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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CAPITULO 10

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DA FOLHA DE Bauhinia

Clara Santos Shen
UNIVERSIDADE CEUMA — Sao Luis/MA

Eduarda dos Santos Lima
Faculdade Uninassau - Sao Luis/MA

Mariana Oliveira Arruda
Faculdade Uninassau — Sao Luis/MA

RESUMO: As plantas do género Bauhinia,
pertencentes a familia Leguminosae, séao
encontradas  principalmente  nas  areas
tropicais do planeta e sdo conhecidas no Brasil
como “Pata-de-vaca” ou “Unha-de-boi”. Sao
amplamente utilizadasemformade chaseoutras
preparacoes fitoterapicas para o tratamento
de varias enfermidades, como o diabetes.
Porém apesar de muitos desses compostos
serem conhecidos, pouco se sabe a respeito
da atividade farmacolégica da maioria das
substancias isoladas do género Bauhinia. Além
disso, s&o necessarios estudos que avaliem a
atividade antimicrobiana, para que se possa
ampliar seu uso na medicina. Avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato  hidroalcéolico
das folhas de Bauhinia fortificata L. contra
linhagens de bactérias e fungos de interesse
clinico. Utilizou-se o método de difusdo em
agar, seguido pela microdiluicdo em caldo para
determinacédo da concentracéo inibitéria minima
(CIM) e a realizagcédo da andlise fitoquimica.
Foi demonstrado propriedades antibacterianas
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forficata Link (PATA DE VACA)

contra bactérias
monocytogenes e Staphylococcus aureus) e

Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa),

Gram-positivas  (Listeria

com concentracao inibitéria minima (CIM) de
20 mg/ml para Listeria monocitogenes, 10 mg/
ml para Pseudomonas aeruginosa e 5mg/mi
para Staphylococcus aureus. Foi constatada
a presenca de metabdlitos secundarios como
taninos e flavonoides. As infeccbes causadas
por bactérias e fungos é um grave problema de
saude publica. Diante deste cenario, a busca por
novas substancias antimicrobianas a partir de
fontes naturais, como as plantas, tem ganhado
importancia nas companhias farmacéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: Acéo
Bauhinia fortificata, Pata de vaca.

antimicrobiana,

ABSTRACT: The plant genus Bauhinia belong
to the Leguminosae family and are found in the
tropical areas of the planet and are known in
Brazil as “Pata de Vaca” or “Unha de boi”. They
are widely used in the form of herbal teas and
other herbal preparations that can be use for
treatment of many diseases, such as diabetes
and bacterial diseases. Although many of
these compounds aren’t known, and very little
is know about the pharmacological activity
of most substances isolated from this genus.
Nervertheless, other studies are needed to
evaluate the antimicrobial activity, to be able to
use in medicine are expanded. To evaluate the
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antimicrobial activity of the hydroalcoholic extract of the leaves of Bauhinia fortificata
L. against strains of bacteria and fungi from clinical samples. The agar diffusion
method was used, followed by broth microdilution to determine the minimum inhibitory
concentration (MIC) and the performance of the phytochemical analysis. Antibacterial
properties against Gram-positive (Listeria monocytogenes and Staphylococcus
aureus) and Gram-negative bacteria (Pseudomonas aeruginosa), the minimum
inhibitory concentration (MIC) was; 20 mg/ml for Listeria monocytogenes, 10 mg/ml
for Pseudomonas aeruginosa and 5mg/ml for Staphylococcus aureus. The presence
of secondary metabolites such as tannins and flavonoids was observed. Infections
caused by bacteria and fungi are an increasingly important health problem. Within this
scenario, the search for novel antimicrobial substances from natural sources such as
plants are important for society and many pharmaceutical companies who works with
this products.

KEYWORDS: Antimicrobial activity; Bauhinia fortificata; Pata de vaca

11 INTRODUCAO

O emprego de plantas como medicamentos se da desde o inicio da historia
da humanidade. A busca por alivio e cura de doencgas através da ingestdo de ervas,
provavelmente tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos
naturais (KINGSTON, 2011).

As plantas de uso medicinal sdo frequentemente utilizadas no tratamento
e prevencado de diversas patologias, sendo consideradas fontes importantes de
compostos biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em matérias-primas
ou protétipos para sintese de novos farmacos. Estima-se que pelo menos 25% de
todos os medicamentos comercializados sejam provenientes direta ou indiretamente
de plantas medicinais (ROBINSON; ZHANG, 2011).

