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RESUMO

PIRES, Thiago David Carvalho. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS GARRAFADAS DA
SEMENTE, FOLHA E ENTRE-CASCA DA SUCUPIRA BRANCA (Pterodon emarginatus).
2014. 32 f. Monografia (Graduagdo em Farmécia). Centro Universitario Luterano de Palmas,
Palmas — TO.

A sucupira-branca (Pterodon emarginatus) € uma espécie arbdrea, nativa do cerrado
brasileiro, sendo destacada pela sua importancia na medicina popular com diversas
indicagdes, onde varios estudos demonstram atividade antibacteriana, e com essa
importancia da P. emarginatus como planta medicinal o presente trabalho analisou a
atividade antibacteriana das garrafadas da semente, folha e entre-casca da sucupira branca
através da técnica de disco-difusdo por ser um método pratico e de facil execucdo e que
consiste em retirar aliquotas das amostras das garrafadas impregnando-as em discos e
adicionado-as junto com o controle positivo sobre as placas de Petri com meio agar Mueller
Hinton semeadas com as bactérias Escherichia coli ATCC® 2592 e Staphylococcus aureus
ATCC® 25923 apos a reativacdo das cepas e padronizacéo do inoculo e incubando por 24
horas em estufa a 37 °C, posteriormente os diametros dos halos foram medidos com ajuda
de um paquimetro, e a dimensédo do halo formado determinou o indice de sensibilidade. De
acordo com os resultados obtidos a garrafada da semente demonstrou ter atividade
antibacteriana na inibicdo do crescimento das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, ja as demais amostras ndo apresentaram atividade antibacteriana para os
microrganismos testados por isso a uma necessidade em aprofundar nos estudos, para
indicar de maneira mais precisa 0s ativos responsaveis pela atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Sucupira branca, Escherichia coli, Staphylococcus aureus.



LISTA DE SIGLAS

CIM — Concentracao Inibitoria Minima
GS — Garrafada da Semente

GF — Garrafada da Folha

GEC — Garrafada da Entre-casca
BDA — Batata-dextrose-agar



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - FOtO da SUCUPIra DIaNCA ......cooeeieeeeeeeeeeeeeeee e 17
Figura 2 - FOto das garrafadas. ..........coooeiiieieeeeee e 22
Figura 3 - Esquema indicando a distribuigdo dos discos na placa de Petri .......................... 24
Figura 4 - Discos distribuidos em placa contendo a bactéria Staphylococcus aureus.......... 25

Figura 5 - Discos distribuidos em placa contendo a bactéria Esquerichia coli...................... 27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Plantas do cerrado utilizadas na medicina popular ..............ccccceeiiiiiiiiinnnnns 15
Tabela 2 - Estudo cientifico e etnobotanico da sucupira branca.............cccccceevviiiiiiiiiieeennnns 16

Tabela 3 - Resultado de inibicdo de crescimento, para a bactéria Staphylococcus aureus,
obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana pelo método de disco-difusao...................... 26

Tabela 4 - Resultado de inibicdo de crescimento, para a bactéria Escherichia coli, obtidos no
ensaio de atividade antimicrobiana pelo método de disco-difuS80. ............ccccuvveveieeeeriinnnnee. 27



SUMARIO

L INTRODUGAO.......coc ettt ettt et e et e et et e et et e et e et e te et e et e eteetaaneeseesteereaneeeens 12
P22 ® 1= | I Y 1 PSP 13
A RO o] =31 \Y o o =] = | PP P PP PPPPPPPPPPPPPPP 13
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS ...ttt e e e 13
3 REFERENCIAL TEORICO.......ooiitiieceecee ettt ettt ta ettt ettt ateanaenee e 14
3.1 Plantas mediCinais dO CEIMTATO ........ccuiiiieiiiiis e e e e e e e e e e e e e e eeaenne 14
N I S 0o 0 o1 = W o] = L [ B PP P PP PPPPPPPPPPPPPPPP 17
3.1.1.1 CaracteriStICAS GEIAIS .....uetiieeeiiiiiiiiiiiiae e e ettt e e e e e st e e e e e e s e et e e e e e e e e s e annnaees 17
3.1.1.2 Atividade antimicrobiana da sucupira branca ..............cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiii 18
G T2 |V [ Tox o) o T - U 20
3.2.1 StAPNYIOCOCCUS QUIBUS ......eeeeieieeieiieiieieeeeeeeeee ettt ee ettt e et e e e e eeee e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 20
T2 R = Td =T ol 1= W oo | U 20
4 MATERIAL E METODOS. ... oottt ettt ettt ettt ee et e e et et ee e rneee e 22
4.1 AQUISICAO dAS QAITATAUAS. ... ..uuuetieiiiiiiiiiiiiitii e 22
4.2 MICTOTQANISITIOS. 1.ttt 22
4.3 PreparaGao A0S MBIOS .......uuuuuuiuiiiiiiiiiiiiiii s 22
e L\ V7= Lor= T I 0 b= TSR o= o = 23
4.5 Padronizag8o dO INOCUID .......ccii e e e 23
4.6 Preparacao dos discos e determinacéo dos antibidticos controle ...............ccccevvvvvnnnn. 23
4.7 Avaliacdo da atividade antibacteriana................ceeiiiiieiiiiiiii e 24
5 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....oooveieieece ettt ane 25
5.1 StapNYIOCOCCUS AUIBUS .......ouviiiiei e eeeieeiiiiiie e e e e e et e s e e e e e e e ettt s e e e e e e e e e ab s aeaeeeeeesannnnns 25
I =i Tol [T ol = W oo | PP PPPPPPPPPPPP 26
(R 07001 I U1 710 J RO 29

