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RESUMO

O uso de plantas medicinais € quase tdo antigo quanto a civilizacdo humana.
Compostos presentes em plantas com propriedades antimicrobianas, tém sido
reconhecidos empiricamente durante séculos, mas cientificamente vém sendo
confirmados nas ultimas décadas. Devido ao elevado aumento da resisténcia de micro-
organismos patogénicos aos antimicrobianos disponiveis autalmente, surge a
preocupacdo com a busca por novas fontes de substancias com potencial
antimicrobiano, e assim, as plantas no ramo da fitoterapia vém recebendo merecido
destaque. Solanum lycocarpum e Indigofera L. sdo plantas popularmente utilizadas
como fitoterapicos para tratamento de diversas doencas e sintomas. O objetivo foi
avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etandlico das folhas de Solanum
lycocarpum e Indigofera L. O potencial antimicrobiano do extrato foi avaliado pelo
teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) frente a cepas provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC): Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
glabrata, Candida krusei, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus. N&o foi observada atividade antimicrobiana frente as cepas
testadas, pois estas ndo tiveram seu crescimento inibido pela presenca do extrato

vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapia. Concentracgdo Inibitoria Minima. Potencial

antimicrobiano.



INTRODUCAO

A resisténcia a drogas de patdégenos humanos e animais ndo é um fendmeno
novo e tem se apresentado como um problema complexo provocado por numMerosos
fatores, entre 0s quais se destaca o0 uso indevido de farmacos (Callou et al., 2012; Rossi
& Andreazzi, 2005).

Em raz&o ao grande aumento da resisténcia de micro-organismos patogénicos as
drogas disponiveis no mercado e devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos
surge a preocupacdo com a procura por novas alternativas terapéuticas, incentivando a
busca por novas fontes de substancias com atividades antimicrobianas como as plantas
utilizadas na medicina tradicional.

O uso de plantas medicinais é quase tdo antigo quanto a civilizacdo humana e
constitui uma forma de medicina que vem crescendo visivelmente ao longo dos anos
(Duarte, 2006). Hoje em dia, os fitoterdpicos ocupam um maior espago no mercado
devido a baixa incidéncia de efeitos colaterais, em virtude do desenvolvimento de novos
medicamentos sintéticos estarem se tornando cada vez mais dificil (Ferrari, 2002), e por
ser uma das alternativas para os problemas relacionados ao aumento da resisténcia dos
patégenos (Orlando, 2005).

Encontram-se no Brasil cerca de 20% das 250 mil espécies medicinais
catalogadas pela United Nations Educational Scientific and Cultural Organization
(UNESCO), facilitando o aproveitamento do potencial curativo dos vegetais para o
tratamento de doencas no pais. (Mendes et al., 2011).

Solanum lycocarpum (Solanaceae), popularmente conhecida como
“lobeira”, ¢ uma planta nativa do Brasil, muito comum na regido do cerrado (Soares-
Mota et al., 2010), cresce e se desenvolve em condi¢oes ambientais desfavoraveis, e é
capaz de suportar climas aridos e periodos de seca prolongados (Junior et al.,2003).

Popularmente tem-se atribuido aos frutos da lobeira propriedades
hipoglicemiante, antiinflamatoria, efeitos calmante, sedativo, antiepilético,
antiespasmadico e antiinflamatério (Dall-Agnol & Von-Poser, 2000; Cruz, 1982;
Lorenzi, 1991; Vieira Junior et al., 2003). Ja as folhas possuem propriedades emolientes
e anti-reumaticas, e, das flores e frutos, faz-se tonicos contra asma, gripes e resfriados

(Rocha et al., 2006). Entretanto, a principal utilizacdo popular é para o tratamento do



Diabetes Mellitus e da obesidade, reduzindo os niveis de colesterol (Yoshikawa et al.,
2007).

O género pantropical Indigofera popularmente conhecido como “anileira” ¢
constituido por cerca de 700 espécies, distribuidas nos tropicos e subtropicos, sendo na
maior parte representadas por plantas herbaceas e subarbustivas (Paulino et all., 2010).
Na homeopatia a anileira é indicacada para dores articulares e nevralgicas, distdrbios
circulatérios, afeccdes das vias respiratorias, inflamacdes da pele e hemorragia nasal. As
folhas tém propriedades antiespasmodicas e sedativas, febrifugas, diuréticas e
purgativas (Sigrist, 2013).

Devido ao fato das plantas Solanum lycocarpum e Indigofera L. serem
popularmente utilizadas no tratamento de algumas doencas este estudo visou verificar
cientificamente se o extrato etandlico das folhas dessas plantas possuem algum efeito
antimicrobiano.

MATERIAL E METODOS

As plantas (Solanum lycocarpum e Indigofera hirsuta) foram coletadas em
campos situados a 22°15'48.3"S, 54°48'45.6"W e 22°08'20.4"S, 55°08'19.0"W, no
municipio de Dourados-MS. Apos a coleta o material foi levado para identificacdo no
laboratdrio de Botanica da Universidade Federal da Grande Dourados.

