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RESUMO

A atividade biologica de plantas medicinais tem sido o
alvo de intensa investigacio cientifica, constituindo uma
importante fonte de novos produtos biologicamente
ativos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana interativa, in vitro, de seis extratos
vegetais, sendo eles: cajueiro (Anacardium occidentale
L.), barbatimao (Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, aroeira (Myracrodruon urundeuva), favela
[Cnidoscolus phyllacanthus (Miill. Arg.) Pax & Hoffm
L.], fedegoso (Heliotropium indicum L1.) e quixaba
[Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult.)
TD Penn.|, através do método de difusdo em disco,
frente as cepas padrao American Type Culture Collection
(ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Os resultados revelaram que dentre os extratos
testados 50% deles apresentaram atividade frente a
cepade S. aureus ATCC 25923. Os extratos ativos foram
cajueiro, barbatimao e aroeira. Os demais extratos nio
apresentaram atividade antimicrobiana frente as cepas
em estudo. Quando se avaliou a a¢io interativa entre os
extratos ativos, observou-se interferéncia antagonica,
constatada pela reducdo dos diimetros dos halo de
inibicio de crescimento bacteriano nas associacdes com
os extratos de cajueiro/barbatimio, cajueiro/aroeira e
barbatimio/aroeira. De modo que, 0 uso concomitante
extratos vegetais merece um olhar muito cuidadoso
pela possibilidade de ocorrer interferéncias entre eles,
reduzindo a poténcia da atividade antimicrobiana, em
relacio a sua poténcia quando utilizados isoladamente.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais constituem importante recurso
terapéutico para o tratamento de doengas, principalmente
das nagdes em desenvolvimento. Servem tanto a conhecida
“medicina caseira”, que faz parte da cultura popular
destes paises, como de matéria-prima para elaboragdo de
medicamentos fitoterapicos (Cordeiro et al., 2006; Zago
et al., 2009). Tais plantas constituem uma imensa fonte de
compostos de ampla atividade biologica e sua utilizagao,
principalmente no tratamento de doengas infecciosas,
representa uma grande contribui¢do para a descoberta de
novos agentes terapéuticos que possam ser utilizados no
tratamento de doengas causadas por micro-organismos
multirresistentes (Porfirio et al., 2009). Entretanto, muitas
sdo as espécies vegetais que ainda carecem de estudos.

A fitoterapia, como ciéncia, ¢ a area do conhecimento
que busca o tratamento das doencgas através das plantas
medicinais, repousa sobre uma tradi¢do secular, sendo
amplamente difundida através de raizeiros e curandeiros.
Neste contexto, as plantas medicinais sao utilizadas
sob diversas formas, desde chas, infusdes, banhos até
preparagdes mais eclaboradas como extratos, tinturas,
solugdes, xaropes, cremes, pomadas, comprimidos,
capsulas, entre outros (Simdes ef al., 2007).

Atualmente, a resisténcia bacteriana vem sendo
considerada como um crescente problema de satude publica
mundial e o maior obstaculo para o sucesso terapéutico
visto a continua reducdo do numero de antibidticos
validos disponiveis (SILVA et al., 2010). Portanto, devido
a selecdo de micro-organismos patogénicos mutantes
resistentes a esses compostos, o uso de antimicrobianos de
origem natural torna-se uma alternativa eficaz e econdomica
(Vargas et al., 2004). As plantas medicinais estdo dentre
os produtos naturais, de grande interesse cientifico devido
a possibilidade de emprega-las como fitofarmacos, por
proporcionarem grandes chances de obterem-se moléculas
prototipos devido a diversidade de seus constituintes
(Nascimento et al., 2000; Pessini et al., 2003; Duarte et al.,
2004; Michelin et al., 2005; Lima ef al., 2000).
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O uso de extratos vegetais de conhecida atividade
antimicrobiana pode adquirir significado nos tratamentos
terapéuticos (Loguercio et al., 2005). Entretanto, pouco
ainda se conhece sobre a interago entre diferentes extratos.
Essa interagdo pode ocorrer de tal forma que potencialize
sua ac¢do antimicrobiana, ou pode promover a redugdo ¢ até
mesmo a perda desta atividade. Devido a este fato faz-se
necessario avaliar a atividade antimicrobiana interativa de
extratos vegetais, possibilitando conhecimento para que o
uso concomitante seja realmente eficaz.