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cvcuiiiteeieteeieteetee ettt 30



12

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais foram utilizadas no passado, e prevalecem até os dias atuais
como meio terapéutico acessivel no tratamento de varias doengas da populacdo. A
Pterodon emarginatus, conhecida popularmente como sucupira-branca, € uma espécie
arbérea, nativa do cerrado brasileiro, podendo ser encontrada em varios estados brasileiros,
e seu uso destaca-se pela importancia medicinal (LORENZI; MATOS, 2002), sendo utilizada
a semente, entre- casca e folha, pois possui caracteristicas desejaveis no tratamento de
varias doencas, como as infec¢cdes de garganta e ginecoldgicas (OLIVEIRA; VALE, 2013).

As infeccdes causadas por bactérias devem ser tratadas com antibiéticos, e tendo
em vista as indicacbes populares da sucupira- branca se faz necessario testes para
comprovar sua eficiéncia com atividade antibacteriana, pois o aproveitamento adequado dos
principios ativos de uma planta exige o preparo correto, ou seja, para cada 6rgdo a ser
usado, grupo de principio ativo a ser extraido ou doenca a ser tratada, existe forma de
preparo e uso mais adequados (MORAES; COSTA; PAULA, 2006).

Assim, o0 antibiograma ou teste de sensibilidade aos antimicrobianos € uma prova
utilizada para alguns grupos de bactérias, como por exemplo, a bactéria Escherichia coli que
€ comum na microbiota do trato intestinal humano e pode causar infec¢bes do trato urinario
e a Staphylococcus aureus que é frequentemente encontrada no trato respiratorio superior,
especialmente no nariz e na garganta (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000) e principalmente
as gue adquirem resisténcia facilmente.

Com as indicacdes ao uso das sementes, entre-casca e folha da sucupira- branca e
a auséncia de relatos na literatura especializada quanto a sua atividade antibacteriana, o
presente trabalho visa investigar se ha atividade antibacteriana das garrafadas das

sementes, entre- casca e folha da Pterodon emarginatus.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana das garrafadas das sementes, folhas e entre-casca
da sucupira branca (P. emarginatus).

2.2 Objetivos Especificos

- Apresentar importancia etnofarmacolégicos da sucupira branca;

- Verificar atividade das garrafadas das sementes, folhas e entre-casca da sucupira
branca contra Escherichia coli ATCC® 2592;

- Verificar atividade das garrafadas das sementes, folhas e entre-casca da sucupira

branca contra Staphylococus aureus ATCC® 25923;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas medicinais do cerrado

O cerrado é uma savana tropical (vegetacdes caracteristicas de locais com estagéo
seca bastante longa, queimadas constantes), no qual é notavel a presenca de arvores de
troncos grossos, contorcidos e arbustos com vegetacdo rasteira (MAGNOLI; ARAUJO,
2005), podendo ser caracterizado pelas matas de galerias, campos abertos (Campo Limpo)
e copa semi- aberto seco (Cerraddo) (MARINHO, 1996).

O cerrado é fonte de diversas espécies medicinais que vém sendo utilizadas ao
longo de varias geracfes por apresentar caracteristicas como auséncia ou nao de agua e
nutrientes que favorecem a producdo de metabdlitos secundarios para adaptacdo e que
podem apresentar potencial medicinal e com isso desempenham também um importante
papel para populacdo. Uma vez que a utilizacdo destas plantas medicinais pode ser uma
alternativa ao tratamento de doencgas.

