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RESUMO

O uso indiscriminado de antimicrobianos pode estar associado ao fendmeno da
resisténcia microbiana, levando ao insucesso no tratamento das infeccbes e
impulsionando a busca por novas alternativas terapéuticas, dentre elas, os bioativos
obtidos a partir de fontes vegetais. Foi avaliada a atividade antimicrobiana de
extratos hidroetanodlicos de plantas sobre bactérias Gram positiva, Gram negativa,
leveduras, Mycobacterium tuberculosis H37 e Mycobacterium bovis pela técnica de
difusédo em agar e microdiluicdo em caldo. Dentre os extratos avaliados pelo método
de difusédo em agar, o extrato de Bidens pilosa folha apresentou a mais expressiva
média de halos de inibicdo de crescimento frente aos microrganismos utilizados,
seguido por Bidens pilosa flor, E. pyriformis folha, M. cauliflora folha e E. pyriformis
semente que apresentaram estatisticamente a mesma média de formacado de halos
inibitérios sobre bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras. Os extratos
de Heliconia rostrata ndo apresentaram atividade. Mycobacterium tuberculosis H37 e
Mycobacterium bovis mostraram-se resistentes a todos o0s extratos. Dos
microrganismos avaliados, as bactérias Gram positivas M. luteus e S. aureus
apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade (p>0.05). As bactérias Gram
negativas E. coli, E. cloacae, S. marcescens e P. aeruginosa também apresentaram
o mesmo perfil de sensibilidade frente aos extratos (p>0.05). O perfil de senbilidade
dos fungos C. albicans e S. cerevisiae foram comparaveis entre si e entre as
bactérias Gram positivas B. subtilis, E. faecalis e Gram negativa S. typhimurium
(p>0.05). Os extratos que apresentaram acdo inibitéria através do ensaio de
microdiluicdo em caldo foram os mesmos extratos ativos no teste de difusdo em
agar. A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada sobre células C6-36 de larvas de
mosquito Aedes albopictus. Os extratos de caule e flor de Heliconia rostrata, folha e
caule de Plinia cauliflora, semente de Anonna crassiflora e caule, flor e raiz de
Bidens pilosa ndo apresentaram toxicidade nas concentracdes avaliadas. Os
maiores indices de seletividade foram apresentados pelos extratos de A. crassiflora
caule e B. pilosa flor para S. aureus, apresentando potencial para estudos como
futuros candidatos a farmacos. Dos microrganismos avaliados, as bactérias Gram
positivas M. luteus e S. aureus apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade
(p>0.05). Dos microrganismos que apresentaram alguma sensibilidade a qualquer
um dos extratos, M. bovis, P. aeruginosa, S. marcescens, E. cloacae e E. coli foram
estatisticamente, igualmente os menos sensiveis. Apenas os extratos de B. pilosa
folha apresentou igualdade, estatisticamente significativa, da média de efetividade
inibitéria quando comparado ao controle positivo, a clorexidina.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Mycobacterium tuberculosis. Teste de difusdo em
Agar. Citotoxicidade. Microdiluicao.



ABSTRACT

The indiscriminate use of antibiotics may be associated with the phenomenon of
microbial resistance, leading to infections treatment failure and boosting the search
for new therapeutic alternatives, among them, the bioactive obtained from plant
sources. We evaluated the antimicrobial activity of hydroethanolic extracts of plants
on Gram positive, Gram negative bacteria, yeasts, Mycobacterium tuberculosis and
Mycobacterium bovis H37 through agar diffusion and broth microdilution techniques.
Among the extracts evaluated through agar diffusion method, the leaf extract of
Bidens pilosa showed the most significant average halos of growth inhibition against
microorganisms used, followed by flower of Bidens pilosa leaf E. pyriformis, sheet M.
cauliflora seed and E. pyriformis showed that statistically the same average formation
of inhibitory halos on Gram positive bacteria, Gram negative bacteria and yeast.
Extracts of Heliconia rostrata showed no activity. Mycobacterium bovis and
Mycobacterium tuberculosis H37 were resistant to all extracts. Of the tested
microorganisms, Gram positive bacteria M. luteus and S. aureus showed the same
sensitivity profile (p> 0.05). Gram negative bacteria E. coli, E. cloacae, S.
marcescens and P. aeruginosa also showed the same sensitivity profile compared to
extracts (p> 0.05). The sensitivity profile of the fungi C. albicans and S. cerevisiae
and were comparable between the Gram-positive B. subtilis, E. faecalis and Gram
negative bacteria S. typhimurium (p> 0.05). The extracts which showed inhibitory
action by microdilution sample test were the same active extracts as in agar diffusion
test. The Cytotoxicity assessment was performed on cell C6-36 larvae of Aedes
albopictus. The extracts of Heliconia rostrata’s stem and flower, Plinia cauliflora’s leaf
and stem, crassiflora Annona’s seed and stem, Bidens pilosa’s root and flower
showed no toxicity at the evaluated concentrations. The highest selectivity were
presented by stem extracts of A. crassiflora and Bloom B. pilosa as for S. aureus
there is potential for studies on future drug candidates. Of the tested microorganisms,
Gram positive bacteria M. luteus and S. aureus showed the same sensitivity profile
(p> 0.05). The sensitivity profile of the fungi C. albicans and S. cerevisiae and were
compared one another and to B. subtilis, E. faecalis Gram positive and S.
typhimurium Gram negative bacteria (p> 0.05). Among the microorganisms which
showed some sensitivity to any of the extracts, M. bovis, P. aeruginosa, S.
marcescens, E. and E. cloacae coli were statistically also less sensitive. Only the leaf
extracts of B. pilosa showed statistically significant equality of the average inhibitory
effectiveness when compared to the positive control and chlorhexidine.

Key Words: Plant extracts. Mycobacterium tuberculosis. Agar diffusion test.
Cytotoxicity. Microdilution.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as savanas, chamadas de cerrado, chegaram a ocupar uma area
heterogénea descontinua de aproximadamente dois milhdes de km? de extensdo em
mais de dez estados, o que representa cerca de 23% da area do territorio brasileiro.

Apesar de se encontrar bastante negligenciada (KLINK; MACHADO, 2005), é
considerada a savana de maior diversidade de espécies vegetais e animais,
resultado da diversidade de ambientes (MITTERMEIER et al., 2005; MYERS et al.,
2000).

Do cerrado extraem-se diferentes tipos de produtos animais e vegetais sendo
gue mais de 200 espécies de plantas potencialmente Uteis ainda nao foram
devidamente exploradas e cerca de 50 sdo pouco exploradas e apenas algumas
dezenas destas séo exploradas comercialmente (FERREIRA, 2011).

O cerrado € um dos ‘hotspots’ para a conservacao da biodiversidade mundial.
Nos Gltimos 35 anos mais da metade dos seus 2 milhdes de km? originais foram
cultivados com pastagens plantadas e culturas anuais. A riqueza de espécies de
aves, peixes, répteis, anfibios e insetos € igualmente grande, embora a riqueza de
mamiferos seja relativamente pequena. As taxas de desmatamento no cerrado tém
sido historicamente superiores as da floresta Amazoénica e o esforco de conservacao
do bioma é muito inferior ao da Amazonia: apenas 2,2% da area do cerrado se
encontram legalmente protegida. Diversas espécies animais e vegetais estao
ameacadas de extincdo e estima-se que 20% das espécies ameacadas ou
endémicas ndo ocorram nas areas legalmente protegidas.

O cerrado ocupa uma area na por¢cao central do Brasil e engloba parte dos
estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Parand, Piaui, Sdo Paulo e Tocantins, além do Distrito Federal (SANO et al.,
2008).

A vegetacdo mais tipica, o cerrado stricto sensu, é uma savana coberta por
um extenso “tapete” de gramineas, com pequenas arvores com ramos de troncos
retorcidos, arbustos e palmeiras sem tronco (Conservacao Internacional, 2005). O
clima do cerrado € marcado por uma nitida sazonalidade. Nos meses mais quentes,

do final da primavera e todo o verado, as chuvas se concentram e os dias sao mais
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longos. No inverno, ao contrério, as gramineas ficam ressecadas e amarelas, e parte
das arvores e arbustos perde a folhagem, que depois é trocada por outra nova.

