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RESUMO: O obijetivo foi avaliar a eficacia de diferentes formulac¢des de fitoterapicos
candidatos a antimicrobianos, produzidos a partir de folhas de caamembeca
(Polygala spectabilis - EFC) e figo (Ficus carica - EFF). Os fitoterapicos foram
produzidos com 30 dias de percolacéo a 4°C e liofilizados, sendo posteriormente
utilizados para realizar a marcha fitoquimica, o teste de toxicidade e o ensaio
antioxidante. O bioensaio de acdo antibacteriana foi realizado frente a Clostridium
perfringens, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
utilizando diluicbes em caldo com concentragdes exponenciais (20 ug.ml*t a 2560
ug.mlit) dos extratos. Nas andlises fitoquimicas, foram evidenciados diversos
compostos com propriedades antimicrobianas. A atividade antioxidante mensurada
em 640 ug/ml, em relagao ao acido ascorbico, do EFC foi de 68,4% ao passo que
para o EFF foi de 89,9%. O EFF teve eficacia, frente a todas as bactérias testadas,
com uma concentracdo bactericida minima (CBM) de 1280; 2560; 1280 e 320
Mg/ml, para C. perfringens, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, respectivamente,
todavia o EFC s0 agiu frente a S. aureus, com CBM de 2560 pg/ml. Os resultados
obtidos nos testes bioquimicos, juntamente com os encontrados nos testes in vitro,
evidenciaram que o EFF é um candidato a antimicrobiano.

Palavras-chave: Controle alternativo, Fitoterapia, Resisténcia microbiana

ABSTRACT: The objective was to evaluate the antimicrobial effectiveness of
different formulations of herbal candidates, produced from leafs of caamembeca
(Polygala spectabilis - EFC) and common fig (Ficus carica - EFF). Extracts were
produced with 30 days of percolation at 4°C and lyophilized; subsequently they were
used to perform the phytochemical march, toxicity test and antioxidant test. The
antibacterial bioassay was performed against Clostridium perfringens, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus using dilution with
exponential concentrations (20 pg.mlt-2560 pg.mlt) of the extracts. Several
compounds with antimicrobial properties were determined in phytochemical analysis.
The antioxidant activity measured at 640 ug/ml, compared to the ascorbic acid was
68.4% for the EFC while for the EFF was 89.9%. The EFF was efficacious in
different concentrations, against all bacteria tested, with the minimum bacterial
concentration (MBC) of 1280; 2560; 1280 e 320 pg/ml, to C. perfringens, E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus, however the EFC only acted against S. aureus, with 2560
ug/ml MBC. The results of the biochemical tests, along with those found in in vitro
tests showed that the EFF may be considered as an antimicrobial candidate
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INTRODUCAO

Durante 0 processo de
civilizagdo, as comunidades iniciaram a
descoberta e cultivo de espécies
vegetais que poderiam ser Uteis na sua
vida, como por exemplo as plantas
medicinais (Ledo et al., 2007). Mesmo
com a evolucdo da industria
farmacéutica, existe atualmente
problemas na assisténcia médica e na
logistica medicamentosa brasileira. Para
contornar esta situacdo, medicamentos
produzidos a base de extratos vegetais,
vém sendo utilizados com bons
resultados, frente a diversas afeccbes
infecciosas e parasitarias, causadas por
nematoddeos gastrintestinais, carrapatos,
bactérias e fungos. Os fitoterapicos séo
de facil obtencédo, além de possuirem
baixo custo e serem, geralmente,
atoxicos no meio ambiente (Sprenger et
al., 2015). O Brasil € considerado
privilegiado quanto a exuberancia
desses compostos, pois abriga mais de
um quarto da flora mundial conhecida
(Sousa et al., 2013).

A Floresta Amazbnica apresenta
uma grande diversidade vegetal, com
diversas plantas com propriedades
farmacéuticas. Muito embora, o
caamembeca (Polygala spectabilis) e o
figo (Ficus carica) estejam entre as
plantas mais populares e estudadas,
sendo que ambas possuem atividades
anti-helmintica, anti-inflamatéria,
antioxidante e  antitussigeno em
humanos (Ledo et al.,, 2007; Sousa et
al., 2013), estudos na area veterinaria
ainda sédo necessarios.

A situacdo de
apresentando
antimicrobianos

patogenos
resisténcia frente aos

utilizados
rotineiramente  na clinica médica
veterinaria € alarmante. Entre as
bactérias que apresentam mais relatos
de falha no tratamento estdo o
Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus (D’Lima et al.,

2012). Estas bactérias estdo envolvidas
em inameros processos infecciosos, de
grau leve a grave, como em
enfermidades do canal auditivo,
cutaneas, gastrintestinais e respiratérias
(Quinn et al., 2011).