Diversos autores (CARNEIRO, 2009; OLIVEIRA; VALE, 2013; RODRIGUES;
CARVALHO, 2001; SOUZA; FERNANDES; PASA, 2010; VERDE; PAULA; CANEIRO,
2003.), relatam o uso de plantas do cerrado na medicina popular conforme exposto na
Tabela 1, que encontram-se apresentadas por ordem alfabética com respectivos nomes

cientificos, nome popular, indicacfes, parte usada e preparo.
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Tabela 1 - Plantas do cerrado utilizadas na medicina popular

Nome Cientifico Nome Indicacdes Parte Usada  Preparo
Popular
Baccharis Alecrim-de- Antifebril Ramos com Decocto
dracunculifolia® vassoura folhas
Cassiarugosa G. Fedegoso- Gripe, rouquidao, Folha, raiz Decocto
Don°® do-campo vermifuga.
Copaifera Copaiba, Antiinflamatorio, Resina do Aplicacéo
langsdorfii® Pau-déleo cicatrizante caule local
Echinodorus Chapeu de Depurativo do sangue, Folha, toda NC
grandiflorus® couro hipercolesterolemia, planta

Transtorno do rim
Reumatismo, artrite Sifilis.

Hancornia Mangaba Diabetes, obesidade, NC Decocto
speciosa? dermatoses. ou infuso
Mauritia Buriti Cicatrizante Oleo
flexuosa® essencial
obtido da NC
polpa dos
frutos
Myracondruon Aroeira Reumatismo, quebraduras Melado da  Aplicacdo
urundeuva® Inflamacé&o dos ovarios casca local
Senna Fedegoso Problemas do figado Raiz Macerada
ocidentalis®
Vellozia flavican®  Canela-de- Anti-reumatico, dores de Casca, raiz Decocto
ema coluna, afec¢des renais
Xylopia Pimenta-  Digestivo e anti-inflamatério Frutos, Decocto
aromatica® de-macaco folhas e ou infuso
casca do
caule.

a: RODRIGUES, 2001; b: OLIVEIRA; VALE, 2013; c: VERDE; PAULA;CANEIRO, 2003; d: SOUZA;
FERNANDES; PASA, 2010.; e: CARNEIRO, 2009; NC: Nao consta;

Os autores realizaram coleta dos dados através de raizeiros, pesquisa de campo e
literatura obtendo informacdes necessérias para o levantamento dessas plantas com
indicacdo terapéutica (CARNEIRO, 2009; OLIVEIRA; VALE, 2013.; RODRIGUES;
CARVALHO, 2001.; SOUZA; FERNANDES; PASA, 2010.; VERDE; PAULA; CANEIRO,
2003.)

Como exemplo pode-se destacar o cajuzinho, que é utilizado para diarreia por meio
da infusdo das folhas ou casca do caule. Quando suas folhas ou casca do caule séo
preparadas por decocto € indicada para controle do diabetes. A mangaba é indicada na
ajuda no controle do diabetes e obesidade sendo preparada tanto decocto e infuso da casca

do caule. O decocto da raiz da planta papo-de-peru € utilizada como antisséptico, sedativo,
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antifebril, diurético, e j& decocto das folhas é indicada para hipertenséo arterial (RODRIGUES,
2001). Para febre, corrimento e gripe utilizam a raiz e folha da Acosmium dasycarpum
conhecida como cinco- folhas ou genciana. Da cerejeira é usado caule, semente e fruto a
fim de tratar reumatismo no sangue, gripe, bronquite, sinusite, pneumonia, prisdo de ventre,
figado, vesicula, dor nas costelas, dores no corpo, tosse, ulcera, gastrite, intestino e ictericia
(CARNEIRO, 2009).

Outra planta utilizada com fins medicinais é a sucupira branca. Diversos autores
realizaram estudos etnobotanicos (OLIVEIRA; VALE, 2013; SOUZA; FERNANDES; PASA,
2010.; SOUZA; FELFILI, 2006; VERDE; PAULA; CANEIRO, 2003.) com a sucupira branca.
Esses estudos encontram-se apresentadas por ordem cronolégica com respectivos autores,

comunidade pesquisada, forma de uso e indicagdes.

Tabela 2 - Estudo etnobotanico da sucupira branca

Autor/Ano Comunidade Indicacao Parte usada Preparo
pesquisada
VERDE; Mossamedes Resfriado, Semente NC
PAULA; (GO) infecgbes de
CANEIRO, garganta,
2003. esquistossomose.
SOUZA; Alto Paraiso Inflamacdes na NC NC
FELFILI, 2006 de Goias, garganta
GO, Brasil.
SOUZA; Sédo Goncalo Inflamacéo da semente Xarope
FERNANDES; Beira Rio, garganta
PASA, 2010. CUIABA, MT
OLIVEIRA; SUCUPIRA: Ulcera, gastrite, extrato seco Ch4, gotas
VALE, 2013. Planta que acido urico, aftas, da semente.
Cura amidalite, artrite,
artrose, asma,
blenorragia,
dermatoses.

