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RESUMO:

A utilizacao da fitoterapia € comum desde os primérdios da humanidade. Pesquisadores se
ocupam com pesquisas voltadas para o rastreamento fitoquimico de vegetais utilizados pela
medicina fitoterapica. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial
antibacteriano do extrato aquoso da folha de Caryocar brasiliense frente aos
microrganismos Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Foram realizados testes com disco de difusdo em agar, logo
apos aferido o halo e comparado com padrfes estabelecidos. O extrato aquoso da folha do
C. brasiliense apresentou bioatividade inibitéria somente sobre a bactéria S. aureus em
concentracdo de 50g/mL, ndo demonstrando atividade sobre as demais bactérias, E. coli,
E. faecalis e P. aeruginosa. A inibicdo provocada no crescimento de S. aureus foi
classificada como uma inibicdo intermediéaria (i.e., halo maior que 12,5mm e menor que
17,5mm; p < 0,001).

Palavras-chave: Antibacteriano, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Fitoterapia,
Pequi, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.

ABSTRACT:

The use of herbal medicine is common since the beginnings of mankind. Researchers are
engaged in research aimed at the phytochemical screening of plants used by herbal
medicine. The present work was carried out with the objective of evaluating the antibacterial
potential of the aqueous extract of Caryocar brasiliense leaf against the microorganisms
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. A diffusion disc test was performed on agar, after measuring the halo and
compared with established standards. The aqueous extract of the C. brasiliense leaf
presented inhibitory bioactivity only on the S. aureus bacterium at a concentration of 50
g/mL, showing no activity on the other bacteria, E. coli, E. faecalis and P. aeruginosa. The
inhibition induced on S. aureus growth was classified as an intermediate inhibition (i.e., halo
greater than 12.5 mm and less than 17.5 mm; p < 0.001).

Key words: Phytotherapy, Pequi, Antibacterial, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

Desde os primordios da civilizacdo a humanidade utiliza determinadas plantas para
combater suas enfermidades como uma das principais formas de inibir a evolucdo das
doencas (RODRIGUEZ, 2008). A botanica, a farmacologia e a fitoquimica sdo as ciéncias
envolvidas na pesquisa de fitoterdpicos e responsaveis pelos fundamentos tedricos e testes
cientificos relativos ao uso das plantas medicinais na cultura popular (ARNOUS; SANTOS;
BEINNER, 2005). Na década de 1990, 65 a 80% da populacdo de paises emergentes
dependiam do uso de espécimes vegetais ho combate, controle ou prevencao de doencas,
pelo fato de ser um recurso acessivel a essa populacao (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005). Tratamentos alternativos para o controle bacteriano foram intensificados nos ultimos
anos, tendo em vista a capacidade que os antibiéticos de origem vegetal possuem de ativar
ou bloguear reacdes e sintese enzimatica de patégenos (MICHELIN et al., 2005; PUPO et
al., 2007; PINHO et al., 2012). Estes antibidticos de origem vegetal podem ser utilizados
para combater disfun¢cdes como: doencas do trato digestivo ou intestinal, do sistema
respiratorio entre outras (MEDEIROS; FONSECA; ANDREATA, 2004; VARANDA, 2009;
MILLEZI et al., 2013; ROCHA et al., 2014; CARNEIRO et al., 2015).

O Caryocar brasiliense (Caryocaraceae), conhecido como pequi, € uma espécie
arbédrea cuja infusdo de suas folhas pode estimular a producéo de bilis, além de ser usada
para disfuncdes hepaticas, regulacdo de fluxo menstrual, além de possuir funcéo
adstringente (PAULA JUNIOR, 2004; ARRUDA; CRUZ; ALMEIDA, 2012). As folhas de C.
brasiliense apresentam compostos fendélicos, taninos e 6leos essenciais que possuem acao
antioxidante, auxiliando no combate da acéo oxidativa dos radicais livres, além de possuir
acao antibacteriana (RIBEIRO, 2000; PAULA JUNIOR, 2004; LIMA et al., 2007; FIGUEIRA,
2014). Esses compostos em conjunto despertam um alto interesse farmacoldgico, visto que
conferem ao seu extrato bioatividade contra agentes patogénicos (CARVALHO; PEREIRA;
ARAUJO, 2015). Estes compostos podem ser isolados e aplicados na industria
farmoquimica, de cosméticos, alimenticia, sendo que seu uso seria viavel na producéo de
novos farmacos pela consideravel atividade bioldégica que esses compostos contém
(SILVA, 2013).

