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Potencial antifungico e antibacteriano de extratos vegetais da regido
de Divinopolis/MG

Extratos vegetais dos diferentes Biomas brasileiros tém sido utilizados como farmacos naturais no tratamento de variadas doengas. Atualmente, nos deparamos
com um problema mundial de satide publica: a resisténcia microbiana a farmacos tradicionalmente empregados. A maioria das plantas superiores possuem
compostos com agdo antimicrobiana que as protegem de microrganismos invasores. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antimicrobiano
de extratos vegetais de espécies coletadas na regido de Divindpolis/MG. Obteve-se extratos hidroetandlicos de partes aéreas dos espécimes avaliados. Foram
testados extratos de Bidens subalternans, Anadhenantera columbrina, Annona mucosa, Eugenia dysenteryca, Inga vera, Tecoma stans e Crotalaria stipularia. Para
os bioensaios foram empregados os testes Disco-Difusdo em &dgar e CIM/CBM. Utilizaram-se os microorganismos de referéncia Escherichia coli ATCC 29214,
Klebsiella pneumoniae ATCC43816, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Acinetobacter baumannii ATCC19606, Candida albicans ATCC18804 e Candida glabrata
ATCC2001. Extratos de B. subalternans apresentaram efeito bactericida frente a E. coli e bacteriostatico frente a A. baumanii e E. aerogenes. A. mucosa apresentou
efeito bacteriostatico frente a E. coli e E. dysenteryca e efeito bacterida frente a S. aureus. T. stans apresentou efeito bactericida frente a E. coli e bacteriostatico
em A. baumanii e E. aerogenes. Os extratos ndo apresentaram efeito antifiingico frente a C. albicans e C. glabrata. Os resultados obtidos neste estudo confirmam
o grande potencial para o desenvolvimento de novos antimicrobianos baseados em extratos obtidos de partes aéreas de espécies vegetais da regido de
Divinépolis/MG.

Palavras-chave: Antimicrobiano; Cerrado; Extratos; Resisténcia.

Antifungal and antibacterial potential of vegetable extracts of the
Divinopolis/MG region

Plant extracts from different Brazilian biomes have been used as natural drugs without treatment of various diseases. We are currently faced with a worldwide
public health problem: microbial resistance to drugs traditionally employed. Most of the higher plants have compounds with antimicrobial action for protection
against invasive microorganisms. In this context, the objective of this study was evaluate the antimicrobial potential of plant extracts of species collected in the
region of Divindpolis/MG. Hydroethanolic extracts were obtained from aerial parts of specimens. Bidens subalterns extracts, Anadhenantera columbrina, Annona
mucosa, Eugenia dysenteryca, Inga vera, Tecoma stans and Crotalaria stipularia were tested. For the bioassays with the tests the Disc-Diffusion tests in agar and
CIM/CBM. Was used the following reference microorganisms: Escherichia coli ATCC 29214, Klebsiella pneumoniae ATCC43816, Enterobacter aerogenes ATCC
13048, Acinetobacter baumannii ATCC19606, Candida albicans ATCC18804 and Candida glabrata ATCC2001. B. subalterns extracts presented bactericidal effect
against E. coli and bacteriostatic against A. baumanii and E. aerogenes. A. mucosa presented bacteriostatic effect against E. coli and E. dysenteryca bacterial effect
against S. aureus. T. stans presented bactericidal effect against E. coli and bacteriostatic in A. baumanii and E. aerogenes. The extracts showed no antifungal effect
against C. albicans and C. glabrata. The results obtained in this study confirm the great potential for the development of new antimicrobials based on extracts
obtained from aerial parts of vegetables from the region of Divinépolis/MG.
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GONCGALVES, T. P. R.; PARREIRA, A. G.; LIMA, W. G.; COIMBRA, M. C.

INTRODUGAO

O conhecimento sobre o potencial terapéutico de plantas nativas e exodticas proporciona a
valorizacdo das espécies por estimular sua preservacao, desenvolvimento sustentdvel e a producdo
econdmica como instrumentos para o fortalecimento e desenvolvimento de comunidades rurais e
tradicionais, bem como aspectos relacionados a mercados locais, nacionais ou internacionais (CABRAL, 2000).
Tal valorizagdo também proporciona a pratica interdisciplinar de Educacdao Ambiental, sendo as plantas
eficientes instrumentos pedagdgicos, além de oferecem oportunidades de inser¢do de diferentes aspectos,
como por exemplo conservacdo do Cerrado e Mata atlantica, hortas medicinais escolares e a importancia da
manutencdo de quintais em areas urbanas (GUARIM NETO,2006).

