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Resumo

O Brasil apresenta grande potencial para a obtencdo de novos farmacos de origem natural capazes de combater
infecgdes causadas por microrganismos resistentes aos antibidticos convencionais. O presente estudo visou realizar
uma andlise fitoquimica e investigar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos etandlicos das cascas e folhas
de Cedrela fissillis. Estes foram obtidos por turboextracdo, concentrados e liofilizados. Na andlise fitoquimica
do extrato da casca encontro-se: saponinas, fendis, taninos pirogdlicos e triterpendides. No extrato das folhas
detectou-se a presenca de taninos catéquicos. Para determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM), foi
utilizada a técnica de diluicdo em microplaca. Apds a leitura da CIM, nos pogos onde ndio foi observado crescimento
bacteriano foi determinada a concentragio bactericida minima (CBM). Os extratos das cascas indicou atividade
antibacteriana frente a Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus
(ATCC 11778) e Staphylococcus aureus hospitalar, com CIM de 125 ug.mL™. Através da CBM constatou-se uma
significativa atividade bactericida diante das quatro espécies bacterianas. O extrato das folhas ndo apresentou
atividade antibacteriana frente as cepas testadas. O estudo mostrou a existéncia de constituintes com potencial
antibacteriano presente no extrato etandlico das cascas de Cedrela fissilis Vell. contra as quatro cepas avaliadas.

Palavras-chave: Antimicrobianos, Cedrela fissilis, plantas medicinais, extratos vegetas.
Abstract

Brazil has great potential for obtaining new drugs of natural origin able to fight infections caused by resistant
microorganisms to conventional antibiotics. This study aimed to perform a phytochemical analysis and to investigate
the in vitro antibacterial activity of ethanol extracts of the bark and leaves of Cedrela fissillis. These were obtained
by turboextraction, concentrated and lyophilized. In phytochemical analysis of the extract of the bark against
yourself, saponins, phenols, tannins and triterpenoids pirogdlicos. In leaf extract detected the presence of catechin
tannins. For determination of minimum inhibitory concentration (MIC), the microplate dilution technique was
used. After reading the MIC in wells where no bacterial growth was observed in minimal bactericidal concentration
(MBC) was determined. Extracts of the hulls indicated antibacterial activity against Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 11778) and Staphylococcus aureus hospital with
CIM 125 pg.mL'. By CBM found a significant bactericidal activity against the four bacterial species. The leaf
extract showed no antibacterial activity against the tested strains. The study showed the existence of constituents
with antimicrobial activity present in the ethanol extract of the bark of Cedrela Cedrela Vell. against these strains
evaluated.
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1 Introducao

Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodi-

versidade, em torno de 15 a 20% do total mundial,

com destaque para as plantas superiores, nas
quais detém aproximadamente 24% da biodiversidade.
Entre os elementos que compdem a biodiversidade,
as plantas sdo a matéria-prima para a fabricagao de
fitoterdpicos e outros medicamentos (Brasil, 2006). A
diversidade de espécies de plantas presentes no Brasil
continua representando um caminho para a descoberta
de novos farmacos destinados ao tratamento de patolo-
gias que ainda hoje necessitam de inovagdes (Salvagnini
et al., 2008; Bonella et al., 2011). Associado ao seu uso
como substrato para a fabricacao de medicamentos, as
plantas sao também utilizadas em praticas populares
e tradicionais como remédios caseiros e comunitarios,
processo conhecido como medicina tradicional. Além
desse acervo genético, o Brasil é detentor de rica diver-
sidade cultural e étnica que resultou em um actumulo
consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais,
passados de geracao a geracao, entre os quais se destaca
o vasto acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de
plantas medicinais (Brasil, 2006).

A resisténcia de bactérias aos antibioticos disponiveis
clinicamente se tornou um problema de satide publica
em todo mundo. Além disso, o custo financeiro de
uma terapia fracassada por conta de microrganismos
resistentes é muito grande, onerando ainda mais os
sistemas publicos de saude (DEL FIOL et al., 2010). Estes
constituem os tinicos medicamentos que influenciam
nao apenas no paciente em tratamento, mas em todo o
ecossistema onde estd inserido, com repercussdes po-
tencialmente profundas (AVORN e SOLOMON, 2000).
Esta preocupacao mundial faz com que a resisténcia
bacteriana seja objeto de diversas publica¢des sobre
antimicrobianos (WANNMACHER, 2004).