NC- Nao consta

Conforme apresentada na Tabela 2 as sementes da sucupira branca preparadas

através de xarope, cha, gotas ou capsulas sdo indicadas popularmente para tratamento anti-
reumatico, anti inflamatorio para garganta e em preparagfes analgésicas, Ulcera, gastrite,
acido urico, aftas, amidalite, artrite, artrose, asma, blenorragia, dermatoses, inflamagdes na

garganta, resfriado, esquistossomose.
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3.1.1 Sucupira Branca

3.1.1.1 Caracteristicas gerais

P. emarginatus conhecida popularmente como sucupira branca é uma espécie da
familia Fabaceae do género Pterodon (OLIVEIRA, 2013). A Pterodon emarginatus, pode
chegar até 15 m de altura, sua madeira possui aspecto amarelo-pardacenta (MORAES,
2008). Seu tronco é cilindrico de até 60 cm de didmetro coberto por casca lisa branco-
amarelada, nativa do cerrado do Brasil Central (Tocantins, Mato Grosso, Goias, Minas
Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul). Possui folhas pinadas, flores rosadas e seus
frutos sdo vagens arredondadas que impossibilitam abertura para liberacdo da semente, e
contendo uma Unica semente protegida por uma capsula fibro- lenhosa e envolvida numa
estrutura esponjosa contendo uma substancia oleosa (LORENZI; MATOS, 2002) conforme

apresentado na Figura 1.

Figura 1 — Foto A- Flores, B- Folhas, C- Semente e D- Mudas da sucupira branca

Fonte: MATOS et al., 2007.
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Bustamante e colaboradores realizaram o teste fitoquimico evidenciando a presenca
de flavonoides, heterosideos saponinicos, resinas e tracos de esterdides e triterpendides.

Alguns estudos cientificos apontam atividade antimicrobiana da sucupira branca, em
diferentes 6rgdos como semente, folha e entre-casca, para tentar justificar o uso popular
(BUSTAMANTE et al., 2010.; SANTOS et al., 2010.; SILVA et al., 2005).

3.1.1.2 Atividade antimicrobiana da sucupira branca

Na utilizacdo de plantas medicinais do cerrado no tratamento de varias doencas e
com poucos estudos cientificos que mostrem real eficacia, € necessario aprofundamento
buscando analisar e isolar cada bioativo existente de cada planta estudada, porque a
necessidade de descoberta de novos ativos com atividade antimicrobiana vem cada dia
aumentando.

Com o surgimento da resisténcia aos antibiéticos, varias pesquisas estdo sendo
desenvolvidas no descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de
extratos de plantas como da sucupira branca, que pode ser realizado por varios métodos
como o de difusao em agar, método de macrodiluicdo e microdiluicdo para analisar atividade
antibacteriana e antifungica de diferentes microrganismos (OSTROSKY et al., 2008).

Silva e colaboradores (2005) moeram as sementes e utilizando como solvente
acetato de etila retiraram o 6leo das sementes, depois eliminando o solvente em rota-
evaporador, obtendo assim o 6leo bruto. Na avaliacdo do efeito do 6leo de sucupira sobre o
desenvolvimento fangico misturou o 6leo ao meio de cultura Batata-dextrose-agar (BDA) e
apo6s a homogeneizacdo e vertido em placas de Petri. Depois de esfriar discos de BDA
contendo fungos Alternaria brassicae, Fusariun oxysporum, Rhizoctonia solani e
Ceratocystis fimbriata foram transferidos para o centro das palcas e incubadas por seis dias,
onde inibiu o desenvolvimento micelal de todos ao fungos. Na avaliacdo do efeito do 6leo de
sucupira sobre bactérias foi preparado os discos de papel filtro umedecidos com o 6leo nas
concentracdes: 1%,10% e 100%, ap6s a multiplicagdo das colbnias bacterianas em meio de
cultura liqguido de batata-dextrose (BD), 0,5 mL de suspensdo das bactérias Clavibacter
michiganensis, Pseudomonas syringae e Xanthomonas campestris foram semeados
uniformemente sobre o meio de cultura BDA solido e incubados, depois foi feita a medigéo
dos halos determinado o didmetro, notando que teve inibicdo no desenvolvimento das
mesmas.

