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APRESENTACAO

Acolecao “Expansao do conhecimento e inovagao tecnol6gica no campo das ciéncias
farmacéuticas” € uma obra organizada em dois volumes que tem como foco principal a
apresentacgéo de trabalhos cientificos diversos que compde seus 31 capitulos, relacionados
as Ciéncias Farmacéuticas e Ciéncias da Saude. A obra abordara de forma interdisciplinar
trabalhos originais, relatos de caso ou de experiéncia e revisdes com teméaticas nas diversas
areas de atuacéo do profissional Farmacéutico nos diferentes niveis de atencdo a saude.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos
desenvolvidos em diversas instituicdes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi 0 aspecto relacionado a atengéo e assisténcia farmacéutica,
farmacologia, saude publica, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterapicos,
préaticas integrativas e complementares, entre outras areas. Estudos com este perfil podem
nortear novas pesquisas na grande area das Ciéncias Farmacéuticas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela Farméacia, pois apresenta material que apresenta estratégias,
abordagens e experiéncias com dados de regides especificas do pais, o que é muito
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Expanséo do conhecimento e inovagéo tecnoldgica no campo
das ciéncias farmacéuticas” apresenta resultados obtidos pelos pesquisadores que,
de forma qualificada desenvolveram seus trabalhos que aqui serdo apresentados de
maneira concisa e didatica. Sabemos o quao importante é a divulgacao cientifica, por isso
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma
consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.
Boa leitura!

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: Apesar da disponibilizagdo de novos
antibiéticos, a resisténcia microbiana ocorre
em ritmo crescente nos diferentes patdgenos
Gram-positivos, Gram-negativos, fungos, e
representa um grande desafio terapéutico,
levando a uma necessidade premente de
novas classes de substancias antimicrobianas,
especialmente a partir de fontes naturais.
Dentre as plantas medicinais com atividade
antimicrobiana no Brasil, destaca-se neste
estudo a Tabernaemontana catharinensis A. DC.,
popularmente conhecida como “cobrina”. Os
resultados do presente estudo mostraram que o
extrato metandlico das folhas de T. catharinensis
possui caracteristicas que podem viabilizar sua
utilizagdo como medicamento fitoterapico, em
funcdo da atividade antimicrobiana significante
observada frente aos micro-organismos Candida
albicans ATCC 10231, Kocuria rhizophila ATCC
9341 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
acao antibiofilme foi mostrada frente a Kocuria
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A. DC.

rhizophila ATCC 9341 e Candida albicans ATCC
10231. Os resultados mostram a potencialidade
antimicrobiana de Tabernaemontana
catharinensis e estudos complementares
poderdo resultar em novas substancias com
potencial antimicrobiano.

PALAVRAS - CHAVE: Tabernaemontana
catharinensis; biofilme bacteriano; atividade
antimicrobiana.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF EXTRACT
OF LEAVES FROM TABERNAEMONTANA
CATHARINENSIS A. DC.

ABSTRACT: Despite the expanding availability of
new antibiotics, microbial resistance is occuring
at an increasing rate in various gram-positive and
gram-negative pathogens, and fungi. Microbial
resistance represents a major therapeutic
challenge, which has resulted in an urgent need
for new classes of antimicrobial substances,
especially those derived from natural sources.
This study focuses on a Brazilian medicinal plant
that has antimicrobial activity - Tabernaemontana
catharinensis A. DC., popularly known as cobrina
in Brazil. The results of this study showed that
the methanol extract of T. catharinensis leaves
has characteristics that can enable its use as a
herbal medicine. Significant antimicrobial activity
was observed in relation to the microorganisms
Candida albicans ATCC 10231, Kocuria rhizophila
ATCC 9341 and Staphylococcus aureus ATCC
25923. In addition, significant antibiofilm action
was shown in relation to Kocuria rhizophila ATCC
9341 and Candida albicans ATCC 10231. These
results demonstrate the antimicrobial potential
of Tabernaemontana catharinensis, and further
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complementary studies may result in new substances with antimicrobial potential.
KEYWORDS: Tabernaemontana catharinensis; bacterial biofilm; antimicrobial activity.

