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RESUMO

A Uncaria tomentosa (Willd) D. C. (unha de gato) é
uma planta amplamente utilizada na medicina popular,
origindaria da Amazénia. Possui atividades biolégicas,
como anti-inflamatoéria, antimutagénica e antioxidante.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato de U. tomentosa, seco e
hidroalcooélico, obtido comercialmente, utilizando-se 12
cepas de microrganismos (6 Gram-positvas e 6 Gram-
negativas). Os testes antimicrobianos foram realizados
em agar BHI pela técnica de difusio em agar. Também
foram determinadas a Concentragao Inibitoria Minima
(CIM) e Concentracio Microbicida Minima (CMM).
Os testes demonstraram que os extratos inibiram o
crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo o extrato hidroalcoolico mais eficiente
que o extrato seco. Conclui-se que o extrato de U.
tomentosa possui atividade antimicrobiana podendo ser
utilizado como uma alternativa terapéutica de baixo
custo.
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INTRODUCAO

A Uncaria tomentosa ¢ uma trepadeira, com folhas
compostas, opostas e ovais podendo ser encontrada em toda
a Amazonia (Simdes et al.,2004). E uma planta medicinal
amplamente utilizada na medicina popular no tratamento
de varias enfermidades como, cancer, gastrite, reumatismo,
artrite e certas afecgdes epidérmicas, como a candidose oral
(Gattuso et al., 2004; Jurgensen et al., 2005; Kloucek et
al., 2005; Martino, 2006; Paiva et al., 2009; Dreifuss et al.,
2010).

Estudos fitoquimicos observaram a presenca de
alcaloides oxindolicos, N- oxi-oxinddlicos e inddlicos,
triterpenos glicosilados, taninos e flavonoides, sendo estes
responsaveis por suas atividades biologicas (Heitzman et
al., 2005; Bertol et al., 2012).
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Apesar de inimeros estudos sobre suas propriedades
terapéuticas, ha uma caréncia de comprovagdes cientificas
sobre sua atividade antimicrobiana. Sendo assim, tornam-
se necessarios estudos que comprovem esta agao.

O conhecimento sobre espécies vegetais com
propriedades antimicrobianas tem sido revisto e ampliado,
devido aos crescentes problemas associados ao uso de
diversos antibioticos como o limitado espectro de agdo e
seus efeitos colaterais (Mota, 2005; Silveira, 2006), além da
aquisicao de resisténcia multipla aos mesmos. As infecg¢des
bacterianas estdo disseminadas pelo mundo, principalmente
nos paises em desenvolvimento e, por isso, os estudos sobre
a atividade antimicrobiana de plantas representam um
grande desafio para a descoberta ¢ a identificagdo de novos
farmacos (Ramos et al., 2008; Guimaraes et al., 2010).

O presente trabalho objetivou analisar a atividade
antimicrobiana do extrato seco ¢ hidroalcoolico de
U. tomentosa, através do teste de difusdo em agar e
determinagao da CIM e CMM.

MATERIAIS E METODOS

Local de realizacio dos experimentos

Os testes foram realizados no Laboratério de
Biologia e Fisiologia de Microrganismos da UNIFENAS,
Campus de Alfenas-MG.

Procedéncia dos extratos de U. tomentosa

Foram utilizados extrato em p6 da U. tomentosa.,
comercializados em uma farmacia da cidade de Alfenas
- MG, proveniente das folhas e também o extrato
hidroalcodlico fornecido por um comércio de produtos
naturais, proveniente da casca da planta, sendo estes
previamente padronizados.

Avaliacao da atividade antimicrobiana

Microrganismos e preparo do inoculo

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos
extratos secos e hidroalcoolicos de U. tomentosa, foram
utilizados os microrganismos relacionados na Tabela
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1, oriundos do Laboratério de Biologia e Fisiologia de
Microrganismos/UNIFENAS, todos rotulados na American
Type Culture Collection (ATCC).

As cepas foram cultivadas em agar Brain Heart
Infusion (BHI) a 37°C, por 24h. Para o preparo do in6culo,
as culturas de cada microrganismo foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 2 mL de salina esterilizada de
forma a obter-se turbidez equivalente ao tubo 0,5 da Escala
de Mac Farland.

Tabela 1.
tomentosa.

Microrganismos utilizados nos ensaios com U.