Santos® e colaboradores (2010) estudaram a propriedade antibacteriana das
sementes da sucupira- branca. Neste estudo o extrato vegetal foi obtido através da extracao
hidroalcodlica (fruto triturado + &lcool 70%) seguido de arraste a vapor (100 gramas do fruto

triturado e submetido a arraste de vapor, depois de destilado colocado em erlemayer). O
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teste bactericida, depois do crescimento das cepas de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus em caldo nutriente, foi semeado 100l em placa em
meio 4gar, depois sobre as placas adicionou discos impregnados com 10ul do extrato e
como controle usou alcool 70% e agua esterilizada depois, apés a incubacao foi medido o
halo de inibicdo, que o extrato alcodlico comparado estatisticamente com o &lcool teve
inibicdo as culturas de Staphylococcus aureus.

Santos® e colaboradores (2010) analisaram a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial das folhas de P. emarginatus. As folhas foram coletadas, pulverizadas e
maceradas, utilizando como liquido extrator etanol 96 © GL PA que permaneceram por trés
dias sob agitacdo ocasional, obtendo o extrato etandlico bruto. Na avaliacdo da atividade
antifingica foi feito o método de microdiluicdo em caldo em triplicata nas concentracdes de 1
a 512pug/mL. Na determinagdo da CIM do 6leo para bactérias foi realizada o método da
diluicdo em agar e em triplicata contendo o 6leo em concentracdes que variam de 50 até
0,78mg/mL. As bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus roseus, Micrococcus luteus, Bacillus atropheus, Bacillus cereus,
Bacillus stearothermophylus e Gram-negativas Enterobacter cloaceae, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens foram
reativadas e apdés o crescimento microbiano foi feito o indculo de cada bactéria e
transferindo 100 pL de cada suspensédo nas placas de Petri contendo as diluices do 6leo
em agar Mueller Hinton e encubadas. No teste em microdiluicao para indicar a atividade
antifungica foi negativa. As concentra¢des analisadas ndo inibiram os microrganismos mas
apresentando moderada atividade antibacteriana para as bactérias Gram-positivas e
ausente para as bactérias Gram-negativas.

Bustamante e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e contra o fungo C. albicans. Os microrganismos
testados foram repicados e incubados, apés foi feito o preparo do inéculo e padronizado
com a escala de McFarland, foi realizada a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) pelo
método de diluigdo em agar, onde o extrato bruto das cascas da P. emarginatus foi
solubilizado em 2 mL de etanol 95% e submetido a diluicdes seriadas por mais 4 tubos na
proporcéo 2:1 logo apos adicionado em 19 mL de agar Mueller — Hinton, entdo os in6culos
foram transferidos para as placas em diferentes concentra¢des do extrato bruto e incubados.
O resultado para a CIM foi de 0,18 mg/mL contra bactérias Gram-positivas Rhodococcus
equi ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Micrococcus roseus, e para as Gram-negativas Serratia marcescens ATCC 14756,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 de 0,37 mg/mL e Enterobacter cloacae FT 505 de
0,74 mg/mL e contra o fungo C. albicans mostrando que extrato etandlico bruto da casca da

P. emarginatus inibiu o crescimento de todas as bactérias e do fungo C. albicans.
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3.2 Microbiota

Os seres humanos convivem com diversas espécies de microrganismos em seu
meio ambiente, obedecendo um equilibrio entre ambas as partes (TORTORA, FUKE, CASE,
2005).

As bactérias sao microrganismos unicelulares (constituidos por uma célula),
procariontes (que sdo células mais simples, pois ndo tem ndcleo nem compartimentos
membranosos no citoplasma) que podem ser encontrados na forma isolada ou em colénias.
Algumas bactérias, como Escherichia coli, e Sthaphylococus aureus estdo presentes na
flora normal, podendo ocasionar infeccdes quando o individuo encontra-se debilitado
(MURRAY et al., 2000).

3.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos com parede celular espessa e ndo possui
uma membrana externa que se agrupam que parecem cachos de uva, que pode crescer
aerobicamente ou anaerobicamente, faz parte da microbiota normal da pele e mucosas e
encontrado na natureza, e esse género Staphylococcus ainda é constituido por cerca de 27
espécies. O Staphylococcus aureus € a espécie que geralmente acomete infec¢des tanto
comunitaria como hospitalar em humanos, localizando-se na pele ou em regides mais
profundas, um exemplo da infeccdo na pele € a furunculose, carblnculo, etc, que em
localidades diferentes recebem distintas designacfes (MURRAY et al., 2000).

O furanculo é a infeccdo envolvida no tecido celular subcutaneo das glandulas
sebaceas obstruidas e quando apresenta varios sitios de drenagem e geralmente localizado
na nuca ou nas costas recebe o nome de carblnculo. O Staphylococcus aureus é suscetivel
a varias drogas ativas contra bactérias Gram-positivas como as penicilinas, cefalosporinas,
porém também tem alta probabilidade de desenvolver resisténcia varias delas (TRABULSI,

2002).

