TRIAGEM FITOQUiMICA E AVALIACAO DAS ATIVIDADES
ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA DE PLANTAS MEDICINAIS NATIVAS
DA REGIAO OESTE DO ESTADO DO PARANA

Vénia Cristina Desoti!
Cleiton Luis Maldaner'
Marla Susane Carletto’
Adriano Alex Heinz'
Michel Salamanca Coelho!
Daiane Piati'

Tatiana Shioji Tiuman?

DESOTL V. C.; MALDANER, C. L.; CARLETTO, M. S.; HEINZ, A. A.; COELHO, M. S.; PIATIL, D.; TTUMAN, T. S. Triagem fitoquimica
¢ avaliacdo das atividades antimicrobiana e citotoxica de plantas medicinais nativas da regido oeste do estado do Parana. Arq. Ciénc. Sau-
de UNIPAR, Umuarama, v. 15, n. 1, p. 3-13, jan./abr. 2011.

RESUMO: Muitas plantas ndo apresentam suas potencialidades terapéuticas comprovadas por meio de estudos cientificos. Assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar um estudo fitoquimico, antimicrobiano e citotoxico das espécies vegetais Eupatorium serratum (As-
teraceae), Myrcianthes pungens (Myrtaceae), Urera nitida (Urticaceae), Campomanesia xanthocarpa (Myrtaceae) e duas variedades de
Psidium cattleyanum (Myrtaceae). Para tanto, as plantas foram secas e extraidas com diferentes solventes (hexano, metanol e acetato de
ctila) obtendo-se 18 extratos brutos. Métodos especificos foram usados para identificacdo de alcaldides, saponinas, flavonodides, taninos e
esteroides. Para determinar as concentragdes inibitoria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) utilizaram-se bactérias Gram positivas
(Staphylococcus aureus ¢ Micrococcus luteus) e Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella typhi). O método de difusdo em disco foi
usado contra leveduras (Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae). C. xanthocarpa, M. pungens (extratos acetato de etila e hexano)
¢ uma variedade de P. cattleyanum (extrato acetato de etila), apresentaram CIM < 62,5 pg/ml contra bactérias Gram-positivas, o que pode
estar relacionado aos taninos encontrados nas folhas dessas plantas. O extrato hexanico de M. pungens mostrou a mais forte inibi¢ao, apre-
sentando CBM de mesma concentragdo. Os extratos metandlicos de C. xanthocarpa e M. pungens mostraram boa atividade antifiingica. O
ensaio citotoxico verificou o efeito hemolitico e o extrato hexanico de uma variedade de P. cattleyanum apresentou alta citotoxicidade nas
concentragdes testadas.

PALAVRAS-CHAVE: Triagem fitoquimica; Plantas medicinais; Atividade antimicrobiana; Citotoxicidade.

PHYTOCHEMICAL SCREENING AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND CYTOTOXIC ACTIVITIES OF
NATIVE MEDICINAL PLANTS FROM WEST REGION OF PARANA STATE

ABSTRACT: Many plants do not present its proven therapeutic potentialities through scientific studies. Thus, the aim of this work was
to accomplish a phytochemical, antimicrobial and cytotoxic study of the vegetal species Eupatorium serratum (Asteraceae), Myrcianthes
pungens (Myrtaceae), Urera nitida (Urticaceae), Campomanesia xanthocarpa (Myrtaceae) and two varieties of Psidium cattleyanum (Myr-
taceae). The plants were dried and extracted with different solvents (hexane, methanol and ethyl acetate) resulting in 18 crude extracts.
Specific methods had been used for identification of alkaloids, saponnins, flavonoids, tannins and steroids. To determine the minimum
inhibitory (MIC) and bactericidal (MBC) concentrations were used Gram-positive (Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus) and
Gram negative (Escherichia coli and Salmonella typhi) bacteria. The method of disc diffusion was used against yeasts (Candida albicans
and Saccharomyces cerevisiae). C. xanthocarpa, M. pungens (ethyl acetate and hexane extracts) and a variety of P. cattleyanum (ethyl
acetate extract), presented MIC < 62.5 pug/ml against Gram-positive bacteria, which may be related to tannins in the leaves of these plants.
The hexanic extract of M. pungens showed the strongest inhibition, presenting MBC of equal concentration. The methanolic extracts of C.
xanthocarpa and M. pungens showed good antifungal activity. The cytotoxic assay verified the hemolytic effect and the hexanic extract of
a variety of P. cattleyanum presented high citotoxicity at the concentrations tested.

KEYWORDS: Phytochemical screening; Medicinal plants; Antimicrobial activity; Cytotoxicity.

Introduciao

O estudo de plantas medicinais teve inicio
paralelo a evolugao humana (ALONSO, 1998) e por
muito tempo, esse foi o principal e unico recurso dis-
ponivel para tratamento médico e matéria prima para
fabricacdo de medicamentos (VOLAK; STODOLA,
1990).

