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Resumo: A caatinga é uma regido que apresenta uma infinidade de espécies de plantas em sua flora, a
maioria delas ainda ndo estudada o suficiente para embasar cientificamente o uso de determinadas
espécies na medicina popular. Cnidoscolus quercifolius pohl, também conhecida como “faveleira” é
uma Euphorbiaceae empregada no tratamento de doencas infecciosas e ferimentos. Apesar desta
espécie fazer parte da medicina popular, existem poucos estudos cientificos que comprovam a sua
utilizacdo para o tratamento de doencas, sendo assim, neste trabalho foi realizado o método de
perfuracdo em &gar Mueller Hinton (MH) para verificar o potencial antibacteriano do extrato acetato
de etila da faveleira, utilizando como controles positivos e negativos a amicacina, um antibi6tico
conhecido clinicamente e o Dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 10%, respectivamente. As
cepas testadas foram: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterocccus faecalis e Pseudomoas
aeruginosa, todas cepas ATCC (American Type Culture Collection). Os testes foram realizados em
triplicata, fazendo uso de 12 placas de Petri, contendo 57,2 mL de Agar MH, onde foram perfurados 7
pocos com auxilio de ponteira estéril e acrescentados, além dos controles citados, diferentes
concentracdes do extrato a partir de 100 mg/mL (100,50, 25, 12.5 e 6.25%), e posteriormente
incubadas por 24 horas a 36°C. Ao final do trabalho, foi visto que o extrato acetato de etila da
faveleira ndo apresentou atividade frente as bactérias testadas.

Palavras-chave: faveleira, plantas medicinais, perfuracdo em agar.

INTRODUCAO

A caatinga é um bioma com grande diversidade que, sendo exclusivamente Brasileiro,
apresenta um patriménio biolégico que, em muitos casos, ndo pode ser encontrado em
nenhum outro lugar do planeta, apresentando uma variedade de plantas medicinais
tradicionalmente utilizadas em tratamentos caseiros como , por exemplo, a espécie
Cnidoscolus quercifolius pohl, popularmente conhecida como faveleira ou favela, uma planta
pertencente a familia Euphorbiaceae, decidua, heliéfila, pioneira e endémica, que ocorre
abundantemente em diversos Estados do Brasil, com destaque na Paraiba, Pernambuco,
Bahia, Piaui, Rio Grande do Norte, Ceard, Sergipe e Alagoas (MORAIS, 2016)

O Brasil tem um enorme potencial para a divulgacdo de novas substancias bioativas,

destacando-se no mundo por uma flora muito diversificada e complexa, apesar do fato de que
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a eficcia da maioria das substancias ndo foram identificadas quimicamente nem testadas
farmacologicamente (MENDES, 2012).

Desta Maneira, A demanda atual por medicina complementar e alternativa pode ser em
parte devido ao conhecimento inadequado da medicina tradicional ou ao alto custo e aos
efeitos colaterais dos medicamentos fabricados. Nas uUltimas décadas, o uso de fitoterapicos
tem sido amplamente adotado e aceito pelo publico. Os medicamentos a base de plantas foram
incluidos nos cuidados de salde e na pratica médica tradicional nos paises desenvolvidos,
principalmente no Reino Unido e na Europa (EKOR, 2014; BRAUN et al, 2010; CALAPAI,
2008).

Pesquisas tém apontado uma consideravel utilizacdo de Cnidoscolus quercifolius pohl
na medicina popular, empregada no tratamento de doencas agudas e cronicas, além de
ferimentos. Estudos realizados em comunidades no semiarido paraibano relatam uma
variedade de propriedades que os usuarios atribuem a espécie. Dentre elas sdo citadas a acédo
cicatrizante, analgésica, anti-inflamatdria, antibidtica e diurética (NOBREGA, 2001;
MORAIS et al, 2016).