Neste periodo seco, paradoxalmente, algumas arvores tipicas, como o ipé-
amarelo, florescem, dando ao bioma uma belissima coloracao.

O Brasil é considerado o pais de maior diversidade bioldgica, destacando-se
no ranking mundial com cerca de 20% da diversidade de plantas do mundo
(CALIXTO, 2003). Para o territorio brasileiro estima-se em 45,3 mil a 49,5 mil, o
namero de espécies de plantas descritas (SHEPHERD, 2002).

A tradicdo popular é a origem de valiosos conhecimentos acerca das plantas,
porém o uso indevido de determinadas espécies como medicinais € muito perigoso,
podendo acarretar desde leves efeitos colaterais, até a morte do individuo. Diante
desses fatos, € importante discriminar as relacdes entre a ciéncia e 0 empirismo,
sendo indispensavel uma ampla pesquisa em plantas medicinais (BOSCOLO et al.,
2008).

O uso tradicional de diversas plantas medicinais baseado em conhecimentos
populares, aliado a crenca de que, por ser natural ndo causa reacdes adversas, fez
com que poucas plantas medicinais fossem avaliadas através de estudos preé-
clinicos e clinicos, a fim de comprovar sua eficacia e seguranca. Além disto, sabe-se
gue muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem desencadear
reacdes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacoes fitoterapicas, exigindo um
rigoroso controle de qualidade desde o cultivo, coleta da planta, extracdo de seus
constituintes, até a elaboracdo do medicamento final (TUROLLA & NASCIMENTO,
2006).

Os fitoterdpicos ganharam terreno no arsenal terapéutico mundial,
principalmente por sua baixa toxicidade, baixo custo e uso de tecnologias que
utilizam baixos niveis de investimento e de insumos (VALDES et al., 2000).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o desenvolvimento de
pesquisas visando ao uso da flora nacional para fins terapéuticos, visando diminuir o
namero de excluidos dos sistemas governamentais de salude. Associados a essa
expansao, os fitoterapicos deixaram de ser vistos simplesmente como um recurso da
medicina popular, constituindo-se matéria-prima para indastrias de produtos
farmacéuticos (MELO et al., 2001). A facilidade de acesso aos fitoterapicos é uma

das principais razbes que justificam sua ampla utlizacdo em paises em
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desenvolvimento e nesse sentido a OMS tem trabalhado para desenvolver e
implantar normas, pautas e metodologias que permitam garantir a
eficacia,seguranca e qualidade (CORTES-ROJAS, 2011).

Sabendo-se que cada espécie desconhecida pode vir a ser um medicamento
importante (e consequentemente um produto lucrativo), ndo € nenhuma surpresa
gque o interesse das industrias farmacéuticas esteja voltado para esta area
(SCHENKEL et al., 2001).

Espécies vegetais brasileiras sdo usualmente utilizadas como antifingicos e é
notério que o Brasil, devido a sua diversidade vegetal, € um pais conhecido
mundialmente pela variedade de produtos com acdo medicinal, largamente
utilizados em suas diversas regides (BOTELHO et al., 2007).

No Brasil 20 % da populagdo consomem 63 % dos medicamentos alopaticos,
0 restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente as plantas, uma
fonte alternativa de medicacéo. O interesse da pesquisa nesta area tem aumentado
nos ultimos anos onde estdo sendo instituidos projetos financiados por 6rgéos
publicos e privados. Grande parte das plantas nativas brasileiras ainda nédo tem
estudos para permitir a elaboracdo de monografias completas e modernas. Muitas
espécies sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico quanto a eficacia e
seguranca, o que demonstra que em um pais como o Brasil, com enorme
biodiversidade, existe uma enorme lacuna entre a oferta de plantas e as poucas
pesquisas. Desta forma, considera-se este um fator de grande incentivo ao estudo
com plantas, visando sua utilizacdo como fonte de recursos terapéuticos (FOGLIO et
al., 2006).

O uso indiscriminado de antibidticos pela populacdo tem causado seérios
problemas de saude publica pelo mundo inteiro devido ao fato dos microrganismos
terem a capacidade de desenvolver resisténcia a esses agentes terapéuticos
(NASCIMENTO et al., 2000).

A resisténcia microbiana é um problema que cresce cada vez mais, revelando
um aumento alarmante na incidéncia de doencas infecciosas novas e reemergentes.
Tal fato impulsiona a busca por novas substancias antimicrobianas, com estruturas
guimicas e mecanismos de acdo originais, a partir de outras fontes incluindo as
plantas (NASCIMENTO et al., 2000 ; RAJENDRAN et al., 2009).

O abuso por longos anos da utilizacdo de compostos antimicrobianos se apresenta

como fator principal para o surgimento do fenébmeno de resisténcia (ANDREMONT,
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2001).

O principal problema enfrentado em relacdo as bactérias patogénicas é a
multirresisténcia aos antimicrobianos e varias medidas tecnoldgicas tém sido
sugeridas para resolver este problema e uma delas € a procura de novos
antimicrobianos a partir de espécies vegetais (CECHINEL FILHO, 2000; SOUZA et
al., 2003). Bactérias, por exemplo, ttm mostrado capacidade de resistir e se adaptar
ao seu ambiente, incluindo o desenvolvimento de diferentes mecanismos de
resisténcia a maioria dos agentes antimicrobianos antigos e novos (HERSCH-
MARTINEZ et al., 2005).

De acordo com a literatura, bactérias pertencentes ao género Mycobacterium,
principalmente, M. tuberculosis estdo se tornando resistente aos antibibticos,
provavelmente devido ao longo tempo de tratamento e aos efeitos adversos das
drogas, fatores que colaboram para ndo adesdo ao tratamento pelo paciente
(TRABULSI, 2005). A tuberculose permanece ainda neste milénio, a doencga
infecciosa que mais mata no mundo, com 1,6 milhdes de mortes em 2005. Um terco
da populacdo mundial esta infectada pelo M. tuberculosis e grande proporgcao dela
poderdo desenvolver e transmitir a doenca para a comunidade (KRITSKI, 2007).
Devido a ocorréncia de fatores indesejaveis, como o surgimento de resisténcia de
algumas cepas aos antifungicos convencionais — principalmente em individuos
imunodeprimidos — e a presenca de efeitos toxicos destes, o estudo de plantas com
propriedades terapéuticas, abrangendo aquelas com atividade antimicética, tem
crescido consideravelmente (MENEZES et al., 2009).

Atualmente, é grande o interesse das industrias farmacéuticas pelo uso da
biodiversidade como fonte de novos medicamentos (BOLDI, 2004) e tem se
destacado, cada vez mais, a importancia da integracdo das industrias farmacéuticas
com universidades nos estudos de bioprospeccédo de recursos naturais na busca de
novos medicamentos (MIRANDA, 2007).

Dentre as plantas encontradas no cerrado sul mineiro, Bidens pilosa Linné é
amplamente utilizada na medicina tradicional para mordidas de cobras, picadas de
inseto, feridas, choque apds acidentes, problemas pulmonares, febre, infeccbes de
olhos (KHAN et al., 2001), malaria (ABAJO et al., 2004), como anti-reumatico, anti-
inflamatério, diurético, antibiotico (CHIANG et al., 2004), além de propriedades anti-
diabéticas devido a presenca de glicosideos poliacetiénicos (CHIEN et al., 2009) e

como anti-gripal e tratamento da gastroenterite e hepatite (CHANG et al., 2001). A



13

planta é anual, ereta, com ramificacbes herbaceas que crescem até 1,5 m de altura,
minuciosamente peludas nas hastes. As folhas séo opostas, com dentes simples e
ovais, compostas de quatro a sete folhas lanceoladas (MORTON, 1962;
GEISSBERGER,; et al., 1991). E amplamente distribuida nas regides subtropicais e
tropicais do mundo (DEBA et al.,, 2008). No Brasil, B. pilosa, popularmente
conhecida como picao preto, é encontrada em praticamente todo o territério, com
maior concentragcdo nas areas agricolas da regido Centro-Sul, onde se constitui
numa das mais importantes plantas infestantes (KISSMANN et al., 1992). Extensas
pesquisas nas Ultimas décadas tém mostrado que B. pilosa possui atividades
antiviral (CHIANG et al., 2003.), antifungica (MOTSEI et al., 2003.; DEBA et al.,
2008) e antibacteriana (GEISSBERGER et al., 1991; RABE et al., 1997; KHAN et al.,
2001; ROJAS et al., 2006).