Diversos estudos exploraram a atuacdo de compostos presentes em plantas
capazes de desencadear respostas em microrganismos ou células (OSTROSKY et al.,
2008; ALVES, 2014; DE SOUZA et al., 2015). Com o decorrer dos anos 0s microrganismos

patogénicos estao desenvolvendo linhagens resistentes a farmacos normalmente utilizados
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para combater a proliferacdo dos mesmos em pacientes debilitados (OLIVEIRA; KOVNER;
SILVA, 2010). Por exemplo, a bactéria Enterococcus faecalis tem sido um importante
patdbgeno capaz de evadir a acdo farmacolégica de medicamentos administrados em
hospitais (TAVARES, 2000; RUIZ-GARBAJOSA et al., 2006). Esta bactéria é
frequentemente encontrada no sistema digestivo de pessoas saudaveis, além da cavidade
bucal e da vagina (SUNDQVIST, 1992), possuindo um comportamento oportunista, grande
capacidade de resisténcia e prejudicando a homeostase do organismo hospedeiro, 0 que
pode levar o mesmo até ao 6bito (TAVARES, 2000). A patogenicidade pode se dar quando
o E. faecalis atravessa as mucosas que foram comprometidas de alguma forma, se alojando
nos tecidos, provocando lesbes locais e liberando toxinas, além de apresentarem
resisténcia a antibioticos (D'AZEVEDO; DIAS; TEIXEIRA, 2006; GAMA, 2008).

A bactéria Staphylococcus aureus é capaz de causar diversas enfermidades nos
humanos desde que seu sistema imunolégico esteja debilitado, causando assim
disfungbes, caso ndo seja tratada precocemente (VIEGAS et al., 2010). Pode possuir varios
meios de evasao do sistema de defesa no ser vivo (GELATTI et al., 2009). Apresenta em
seus genes codificadores a capacidade de sintetizar proteinas, como a exotoxina
denominada leucocidina de Panton-Valentine, que atua de forma necrotizante sobre os
tecidos causando também destruicdo dos leucécitos por intermédio da abertura de fissuras
na membrana celular, causando a lise protoplasmica, que pode levar ao estado clinico mais
avancado associado a infecgbes cutaneas, como furinculos (GELATTI et al. 2009). A
resisténcia de S. aureus a antibidticos € proveniente de mutaces em seus genes ou
mesmo adquiridas de genes resistentes de outras bactérias (SANTOS et al., 2007).

O microrganismo Escherichia coli, residente da microbiota endégena dos humanos
(PELCZAR; REID; CHAN, 1981), é fonte de diversas linhagens que possuem resisténcia e
séo patogénicas para organismos hospedeiros, devido a fatores como mutagéo espontanea
(SIQUEIRA et al., 2008) e recombinacdo de genes presentes em plasmideos que carregam
sequéncias codificadoras de resisténcia a drogas que podem ser transferidos entre
amostras diferentes ou ainda em mutacdes cromossémicas (VAZ, 2009). Tais fatores
contribuem para uma maior variabilidade genética entre as bactérias, proporcionando a
essas maiores vantagens adaptativas (BRITO et al., 2004; MOTA et al. 2005).

O microrganismo Pseudomonas aeruginosa pode causar diversas enfermidades
em pacientes ja debilitados (FUENTEFRIA et al., 2008), sendo responsavel por
desencadear quadros clinicos como a pneumonia, infec¢gdes nosocomiais graves por ser

um microrganismo muito presente em ambientes hospitalares (GALES; REIS; JONES,
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2001; FIGUEIREDO et al., 2007). Aléem disso, P. aeruginosa € capaz de desenvolver
linhagens multirresistentes a antibiéticos que normalmente seriam capazes de realizar seu
controle (GALES; REIS; JONES, 2001). A viruléncia se da por diversas propriedades, tais
como a capacidade de: i) aderir e mudar a fisiologia das células hospedeiras (FERRAREZE
et al., 2007); ii) invadir tecidos, apresentar resisténcia a antibiéticos e capacidade de
producgéo de toxinas (DA MATA; ABEGG, 2013); iii) sintetizar enzimas com alto poder de
destruicdo de membranas celulares, como a fosfolipase C e B-lactamases (MASUDA,;
OHYA, 1992); e iv) inativar opsoninas, debilitando a resposta efetora do sistema
imunologico do paciente (PELCZAR; REID; CHAN, 1981; GONCALVES et al., 2009).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial
antibacteriano do extrato aquoso da folha de Caryocar brasiliense frente aos

microrganismos E. faecalis, E. coli, S. aureus e P. aeruginosa.

2. MATERIAL E METODOS

As folhas de C. brasiliense manipuladas para compor o extrato foram coletadas em
Sao José, distrito de Esmeraldas, MG (localizado a 25 km do centro do municipio). Apés a
coleta, as folhas foram armazenadas em potes opacos de polietieno e mantidas
congeladas a -6°C até o processamento da extracdo. A producdo do extrato aquoso da
folha foi realizada no Laboratério de Botanica do ICBS, Centro Universitario UNA (Campus
Guajajaras), Belo Horizonte, MG. Foi utilizado um tubo Falcon de 50 mL, contendo folhas
inteiras do C. brasiliense desidratada em estufa a temperatura de 25°C, que posteriormente
foram trituradas. O extrato foi solubilizado em &gua purificada estéril na concentracdo de
50g/mL (50%) para a extracdo dos compostos da folha de C. brasiliense. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com Miiller (2006), Alvarenga e colaboradores
(2007) e Pinho e colaboradores (2012).