11 INTRODUGCAO

O género Tabernaemontana pertence a familia Apocynaceae e é composta por cerca
de 100 espécies espalhadas pelas regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo. No
Brasil, sdo relatadas cerca de 40 espécies. Essas espécies ja identificadas constituem
cerca de 30% da distribuicao mundial (MARINHO et al., 2016).

Segundo Naidoo et al. (2021) véarias espécies pertencentes ao
género Tabernaemontana tém sido estudadas e utilizadas por suas atividades biologicas
de amplo alcance. As espécies mais proeminentes incluem Tabernaemontana divaricata, T.
catharinensis, T. crassa e T elegans. Essas espécies, entre outras do género,
frequentemente apresentam importancia farmacolégica, que geralmente esta relacionada
aos seus constituintes quimicos com componentes alcaloides. Os metabdlitos secundarios
dentro do género tém demonstrado enorme potencial medicinal para o tratamento de
infeccOes, dores, lesdes e varias doengas.

A Tabernaemontana catharinensis A. DC (GBIF, 2021) é uma planta arbérea
encontrada no Brasil, Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia (NICOLA, 2013). A importéncia
do género é devido a presenca de alcaloides indélicos monoterpénicos, presentes como
principais componentes secundarios em todas as partes da planta, e isso tem chamado a
atencéo da comunidade cientifica para novos derivados alcaloides e suas bioatividades
(NICOLA, 2013; MARINHO et al., 2016).

As plantas medicinais sao utilizadas como recurso terapéutico ha milhares de anos
para tratar varios distarbios de salde e para prevenir doencgas, incluindo epidemias. A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da populacdo mundial utilizam
plantas medicinais como um importante recurso no atendimento bésico de saude, incluindo
populagdes que usam plantas in natura e pelos sistemas de saude que utilizam material
vegetal processado em diferentes formulagcées medicamentosas (JINUKUTI; GIRI, 2013).

No Estado do Paran4, Brasil, em uma pesquisa em um bairro da cidade de Campo
Largo foram registradas 426 referéncias etnobotanicas associadas a 120 espécies
predominantemente herbaceas, junto aos entrevistados. O estudo confirma a utilizagédo
popular de plantas medicinais e visa contribuir para o fortalecimento do uso adequado de
fitoterapicos na atengéo primaria e contribuir para praticas integrativas e complementares
em saude (GONCALVES, 2017).

De acordo com o metabolismo secundario dos vegetais superiores, 0 que aumenta
a probabilidade de sobrevivéncia das espécies é que eles possuem a capacidade de atuar
na cura de diversas enfermidades, uma delas a infeccéo por bactérias e ou leveduras. Essa
producdo exerce atividade de defesa contra os micro-organismos que podem vir a atacar
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esses vegetais, insetos e herbivoros. Existem alguns fatores que s&o responsaveis por
alteragcbes na produgéo dos metabdlitos secundérios (como a temperatura, a sazonalidade,
a disposicdo de nutrientes, entre outros) que influenciam na qualidade da planta e
consequentemente, nos compostos que ela produz (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).
Pesquisas tém sido direcionadas para investigar esses metabolitos secundarios e suas
propriedades, principalmente em plantas ja conhecidas na medicina popular.

O surgimento de novas doengas infecciosas com a identificacdo de novos agentes
etiolégicos, o ressurgimento de varias infec¢gdes que até entdo pareciam controladas e o
aumento da resisténcia bacteriana tém gerado a necessidade de estudos direcionados ao
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Por outro lado, a falha na descoberta
de novas moléculas com propriedades antimicrobianas a partir de micro-organismos, a
otimizag@o dos métodos de triagem utilizados para a identificagcdo de antimicrobianos tém
estimulado os pesquisadores a buscar outras fontes naturais e neste contexto, a plantas
medicinais vém sendo estudadas (VALGAS et al., 2007).