De acordo com Freitas et al. (2002), o uso excessivo
e inadequado de antibidticos tem contribuido para o
aumento da resisténcia microbiana. Embora o desenvol-
vimento da resisténcia seja um fendmeno espontaneo,
as drogas atuam como agentes seletores de amostras
resistentes. Com o passar do tempo vao surgindo mi-
crorganismos resistentes a varios farmacos (Chaves et
al., 2011).

Estudos mostram que o desenvolvimento da resistén-
cia de microrganismos aos antibidticos correntemente
em uso tem sido rdpido e progressivo, que associado
a baixa taxa de descoberta de novas substancias com
potencial antimicrobiano, é a causa de preocupacao pela
comunidade cientifica. Além do linezolide (Zyvox®), a
ultima classe de antibidticos que chegou ao mercado far-
macéutico dos EUA foi ha 30 anos (White, 2003). Sendo
assim, uma das medidas utilizadas na batalha contra a
resisténcia bacteriana é a modificacdo dos antibidticos
em uso; no entanto, pouco sucesso tem sido obtido. Por
esses motivos, a descoberta de novas moléculas, de fonte

natural ou sintética, com atividade antimicrobiana ¢é
assunto de maxima urgéncia. A variedade de molécu-
las presentes em plantas faz das mesmas promissoras
fontes inovadoras de agentes antimicrobianos (Leitao et
al., 2006; Silva et al., 2007, 2008; Coutinho et al., 2008).

A Cedprela fissilis Vell. ¢ uma arbdrea conhecida popu-
larmente como cedro batata, cedro rosa ou cedro branco,
nativa do Brasil e de ocorréncia do Rio Grande do Sul
até Minas Gerais, encontrada nas florestas semidecidua
e pluvial atlantica (Lorenzi, 1992). Sua flora¢do ocorre
de setembro a dezembro e os frutos amadurecem apds
a queda das folhas, entre julho e agosto, sendo que uma
arvore isolada chega a produzir mais de 1.500 frutos,
com mais de 60.000 sementes férteis (Reitz et al., 1983;
Carvalho, 1994; Rizzini, 1981; Corvello et al., 1999). A
madeira C. fissilis tem sido muito utilizada pela indtstria
na fabricagdo de moveis, e na medicina popular o cha
das folhas e das cascas é empregado como adstringen-
te, emético, febrifuga, anti-reumatica, antimalarica, no
combate a leucorréia e na lavagem de feridas e tulceras
(Corréa, 1931; Lorenzi e Matos, 2008). Neste contesto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar as classes fitoquimicas
e a atividade antibacteriana de extratos etandlicos de
Cedrela fissilis Vell.

2 Material e métodos

2.1 Obtencao do material vegetal e preparacao
do extrato vegetal

Amostras de cascas do caule e folhas de Cedrela fissilis
Vell., foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais
do Centro Comunitario Franco Rossetti, localizado no
municipio de Pedro Canario, ES. Em seguida procedeu-se
com a identificacao da espécie por meio de identificadas
conforme descri¢cao de Lorenzi & Matos (2002), sendo
as exsicatas depositadas em Herbario. As cascas (105 g)
e folhas (81 g) foram desidratadas em estufa (40 £ 5 °C)
com ventilacdo forcada por 72 horas, e posteriormente
moida em moinho de facas. Para obtengao dos extratos
etanolicos (etanol 80% - v/v) foi utilizado o método de
turboextracao (liquidificador industrial), na proporgao
1:10 de solvente, durante 30 minutos, com intervalos de
5 minutos com a finalidade de evitar o aquecimento da
amostra em temperatura superior a 402 C. Os materiais
obtidos das duas partes da planta foram submetidos a
um processo de filtracao sob pressao reduzida (Simoes
et al., 2007; Pacheco et al., 2011). Os filtrados foram con-
centrados em evaporador rotativo com a temperatura
do banho-maria mantida em 38 + 1°C, em seguida foram
refrigerados a uma temperatura de -30 °C por 12 horas e
submetidos a liofilizagao a -50 °C por 72 horas (Simoes
et al., 2007; Natalli et al., 2011).
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2.2 Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica dos extratos para as classes
quimicas saponinas, acidos organicos, agticares redutores,
polissacarideos, fendis e taninos, flavondides, alcalo-
ides, glicosideos cardiacos, esterdides, triterpendides
e carotendides foram realizadas conforme a literatura
(Barbosa, 2004).