E de suma importancia, que seja comprova-
da a eficacia de plantas que s@o usadas na medicina
popular, ou que ainda se descubram novos usos para
as plantas conhecidas (GONCALVES; ALVES FI-

LHO; MENEZES, 2005). Isso porque grande parte
das plantas ditas medicinais, ndo tem seu potencial
terapéutico e farmacologico realmente comprova-
do. Apesar dos avangos conseguidos com a quimi-
ca organica sintética, produtos naturais permanecem
como parte integrante da terapéutica moderna (SU-
FFREDINE et al., 2004).

Devido a resisténcia de patogenos aos anti-
microbianos, ¢ necessaria a pesquisa de novos agen-
tes para o combate de infec¢des. Drogas constituidas
por extratos brutos ou compostos biologicamente ati-
vos isolados de espécies vegetais usadas na medicina
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popular podem ser fontes promissoras para a pesqui-
sa de novos farmacos antimicrobianos (AL-FATIMI
et al., 2007). Estas substancias também podem agir
sinergicamente com outras melhorando o potencial
antibidtico (COUTINHO et al., 2004).

Uma das familias estudadas ¢ a Myrtaceae,
conhecida por possuir espécies cultivadas para ob-
tencdo de madeira e fins ornamentais, além de ser
muito apreciada na alimentagdo em fung¢ao do grande
numero de espécies produtoras de frutos (VIEIRA et
al., 2004). Os frutos mais conhecidos sdo a goiaba,
a pitanga, a cereja, o jambo e a jabuticaba (SOUZA;
LORENZI, 2008). Apesar da grande variedade de
mirtaceas nativas frutiferas, poucas espécies sao ex-
ploradas economicamente.

O Psidium cattleyanum Sabine uma espécie
da familia Myrtaceae, conhecido popularmente como
araga, ¢ uma espécie encontrada de Minas Gerais até
o Rio Grande do Sul e Nordeste do Uruguai, onde
¢ a arvore frutifera nativa mais abundante (CASA-
GRANDE JUNIOR et al., 1999). E usado popular-
mente como antidiarreico e antidisentérico (ALICE
et al., 1995). A atividade antimicrobiana do 6leo es-
sencial do araga foi descrita por Limberger (1998),
que comprovou o efeito pelo método de difusdo em
agar, frente a alguns micro-organismos Gram posi-
tivos, Gram negativos e leveduras (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Candida albicans, Saccha-
romyces cerevisiae). Souza et al (2004), realizaram
um estudo em que comprovaram a atividade anti-
microbiana dos extratos metandlicos das folhas do
aragazeiro, por meio do método de difusdo em agar,
verificando atividade antimicrobiana contra Sta-
phylococcus epidermidis, Bacillus subtilis e Micro-
coccus luteus.

A Campomanesia xanthocarpa Berg, cujo
nome popular ¢ guabiroba (Myrtaceae), ¢ uma arvo-
re frutifera, lenhosa, nativa da regido Sul do Brasil,
onde a ocorréncia de suas variedades arbustivas e
silvestres ¢ abundante. Popularmente a infusdo das
folhas € usada para tratar diarreia, problemas estoma-
cais, reumastismo, hipercolesterolemia dentre outras
doencgas (ALICE et al., 1995).

A Mpyrcianthes pungens, conhecida como
guabiju (Myrtaceae), apresenta espécies distribuidas
principalmente na América do Sul. E ¢ utilizada na
medicina popular por suas propriedades antidisenté-
ricas (APEL; SOBRAL; HENRRIQUES, 2006).

Eupatorium serratum Spreng (Asteraceae)
¢ a planta popularmente conhecida por erva mila-
grosa. E utilizada para infimeras alteragdes patolo-
gicas na medicina popular da regido: contra picadas
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de animais pegonhentos e insetos, como antibidtico,
anestésico e cicatrizante, em feridas cronicas, reu-
matismo, caibras, erisipela, intoxicagdes, problemas
estomacais e no figado, diabetes, cancer e bronquite
asmatica. Sabe-se que esta planta apresenta em sua
composi¢do flavonoides, glicosideos, terpendides,
triterpenos, esterois, 6leo volatil, resina, cera crista-
lina, polissacarideos e acido galico (FETROW; AVI-
LA, 2000). Silveira (1997) demonstrou que outra
espécie de Eupatorium (E.littorale) possui excelente
atividade contra Staphylococcus aureus.