A solucéo obtida foi homogeneizada mecanicamente e o tubo etiquetado, envolvido
com papel aluminio e armazenado em local escuro para repouso por sete dias. Este tempo
foi necessario para que a agua extraisse os compostos quimicos da planta. Apds este
periodo, o extrato foi agitado, filtrado (filtro Milipore 0,45um), evaporado sob vacuo,
conforme Pessini e colaboradores (2003). Em seguida, o material foi ressuspendido em 50
mL de &gua purificada estéril com o objetivo de retirar quaisquer microrganismos que
poderiam interferir no resultado do experimento, conforme Fernandes; dos Santos; Pimenta
(2007).
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Os microrganismos, Staphylococcus aureus (ATCC25923), Escherichia coli
(ATCC25922), Enterococcus faecalis (ATCC29212) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853) foram obtidos na Diviséo de Higieniza¢céo e Produgéo de Meios de Cultura
(DHPMC) da Fundacgédo Ezequiel Dias (FUNED), em Belo Horizonte, MG. As bactérias
foram cultivadas em Blood Agar Base (Agar Sangue) durante um periodo de 24 horas e
posteriormente foram diluidas em 2 mL de salina na concentragdo de 1,5 x 108 unidades
formadoras de colbnias (UFC) que corresponde a 0,5 da escala de McFarland
(LOGUERCIO et al., 2005).

Para o plaqueamento, para cada 1000 ml de agua purificada foram preparados 389
de meio de cultura Mueller Hinton Difco (POLETTO; REIS, 2005). O meio foi autoclavado e
distribuido em placas de Petri estéreis. ApOs este processo, foi realizado o plaqueamento
por estrias das bactérias em todo o meio, utilizando um swab. Delimitou-se o espago para
aplicacao do disco de difusdo impregnados com extrato de C. brasiliense, sendo utilizados
20uL do extrato ja ressuspendido com o auxilio de uma pipeta automatica, conforme
Michelin et al. (2005). Logo ap0s esta etapa, os discos de difusao foram fixados ao meio e
as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica por 24 horas a 37°C (BARA; VANETTI,
1998; NCCLS, 2003; PEREIRA et al., 2006; ALVES et al., 2008). Apés esta etapa as placas
foram analisadas em relacdo ao tamanho do halo de inibicdo, medindo-0os com paquimetro
analogico (precisdo 1mm) (LABORCLIN, 2011).

Foi utilizado um delineamento experimental fatorial, com dois fatores: (1) Espécie
de microrganismo (4 niveis: S. aureus, E. coli, E. faecalis e P. aeruginosa); e (2) presenca
de extrato de C. brasiliense (2 niveis: com extrato aquoso de C. brasiliense, e com
antibidtico especifico) (LABORCLIN, 2011). Cada placa teve uma pseudo-réplica de disco
de difusdo. A unidade experimental considerada foi a placa, e foram feitas 10 repeticfes
para cada tratamento. Adicionalmente foi realizado tratamento sem o extrato para servir de
controle negativo, e com este fim foram utilizadas dez placas com um disco de difusédo
impregnado apenas com agua purificada estéril (utilizada pra ressuspender o extrato).

A concentracdo minima inibitéria (CMI) do extrato foi determinada por diluicbes
seriadas a partir do extrato bruto conforme Ostrosky et al. (2008). Os valores do diametro
do halo de inibicdo em cada tratamento foram comparados com os valores de referéncia
gue classificam os microrganismos como Resistente, Intermediario e Sensivel (ANVISA,
2003; LABORCLIN, 2011). Estas comparacdes foram feitas com o uso do Teste-T parauma
amostra (QUINN; KEOUGH, 2002), considerando o nivel de significancia (a = 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o extrato aquoso da folha de C. brasiliense
testado sobre as quatro linhagens distintas de microrganismos (S. aureus, E. faecalis, E.
coli e P. aeruginosa) apresentou atividade inibitéria apenas sobre a S. aureus. A inibicdo
provocada no crescimento de S. aureus foi classificada como uma inibicdo intermediaria
(i.e., halo maior que 12,5mm e menor que 17,5mm; p < 0,001), quando comparado o
diametro do halo formado com padrbes pré-estabelecidos por érgdos competentes, como
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (LABORCLIN, 2011). Portanto a concentracao
minima inibitéria (CMI) foi atingida somente para S. aureus, sendo eficaz até a

concentracdo de 102 (Figura 1).
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FIGURA 1. Atividade inibitéria do crescimento de quatro bactérias pelo extrato aquoso
(concentracao de 50%) da folha de C. brasiliense (Caryocaraceae). O antibiético especifico
utilizado correspondeu ao Cloranfenicol para S. aureus, E. coli e E. faecalis, e Gentamicina

para P. aeruginosa.