MICRORGANISMOS

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas

Enterobacter aerogenes

Bacillus cereus (ATCC 11778) (ATCC 13046)

Bacillus subtilis (ATCC 6633) Escherichia coli (ATCC 8739)

Micrococcus luteus (ATCC 9341) Klebsiella pneumoniae (ATCC

13883)
Staphylococcus aureus Proteus mirabilis
(ATCC 6538) (ATCC 25933)

Staphylococcus epidermidis
(ATCC12226)

Streptococcus pyogenes
(ATCC 19615)

Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 25619)

Salmonella typhimurium
(ATCC 14028)

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracio
Microbicida Minima (CMM)

No teste de dilui¢do foram inoculados 0,1 mL da
suspensdo microbiana em uma série de tubos, contendo uma
variagdo de concentragdes de 5 a 80 mg/mL dos extratos
U. tomentosa. Apds 24 horas de incubagdo a 37°C, foram
examinados visualmente para comprovacdo da turvacao.
Os tubos que se apresentaram visivelmente limpidos foram
considerados positivos. Em seguida foram transferidos 0,1
mL para placas contendo agar BHI para determinagdo da
CMM. Apos incubagdo fez-se a leitura através da contagem
de colonias para verificagdo da presenca ou auséncia do
crescimento microbiano. Foram preparados controles
positivos e negativos dos componentes que intervém no
procedimento (NCCLS. 2011).

Para os microrganismos que apresentaram CIM
foi realizado o teste de difusdo em agar. Todos os ensaios
foram realizados em duplicata.

Teste de difusio em agar

Foi realizado em agar BHI, pela técnica de pocos. O
p6 do extrato seco de U. fomentosa foi obtido em capsulas
padronizadas em 200 mg/mL cada. O mesmo foi pesado
em balanca de precisdo de modo que foram preparadas
as solucdes com as concentragdes desejadas. Para obter a
concentragdo de 80 mg/mL foi preparado uma solugao de
5 mL. Foram pesados 400 mg e diluidos em 5 mL de 4dgua
em seguida foram filtradas em sistema a vacuo utilizando
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filtro Millipore 0,22 pum para esterilizacdo. Em seguida
foram adicionados 300 puL. em cada pogo correspondentes
a 5,10, 20, 30,40, 60, 80 mg/mL. A atividade in vitro
baseou-se na formagao de halos de inibigao de crescimento,
para as diferentes concentracdes da substancia, de acordo
com o método descrito por Bauer & Kirby (1966). Foram
preparados controles negativos (agua) e controles positivos
(clorexidina 10%).

Estudos realizados por Santa Maria et al. (1997)
revelaram auséncia de inibigdo in vifro em concentragdes
de at¢ 100 mg/mL, justificando a utilizacdo das doses
testadas neste estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de macrodiluicdo em caldo (CIM)
demonstraram que o extrato seco de U. fomentosa inibiu
o crescimento microbiano de Bacillus cereus, Micrococcus
luteus, Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes
variando de 20 a 30 mg/mL. Nao foi eficiente para Bacillus
subtilis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
epidermidis. Ja o extrato hidroalcodlico inibiu as cepas de
Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus e Streptococcus pyogenes nas concentragdes que
variaram de 20 a 80 mg/mL. Nao foi eficiente para Bacillus
subtilis, Proteus mirabilis e Staphylococcus epidermidis
(Tab 2).

Somente as cepas de Bacillus cereus e Streptococcus
pyogenes nas concentragdes de 60 ¢ 80 mg/mL,
respectivamente, apresentaram Concentracdo Microbicida
Minima (CMM) para o extrato seco. J4 para o extrato
hidroalcodlico todos os microrganismos que apresentaram
CIM, demonstraram atividade bactericida (CMM), exceto
Micrococcus luteus (Tab. 2).

Somente Bacillus cereus e Streptococcus pyogenes,
nas concentragdes de 40, 60 ¢ 80 mg/mL do extrato seco,
apresentaram halos de inibicdo. Nao houve formacao
de halos para os demais microrganismos. Nenhum
microrganismo testado apresentou halos de inibicdo diante
do extrato hidroalcodlico.

Os resultados obtidos confirmam os estudos de
Kloucek et al. (2005), em que o extrato da U. tomentosa
apresentou atividade antibacteriana contra: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, em concentragao
de 16 mg/mL.

Herrera et al. (2010) avaliou a atividade
antimicrobiana do gel de U. tomentosa contra patdogenos
endodonticos e apresentou atividade contra Staphylococcus
aureus.

Ccahuana-Vasquez et al. (2007), utilizando o teste
de difusdo em agar, das 106 estirpes isoladas da cavidade
oral humana 22 eram de S. aureus e todas apresentaram
CIM na concentrag@o de 2% do extrato seco. Estes estudos
corroboram com nossos, pois também houve inibigdo de S.
aureus.

Nao houve inibi¢do para Pseudomonas aeruginosa,
como para o extrato seco aqui testado.
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Tabela 2 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Microbicida Minima do Extrato Hidroalcodlico e do Extrato Seco da

U. tomentosa.

CIM' CMM? Clm? CMM#
MICRORGANISMOS mg/mL do extrato mg/mL do extrato mg/mL do ex. mg/mL do ex.
seco seco hidroalcodlico hidroalcodlico
Bacillus cereus (ATCC 11778) 20 60 30 30
Bacillus subtilis (ATCC 6633) ¥ o _ _
Enterobacter aerogenes (ATCC 13046)- _ _ 60 60
Escherichia coli (ATCC 8739) _ _ 80 80
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) _ _ 80 80
Micrococcus luteus (ATCC 9341) 30 _ 40 _
Proteus mirabilis (ATCC 25933) _ _ _ _
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) _ _ 40 40
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) _ _ 60 60
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) 30 _ 30 60
Staphylococcus epidermidis (ATCC12226) _ _ _ _
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 20 80 20 20

! Concentragdo Inibitoria Minima do extrato seco.