2.3 Determinacao do potencial antimicrobiano

Para determinagao do potencial antimicrobiano dos
extratos obtidos, foram realizados testes de microdiluicao
em caldo Miiller Hinton conforme metodologia padrao
para bactérias (NCCLS, 2003). Foram utilizadas para os
testes quatro cepas de bactérias: E. coli (ATCC 8739); S.
aureus (ATCC 25923); B. cereus (ATCC 11778); S. aureus
(isolada do Hospital Estadual Dr. Roberto Arnizaut
Silvares, Sao Mateus, ES), que foram mantidas em caldo
Miieller-Hinton por 24 horas em temperatura de 35 + 2
°C antes do inicio dos testes. O inéculo foi diluido em
solucao salina a fim de se obter uma suspensao contendo
1,0.108 a 5.108 UFC.mL", comparando, pela turbidez,
com tubo de 0,5 na escala de McFarland.

Para a realizacao dos testes antimicrobianos, os extra-
tos vegetais foram preparados em dilui¢des com solugao
de NaCl 0,9%, obtendo-se uma concentracao de 2000
ug.mL! de ambos os extratos. Uma microplaca de 96
pogos foi utilizada, dividindo-se os pogos em 12 colunas
(1 a12) e 8 linhas (A a H) para cada espécie bacteriana
utilizada. Em cada pogo foram adicionados 100 uL de
caldo Miieller-Hinton estéril. De acordo com a Tabela 1, as
linhas de “A” a “E” até as colunas 1 a 9 foram utilizadas
para os testes com os extratos em analise, perfazendo-se

assim testes em quintuplicata.

Nos pogos da coluna 1 foram adicionados 100 puL
do extrato vegetal a 2000 pg.mL?, para se obter uma
concentragao de 1000 ug.mL* em cada pogo. De cada
um destes pogos foram pipetados 100 pL e transferidos
para o pogo seguinte (coluna 2), resultando em uma
dilui¢ao na qual a concentragao foi reduzida a metade.
O mesmo procedimento foi repetido até os pogos da
coluna 9, no qual foi obtida a menor concentragao do
extrato, 3,9 pg.mL". Em seguida foram adicionados 10
uL da suspensdo bacteriana previamente preparada em
cada pogo. Cada microplaca foi utilizada para se testar
uma Unica espécie de bactéria frente ao extrato vegetal
especifico. As microplacas entdo foram incubadas em
estufa bacterioldgica por 24 horas em temperatura de
35+2°C.

2.4 Controle de ensaios antibacterianos

As colunas 10 a 12 da microplaca foram utilizadas
para garantir a auséncia de interferentes que alteram
os resultados dos testes. Nos pocos da coluna 10 foram
inseridos o meio de cultura e 10 uL da suspensao bacte-
riana, o que constituiu o controle do microrganismo. Os
pogos da coluna 11 foram utilizados como controle do
meio de cultura nos quais foi adicionado apenas o caldo
Miieller-Hinton estéril. Nos pocos da coluna 12 foram
adicionados o meio de cultura e 100 pL da solugao do
extrato vegetal testado a 1000 pg.mL™ para verificar a
ocorréncia de alguma contaminagao através do material
vegetal. Os pocos das linhas F e G foram utilizados como
controle positivo, utilizando os antibidticos ceftriaxona
(30 ug.mL") e vancomicina (30 pg.mL").

Tabela 1. Distribui¢ao das concentragdes dos extratos de Cedrela fissilis Vell. nas placas de microdilui¢des para

avalicao da atividade antibacteriana.