Substancias extraidas de variadas espécies vegetais, tipicas dos diferentes Biomas brasileiros, tais
como Cerrado, Floresta Amazobnica e Mata Atlantica, tém sido utilizados como farmacos naturais pelas
popula¢des locais no tratamento de diferentes doencas (FRANCA, 2008). Segundo estudo de Ming e
colaboradores (2012), no Bioma Mata Atlantica concentram-se importante relacdo de plantas com efeitos
medicinais publicadas na resolu¢do divulgada pela Anvisa (2010). O uso de plantas medicinais no pais com a
finalidade de tratar enfermidades foi sempre expressivo, principalmente devido a extensa e diversificada
flora (HALBERSTEIN, 2005). Embora sejam bastante empregadas, ainda sdo poucas as evidéncias cientificas
comprovando a eficacia do potencial medicinal de espécies vegetais no Brasil (LIMA et al., 2006). Estudos
relacionados a identificacdo do potencial bioativo de plantas nativas sdo de extrema importancia, pois além
de tratar enfermidades contribuem para a preservagao e cultivo da espécie.

De acordo com projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM), o mercado de
medicamentos fitoterdpicos movimenta cerca de 500 milhGes de ddlares por ano no Brasil, enquanto no
mundo sejam gastos cerca de USS 27 bilh&es (aproximadamente 7% do mercado mundial de medicamentos)
com plantas medicinais. O mercado farmacéutico tradicional cresce, mundialmente, de 3% a 4% ao ano,
enquanto o de fitoterdpicos sobe de 6% a 7% (BOTSARIS, 2010). Tal fato pode ser explicado pelo avango das
doencgas infecciosas com elevados indices de morbidade e mortalidade, estimulando as industrias
farmacéuticas para o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas, especialmente em fung¢do do
aumento de registros de resisténcia aos antimicrobianos tradicionais.

O aparecimento de resisténcia a drogas antimicrobianas é um dos grandes desafios dos sistemas de
saude mundiais. Anualmente, morrem cerca de 700.000 pessoas por infec¢cGes causadas por bactérias
multirresistentes no mundo (WHO, 2014). Estudos recentes revelaram que, caso nenhuma medida efetiva
seja tomada pelos drgdos de vigilancia sanitaria dos diferentes paises, em 2050 bactérias multirresistentes
matardo 1 pessoa a cada 3 segundos no mundo, totalizando 10 milhdes de mortes anuais, superando doencas
cronicas como o cancer e o diabetes (O’'NEILL, 2016). No Brasil, o panorama também é muito preocupante.
O Ministério da Saude estima que das 720.000 infeccBes hospitalares que ocorrem anualmente no pais
(BARROS et al.,, 2012), mais de 70% envolvem bactérias que sdo resistentes a pelo menos um dos

antimicrobianos comumente utilizados para o tratamento desses pacientes. O custo hospitalar atribuivel a
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ocorréncia dessas infec¢bes é de USS 651 por dia, elevando-se para USS 1.780 em UTlIs, o que contribui para
a elevagdo expressiva dos custos em saude publica no pais (SANCHEZ-VELAZQUEZ et al.,, 2006). Sao
frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram reconhecidamente sensiveis as drogas de uso
na rotina, mas que se tornaram resistentes a todos ou a quase todos farmacos disponiveis no mercado
(SAKAGAMI et al., 2006). Dessa forma, a Organizacdao Mundial de Saude (OMS) passou a incentivar o uso da
fitoterapia (BRASIL,2006), ou seja, medicamentos a base de plantas medicinais, nos quais os compostos
vegetais tém atividade bioldgica como estratégia alternativa de controle. Assim faz-se necessério a busca por
atividade antimicrobiana nas iniUmeras espécies vegetais utilizadas na medicina tradicional (SIMOES et al.,
1998; AURICCHIO et al., 2003).