Urera nitida (Vell.) Brack (Urticaceae), pos-
sui propriedades terapéuticas como antirreumatica,
antianémica, adstringente, anti-inflamatoéria, antidia-
bética, antioxidante, bactericida, depurativa, revulsi-
va e homeostatica (FONSECA, 2000). Sao utilizadas
as raizes ¢ folhas, sendo que o decocto das folhas
serve também para combater a anuria e também ¢
diurético e estomatico (BUTTURA, 2003). Conheci-
do popularmente como urtigdo.

De acordo com a literatura, a utilizacdo de
extratos naturais no tratamento de doengas infeccio-
sas € promissora, entretanto, o estudo da atividade
antimicrobiana de diferentes extratos deve ser am-
pliado. Desta forma, este trabalho teve por objetivo
verificar os principais compostos fitoquimicos e ava-
liar preliminarmente o potencial antimicrobiano e ci-
totoxico das espécies vegetais citadas anteriormente,
nativas da regido oeste do Estado do Parana.

Material e Método

Material botinico e preparo dos extratos

As folhas de Psidium cattleyanum var. luci-
dum (araga amarelo) e P. cattleyanum var.cattleya-
num (araga vermelho) foram colhidas em dezembro
de 2007, no Municipio de Toledo. No més de margo
de 2008, foram coletadas as folhas de Eupatorium
serratum, no municipio de Entre Rios do Oeste e as
demais plantas, no municipio de Sao Pedro do Igua-
cu. As exsicatas dessas plantas encontram-se arma-
zenadas no Laboratdrio de Botanica da Universidade
Paranaense, Campus de Toledo, sob N> 01A, 02A,
03A, 04A, 05A ¢ 06A.

As plantas foram submetidas a secagem em
estufa de ar circulante em temperatura de 45 °C. Pos-
teriormente, foram trituradas em processador e tami-
zadas em malha 20, abertura 850 mm.

Em seguida, foram preparados trés extratos
brutos de cada planta por intermédio da técnica de
maceracdo (1:5), utilizando-se metanol (M), acetato
de etila (AE) e hexano (H). As misturas foram acon-
dicionadas em frasco ambar, por um periodo de 7
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Atividade antimicrobiana e citotoxica de plantas medicinais.

dias, sendo agitadas diariamente sem renovar o liqui-
do extrator. Apds este periodo, os extratos foram fil-
trados e uma parte foi armazenada em vidros ambar
para os testes fitoquimicos e outra parte foi seca em
ar circulante. Os extratos secos foram pesados e dilu-
idos em dimetilsulfoxido (DMSO) e meio de cultura,
obtendo-se uma solugdo estoque de 8000 pg/mL e
10000 pg/mL, os quais foram utilizados nos testes
antimicrobianos e citotoxicos.

Triagem fitoquimica

Os testes consistiram em reagdes quimicas
qualitativas simples, que demonstraram a presenca
de compostos como: taninos, flavonoides, esteroides,
saponinas e alcaloides. Para taninos, utilizaram-se os
métodos de precipitagdo com sais de ferro, acetato
de chumbo, alcaloides, gelatina e acetato de cobre.
Para flavonoides, foram usadas as reagdes de clore-
to de aluminio, Shinoda e com hidréxidos alcalinos,
que apresentam cor especifica quando hé a presenca
destes compostos. Os esterdides foram identificados
pela reagdo de Liebermann-Burchard e as saponi-
nas pela agitacdo do extrato aquoso com formacgdo
de espuma persistente. Finalmente, os alcaloides fo-
ram detectados pelo método de precipitagdo, usando
os reativos de Bertrand, Bouchardat, Dragendorf e
Mayer (COSTA, 1994; WHO, 1998).

Micro-organismos

Os micro-organismos utilizados nos testes
foram os Gram-positivos Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Micrococcus luteus (ATCC 9341),
os Gram-negativos Escherichia coli (ATCC 8739) e
Salmonella typhi (1AL 1434) e as leveduras Candida
albicans (ATCC 10231) e Saccharomyces cerevisiae
(ATCC 2601).

Para os experimentos, foram utilizadas cultu-
ras na fase logaritmica de crescimento, ou seja, apos
24 horas de incubacao depois do subcultivo. Assim,
preparou-se uma suspensao padrao de cada uma das
espécies de micro-organismos em salina estéril, atra-
vés da comparacao com a escala 0,5 de Mac Farland.