Estudos farmacologicos com diferentes partes obtidas da planta medicinal T.
catharinensis mostram multiplas atividades biolégicas. Veronese et al. (2005) relataram a
inibicdo da atividade miotoxica do veneno de Bothrops jararacussu e suas miotoxinas, pelo
extrato aquoso de T. catharinensis. Gomes et al. (2009) relataram atividade anti-inflamatoria
e antinoceptiva (que anula ou reduz a percepgéo e transmissao de estimulos que causam
dor) no extrato etandlico da casca do caule. A atividade antioxidante foi relatada por Boligon
et al. (2013) no extrato bruto e fracdes das folhas, onde a fracdo de acetato de etila mostrou
a melhor atividade. Piana et al. (2014) relataram atividade antioxidante no extrato bruto
e fragcdes dos frutos e ramos, e a atividade foi maior nos ramos do que nos frutos. Da
Silva Brum et al. (2016) descreveram atividade antinoceptiva na fragéo acetato de etila das
folhas. Rosales et al. (2018) relataram atividade antitumoral do extrato do caule com uma
linha celular de melanoma.

Varios estudos estdo sendo realizados para a descoberta de novos agentes
antimicrobianos provenientes de plantas para que possam ser utilizados em produtos
farmacéuticos, cosméticos e na industria alimenticia (DE BONA, 2014). Pesquisas com T.
catharinensis tém mostrado seu potencial antimicrobiano. Medeiros et al. (2011) associaram
a atividade antimicrobiana a uma fragdo de composto de alcaloides inddlicos do extrato da
raiz. Segundo Piana et al. (2014), as folhas da T. catharinensis contém compostos fendlicos
e juntamente com os terpenoides e 6leos essenciais, alcaloides, lecitinas e polipeptideos,
substancias fendlicas, flavonoides, taninos e cumarinas, sdo 0s principais grupos com
atividade antimicrobiana ja estudadas e comprovadas.

Ainda ha muito o que se descobrir acerca das atividades oferecidas pelas plantas,
pois ndo se pode ter certeza do seu potencial toxico. Devido a todos os fatores envolvidos, &
fundamental conhecer as aplicagdes fitoterapicas e afisiologia vegetal, para assim conseguir

garantir uma maior seguranca para o paciente. Este trabalho em questédo visou avaliar a
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atividade antimicrobiana in vitro do extrato metanélico das folhas de T. catharinensis, frente
a cepas da American Type Culture Collection (ATCC) como micro-organismos teste. Essas
cepas sdo mundialmente conhecidas, o que permite a reproducéo dos estudos, um ponto
importante nos trabalhos de pesquisa.

21 MATERIAL E METODOS

Para a pesquisa de atividade antimicrobiana foi utilizado o extrato metandlico das
folhas de T. catharinensis. Foram utilizadas as técnicas: i) concentracao inibitéria minima
(CIM) em microplacas; e ii) pesquisa da inibicdo do biofilme em microplaca corada com
cristal violeta. O extrato metandlico liofiolizado foi cedido pela Profa. Dra. Mariza Boscacci
Marques, do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

2.1 Preparo das concentracdes do extrato

Inicialmente, preparou-se uma solu¢do mée com 40,0 mg do extrato em 200 pL
de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, foram realizadas 8 diluicdes seriadas 1:2 em
DMSO. Nessa diluicao, utilizou-se DMSO diluido 1:2. Na sequéncia, os extratos foram
diluidos em caldo Muller-Hinton para bactérias e em Caldo Muller-Hinton com 2% glicose
para leveduras e foram testados frente aos micro-organismos nas concentrag¢des finais de
2.000-15,6 pg/mL.

2.2 Atividade antimicrobiana

Foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 259283, Kocuria rhizophila
ATCC 9341, Escherichia coli 25922 e Candida albicans 10231. As cepas em estoque
foram replicadas 24 horas antes da realizagdo do experimento para serem ativadas em
Agar Muller-Hinton para as bactérias e Agar Muller-Hinton com glicose 2% para Candida
albicans. Uma coloragéo de Gram de cada micro-organismo foi realizada para confirmar a
pureza.

Por ocasido do experimento, as cepas foram preparadas em solucéo fisiol6gica
estéril de tal forma que contenham 1,0-2,0 x 108 UFC/mL para bactérias e 1,0-2,0 x
10® UFC/mL para leveduras, equivalentes ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland. Em
seguida, foram diluidas 1:10 e 10 yL microlitros dos micro-organismos assim preparados
foram adicionados aos testes.