3.2.2 Escherichia coli

Escherichia € um género constituida de varias espécies entre elas: Escherichia
blattae, Escherichia fergusonii, Escherichia hermannii, Escherichia vulnerii e a Escherichia
coli. A Escherichia coli é uma bactéria bacilar que pode crescer aerobicamente ou

anaerobicamente, Gram-negativa com parede celular complexa composta por membrana


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%83%C2%A9ria
http://pt.wikipedia.org/wiki/T%C3%83%C2%A9cnica_de_Gram
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externa que recobre uma camada delgada de peptidioglicano. A Escherichia coli esta
presente no intestino humano, fazendo parte da microbiota normal.

Essa bactéria € uma das maiores causadoras das mais diversas infec¢bes, como
por exemplo, as Infecgbes do Trato Urinario (ITU) por pré-existir nas fezes tem uma
facilidade fisica para infectar a genitalia feminina e colonizar a uretra provocando essa
patologia (TRABULSI, 2002).

A forma de tratamento de infeccdes por Escherichia spp é a utilizacdo de
antimicrobianos eficazes contra bactérias Gram-negativas como as Cefalosporinas (SILVA,
2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicao das garrafadas
As garrafadas da semente (GS), da folha (GF) e entre-casca (GEC) foram adquiridos
no Mercado Municipal na cidade de Ponte Alta Tocantins no periodo de fevereiro a marco de

2014.

Figura 2- Foto das garrafadas

Legenda - 1- GF- Garrafada da folha; 2- Garrafada da entre casca;3- Garrafada da semente.

4.2 Microrganismos

Para avaliacdo da atividade antibacteriana dos GS, GF e GEC da sucupira branca

(Pterodon emarginatus) foram utilizadas as cepas: Escherichia coli ATCC® 25922,

Staphylococus aureus ATCC® 25923; gentilmente cedidas pelo laboratério CEULP- ULBRA.

4.3 Preparacdo dos meios

Os meios de cultura utilizados para crescimento de Escherichia coli (MacConkey),

Staphylococus aureus (Mannitol Salgado) (BRASIL, 2010), e para avaliacdo antibacteriana
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(Muller Hinton), além dos caldos de enriquecimento, foram preparados de acordo com
instrucbes do fornecedor. Depois de agitado na chapa aquecedora com o agitador
magnético todas as solu¢bes foram esterilizadas em autoclave Vertical (MOD AV50) a 121
°C por 15 minutos e ap6s resfriamento foram transferidos 20 ml dos meios (Mannitol e
MacConkey) para placas de Petri pequenas, e do meio Mueller Hinton um volume de 25 ml
para placas de Petri grandes para o antibiograma.

Toda vidraria e material utilizado foi esterilizado (utilizando a autoclave Vertical MOD
AV50), e o procedimento realizado na Capela de Fluxo Laminar Vertical (LB80).

4.4 Reativacao das cepas

Esse procedimento experimental requer um trabalho de pré-enriquecimento o que
garante a recuperacdo dos microrganismos que estdo congelados, utilizando o Caldo
Caseina-soja como diluente de enriquecimento. Usando a diluicdo 1:10 foi homogeneizado e
em temperatura ambiente aguardando 2 horas que é 0 tempo necessario para sua
reativagdo, porem ndo tem finalidade de estimular sua multiplicagdo (BRASIL, 2010).

Depois da reativacéo, os microrganismos foram semeados e encubados a 37° C e

apos 24 horas verificou-se o crescimento ou formacao de colbnias.

4.5 Padronizacao do in6culo

Apoés o crescimento das bactérias, foi feita a padronizagcdo retirando-se tracos das
colénias com alca descartavel e adicionada ao tubo contendo 5mL de solucédo salina até

atingir a turvacao equivalente a da escala 0,5 MacFarland.

4.6 Preparacao dos discos e determinacdo dos antibiéticos controle

Depois do preparo do inéculo, foi impregnado 10uL (SANTOS, et al., 2010) de cada
uma das amostra (GS, GF e GEC) da sucupira branca nos discos de papel filtro cortados e
autoclavados no didmetro de aproximadamente 5mm.

Como controle positivo de sensibilidade bacteriana, foi utilizado o antibiético
Amicacina para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC® 25923; Coranfenicol para
bactéria Escherichia coli ATCC® 25922; (BRASIL, 2010). Todos fornecidos pelo laboratério

do CEULP/Ulbra e colocados no centro das placas, conforme Figura 1.
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Figura 3- Esquema indicando a distribuicdo dos discos na placa de Petri.