Determinacdo da Concentra¢ao Inibitéria Mini-
ma (CIM) e Concentracio Bactericida Minima
(CBM)

A atividade antimicrobiana dos extratos foi
determinada pelo método de microdiluigdo em cal-
do, técnica descrita pelo NCCLS (National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards, 2003). Nes-
te ensaio foram utilizadas microplacas de 96 pogos
com volume de meio de cultura de 100 uL de caldo
Muller Hinton (CMH). Nos primeiros pogos foram

adicionados 100 pL das solugdes estoque de 8000
pug/mL dos extratos brutos, obtendo-se desta forma a
concentracdo de 4000 pg/mL. Fez-se entdo uma di-
luigdo seriada nos 6 pogos consecutivos, retirando-se
100 uL do pogo de maior concentragdo para o pogo
seguinte, até obter a concentragdo de 62,5 pg/mL. A
partir das suspensdes padrdes de cada espécie bacte-
riana, realizou-se uma dilui¢do 1:10 e pipetou-se 5
nL dessa suspensdo em cada pogo. No ultimo poco
nao se adicionou indculo nem extrato, a fim de se ter
um controle negativo. Foi realizado ainda o controle
de crescimento microbiano (culturas dos micro-or-
ganismos com ou sem a adi¢do das diferentes con-
centragdes de DMSO utilizadas para solubilizar os
extratos testados) e os controles positivos com anti-
biodticos padrdes (penilicilina para Gram positivos e
tetraciclina para Gram negativos).

As microplacas foram incubadas em estu-
fa a 37°C, por 24 horas. Ao término deste periodo,
determinou-se a CIM, que ¢ definida como a menor
concentracdo da droga capaz de inibir o crescimen-
to microbiano, observando-se auséncia de turvagao
visivel.

Para a determinacdo da CBM, realizou-se o
subcultivo em agar Muller Hinton (AMH) daqueles
pogos que apresentaram a CIM e de dois anteriores.
As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24
horas. A CBM ¢ definida como a menor concentragéo
que apresentar subcultivo negativo ou poucas colo-
nias.

Os testes foram realizados em triplicata.

Atividade antifungica

A partir das suspensoes padrao de cada leve-
dura, embebeu-se um swab e semeou-se na superficie
do agar Sabouraud, de modo a se obter um in6culo
homogéneo por toda a placa. A partir da solucdo es-
toque de 10000 pg/mL dos extratos brutos, pipetou-
-se 0 equivalente a 100 pg, 200 pg e 300 pug de extra-
to em cada disco de papel filtro estéril (diametro de
5,5 mm). Os discos foram aplicados na superficie do
agar, de forma equidistante. A atividade antifungica
dos extratos foi avaliada pela medida do halo de ini-
bicdo apds 24 horas de incubacdo em estufa a 35°C.

Os testes foram realizados em triplicata. O
antifingico padrao nistatina foi utilizado nos testes
na quantidade de 10 pg contra a levedura S. cere-
visiae, como controle positivo. Controles negativos
utilizando discos com e sem DMSO nas concentra-
coes utilizadas para dissolver os extratos também fo-
ram testados (BAUER et al.,1966).
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Ensaio de Citotoxidade

Preparou-se uma suspensao de hemacias 4%
em solugdo de glicose 5%. Em seguida, 1 mL desta
suspensao foi distribuida em tubos de ensaio e ho-
mogeneizadas com 1 mL dos extratos brutos dilu-
idos em diferentes concentragdes a fim de se obter
4000, 2000, 1000, 500 e 250 pg/mL. Apods 1 hora,
as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante
10 minutos e realizou-se a leitura visual levando em
considera¢do a quantidade de hemaécias que softre-
ram lise. A visualizagdo da hemolise foi classificada
como: — (0% de hemolise), + (25% de hemolise), ++
(50% de hemdlise), +++ (75% de hemdlise) e ++++
(100% de hemdlise). Adicionalmente, realizou-se a
leitura em espectrofotometro (540 nm), utilizando
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como branco a solucao de glicose 5% para confirmar
os resultados da leitura visual. Neste teste, utilizou-
-se como controle negativo a suspensao de hemacias
4% e controle positivo uma solugao de 7riton X 114
a 1% (LUIZE et al., 2005).

Resultados

Com a realiza¢do da caracterizagdo fitoqui-
mica foi possivel constatar grupos de compostos qui-
micos provenientes do metabolismo secundério das
plantas (taninos, flavonoides, esteroides, saponinas e
alcaloides). A Tabela 1 mostra os resultados obtidos
na triagem fitoquimica a partir dos extratos de dife-
rentes polaridades das plantas analisadas.
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Atividade antimicrobiana e citotoxica de plantas medicinais.

Pode-se observar que o metanol foi o melhor
solvente extrator, em que P. cattleyanum (variedade
amarela e vermelha) e U. nitida apresentaram os 5
grupos quimicos estudados, enquanto que as demais
plantas apresentaram taninos, esteroides, flavonoides
e alcaloides.

No extrato bruto acetato de etila foi encon-
trado em P. cattleyanum (variedade amarela), flavo-
noides, esteroides e alcaloides e para espécie P. cat-
tleyanum (variedade vermelha) apenas flavonoides e
esteroides. No extrato acetato de etila de E. serratum,
encontrou-se apenas esteroides e no de C. xanthocar-
pa apenas flavonoides.