B.pilosa é utilizada na forma de infusdo, sendo utilizadas todas as partes da
planta, com muitas indicagfes, mas as mais comuns sao antissepsia bucal e anti-
ictérica (ROJAS et al., 2006). Algumas classes de compostos, como flavonodides e
poliacetilenos foram isolados de B. pilosa (OLIVEIRA et al.,2004). Segundo Martins
et al. (2000), os seus principais constituintes quimicos sao: acido salicilico, taninos,

limoneno, candineno, timol, a-pineno e afelandreno.

FIGURA 01 - Amostra de Bidens pilosa
Fonte: acesso http://www.alpine- plants-jp.com/art_b/kosendangusa_1.htm em 5 Jul.
2012.
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Eugenia pyriformis Cambess (figura 02), popularmente conhecida como uvaia,
uvaieira, uvalha, uvalheira, € uma espécie de héabito arboreo que mede
aproximadamente de 5 a 15 m de altura, possui frutos indeiscentes, carnosos,
piriformes, pilosos, com coloracdo amarela, comestiveis, de sabor adocicado e
acidulado, podendo ser utilizados na fabricacdo de sucos, vinagre e vinho. As
sementes apresentam tegumento de coloracdo castanha, cotilédones carnosos e
justapostos, e ap0s a extracdo, essas oxidam-se rapidamente e escurecem, sendo
consideradas sensiveis a dessecacao (ANDRADE; FERREIRA, 2000; DELGADO,;
BARBEDO, 2007). Sua alta perecibilidade restringe a comercializagdo in natura
(SCALON et al., 2004). Varias espécies de aves apresentam o fruto em sua dieta, o
gue torna essa espécie vegetal recomendada para reflorestamentos heterogéneos
em éareas degradadas, com a finalidade de recompor a vegetacdo (ANDRADE &
FERREIRA, 2000).

Segundo Stieven, Moreira e Silva, (2009) o fruto da E. pyriformis apresenta
atividade bacteriostatica frente a isolados de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis. Theodoluz et al., (1988) encontrou nas folhas de
E.pyriformis Cambess flavondides com propriedades inibidoras da xantino-oxidase,
gue podem atuar no tratamento da gota humana.

Glicosideos flavonicos e esteroides e/ou triterpenoides foram encontrados
particularmente no extrato hidroalcoodlico de folha, enquanto que saponinas, taninos
e acidos fixos foram detectados no extrato aquoso, tanto de folha como de caule
(ARMSTRONG, 2011).
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FIGURA 02 - Amostra de Eugenia pyriformis
Fonte: http://familiabelle.blogspot.com.br/p/agrofloresta-e-frutas-nativas.html acesso
em 5 Jul. 2012.

A familia Annonaceae é constituida por cerca de 120 géneros e
aproximadamente 2300 espécies. Plantas desta familia possuem componentes
como alcaldides e acetogeninas, que apresentam atividade biolégica como:
antifungicas, antitumoral, antimicrobiana, antimalarica, herbicidas, vermicida, entre
outras (NASCIMENTO et al., 2003).

Annona crassiflora Mart (Figura 03) € uma espécie frutifera caracteristica e
exclusiva do cerrado brasileiro, conhecida também como araticum, marolo, cabeca-
de-negro, e pinha do cerrado. Seu fruto € do tipo baga subglobosa, de superficie
tomentosa e tuberculada, de cor verde com o fruto em desenvolvimento, e marrom
guando maduro, sendo uma das espécies mais arbéreas do Cerrado com potencial
alimentar e econémico a ser explorado (MELO, 2005).

Sua distribuicdo é bastante ampla, ocorrendo nos Cerrados dos Estados de
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Mato Grosso, Maranhéo, Goias,
Tocantins, Para, Bahia e Piaui (RIBEIRO et al.,2000).A polpa é levemente adocicada
e de cheiro agradavel.Além do consumo in natura do fruto, sdo inimeras as receitas
de doces e bebibas que levam o sabor perfumado e forte de sua polpa (FERREIRA,
2011).


http://familiabelle.blogspot.com.br/p/agrofloresta-e-frutas-nativas.html

16

FIGURA 03 - Amostra de Annona crassiflora
Fonte: http://lulussweetsecrets.blogspot.com.br/2011/04/marolo-candies-and-ice-
cream.html acesso em 5 Jul. 2012.

Plinia cauliflora Berg (Myrciaria cauliflora Berg) € uma arvore frutifera
pertencente a familia Myrtaceae, de ocorréncia espontdanea em grande parte do
Brasil. Seus frutos sdo tipo baga globosa de até 3 cm de diametro, com casca
avermelhada quase preta, polpa esbranquicada mucilaginosa, agridoce, muito
saborosa, apresenta comumente uma Unica semente, mas podendo apresentar até
4 sementes. Pode ser consumida ao natural ou em geléias. A polpa fermentada
produz licor, vinho e vinagre. A casca é adstringente, Gtil contra diarréia e irritacbes
da pele. Também tem indicacbes na medicina popular como antiasmaticas, na
inflamacédo dos intestinos e hemoptise. Os estudos fitoquimicos da jabuticaba
encontrados na literatura sdo poucos, estando reportada a presenca de &acido
ascorbico, taninos e glicosideos cianidinicos e peonidinicos (REYNERTSON, 2006).
A jabuticaba, embora popular em todo o Pais, ndo chega a ter valor comercial muito
alto, por ser muito perecivel, mas tem sua venda assegurada. Apesar de ser grande
a producao de um unico pé, depois de colhida, a fruta tem uma vida util até trés dias,
0 que prejudica a sua comercializacédo (LIMA et al.,2008). O género Myrciaria apesar
de possuir propriedades antissépticas amplamente estudadas, ndo apresenta
grandes estudos em relacdo ao seu potencial terapéutico (MOHANTY; COCK,
2009). Dentre as varias espécies do género, destaca-se a Plinia cauliflora (Myrciaria
cauliflora) (Figura 04), conhecida como jabuticabeira, uma arvore frutifera da familia

Myrtaceae, nativa da Mata Atlantica, podendo ser encontrada desde o Para ao Rio


http://lulussweetsecrets.blogspot.com.br/2011/04/marolo-candies-and-ice-cream.html
http://lulussweetsecrets.blogspot.com.br/2011/04/marolo-candies-and-ice-cream.html
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Grande so Sul (LIMA et al., 2008; ALVARENGA et al., 2007; COSTA et al., 2009).
Plinia cauliflora apresentou potencial antimicrobiano in vitro, sobre as linhagens de
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis e Lactobacillus
casei (MACEDO-COSTA, 2010).

FIGURA 04 - Amostra de Plinia cauliflora
Fonte: http://www.plant-care.com/1594-jaboticaba.html acesso em 5 Jul. 2012.