Tendo em vista a crescente
selecdo de bactérias resistentes e a
falta de opg¢des medicamentosas para
combater estes patdgenos, o objetivo
deste trabalho foi avaliar diferentes
formulacdes de fitoterapicos, produzidos
a partir de folhas de caamembeca e
figo, contra C. perfringens, E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus.

MATERIAL E METODOS

Folhas frescas de caamembeca
(P. spectabilis) e figo (F. carica) foram
coletados de produtores no mercado
Ver-o0-Peso, Belém, PA, no més de julho
de 2014. O material foi identificado por
meio de chaves de identificacdo
botanica (Henderson, 1995). Apo6s a
colheita, as folhas foram secas a
sombra e em temperatura ambiente,
sendo posteriormente trituradas em
moinho de facas.

Para a producéo do extrato hidro
alcodlico utilizou-se um frasco de cor
ambar, no qual foram colocados,
separadamente, 72g de folhas de cada
planta isoladamente com 720 ml de
alcool etilico 70% (v/v). Em seguida, o
conteudo ficou 30 dias armazenado em
refrigerador a 4°C, sob agitacdo
periddica.

AplOs essa etapa, realizou-se a
filtracdo, com auxilio de uma bomba de
vacuo em funil com papel filtro para um
frasco tipo Kitasato. ApGs a obtencéo
dos extratos, 0s mesmos foram
concentrados em evaporador rotatorio,
sob pressdo reduzida a temperatura
inferior a 30°C e posteriormente foram
liofilizados. O rendimento obtido em
relacéo as folhas de caamembeca foi de
4,98% e para as folhas de figo foi de
5,13%.
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Os fitoterapicos foram diluidos
em &gua destilada na concentracdo de

10mg/ml, para a realizagdo da
determinacdo dos seguintes metabdlitos
(Matos, 1997): fenadis, taninos,
antocianinas, antocianidinas,
flavondides, catequinas,
leucoantocianidinas, esterdides,
triterpenos, saponinas, resinas e

alcaléides. A dosagem de fendis totais
foi realizada pelo teste de Folin-
Ciocalteu (McDonald et al., 2001). As
absorbancias dos extratos foram
comparadas ao padrdo de ac. gélico (1
a 50 pg/ml).

A atividade sequestrante do
radical DPPH foi determinada de acordo
com a metodologia de Blois (1958), com
modificacbes. Em  microtubos tipo
Eppendorf foram colocados 300 ul dos
extratos em diferentes concentracbes
(40-640 pg/ml) junto a 100 pl de solugéo
etandlica de DPPH (0,1 mM). Para o
branco da amostra foi adicionado 100 pl
de etanol (EtOH) ao invés do DPPH,
enquanto que no branco do método foi
utilizado 300 pl EtOH no lugar das
amostras.

A solucdo foi misturada em
agitador e posteriormente se transferiu
200 pl do preparado para uma placa de
96 pocos. O preparado foi incubado no
escuro, sob temperatura ambiente por
30 min. Decorrido esse tempo, a
absorbancia de cada solucdo foi
mensurada em espectrofotometro a 515
nm. Para o célculo do efeito foi usada a
seguinte férmula:

AA (%) = (ABScontroIe - (ABSamostra'
ABSBRamostra)) X 100) / ABScontrole

Onde, ABScontrole € a absorbancia
do controle, ABSamostra € @ absorbancia
das amostras incubadas com diferentes
concentracbes e ABSBRamosta € a
absorbancia do branco da amostra.

A atividade antioxidante dos
extratos testados foi comparada com
padrao do antioxidante comercial acido
ascorbico (vitamina C), o qual foi

preparado em etanol e utilizado nas
mesmas concentracdes dos extratos.

A atividade citotdxica dos extratos
foi avaliada seguindo a metodologia
adaptada de Meyer et al. (1982). Ovos
do microcrustaceo foram colocados em
aquario contendo sal marinho artificial
(38g/L) sob aeragdo constante e
temperatura controlada (28°C). Apos
eclosédo, foram transferidos dez
metanauplios para placas de 24 pocos,
contendo os extratos diluidos e sal
marinho: DMSO (1% v/v), em
concentragbes variando de 31,75 a
8000 pg/ml. O controle positivo utilizou-
se sulfato de quinidina. Os testes foram
produzidos em triplicata. Ap6s 24h de
contato, realizou-se a contagem do
namero de larvas vivas. A partir desse
valor foi calculada a CLso. O critério de
toxicidade dos extratos foi estabelecido
de acordo com Déciga-Campos et al.
(2007), sendo valores >1000 pg/ml (ndo

toxicos), = 500 a < 1000 pg/mi
(fracamente toxico) e < 500 pg/ml
(toxicos).