A CIM foi determinada pela técnica da microdiluigdo em placas de 96 cavidades,
adaptada do Clinical Laboratory Standards Institute (2014). Adicionou-se 200 uL dos caldos
Muller-Hinto com o extrato nas concentragdes de 2.000-15,6 pg/mL em cada cavidade teste
da placa. Como controle, utilizou-se 200 pL do caldo com e sem 10 yL de DMSO (diluido
1:2). Adicionou-se 10 pyL de cada micro-organismo teste as cavidades. Os testes foram
realizados em triplicata e cada teste teve um branco equivalente e neste, nao foi adicionado
0 micro-organismo teste.

Apos o preparo, as placas foram recobertas com papel filiro, tampadas e incubadas
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em estufa a 35 °C por 24 horas. Ap0Os a incubacgéao a densidade 6ptica foi determinada com 3
leituras, pds-agitacdo em 630 nm, no leitor SynergyH1 com software Gen5.2. Para o célculo

foi feita a média das leituras descontando a média da leitura do branco correspondente.

2.3 Inibicao do biofilme

A producéo e/ou inibi¢gdo do biofilme foi realizada através da técnica da microplaca
corada com cristal violeta 0,5%, adaptada de Stepanovic et al. (2000). Foi feito o mesmo
procedimento realizado para a CIM. Apés o periodo de incubagéo, o caldo com o crescimento
dos micro-organismos € aspirado de cada cavidade da placa com pipeta. Em seguida,
as cavidades sao lavadas por 3 vezes com solucéo fisiologica estéril. Esse procedimento
deve ser realizado com cuidado para que o biofilme n&o seja removido. A placa é invertida
em papel absorvente por alguns minutos para secagem. Em seguida, adiciona-se 200 pL
de metanol por 20 minutos para fixar. Apos a retirada do metanol por inverséo, a placa
€ novamente invertida em papel absorvente por 30 minutos para secagem. Em seguida,
adiciona-se 200 ul de cristal violeta por 15 minutos. O corante é removido e a placa é lavada
por 3 vezes com solugao fisiologica estéril. Em seguida, a placa é invertida novamente em
papel absorvente por alguns minutos. Adiciona-se 200 yL de etanol e ap6s 30 minutos, a
placa é lida em 570 nm no leitor SynergyH1 com software Gen5.2.

2.4 Analise dos dados

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana e inibicdo do biofilme pelas diferentes
concentragbes do extrato, as densidades Opticas foram comparadas: i) analise estatistica
(ANOVA e pébs-teste Bonferroni, com significancia de *p<0,05%) utilizando o programa
GraphPad Prism6; e ii) CIM. Para o célculo da CIM, a média das DOs obtidas com o
crescimento dos micro-organismos teste foram equivalentes a 100%. O crescimento e/ou
inibicdo dos micro-organismos frente as concentragdes do extrato foram proporcionalmente
calculadas e expressas em % de inibi¢éo.

31 RESULTADOS

3.1 Atividade antimicrobiana

Na comparagé@o com o grupo controle, o extrato de T. catharinensis frente S. aureus
ATCC 25923 mostrou atividade antimicrobiana ou redugéo do crescimento estatisticamente
significante (*p<0,05) nas concentragdes de 2.000 a 62,25 pyg/mL. Nas concentracbes
seguintes, 31,25 e 15,62 pyg/mL, a bactéria voltou a crescer de forma semelhante ao micro-
organismo controle, ndo significante (p>0,05). A redugéo do crescimento variou entre 40 e
29% nas concentracdes que foram estatisticamente significantes e entre 12 e 2% nas néo
significantes, onde o crescimento foi igual ao controle (Tabelas 01 e 02 e Figura 01A). A
CIM®° e CIM® n&o foram observadas.
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Tabela 01 — Atividade antimicrobiana de diferentes concentracies do extrato metandlico de
Tabermaemontana catharinensis frente Staphylococcus aureus ATCC 25923, Kocuna rhizophila
ATCC 93141, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 10231

Concentragédo Micro-organismos - Densidade Optica (DO)
pg/mL CSA25923 KR9341 EC25922 CA10231
Controle 0,948 0.598 0.651 0,456
2000 0,667* 0.388* 0.703 ns 0,202*
1000 0,564" 0,354* 0,602 ns 0,312
500 0,603 0,334% 0,672 ns 0,277
250 0,596" 0.373" 0.638 ns 0,341
125 0.602" 0.476* 0,624 ns 0,296
62,5 0,675% 0,475° 0,638 ns 0,331
31.25 0,835 ns 0,523° 0.672 ns 0,323
15.62 0,928 ns 0,528" 0.702 ns 0,546 ns