O género Heliconia é muito pouco estudado e ainda ndo é certo o numero de
espécies existentes, porém estima-se que haja entre 150 a 250 espécies. No Brasil,
cerca de 40 espécies encontram-se distribuidas na floresta Amazbénica e Atlantica
(MARQUES et al.,, 2004). Dentre as varias espécies do género, destaca-se a
Heliconia rostrata (Figura 05) também conhecida como bananeira de jardim, planta
herbacea, perene, com reproducédo sexuada ou propagacado vegetativa por rizoma. A
espécie produz uma inflorescéncia terminal constituida por bracteas vermelhas,
cada uma das quais apresentam varias flores hermafroditas e amarelas, (TORRES
et al., 2005). As pesquisas tém demonstrado poucos estudos envolvendo a espécie
Heliconia rostrata e ndo foi encontrada referéncia quanto ao seu potencial
antimicrobiano, por isso, esta pesquisa visou investigar a possivel atividade
antimicrobiana desta planta possibilitando a descoberta de um novo componente

com possivel atividade antimicrobiana.


http://www.plant-care.com/1594-jaboticaba.html
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FIGURA 05 - Amostra de Heliconia rostrata
Fonte: Acesso http://www.hear.org/starr/images/image/?q=071024-0406&0=plants
em 5/7/2012

Uma forma de complementar os estudos com extratos vegetais € associa-los
a bioensaios, por esta razdo muitos pesquisadores tém inserido dentro de suas
rotinas ensaios bioldgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a pesquisa
de extratos de plantas na procura de substancias bioativas. Dentre esses
bioensaios, encontra-se o estudo da toxicidade sobre cultura celular utlizando
células de animais e humanas, também alvo deste estudo.
A necessidade por novas substancias com propriedades antimicrobianas reforca a
crescente investigacado do potencial terapéutico de plantas medicinais, onde alguns
de seus compostos com propriedade antimicrobiana como flavonéides, alcaldides,
taninos e saponinas tém sido objetos de interesse para o tratamento de varios tipos
de infec¢cdes humanas (VERDI et al., 2005;SANTOS et al., 2010).

Cowan (1999) relatou baseado em trabalhos encontrados na literatura, que a
atividade antimicrobiana dos flavondides, possivelmente, é devida a habilidade deste
grupo de se complexar com proteinas sollveis e extracelulares e também com a

parede de células bacterianas.


http://www.hear.org/starr/images/image/?q=071024-0406&o=plants
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O mecanismo de acao antimicrobiana dos taninos explica-se por trés
hipoteses. A primeira pressupde os taninos inibindo enzimas bacterianas e fangicas
e/ou se complexando com os substratos dessas enzimas; a segunda inclui a acao
dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos, modificando seu
metabolismo, e a terceira fundamenta-se na complexa¢do dos taninos com ions
metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo
microbiano (SCALBERT, 1991).

A capacidade das saponinas de formar complexos com esterdides, proteinas

e fosfolipideos de membranas celulares podem alterar a permeabilidade das
mesmas ou até mesmo levar a sua destruicao (SCHENKEL et al., 2001).
Os alcaldides sdo compostos complexos, de natureza basica, definidos pela funcao
amina, que confere aos seus constituintes, propriedades quimicas que estao
relacionadas a uma toxicidade elevada e uma atividade farmacologica notavel.
Compostos isolados e extratos de plantas ricas em alcalbides, ja demonstram
atividade antimicrobiana em varios estudos (BRUNETON, 1999).

Deve-se levar em consideracdo a resisténcia microbiana, apontada como um
problema de saude publica de nivel mundial, implicando na procura de novas
substancias com mecanismos de acao distintos, para que se possa formular um
produto seguro, eficaz e de menor custo. Por conseguinte, torna-se justificavel a
execucao desse trabalho, pois possibilitard o estudo da viabilidade do emprego de
extratos de plantas encontradas no cerrado do sul de Minas Gerais como possiveis
agentes antimicrobianos através das avaliacbes antibacterianas, antifiUngicas e
toxicas. Este estudo contribuirA sobremaneira para pesquisas nacionais e
internacionais que visam a bioprospeccédo de novos bioativos vegetais, seguros do
ponto de vista clinico, e que apresentem potenciais como futuros candidatos a

farmacos para emprego em esquemas terapéuticos antimicrobianos.
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1. 1 Objetivos gerais

Avaliar e comparar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas
encontradas no cerrado do sul de Minas Gerais sobre bactérias Gram positivas,
Gram negativas, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis e leveduras.

Avaliar o potencial citotoxico dos extratos sobre cultura celular eucariética.

Determinar o perfil fitoquimicos dos extratos para justificar possivel atividade

antimicrobiana.



21

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta e identificac&o dos vegetais

As coletas dos espécimes vegetais foram realizadas nas cidades de Pouso
Alegre -MG (Bidens pilosa), Alfenas-MG (Eugenia pyriformis e Plinia cauliflora),
Areado-MG (Heliconia rostrata) e Alterosa-MG (Annona crassiflora).

Os exemplares de B. pilosa (Picdo preto) foram coletados em janeiro de 2011,
no Bairro Jatobd, na cidade de Pouso Alegre — MG (22° 27’75 S, 18° 45’ 90" W).

A coleta das amostras de caule, folhas e frutos de exemplares adultos de E.
pyriformis (Uvaia) foi realizada na zona rural do municipio de Alfenas — MG (21° 25’
44” S e 45° 56’ 49” W) em janeiro de 2011.

Amostras de folha, caule e fruto de exemplares adultos de Plinia cauliflora
(Jabuticaba) foram coletadas em janeiro de 2011, na cidade de Alfenas-MG
(21° 25'44" S, 45° 56' 49" W).

As coletas das folhas, flores, pseudocaule e rizoma de Heliconia rostrata
(Bananeira de Jardim) foram realizadas na Chacara Cabo Verde, municipio de
Areado-MG, (21°24°39,44” S e 46° 08’ 53,81”W) em janeiro de 2011.

A coleta de amostras do fruto, caule e folha de Annona crassiflora (Marolo) foi
realizada no municipio de Alterosa, no distrito de Divino Espirito Santo (21° 8
50.18"S e 46° 5' 13.06"W) em marc¢o de 2011.

As amostras de Bidens pilosa, Eugenia pyriformis, Plinia cauliflora, Heliconia rostrata
e Annona crassiflora foram identificadas pelo Professor Dr. Marcelo Polo e
depositadas no Herbario da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG)
recebendo os numeros de exsicatas 1745, 1459, 1637, 1636 e 1401

respectivamente.

2.2 Preparo dos extratos das plantas

As partes frescas das plantas (folhas, flores, raizes, caules e frutos) foram
limpas e cortadas manualmente. Foram preparados extratos hidroetandlicos na

proporcdo de 20% p/v utilizando alcool etilico a 70% em um liquidificador doméstico.
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Os extratos preparados foram macerados por 7 dias e mantidos ao abrigo da luz,
com agitacdo diaria. Apés maceracao, foram filtrados em filtro de nylon e
posteriormente em filtro de papel de filtro tipo xarope. Apés a filtracdo, os extratos
foram submetidos a concentracdo em rota-evaporador a pressao negativa de 500
mmHg e 60°C. Posteriormente os mesmos foram distribuidos em frascos com 5 mL,
congelados e liofilizados. No momento do uso foram pesados e ressuspendidos em
agua destilada para obtencdo de concentracdo de 100 mg/mL. Antes do uso, 0s
extratos foram submetidos a esterilizagdo por filtracdo em filtro de 0,45um Millipore
(SILVA et al., 2010).

2.3 Linhagens microbianas utilizadas

Leveduras: Candida albicans ATCC 10231 e Saccharomyces cerevisae ATCC
2601; Bacterias Gram positivas: Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus ATCC
11778, Micrococcus luteus ATCC 9341, Enterococcus faecalis ATCC 51299 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Bactérias Gram negativas: Escherichia coli
ATCC 25922, Serratia marcescens LMI-UNIFAL, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Proteus mirabilis ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC 14028
Enterobacter cloacae LMI-UNIFAL. Micobacterias: Mycobacterium bovis (cepa BCG)
ATCC 27289 e Mycobacterium tuberculosis (H37) ATCC 27294.

2.4 Avaliacédo da atividade antimicrobiana dos extratos

Os testes microbiologicos foram feitos no Laboratério de Microbiologia, da
UNIFAL-MG. A acdo antimicrobiana foi avaliada por difusdo em Agar segundo
algumas modificacbes propostas na metodologia definida nos documento M7A6
(Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2003) para bactérias, M24A2
para Micobacteria e M44A2 (CLSI, 2009) para fungos. Foram perfurados pocos de 4
mm de diametro na superficie do meio de cultura com auxilio de um tubo metalico.
Para as bactérias foi utilizado o Agar Mueller Hinton Difco® e para as leveduras o
Agar Mueller Hinton Difco® adicionado de 2% de glicose. Foi preparada uma

suspensao de microrganismos em solucdo de NaCl a 0,9% (solucdo salina) com



23

turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland, que equivale a
aproximadamente a 1,5 x 102 UFC/mL, e as mesmas foram inoculadas na superficie
do meio de cultura. Os extratos foram colocados nos po¢cos num volume de 40 pL,
juntamente com os controles positivo (solugdo de clorexidina a 0,12%) e negativo
(dgua destilada). As placas foram foi incubadas a 37°C por 24 horas. ApGs a
incubacédo, foi feita a leitura dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento

microbiano com o auxilio de uma régua.