O estudo da atividade antimicrobiana,
geralmente ¢ baseado em micro-organismos de
importancia epidemioldgica, tais como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
responsaveis por diferentes processos etiologicos tanto
em pacientes imunocompetentes quanto em paciente
imunocomprometidos (Antunes et al., 2006; Catao, 2007;
Catdo et al., 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana ¢ a interagdo dos extratos de: cajueiro
(Anacardium occidentale L.), barbatimao (Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, aroeira (Myracrodruon
urundeuva), favela [Cnidoscolus phyllacanthus (Miill.
Arg.) Pax & Hoffm L.], fedegoso (Heliotropium indicum
L.) e quixaba [Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem.
& Schult.) TD Penn.], frente cepas de bacérias padrao
American Type Culture Collection (ATCC).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

As espécies vegetais foram coletadas no cariri
paraibano, no municipio de Sdo Jodo do Cariri. Foram
identificadas pelo botdnico Ivan Coelho Dantas e suas
exsicatas depositadas no herbario Manuel Arruda Camara
sob os numeros de voucher: Cajuciro. Num: 3034,
Barbatimao: Num: 3035, Aroeira: Num: 3033, Favela:
Num: 3036, Fedegoso: Num: 3032, Quixaba: Num: 3037.
Os extratos fliidos de cajueiro, barbatimao, aroeira, favela,
fedegoso e quixaba, foram preparados pelos professores
Thulio Antunes de Arruda (Laboratorio de Fitoterapia /
UEPB) e Rossana Miranda Pessoa Antunes (Laboratorio de
Homeopatia / UEPB), a partir das cassas de cada espécie
em estudo, utilizando-se o processo de maceragdo ¢ como
solvente o Etanol P.A. (99,5%), de acordo com o método
B da Farmacopeia dos Estados Unidos do Brasil, (1959).
Foram utilizados extratos brutos a 100%. O extrato bruto
¢ considerado uma solucdo a 100%, pois a concentragao
inicial foi obtida apos a extragao (isto €, o resultado obtido
de todo o processo de extracao).

Meios de cultura

Os meios de cultura agar Brain Heart Infusion
(BHI) e agar Mueller-Hinton (AMH), ambos da marca
(Difco®), respectivamente para manutenc¢do das cepas e
determinacgdo da atividade antimicrobiana, foram utilizados
de acordo com as recomendagdes do fabricante (Difco®).
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Micro-organismos

Foram utilizadas cepas padrao ATCC adquiridas da
Cefar®. Os micro-organismos testes foram: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

O in6culo microbiano foi preparado retirando-se
algumas colonias bacterianas das placas de pré-inoculagao
(cultivo jovem de 24 horas de incubagdo) e suspendendo-
as em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) até ajuste da
turvacao equivalente a escala 0,5 de McFarland, obtendo-
se uma concentracao bacteriana final em torno de 1,5 X 106
cel/mL (Adelmann, 2005; CLSI, 2005).

Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos
hidroalcodlicos brutos

Realizou-se a  avaliagdo da  atividade
antimicrobiana dos seis extratos hidroalcoolicos frente
as cepas padrdo, determinando-se a sua suscetibilidade
através do método de disco difusdo (Bauer, 1966) adaptado,
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005).

Foram utilizados discos de papel de filtro
estéreis (Cecon®) com 6 mm de didmetro, previamente
impregnados com 20 uL do extrato bruto [100%] de cada
planta em teste. Como controle negativo utilizou-se discos
estéreis impregnados com alcool etilico a 70%. Como
controle positivo utilizou-se o disco de amicacina (10
pg) da (Cecon®). Os discos impregnados com amostras
dos extratos foram mantidos em estufa a temperatura
de 37 °C por 10 minutos para uma breve secagem e em
seguida foram distribuidos, equidistantes, com o auxilio
de uma pinga estéril, sobre a superficie do meio de cultura
previamente semeado com indculo bacteriano. As placas
foram incubadas invertidas a 37 °C por 24 horas. Os testes
foram realizados em quadruplicata, em dois dias diferentes,
utilizando-se os mesmos extratos, ou seja, cada experimento
foi realizado quatro vezes e os resultados determinados
pela média aritmética do didmetro dos halos de inibigdo de
crescimento bacteriano.  Foram considerados ativos os
extratos que apresentaram halos de inibigdo de crescimento
> 8 mm de diametro, para pelo menos uma das cepas
testadas (Wong-Leung, 1988; Naqvi ef al., 1991; Catlo,
2007, Catéo et al., 2010).