Por outro lado, os extratos brutos obtidos
com o solvente hexano apresentaram apenas reagao
positiva para esteroides em E. serratum, U. nitida ¢
P cattleyanum e para identificacdo de flavonoides
em C. xanthocarpa ¢ E. serratum.

Das 6 plantas analisadas, alguns extratos de-
monstraram atividade antimicrobiana, que foi obser-
vada por meio da determinagdo da CIM e da CBM,
contra micro-organismos Gram positivos (Staphylo-
coccus aureus € Micrococcus luteus) e Gram negati-
vos (Escherichia coli e Salmonella typhi) (Tabela 2).
As plantas que demonstraram os melhores resultados

foram C. xanthocarpa e M. pungens, pois esses ex-
tratos apresentaram efeito bacteriostatico e bacteri-
cida, simultaneamente, tanto contra bactérias Gram
positivas quanto para Gram negativas. O extrato
bruto hexanico e acetato de etila destas duas plantas
apresentaram CIM < 62,5 pg/mL contra Gram posi-
tivos, mas apenas o extrato acetato de etila foi eficaz
contra Gram negativos, apresentando CIM de 500 e
2000 pg/mL para E. coli e S. typhi, respectivamente.

Os extratos de P. cattleyanum mostraram-se
ativos apenas contra Gram positivos. O extrato bruto
acetato de etila de P. cattleyanum (variedade amare-
la) foi ativo, apresentando CIM de 125 e 500 ug/mL
contra S. aureus ¢ M. luteus, respectivamente. En-
quanto, o extrato bruto acetato de etila de P. cattleya-
num (variedade vermelha) apresentou CIM < 62,5
pug/mL para 0s mesmos micro-organismos.

Os extratos acetato de etila e metanélico de
E. serratum inibiram o crescimento de S. aureus e M.
luteus em concentragdes a partir de 250 pg/mL.

O antibiotico penicilina apresentou CIM de
0,0195 e 0,0039 pg/mL para S. aureus e M. luteus,
respectivamente. Enquanto, o antibiotico tetraciclina
apresentou CIM de 0,78 pg/mL para E. coli e 1,56
pg/mL para S. typhi (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos
brutos de Campomanesia xanthocarpa, Eupatorium serratum, Myrcianthes pungens, Urera nitida € Psidium
cattleyanum (variedade amarela ¢ vermelha), preparados com solventes de diferentes polaridades: hexano
(H), acetato de etila (AE) e metanol (M), testados contra bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus e
Micrococcus luteus) e Gram negativas (Escherichia coli e Salmonella typhi).

CIM (CBM) pg/mL

Extratos Gram positivos Gram negativos
S. aureus M. luteus E. coli S. typhi

C. xanthocarpa — H <62,5 (125) <62,5 (250) - -

C. xanthocarpa — AE <62,5 (250) <62,5 (125) 500 (4000) 2000 (4000)
C. xanthocarpa — M 125 (125) 125 (125) - -

E. serratum — H - - - -

E. serratum — AE 4000 (4000) 500 (1000) - -

E. serratum — M 2000 (4000) 250 - -

M. pungens — H <62,5 (62,5) <62,5 (62,5)

M. pungens — AE <62,5 (125) <62,5 (125) 500 (4000) 2000 (4000)
M. pungens — M 250 (250) 125 (250) 500 -

U. nitida — H - - - -

U. nitida —AE - - - -
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U. nitida — M -

P cattleyanum (amarela) — H 2000
P. cattleyanum (amarela) — AE 125

P cattleyanum (amarela) — M 250

P cattleyanum (vermelha) — H 125

P. cattleyanum (vermelha)— AE <62,5
P. cattleyanum (vermelha)- M 125 (500)
Penicilina 0,0195
Tetraciclina -

DESOTI et al.

4000 (4000) - -
500 (1000) - -
500 (500) - -
<62,5 - -
<62,5 (125) - -
125 (250) ; ]
0,0039 - -

- 0,78 1,56

Quando se verificou a atividade antifingica,
alguns extratos demonstraram atividade dose depen-
dente. Contra Candida albicans, o extrato bruto me-
tanolico e acetato de etila de C. xanthocarpa e acetato
de etila de M. pungens apresentaram halos de inibi-
¢ao correspondentes a 6,5 ¢ 7,5 mm, nas quantidades
de 200 pg e 300 pg de extrato, respectivamente. A
cepa S. cerevisiae foi mais susceptivel aos extratos,
e pode verificar a presenca de halos de inibigdo, que
variaram entre 7,5 ¢ 13,5 mm, ao redor dos discos
impregnados com 300 pg dos extratos metandlicos

de C. xanthocarpa, M. pungens ¢ P. cattleyanum (va-
riedade amarela e vermelha) e com o extrato acetato
de etila de P. cattleyanum (variedade amarela) (Ta-
bela 3).