2.5 Avaliagéo da atividade antimicobacteriana dos extratos

A atividade sobre M. bovis e M. tuberculosis (H37) foi determinada pela técnica
de difusdo em meio Agar Middlebrook 7H10 Difco® adicionado de Middlebrook
OADC Enrichment®. Os extratos vegetais, a 100 mg/mL, num volume de 10 pL,,
foram colocados em discos de papel de filtro tipo xarope de 10 mm de diametro e
secos a 37°C. O Agar Middlebrook 7H10 Difco® foi inoculado com uma suspensao
de M. bovis e M. tuberculosis (H37) com turvagao correspondente ao tubo 0,5 da
Escala de Mac Farland com auxilio de pérolas de vidro para desagregacdo das
colénias. Foi utilizado como controle positivo solucdo de Rifampicina 30 pug e como
controle negativo, agua destilada (Figura 06). As culturas foram incubadas a 37°C
por 28 dias.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para todos os extratos frente
a todos os microrganismos, foi determinada a concentracdo inibitoria minima (CIM)
por microdiluicdo em caldo conforme metodologia proposta no documento M27A3
(CLSI, 2008) a partir da concentracdo de 50 mg/mL até 0,010 mg/mL. Para M. bovis
e M. tuberculosis foi determinada a CIM em diluicdo no Agar Middlebrook 7H10

Difco® nas concentra¢des de 50 mg/ml, 25mg/mL e 12,5 mg/mL.
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FIGURA 06 - Teste de difusdo.Controle positivo (rifampicina) e negativo (dgua

destilada) do cultivo de M.bovis
Fonte: o autor

2.6 Avaliacdo da Atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular

A citotoxicidade foi avaliada através do método que se baseia na medida da
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, a qual quando ativa, € capaz de
metabolizar o reagente MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) em um composto colorido denominado formazan. Neste teste foram
semeadas 1x10* (células derivadas de larvas de mosquito Aedes albopictus) por
poco, em placas de 96 pocos Corning contendo meio de cultura L-15, acrescido de
10% de soro fetal bovino e antibiéticos. Apés 24 h de incubacdo a temperatura
ambiente, o0 meio de cultivo foi removido e adicionado a cultura 0,1 mL de meio L-15
contendo 1% de soro fetal bovino com diluicbes decrescentes dos extratos (5mg/mL
a 0,039 mg/mL). As microplacas foram incubadas a temperatura ambiente por 48h.
Apos esse periodo acrescentou-se 10 pL de MTT a uma concentracdo de 5mg/mL e
incubou-se por 4 h a temperatura ambiente para a incorporacdo do MTT e formacéao
dos cristais de formazan (Figura 11). Posteriormente houve remoc¢éo cuidadosa do
meio de cultura e solubilizacdo dos cristais de formazan pela adicdo de 100 uL de
dimetil sulfoxido (DMSO). A analise espectrofotométrica foi realizada em um leitor de
microplacas com comprimento de onda de 600 nm. A porcentagem de citotoxicidade

foi calculada utilizando a formula [(A-B) / Ax100], onde A e B séo valores das


http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Di-
http://en.wikipedia.org/wiki/Thiazole
http://en.wikipedia.org/wiki/Phenyl
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densidades Opticas das células controle e tratadas, respectivamente (Figuras 09 e
10). A concentracao citotdxica para 50% das células (CCsp) foi estimada a partir de
curvas de concentracdo-efeito apds analise de regresséao linear (ARAUJO, et. al.,
2008). Os testes foram realizados em duplicata juntamente com o controle da
viabilidade celular.

2.7 Avaliagao do perfil fitoquimico dos extratos

Na triagem fitoquimica foram pesquisados os seguintes grupos de principios
ativos: flavondides, pela técnica de reacdo de Shinoda e reacdo com hidréxidos
alcalinos; taninos, pelo método de precipitacdo com sais de ferro, acetato de
chumbo, alcaldides, gelatina e acetato de cobre; alcaloides, pelo método de
precipitagdo com o0s reativos de Mayer, Bertrand, Dragendorff e Bouchardat;
saponinas, pela agitacado do extrato aquoso com formacao de espuma persistente e

antragquinonas pela reacao de Borntrager direta (COSTA, 1982).

2.8 Determinacédo do indice de seletividade dos extratos

O indice de seletividade dos extratos foi calculado avaliando-se a razédo entre
a relacdo entre a CC50 e a CIM (KLEYMANN & HANS-OTTO WERLING, 2004).
Valores superiores a 1 foram considerados promissores para a selecdo do extratos

para estudos posteriores.

2.9 Andlise estatistica

Os dados foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANAVA) e
teste de Scott-Knott a 5% de significancia, utilizando-se o Software Sisvar versao
5.3, 2010.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos

3.1.1 Bidens pilosa

O extrato do caule apresentou atividade frente a quatro microrganismos: S.
aureus, M. luteus, C. albicans e S. cerevisae. O maior halo de inibicdo, em valor
absoluto, foi verificado para M. luteus. Os extratos da flor e folha inibiram o
crescimento de dez microrganismos e o maior halo de inibigdo, em valor absoluto, foi
verificado para S. cerevisae. O extrato da folha de Bidens pilosa apresentou a mais
expressiva média de halos de inibicdo de crescimento frente aos microrganismos
utilizados (p<0.05). Os maiores halos de inibicdo foram observados frente a S.
aureus, M. luteus, S. typhimurium, B. cereus, E. coli, C. albicans e S. cerevisiae. O
extrato da folha ndo apresentou atividade frente a P. aeruginosa, B. subtilis, E.
faecalis. O menor halo de inibicdo de crescimento foi verificada para S. marcescens.
O extrato do caule ndo apresentou atividade sobre bactérias Gram negativas. Os
menores halos de inibicdo foram verificados para C. albicans e S. cerevisae. O
extrato da flor ndo apresentou atividade frente a P. aeruginosa, B. subitilis, E.
faecalis, M. bovis e M. tuberculosis . De acordo com os resultados apresentados na
tabela 01 podemos observar que o extrato da raiz de B. pilosa n&o inibiu o
crescimento dos microrganismos testados.

Motsei et al., (2003) e Deba et al., (2008), ndo especificando a origem do
extrato, demonstraram que B. pilosa possui atividade antifungica; resultado
semelhante ao deste trabalho, no entanto as leveduras testadas ndo apresentaram
sensibilidade ao extrato da raiz de B. pilosa. Rojas et al.,, (2006) também néao
especificando a origem do extrato, demonstraram que B. pilosa possui atividade
inibitéria do crescimento sobre B. cereus, E. coli e S. aureus, resultado semelhante
ao deste trabalho, verificando que as mesmas bactérias sé ndo foram sensiveis ao
extrato da raiz de B. pilosa. Quanto a determinacdo da CIM verificamos que variou
de 1,56 mg/mL até 25 mg/mL (Figura 07). S.aureus mostrou-se o mais sensivel ao
extrato de flor cuja CIM foi de 1,56 mg/mL (Tabela 01). Nos ensaios fitoquimicos, o

extrato de raiz apresentou em sua composi¢ao tanino e saponina. Os extratos do
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caule apresentaram alcaldide, tanino e saponina. Os extratos da flor e folha
apresentaram alcaléide, flavondide, tanino e saponina (Quadro 01). Resultados
semelhantes aos de Oliveira et al.(2004) e Martins et al. (2000), ndo especificando a
origem do extrato, encontraram flavondides e taninos, respectivamente.
Considerando a riqueza de constituintes presentes nestes extratos, a atividade
antimicrobiana pode estar relacionada a presenca de compostos como tanino,
saponina, flavonéide e alcaléides encontrados, uma vez que estes compostos tém

comprovada agao antimicrobiana.
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FIGURA 07 - Determinacao da CIM de extratos de Flor de B. pilosa
Fonte: o autor
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3.1.2 Eugenia pyriformis Cambess.