Determinagdo da  atividade  antimicrobiana
interativa

A determinagdo da atividade interativa dos extratos
foi avaliada apenas entre os extratos efetivamente ativos:
cajueiro (1), barbatimio (2) e aroeira (3), de acordo com o
resultado dos testes preliminares (Figura 1).

As combinagdes de extratos foram preparadas
em tubos estéreis, com o auxilio de ponteiras estéreis e
descartaveis, adicionando-se 100 pL de cada extrato bruto
[100%] dando origem as seguintes misturas (1:1): cajueiro
¢ barbatimao identificado como extrato associado (4). De
modo semelhante preparou-se os extratos associados de
nimeros (5) e (6), correspondendo respectivamente as

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2015;36(1):131-136



Ativid. Antimicrob. interativa de extratos

FIG. 1. Atividade antimicrobiana frente a cepa de S. aureus
ATCC 25923

FIG. 2. Atividade antimicrobiana interativa frente a cepa de
S. aureus ATCC 25923

misturas de 100 pL de extrato de cajueiro + 100 puL de
extrato de aroeira, e a mistura de 100 pL de extrato de
barbatimdo + 100 pL de extrato de aroeira.

Para esta avaliagdio empregou-se a mesma
metodologia citada anteriormente, na etapa preliminar de
avaliagdo da atividade antimicrobiana. A disposi¢cdo dos
discos sobre 0 AMH na placa de Petri foi ao sentido horario,
mantendo a seguinte ordem: extrato de cajueiro (1), extrato
de barbatimao (2), extrato de aroeira (3), extrato de cajueiro
+ extrato de barbatimdo (4), extrato de cajueiro + extrato
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de aroeira (5) e extrato de barbatimio + extrato de aroeira
(6). No centro da placa de Petri o disco controle negativo,
impregnado com 20 pL de alcool 70% (Figura 2). A
avaliagdo do efeito foi determinada em fungao da alteracao
observada da média do valor no didmetro dos halos de
inibicdo de crescimento, comparando-se com a média do
diametro do produto isolado e o obtido apds a mistura de
dois produtos (v:v), ambos na mesma concentragao [ 100%].

Os discos foram dispostos equidistantes de modo a
ndo sobrepor as possiveis zonas de inibigdo de crescimento.
As placas foram incubadas invertidas a 37°C/24h e apos
este periodo foram realizadas a leitura e interpretagdo dos
resultados. Os testes foram realizados em duadruplicata
e os resultados determinados pela média aritmética dos
diametros dos halos de inibigao de crescimento bacteriano
entre extrato isolado e em associagao.

RESULTADOS

De acordo com os resultados encontrados, observou-
se que os extratos apresentaram diferentes comportamentos
frente aos micro-organismos teste.

A Tabela 1 apresenta a atividade dos extratos brutos
de cajueiro, barbatimao, aroeira, favela, fedegoso e quixaba,
frente as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 ¢ Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Observou-se que nenhum dos extratos
apresentou atividade frente as cepas E.coli ATCC 25922 e
P. acruginosa ATCC 27853, enquanto que os extratos brutos
de cajueiro, barbatimdo e aroeira mostraram-se ativos
frente a cepa de S. aureus ATCC 25923, apresentando halos
de inibigdo de crescimento respectivamente de 11, 17 ¢ 13
mm de didmetro (Tabela 2).

A Tabela 3 apresenta a atividade dos extratos
brutos de cajueiro, barbatimdo, aroeira ¢ da mistura (v:v)
desses extratos frente a cepa de S. aureus ATCC 25923.

Observou-se que a mistura de dois extratos
ativos (v:v), cajueiro/barbatimao (4), cajueiro/aroeira (5) e
barbatimao/aroeira (6), apresentaram halos de inibi¢ao de
crescimento bacteriano respectivamente de 13, 11 e 14 mm.