O interesse popular no uso de planta medicinal para fins terapéuticos tem sido
muito significativo, principalmente nos paises em desenvolvimento, devido ao dificil
acesso da populacédo aos medicamentos sintéticos. De acordo com a Organizagédo
Mundial de Saude (OMS), entre 60-80% da populacédo mundial utiliza a medicina
tradicional ou a fitoterapia no tratamento de varias doencas (BAGATINI et al., 2007).

As pesquisas com propdsito de obter novos medicamentos a partir de plantas ou
de aprimorar fitoterapicos ja existentes, vém reassumindo um papel importante nos
ultimos anos. Dentre as inumeras espécies vegetais de interesse medicinal, destaca-
se as plantas do género Bauhinia, pertencentes a familia Leguminosae, as quais
sao encontradas principalmente nas areas tropicais do planeta, compreendendo em
torno de 300 espécies, sendo que aproximadamente 200 sdo encontradas no Brasil, e
destas, 98 sao nativas (ACHENBACH, 1988; VAZ; TOZZI, 2005).

No Brasil, as plantas do género Bauhinia sao conhecidas popularmente como
“pata-de-vaca” ou “unha-de-boi”, devido ao formato bilobado de suas folhas, que lembra
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o rastro da pata dos bovinos. Sdo amplamente utilizadas em forma de chas e outras
preparacoes fitoterapicas para o tratamento de varias enfermidades (CECHINEL,
2009).

Estudos experimentais a respeito das atividades farmacologicas de espécies do
género Bauhinia ja foram relatados na literatura, como por exemplo: atividade anti-
ulcerogénica do extrato de flores de B. racemosa por meio da inducdo de ulceras
gastricas em ratos (AKHTAR; AHMAD, 1995); atividade hipoglicemiante das espécies
B. candicans, B. cheilantha, B. divaricata, B. megalantra, B.monandra, sendo destacada
a espécie B. forficata, por apresentar maior numero de estudos que avaliam seu efeito
anti-diabético (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).

Autilizacao popular de espécies do género Bauhiniapara o tratamento de doencas
infecciosas tem sido comprovada por meio de estudos experimentais na busca de
confirmar seu potencial antimicrobiano, como observado por Achenbach et al. (1988),
o potencial antifungico de B. manca, e, adicionalmente Savi et al. (1996) verificaram
que a espécie B. splendens possui principios ativos contra bactérias patogénicas.
Entretanto, apesar de muitos desses compostos serem conhecidos, pouco se conhece
sobre a atividade farmacol6gica da maioria das substéncias isoladas do género
Bauhinia (CECHINEL, 2009), em particular da espécie B. forficata.

Considerando que as plantas sdo conhecidas como a principal fonte de drogas
utilizadas na terapia, com comprovacéao de acgdes farmacoldgicas relevantes, faz-se
necessario o reconhecimento e validacéo dessas informacgdes e a procura por novas
estratégias derivadas de produtos naturais para o controle de doencgas infecciosas.

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana
do extrato hidroalcodlico das folhas da Bauhinia fortificata Link, contra linhagem de
bactérias e levedura de interesse clinico.

2| METODOLOGIA

2.1 Espécie vegetal e local de coleta

O material vegetal utilizado nesse estudo foram as folhas da Bauhinia fortificata
Link coletadas com uma tesoura de poda, no periodo matutino, no herbario Atico
Seabra da Universidade Federal do Maranhao (UFMA), localizado no municipio de
Sao Luis-MA.

A identificacdo da espécie vegetal foi realizada pela Prof. Ana Zélia Silva da
UFMA, e uma exsicata da espécie encontra-se depositada no Herbario deste Nucleo
sob n° 01161.

2.2 Preparacao do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico foi preparado conforme as recomendacdes da
Farmacopéia Brasileira (2010). Para a realizacdo da maceracao foi utilizado um vidro
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ambar com tampa rosqueada, onde foram colocados 81,87 gramas do p6 das folhas
de B. forficata e adicionado 327,28 ml do solvente extrator (etanol 70%) na proporcao
de 1:4 (m/v). Esse frasco permaneceu a temperatura ambiente sob agitacdo manual
diarias de pelo menos 3 vezes, durante 10 dias. Apbs esse periodo as solucoes
extrativas foram filtradas em um papel filtro e concentradas em rotaevaporador, sob
pressao reduzida e temperatura de 50°C para retirada do solvente, obtendo um
rendimento final de 10%.

