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Resumo: O uso descontrolado de antibidtico tem tornado os micro-organismos mais resistentes a
esses farmacos, a partir disso as plantas se tornaram um meio viavel para 0 combate desses micro-
organismos. A Asdiosperma pyrifolium Mart. (Pereiro) € uma planta da Caatinga, popularmente
indicada para o tratamento de infeccbes microbianas. Objetivou-se avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de folha da A. pyrifolium frente as cepas padronizadas
bacterianas e fungicas, através de analise comparativa entre os métodos de difusdo em disco e
cavidade em placa. O extrato hidroalcodlico das folhas foi obtido por processo de percolagéo a frio,
com alcool a 70° GL, e submetido a rotaevaporacdo. A avaliacdo do potencial antimicrobiano do
extrato foi realizada pelos métodos de difusdo em disco e cavidade em placa, sendo cada ensaio
realizado em triplicata. Para o ensaio antimicrobiana, o extrato foi testado frente a cepas
padronizadas de bactérias (Pseudomonas, aeruginosa, Salmonella thyphimurium, Proteus vulgaria,
Serratia marcescens, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) e fungos (Candida tropicalis, e C.
albicans). Constatou-se efeito antimicrobiano, em ambos os métodos, do extrato a 100% de sua
concentracdo, frente as cepas Salmonella. sp., Proteus vulgaris, S. marcescens, P. aeruginosa, K.
pneumoniae. Os halos variaram de 10,0 a 13,0 mm, sendo o método em cavidade em placa mais
efetivo em relacdo ao de disco. Portanto, A pyrifolium apresenta perspectiva para a obtencdo de
antibidticos naturais, recomendando-se estudos mais detalhados.

Palavras- chave: Resisténcia microbiana, Pereiro, Micro-organismos.

INTRODUCAO

A resisténcia  bacteriana  aos
antibioticos tem aumentado de maneira
descoordenada nas ultimas décadas. Essa
resisténcia se desenvolve devido habilidade
das cepas bacteriana se adaptarem através de
mutacbes. O uso indiscriminado de
antibiéticos aumenta a pressdo seletiva e,
também, a oportunidade da bactéria ser

exposta aos mesmos. Aquela oportunidade
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facilita a aquisicdo de mecanismos de
resisténcia (SANTOS, 2004).

De acordo com Oliveira (2008), a
composi¢cdo bioquimica da parede celular
bacteriana também pode estar relacionada
com a resisténcia, no qual se confere
impermeabilidade a determinadas substancias.
Esta caracteristica pode ser aumentada pela
diminuicdo de receptores da membrana dos

patogenos para antibidticos e pela existéncia
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de proteinas especificas para a exportacdo de
substancias nocivas ao metabolismo celular,
as bombas de fluxo.

Devido a estrutura quimica que difere
dos antibidticos derivados de microrganismos,
0s antibidticos vegetais podem regular o
metabolismo intermediario de patdgenos,
ativando ou bloqueando reacBes e sintese
enzimatica ou mesmo alterando a estrutura de
membranas.

Desde o inicio da humanidade, o
homem primitivo sempre buscou na natureza
as solucbes para os diversos males que o
assolava, fossem esses de ordem espiritual ou
fisica (ALVIM et al, 2006). Levando em
consideracdo que, a cada dia, as bactérias se
tornam mais resistentes, 0s pesquisadores
teem buscado na natureza respostas para esse
problema, onde as plantas se tornaram fontes
alternativas, para producdo de novos
antibioticos.