A interferéncia mais evidente ocorreu em relagao
ao extrato hidroalcodlico de barbatimdo que apresentou
halo de inibi¢ao de crescimento de 17 mm, quando testado
isoladamente e apos a associagdo (v:v) com os extratos
hidroalcodlicos de cajueiro e aroeira, apresentou reducao
no didmetro de seus halos, respectivamente para 13 e 14
mm.

DISCUSSAO

A presenca de atividade dos extratos frente a
bactéria Gram positivas (S. aureus) e auséncia de atividade
frente as bactérias Gram negativas (E. coli e P. aecruginosa)
estd de acordo com informagdes contidas na literatura,
que relatam maior sensibilidade do primeiro frente aos
metabolitos vegetais (Ferreira et al., 2010). A dupla
membrana apresentada pelas bactérias Gram negativas
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Tabela 1 - Percentual de extratos hidroalcoolicos brutos
ativos frente a cepas ATCC.

Atividade frente aos micro-organismos

Extratos brutos testados testados

[100%] (n=6) S. aureus E. coli P. aeruginosa

ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853

Extrato bruto de Cajueiro (I) + - R
Extrato bruto de Barbatimao (II) + - -
Extrato bruto de Aroeira (I1I) + - R
Extrato bruto de Favela (IV) - - R
Extrato bruto de Fedegoso (V) - - R
Extrato bruto de Quixaba (VI) - - R
N° (%) de extratos ativos (%) 3 (50%) 0 (0%) 0 (0%)
Legenda: + (ativo); - (sem atividade).

Tabela 2 - Avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos
brutos por difusdo em disco.

Micro-organismos testados/ Didmetro do

Extratos brutos testados halo de inibi¢io(mm)

[100%]

S. aureus E. coli P. aeruginosa

ATCC25923 ATCC 25922 ATCC 27853
Extrato bruto de Cajueiro (I) 11+0,96 0 0
Extrato bruto de Barbatiméo (IT) 17+0,82 0 0
Extrato bruto de Aroeira (11I) 13+0,50 0 0
Extrato bruto de Favela (IV) 0 0 0
Extrato bruto de Fedegoso (V) 0 0 0
Extrato bruto de Quixaba (VI) 0 0 0
Alcool etilico a 70% (VII) 0 0 0

Legenda: 0 — auséncia de halo de inibig¢do de crescimento

Tabela 3 - Avaliagdo comparativa da atividade
antimicrobiana frente a S. aureus ATCC 25923 de extratos
brutos isolados € combinados

Extratos brutos testados [100%] Diametro do halo de inibi¢do (mm)*

Extrato bruto de Cajueiro (1) 11+£0,5
Extrato bruto de Barbatimao (2) 17+0,4
Extrato bruto de Aroeira (3) 13+0,9

Extrato bruto combinado

Cajueiro+Barbatimao (4) [v:v] 13+0.8
Extrato bruto combinado 1407
Cajueiro+Aroeira (5) [v:v] ’
Extrato bruto combinado Barbatimao

+ Aroeira (6) [v:v] 14£0,5
Alcool etilico a 70% 0

*média + desvio padrao

forma um envelope complexo, sendo responsavel pela
menor sensibilidade destes micro-organismos frente aos
extratos vegetais (Francescato, 2007).

Dentre as vantagens relatadas ao uso de
fitoterapicos que podem contribuir como agentes
antimicrobianos citam-se: efeito sinérgico, devido aos
varios fitoconstituintes que atuam melhor em associagao;
associagdo de mecanismos por compostos atuando
em moléculas alvos diferentes, proporcionando agdes
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diversificadas em todo o organismo; menos riscos de
efeitos colaterais, devido as baixas concentra¢des em
que os principios ativos se apresentam nas plantas, sem
considerar correlagdes dose-tempo; menores custos de
pesquisa, quando se compara ao desenvolvimento de um
novo farmaco (Yunes et al.,2001).

No entanto, considerando-se a compara¢do dos
diametros dos halos de inibicdo de crescimento pode-se
observar neste estudo que a associacdo dos extratos de
cajueiro, barbatimdo e aroeira interferiu negativamente
sobre a atividade antimicrobiana dos extratos testados
isoladamente uma vez que houve redugdo do diametro dos
halos de inibi¢do quando estdo combinados.