No Brasil, estudos sobre antimicrobianos de origem vegetal obtiveram impulso a partir dos trabalhos
de Lima (1959) e de Santana e colaboradores (1968), os quais relataram propriedades antimicrobianas e
antitumorais de extratos de plantas nativas. As plantas contém iniumeros constituintes, provenientes do
metabolismos secundario, que podem apresentar efeitos terapéuticos devido a a¢do sinérgica ou isolada
destas substdncias por apresentarem uma complexa organizacdo estrutural que favorecem inimeros
processos fisioldégicos. Geralmente, os mecanismos de acdo de produtos naturais frente a bactérias estao
envolvidos em desintegracdao da membrana citoplasmatica, desestabilizacao da for¢a préton motriz (FPM),
fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do conteldo da célula. Nem todos os mecanismos de a¢do
agem em alvos especificos, podendo alguns sitios serem afetados em conseqiiéncia de outros mecanismos
(BURT, 2004).

A maioria das plantas superiores possuem compostos que atuam como antimicrobianos naturais e
as protegem de microrganismos invasores (SCHELZ et al., 2006). As substancias com acdo bactericida
presentes nas plantas sdo detectadas pela observacdao do crescimento de microrganismos colocados em
contato com tecidos ou extratos destes vegetais. Para detectar tais substancias sdo empregados variados
métodos que se diferenciam na sensibilidade ou em seus principios. Os resultados obtidos sao influenciados
pelo método escolhido, assim como pelos microrganismos empregados nos testes. A parte da planta utilizada
também interfere nos resultados bem como a forma de uso: suco, extrato (extracdo aquosa ou por solvente
organico) ou ainda 6leo essencial (SIMOES et al., 2000).

Com base nestas consideragdes, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar o potencial antimicrobiano
e antifungico de extratos vegetais de espécimes obtidas do Cerrado e fragmentos de Mata Atlantica da regido

de Divindpolis MG, com destaque para aquelas com relatos de uso na medicina popular regional.
MATERIAIS E METODOS

Coleta e preparo de extratos

Os espécimes vegetais foram coletados no municipio de Divinépolis/MG, sendo identificados e os
exemplares depositados no herbario da empresa de Pesquisa e Agropecudria de Minas Gerais

(EPAMIG/PAMG). Foram analisadas 7 espécies tipicas de Cerrado e Mata Atlantica, usando como método de
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busca espécies de familias com relatos de propriedades terapéuticas descritos na literatura e cujas

descri¢cdes, bem como sua Geolocalizagdo, sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Apresentacgdo das espécies vegetais, familias, partes coletadas e localizagdo da coleta.

Espécie Vegetal/ N@ registro exsicata Familia Nome popular | Orgdo Geolocalizagdo
coletado
Bidens subalternans DC. PAMG 57686 Asteraceae Picdo-preto Folhas 2096'38.459"S
44950'47.184"W
Tecoma stans (L.) Juss. Ex Kunth PAMG | Bignoneaceae | Amarelinho Folhas e Flores | 20210°19.7"’S 449253’43.3W.
58284
Eugenia dysenterica DC Myrtaceae Cagaitera Folhas 20910°19.088"’S
PAMG 56415 44953’'41.73”"W
Crotalaria stipularia Desv. Fabaceae Xique-xique Folhas 20926'38.459"S
PAMG 57643 44950'47.184"W
Annona mucosa Jacq. Annonaceae Fruta-do- Folhas 20210°19.088"’S
PAMG 58285 conde 44953’'41.73”"W
Inga vera subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. Fabaceae Inga Folhas 20°10'18.4"S 44°53'39.6"W
PAMG 56398
Anadenanthera columbrina (Vell.) Brenan | Fabaceae Angico-Branco | Folhas 2026'38.459"S
PAMG 57682 44950'47.184"W

Para a obtencdo dos extratos dos espécimes coletados, o material vegetal coletado foi submetido a
secagem em estufa com circulacdo de ar forcada a 402C, por 7 dias. Apds a secagem, o material foi triturado
em moinho de facas (Factos, MA 048). O material fragmentado/pulverizado foi extraido em etanol 70% (1:9)
(p:v) através do método de turbdlise por 5 minutos a 3.000 rpm, utilizando-se de equipamento Ultra-Turvax
(modelo MA-102 PLUS) (Figura 1). O extrato obtido foi filtrado e armazenado em congelador por 48h (Figura
2). Depois, procedeu-se a evaporacdo do solvente presente no filtrado em evaporador rotativo e entdo
liofilizado em Liofilizador marca Liotop (Liobras- K105) a -95C para obtencdo de um pé fino como produto

final (Figuras 3 e 4).