Todos o0s microrganismos foram
obtidos da American Type Culture
Collection (ATCC), sendo dois Gram-
positivos: C. perfringens (ATCC 12919)
e S. aureus (29213), e dois Gram-
negativos: E. coli (ATCC 25922) e P.
aeruginosa (ATCC 27853).

As bactérias foram inoculadas em
agar BHI e incubados a 37°C por 24h.
Transcorrido o tempo, realizou-se o
subcultivo, transferindo 50 pl do indculo
inicial para 50 ml de caldo Mueller-
Hinton, o qual foi incubado a 37°C por
1h, produzindo leve turvagdo, com
densidade de 0,5 na escala McFarland,
equivalente a 1,5x108 UFC ml.

O teste de difusdo em &gar foi
feito seguindo a metodologia de
Karaman et al., 2003. Para tal, com
auxilio de swabs estéreis, o indcuo
microbiano foi semeado na superficie de
placa de Petri com agar Muller-Hinton,
com profundidade de 4 mm. Discos de
papel filtro (6 mm de diametro) foram
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impregnados com 10 ul de extratos. Foi
utilizado o método de diluicdo seriada,
com um total de oito concentracfes
diferentes dos fitoterapicos (20 a
2.560 ug/ml). Os discos foram dispostos
com 30 mm de distancia da parede e de
outro indécuo, visando impedir a
sobreposicao das zonas de inibicdo. Os
controles negativos foram preparados
utilizando os mesmos  solventes
utilizados para dissolver os extratos.
Para controle positivo foi utilizado
ciprofoxacina (0,4 mg/ml) e gentamicina
(0,3 mg/ml). As placas inoculadas foram
incubadas a 37°C durante 24h. Cada
ensaio feito neste experimento foi
realizado em triplicata. A atividade
antimicrobiana foi avaliada através da
medicdo da zona de inibicdo de
crescimento bacteriano formados ao
redor dos discos. A concentracao
inibitéria minima (CIM) foi determinada
como a menor concentragdo da amostra
que resultou na inibicdo completa do
crescimento visivel na placa. A
concentracdo bactericida minima (CBM)
foi definida como a menor concentracéo
do extrato capaz de causar a morte de
99,9% do inécuo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em ambos o0s extratos, foi
detectada a presenca dos seguintes
metabolitos: fenadis, flavonoides, taninos,
esteroides, triterpenos, resinas,
catequinas, saponinas e alcal6ides. Ao
passo que antocianinas e antocianidinas
foram encontrados em quantidade
mensuravel apenas no herbal de F.
carica. O teor de fendis totais para os
extratos de caamembeca e figo, foram
respectivamente: 71,4 mg.g* (+1,887) e
168,2 mg.g?' (+2,035), semelhantes a
literatura (Marquez Mendoza, 2011).

Os compostos fendlicos possuem
uma gama de atividades bioldgicas,
como antioxidante, antitumoral e,
principalmente, antimicrobiana. Isto é
explicado pela habilidade de interagir e

formar complexos de macromoléculas,
tais como polissacarideos e proteinas
bacterianas. O efeito antimicrobiano dos
taninos deve-se a inibicdo de enzimas,
pela acdo direta na membrana e pela
competicdo  por ions  metalicos,
essenciais ao metabolismo microbiano.
Ja para os esterbides, a acdo ocorre
devido a alteracdo do pH do meio e
alquilacao de proteinas importantes dos
micro-organismos patogénicos.
Saponinas, triterpenos e catequinas
possuem relativa atividade bactericida,
principalmente contra bactérias Gram-
positivas.

A atividade antioxidante, na
concentragdo de 640 ug/ml, em relagao
ao controle positivo, para o EFC foi de
68,4% enquanto para o EFF foi de
89,9%. Estes resultados, principalmente
0 encontrado no EFF, sdo expressivos,
uma vez que o acido ascorbico possui
uma das maiores atividades
antioxidantes existentes na natureza. Os
compostos antioxidantes, tais como
fendis e flavondides, possuem funcgdes
como atividades anticancerigenas,
antiinflamatorias e  antimicrobianas
(Texeira et al., 2013). Esta ultima ocorre
devido a oxidacdo de elementos
fundamentais da parede celular,
principalmente os peptideoglicanos,
formando poros, comprometendo a
integridade da parede e tornando a
bactéria susceptivel a agentes externos.
A degradacdo €é menor frente a
bactérias Gram-negativas devido a
estrutura mais complexa e do maior teor
de lipideos da parede celular, que
podem tornar o0s patdbgenos mais
resistentes a  agentes  externos
(Efstratiou et al., 2012).