2.3 Atividade antimicrobiana

2.3.1 Micro-organismos avaliados

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico, preparado a partir das
folhas da espécie vegetal estudada, foi testada contra os seguintes micro-organismos:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Salmonella enterica typhimurium (ATCC 14028), Listeria monocytogenes (ATCC
15313) e Candida albicans (ATCC 18804).Todas as linhagens dos micro-organismos
foram obtidas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
Setor de Bactérias de Referéncias da Fundacéao Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ,
Rio de Janeiro, Brasil).

2.3.2 Padronizagéo da suspenséo

As cepas bacterianas foram semeadas em placa com agar Mueller-Hinton e a
levedura em agar Sabouraud, incubados a 35°C por 24 e 48 horas, respectivamente.
Apbs o periodo de incubacédo foi preparada a suspensdao dos micro-organismos
com turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escada de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL)
(ARAUJO, 2011).

2.3.3 Teste de difusdo em agar

Para a deteccdo da atividade antimicrobiana foram utilizados os ensaios de
difusdo em agar, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2013) e a microdiluicdo em caldo. Para a realizac&o do teste de difusdo em agar foram
utilizadas placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton (bactérias) e agar Sabouraud
(fungo). Nestas placas foram confeccionados orificios com canudos estéreis de
aproximadamente 6 mm de didmetro. As suspensdes bacterianas e de C. albicans
foram semeadas nas placas com os respectivos meios de cultura utilizando um swab
estéril. Em seguida, foram adicionados nos pocos aliquotas de 50 yL do extrato na
concentracao de 100 mg/ml (pogo 1), 50 uL de DMSO 1% (controle negativo — pogo
2) e 50 pL de ciprofloxacina (controle positivo — po¢o 3). As placas foram incubadas a
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35°C por 24h (bactérias) e 48h (fungo) para verificagcao da presenca ou nao de halo de
inibicdo. Os didmetros dos halos foram mensurados através de uma régua milimétrica.
Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

2.3.4 Concentrag&o Inibitoria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo (LIMA et al.,2006; SANTOS et al., 2007).

Para a determinacdo da CIM foram utilizadas microplacas de 96 pocos
esterilizadas e com tampas. Os po¢os da linha A da microplaca foi preenchido com 160
L de caldo Mueller-Hinton (bactérias) ou caldo Sabouraud (fungos) e 40 uL do extrato,
em seguida foi realizada a diluicdo seriada, obtendo concentragdes finais de 20; 10;
5; 2,5; 1,25; 0,625 mg/ml. O controle positivo utilizado foi a ciprofloxacina (3,12 — 400
pg/mL) e o negativo foi DMSO 1%. Adicionalmente foi inoculado 1 pL das suspensdes
de micro-organismos com turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL) em todos os pog¢os da microplaca. A microplaca foi incubada a 37°C por 24h
(bactérias) e 48h (fungos). Ap6s a incubacéo foi adicionado 30 pyL de resazurina a 0,03
% em cada poco e novamente as placas foram incubadas nas mesmas condi¢des por
aproximadamente 40 minutos, para visualizacdo da mudanca de colorac&o. A CIM foi
definida como a menor concentragéo capaz de inibir o crescimento bacteriano/ fungico,
ou seja, onde ndo houve mudanca de coloracdo do azul para rosa (PALOMINO et al.,
2002).

2.3.5 Concentragédo Bactericida Minima (CBM)

Logo apds a determinacéo da CIM foi avaliada a CBM. Foram utilizadas algas
bacteriolégicas para homogeneizar cada pog¢o das microplacas e inocular nos seus
respectivos meios de cultura: agar Mueller Hinton para bactérias e agar Sabouraud.
As placas foram incubadas a 35°C por 24h em condi¢c6es de aerobiose para todas as
bactérias e 48h para os fungos. Ap6s a incubacéo, as culturas foram observadas para
a verificagdo visual do crescimento microbiano. A auséncia de crescimento significou
acao bactericida. Os testes foram realizados em triplicata.