Figuras 1 e 2: (1) Etapa de obtenc¢do dos extratos hidroetanédlicos empregando Ultra-Turrax. (2) llustragdo da etapa de
filtragem dos extratos hidroetandlicos em papel de filtro.

£/ ¥ e
Figuras 3 e 4: Aspecto geral do material obtido apéds etapa de liofilizagdo.
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Ensaios de atividades antimicrobianas e antiflingicas

Para a avaliagdo do efeito antibacteriano e antifingico os extratos foram inicialmente triados
empregando-se o teste qualitativo de disco-difusdo em meio agar-MH segundo o documento M2-A8 do
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Posteriormente, para os extratos que apresentaram
halos de inibicdo compativeis com atividade antimicrobiana na triagem, foi determinada a concentragao
inibitéria minima (CIM) utilizando-se do método de microdiluicdo em caldo, segundo os documentos MO07-
A9 antibacteriano (CLSI, 2012) e M27-A2 antifingico (NCCLS, 2002) do CLSI (2012). As espécies de
microrganismos selecionadas seguiram critério clinico e epidemioldgico baseado nos patdgenos bacterianos
e fungicos mais frequentemente isolados em infecgGes clinicas, como também de maior relevancia no

desenvolvimento e disseminacdo de determinantes de resisténcia aos antimicrobianos.

Microrganismos

Os microrganismos empregados neste estudo sdo originarios do American Type Culture Colection
(ATCC), cedidos pelo laboratério de referéncia de Microrganismos da Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio
de Janeiro, Brasil). Os testes de atividade antibacteriana foram conduzidos utilizando-se 6 espécies, sendo
uma Gram-positiva: Staphylococcus aureus ATCC 25923; 3 Gram-negativas fermentadoras
(Enterobacteriaceae): Escherichia coli ATCC 29214, Klebsiella pneumoniae ATCC43816 e Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 e 1 Gram-negativa ndao fermentadora: Acinetobacter baumannii ATCC19606. Nos
ensaios antifungicos, por sua vez, foram empregadas duas espécies do género Candida, C. Albicans
ATCC18804 e C. glabrata ATCC2001. Todas as espécies de bactérias e leveduras foram estocadas a -80 °C em
caldo nutriente e caldo Sabouraud-dextrose (Acumedia®, Brazil) glicerinados (25%), respectivamente, até o

uso.

Avalia¢ao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da atividade antimicrobiana por meio da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi
avaliada pelo método de microdiluicido em caldo, descrito nos protocolos MQO7-A9 (para o ensaio
antibacteriano) e M27-A2 (para o ensaio antifungico) (CLSI,2012 e NCCLS, 2002), Figura 5. Os extratos foram
dissolvidos em agua e em DMSO na proporg¢do 10:1 e empregados na faixa de concentragdo de 2-0,003
mg.mL? durante os ensaios.

Para o preparo do inoculo bacteriano, colonias isoladas de uma estria composta de 24h de
crescimento foram transferidas para tubos contendo solugdo salina 0.85% (p/v) tamponada. A turvacdo da
salina foi ajustada espectrofotometricamente a 625nm equivalente a escala 0,5 de McFarland, o que
representa uma densidade bacteriana aproximada de 1,5 x 108UFC/mL. A seguir, uma aliquota de 50uL desse
pré-indculo foi transferida para 10mL de caldo Mueller-Hinton (MH), obtendo-se uma suspensdo contendo
aproximadamente 1,5 x 10°UFC/mL, o qual foi empregado na montagem das microplacas. A suspensdo

fungica foi preparada de modo semelhante. Estrias de 48h foram utilizadas na obtenc¢do da suspensdo em
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salina, que ao ser ajustada para a escala 0,5 de McFarland (DOs2snm = 0,2), representando densidade celular
de aproximadamente 1 x 10° UFC/mL. Para a obtenc3o do indculo final foram realizadas duas diluicdes,
produzidas pela transferéncia de 20uL do pré-inéculo para 980 L de caldo Sabouraud-dextrose (SD) (diluigao
1:50) e posteriormente de 1mL da suspensdo resultante para 19mL de caldo SD (diluicdo 1:20), obtendo-se
assim uma suspens3o de trabalho com 1x10% UFC/mL.