Fonte; Os autores,
* p<0,05; ns — ndo significante (p=0,05)

Para Kocuria rhizophila ATCC 9341, a reducédo do crescimento foi estatisticamente
significante até a concentragéo de 15,62 yg/mL, sendo que nas concentragdes entre 2.000
e 250 pg/mL a redugdo do crescimento variou de 44 a 38% e entre as concentracdes de
62,5 e 15,6 ug/mL, de 21 a 12% (Tabelas 01 e 02 e Figura 01B). A CIM*° e CIM%*° nao foram
observadas nas diferentes concentra¢des do extrato frente Kocuria rhizophila ATCC 9341.

Tabela 02 - Atividade antimicrobiana de diferentes concentraces do extrato metandlico de
Tabermaemontana catharinensis frente Staphylococcus aureus ATCC 25923, Kocuna rhizophila
ATCC 9314, Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 10231

Concentracdo Inibigéo do Crescimento (%)

pg/mL CSA25923 KR9341 EC25322 CA10231
2.000 30" 35 0 ns HEEME”
1.000 40 41= 8ns 36*
500 367 44 12 ns 43
250 31" i 2ns 30"
125 35" 20" 4 ns 39
62,5 29 21" 2ns 3
31.25 12 ns 14* Ons 34
15,62 2ns 12" 0 ns Ons

Fonte: Os autores
* p<0,05; ns — ndo significante (p>0,05); CIM50 - inibiu <90 e 260% do crescimento.
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Para Escherichia coli ATCC 25922, o extrato ndo mostrou atividade antimicrobiana
estatisticamente significante (p>0,05) em nenhuma das concentragdes testadas. O
crescimento da bactéria frente ao extrato de Tabernaemontana catharinensis foi semelhante
ao da bactéria controle (Tabelas 01 e 02 e Figura 01C).

A redugdo do crescimento foi estatisticamente significante (*p<0,05) até a
concentragdo de 31,25 pyg/m para Candida albicans ATCC. A CIM® foi observada na
concentracéo de 2.000 pg/mL que inibiu 58% do crescimento. Nas concentracbes entre
1.000 a 31,25 pg/mL, a inibicdo variou entre 43 a 32% (Tabelas 01 e 02 e Figura 01D).
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Figura 01. Afividade antimicrobiana de diferentes concentragbes do extrato metandlico de
Tabernaemonfana catharinensis. 1A, Stophylococcus aureus ATCC 25923, *p<0,05 (2.000-62,5
pg/mL). 1B. Kocura rhizophila ATCC 9341, “p=<0.05 (2.000-15,62 pgimL). 1C. Escherichia coli
ATCC 25922, p=0.05 (2.000-15 62 pg/mL). 1D. Candida albicans ATCC 10231, "p=<0.05 (2.000-
31,25 pg/ml)
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3.2 Inibicao do biofilme

Aavaliacao foi realizada por andlise estatistica comparando a DO do micro-organismo
teste (cepa ATCC) com as DOs das diferentes concentragdes do extrato. A DO obtida com
0 micro-organismo teste foi considerada equivalente a 100% do biofilme formado e as DOs
obtidas de cada concentragdo foram proporcionalmente calculadas. A andlise estatistica
comparando o biofilme formado pelo S. aureus ATCC 25923 e o biofilme formado sobre a
acao de diferentes concentragdes do extrato (2.000 a 500 pyg/mL) foram nao significantes

(p>0,5). O célculo mostrou que ndo houve redugédo na formagao do biofilme (Tabelas 03 e
04 e Figura 02A).

Tabela 03 - Aclo do extrato de Tabernaemonfana catharinensis na reducido do biofilme
produzido pelos micro-organismos testes

Concentragao Micro-organismos (DO)
pafMi SA25923 KR3314 EC25922 CA10231
Controle 0,953 0,398 1,419 1,118
2000 1,001 ns 0.129* 1,379 ns 0,543
1000 0.970 ns 0.277" 1292 ns 0,753"
500 0,856 ns 0,335 ns 1,337 ns 0,594*
250 - - - 0.843"
125 = g - 0802
62,5 - - - 0,847

Fonte: Os autores

ns - nédo significante p=0,05; *p<0,05; ndo testado (-).