A espécie Asdiosperma pyrifolium
Mart., pertence a familia Apocynaceae
(BRAGA, 1976), planta

popularmente como pereiro, pau-pereiro,

conhecida

pereiro-branco, pereiro-preto, pereiro-

vermelho, pereiro-de-saia, pau-de-coaru,
pequia-da-mata,
(LORENZI, 1998). A arvore pode atingir até

5 metros de altura, sua madeira € amplamente

peroba—rosa € trevo

empregada para servicos de carpintaria
(BRAGA, 1976).
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Segundo Medeiros (2007), € uma
espécie de planta natural da regido do
Semidrido do  Nordeste do  Brasil,
frequentemente utilizada pela medicina
popular no tratamento de enfisema, bronquite,
pneumonia, dispnéia asmatica, cardiaca,
estomacais, inflamacGes do trato urinario,
popularmente utilizado como abortifero e no
doencas (CRAVEIRO;
MATOS; SERUR, 1983; DEUTSCH et al.,
1994; DANTAS; FELISMINO; DANTAS,

2007). Essa planta tem sido alvo de estudos,

tratamento  de

devido a presenca de compostos fitoquimicos
provenientes de seu metabolismo secundério
(BESSA et al., 2013). Com relacéo aos efeitos
farmacoldgicos, possui atividade bloqueadora
adrenérgica, antineoplasica, hipotensora e na
disfuncédo erétil (SOUSA et al., 2007, LIRA,
2010).

Tendo em vista a necessidade de
novos meios antimicrobiano, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
do extrato hidroalcodlico da folha de
Asdiosperma pyrifolium frente as cepas
padronizadas bacterianas e fungicas, através
de analise comparativa entre os métodos de

difuséo em disco e cavidade em placa.

MATERIAL E METODOS
Local do estudo
A pesquisa foi realizada no

Laboratério de Microbiologia/Centro de
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Ciéncias Biologicas e da Saude/Universidade
Estadual da Paraiba.

Obtencéo do material vegetal

A coleta das folhas foi realizada no
Sitio Cardoso, municipio de
Massaranduba/Paraiba, situado entre as
coordenadas 7° 13.345’S e 35° 49.703°0,
com altitude de 418 m acima do nivel do mar.

As folhas foram submetidas a secagem
em estufa de ventilacdo forcada a temperatura
de 40 °C. Apos a secagem, o material foi
triturados em moinho do tipo faca, e
peneirados em tamis de numeragdo 10 mesh.
Posteriormente, o referido po6 foi utilizado na
obtencdo do extrato vegetal.
O extrato hidroalcodlico foi obtido por
percolagilo a frio (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2003; PRISTA; ALVES;
MORGADO, 1990), utilizando como solvente
etanol a 70 °GL, onde permaneceram em
repouso, sob o abrido da luz, por quatro dias.
As amostras foram filtradas em papel filtro e
concentradas em rotaevaporador (CAMPOS
etal., 2011; CARVALHO, 2001) a 60° C e 40
rpm até a redugdo de 1/4 do volume do
solvente. A partir do extrato a 100,0 % (v/v),
por diluicdo seriada, foram obtidas as demais
concentragdes a 50; 25; 12,5; 6,25.

Analise microbiologica
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Foram utilizadas cepas-padréo
Amenican Type Culture Colletion (ATCC)
Salmonella sp. (19430), Serratia marcescens
(14756), Proteus mirabilis (43071), klebsiella
pneumoniae (4352), Pseudomonas
aeruginosa  (25668), Escherichia  colli
(25922), Candida albicans (18804) e Candida
tropicalis (13803), disponibilizadas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ),
sendo reativadas, seguindo as recomendacoes
da referida Fundacao.

A suspensdo de cada micro-organismo
foi obtida transferindo-se as culturas crescidas
sobre 0 meio de cultura, com alga estéril, para
um tubo de ensaio contendo 3 ml de solugéo
salina 0,9% estéril. O inoculo microbiano foi
entdo padronizado de acordo com National
Committee  for  Clinical Laboratory
Standards/Clinical and Laboratory Standards
(NCCLS/CLSI,  2005), em

espectrofotbmetro com comprimento de onda

Institute

de 625 nm para suspensOes bacterianas, e de
530 nm para suspensfes fungicas, onde as
referidas suspensdes foram diluidas de modo
a obter-se uma preparagdo microbiana com
concentragdo final proxima a 106 UFC mL-1
(BAUER et al, 1966; HADACECK;
GREGER, 2000)