De acordo com os resultados apresentados nos tabela 01 podemos observar
gue o extrato da folha de E. pyriformis inibiu o crescimento de todos os
microrganismos, com excecao de M. bovis e M. tuberculosis. O maior didmetro de
halo de inibicdo, em valor absoluto, foi verificado para M. luteus. O diametro dos
halos de inibicdo foi equiparado entre as bactérias Gram positivas e Gram negativas.
Tambem hoveram halos de inibicdo frente as leveduras S. cerevisae e C. albicans. O
extrato do caule inibiu o crescimento de dez microrganismos (67%). O maior
diametro do halo de inibicdo foi verificado para M. luteus, enquanto para S.
marcescens e P. aeruginosa foram observados os menores diametros. O extrato do
fruto inibiu o crescimento de nove microrganismos (60%). O extrato ndo apresentou
atividade frente a P. mirabilis, E. coli, C. albicans, S. cerevisiae, M. bovis e M.
tuberculosis.

O extrato da semente inibiu o crescimento de 13 (87%) dos 15
microrganismos. O extrato ndo apresentou atividade frente a S. marcescens. O
maior diametro de halo de inibicao foi verificado para M. luteus (Figura 08). O extrato
apresentou atividade antifangica frente a S. cerevisiae e C. albicans. No nosso
trabalho, o extrato do fruto de E. pyriformis apresentou atividade antimicrobiana
contra E. faecalis e S. aureus e P. aeruginosa, diferentemente de Stieven et al.,
(2009), que encontrou atividade frente a E.coli e ndo encontrou atividade frente a P.
aeruginosa. Esta diferenca nos resultados pode estar relacionada a origem dos
extratos testados, pois a linhagem ATCC utilizada foi a mesma.

Os extratos da folha apresentaram em sua composicao alcal6ide, flavonoide,
tanino e saponina. Os extratos de caule apresentaram tanino e saponina. Os
extratos de semente apresentaram alcaldide, tanino e saponina (Quadro 01).
Resultados deste trabalho sdo semelhantes aos de Armstrong (2011) que encontrou
flavondide, tanino e saponina nos extratos. Considerando a presenca de compostos
como tanino, saponina, flavonéide e alcal6ides, que possuem acdo antimicrobiana
comprovada, conclui-se que a atividade antimicrobiana dos extratos pode estar
relacionada a presenca destes compostos. Com relacdo a CIM, os valores variaram
de 12,50 a 50 mg/mL.
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FIGURA 08 - Formacao de halos de inibicdo do crescimento pelos extratos da 1 -
folha, 2 - caule, 3 - fruto e 4 - semente de Eugenia pyriformis (uvaia).
Auséncia de halo de inibicdo frente ao controle negativo 5 — agua
destilada e o halo de inibicdo do controle positivo 6 - clorexidina 0,12%
frente a M. luteus.

Fonte: o autor

3.1.3 Annona crassiflora

Na tabela 01 podemos observar que o extrato da folha de A. crassiflora inibiu
0 crescimento de seis (40%) dos 15 microrganismos testados: S. aureus, M. luteus,
P. mirabilis, B. subtilis, E. faecalis e B. cereus. Comparando o tamanho dos halos de
inibicdo, em valores absolutos, podemos concluir que as bactérias Gram positivas
apresentaram maiores indices de sensibilidade que as Gram negativas. O extrato
nao apresentou atividade antimicobacteriana e nem sobre as leveduras. O extrato do
caule inibiu o crescimento de sete (47%) dos 15 microrganismos testados. O extrato
nao apresentou atividade frente aos microrganismos E. cloacae, P. aeruginosa, S.
marcescens, E. coli, C. albicans, S. cerevisae e M. bovis e M. tuberculosis. O
extrato da polpa inibiu o crescimento de cinco (33%) dos 15 microrganismos.

O extrato da semente n&o inibiu o crescimento de nenhum dos

microrganismos testados. O extrato da casca do fruto inibiu o crescimento de sete
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dos 15 microrganismos. O extrato ndo apresentou atividade frente a E. cloacae, P.
aeruginosa, S. marcescens, E. coli , C. albicans , S. cerevisiae , M. bovis e M.
tuberculosis . O extrato da casca teve maior atividade frente as bactérias Gram
positivas. Silva et al (2001) realizaram experimentos com extratos da folha de A.
crassiflora investigando sua atividade sobre 52 linhagens de C. albicans, de origem
clinica, as quais se mostraram sensiveis ao mesmo. No nosso trabalho os extratos
avaliados ndo apresentaram atividade inibitéria de crescimento sobre C. albicans.
Esta diferenca de resultados pode ser explicada, provavelmente, pela técnica de
obtencao do extrato, origem da planta ou pela diversidade das linhagens isoladas de
espécimes clinicos.

Com relag&o a concentracao inibitéria minima, os valores variaram de 1,56 a
50 mg/mL.

Os extratos de casca do fruto apresentaram em sua composicao alcaloide e
tanino. Os extratos do caule apresentaram em sua composicao tanino. Os extratos
da polpa do fruto apresentaram saponina, enquanto os extratos da folha
apresentaram flavonoide e alcaldide (Quadro 01). Resultados semelhantes foram
encontrados por Goncalves et al., (2009) que encontrou alcal6ide na triagem
fitoquimica. Como estes compostos possuem atividade antimicrobiana, os resultados

obtidos podem estar relacionados a presenca destes.

3.1.4 Plinia cauliflora

Com excecao de M. bovis e M. tuberculosis todos 0os microrganismos testados
foram sensiveis aos extratos de P. cauliflora, porém, C. albicans foi sensivel apenas
ao extrato da folha. Dentre os microrganismos testados, M. luteus mostrou maior
halo de inibicdo, em valor absoluto, quando comparado aos outros microrganismos.
Nos estudos de Macedo et al. (2009), o extrato das folhas apresentou acéo
antimicrobiana sobre cinco linhagens de Streptococcus spp., resultado semelhante
ao deste trabalho cujo extrato da folha foi ativo sobre todos os microrganismos Gram
positivos com valores de CIM entre 6,25 mg/mL e 50 mg/mL.

Nos extratos da casca do fruto foram encontrados alcaléide e saponina. Nos
extratos da folha foram encontrados flavondide, tanino e saponina e nos extratos do

caule, tanino e saponina (Quadro 01). No estudo fitoquimico realizado por
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Reynertson (2006), ndo especificando a origem do extrato, foi encontrado tanino em
sua composicéo, resultado semelhante ao deste trabalho. A atividade antimicrobiana
de P.cauliflora pode estar relacionada a presenca de flavondéide, alcaléide, saponina

e tanino, que possuem atividade antimicrobiana comprovada.

3.1.5 Heliconia rostrata

Os resultados obtidos mostram que os extratos de H. rostrata n&o inibiram o
crescimento dos microrganismos utilizados, conforme descrito na tabela 01. De
acordo com o quadro 01, os extratos do caule apresentaram em sua COmMPOSICA0
tanino e saponina. Os extratos da flor apresentaram saponina. Os extratos da folha
apresentaram flavonoide e tanino e os extratos do rizoma apresentaram flavonoides.
N&ao foi encontrado na literatura estudos sobre a composicao fitoquimica dos
extratos e de atividade antimicrobiana de Heliconia rostrata para comparar com 0S
nossos. Por ndo haver inibicdo do crescimento podemos supor que as substancias
encontradas estejam em baixa concentragdo ou 0S compostos ativos ndo sejam
soluveis no liguido extrator apesar de muitos autores sugerirem o0 uso de etanol a
70% como liquido extrator para vegetais. Muitos resultados negativos podem
também ser influenciados por fatores externos intrinsecos ao processo de extracao
como a degradacdo dos compostos com atividade antimicrobiana durante o
processo de extracdo. Outro ponto a ser considerado € a influéncia de fatores
externos na producdo de metabdlitos secundarios, como disponibilidade de
nutrientes, interacdes com pragas, solo, ciclo circadiano, sazonalidade, vida poés-
colheita e umidade. Apesar de alguns extratos nao apresentarem atividade
antimicrobiana nos testes de difusdo em agar, os mesmos foram submetidos a
determinacdo da CIM uma vez que pode ocorrer discrepancias entre resultados
obtidos por estas metodologias, havendo alteracdo dos resultados quando o ensaio
€ realizado em meio liquido.