Para Kocuria rhizophila ATCC 9341, o calculo mostrou que houve redugéo na
formacédo do biofilme na concentracdo de 2.000 pyg/mL (redug¢do de 68%) e 1.000 pg/mL
(reducéo de 30%) que foram estatisticamente significantes em relagéo ao biofilme produzido
pelo micro-organismo teste (Tabelas 03 e 04 e Figura 02B).
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Tabela 04 - Acdo do extrato de Tabermaemonfana calharinensis na redugdo do biofilme

produzido pelos micro-organismos testes

Concentragao Inibigdo do biofilme (%)
pg/mL SA25923 KR9314 EC25922 CA10231
2000 0ns 68" 4 ns 51*
1000 Ons 30 9ns 3
500 10 ns 16 ns 6 ns 47
250 - - - 25
125 - - - 28
625 - - - 24"
Fonte: Os autores.
ns — ndo significante p>0,05; *p<0,05; ndo testado (-).
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Figura 02 - Acdio do extrato de Tabernaemontana catharinensis na reducio do biofilme. Figura
02A — & aureus ATCC 25923, ns p=0,05, 2000-500 pg/mL. Figura 02B — K. rhizophila ATCC
25923, *p=0,05, 2000-1000 pg/mL. Figura 02C — E. coli ATCC 25923, ns p=0,05, 2000-500
pg/mL. Figura 02D — C. albicans ATCC 10231, "p=0,05, 2000-62,5 pg/mL.
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A analise estatistica da comparacgéo entre o biofilme formado por Escherichia coli
ATCC 25922 e sua reducdo mediante o extrato da planta variaram de 4 a 9%, logo nédo
significantes e assim, o extrato da planta n&o inibiu o biofilme produzido por essa bactéria
(Tabelas 03 e 04 e Figura 02C).

Candida albicans ATCC 10231 teve seu biofilme inibido pelo extrato da planta. A
andlise estatistica mostrou inibicdo em todas as concentrag¢des testadas (2.000-32,5 ug/
mL). Entretanto, a partir da concentragcédo de 250 pg/mL, ocorreu uma estabilizacdo no
biofilme. Entéo, a reducéo ficou mais evidente até a concentragcéo de 500 pg/mL.

41 DISCUSSAO

Apesar da disponibilizagdo de novos antibiéticos, nas uUltimas décadas a resisténcia
microbiana tem aumentado de maneira significativa, gerando um aumento nas taxas de
morbidade e mortalidade na populagéo (SILVA; AQUINO, 2018).

Muitos s&o os patdgenos que causam infeccbes em seres humanos, porém optou-
se por utilizar quatro micro-organismos: Staphylococcus aureus e Kocuria rhizophila como
representantes de bactérias Gram-positivas; Escherichia coli como representante de
Gram-negativas e Candida albicans como represente do grupo dos fungos. Esses micro-
organismos sé&o encontrados na comunidade e sé&o bons representantes de suas classes.

O potencial antimicrobiano da T. catharinensis vem sendo estudado no Brasil e em
outros paises. Varios pesquisadores relataram atividades biolégicas em véarias partes da
planta como: as folhas, a raiz, o caule, as cascas, os frutos e o latex. Gongalves et al. (2011)
avaliaram a capacidade antimicrobiana do extrato das cascas do caule de T. catharinensis
utilizando o método difusdo de Kirby-Bauer. Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa apresentaram halos de inibicdo mostrando agéo antimicrobiana. Os autores
comentam que a T. catharinensis € uma planta medicinal conhecida pela composicéo
rica em alcaloides indolicos, que possuem varias atividades biolégicas, podendo até
reverter 0 mecanismo de multipla resisténcia a antimicrobianos em micro-organismos.
No presente trabalho, na comparagcédo com o grupo controle, o extrato de T. catharinensis
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 mostrou atividade antimicrobiana ou redugéo
do crescimento estatisticamente significante nas concentra¢des de 2.000 a 62,25 pyg/mL. A
reducéo do crescimento variou entre 40 e 30%.