Colunas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1000 500 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 CB CM CE
pg.mL"

A EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB MB M ME
B EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB MB M ME
C EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB MB M ME
D EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB MB M ME
E EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB EMB MB M ME
F CpPC CPC CPC CPC CPC
G CPV cCPV CPV CPV CPV

EMB = Extrato + Meio LB + Bactéria; CB = Controle da Bactéria; MB = Meio + Bactéria; CM = Controle do Meio; M
= Meio; CE = Controle do Extrato; ME = Meio + Extrato (1.000 pg.mL™); CPC = Controle Positivo Ceftriaxona (30
ug.mL™') e CPV = Controle Positivo Vancomicina (30 pug.mL").
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2.5 Determinac¢ao da concentracao bactericida
minima (CBM)

Apos o teste de microdilui¢do, foram coletados 10
uL dos todos os pogos que apresentaram inibigao bac-
teriana e, transferidos para placa de Petri contendo
agar Mieller-Hinton, seguindo-se de incubagao por 24
horas em estufa bacterioldgica, em temperatura de 35 +
2 °C. De acordo com o desenvolvimento bacteriano foi
estabelecida a CBM. Os procedimentos realizados para
os testes microbiologicos foram todos executados em
cabine de protecao bioldgica, previamente esterilizada
por luz ultravioleta por 15 minutos.

3 Resultados e discussao

Os rendimentos das extrag¢des etandlicos de de Cedrela
fissilis Vell. foram de 1,95% para cascas e 2,72% para
folhas. Com relacao as analises fitoquimica dos extratos
foram encontrados diferentes resultados quando compa-
radas as duas partes do vegetal. Na andlise fitoquimica
do extrato da casca as substancias encontradas foram:
saponinas, fendis, taninos pirogdlicos e triterpendides.
Para o extrato das folhas detectou-se a presenga de
taninos catéquicos.

O teste microbioldgico realizado com o extrato eta-
nolico da casca de Cedrela fissilis Vell., mostrou atividade
antibacteriana frente as cepas de E. coli (ATCC 8739), S.
aureus (ATCC 25923), B. cereus (ATCC 11778) e S. aureus
(isolada do Hospital Estadual Dr. Roberto Arnizaut Sil-
vares, Sao Mateus, ES) da coluna 1 até a coluna 4, com
concentracao inibitéria minima (CIM) de 125 pug.mL"?
(Tabela 2). No teste em placa para a determinagao da
concentracgao bactericida minima (CBM) foi possivel

constatar a propriedade bactericida do extrato etandlico
da casca.

O extrato etandlico da folha ndo apresentou atividade
antibacteriana frente a nenhuma das cepas testadas nas
concentragdes de 3,9 a 1000 pg mL* (Tabela 3).

Diante da presenca de compostos das classes das
saponinas, fenois e taninos pirogalicos e triterpendides
no extrato etandlico das cascas de Cedrela fissilis Vell. é
possivel explicar a atividade antimicrobiana observada
nos testes. De acordo com estudo realizado por Scalbert
(1991), o mecanismo de agdao antimicrobiana dos tani-
nos ¢é explicado por trés hipdteses: (1) taninos inibem
enzimas bacterianas e fingicas e/ou se complexam com
os substratos dessas enzimas; (2) a acao dos taninos
sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando seu metabolismo, e (3) fundamenta-se na
complexacao dos taninos com ions metalicos, diminuindo
a disponibilidade de ions essenciais para o metabolismo
microbiano (Natalli et al., 2011).

O estudo realizado por Schenkel et al. (2001), jus-
tifica a atividade antimicrobiana das saponinas, onde
relata que o comportamento anfifilico das saponinas
e a capacidade de formar complexos com esteroides,
proteinas e fosfolipideos de membranas determinam
um nuamero variado de propriedades bioldgicas para
essas substancias, com destaque a agao sobre membranas
celulares. As saponinas podem alterar a permeabilidade
das membranas ou até mesmo levar a sua destrui¢ao
(Castejon, 2011).