Para a avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram testados os métodos de
difusdo em meio solido utilizando-se discos e

cavidades em placa (método do po¢o).
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O método de disco foi realizado
seguindo os procedimentos de Kirby-Bauer
(NCCLS/CLSI, 2005), sendo utilizadas placas
de Petri contendo 20mL de Muiiller-Hinton
para as bactérias, e para os fungos, caldo
Saboraud dextrose. Nos quais foram
inoculadas as respectivas cepas, pela técnica
de espalhamento em superficie (BAUER et
al., 1966). Apds este procedimento, discos de
papel de filtro estéreis (n°3 e g6,0mm) foram
impregnados, separadamente, com 20uL do
extrato das folhas, esperando-se 20 minutos
antes de distribui-los nas placas.

No método de cavidades em placa,
20mL do meio de cultura foram distribuidos
uniformemente em cada placa. Apds
solidificacdo dos respectivos meios de
cultura, os inéculos foram espalhados sobre o
respectivos meios de cultura sélidos. Em
seguida, procedeu-se a formacdo das
cavidades, usando-se canaliculas (@6,0mm),
nas quais foram colocados 50uL dos extratos
das folha de A. pyrifolium.

Para ambos os ensaios, como controle
negativo foi utilizado disco de papel de filtro
estéril (n°3 e ©6,0mm), impregnados em
solucdo de alcool etilico hidratado a 70 °GL.

Em seguida, as placas foram
incubadas a temperatura de 37 °C/48 horas
para as bactérias, e +26 °C/24 horas para 0s
fungos, sendo os ensaios realizados em

triplicata.
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Analise dos dados

Os diametros dos halos de inibicdo
(mm), de cada ensaio, foram aferidos por
haldbmetro, sendo  considerada  como
possuidora de atividade antimicrobiana aquela
concentracdo do extrato que apresentou um
halo de inibicdo de crescimento igual ou
superior a 8,0mm de diametro (NCCLS/CLSI,

2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos andlise dos resultados, observou-
se que o extrato hidroalcoolico, em ambos 0s
métodos, apresentou efetividade a 100% de
sua concentracdo, frente aos micro-
organismos Gram-negativos, Salmonella sp.,
Proteus vulgaris, Serratia marcescens,
Pseudomonas aureginosa e  klebsiella
pneumoniae, 0s quais apresentaram halos de
inibicdo pelo método em disco de 11,0; 12,0;
10,0; 10,5 e 10,0 mm, e método em cavidade
de 13,0; 12,5; 11,0; 115 e 125 mm;
respectivamente. Entretanto, o extrato néo
obteve efeito frente a Escherichia colli,
Candida. albicans e C. tropicalis.

Os halos de inibigcdo variaram de 10,0
a 13,0 mm, nota-se que, 0 método cavidade
em placa produziu as maiores médias
aritméticas de tamanho dos halos (11,0-13,0
mm) sendo mais efetivo em relagdo ao de
disco (10,0-11,0 mm).
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O meétodo de cavidade em placa se
baseia na difusdo radial das substéancias, e a
presenca de particulas em suspensdo na
amostra a ser testada € muito menos provavel
de interferir com a difusdo da substancia
antimicrobiana no agar que no disco de papel
de filtro. De acordo com (VANDEN
BERGHE; VLIETINCK, 1991) o método da
cavidade em placa é o mais adequado para
testar a difusdo de substancias em extratos
etanoicos de plantas. (SILVEIRA etal.,
2005). O método de difusdo em cavidade em
placa aponta maior sensibilidade em relagdo
ao método de disco difusdo. (ESTRELA,
2000).