O ensaio de letalidade com A.
salina possui alta confiabilidade para
testar a toxicidade de fitoterapicos,
devido a sua resisténcia ambiental. Este
teste apresenta fundamental
importancia, quando se pretende testar
0s produtos em testes in vivo (Sprenger
et al., 2015). Os resultados da CLso do
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EFC e EFF foram, respectivamente:
2.281 e 1.458 pg/ml. Portanto, nenhum
dos extratos demonstrou ser toxico.

A atividade antimicrobiana dos
fitoterapicos estd apresentada na
Tabela 1. Houve acao do extrato de figo
frente a C. perfringens, E. coli, P.
aeruginosa. e S. aureus. Quanto ao
extrato de caamembeca ocorreu
significativa atividade apenas frente ao
S. aureus.

Tabela 1 - Determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentragéo
bactericida minima (CBM) dos extratos hidroalcéolicos de Ficus carica e
Polygala spectabilis.
Concentragao Inibitéria Minima (ug/ml)
Plantas/Bactérias C. perfringens E. coli P. aeruginosa S. aureus
F. carica 640 2560 640 320
P. spectabilis SA SA SA 1.280
Concentragao Bactericida Minima (ug/ml)
Plantas/Bactérias C. perfringens E. coli P. aeruginosa S. aureus
F. carica 1.280 2.560 1.280 320
P. spectabilis SA SA SA 2.560
SA= Sem agao.

Segundo Carauta & Diaz, (2002)
extratos produzidos com folhas de
plantas do género Ficus, como Ficus
sycomorus, F. benghalensis, F. religiosa
e F. racemosa, possuem atividade
antimicrobiana frente a diferentes
géneros. Reschke et al. (2007)
demonstraram acdo de F. benjamina
frente a diversas bactérias, entre elas S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa, com
CBM de 2.048 mg/ml e CIM entre 512 a
1.024 mg/ml.

Jeong et al. (2009) pesquisaram
o efeito de extrato metandlico de F.
carica contra diversas bactérias e
identificaram a acdo do fitoterapico
frente a S. aureus e E. coli, sendo que a
CBM e CIM variaram entre 2,5 a 10
mg/ml. Al-Yousuf (2012) visualizaram a
acdo bactericida de extrato metandlico
de F. carica perante E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus. Lee & Cha
(2010) também observaram o efeito do
extrato metandlico de F. carica frente a
S. aureus. Esta bactéria possui grande
sensibilidade a antibioticos e
substancias com tal potencial, sendo
usado como bioindicador para analisar
essa propriedade.

A caamembeca é um vegetal

muito utilizado pela populacao

amazonica, principalmente devido seu
efeito anti-helmintico, antidiarreico e
expectorante (Ledo et al., 2007). Porém,
nao h&a trabalhos cientificos
demonstrando suas propriedades
antimicrobianas, sendo este a primeira
pesquisa determinando seu espectro de
atividade e baixo efeito toxico.

No teste de Folin-Ciocalteu, foi
observado pouco conteudo de fendis
totais, classe de biomoléculas que
possui acao antimicrobiana
pronunciada. Uma maneira de aumentar
a quantidade de compostos fendlicos,
como flavondides e antocianinas, e
consequentemente melhorar a agao
frente a bactérias seria a digestdo fria
em metanol das folhas.

As infeccbes causadas por
bactérias resistentes ao tratamento com
antibidticos convencionais sdo uma
realidade mundial. Esta situagao
apresenta uma grande preocupacgao
para a saude publica e veterinaria
devido ao reduzido arsenal terapéutico
disponivel para tratamento em muitos
casos (Quinn et al., 2011). O problema é
maior quando ocorre desenvolvimento
de resisténcia em bactérias zoonoticas,
a exemplo dos patdégenos utilizados no
presente estudo, constituindo assim um
maior risco para a saude publica, pois
podem afetar a eficacia do tratamento
de infeccbes em humanos (D’Lima et
al., 2012).

A pesquisa da  atividade
antimicrobiana da flora amazbnica

constitui uma alternativa viavel para
somar as formas alternativas de
controle, sendo que este trabalho
servira como base para o]

desenvolvimento de novos fitoterapicos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicam ser
promissora a utilizacdo do extrato hidro
alcoolico de figo no controle das
bactérias C. perfringens, E. coli, P.
aeruginosa e S. aureus potencialmente
patogénicas pesquisadas, uma vez que
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a concentracao inibitéria minima e a
concentracdo bactericida minima foram
iguais ou inferiores a 2560 pg/ml.
Todavia, novas formulagdes necessitam
ser testada buscando maximizar a
eficicia do produto.
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