De um modo geral, os extratos hidroetandlicos das plantas testadas
apresentaram atividade frente as bactérias Gram positivas, Gram negativas e
leveduras, no entanto, os valores de CIM foram superiores a 1000 pg/mL. De acordo
com Fabry et al., (1998); Dall’Angol et al., (2003) e Tanaka et al., (2005) os extratos

de plantas sdo considerados com potencial inibitério promissor se demonstram
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atividade antimicrobiana em concentracfes de até 100 pg/mL, atividade inibitéria
moderada de 100-500 pg/mL, atividade fraca de 500-1000 pg/mL e inativos maiores
gue 1000 pg/mL. Portanto, de acordo com este padrdo estabelecido, os extratos
hidroetandlicos testados nédo foram efetivos. Contudo novos testes de avaliacdo com
extratos obtidos com outros solventes deverdo ser realizados. Sabe-se que a
constituicdo quimica de um extrato é decorrente dos metodos e reagentes quimicos
utilizados para a sua obtencdo, e que geralmente 0s componentes ativos se
encontram em baixas concentracbes e num extrato bruto estes podem estar mais
diluidos (CECHINEL FILHO, 2000). Como existem alguns resultados diferentes dos
relatados na literatura podemos concluir que varios fatores podem ter influenciado o
estudo, desde condi¢cdes climaticas e localizagcdo geografica da espécie, até a
difusdo do extrato utilizado no experimento bem como a variacdo genética das
linhagens microbianas estudadas. E notéria a necessidade de se padronizar e
aprofundar as diferentes metodologias de avaliagdo, com o intuito de corroborar e
assegurar a confiabilidade de resultados obtidos em ensaios antimicrobianos com
extratos vegetais.

Sugere-se 0 desenvolvimento de novas pesquisas utilizando outros métodos
de difusdo do extrato vegetal, bem como a utilizacdo de extratos obtidos com outros
solventes além de outras linhagens bacterianas e fangicas, aliados a ensaios de
toxicidade.

Dentre os extratos avaliados pelo método de difusdo em agar, o extrato da
folha de Bidens pilosa apresentou a mais expressiva média de halos de inibicdo de
crescimento frente aos microrganismos utilizados, seguido dos extratos da flor de
Bidens pilosa, da folha de E. pyriformis e P. cauliflora e semente de E. pyriformis
gue apresentaram estatisticamente a mesma média de formacao de halos inibitorios.
Dos microrganismos avaliados, as bactérias Gram positivas M. luteus e S. aureus
apresentaram o mesmo perfil de sensibilidade (p>0.05). As bactérias Gram
negativas E. coli, E. cloacae, S. marcescens e P. aeruginosa também apresentaram
o mesmo perfil de sensibilidade frente aos extratos (p>0.05). O perfil de
sensibilidade dos fungos C. albicans e S. cerevisiae foram comparaveis entre si e
entre as bactérias Gram positivas B. subtilis, E. faecalis e Gram negativa S.
typhimurium (p>0.05). Dos microrganismos que apresentaram alguma sensibilidade
a qualquer um dos extratos, M. bovis, P. aeruginosa, S. marcescens, E. cloacae e E.

coli foram estatisticamente, igualmente 0os menos sensiveis. Apenas 0s extratos de
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folha de B. pilosa apresentou igualdade, estatisticamente significativa, da média de
efetividade inibitéria quando comparado ao controle positivo que foi a solucdo de

clorexidina.

3.2 Avaliacdo da Atividade citotoxica dos extratos sobre cultura celular

Conforme resultados descritos no quadro 01, os extratos de caule e flor de H.
rostrata, folha e caule de P.cauliflora, semente de A. crassiflora, caule, flor e raiz de
B. pilosa ndo apresentaram toxicidade nas concentracdes testadas sobre a cultura
celular. A concentracao citotoxica para 50% das células (CCso) variou nos extratos
de 1,30 mg/mL a 9,56 mg/mL. A concentracdo citotdxica para 90% das células
(CCqp) variou nos extratos de 2,55 mg/mL a 19,00 mg/mL. Os valores de indice de
seletividade (IS) para A. crassiflora caule e B. pilosa flor para S. aureus
apresentaram valores superiores a 1, sendo, respectivamente, 3.76 e 1.86,
apresentando potencial promissor para avaliagdes como candidatos a farmacos
antimicrobianos em tratamento de infeccfes causadas por S. aureus).

FIGURA 09 - Células normais da FIGURA 10 - Células alteradas da
linhagem C6/36. linhagem C6/36 pelos extratos
Fonte: o autor. vegetais de semente de E.
pyriformes na concentracdo de

5mg/mL.

Fonte: o autor.



FIGURA 11 - Reacado de MTT para avaliacdo da toxicidade dos extratos.
Fonte: o autor.
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Tabela 01- Avaliacao de atividade antimicrobiana (por difusdo em agar e microdiluicdo em caldo), citotoxicidade e indice de seletividade de extratos vegetais
de plantas do cerrado do sul de Minas Gerais

Planta Heliconia rostrata Plinia cauliflora Anonna crassiflora Bidens pilosa Eugenia pyriformis Controles

Parte‘Ca‘Fl|Fo‘Riz CF|F0‘Ca CF|Ca|Se|P0|F0 Ra‘Ca‘FI‘Fo Fo | ca | Fr | se CI‘Ri‘Ag
Microrganismo/Teste Resultados

Bacillus cereus  MH 0 0 0 0 14 |14 |9 15310 |0 9 13 |0 0 17318 [15 [ 115123147 |13 | — |0
CcIM N N N N 50 [50 [25 [0 B0 N 50 (25 |N N 125 [125 |25 125 [125 [25 | o -
IS NA |NA |NA [NA [0,026 [NA |NA [0,0412[0,1172|NA  [0,05360,1544NA |[NA [0,2256|]NA  |0,3822NA  |0,1688|0,0504 - |---r |-

Bacillus subtilis MH 0 o 0 0 10 (17 [73 (1,3 [103 |0 o 11,3 |0 o o 0 13,7 [11,3 [10,3 [13  [153 |- o
CIM N N N N 50 [0 [0 [50 25 N N 50 [N N N N 25 [5 [0 |50 | |-
IS NA |NA |NA |NA 0,026 [NA |NA  [0,0412[0,2344NA  |NA  [0,0722NA |[NA |[NA |NA [0,3824NA  [0,0422[0,0252 - [~ |-

Enterococcus MH 0 o 0 137 [12,7 73 5 [83 o o 143 0 0 0 0 137 [0 103 [12 14 | o
faecalis CIM N N N N 50 [0 [25 5 25 N 50 [25 [N N N N [0 [0 50 [s0 [ |- |
IS NA |[NA |NA |NA 0,026 [NA |NA [0,0824[0,2344INA  [0,05360,1544NA  [NA |[NA |NA [0,1912NA  [0,0422[0,0252} - [~ [

Micrococcus MH 0 o 0 0 16,3 [183 [183 19 [15 [0 13 13,7 o 157 [233 [23,7 18 147 [193 [18 [0 |- o
luteus CIM N [N N N |50 [5 [25 {25 5 |N B0 B0 N |25 |5 25 [50 50 50 [25 |- |-
IS NA [NA |NA |NA 0,026 [NA |NA  0,1648[0,2344INA  [0,05360,0772NA  [0,1564/0,1128 NA  [0,1912NA  [0,0422[0,0504 |- |- [