Os estudos supracitados fortalecem a hipdtese de
que os compostos encontrados na analise fitoquimica
do extrato etandlico de Cedrela fissilis Vell., sejam os
responsaveis pelo potencial antimicrobiano em relagao
as cepas de E. coli (ATCC 8739), S. aureus (ATCC 25923),
B. cereus (ATCC 11778) e S. aureus (Hospitalar).

Tabela 2. Atividade antibacteriana do extrato etandlico das cascas de Cedrela fissilis Vell. frente as bactérias E. coli
(ATCC 8739), S. aureus (ATCC 25923), B. cereus (ATCC 11778) e S. aureus (Hospitalar), determinada pelo método
de microdiluigdo, nas concentragdes de 1000 a 3,9 pg.mL™".

.. E. coli S. aureus B. cereus S. aureus
S“bSta:_‘:a ATCC ATCC ATCC Hospitalar
(gL CM CBM CM CBM CIM CBM CIM  CBM
Controle! - - - - - - - -
Controle? + + + + + + + +
Controle3 - - - - - - - -
Extrato* 125 125 125 125 125 125 125 125
Ceftriaxona® 3,9 7,81 7,81 15,62 250 500 7,81 15,62
Vancomicina® 7,81 15,62 3,9 7,81 3,9 7,81 3,9 7,81

1Controle extrato/droga; 2Controle do microrganismo; 3Controle caldo Miieller-Hinton; 4Extrato etandlico nas
concentragdes 1000,0 a 3,9 ug.mL-1; 5Controle antibacteriano (Ceftriaxona a 30 pg.mL-1 e Vancomicina a 30
ug.mL-1); (-) Auséncia de crescimento microbiano; (+) Crescimento microbiano; ATCC: America Type Culture
Collection.
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Tabela 3. Atividade antibacteriana do extrato etandlico das folhas de Cedrela fissilis Vell. contra bactérias E. coli
(ATCC 8739), S. aureus (ATCC 25923), B. cereus (ATCC 11778) e S. aureus (Hospitalar), determinada pelo método
de microdiluigao, nas concentragdes de 1000 a 3,9 pg.mL".

Substincia E. coli S. aureus B. cereus S. uur.eus
(it ATCC ATCC ATCC Hospitalar

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Controle! - - - - - - -
Controle? + + + + + + +
Controle3 - - - - - - -
Extrato4 + + + + + + +
Ceftriaxona’® 3,9 7,81 7,81 15,62 250 500 7,81 15,62
Vancomicina® 7,81 15,62 3,9 7,81 3,9 7,81 3,9 7,81

! Controle extrato/droga; > Controle do microrganismo; * Controle caldo Miieller-Hinton; * Extrato etandlico
nas concentragdes 1000,0 a 3,9 pg.mL"; °Controle antibacteriano (Ceftriaxona a 30 pg.mL" e Vancomicina a 30
ug.mL™); (-) Auséncia de crescimento microbiano; (+) Crescimento microbiano; ATCC: America Type Culture
Collection.

A auséncia de atividade antimicrobiana apresentada
pelo extrato etandlico das folhas, pode ser explicada pelo
fato de ter sido identificado apenas taninos catéquicos,
que possivelmente nao apresentam atividade nas con-
centragdes testadas. Também é importante destacar um
possivel sinergismo entre as substancias encontradas no
extrato etanolico, que possam conferir uma atividade
antimicrobiana mais efetiva.

4 Conclusao

O extrato etanolico das cascas de Cedrela fissilis Vell.
contém varios constituintes biologicamente ativos, com
potencial antimicrobiano significativo contra as cepas de
E. coli (ATCC 8739), S. aureus (ATCC 25923), B. cereus
(ATCC 11778) e S. aureus (isolada do hospital Roberto
Arnizaut Silvares, Sao Mateus, ES), mostrando-se um
agente bactericida com perspectivas para a obtengao de
antibioticos de origem natural, necessitando estudos
mais detalhados. Ja o extrato etandlico das folhas do
vegetal, mostrou-se ineficaz no combate aos agentes
bacterianos testados, o que fortalece a pratica popular
do uso das cascas do cedro (Cedrela fissilis Vell.) com
fins medicinais.
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