2.4 Analise fitoquimica

A analise dos metabdlitos secundarios foi realizada segundo a metodologia
adaptada de MATOS (1997).
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31 RESULTADOS

3.1 Atividade Antimicrobiana

A analise da atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da folha da B.
forficata no teste de difusdo em agar ndo apresentou halo de inibicdo, enquanto no
teste de microdiluicdo em caldo, foi verificada a atividade antibacteriana para Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, onde a menor
concentracao inibitéria encontrada foi para o S. aureus (5 mg/ml), seguido por P.
aeruginosa (10 mg/ml). A concentragcédo bactericida minima (CBM) para P. aeruginosa
foi de 20 mg/ml.

Ressalta-se que ndo houve atividade antimicrobiana para Salmonella enterica
typhimurium e Candida albicans.

. . Extrato de B. forficata (mg/mL)
Micro-organismos

CIM CBM
Listeria monocytogenes 20 >20
Salmonella enterica typhimurium - -
Pseudomonas aeruginosa 10 20
Staphylococcus aureus 5 5

Candida albicans - -

Tabela 1 - Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo Bactericida Minima (CBM) do
extrato hidroalcoodlico da folha de Bauhinia forficata contra patdgenos de interesse médico.

Legenda: (-) auséncia de atividade antimicrobiana.

3.2 Analise Fitoquimica

A abordagem fitoquimica revelou a presenca de taninos, e flavonoides, porém o
extrato nao apresentou triterpenos/esteroides, nem saponinas.

Fitoquimica Extrato B. forficata
Triterpenos e esteroides -

Flavonoides
Taninos

Saponinas -

Tabela 2 — Composi¢éao fitoquimica do extrato hidroalcélico do extrato das folhas de B. forficata.

Legenda: Sinal positivo (+) significa presenca da substancia; Sinal negativo (-) auséncia da substancia.

4 | DISCUSSAO

Varios pesquisadores tém demonstrado que extratos, fracbes e compostos
isolados extraidos de fontes naturais tém apresentado significativas propriedades,
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dentre estas a antimicrobiana (HOLETZ et al., 2002; FLEISCHER et al., 2003; BETONI
et al., 2006; CHOUDHURY et al., 2012).

Em um estudo realizado por Ahmed et al. (2012), foi verificada atividade
antimicrobiana do género Bauhinia, mais precisamente das espécies B. bowkeri,
B.galpinii, B. petersianae, e B. variegata, inibindo o crescimento de S. aureus, P.
aeruginosa, Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Aspergillus fumigatus, Candida
albicans e Cryptococcus neoformans, nas concentracdes de 30 a 2500 pg/ mL, porém
ainda existem poucos estudos com a espécie B. forficata.

Nesse estudo, para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado
primeiramente o teste de difusdo em agar e para confirmacao dos resultados, empregou-
se 0 método de microdiluicao em caldo. Este ultimo mostrou-se mais sensivel, uma vez
que detectou atividade antibacteriana ndo detectada pelo método de difusédo. Esses
resultados podem ser explicados pela dificuldade de difusdo do extrato no meio de
cultura. Essa dificuldade de difuséo de produtos naturais pode estar relacionada a sua
hidrossolubilidade e a sua massa molecular.

Portanto, uma das desvantagens deste método € a dependéncia do peso
molecular das substancias, assim solu¢des de peso molecular mais baixo difunde mais
rapidamente que aquelas de maior peso, podendo gerar resultados falso-positivos.
Deste modo, mesmo que a substancia testada seja um potente agente antimicrobiano,
essa propriedade pode ser “camuflada” devido as caracteristicas moleculares do
produto (ORLANDO, 2005).

De acordo com Ribeiro; Soares (2000), diversos fatores podem influenciar no
método de difusdo em agar, como: a presenca de enzimas bacterianas, a composicao
do meio, a difusdo da substancia no meio, a densidade do inéculo, o periodo de
incubacé@o, bem como a temperatura e a estabilidade da substéancia em uso. Nesse
método, a presenca de matéria particulada na amostra também pode interferir na
difusdo da substancia antimicrobiana no dgar (VANDEN BERGUE; VLIETINCK,1991).

Nesse trabalho o extrato hidroalcodlico de B. forficata demonstrou atividade sobre
o crescimento de bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa). Dados semelhantes foram
obtidos por Sousa et al. (2000), que avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos
das fracdes de B. forficata e B. microstachya por meio do método de difusdo em &gar,
observando que somente uma fracdo da B. forficata inibiu o crescimento de E. coli e
S. aureus na concentracao de 1000 ug/mL.