Os discos de difusao impregnados com o extrato aquoso de C. brasiliense sobre as
placas com as bactérias E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa ndo foram capazes de formar o
halo, indicando assim a auséncia de atividade inibitéria (p > 0,05; Figura 1).

Os resultados demonstrados no presente trabalho divergem do que foi encontrado
por Pinho e colaboradores (2012), sendo que o extrato hidroalcodlico da casca do fruto do

C. brasiliense ndo apresentou atividade inibitéria sobre o crescimento de S. aureus em

Visdo Académica, Curitiba, v.19, n.1, Jan. - Mar./2018 - ISSN 1518-8361



11

concentragdes de 200 a 500mg/mLl. E possivel observar através de rastreamento
fitoquimico que C. brasiliense possui metabolitos com possivel atividade bacteriostatica,
como as catequinas, esteroides, saponinas, taninos, xantonas entre outras.

Em estudos realizados por Fonseca e colaboradores (2014) o extrato aquoso das
folnas e da casca de C. brasiliense a 100mg/mL apresentaram 91,3% de eficacia,
interferindo contra o desenvolvimento larval de nematédeos que sdo capazes de
desencadear enfermidades em bovinos, prejudicando na eclodibilidade dos helmintos.
Nesse mesmo estudo, os autores indicaram que compostos secundarios produzidos por C.
brasiliense sédo capazes realizarem atividade anti-helmintica, além de possuirem outras
funcdes. Segundo Lopes e colaboradores (2011), o extrato hidroalcodlico da folha de C.
brasiliense possui atividade moluscicida sobre Biomphalaria glabrata, hospedeiro
intermediario do Schistosoma mansoni, e andlises cromatograficas indicaram altas
concentracfes de esterdides, que sdo compostos bioativos sintetizados pelo C. brasiliense.

O estudo de Paula Junior (2004) coincide parcialmente com os resultados
reportados no presente estudo, pois este autor utilizou extratos hidroetanoélicos da folha e
do mesocarpo interno de C. brasiliense, tendo observado uma baixa atividade inibit6ria
sobre as bactérias: E. coli (ATCC25922), S. aureus (ATCC25923), E. faecalis (ATCC29212)
e P. aeruginosa (ATCC27853), embora somente o extrato da folha apresentou resultados
efetivos sobre os microrganismos, variando de acordo com a concentracao do extrato (1;
1,5 e 2mg/mL). O mesmo autor também avaliou a atividade do extrato hidroetandlico da
folha de C. brasiliense sobre culturas de formas promastigotas de Leishimania
amanzonensis in vitro em concentracdes de 2,5 e 5mg/mL, encontrando uma possivel
atividade antileishmanicida. Outros estudos, como o de Ono e colaboradores (1990),
indicam que os compostos fendlicos presentes no C. brasiliense teriam a capacidade de
reagir com enzimas essenciais para a vida de alguns organismos, como a realizagdo de
interacbes com transcriptases reversas de virus e por fim inibindo a sua acéo,
consequentemente cessando a replicacéo viral.

Diversos estudos buscam investigar os compostos que poderiam impedir e
impossibilitar a proliferacdo de organismos infecciosos. Estudos realizados por Passos e
colaboradores (2002, 2003) demonstraram possiveis a¢fes antifingicas do extrato bruto
etandlico da folha de C. brasiliense frente a Cryptococcus neoformans em uma
concentragédo <1.000ug/mL. Além disso, Miguel (2011) mostrou que o extrato etandlico da
casca de C. brasiliense possui capacidade neuroprotetora em doses de 300 e 600mg/kg,

apos inducdo de isquemia que desencadeavam distlrbios cerebrais em ratos. Nesse
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mesmo estudo, o autor verificou a diminuigcdo de neurdnios isquémicos que sao indicativos
de necrose isquémica.

A auséncia de resposta efetiva inibitéria do extrato aquoso da folha de C.
brasiliense sobre as culturas de bactérias E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa pode ter sido
decorrente de fatores como a concentracdo do extrato em questédo, qualidade da parte
vegetal utilizada, variacdo da disponibilidade de nutrientes no solo, teor de compostos
bioativos, pluviometria, sazonalidade entre outros. Estes fatores poderiam explicar o motivo
de outros estudos terem chegado a resultados distintos, mesmo utilizando a mesma

espécie para testes (PINHO et al., 2012).
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