Para a obtenc¢do da CIM foram empregadas microplacas de poliestireno de 96 pocos (figura 5). No
controle positivo utilizou-se caldo MH e o inoculo microbiano; o controle negativo foi determinante para a
garantia da acdo inibitéria do diluente; para o controle de esterilidade empregou-se caldo MH e os
antibidticos comerciais cloranfenicol e amoxicilina. Foi também empregado o antifungico cetoconazol para
controle. Por fim, as placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 372C por 24h para as bactérias e a
282C por 48h para as leveduras. A CIM foi determinada como a menor concentragdo onde nao se observava
crescimento microbiano a olho nu. Os ensaios foram realizados em triplicata nos pocos das placas, com trés

replicatas independentes entre elas.

Lz —— B
Figura 5: llustracdo do processo de microdiluigdo em placas de 96 pogos.

Avalia¢do das Concentrag6es Bactericida Minima (CBM)

O efeito bactericida dos extratos foi avaliado pela determinagdo da CBM, segundo metodologia
descrita por Lyu e colaboradores (2017), com algumas modificagdes. Um total de 10 uL dos pogos sem
crescimento no ensaio de MIC foram aliquotados e transferidos para uma placa contendo meio agar Mueller-
Hinton. O material foi semeado pela técnica de spread plate e em seguida as placas foram incubadas a 379C
por 24h para a avaliacdo do efeito sobre bactérias e a 282C por 48h com vistas a avaliar o efeito sobre os
fungos. Em seguida, considerou-se como agao bacteriostdtica positiva o extrato que inibiu o crescimento dos
microrganismos na CIM, mas que houve crescimento na subcultura, e agdo bactericida o extrato vegetal que
inibiu o crescimento na CIM e que apresentou crescimento de até 3 colonias com morfologias compativel a
espécie estudada na superficie do agar (ROCHA et al., 2013). Os experimentos foram repetidos de 2 a 3 vezes

para confirmacgdo e comparacdo dos resultados.

Teste Qualitativo Disco-Difusdo em Agar

Empregou-se o teste de difusdo em agar como método qualitativo, descrito por Bauer et al. (1966).
O protocolo completo encontra-se em “Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests”

(CLSI, 2012). Discos de papel de filtro estéreis de 6 mm de didmetro foram saturados com os extratos vegetais
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hidroetandlicos obtidos. Apds a absorg¢do dos extratos, os discos foram colocados em microtubos de 1,5 a 2
ml e levados a estufa a 60°C para secagem por um periodo de 24h (Figura 7). Em seguida, foram refrigerados
a temperatura de 10°C para posterior utilizac3do.

O inéculo foi preparado em caldo Muller-Hinton com turvagdo equivalente a 0,5 da escala de
MacFarland, correspondendo a aproximadamente de 1 a 2x10® UFC/mL, medidas em espectrofotdmetro a
625nm. A suspensdo foi semeada com Swabs de algoddo sobre as placas de Petri que continham
aproximadamente 15 mL de meio agar-nutriente, em espessura aproximada de 4mm (SHADOMY et al.,
1980). Apds 5 min para a absorg¢do do indculo foram dispensados os discos, comprimindo-os gentilmente
contra a superficie do meio de cultura em placa de petri j4 com as bactérias semeadas (Figura 6). Foram
também embebidos discos com os antibidticos cefalexina e ciprofoxacina e o antifingico cetoconazol,
empregados como controle. Cada experimento foi repetido entre 3 a 4 vezes para confirmacdo e comparacao
de resultados. Apds 24h de incubacdo das placas de Petri em estufa a 372C foi realizada a avaliagdo dos
resultados com base na medicdo do didmetro dos halos de inibicdo formados, empregando-se régua
milimetrada. Os resultados foram expressos em termos do diametro do halo de inibi¢do formado, sendo
padronizado: < 9 mm [auséncia de susceptibilidade (R)]; de 9 mm a 12mm [intermediario (1)]; >12 mm

[susceptibilidade (S)] conforme experimentos realizados por Alves et al. (2000).