2 Concentragdo Microbicida Minima do extrato seco.
*Concentragdo Inibitoria Minima do extrato hidroalcodlico.
“Concentragdo Microbicida Minima do extrato hidroalcodlico.
* Auséncia de inibigdo.

Em pesquisas realizados por Diniz (2008), pela
técnica de difusdo em agar, o extrato das raizes de U.
tomentosa, nao apresentou atividade antibacteriana,
estando em contradi¢do com nossos estudos, em que houve
inibicao para a maioria das cepas.

Comparativamente o  extrato  hidroalcodlico
proveniente da casca da planta, obteve maior atividade
antimicrobiana que o extrato seco proveniente das folhas.
Esta divergéncia de resultados e a diferenca da acdo dos
diferentes extratos podem estar relacionada aos diferentes
métodos de extragdo, bem como, diferentes condigdes
ambientais, origem e partes utilizadas da planta e, por
conseguinte diferentes concentragdes e polaridades dos
principios ativos.

Em estudos comparativos com diferentes extratos
da U. tomentosa, o extrato aquoso liofilizado da casca
apresentou maior atividade antioxidante que o extrato
seco obtido comercialmente, que ressalta a possibilidade
do extrato da casca obter maior quantidade de principios
ativos (Marques, 2008).

Em relag@o ao antibiograma, os resultados obtidos
podem ter ocorrido em consequéncia das desiguais
polaridades dos principios ativos, dificultando sua difusdo
no agar.

De acordo com Dotto et al. (2006), devido ao fato do
meio de cultura possuir substancias tamponadoras, mesmo
que os principios ativos presentes no extrato tenham se
difundido, a magnitude de pH alcangada em torno do extrato
pode ser insuficiente para exercer atividade antimicrobiana.

Estudos fitoquimicos possibilitaram o isolamento
de alcaloides oxindolicos, N-oxi-nddlicos e inddlicos,
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triterpenos glicosilados, taninos e flavonoides do extrato de
U. tomentosa (Heitzman et al., 2005; Bertol et al., 2012).
Estes principios ativos podem estar relacionados com a
sua agdo antimicrobiana, justificando nossos resultados,
uma vez que flavonoides, terpenos (Gutkind et al., 1984;
Perruchon, 2002; Singh & Singh, 2003; Simdes et al.,
2004; Weniger et al., 2005; Alencar et al., 2007) ¢ taninos
(Scalbert, 1991; Loguercio et al., 2005) possuem acdo
antimicrobiana comprovada.

A agdo antimicrobiana dos taninos pode ser
explicada por trés hipoteses: A primeira pressupde que os
taninos inibem enzimas bacterianas, se complexando com
os substratos dessas enzimas; a segunda inclui a agdo dos
taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo, e a terceira fundamenta-se na
complexagdo dos taninos com ions metalicos, diminuindo
a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo
microbiano (Scalbert, 1991; Loguercio et al., 2005).

Entretanto Andresek e colaboradores (2004)
afirmam que diferentes extratos com compostos de
diferentes polaridades frequentemente apresentam uma
tendéncia similar relacionada a atividade antimicrobiana,
ja que a droga vegetal pode conter varios principios ativos
com o mesmo efeito possibilitando interagdes sinérgicas e
superior eficacia em relagao aos compostos isolados.

CONSLUSOES
Conclui-se que os extratos secos e hidroalcodlico de

U. tomentosa apresentam acdo bactericida ¢ bacteriostatica
diante de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas,
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porém ndo ¢ eficaz para todos os microrganismos, sendo o
extrato hidroalcoolico mais eficaz que o extrato seco.
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ABSTRACT

Antimicrobial activity of Uncaria tomentosa (Willd) DC.

The plant Uncaria tomentosa (Willd) DC. (cat’s claw),
found in the Amazon region and widely used in popular
medicine, has anti-inflammatory, antimutagenic and
antioxidant activities. The aim of this study was to test
the antimicrobial activity of two commercially prepared
extracts of U. tomentosa, one dried extract of bark and
the other hydroalcoholic leaf extract, against 12 strains
of bacteria (6 Gram-positive and 6 Gram-negative).
The antimicrobial tests were conducted by diffusion
in BHI agar. The Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) and the Minimum Microbicidal Concentration
(MMC) were also determined. The tests showed that
both extracts inhibited the growth of Gram-positive
bacteria, but the hydroalcoholic extract was more
effective and also inhibited Gram-negative bacteria.
It is concluded that the U. tomentosa extract has an
antimicrobial activity and can be used as a low-cost
alternative treatment.

Keywords: Antimicrobial activity. Cat’s claw. Dried
extract. Hydroalcoholic extract.
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