Discos: 1- Controle Positivo; 2- Garrafada da semente; 3- Garrafada da entre-casca; 4- Garrafada da
folha

4.7 Avaliacdo da atividade antibacteriana

Apobs a padronizacao do indculo foi distribuido sobre as placas de cada bactéria, com
swab descartavel foi distribuido sobre as placas com o Agar Muller Hinton e deixado de
repouso por aproximadamente 3 minutos para secar. Apds o repouso os discos de papel
filtro de ate 5mm de diametro impregnados com as amostras e 0s antibidticos controle
positivo foram posicionados sobre as placas inoculadas com o auxilio de uma pinca
previamente esterilizada incubadas a 37°C por 24 horas (ALVES, 2008).

A avaliacdo do potencial antibacteriano, apos o periodo de incubacéo das placas, foi
conferido através da medicdo da area inibida das amostras e controle positivo, analisando a
formacdo de uma zona clara sem crescimento bacteriano ao redor dos discos, comparando
com o controle positivo. Os didametros dos halos foram averiguados com o auxilio de um

paquimetro e sua dimenséo é o indice da sensibilidade da bactéria (SANTOS, 2010).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através dos resultados dos halos de inibicdo formados, é possivel determinar a
eficacia das GS, GF e GEC para cada microrganismo, estabelecendo preferéncia contra

cada bactéria especifica determinando qual a amostra é necessario utilizar.

5.1 Staphylococcus aureus

Nos testes realizados in vitro foi evidenciado que o GS da sucupira branca
apresentou a melhor atividade comparado com o GEC e GF (Tabela 3), porém o GS, se
comparado com o controle positivo para interpretacdo padrdo de halos de inibicdo da
Farmacopeia Brasileira IV edicdo (1988), é considerado resistente por ndo possuir halo
satisfatério contra o Staphylococcus aureus, em que obteve um pequeno halo médio de 4,5
mm com baixa capacidade inibitéria (Figura 3), formando uma pequena area limpida ao
redor dos discos impregnados.

Resultado similar, mas com uma média inferior ao encontrado, foi o de Santos e
colaboradores (2010), no qual foi verificado um halo de inibicdo de 0,715 mm em média,

para amostra de sementes preparada em extrato hidroalcoélico em alcool 70%.

Figura 4- Discos distribuidos em placa contendo a bactéria Staphylococcus aureus.

Legenda - 1- Controle Positivo: Coranfenicol; 2- Garrafada da Semente; 3- Garrafada da entre-casca,;
4- Garrafada da Folha.
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Tabela 3 - Resultado de inibi¢cdo de crescimento para a bactéria Staphylococcus aureus,
obtidos no ensaio de atividade antibacteriana pelo método de disco-difusao.

Amostras Diametro médio Resultado da leitura dos Referéncia do controle
(mm) halos Positivo Farmacopeia IV
(mm)
Amicacina 215 Sensivel Resistente < 14
Intermediario 15 — 16
GS 4,5 Resistente Sensivel > 17
GEC - Resistente
GF - Resistente

Legenda — GS- Garrafada da semente; GEC- Garrafada da entre casca; GF- Garrafada da folha

Apesar da néo efetividade da GF, onde ndo ha formacédo de halo e ndo houve
paralisacdo do crescimento bacteriano aqui testado, Santos e colaboradores (2010)
realizaram através do método da diluicio em agar determinando a CIM em diferentes
concentracdes. Os autores encontraram CIM de 50 mg/mL para S. aureus classificando
como atividade antibacteriana moderada para o extrato etandlico.

Os testes realizados demonstram que o GEC nédo foi capazes de impedir o
crescimento bacteriano, fato verificado nos testes de sensibilidade contra o S. aureus.
Contudo Bustamante e colaboradores (2010) realizaram a CIM com resultado de 0,74
mg/mL para o extrato etandlico e para mesma bactéria aqui testada.

Porém mesmo com esse resultado ndo se deve descartar o potencial farmacolégico,
pois fatores como a concentracdo das garrafadas utilizados podem influenciar no resultado,
e mediante outros estudos aqui citados, € possivel dar continuidade a exploracdo para

obtencéo de compostos bioativos da sucupira- branca testando em outros solventes.

5.2 Escherichia coli

O Coranfenicol (controle positivo) apresentou um halo de inibicho com média de
38,5mm para E. coli (Figura 3), sendo que o didmetro minimo para 0 microrganismo ser
considerado sensivel ao antibiético é de 18mm. Com valores entre 13 e 17mm indicaria uma
cultura de E. coli com sensibilidade intermediaria, € menor que 12mm a bactéria seria

resistente ao extrato, e para as amostras analisadas foram estabelecidos 0 mesmo critério.
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Figura 5- Discos distribuidos em placa contendo a bactéria Esquerichia coli.