Em todos os testes foram feitos controles ne-
gativos, observando que as diferentes concentragdes
de DMSO utilizadas no estudo, ndo inibiram o cres-
cimento microbiano. O controle positivo contendo
10 pg do antifungico padrao de nistatina no disco,
contra a levedura S. cerevisiae, mostrou um halo mé-
dio de inibi¢do de 20,9 mm.

Tabela 3: Atividade antifingica dos extratos brutos produzidos com solventes de diferentes polaridades:
hexano (H), acetato de etila (AE) e metanol (M), das plantas Campomanesia xanthocarpa, Eupatorium
serratum, Myrcianthes pungens, Urera nitida ¢ Psidium cattleyanum (variedade amarela e vermelha) em
diferentes concentragdes (100, 200 e 300 pg). Os valores indicam o diametro dos halos de inibicao em mili-

metros (mm).

S. cerevisiae

C. albicans

Extratos
100 pg

200 pg

300pg  100pg  200pg 300 pg

C. xanthocarpa — H -
C. xanthocarpa — AE -
C. xanthocarpa — M 9,5 mm
E. serratum — H -
E. serratum — AE -
E. serratum — M -
M. pungens — H -
M. pungens — AE -
M. pungens — M 10,5 mm
U. nitida — H -
U. nitida — AE -
U. nitida — M -
P cattleyanum (amarela) — H -
P, cattleyanum (amarela) — AE -

P. cattleyanum (amarela) - M -

11 mm

11,5 mm

7,5 mm

6,5 mm

11,5 mm - 6,5 mm 7,5 mm

8,5 mm - - -

7,5 mm - - -
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P. cattleyanum (vermelha) — H -
P cattleyanum (vermelha) — AE -

P cattleyanum (vermelha) - M 7,5 mm

8,5 mm

9,5 mm - - -

No teste de citotoxicidade, o extrato hexa-
nico de P. cattleyanum (variedade vermelha) apre-
sentou 75% de hemolise em todas as concentracdes
testadas, porém, esse extrato mostrou atividade anti-
microbiana em concentragdes iguais ou menores do
que 125 pg/mL. No caso do extrato metanolico de C.
xanthocarpa, M. pungens, P. cattleyanum (variedade
amarela e vermelha) e extrato acetato de etila de E.
serratum, todos apresentaram apenas 25% de hemo-
lise na maior concentragdo testada que foi de 4000
ug/mL. O controle positivo de Triton X 114 promo-

veu 100% de hemolise, enquanto que o controle ne-
gativo mostrou 0% de lise (Tabela 4).

Alguns extratos de plantas que apresenta-
ram efeito antimicrobiano também mostraram algum
efeito citolitico nas concentragdes que foram ativas.
Este ¢ o caso do extrato bruto acetato de etila e hexa-
nico de C. xanthocarpa, acetato de etila e metanolico
de E. serratum, acetato de etila de M. pungens ¢ ace-
tato de etila e hexanico de P, cattleyanum (variedade
amarela).

Tabela 4: Ensaio de citotoxicidade. Leitura visual da hemolise das suspensdes de hemadcias testadas com
extratos brutos de Campomanesia xanthocarpa, Eupatorium serratum, Myrcianthes pungens, Urera nitida
e Psidium cattleyanum (variedade amarela e vermelha). Utilizou-se como referéncia: — (0% de hemolise), +
(25% de hemolise), ++ (50% de hemdlise), +++ (75% de hemolise) e ++++ (100% de hemolise).

Concentragao (pg/mL)
Extratos

4000 2000 1000 500 250
C. xanthocarpa — H +++ +++ +++ ++ +
C. xanthocarpa — AE 4+ +++ ++ + 0
C. xanthocarpa — M + + + 0 0
E. serratum — H +++ ++ 0 0 0
E. serratum — AE + 0 0 0 0
E. serratum — M - ++ 4t 0 0
M. pungens — H +++ -+ +++ ++ ++
M. pungens — AE 4+ +++ ++ + 0
M. pungens — M + + + 0 0
U. nitida — H ++ ++ ++ + +
U. nitida — AE +++ +++ ++ + 0
U. nitida — M +++ ++ + + 0
P. cattleyanum (amarela) — H +++ +++ ++ + 0
P. cattleyanum (amarela) — AE -+ +++ +++ ++ +
P cattleyanum (amarela) — M + + + 0 0
P. cattleyanum (vermelha) — H +++ +++ +++ +++ +++
P. cattleyanum (vermelha)- AE ++ + + 0 0
P. cattleyanum (vermelha)- M + + + 0 0

Discussao

A atividade observada nos testes realiza-
dos com os extratos brutos pode ser explicada pela
presenca de determinados componentes quimicos.
Substancias que sdo resultantes do metabolismo se-
cundario das plantas, que no vegetal tém a fung¢ao de

defesa contra predadores ou atragao de agentes poli-
nizadores, mas também apresentam outras atividades
biologicas (COSTA et al., 2005). A partir dos extra-
tos de diferentes polaridades das plantas, foi possivel
constatar que nas plantas ha a presenca de taninos,
flavonoides, esteroides, saponinas e alcaloides, o
que praticamente explica a atividade antimicrobiana
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(COELHO, 2003).