Figura 6: llustracdo da etapa de inoculagdo nas placas com os discos na superficie do meio sélido.
RESULTADOS

De um total de 7 espécies vegetais e 8 extratos avaliados, considerando-se que para T. stans foram
estudados extratos de flores e folhas, um total de 4 espécies indicaram presenga de compostos com atividade
antimicrobiana em seus extratos. Sdo elas, extratos das folhas de B. subalternans, E. dysenterica e A. mucosa
e extratos de flores de T. stans. Os extratos de B. subalternans, E. dysenterica e flores de T. stans
apresentaram efeitos bactericidas para algumas das bactérias testadas. A. mucosa apresentou efeito
bacteriostatico, conforme mostrado na Tabela 2. Com os resultados do teste qualitativo disco-difusdo pode-
se confirmar e comparar o resultado obtido pelo CIM/CBM (Tabela 3). Extratos de C. stipularia, I. vera e A.
columbrina ndo demonstraram efeitos antimicrobianos, bem como auséncia de inibicdo de crescimento
frente as espécies de microorganismos e leveduras avaliadas. Para as leveduras testadas ndo foi notada

atividade antifungica em nenhum dos extratos vegetais avaliados.
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Tabela 2: Valores de CIM/CBM em mg mL?! dos extratos de partes das plantas avaliadas frente as cepas de
microrganismos testadas.

Espécies Vegetais E.c S.a K.p A.b E.a C.a Cg

B. subalternans 1(2) >2 (-) >2 () 2 (>2) 2(>2) >2 (-) >2 (-)
T. stans (flores) 0,5 (1) >2 (-) >2 () 2(>2) 2(>2) >2 (-) >2 (-)
T. stans (folhas) >2(-) >2 (-) >2 () >2 () >2 () >2 () >2 (-)
A. columbrina >2(-) >2 (-) >2 () >2 () >2 () >2 () >2 (-)
E. dysenterica >2 (-) 2(2) >2 (-) >2 (-) >2 (-) >2 (-) >2 (-)
A. mucosa >2 (-) >2 (-) >2 (-) 2(>2) >2 (-) >2 (-) >2 (-)
1. vera >2 (-) >2 (-) >2 (-) >2 (-) >2(-) >2 (-) >2 (-)
C. stipularia >2(-) >2(-) >2 () >2 () >2 () >2 () >2 (-)

Atividade antimicrobiana de 8 extratos hidroetandlicos frente a 7 microrganismos de referéncia (ATCC).E.c=Escherichia coli,
S.a=Staphylococcus aureus, K.p=Klebsiella pneumoniae, A.b=Acinetobacter baumannii. E.a=Enterobacter aerogenes, C.a=Candida
albicans, C.g=Candida glabrata (-) =ndo houve inibi¢do.

Tabela 3: Médiastdesvio padrdo dos resultados para o teste Disco-Difusdo, dos 8 extratos hidroetandlicos obtidos das
plantas coletadas em Divinépolis, MG frente a 7 microrganismos de referéncia.

Espécie Vegetal E.c S.a K.p Ab E.a Ca Cg
B.subalternans S.27,3%1,2 R R S.12,7#1,5 S$.24,610,3 | R R
T.stans (flores) S.23,6+0,9 R R S.13,3+0,9 S$.21+0,6 R R
T.stans (folhas) 1.1044,2 R R R R R R
A. columbrina R R R R R R R
E. dysenterica 1.11,3+0,7 S.15+ 0,6 R R R R R
A. squamosa 1.10£3,4 R R R R R R
l.vera R R R R R R R
C. stipularia R R R R R R R

Atividade antimicrobiana de 8 extratos hidroalcodlicos frente a 7 microrganismos de referéncia (ATCC). E.c=Escherichia coli,
S.a=Staphylococcus aureus, K.p=Klebsiella pneumoniae,A.b=Acinetobacter baumannii, E.a= Enterobacter aerogenes, C.a= Candida
albicans, C.g= Candida glabrata.R=resistente (ndo houve desenvolvimento do halo de inibigdo), I=intermediario (houve fraco
desenvolvimento do halo de inibigdo entre 9 e 12 mm), S=sensivel (houve desenvolvimento do halo de inibi¢do maior que 12mm).

