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Resumo

Aresisténcia aos antimicrobianos por micro-organismos patogénicos ¢ consequéncia, principalmente, do uso irracional de antibioticos e constitui
uma ameaca para o controle das doengas infecciosas. Estudos das atividades antibacterianas de extratos de plantas podem fornecer alternativas
para o tratamento antimicrobiano e, por isso tém despertado interesse pela investigacdo para o potencial da flora brasileira. Objetivou-se
analisar a possivel atividade antibacteriana da espécie Qualea parviflora Mart. (Pau-terra). Os ensaios foram realizados por difusao em discos
previamente sensibilizados com extratos obtidos por maceragdo do caule e folhas nas concentragdes de 50 e 100% (etanol 99,5°GL como
extrator). Realizaram-se testes para cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes) e Gram-negativas (Escherichia
coli). Os discos sensibilizados foram dispostos nas placas de cultivo e essas incubadas a 37 °C/24 horas. Os halos de inibi¢do foram analisados
por leitura visual. Os extratos concentrados (100%) da casca e folha apresentaram inibigdo contra Gram-positivas e Gram-negativas, sendo o
obtido da folha mais eficaz. Na concentragao de 50%, a inibigdo somente foi observada com o macerado das folhas. Os extratos da maceracao
das folhas apresentaram maior inibigdo contra Gram-negativos. A agao inibitdria registrada para os extratos da Q. parviflora Mart. pode estar
relacionada a sua composicao fitoquimica, pois apresenta varios metabolitos secundarios com atividade antimicrobiana. Porém, sdo necessarios
estudos complementares para comprovagao da presenga dos compostos secundarios capazes de atuar na inibi¢ao de micro-organismos, além de
testes como a microdilui¢do em caldo para auxiliar na confirmagdo da agdo inibitoria dos compostos presentes na Q. parviflora Mart.

Palavras-chave: Antibidtico. Cerrado. Extratos Vegetais.

Abstract

Antimicrobial resistance to pathogens is mainly due to the irrational use of antibiotics and constitutes a threat to the control of infectious
diseases. Studies of the antibacterial activities of plant extracts can provide alternatives for the antimicrobial treatment and, therefore, has
aroused interest by the investigation for the potential of the Brazilian flora. It was aimed to analyze the possible antibacterial activity of the
species Qualea parviflora Mart. The tests were carried out by diffusion in disks previously sensitized with extracts obtained by stem maceration
and leaves at concentrations of 50 and 100% (99.5 °GL ethanol as extractor). Tests were performed for Gram-positive strains (Staphylococcus
aureus and Streptococcus pyogenes) and Gram-negative (Escherichia coli). The sensitized discs were placed in the culture plates and incubated
at 37 °C / 24 hours. Inhibition halos were analyzed by visual reading. Concentrated (100%) extracts of bark and leaf showed inhibition against
Gram-positive and Gram-negative, being the most effective leaf extract. At 50% concentration the inhibition was only observed with leaf
maceration. Extracts from leaf maceration showed greater inhibition against Gram negative. The inhibitory action recorded for the extracts of
Q. parviflora Mart. may be related to its phytochemical composition, since it presents several secondary metabolites with antimicrobial activity.
However, further studies are necessary to prove the presence of secondary compounds capable to act in inhibition of microorganisms, as well
as testing broth microdilution to assist in confirming the inhibitory action of the compounds present in Q. parviflora Mart.
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1 Introducéo principais causas o uso abusivo e errdneo desses medicamentos,

O desenvolvimento de resisténcia por micro-organismos principalmente, em tratamento de infecgdes ndo bacterianas,

A . . . L n inapropria rre, principalment la
patogénicos aos antimicrobianos existentes constitui uma sendo que o uso propriado ocorre, principalmente, pe

ameaca para o controle das doengas infecciosas, sendo,
portanto, considerado um problema de satide ptiblica de grande
magnitude e relevancia mundial. As bactérias desenvolveram
diferentes mecanismos de resisténcia as drogas e, os
antibidticos atualmente desenvolvidos acabaram por induzir o
surgimento de bactérias resistentes, para as quais 0s proprios
antibidticos, atualmente, sdo ineficazes (OLIVEIRA et al.,
2011; NICOLINI et al., 2008).