Das plantas estudadas, com excecdo a U. ni-
tida, todas apresentaram alguma atividade antimicro-
biana. Um estudo mostrou que outra espécie da mes-
ma familia, a Urera baccifera (L.) Wedd., também
ndo apresentou atividade frente a E. coli e S. aureus
(MELE'NDEZ; CAPRILES, 2006). Em 2004, Coe-
lho de Souza et al. mostraram a atividade de Psidium
cattleyanum frente a Staphylococcus epidermidis,
Bacillus subtilis e Micrococcus luteus, mas através
do teste de difusdo no agar.

Mesmo que, aparentemente a intensidade
das reagdes tenham sido diferentes de uma planta
para outra, ndo ¢ possivel assegurar maior ou me-
nor concentragao dos componentes quimicos, pois as
reacOes foram apenas qualitativas e também a reali-
zacdo desse tipo de teste, diretamente com o extrato
bruto, pode mascarar algum resultado (SIMOES et
al., 2002). Somente nos extratos brutos acetato de
etila e hexanico de M. pungens € que nao foram iden-
tificados nenhum dos compostos fitoquimicos. Sua
atividade biologica pode ser devido a outros grupos
de substancias, como o 1,8-cineol que tem sido rela-
tado na literatura como um dos principais compos-
tos da familia Myrtaceae, tal como em Myrcianthes
cisplatensis (LORENZO et al., 2001) e também em
Myrcianthes pungens (ZY GADLO et al., 1997).

Por meio do estudo quimico das folhas de
Campomanesia xanthocarpa foram isoladas quer-
cetina, miricetina, quercitrina e rutina (SCHMEDA-
-HIRSCHMANN, 1995). Um estudo relata também,
que o extrato das folhas exibe atividade antimicro-
biana (MARKMAN et al., 2000). Estes dados cor-
roboram com o presente estudo, em que observou-se
a presenca de flavonoides nos trés extratos testados,
além disso, a atividade antimicrobiana em diferentes
micro-organismos.

O grupo quimico dos flavonoides tem, entre
outras atividades estudadas, a atividade antibiotica,
que provavelmente esta relacionada a capacidade
desse grupo de se complexar com proteinas soluveis
e extracelulares e com a parede de células bacteria-
nas. Alguns membros desse grupo (flavonoides lipo-
filicos) podem romper as membranas bacterianas.
Propriedades antifungicas foram encontradas em
grupos de isoflavonoides (COELHO, 2003).

O Eupatorium serratum apresenta em sua
composi¢cdo flavonoides, glicosideos, terpenoides,
triterpenos, esterois, 0leo volatil, resina, cera cris-
talina, polissacarideos e acido galico (FETROW;
AVILA, 2000). Os resultados encontrados em nos-
so estudo confirmam a presenca de flavonoides e
esteroides. Além disso, estudos com outra espécie,

DESOTI et al.

o Eupatorium odoratum Linn., também demonstrou
a atividade antimicrobiana, além das respostas anti-
-inflamatorias e cicatrizantes desta planta (BISWAL
et al., 1997; MULLIKA et al., 2005; UMUKORO;
ASHOROBI, 2006).

De acordo com Simoes et al. (2002), os este-
roides fazem parte de um grupo fitoquimico, oriundo
da via do mevalonato, metabolitos dos triterpenos.
Dentro do grupo dos triterpenos e esteroides, estdo
compostos de grande importancia, como as saponi-
nas. Para Bruneton (1999), as saponinas sdo prati-
camente livres de atividade antibacteriana, mas sua
atividade antifingica para fitopatogenos, variagdes
de Candida sp. e dermatdfitos ¢ bem evidente, sen-
do o mecanismo de a¢do mais provavel, relacionado
com a interagdo das saponinas com esterdis de mem-
brana.

Para Monteiro et al. (2005), os taninos sao
compostos que possuem a habilidade de formar com-
plexos com proteinas que sdo insoliveis em agua. O
efeito antimicrobiano dos compostos pertencentes a
este grupo, ja foi comprovada em inimeros estudos
relacionados a diferentes bactérias e fungos. Segundo
Simdes et al. (2002), acredita-se que esta atividade ¢
devido a inibi¢do de enzimas de bactérias e fungos,
a acdo direta na membrana dos micro-organismos ou
pela competicao pelos ions metalicos, essenciais ao
metabolismo microbiano. Além disso, devido ao seu
carater fenolico, sdo conferidas propriedades desin-
fetantes (COSTA, 1994). Substancia encontrada em
todas as plantas estudadas.