Além dos achados etnofarmacologicos, C. quercifolius ja foi testada frente a
microrganismos patogénicos, como Staphyloccocus aureus, mostrando resultados positivos
para o extrato hidroalcoolico da planta (LACERDA, 2011). Testes em roedores comprovaram
a atividade antinociceptiva, isto €, o potencial analgésico do extrato. Morais et al, (2016)
constatou a presenca de metabdlitos secundarios importantes para o desempenho de atividade
antioxidante, como os flavonoides.

Para a avaliacdo de extratos de plantas medicinais tem se recorrido a técnicas in vitro
que possibilitem facil realizacdo e que tragam resultados consistentes. Para a triagem de
extratos ou novos compostos obtidos de plantas tem se realizado os testes com bactérias. Uma
das técnicas mais comumente utilizadas para este fim é a difusdo de substancias em agar,
técnica rotineira em muitos laboratdrios, tanto clinico como de pesquisas (MAIA-ARAUJO et
al, 2011). Este método pode ser realizado através do teste de difusdo em disco e da técnica de
perfuracdo em agar (OSTROSKY et al, 2008).

O teste de perfuracdo em &gar € um método fisico, no qual um microrganismo é
desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e ao término
da pesquisa se relaciona o tamanho da zona de inibi¢cdo de crescimento do microrganismo

desafiado com a concentracéo da substancia ensaiada.
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A aplicacdo do método de difusdo depende de microrganismos de crescimento réapido,
sendo eles aerdbios ou aerdbios facultativos. A avaliacdo é comparativa frente a um padréo
bioldgico de referéncia (controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é
medida. De acordo com a dimensdo do halo os microrganismos podem ser classificados
como: sensiveis, quando o didmetro da zona de inibicdo é maior ou ndo mais do que 3 mm
menos que o controle positivo; moderadamente sensiveis, halo maior que 2 mm, mas menor
que o controle positivo de mais de 3 mm; e resistentes, didmetro igual ou menor que 2 mm.
Como controle positivo, emprega-se um quimioterapico padrdo, e como controle negativo o
solvente utilizado para a dissolucdo dos extratos.

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da determinacdo de
uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo
testado (OSTROSKY et al, 2008). O presente trabalho ¢é avaliar a atividade antibacteriana do
extrato de acetato de etila da Cnidoscolus quercifolius pohl atraves da tecnica de perfuracdo

em agar.

METODOLOGIA
Coleta, secagem e obtencéo do p6 do material vegetal
A coleta das folhas de Cnidoscolus quercifolius pohl (faveleira) foi feita no municipio
de Campina Grande em uma area vegetal pertencente a Universidade Estadual da Paraiba
(UEPB) no dia 01 de novembro de 2017. As folhas coletadas foram submetidas a secagem em
estufa com circulacdo de ar. Posteriormente o material foi submetido a trituracdo em um

moinho de facas para a obtencdo do p6 da droga vegetal.

Extracdo em acetato de etila e roto evaporacao do solvente

Foi feito maceracdo com o solvente acetato de etila, separando o liquido extrativo a cada
72 horas, totalizando oito extraces. Todo o liquido foi armazenado em frasco ambar e sob
refrigeracdo. Em seguida, o procedimento de concentracdo do solvente foi realizado em um
evaporador rotativo utilizando uma temperatura de aproximadamente 50°C. O extrato obtido

foi acondicionado sob refrigeracdo para evitar proliferacdo de microrganismos.

Preparo do extrato para as analises
Pesou-se 1,0000 grama do extrato, e a este foi adicionado 10 ml de solucdo de

dimetilsulféxido - DMSO (VETEC®) a 10 % vlv,

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br



2

S

Conbracis

obtendo uma solucgdo do extrato na concentracdo de 100 mg/ml. Foi utilizado ainda 40 pL de
tween 80 a fim de facilitar a dissolucéo do extrato acetato de etila da faveleira no DMSO.

