courbaril.

Para os EGM, tanto os extratos da H. courbaril quanto os da P, reticulata
apresentaram concentracdo inibitoria de 1,25mg/mL para 35,0% e 45,0%
respectivamente, ou seja, 10% a mais dos EGM se mostraram mais sensiveis a P,
reticulata em relagdo a H. courbaril.

O extrato da P. reticulata apresentou uma melhor agdo sobre os
estafilococos, quando comparado aos EGM. Note-se, a CIM que inibiu 50,0%
dos estafilococos foi de 0,625mg/mL; ja a CIM que inibiu 0 mesmo percentual
dos EGM foi de 1,25mg/mL. O extrato da H.courbaril apresentou um resultado
contrario, ou seja: a CIM 50,0% para os estafilococos foi de 2,5mg/mL, enquanto
que para os EGM foi de 1,25mg/mL. Ferreira (1999) demonstrou in vitro a eficacia
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da utilizagdo da Magonia pubences, o tingui-do-cerrado, sobre o Staphylococcus
aureus oxacilina resistente (ORSA). Essa planta possui componentes quimicos
como taninos e flavonoides, similar & P. reficulata e a H. courbaril, a qual essa
atividade antimicrobiana provavelmente esteja associada.

Existem varios componentes quimicos nas plantas capazes de promover
a inibicdo de determinados microrganismos, como, por exemplo, os flavondides e
os taninos. Os flavonoides sdo substancias amplamente distribuidas na natureza, e
contribuem para a coloragdo das flores, frutos e folhas. Muitos trabalhos descrevem
os efeitos farmacoldgicos dos flavondides, como a atividade antiinflamatoria,
imunomoduladora, antioxidante, diurética, antiespasmddica, antimicrobiana e
anticancerigena (Middleton et al., 2000). Fukai et al. (2002) isolaram dezenove
tipos de flavondides presentes nas Glycyrrhiza glabra, G. inflata e G.uralensis,
todos ativos contra S. aureus meticilina resistente (MRSA), M. luteus, B. subtilis, E.
coli, Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa. Erasto et al. (2004) demonstraram a
atividade antimicrobiana de flavonoides da Bolusanthus speciosus sobre E. coli, B.
subtilis, S. aureus e Candida mycoderma.

Vale dizer, para concluir, que o estudo dos vegetais permite detectar
fragdes bioativas ou substancias com atividade antimicrobiana e que este estudo
fornece os primeiros relatos de atividade antimicrobiana da P. reticulata, G.
ulmifolia e H.courbaril sobre bactérias Gram-positivas. Assim, outras andlises sao
necessarias para avaliar a toxicidade e a ac@o farmacoldgica de tais plantas e torna-
las alternativas no controle microbiano.

ABSTRACT

Antimicrobial activity of Plathymenia reticulata, Hymenaea courbaril and
Guazuma ulmifolia plants

Phytotherapy has been used by popular medicine for thousand of years. Because
of the current popularity of natural products, the aim of the present study was to
evaluate the in vitro antimicrobial activity of three plant species from Cerrado
(Hymenaea courbaril, Plathymenia reticulata, and Guazuma ulmifolia) on standard
Gram-positive, Gram-negative bacteria and Candida albicans. Minimum inhibitory
concentration (MIC) assay was used to quantify antimicrobial activity of the P
reticulata and H. courbaril extracts against mutans streptococci and Staphylococcus
sp using an agar well diffusion technique. The extracts showed antimicrobial
activity for the Gram-positive microorganisms, but they did not inhibit the Gram-
negative microorganisms and Candida albicans. P reticulata extract inhibited
Staphylococcus sp (84.7%; MIC=0.625mg/mL) and mutans streptococci (45.0%;
MIC= 1.25mg/mL). Under the same conditions, H. courbaril extract inhibited
Staphylococcus sp (54.0%; MIC=2.5mg/mL) and mutans streptococci (1.25mg/
mL; MIC=1.25mg/mL). The extracts showed an interesting in vitro antimicrobial
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activity and new experimental evaluations are necessary to determine the possible
mechanisms involved in the toxicity and pharmacological activity of these plants.

KEYWORDS: Phytotherapy. Antimicrobial activity. Minimum inhibitory
concentration.
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