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Resumo

As plantas sdo utilizadas para os mais variados fins, e entre os principais esta a sua
utilizagdo como medicamento, devido a essa propriedade as plantas tém se tornado alvo
de estudo dos laboratérios das industrias farmacéuticas e Universidades para o
isolamento de novos principios ativos, os quais podem ser utilizados na producéo de
novos farmacos. Além disso, um grande nimero de pessoas utiliza plantas medicinais
como recurso terapéutico, seja por op¢ao ou porque este é 0 seu Unico recurso. Por tanto
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade dos Micro-organismos
Escherichia colli,, Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris, frente aos metabolitos
produzidos pela espécie Heliotropium indicum L, estes obtidos a partir de diferente
técnicas de extracdo de seus metabolitos. A Coleta foi realizada no bairro do Abial ,no
Municipio de Tefé-AM, estes foram desidratados & 35°C por 24 horas, sendo triturados
em liquidificador industrial, Para cada 40 gramas do material triturado foi acrescido 250
ml do solvente alcool 70%, utilizando como extrator o Soxhlet. Para o extrato a frio
utilizou-se as mesmas propor¢des de material bioldgico e de solvente deixado em
repouso por um periodo de 72h em um recipiente @mbar. As dilui¢cbes dos extratos
utilizadas foram 0,4 pg para ambos e diluidas em 20ul de DMSO e posteriormente
acrescido 1,96 mL de agua destilada, sendo avaliados utilizando a técnica de difusdo de
discos. As cepas de E. colli, e S. aureus e P.vulgaris foram semeadas nas placas de Petri
90x15mm contendo meio nutriente Mueller Hinton. O experimento foi realizado em
triplicata, foi adicionado em 80 pl dos microrganismos a serem avaliados nas placas de
Petri 90x15mm e semeados com uma alca de Drigalsk. Utilizou-se a técnica de difusao
de discos de + 0,5 cm foram usados 4 discos por placa, em trés adicionou-se 60 pl do
extrato a ser avaliada e no quarto o grupo controle adicionou-se 60 ul de DMSO como
controle negativo, posteriormente as placas foram a B.O.D.a temperatura de 37 °C por
24h para a observacdo de atividade do extrato. De modo geral os extratos avaliados
mostraram-se eficientes frente aos microrganismos Escherichia colli, e Staphylococcus
aureus e Proteus vulgaris, Ressalta-se, entretanto que os melhores resultados foram
frente aos microrganismos Gram-negativos Escherichia colli, isso para ambas as
técnicas de extracéo.
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Abstract

Plants are used for various purposes, and is among the top its use as a medicine, due to
this property the plants have become the subject of study from the laboratories of
pharmaceutical industries and universities for the isolation of new active principles,
which can be used in the production of new pharmaceuticals. Moreover, a large number
of people use medicinal plants as a therapeutic resource, either by choice or because this
is your only recourse. Therefore the present study was to evaluate the sensitivity of
micro-organisms Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Proteus vulgaris,
compared to metabolites produced by species Heliotropium indicum L, obtained from
these different techniques for different extraction technique metabolites. The Gathering
was held at the abial neighborhood in the city of Tefé-AM, they were dehydrated will
35°C for 24 hours, being crushed in industrial blender, For every 30 grams of crushed
material was added 250 ml of 70% ethanol solvent, using as Soxhlet extractor. To the
cold extract was used the same proportions of biological material and solvent allowed to
stand for a period of 48 hours in a container &mbar.As dilutions of the extracts were
used for both 0.2 pg and diluted in 20ul of DMSO and subsequently plus 1.96 mi
distilled water, and were evaluated using the disc diffusion technique. The strains of E.
coli and S. aureus and P.vulgaris were sown in Petri dishes containing nutrient medium
90x15mm Mueller Hinton.O experiment was performed in triplicate, was added at 80 u
| of microorganisms to be evaluated in Petri dishes and seeded with a 90x15mm handle
Drigalsk. It was used the technique of diffusion disks = 0.5 cm were used four disks per
plate, were added in three 60 p | of extract to be evaluated and fourth control group was
added 60 u | of DMSO as negative control later the plates were Boda temperature of 37
° C for 24 hours for observation of activity of the extract. Generally the extracts
evaluated were effective against microorganisms Escherichia coli, and Staphylococcus
aureus and Proteus vulgaris, should be noted however that the best results were against
microorganisms Gram-negative Escherichia coli, that for both extraction techniques.
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INTRODUCAO

As primeiras evidéncias do uso de plantas com fins terapéuticos datam de 460
a.C. No entanto, as primeiras informacdes sobre o uso sisteméatico de plantas como
medicamentos datam da india Antiga (OLIVEIRA, 1986 & CARVALHO, 2002).