Nesse estudo nao foi verificada acao antimicrobiana para a levedura, C. albicans,
corroborando com os resultados obtidos por Silva; Cechinel Filho (2002) que testaram
a atividade antimicrobiana do extrato de B. forficata para fungos filamentosos e
leveduras patogénicas, e também n&o detectaram atividade antifungica.

Todos esses estudos apresentados, corroboram com o resultado deste trabalho,
pois demonstram que a B. forficata e as outras espécies desse género apresentam
propriedades antimicrobianas. Porém, vale ressaltar que existe uma diferenca entre
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as concentracdes inibitorias, esta diferenca pode ser explicada porque utilizaram
diferentes espécies desse género, sendo que cada uma apresenta composicao
quimica diferente e consequentemente maior ou menor concentracdo de principios
ativos, podendo haver ainda diferencas decorrentes do solo, clima e sazonalidade de
onde sao obtidas as plantas (PEREIRA et al., 2014).

A atividade antimicrobiana observada nos testes realizados com os extratos
brutos pode ser explicada pela presenca de determinados componentes quimicos.
Substéncias que sao resultantes do metabolismo secundario das plantas, que no
vegetal tém a funcéo de defesa contra predadores ou atragdo de agentes polinizadores,
mas também apresentam outras atividades biol6gicas (COSTA et al., 2005). O extrato
hidroalcoolico de B. fortificata, apresentou tanino na sua composicao quimica, conforme
outros estudos ja realizados (LORENZI e MATOS, 2002; SARTORATTO et al., 2004;
MARQUES, 2006).

Os taninos possuem trés hipoteses quanto ao mecanismo de agdo antimicrobiana:
a primeira, quando ocorre inibicao de enzimas bacterianas, ou complexando-se com 0s
substratos dessas enzimas; a segunda inclui a acdo dos taninos sobre as membranas
celulares dos micro-organismos, modificando seu metabolismo e a terceira fundamenta-
se na complexacdo dos taninos com ions metalicos, diminuindo a disponibilidade de
ions essenciais para o metabolismo microbiano (SCALBERT, 1991).

Segundo Loguercio etal. (2005), os taninos possuem consideravel atividade contra
bactérias Gram-positivas, devido a constituicdo da parede celular dessas bactérias,
menos complexa e com menor teor lipidico, do que as Gram-negativas, permitindo
que os taninos atuem sobre a membrana alterando sua funcionalidade, 0 mesmo foi
verificado neste trabalho, onde o extrato hidroalcodlico de B. forficata apresentou
atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-positivas L. monocytogenes e S.
aureus.

Nesse estudo o extrato ndo apresentou triterpenos/esteroides, nem saponinas,
mas apresentou flavonoides. No entanto, no trabalho de Silva; Cechinel Filho (2002)
sobre a composicao quimica das plantas do género Bauhinia, detectaram a presenca
de esteroides e flavonoides na espécie B. forficata. De uma forma geral, o efeito
antibacteriano dos flavonoides deve-se também a atribuicdo de grupos fendlicos
hidroxilo que apresentam afinidade para as proteinas e, por essa razao, atuam como
inibidores de enzimas bacterianas e interferem nas suas vias de sintese (ALCARAZ et
al., 2000; AVILA et al., 2008; LI et al., 2012).

Portanto, a busca por opgdes terapéuticas para diferentes patologias faz da
pesquisa de produtos naturais um campo fértil em opgcdes de moléculas com diferentes
atividades biologicas. Isso se deve a inumeros fatores, como: 0 aumento a resisténcia a
multiplos antibiéticos, o impacto das doencgas infecciosas na morbidade e mortalidade,
o alto custo dos antibidticos convencionais, a busca pelas terapias naturais, entre
outros.
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51 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram as propriedades antibacterianas do extrato
hidroalcodlico da folha de Bauhinia fortificata contra bactérias Gram-positivas (L.
monocytogenes e S. aureus) e Gram-negativas (P. aeruginosa), adicionando um
valor global ao seu potencial medicinal. Porém € necessario que haja uma pesquisa
mais extensa, pois apesar de constatada a presenca de metabdlitos que apresentam
atividade antimicrobiana como os taninos e flavonoides, &€ recomendavel a continuagéo
de estudos, para determinar as fracdes purificadas e os compostos bioativos, ja que
séo raros os estudos que relacionam tais metabolitos ao efeito bioldgico indicado.
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