Guida et al. (2003) relataram atividade antibacteriana de extratos secos metanolicos
de uma fracdo alcaloide, obtida da casca da raiz de Tabernaemontana catharinensis.
O ensaio foi realizado de acordo com a técnica padronizada de Kirby-Bauer com
concentracbes de 500 a 4.000 pg/mL. A atividade antibacteriana foi detectada contra
bactérias Gram-positivas sendo: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA — Methicillin-resistant Staphylococcus aureus),

Staphylococcus epidermidis e Streptococcus faecalis. Gram-negativas sendo: Escherichia
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coli, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri e Acynetobacter Iwoffii. Neste trabalho também
utilizou-se o extrato metanélico e os resultados concordam com o relatado para S. aureus.
Para Escherichia coli ATCC 25922 o extrato ndo mostrou atividade antimicrobiana
estatisticamente significante nas concentragdes testadas, logo >2.000 pg/mL. Guida et al.
(2003) estudaram uma fracéo alcaloide da cortica do tronco de T. catharinensis e detectou-
se sensibilidade frente Escherichia coli e outros gram-negativos. As autoras argumentam
que a atividade antibacteriana é atribuivel aos compostos alcaloides detectados por
cromatografia. No estudo citado, os ensaios foram realizados com as cascas do tronco e
neste trabalho, foi feito com o extrato das folhas. E possivel que a casca contenha mais
alcaloides, o que poderia explicar os resultados discordantes.

Gindri et al. (2013) estudaram o potencial antimicrobiano utilizando a técnica
de microdiluicgdo em caldo no extrato bruto e fragbes diclorometano, acetato de etila e
n-butanol das folhas de T. catharinensis. Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade
antimicrobiana mostraram que a fragéo n-butanol foi efetiva frente a Micrococcus sp. (CIM
= 31,25 pg/mL), Aeromonas sp. (CIM = 250 pg/mL), Proteus mirabilis e Enterococcus
faecalis (CIM = 62,50 ug/mL). O extrato bruto e as demais fragbes ndo apresentaram MIC
para Staphylococcus aureus e Escherichia coli e foram relatadas com MIC >1.000 pg/mL.
A frag@o n-butanol apresentou-se como a mais ativa na atividade antimicrobiana. Neste
trabalho néo utilizou-se essa fracéo, pois foi empregado o extrato metandlico, entretanto,
também observou-se atividade antimicrobiana significante para Kocuria rhizophila
(Micrococcus luteus). Dé forma semelhante ndo observamos CIM para E. coli.

Boligon et al. (2015) testaram extrato bruto e fragdes com diclorometano e butanol
das folhas de T. catharinensis. Os melhores resultados antimicrobianos foram observados
nas folhas com as fragbes diclorometano e butandlica, sendo o MIC para S. aureus (500 e
>1000 pg/mL), Enterococcus faecalis (62,5 e 250 ug/mL) e Micrococcus sp (31,25 e 31,25
ug/mL), respectivamente. Para Escherichia coli e Candida albicans, os MIC nao foram
observados nas concentracdes testadas e foram relatados como >1.000 yg/mL; e para
todos esses micro-organismos, o extrato bruto ndo apresentou MIC e foram relatados como
>1.000 pyg/mL. Também foi relatado que fragdes das folhas exibiram atividade antiviral em
relacdo ao virus Herpes Simplex tipo 1. Esteroides, terpenoides e compostos fendlicos
foram identificados por cromatografia liquida de alta performance (HPLC/DAD) e podem
ser parcialmente responsaveis pelas atividades antimicrobianas e anti-herpes, observadas.
Comparando os resultados como os obtidos neste trabalho, verificou-se concordancia em
relacédo ao S. aureus e Micrococcus sp que também observamos atividade antimicrobiana.
Dé forma semelhante ndo observamos atividade para E. coli ATCC 25922 Ja em relagéo a
C. albicans, nossos resultados mostraram atividade antimicrobiana, discordando do estudo
citado.