De acordo com proposto por Oliveira et al. (2011), a
resisténcia bacteriana aos antibidticos tem como uma das

UNICIENCIAS, v. 23, n. 1, p. 43-47, 2019

facilidade de acesso e alta disponibilidade dessas drogas.
E a medida que se observa o crescimento da resisténcia
bacteriana, € inevitavel a necessidade de obtenc¢do de novos
antimicrobianos. Desta forma, a busca por substancias
com estas propriedades tem despertado o interesse pela
investigagdo para o potencial da flora brasileira (ALMEIDA et
al., 1998; ALVES et al., 2000; RATES, 2001; SUFFREDINI
et al., 2004; MICHELIN et al., 2005; LIMA et al., 2006), na
qual os estudos dos principios ativos de plantas medicinais
ainda sdo escassos, principalmente, considerando as espécies
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pertencentes ao bioma cerrado (CARLOS, 2005; MOURA;
NASCIMENTO; PINTO , 2012), cujas pesquisas basicas
ainda sdo incipientes (AQUINO; OLIVEIRA, 2006; RANG
et al., 2009; VIEIRA, 2005)

As espécies vegetais apresentam um grande potencial de
principios ativos para a prospec¢do quimica, uma vez que oS
produtos de origem natural sempre constituiram uma ampla
fonte para a produgdo de novos farmacos (XU; LEE, 2001).
Portanto, a obtencgao de farmacos a partir dessas espécies pode
se constituir alternativa de extrema importancia (RATES,
2001; PACKER; LUZ, 2007).

Muitas espécies pertencentes ao Bioma Cerrado sao
utilizadas na medicina popular, das quais sdo extraidos os
extratos dos xilopddios das folhas e cascas e seus efeitos
sdo divulgados popularmente (CONCEICAO et al., 2011).
Em estudos fitoquimicos realizados com vérias espécies da
familia Vochysiaceae, tipica do Cerrado, foram constatadas a
presenga de flavonoides, de triterpenoides e de esteroides, além
de taninos, de benzoquinonas e de antraquinonas (ALVES
et al. 2008b). Ayres et al. (2008a) constataram atividade
antibacteriana para os extratos obtidos a partir da espécie
Qualea grandiflora, que segundo Mayworm et al. (2002),
Agoramoorthy et al. (2007), Ayres et al. (2008a) possuem
compostos secundarios com propriedades antibacterianas e
antifungicas.

Entre as espécies da familia Vochysiaceae e endémicas do
Cerrado Tipico, a Qualea parviflora Mart. esta entre as que ja
sdo empregadas para fins medicinais, a casca € rica em tanino,
dai sua propriedade antisséptica; o ché das folhas ¢ indicado
contra azia (POTT; POTT, 1994), desta forma, é possivel que
essa espécie também possa conter compostos secundarios
com atividade antibacteriana. Assim, o presente estudo
buscou testar os extratos etanélicos obtidos por maceragdo do
caule e da folha de Qualea parviflora Mart. (Pau-terra) para
observar a ocorréncia de atividade antibacteriana contra cepas
Gram-negativas e Gram-positivas, e assim contribuir para a
proposi¢do de alternativa para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos naturais.

2 Material e Métodos
2.1 Material botanico

O material botanico (folhas e casca do caule) proveniente
da espécie Qualea parviflora Mart. foi coletado no més de
setembro de 2014, em uma area de Cerrado Tipico, proximo
da regido conhecida como Lagoa Azul Fazenda Tupa III,
municipio de Primavera do Leste - MT (15°19°05,93” S
e 54°09°47,6° W). Os solos predominantes da regido sdo
latossolos-vermelho-amarelo (SBCS, 2013). De acordo com a
classificacdo de Koppen, o clima daregido ¢ do tipo Aw (SILVA
et al., 2008), caracterizado por duas estagdes bem definidas,
uma seca e fria (maio e setembro) e outra quente e chuvosa
(outubro a margo). Com precipitacdo média anual de 1200 e
1800 mm. O material vegetal da espécie Q. parviflora (Pau-
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terra), que pertencente a familia Vochysiaceae, foi identificado
pelo Prof. Msc. Daniel David Franczak (curador do Herbario —
PVA) da Faculdade Unic Educacional de Primavera do Leste
— MT. E uma amostra da planta foi preservada em exsicata ¢
incorporada com o nimero PVA-032 ao acervo do Herbario-
PVA, Laboratério de Biodiversidade: Botanica e Micologia
da Faculdade de Ciéncias Humanas, Biologicas e da Satude de
Primavera do Leste — MT.