Segundo Costa (1994), os alcaloides sdo
compostos complexos, de natureza basica, definidos
pela funcdo amina, que confere aos seus constituin-
tes, propriedades quimicas que estdo relacionadas a
uma toxicidade elevada e uma atividade farmacolo-
gica notavel. Compostos isolados e extratos de plan-
tas ricas em alcaloides, j4 demonstram atividade anti-
microbiana em varios estudos (BRUNETON, 1999).

O estudo dos constituintes quimicos presen-
tes nessas plantas representa, na maioria das vezes,
um motivo para novos estudos, pois permite o co-
nhecimento prévio dos extratos e aponta a provavel
natureza das substincias presentes, tornando mais
facil a escolha de uma futura técnica de identificacéo
e fracionamento cromatografico (MACIEL; PINTO;
VEIGA, 2002).

Por outro lado, sabe-se que muitas plantas
medicinais utilizadas pela populacdo na forma de
chéas e infusdes ndo sdo suficientemente estudadas
quanto a presenga de substancias citotoxicas que
podem causar efeitos adversos e consequentemente
danos a saude (BAGANTINI; SILVA; TEDESCO,
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2007).

Para Veiga Junior, Pinto e Maciel (2005), a
citotoxicidade de plantas medicinais deve ser consi-
derada um problema de satude publica, pois efeitos
adversos, intoxica¢ao e interagdes com outras drogas
comumente ocorrem. Como observado neste estudo,
algumas plantas utilizadas apresentaram efeito he-
molitico nas concentragdes que mostraram atividade
antimicrobiana.

Segundo Volpato (2005), varios compostos
isolados de plantas consideradas medicinais possuem
atividade citotdxica e mostram relagdo com a inci-
déncia de tumores. Como exemplo de toxicidade re-
lacionada a substancias presentes em vegetais, pode
ser citado o efeito toxico renal causado por espécies
que contém saponinas € terpenos.

Ritter et al. (2002) realizaram um levanta-
mento das plantas medicinais utilizadas pela popu-
lagdo do municipio de Ipé, RS, Brasil, resultando em
105 taxons identificados até a espécie. Destas, ape-
nas 11 foram encontradas referéncias que indicam
seguranca e eficacia para alguns dos usos indicados e
9 foram descritas com toxicidade reconhecida. Plan-
tas que por apresentarem substancias toxicas causam
efeitos colaterais como, por exemplo, Chelidonium
majus L., que por produzirem alcaloides extrema-
mente toxicos causam estomatites, gastroenterites,
bradicardia, alteracdes na pressdao sanguinea, parali-
sia e espasmos musculares. Outro exemplo € Ficus
carica L. que apresenta um latex caustico, rico em
furanocumarinas fotossensibilizantes, provocando
danos quando em contato com a pele exposta a luz
solar.

Apesar do crescente uso de plantas medici-
nais com fins terapéuticos ¢ importante a comprova-
¢do do seu efeito farmacologico. As pesquisas com
plantas medicinais envolvem investigacdes da medi-
cina tradicional e popular, caracteriza¢dao dos princi-
pios ativos, avaliacdo farmacoldgica dos extratos e
compostos quimicos identificados e estudo do meca-
nismo de acdo dos principios ativos (MACIEL et al.,
2002). No Brasil, onde a populagdo tem baixo acesso
a medicamentos, a comprovagdo cientifica da agdo
das plantas medicinais e uso delas como uma terapia
alternativa traria vantagens, como baixo custo e facil
acesso, diminuicdo de efeitos adversos, evitando ou
diminuindo os riscos de intoxicagdes por uso inade-
quado (ALVARENGA et al., 2007).

Conclusiao

Os resultados deste estudo confirmam o
grande potencial das plantas medicinais para o de-

senvolvimento de novos antimicrobianos. Ha pers-
pectivas inegaveis para aplicagdo destes produtos
naturais, pois além de possuir atividade individual,
podem ainda ser associados a outros antimicrobia-
nos usados na clinica. C. xanthocarpa, M. pungens
e P. cattleyanum poderiam ser uma fonte de drogas
antibacterianas, especialmente contra bactérias Gram
positivas e leveduras. Entretanto, novos estudos de-
vem ser realizados, a fim de isolar os constituintes
fitoquimicos responsaveis por tal atividade, por meio
do fracionamento biomonitorado destes extratos,
visando melhorar a seletividade destes produtos e,
consequentemente, o uso racional como recurso te-
rapéutico.
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