Reis (2018), em uma investigacdo fitoquimica dos extratos brutos hexanico e
metanolico da casca do caule de Tabernaemontana catharinensis isolou nove alcaloides
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inddlicos monoterpénicos. Os compostos isolados nos extratos e fracbes apresentaram
atividade antifingica e antibacteriana efetiva contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas. O estudo mostrou a importancia da fitoquimica na pesquisa das atividades
farmacologicas destacando que a atividade antifungica dos compostos presentes na
casca do caule, justificam seu uso como antifingico na medicina popular. Neste trabalho,
observou-se também atividade antifungica contra a cepa Candida albicans ATCC 10231
com reducéo do crescimento significante até a concentragdo de 31,25 yg/mL. A CIM® foi
observada na concentragéo de 2.000 pg/mL, que inibiu 58% do crescimento.

Vaz Perigo et al (2016), estudando a atividade antimicrobiana de plantas medicinais
observaram que os efeitos inibitorios da atividade contra bactérias, in vitro, podem atingir
até 30% dos niveis de inibicdo de antibidticos. No presente estudo, observamos uma
atividade antimicrobiana em torno de 30 a 50 % sobre bactérias Gram-positivas e fungos, e
assim consideramos que essa atividade antimicrobiana foi significativa.

Na pesquisa in vitro geralmente observou-se que, quando os micro-organismos
crescem em meio liquido, ap6s um periodo de incubagcdo produzem uma turvagcéo
caracteristica devido a proliferacéo celular. Por outro lado, a agdo antimicrobiana do extrato
em estudo reduz essa turvagdo, pois inibe o crescimento. Assim, a acdo antimicrobiana
pode ser avaliada pela observacdo direta da turvagdo observada ou pela leitura da
densidade 6ptica (DO) em espectrofotdmetro. De forma diferente, o biofilme é avaliado pela
capacidade dos micro-organismos se aderirem as cavidades da microplaca. O extrato em
estudo pode inibir a sua formagéao. Assim, diferentes concentragdes do extrato metandlico
de T. catharinensis foram testados. A técnica da microplaca corada com cristal violeta
permitiu avaliar o biofilme formado, bem como a sua inibigéo.

Neste trabalho, observou-se a inibicdo do biofilme com o extrato metandlico das
folhas de Tabernaemontana catharinensis para Kocuria rhizophila ATCC 9341, uma bactéria
gram-positiva e Candida albicans ATCC 10231, um fungo.

O biofilme é uma comunidade microbiana complexa altamente resistente aos
antimicrobianos. A formacao de biofilmes em superficies bidticas e abibticas estd associada
a altas taxas de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados (VASUDEVAN, 2014;
ANDRE, 2015). Novas alternativas para o controle de infecgdes tém sido propostas com
foco nas propriedades terapéuticas das plantas medicinais e seus efeitos antimicrobianos.
Sanches e colaboradores (2016) estudaram as atividades antimicrobianas e antibiofilmes
de extratos vegetais metanoélicos frente a micro-organismos de isolados clinicos. As
andlises fitoquimicas revelaram a presenca de flavonoides, taninos e cumarinicos. O
experimento mostrou que alguns dos extratos vegetais avaliados apresentaram atividades
antimicrobianas e antibiofilmes contra bactérias isoladas de infec¢bes hospitalares, o que
pode ser uma alternativa para o controle da formagao de biofilmes microbianos ou pode ser
usado como modelo para a busca de novos farmacos. Atividade antibiofilme foi observada
neste estudo utilizando o extrato metandlico das folhas de T. catharinensis.
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51 CONCLUSAO

A resisténcia dos micro-organismos frente aos antimicrobianos constitui um
importante e crescente problema de Saude Publica, pois a sua incidéncia tem se elevado de
maneira crescente com o passar dos anos. Os resultados observados no presente estudo
mostraram que o extrato das folhas de Tabernaemontana catharinensis A. DC. possui
atividade antimicrobiana significante. O estudo mostrou que o extrato das folhas possui
caracteristicas e propriedades que podem viabilizar sua utilizagdo como medicamento
fitoterapico. Os resultados obtidos corroboram com estudos previamente realizados. A
T. catharinensis se comportou como uma alternativa promissora para ser trabalhada em
pesquisas futuras. Sugere-se que se realizem estudos adicionais para investigar a atividade
antimicrobiana frente a outras espécies de micro-organismos que tenham se mostrado
resistentes aos medicamentos ja existentes, bem como, estudos com objetivo de isolar e

identificar os constituintes quimicos responséaveis pelas atividades in vitro aqui relatadas.
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