2.2 Obtencao dos extratos

Coletou-se a casca do caule e folhas de Q. parviflora
(Pau-terra), as quais foram armazenadas em sacos plasticos e
levadas ao laboratorio para secagem em estufa durante 7 dias a
temperatura de 37 °C. Apos a secagem, o material foi triturado
e armazenado em Becker. Para cada preparacdo dos extratos
foram utilizados 40g do peso seco da casca do caule e 40 g das
folhas jovens secas. Submeteram-se as amostras do material
vegetal a extracdo. Para maceracdo utilizando-se etanol 99,5°
GL como extrator, no qual as amostras permaneceram por 4
dias a temperatura ambiente. Para a extragdo por soxhlet se
utilizou 200ml de etanol P.A. e no qual as amostras foram
colocadas em cartuchos de papel filtro e submetidas a extracao
por 4 horas. Os extratos obtidos foram filtrados através
de funil de vidro, com algoddo e gaze, os filtrados foram
armazenados em frasco de vidro ambar e conservados em
refrigerador (BRASIL, 2010). Ao final foram obtidos extratos
por maceragao e por extragao a quente em soxhlet da casca do
caule e das folhas. Os testes foram realizados se utilizando os
extratos, tanto das folhas quanto das cascas do caule, obtidos
por ambos os métodos de extragdo. E estes foram empregados
nas concentragdes de 100% e preparagdes diluidas em agua
destilada na concentragdo de 50%.

2.3 Micro-organismos utilizados

Os micro-organismos testados foram cepas padrao ATCC
(American Type Culture Colection) recomendadas para testes
de suscetibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2009). Foram
realizados testes com cepas de bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes) ¢ Gram-
negativas (Escherichia coli), previamente cultivadas em meio
de cultura especifico. As linhagens de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes e Escherichia coli foram cultivadas
em caldo nutritivo (BHI - Brain Heart Infusion - DIFCO),
incubadas a 37 °C por 24 horas. Todas as cepas utilizadas
neste estudo foram cedidas pela Universidade Federal do
Mato Grosso (UFMT), Cuiaba - MT.

2.4 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana em placas foi determinada
pelo método de difusdo em meio solido para a determinagio
da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos
etanolicos do caule e da folha de Q. parviflora, sobre as
linhagens bacterianas. Utilizou-se a técnica de disco-difusao
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em meio Agar Mac-Conkey adotada pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) com algumas adaptacdes
(JORGENSEN; FERRARO, 2009). Os
preparados, sendo utilizados papel filtro seco, esterilizado
e cortado a 5 mm de didmetro (BRASIL, 2010). Para a
impregnacao foram utilizados volumes de 100uL dos extratos

discos foram

tanto da folha, quanto da casca do caule nas concentragdes
de 50% e 100%. Os discos previamente sensibilizados foram
dispostos nas placas, contendo as culturas das bactérias em
testes e estas incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C por
um periodo de 24 horas. Ap6s o periodo de incubagdo se
realizou a observagao visual para determinagdo de formagao
de halo de inibi¢do de crescimento bacteriano. Os halos
formados foram quantificados em mm com o auxilio de
paquimetro. Para o controle positivo de inibi¢ao se utilizaram
discos do antibiotico tetraciclina. Os halos formados foram
categorizados de acordo com o tamanho da seguinte forma:
(-) sem atividade, (+) 5-10mm, (++) 11-12mm, (+++) acima

FRANCZAK,D.D.; et al.

de 13 mm.
3 Resultados e Discussao

Os extratos concentrados (100%) obtidos da casca e da
folha da Q. parviflora pelos métodos de maceragio e soxhlet,
resultaram em halos de inibigdo para todas as cepas das
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas testadas. Porém,
para os extratos a 50% nao se registrou a formagao de halos
inibitérios para os obtidos da casca do caule por ambos os
métodos extrativos.