A seguir foram separados cinco tubos de vidro estéreis para serem realizadas as
diluicbes da solucdo do extrato. No primeiro tubo (nomeado por 100%) foi adicionado 1 ml
do extrato a 100 mg/ml; aos tubos 2 a 5 foram adicionados 1 ml de DMSO 10%. No tubo 2
(50%) foi adicionado 1 ml da solugéo do extrato a 100 mg/ml e homogeneizado, obtendo-se
uma solugdo de 50 mg/ml do extrato. Deste foi retirado 1 ml e adicionado ao tubo 3 (25%),
obtendo-se uma solugdo de 25 mg/ml. O mesmo procedimento foi repetido nos tubos 4 e 5
(12,5 e 6,25%), obtendo-se solugbes do extrato de 12,5 e 6,25 mg/ml, respectivamente.

As diferentes concentracdes obtidas foram utilizadas na avaliagcdo da atividade
antimicrobiana do extrato pela técnica da perfuragdo em agar Mueller Hinton (MH).

Preparo do indculo

Tomou-se de uma a trés colénias do microrganismos teste e as suspendeu em solugédo de
cloreto de sédio 0,85% (solucéo salina) até alcancar turvacdo semelhante a apresentada pelo
tubo 0,5 da Escala de McFarland. As suspensdes foram ajustadas em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 625 nm, cuja suspensdo deveria atingir uma variacdo de absorbancia
de 0,080 — 0,100 % (CLSI M7- AB).

Micro-organismos utilizados

Foram utilizadas cepas de referéncia ATCC (American Type Culture Collection), de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922 ), Enterocccus
faecalis (ATCC 29212) e Pseudomoas aeruginosa (ATCC 27853 ), oriundas do LARMICC

(Laboratorio Resisténcia Microbiana Clinica e Contemporanea) do Cetro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), todas foram previamente

repicadas em Agar BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas em estufa por 24 horas a 36°C.

Antibidtico Utilizado
Para realizacdo do teste de controle positivo foi utilizado como antibi6tico a Amicacina

na concentracdo de 500 pg/mL.

Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana pelo Método da Perfuraco em Agar
Para a realizacdo das andlises, Foram realizados

testes em triplicata para cada bactéria testada, para se (83) 3322.3222
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aumentar a confiabilidade do método, perfazendo um total de 12 placas de Petri, onde foram
adicionadas 1 mL dos respectivos indculos bacterianos (Foram separadas placas para cada
bactéria testada), e um total de 57,2 mL de Agar MH previamente preparados e mantidos a
temperatura aproximada de 50°. Apds a solidificacdo do meio, pocos foram perfurados (um
total de sete pocos por placa), com auxilio de ponteiras estéreis. Em seguida eram adicionadas
40 pl de cada diluigho em cada poco (nomeados por 100, 50, 25, 12,5 e 6,25%).
Simultaneamente eram realizados o0s controles positivos e negativos nos demais pogos
perfurados, onde foram adicionados 40 pl de cada.

Apos a completa absorcdo do extrato e controle positivo e negativo pelas placas, estas

foram inoculados em estufa bacterioldgica por 24 horas a 36°C antes da leitura das placas.

Analise dos Resultados
Os halos formados foram medidos em milimetros, com auxilio de um paquimetro. A

seguir, a figura 01 apresenta o teste realizado para a bactéria Pseudomonas aeruginosa:

Figura 01: Teste Perfuracdo em Agar para Pseudomonas aeruginosa
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de perfuracdo de pocos em Agar Muller Hinton (MH) testou o extrato

acetato de etila da Cnidoscolus quercifolius pohl frente as bactérias: Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-positivos, frequentemente

encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas
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saudaveis, mas que pode provocar doengas, que vdo desde uma simples infecdo (acnes,
furinculos e celulites) até infecBes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do
choque toxico, sepse e outras), Enterocccus faecalis (ATCC 29212), uma bactéria Gram-
positiva comensal (flora normal) do sistema digestivo humano e de outros mamiferos.
Amplamente encontrada no ambiente, que pode causar infeccdo urinaria, meningite e
bacteriemia, especialmente em ambientes hospitalares. Escherichia coli (ATCC 25922),
uma bactéria bacilar gram-negativa que se encontra normalmente no trato gastrointestinal
inferior dos organismos de sangue quente (endotérmicos), sendo a transmissdo oral-fecal a
principal via utilizada pelas cepas patogénicas que causam doencas, e Pseudomoas
aeruginosa (ATCC 27853), uma bactéria gram-negativa, baciliforme (caracteristica
morfotintorial) e aerObia, um patdgeno oportunista, bastante conhecido como causador de
infeccOes hospitalares.