Segundo Oliveira ef al. (2006), considera-se como
efeito sinérgico, quando o halo de inibi¢ao do crescimento
microbiano formado pela aplicagdo combinada de
duas substancias apresenta didmetro > a 2mm, quando
comparado com o halo de inibi¢do formado pela agdo das
substancias isoladamente. Entretanto, quando o halo de
inibicdo decorrente da a¢do combinada destas substancias
for menor que o didmetro desenvolvido pela acdo isolada
das substancias, considera-se efeito antagoénico. E deve
ser considerado como efeito indiferente, quando o halo de
inibi¢@o consequente & aplicagdo combinada dos produtos,
permanece inalterado. Considerando-se a comparagao dos
diametros dos halos de inibi¢ao do crescimento bacteriano,
nos dois ensaios, com os extratos isolados e em associa¢ao,
foi possivel constatar a ocorréncia de interferéncias entre
estes extratos na atividade frente a cepa de S. aureus ATCC
25923.

A maior interferéncia foi observada na associa¢ao
entre os extratos de barbatimdo + cajueiro e barbatimao
+ aroeira foi considerado antagdnico visto que promoveu
diminuicao da atividade inibitdria frente a cepa de S. aureus,
com redugdo do diametro do halo de crescimento do extrato
de barbatimao (17 mm), quando testado isoladamente para
respectivamente 13 ¢ 14 mm, quando associado (Tabela 3).
Na associagdo do extrato da aroeira e cajueiro também se
verificou efeito antagdnico. Entretanto, pode-se constatar
efeito indiferente em relagdo ao cajueiro que ndo apresentou
diferenca no tamanho do halo de inibi¢do de crescimento
quando testado isolado ou em associagdo com o extrato de
aroeira, apresentando em ambos experimentos, halos com
11 mm de diametro.

Através dos resultados obtidos pode-se concluir
que dentre os seis extratos testados apenas os extratos de
cajueiro, barbatimdo e aroeira apresentaram atividade
antimicrobiana in vitro frente a cepa de S. aureus ATCC
25923. Os demais extratos ndo apresentaram atividade
antimicrobiana frente as cepas em estudo.

Os extratos vegetais utilizados conjuntamente
podem exercer agdo interferente sobre sua atividade
antibacteriana quando comparados ao uso de sua forma
isolada. Essa interferéncia in vitro considerada antagonica
foi caracterizada pela reducdo do didmetro do halo de
inibi¢ao de crescimento, entre as associagdes dos extratos de
cajueiro/barbatimao, cajueiro/aroeira e aroeira/barbatimao.
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Este trabalho relata a importdncia dos extratos
vegetais na pesquisa de novos agentes antimicrobianos.
Entretanto, deve-se pontuar que quando estes extratos
sdo utilizados concomitantemente, sua ag¢do pode ser
modificada, podendo ser reduzida ou aumentada. Neste
sentido, torna-se necessaria maior atengdo no uso de
produtos a base de plantas medicinais de forma a evitar a
utilizagdo de espécies associadas contribuindo assim para
um uso racional da fitoterapia.

ABSTRACT

Interactive study of the antimicrobial activity of plant
extracts

The biological activity of medicinal plants has been
the subject of intensive scientific research and is an
important source of new biologically active products.
The aim of this study was to evaluate the antimicrobial
activity of six interactive plant extracts, which are:
cajueiro (Anacardium occidentale L.), barbatimao
(Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, aroeira
(Myracrodruon  urundeuva),  favela  [Cnidoscolus
phyllacanthus (Miill. Arg.) Pax & Hoffm L.], fedegoso
(Heliotropium indicum L.) and quixaba [Sideroxylon
obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult.) TD Penn.], by
disk diffusion method, front to standard strains American
Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 and
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. The results
revealed that among the tested extracts 50% of them
showed activity against the strain of S. aureus ATCC
25923. The active extracts were cajueiro, barbatimao
and aroeira. When we evalued the interative action
between the active extracts, we observed an antagonistic
interference, evidenced by the reduction of the diameter
of inhibition zone of bacterial growth among the
associations in the extracts of cajueiro/barbatimio,
cajueiro/aroeira and barbatimao/aroeira. Therefore,
concomitant use of plant deserves a careful look at
the possibility of interference occurs between them,
reducing the potency antimicrobial activity against its
power when used alone.

Keywords: Medicinal plants. Antimicrobial activity. Plants
extracts. Interaction.
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