Os extratos das folhas resultaram na formagdo de halos
nos testes com extratos a 100% obtidos por maceragao e
por soxhlet, no entanto, na concentracdo de 50% somente se
observou a formacao de halos para os obtidos por maceragao,
que formaram halos de 11 a 12 mm para todas as bactérias
testadas. Nos extratos da casca do caule foi observada
a formagdo de halos para extratos obtidos por ambos os
processos extrativos, porém somente na concentragdo de
100% que formaram halos de 5-10 mm (Quadro 1).

Quadro 1 - Apresentagdo dos tamanhos dos halos de inibi¢ao formados (mm) nos ensaios bacterianos realizados com Qualea parviflora,

Primavera do Leste — MT.

Extratos
Macerado caule Macerado folha Soxhlet caule Soxhlet folha
Micro-organismos 50% 100% 50% 100% 50% 100% 50% 100%
Staphylococcus aureus - + ++ +++ - + - +
Streptococcus pyogenes - + ++ +H+ - + - +
Escherichia coli - + ++ ++ - + - +
Legenda: (-) sem atividade, (+) 5-10mm, (++) 11-12mm, (+++) acima de 13 mm. Tetraciclina como controle foi positivo.

Fonte: Dados da pesquisa.

Todos os extratos a 100% formaram halos de inibigao,
porém, a maioria entre 5-10 mm e, apenas para o extrato
macerado das folhas, estes halos foram de 11-12 mm para
Gram-negativa ¢ acima de 13 mm para as Gram-positivas
testadas (Quadro 1).

A dimensdo do halo de inibicdo dos micro-organismos
permite classificar substancias testadas para constatagdo de
atividade antimicrobiana em: sensiveis, quando o diametro
da zona de inibicdo ¢ maior ou ndo mais do que 3 mm
menos que o controle positivo; em moderadamente sensiveis
(intermedidria), quando o halo resultante ¢ maior que 2 mm,
porém menor que o controle positivo de mais de 3 mm; e
como resistentes, quando o didmetro ¢ igual ou menor que 2
mm (KARAMAN et al., 2003; SPRINGFIELD et al., 2003).

As Normas de Desempenho para Testes de Sensibilidade
Antimicrobiana apresentada, no 15° Suplemento Informativo
(2005), os dados da agdo inibitoria da Tetraciclina (30ug)
(Quadro 2), utilizada como controle positivo para o presente
estudo. A partir da comparacdo entre a agdo tetraciclina e
dos extratos testados ¢ possivel inferir que, para as bactérias
Staphylococcus aureus, o extrato do macerado da folha na
concentragdo de 100% resultou em halos de tamanhos, que
caracterizam agdo antimicrobiana desse extrato. Nos testes
de disco-difusdo se observaram halos com 13 mm ou mais,
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0 que ¢ proximo, em menos de 2mm, ao proposto para
tetraciclina (15-18mm) (Quadro 2) quando esta apresenta
acdo antibacteriana contra essa bactéria. Para Streptococcus
pyogenes, os resultados do teste do extrato da folha a 100% e
50% resultaram em halos de 13 mm ou mais e de 11 a 12 mm
respectivamente (Quadro 1). E, ao comparar com o resultado
do controle positivo (19-22mm) se pode inferir que essas
bactérias apresentaram resisténcia aos extratos.

Quadro 2 - Tamanhos dos halos de inibi¢cdo conforme as Normas

de Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana: 15°
Suplemento Informativo (2005).

Halos de inibi¢do (mm)
Micro-organismos Resistente | Intermediario | Sensivel
Staphylococcus aureus <14 15-18 >19
Streptococcus pyogenes <18 19-22 >23
Escherichia coli <14 15-18 >19

Fonte: Dados da pesquisa.