No Brasil, assim como em varios outros paises da América Latina, a fitoterapia
constitui uma alternativa econémica quando relacionada aos medicamentos alopéaticos
(CARVALHO, 2002). De modo que, nos ultimos anos, a fitoterapia atingiu um notével
crescimento, assim como, também, o estudo dos metabolitos secundarios ou metabdlitos
especiais produzidos pelas plantas, os quais desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica sintética. Sobre este prisma, a busca de novos compostos
vegetais com acgdo antimicrobiana se apresenta como um modelo experimental,
ecologicamente correto, para se produzir substancias que sejam eficazes e menos
agressivas a0 meio ambiente e aos homens, contribuindo, assim, com a melhoria da
qualidade de vida (CONSERVA, 1985).

A vasta biodiversidade vegetal pode ser uma forma alternativa no combate as
infecgBes microbianas (LOCHER, 1995). Contudo, os avangos nessa area tém esbarrado
na caréncia de dados referentes a forma de uso, vias de administracdo, a acdo bioldgica,
composicdes quimicas e controle de qualidade. Atualmente, muitas cepas sdo resistentes
a quase todos antimicrobianos e a perspectiva de aparecimento de uma cepa resistente a
todos os antimicrobianos constitui uma séria preocupacdo (SCHAECHTER, 2002). A
necessidade de encontrar novas substancias com propriedades antimicrobianas para
serem estudadas no combate a esses microrganismos representam um desafio no
tratamento de infecgbes (PEREIRA, 2004).

A Heliotropium indicum L. (Boraginaceae) é um subarbusto que atinge até 70
cm de altura, é amplamente distribuido geograficamente. A espécie é conhecida como
fedegoso na regido norte e nordeste. Alcaldides pirrolizidinicos sdo considerados de
interesse  farmacoldgico, bioldgicas e fungdes quimiotaxonémico grande (J.
ETHNOPHARMACO, 2002 & FITOQUIMICA 1988). Estes metabdlitos tm sido
isolados a partir de uma grande variedade de plantas, especialmente de géneros
pertencentes a familia Boraginaceae, uma fonte que é bem conhecida de alcalbides tais e

outros compostos menores, tais como flavondides e derivados aromaticos geranilicos, é



constituida de cerca de 250 espécies representadas por ervas e arbustos, distribuidos por
todo o globo terrestre GONZALEZ-COLONA, (2001).

Diante do potencial biolégico desta espécie este trabalho objetiva avaliar a
sensibilidade dos microrganismos Escherichia colli,, Staphylococcus aureus e Proteus

vulgaris, aos extratos hidroalcoolicos obtidos a partir da espécie H. indicum L.

MATERIAL E METODO

Para a realizacdo do presente trabalho as coletas de H. indicum L, foram
realizadas no Bairro do Abial, Municipio de Tefé-Am, entre os meses agosto e setembro
de 2012.

|_tiaps | Satsite | Hivrido |

Latitude : 39 20'33.1" S Longitude : 649 41' 48" W

Figura 01: imagem do local de coleta do Heliotropicum indicum L. Tefé — Am.
Fonte: Google Earth.

Os espécimes obtidos foram processados segundo 0s métodos usuais em
taxonomia vegetal (Bridson & Forman 1998) e incorporados ao Herbario da
universidade Federal do Amazonas - UFAM. A presente pesquisa foi desenvolvida no
Cento de Estudos Superiores de Tefé (CEST-UEA), no laboratério de Biologia. Foi
utilizado como solvente alcool 70% para retirada dos componentes bioativos presente
na folhas dos espécimes. Apds a coleta do material estes foram previamente
selecionados e desidratados & temperatura de 35°C na estufa por 24 horas,
posteriormente foram triturados em liquidificador industrial e passados em peneira de 60