Figura 7: Teste de disco-difusdo em agar-nutriente evidenciando halos de inibicdo dos extratos frente a bactéria
Gram-negativa Escherichia coli. 1- B. subalternans, 2- Flores de T. stans, 3- Folhas de T. stans, 4- A. colubrina 5- E.
dysenterica, 6- A. mucosa, 7- I. vera, 8- C. stipularia.

Figura 8: Resultado do CIM apds realizagdo do CBM, demonstrando atividade bactericida de E. dysenterica sobre S.
aureus.
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DISCUSSAO

Em estudos de Couto e colaboradores (2009), em que determinaram a caracterizagao fisico-quimica
do pé das folhas de E. dysenterica, notou-se alto teor de taninos e flavondides, uma vez que estes totalizaram
53,7 e 3,45%, respectivamente, dos compostos fendlicos encontrados, o que poderia justificar o potencial
terapéutico antimicrobiano dessa espécie, uma vez que compostos fenélicos, como taninos e flavonoides,
sao os responsaveis pelas atividades farmacoldgicas dos produtos naturais. Tal fato também se relaciona aos
resultados encontrados com o emprego dos extratos vegetais daquela espécie no presente estudo.

Krinski e colaboradores (2014) analisaram o potencial inseticida de espécies de plantas da familia
Annonaceae demonstrando que as plantas desta familia estdo ganhando destaque como biopesticidas, por
serem naturalmente bioativas, apresentando atividade citotdxica, antitumoral, vermicida, antimicrobiana,
imunossupressora, antiemética, antimalarica e também inseticida. Tal fato corrobora com os achados no
presente estudo para extratos de A. mucosa, que demonstraram atividade bacteriostatica.

Atualmente, hd iniUmeros relatos sobre potencial antimicrobiano e antifingico de vegetais diversos,
com histérico medicinal ou ndo, dentre eles destaca-se a familia Bignoneaceae, na qual se enquadra a espécie
Tecoma stans aqui analisada. O potencial medicinal das Bignoniaceas é estudado desde 1880, quando foram
relatados estudos sobre suas acGes terapéuticas. Em 1882 foi descoberto na espécie Tabebuia avellanedae
a substancia denominada lapachol, que possui variadas propriedades farmacoldgicas, tais como analgésicas
e antitumorais e, atualmente, essa substancia tem sido sintetizada a fim de aproveitarem suas propriedades
ja descritas (FONSECA, 2003). Estudos mais recentes demonstraram o potencial antimicrobiano de Tabebuia
alba, cujo extrato etandlico obtido de suas flores demonstraram ac¢do bactericida frente a Staphylococcus
epidermidis, enquanto o extrato etandlico da folha foi moderadamente ativo com efeito bacteriostatico
sobre S. epidermidis e S. aureus (SANTOS et al., 2015). Tais fatores tornam a atividade bactericida descoberta
nos extratos de Tecoma stans justificaveis.

As plantas da familia Astereaceae apresentam compostos quimicos variados, tais como
poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, éleos essenciais volateis terpendides, monoterpenosvolateis,
alcaléides, latex com triterpenos, saponinas, triterpendides e flavondides (MARKHAM, 1982). Tal composicdo
sugere a presenca destes compostos bioativos na espécie B. subalternans, devido sobretudo a seu potencial
antibacteriano aqui encontrado. Deba e colaboradores (2008) mostraram que os 6leos essenciais de folhas
e flores de Bidens pilosa, espécie do mesmo género de B. subalternans, apresentavam significativa
bioatividade, medida por halos de inibicdo em placas de agar contra seis espécies de bactérias (Micrococcus
flavus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Escherichia coli e Pseudomonas ovalis). Extratos de
folhas (RABE et al., 1997; DEBA et al., 2008), das flores (DEBA et al., 2008) da planta inteira (KHAN et al.,
2001) e das raizes (ASHAFA et al., 2009) também mostraram atividade antimicrobiana em variados relatos
encontrados na literatura.