Estudos com as espécies Q. grandiflora e Q. multiflora
constataram a acdo antibacteriana para os extratos da folha
e da casca do caule (AYRES et al., 2008a; AYRES et al.,
2008b), sendo que para Q. grandiflora, o extrato da folha foi
o mais eficaz apresentando a a¢o inibitoria sobre as bactérias
Gram-positivas.

45



Atividade Antibacteriana dos Extratos Etanolicos do Caule e da Folha de Qualea parviflora Mart. (Pau-terra)

Os extratos do macerado das folhas também foram os que
apresentaram melhor atividade antibacteriana contra a Gram-
negativa avaliada. Ao analisar o tamanho da zona de inibigao
para a bactéria Escherichia coli nos testes com macerado da
folha, tanto para o extrato bruto (100%) quanto para o diluido
(50%), pode-se observar que para ambas as concentragdes 0s
halos resultantes apresentaram didmetros entre 11 a 12 mm
(Quadro 1). Ao comparar com a agao da Tetraciclina (Quadro
2) se verifica que a a¢@o antimicrobiana dos extratos testados
apresentou resultados muito préximos para o tamanho
de halo classificado como de acdo antibacteriana para o
controle positivo, em que o didmetro de inibi¢do ¢ menor em
aproximadamente 3mm.

Em uma analise da agdo antimicrobiana do extrato
etanolico das folhas de Q. grandiflora, realizada por Ayres
et al. (2008a), ndo foi observada a inibi¢do do crescimento
de E. coli. Entretanto, para espécies Gram-positivas ¢ para
a bactéria Gram-negativa Stenotrophomonas maltophilia,
estes autores observaram atividade inibitoria classificada
como moderada (halos 9-14mm) ou ativa (14-17mm) sobre o
crescimento microbiano.

A dificuldade de inibi¢ao da atividade de bactérias Gram-
negativas, provavelmente, estd relacionada a composigdo
de sua parede celular que apresenta uma estrutura
complexa, formada por uma membrana externa composta
de lipopolissacarideos e o espago peri plasmatico no qual é
encontrada uma camada menos espessa peptideoglicana,
sendo estas caracteristicas estruturais responsaveis por limitar
a passagem de varios agentes antimicrobianos (TORTORA et
al., 2012). Enquanto que as bactérias Gram-positivas possuem
uma parede celular mais simples, formada por uma camada
mais espessa de peptideoglicana, o que facilita a atividade
antibacteriana contra as cepas testadas de Staphylococcus
aureus ¢ Streptococcus pyogenes (TAVEIRA, 2007;
TORTORA; FUNKE 2012).

Assim, a formagdo de halos inibitérios de crescimento
bacteriano pelos extratos da Q. parviflora, registrada para o
presente estudo, pode ser atribuida a composicao fitoquimica
desta espécie vegetal, que apresenta acidos graxos, glicosideos
e compostos fendlicos dentre seus varios metabolitos
secundarios (MAYWORM et al., 2000; NASSER et al,
2006; NASSER et al., 2007; NASSER et al., 2008). Tais
metabolitos possuem atividades antibacteriana e antifungica
(MAYWORM et al., 2002; AGORAMOORTHY et al., 2007;
AYRES et al., 2008a), o que pode caracterizar a acdo dos
extratos obtidos dessa espécie frente as cepas das bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas.

4 Conclusio

Os extratos de Q. parviflora apresentaram atividade
antibacteriana moderadas contra as cepas da bactéria Gram-
positivas Staphylococcus aureus e Gram-negativa Escherichia
coli, sendo o extrato obtido da folha através do processo
de maceragdo o mais eficaz na inibi¢do do crescimento das
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bactérias testadas. Porém, para confirmacdo da agdo dos
extratos sdo necessarios testes complementares de inibi¢ao
de crescimento microbiano, microdiluicdo entre outros.
Também ¢ primordial a avaliagao fitoquimica para determinar
a composi¢do quimica dos metabolitos secundarios presentes
na espécie vegetal, que subsidiaram ensaios para obtencao de
valores quantitativos, como a concentragao inibitoria minima
das substancias presentes nesta planta.
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