Staphylococcus MH 0 0 0 15,3 |16,7 |13 18 12 0 16 12 0 14,3 22 26,3 |12 11,3 [12 13,7 (16,3 |------ 0
aureus CIM N N N N 25 [50 [6.25 6,25 [156 |N 125 5 N 25 56 [p5 [25 5 125 [25 @ [ [ |
IS NA |[NA |NA |NA [0,052 [NA |NA [0,3296[3,76 |NA [0,107200,1544NA [0,1564]1,81 |NA [0,3824NA  [0,1688|0,0504 |- [~ [

Enterobacter MH 0 0 0 0 7,3 10,3 8 0 (0] 0 (0] (0] 0 0 10,3 |12,7 (12 0 12 10,3 |13,7 |------ 0
cloacae CIM N N N N 50 p5 5 N N N N N N N 5 [0 [25 N [125 [0 | | |
IS NA |NA |NA NA 0,026 NA INA INA [NA [NA INA INA INA [NA  [0,1128|NA  [0,3824NA [0,1688[0,0252} - [ [

Escherichia coli MH 0 o 0 11,3 [10,3 [12,3 0 0 0 0 0 0 12 [163 11,3 [0 0 07 |14 | o
CIM N N N N 25 b5 [0 N N N N N N N 25 b5 [125 N N N [ - -
IS NA |[NA |NA |[NA [0,052[NA [NA [NA [NA [NA [NA [NA [NA |[NA [0,1128|NA  [0,7648NA |NA  [0,0252-— [~ [

Proteus mirabilis MH 0 o 5) 0 83 [137 [10,3 [16 |10 |0 12 133 o 0 o 11 [134 [113 D 11 6 | o
CIM N N N N 50 [0 [25 [0 B0 N 50 5 N N 50 50 [0 50 N 50 |- | -
IS NA [NA INA INA 0,026 NA  INA 10,0412[0,1172[NA  [0,05360,1544NA  INA  0,0564NA  0,1912NA  [INA  [0,0252F - |- |-
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Tabela 01- Continuacdo, Avaliacdo de atividade antimicrobiana (por difusdo em agar e microdiluicdo em caldo), citotoxicidade e indice de seletividade de
extratos vegetais de plantas do cerrado do sul de Minas Gerais

Planta Heliconia rostrata Plinia cauliflora Anonna crassiflora Bidens pilosa Eugenia pyriformis Controles
Pate | Ca| FI [ Fo [Riz | CF] Fo [ ca | cF [ ca | Se [Po[Fo| Ra| ca] FI [Fo| Fo [ ca| Fr [ se| c | Ri | Ag
Resultados
Microrganismo/Teste
Pseudomonas MH 0 0 0 0 9 13,7 9,7 0 (o] 0 (o] (o] (o] 0 (o] 0 10 te] 9,7 10,3 (12 |----- 0
aeruginosa CIM N N N N 50 50 [0 [N N N N N N N N N 50 |50 50 50 - e -
IS NA NA NA NA 0,026 [NA NA NA NA NA NA [NA |NA NA NA NA 0,1912INA 0,0422(0,0252-----  |-----  |-----
Salmonella MH o 0 73 [77 8 8 73 [0 o b 0 16 P4 [10 [143 [103 [12 123 | o
typhimurium
CiM N N N N 50 50 50 50 50 N N N N N 25 25 50 50 50 50 - e -
IS NA [NA INA INA 026 INA_ [NA_ [0,0412/0,1172]NA__ NA [NA_ [NA_ [NA  [0,1128[NA_ [0,1912NA _ [0,0422[0,0252} ----  |----- |-
Serratia MH o o 0 0 10 [87 8 0 0 0 o b o 0 11,7 [107 10 8 8 o 37 | o
Marcescens CIM N N N N 25 25 5 N N N N N N N 25 5 5 [0 5 N F— |[— |—
IS NA NA NA NA 0,052 [NA NA NA NA NA NA INA [NA NA 0,1128NA  |0,3824|NA 0,0844[NA |- |-----  |-----
Mycobacterium  MH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (o] 0 0 0 (O — 26,3 |0
bovis CIM N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N - - -
IS NA NA NA INA INA INA INA INA INA INA INA NA INA INA INA INA INA INA NA [NA [ | em-
Mycobacterium  MH 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (o] 0 (o] 0 0 0 (o] o |- 26,3 [0
tuberculosis CIM N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N e e -
IS NA [NA [NA [NA [NA [NA |NA |NA |NA [NA |NA NA NA [NA |NA INA |NA |NA |NA [NA |- | e
Candida albicans MH 0 0 0 0 0 11,7 0 0 0 0 (o] (o] 0 13,3 24 28 10,3 [10,3 [0 15 15,3 |- 0
CIM N N N N N 50 N N N N N 0 N 25 25 12,5 12,5 |50 N I e e
IS NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA INA [NA 0,1584(0,1128NA  [0,7648NA NA 0,0504f------ |-----  |-----
Sacharomyces MH 0 0 0 0 11,5 8,3 8,7 0 0 0 0 0 0 13,3 26,7 [29,3 [12,3 |0 0 14 18,7 |------ 0
cerevisae CIM N N N N 50 50 5 N N N N N N 25 125 [125 5 N N 50 |- | e
IS NA [NA [NA |NA 026 NA [NA [NA INA [NA |NA [NA |NA [0,156400,2256NA  [0,3824NA |NA  [0,0252} - |- |-
CCso NT NT 1.4 2,15 1,3 NT NT 2,06 586 |NT 2,88 |3,86 |NT 3,91 [2,82 |NT 9,56 [NT 2,11 (1,26 |----  |----- |-
CCoo NT NT 2,6 6,9 2,55 NT NT 9,38 [10,77 |NT 5,98 8,03 |NT 7,27 5,41 |NT 19 NT 4,25 (3,44 |--- |- -

Legenda: MH: Média de halos; CIM: Concentracao inibitéria minima; CCsy :Concentracéo citotdéxica para 50% das células; CCgy, :Concentracdo citotoxica
para 90% das células; IS: indice de seletividade (CCs, /MIC); Ca: Caule; Fl:Flor; Fo: Folha; Riz:Rizoma; CF:Casca do fruto; Fr:Fruto; Se: Semente; Po:Polpa;
Ra:Raiz; Cl:Clorexidina a 0,12%; Ri:Rifamicina 30ug; Ag:Agua destilada; NT= N&o toxico nas concentracdes utilizadas no experimento, NA: N&o aplicavel; N
= valores ndo detectados nas concentragfes testadas.



Quadro 01 - Determinacé@o de compostos quimicos dos extratos de A. crassiflora, B. pilosa, E. pyriformis, H. rostrata e P. cauliflora.
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Casca do fruto
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+
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+
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Folha

Bidens pilosa

Raiz

Caule

Flor

Folha

Eugenia pyriformis

Folha

Caule

|+ [+] + [+

|+ |+ +]

Fruto
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Heliconia rostrata

Caule

++]

Flor

[+

Folha

+

Rizoma

+|+]"

Plinia cauliflora

Casca do fruto

Folha

+

Caule

[+ [+

+ . presenca

- auséncia
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4 CONCLUSOES

Nas condicbes experimentais utilizadas para a avaliagdo do potencial
antimicrobiano dos extratos, concluiu-se que:
- Os extratos de folha de P. cauliflora e E. pyriformes foram efetivos contra bactérias
Gram positiva, Gram negativa e leveduras.
- Os extratos testados ndo foram efetivos contra Mycobacterium bovis (amostra
BCG) e Mycobacterium tuberculosis (H37).
- Os extratos de H. rostrata ndo foram efetivos contra nenhum dos microrganismos

testados.

- Quanto a toxicidade, os extratos de caule e flor de H. rostrata, folha e caule de
P.cauliflora, semente de A. crassiflora e caule, flor e raiz de B. pilosa néo
apresentaram toxicidade nas concentracdes testadas sobre a cultura celular.

- Saponina, alcaldide, flavondide e tanino estavam presentes nos extratos.

- Antraquinona néo foi encontrada em nenhum dos extratos.

-Extratos de caule de A.crassiflora e flor de B. pilosa para S. aureus apresentaram
valores superiores a 1, sendo, respectivamente, 3,76 e 1,81, apresentando potencial
para avaliacfes futuras como candidatos a farmacos antimicrobianos em tratamento

de infec¢des causadas por S. aureus.
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