Observa-se que o método de difuséo,
empregados em disco e cavidade em placa
para obtencdo dos resultados, ambos
demonstraram o éxito desejado, apesar de
notasse que o método de difusdo em cavidade
em placa apresentou halos de maiores
proporcdes. O método de difusdo em agar ndo
oferece condigbes de igualdade para se
comparar substancias com solubilidade e
difusibilidade

substancias com diferentes capacidades de

distintas. Analisando
difusdo e dissociacdo, este pesquisador
observou que algumas substancias apresentam
dificuldades de difuséo e dissociacdo em &gar.
(RIBEIRO; SOARES, 2000).

Entretanto essas diferencas ndo séo

comprovativas que um método apresente
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melhor eficdcia que o outro, isso apenas
demonstra que em relacdo ao 0 uso de
extratos a tecnica de difusdo em cavidade em
placa possui um melhor desempenho.

Ensaio farmacognostico observou-se a
presenca de varios metabolitos secundarios
como: taninos condensados, flavonoides,
alcaldides, quinonas, esterdides livres e
(BERNARDES, 2005), a

ocorréncia de estruturas alcal6idicas &

triterpenos

caracteristica da familia  Apocynaceae
(PEREIRA et al., 2007). Esses compostos
quimicos sdo provenientes do metabolismo
secundarios presentes nas plantas. Os quais
ajudam no processo de cura de feridas,
qgueimaduras e inflamacGes, através da
formacdo de uma camada protetora
(complexo tanino-proteina elou
polissacarideo) sobre a pele ou mucosa
danificada” (SIMOES et al., 2001). O extrato
da A. pyrifolium apresentou caracteristicas
antimicrobianas, provavelmente devido a
presenca desses compostos fitoquimicos.
Entretanto, extrato ndo apresentou um
minimo (CIm),

apresentando o efeito antimicrobiano apenas a

controle inibitorio
100% de sua concentracdo. Isso ocorre
provavelmente, devido a baixa concentracdo
de compostos fitoquimicos nas folhas das
plantas, onde as maiores concentracdes desses
compostos estariam no caule do pereiro,

podemos acrescentar que, o periodo de coleta
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das partes vegetais, temperatura, estacdo do
ano e tipo de solvente, sdo fatores que
influencia na concentracdo desses compostos
(MACHADO, 2012).

Outro fator que pode ter influenciado
0 resultado, foram 0Ss micro-organismo
utilizados, as bactérias gram-negativas por
apresentarem uma estrutura complexa evita a
acdo dos compostos fito quimicos no interior
dos micro-organismos, a presenca de uma
parede celular menos espessas, composta por
peptidioglicano (SALTON; KIM, 1996) que
proporciona certa rigidez a parede celular
desses organismos, e, protege o citoplasma
das variacbes de pressdo osmdtica, a
membrana externa dessas bactérias, possui
uma caracteristica isolante evitando a perda
de proteinas e a acdo de enzimas hidro liticas,
proporcionando resisténcia a bactéria.

Segundo Machado (2012), diversos
fatores podem contribui para tais resultados,
podendo variar de acordo com a auséncia ou
variabilidade de atividade antibacteriana no
presente estudo pode ser decorrente da
concentragdo do extrato, qualidade das folhas
(alterada por condicdes de solo, sazonalidade,
tipo de colheita e teor de ativos) ou mesmo da

menor sensibilidade dos micro-organismos.

CONCLUSAO
Constatou-se efeito antimicrobiano,

em ambos 0os métodos, do extrato a 100% de
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sua concentracédo, frente as cepas Salmonella.
sp., Proteus vulgaris, S. marcescens, P.
aeruginosa, K. pneumoniae. Os halos
variaram de 10,0 a 13,0 mm, sendo o método
em cavidade em placa mais efetivo em
relacdo ao de disco. Portanto, A pyrifolium
apresenta perspectiva para a obtencdo de
recomendando-se

antibioticos naturais,

estudos mais detalhados.
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