Né&o foi encontrado atividade antibacteriana para o extrato testado preparado a partir
de 100 mg/mL, e depois utilizado nas concentracfes de 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%
frente as diferentes bactérias. Sendo assim, 0s Unicos pocgos perfurados nas placas, onde foi
possivel se observar a formacéo de halos de inibicdo, foram aqueles em que foi inoculado o
antibiotico controle, conhecido clinicamente, a amicacina, na concentracdo de 500 pg/mL. Na
Tabela abaixo é possivel se observar a média dos halos de inibicdo obtidos por a amicacina

para as bactérias testadas:

Tabela 01: Média dos Halos de Inibi¢do Obtidos por a Amicacina Frente as

Bactérias Testadas

Bactéria Testada: Halo de Inibi¢do (mm)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 32
Enterocccus faecalis ATCC 29212 30,3
Escherichia coli ATCC 25922 31,3
Pseudomoas aeruginosa ATCC 27853 44,7

A partir da tabela acima e segundo o CLSI é possivel se observar que todas as
bactérias se mostraram sensiveis ao antibidtico utilizado como controle positivo (a
amicacina), o melhor resultado foi perante a Pseudomonas aeruginosa, sendo de 44,7 mm.

Jad o controle negativo (DMSO a 10%), bem como o extrato utilizado nas

concentragdes supracitadas, ndo vieram a apresentar
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halo de inibicdo visivel, sendo portanto, estas bactérias classificadas como resistentes perante
a eles. Sendo este mesmo resultado encontrado por ALMEIDA no ano de 2013, para a mesma
planta coletada no mesmo local, que utilizou a técnica de microdiluicdo e encontrou valores
de Concentragdo Inibitéria Minima de acima de 2 pg/mL Sendo assim, apesar da vasta
utilizagdo da planta pela tradicdo regional para diversas finalidades terapéuticas, o extrato em

questdo utilizado ndo se mostrou efetivo frente as cepas padrdes utilizadas.

CONCLUSAO

Apesar da vasta utilizacdo terapéutica da Cnidoscolus quercifolius Pohl. entre outros
fins para o tratamento de doencas agudas e cronicas, além de ferimentos, o extrato acetato de
etila ndo mostrou capacidade de inibir o crescimento bacteriano de bactérias gram-positivas:
Staphylococcus aureus, Enterocccus faecalis e gram-negativas: Escherichia coli e
Pseudomoas aeruginosa, ndo vindo a apresentar halo de inibicdo para o0s volumes e
concentragdes utilizados na técnica de perfuracdo de pogos em agar Mueller Hinton (MH).

Por ser utilizada na medicina popular, possivelmente a faveleira ndo apresenta na
extracdo acetato de etila compostos quimicos responsaveis por essa atividade, visto que o
processo de extracdo acontece devido ao principio de afinidade entre os metabolitos
secundarios do material vegetal e 0 solvente, sendo necessaria a realizacdo de testes com
extratos advindos de demais solventes organicos, como o extrato hidroalcoolico, bem como o
extrato etandlico bruto e suas fases particionadas: hexanico, diclorometano e butandlica, por
exemplo.

Sendo assim, mais estudos fazem-se necessarios no intuito de elucidar a atividade do
extrato acetato de etila da Cnidoscolus quercifolius pohl perante a outras bactérias ou no
sentido de se buscar conhecer o perfil de outras atividades farmacoldgica, bem como um

estudo da composicao quimica e 0s seus mecanismos de acéo.
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