A. colubrina, I. vera e C. stipularia sdo espécies pertencentes a familia Fabaceae, na qual umas

grandes variedades de metabdlitos secunddrios sdo produzidas por membros daquela familia, tais como
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alcaloides, aminoacidos nao proteicos, aminas, fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonoides, compostos
fendlicos, esteroides e ésteres de acido graxo (IGNOATO, 2012). Tais compostos sdo os principais
responsaveis por diversas atividades bioldgicas dos vegetais. Sdo inimeros os estudos referentes ao
potencial biolégico de espécies de Fabaceae, especialmente devido a vasta importancia econdmica de seus
exemplares (SANTOS et al., 2010; CRUZ, 2016). Anadenanthera colubrina apresenta potencial terapéutico
reconhecido sendo amplamente utilizada pela medicina popular, trata-se de uma planta promissora,
explorada do ponto de vista etnobotanico e econémico, mas ainda pouco explorada farmacologicamente
(WEBER, 2011). A casca desta arvore é rica em taninos que conferem propriedades medicinais, tais como
acdo antiinflamatadria, anti-oxidante e antimicrobiana (DESMARCHELIER et al., 1999; MONTEIRO et al., 2006).
Ja para o género Crotalaria, diversos sdo as aplicacGes de extratos de suas espécies, como para controle
biolégico (CARDOSO et al., 2006; GARRIDO et al., 2008, INOMOTO et al., 2008), fungos micorrizicos
arbusculares (FILHO et al., 2000), fitoquimicos e em atividades farmacoldgicas (BARRETO et al., 2006).

Apesar da importancia econémica indiscutivel, espécies A. columbrina, I. vera e C. stipularia ndo
apresentaram acdo antibacteriana frente aos patdgenos aqui testados, tal resultado pode ter sido
influenciado pela adaptacdo da espécie a regido de Divindpolis/MG, dentre outros fatores que podem
contribuir para os diferentes resultados obtidos. Gongalves (2005) também apontou para espécimes de A.
columbrina como resistente a agao bactericida e ou bacteriostatica, principalmente em relagdo a bactérias
Gram-negativas, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho. Sugere-se, deste modo, novos
testes frente a outros microorganismos, além do teste com fra¢des isoladas do extrato, uma vez que
apresentam conteudos fendlicos considerdveis, os quais pela literatura possuem conhecida atividade
antimicrobiana.

Apesar de ndo encontrada nenhuma atividade antifingica nos extratos etandlicos das espécies
avaliadas neste trabalho, Schuch (2008) indicou que extratos de folhas de Bidens pilosa apresentaram acao
antifungica frente a espécies de fungos diferentes das aqui testadas, indicando a possibilidade de novos

estudos com extratos desta espécie.

CONCLUSOES

Os extratos vegetais obtidos neste trabalho, apresentaram ac¢do antibacteriana classificados como
bactericidas e ou bacteriostatico, das 7 espécies de plantas analisadas 4 mostraram potencial bioativo,
principalmente frente a bactérias Gram negativas. Além disso, essas espécies vegetais ndo apresentaram
efeito antifungico frente as leveduras testadas.

Neste sentido, nota-se que os resultados de atividades antimicrobianas observadas em extratos
vegetais obtidos de espécies da regido de Divindpolis/MG revelam a importancia da prospec¢do de novos
agentes antimicrobianos, eventualmente presentes na flora ainda inexplorada e encontrada em fragmentos
de Cerrado e Mata Atlantica do interior do Brasil. Os efeitos bacteriostaticos e bactericidas dos extratos
vegetais frente a bactérias de interesse clinico, aqui observados, revelam resultados de grande significancia

em uma realidade de crescimento de resisténcia bacteriana a antimicrobianos tradicionalmente utilizados.
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Neste contexto, abrem-se novas perspectivas quanto ao desenvolvimento de pesquisas com foco nestes
achados tendo em vista que a descoberta de fontes naturais e ou desenvolvimento de fitoterapicos de
fabricacdo nacional podem ter consequéncias econdmicas significativas. Sob o ponto de vista ecolégico a
descoberta de farmacos de origem vegetal representa um forte argumento conservacionista. O valor
econdmico da preservacdo de plantas medicinais inclui diversos beneficios sociais, tais como atividades
econdmicas ligadas ao plantio, melhores condi¢des de assisténcia a saude, surgimento de novos modelos
para a sintese de farmacos, novos compostos ativos contra microorganismos resistentes, além dos beneficios

ambientais pela preservacgao de diferentes ecossistemas.
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