- - A"

Legenda - 1- Controle Positivo: Coranfenicol; 2- Garrafada da Semente; 3- Garrafada da entre-casca;
4- Garrafada da Folha.

O GS da sucupira branca apresentou melhor atividade frente ao microrganismo E.
coli, uma vez que houve a formacdo de um halo de inibicdo com média de 32,5 mm de
didmetro. Os que GF e GEC né&o apresentaram atividade antibacteriana contra as cepas

testadas (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultado de inibicdo de crescimento para a bactéria Escherichia coli, obtidos no
ensaio de atividade antibacteriana pelo método de disco-difusao

Amostras Diametro Resultado da leitura Referéncia do controle Positivo
médio (mm) dos halos Farmacopeia IV (mm)
Coranfenicol 38,5 Sensivel Resistente < 12
GS 32,5 Sensivel Intermediario 13 — 17
GEC - Resistente Sensivel > 18
GF - Resistente

Legenda — GS- Garrafada da semente; GEC- Garrafada da entre casca; GF- Garrafada da folha

Se comparar a média de diametro do GS com o controle positivo Clorafenicol, que na
Farmacopéia Brasileira IV edicdo (1988), que coloca para interpretagdo padrédo dos halos de
inibicdo determinando que € sensivel, pois seu halo limpido ao redor dos discos é maior que
18mm, com capacidade satisfatoria de inibicdo do crescimento da bactéria E. coli onde esse
resultado sugere boa atividade dessa amostra contra este microrganismo causador de
diversas infeccoes.

Estudo semelhante foram verificado no trabalho de Santos e colaboradores (2010),

através do método de disco-difusdo, mas com uma média inferior ao encontrado, no qual foi
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verificado um halo de inibicdo de 0,533 mm em média, para amostra de sementes
preparada em extrato hidroalcodlico em alcool 70%. Essa diferenca nos resultados pode ter
relacdo com o cultivo em diferentes ambientes da planta, que pode levar a aumento ou
diminuicao da producéo dos metabdlitos secundarios.

Na andlise do GF da sucupira branca ndo houve halo de inibicdo, sendo a bactéria
considerada resistente a amostra. Resultado semelhante foi realizado por Santos e
colaboradores (2010) que utilizaram o 6leo essencial das folhas para avaliagdo da atividade
antimicrobiana através do método da diluicdo em &gar, contra varios microrganismos entre
eles a E. coli apresentando uma alta CIM maior 50mg/mL sendo considerada ausente
atividade antibacteriana.

No experimento utilizando o extrato GEC da sucupira branca contra a bactéria E. coli
ndo houve a formacdo de halo de inibicdo, sendo assim, ndo tendo acdo contra o
crescimento desse microrganismo. Um mesmo extrato etandlico foi testado no trabalho de
Bustamante e colaboradores (2010), que determinou através do CIM, atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que obtiveram
especificadamente para E. coli CIM de 0,74mg/mL.

Varios fatores podem interferir na diferenga entre os resultados encontrados com a
garrafada, destacando o meio extrativo que ndo se tem informacdo de como foi realizada a
coleta, liquido extrator, tempo de armazenamento para que 0s metabdlitos secundarios
possam ser totalmente extraidos; a sazonalidade com informag¢Bes da época de coleta,
umidade, temperatura, nutrientes do solo, que sdo pontos que influenciam no aumento ou
diminuicdo da producdo desses metabdlitos; e a aquisicdo das amostras que nesse trabalho
foi analisada com a garrafada que apresentou resultados positivos e nos resultados e
analises dos autores que realizaram a producdo de suas amostras em laboratério o que
pode ter influenciado nessa diferenca de resultados ja que esses estudos nao possui
conhecimento e nem busca assemelhar-se na forma de producdo popular, que de certa
forma o meio extrativo, sazonalidade podem estd aumentando a disponibilidade dos
metabolitos secundarios e na sua composi¢do quimica que é 0s responsaveis por sua

atividade antibacteriana.
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6 CONCLUSAO

A amostra da garrafada da semente demonstrou ter atividade antibacteriana frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus em todos os testes, sendo que para a
bactéria E. coli mostrou ser mais eficiente, ressaltando a aplicacdo de extratos etandlicos
como formas de combate a essas bactérias.

Tanto a amostra da garrafada da folha quanto o da entre-casca ndo apresentaram
atividade antibacteriana para ambos os microrganismos testados. Contudo estes resultados
sdo importantes para um melhor conhecimento da atividade dessa planta, e que para os
estudos posteriores possam avaliar atividade antibacteriana com outros solventes e outros

microrganismos.
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