As plantas foram secas em estufa de ar circulante a 30°C e ap6s secagem O
material foi triturado em moinho de facas, o material resultante foi pesado e armazenado
em frascos de vidro estéreis contendo 1000 mL de alcool etilico absoluto (Synth) e
armazenados a temperatura ambiente por 1 semana com agitacoes ocasionais. O
material foi filtrado e os extratos foram completamente rotoevaporados a 35°C, em roto-
evaporador. Apés evaporagdo total os extratos foram liofilizados em liofilizador de
bancada e os extratos foram armazenados 4°C.

Foram testadas cepas padrdo provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA): Candida albicans ATCC 90028, Candida tropicalis
ATCC 750, Candida glabrata ATCC 2001, Candida krusei ATCC 6558, Enterococcus
faecalis ATCC 51299, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Os indculos bacterianos foram semeados em Agar TSA e incubados a 37°C por
24h e as leveduras foram semeadas em Agar Sabouraud dextrose e incubadas a 35°C

por 24h. Os inoculos foram ajustados em solucdo salina 0,85% até atingirem a turbidez



correspondente a escala 0,5 de McFarland. Os inéculos ajustados foram diluidos na
por¢do 1:50 em solugdo salina e posteriormente diluidos na por¢do 1:20 em meio de
cultura (caldo Muller-Hunton para bactéria e RPMI para leveduras).

A concentracgdo inibitoria minima de cada extrato foi determinada por meio da
técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002, 2008).

Os extratos vegetais foram suspensos em DMSO (dimetilsulféxido) para se
chegar a concentracao inicial de 2048 ug/mL, em seguida diluidos em MHB (caldo
Muller-Hunton) para teste com bactérias e RPMI para teste com leveduras, e vertidos
nas placas de microdiluigdo com 96 pocgos.

Foram aliquotados 100 ul de meio de cultura aos pocos das colunas 3 a 12 e 200
ul ao poco da coluna 1. Foram adicionados 100 ul dos extratos aos pocos das colunas 2
e 3 e realizou-se dilui¢bes seriadas para obtencdo de diferentes concentracoes ate a
coluna 11. Desprezou-se 100 ul da coluna 11 e adicionou-se 100 ul da suspenséo de
micro-organismos a partir da coluna 2 para um volume final de 200 ul em cada poco. A
suspensdo microbiana foi considerada o controle positivo, enquanto que o meio de
cultura foi utilizado como controle negativo.

As placas de microdiui¢cdo com bactérias foram incubadas a 35°C por 24h e as
placas com leveduras foram incubadas a 37°C por 48h. Cada extrato foi testado em
duplicata. Os valores da MIC foram analisados com a mais baixa concentracao dos
extratos que nao apresentar turbidez ap6s a inoculacdo. A turvacdo dos pocos foi
interpretada como crescimento visivel de micro-organismos.

Para avaliacdo da Concentracdo Bactericida Minima (MBC) e Concentracdo
Fungicida Minima (MFC) palitos previamente autoclavados foram mergulhados em
cada poco da placa de mcirodilui¢cdo do MIC e com os mesmo foram perfurados os 96
pocos em placas de petri contendo agar Saboraud dextrose para avaliagcdo fungicida e
agar Muller-Hunton para avaliacdo bactericida. As placas para avaliacdo fungicida
foram armazenadas a 37°C por 48h e as placas para avaliacdo bactericida foram
armazanedas a 35°C por 24h. A concentragdo fungicida minima (MFC) e a
concentracdo bactericida minima (MBC) foram definidas como a menor concentragdo

de agente capaz de inibir o crescimento microbiano.

RESULTADOS E DISCUSSAO



A determina¢do da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) pelo método de
microdiluicdo em caldo mostrou que o extrato etanolico bruto de Solanum lycocarpum e
Indigofera hirsuta foram inativos frente a todas as cepas de micro-organismos testadas
apresentando CIM de 2056 ug/mL.

Para Holetz et al., (2002), extratos vegetais que apresentam atividade
antimicrobiana em concentragoes acima de 500 ug/mL possuem fraca atividade, e
extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana em concentracoes acima de
1000 ug/mL ndo possuem atividade, assim como demonstrado no quadro 1, sendo
considerados inativos e estes nao sdo passiveis de aproveitamento farmacéutico no

tratamento de infecgdes microbianas. (Mendes, et al., 2011).

Quadro 1- Critérios segundo Holetz et al., 2002, para aceitacdo da atividade antimicrobiana de

extratos brutos de plantas.

CONCENTRACAOQ INIBITORIA MINIMA

DO EXTRATO BRUTO RESULTADO

Abaixo de 100 pg/mL Boa atividade antimicrobiana
Entre 100 e 500 pg/mL Moderada atividade antimicrobiana
Entre 500 & 1000 pg/mL Fraca atividade antimicrobiana
Acima de 1000 pg/mL Inativa

Nos testes de Concentragdo Fungicidade Minima e Concentracdo Bactericidade
Minima os resultados nao foram diferentes. Os extratos vegetais testados ndo possuem
atividade de inibicdo do crescimento microbiano, ficando comprovado que estas plantas
ndo possuem potencial para serem utilizadas no tratamento de infeccGes bacterianas
e/ou fangicas.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que o extrato
etanolico bruto das folhas de Solanum lycocarpum e Indigofera L. ndo apresentam
potencial antimicrobiano efetivo, sendo estas, invidveis para o tratamento de infec¢Bes

bacterianas e/ou fungicas.
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