mesh. Para cada 40 gramas do material biologico triturado foram acrescido 250 ml do
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solvente e utilizado como extrator o Soxhlet para extracdo a quente dos compostos
Bioativos, o periodo de extracdo leva em média 8 horas de duracdo. Para o extrato a frio
utilizaram-se as mesmas proporcdes de material bioldgico e de solvente (40g para 250
ml) e deixado em repouso por um periodo de 72 h em um recipiente &mbar, para evitar
possiveis reacfes com a luz. Os extratos obtidos foram concentrados em fluxo for¢ados
em capela de exaustdo em temperatura ambiente 28 — 30°C, até se obter um
concentrado. Essa metodologia foi descrita pela primeira vez por Smania (2003).
Posteriormente 0s extratos foram pesados, etiquetados e armazenados em um

dessecador até as dilui¢cdes dos bioensaios.

BIOENSAIO

A diluicdo dos extratos utilizada foi de 0,4 pug para ambos e diluidas em 20 pl de
DMSO, posteriormente acrescido 1,96 ml de dgua destilada. As cepas bacterioldgicas
foram cedidas pelo laboratério de microbiologia da UEA-MBT (Universidade do
Estado do Amazonas — MBT- Mestrado em Biotecnologia). Os microrganismos foram
semeados em tubos de ensaios contendo meio nutriente (NA) (glicose, peptona e caldo
de carne), para o crescimento é mantidas em estufa & 37°C por 24h. Ap6s o crescimento
das bactérias o inoculo foi ajustado a partir da escala de Mac Farland, utilizando-se o

tubo 0,5 da mesma concentracao padrio, o que equivale a 1,5x10° bactérias/ml.

As cepas de E. coli, e S. aureus foi semeadas nas placas de Petri 90x15mm
contendo meio nutriente Mueller Hinton. Para preparar o meio utilizou-se 38 gr para
1000m| de &gua destilada, posteriormente foi alto-clavado a 1atm por 20 min. a 121° C,
apos a esterilizacdo o mesmo foi vertido em placas de Petri 90x15mm previamente

esterilizadas.

O experimento foi realizado todo em triplicata. Posteriormente, inoculou-se 80
pl dos microrganismos a serem avaliados nas placas de Petri e com a utilizacdo de uma

alca de Drigalsk os mesmos foram plaqueados e separadas.

Apbs esterilizar discos de difusdo de £ 0,5 cm utilizou-se 4 discos por placa,
onde em trés adicionou-se 60 pl do extrato a ser avaliada e no quarto o grupo controle
adicionou-se 60 pl de DMSO como controle negativo, em seguida as placas foram



levadas a B.O.D. & temperatura de 37 °C por 24h para a observacdo de atividade do

extrato nos microrganismos.

RESULTADO E DISCUSSAO

Tabela 01: Avaliacdo da atividade antimicrobianas folhas da Heliotropium indicum L. frente as bactérias
Escherichia colli, Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris. Ap6s 24h de exposicéo.

Atividade Antimicrobiana Bactéria Halo (mm)
E.coli 10,4
Extrato a Frio Saureus 7,1
P.vulgaris 7,2
E.coli 9,3
Extrato Soxhlet S.aureus 5,4
P.vulgaris 51

O teste de sensibilidade antimicrobiana, utilizando as folhas do referido
exemplar da H. indicum L, foram realizadas utilizando diferentes agentes patogénicos,
(Tabela01).

O Brasil é um dos paises mais ricos em biodiversidade vegetal e um grande
fornecedor deste tipo de matéria-prima, porém o desenvolvimento tecnoldgico de
medicamentos fitoterapicos no pais ainda € incipiente, necessitando de um controle de
qualidade mais rigoroso e eficiente. Varias empresas nacionais empregam matéria-
prima vegetal diretamente na elaboragdo de seus medicamentos. No Brasil 20% da
populacdo é responsdvel por 63% do consumo dos medicamentos fitoterapicos
disponiveis DI STASI, (1996). Atualmente, o uso de plantas medicinais tem despertado
0 interesse de Orgdos governamentais na tentativa de utilizar esses produtos como
recurso terapéutico, porém é essencial que o medicamento fitoterapico passe por todo
processo de avaliacdo da eficécia, toxicidade, testes microbiol6gicos, ou seja, um
rigoroso controle de qualidade para depois ser comercializado como produto
terapéutico. A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerada como um
problema inerente a terapia antimicrobiana, por este motivo é preciso sempre a busca de
novas fontes terapéuticas os quais sejam mais eficientes para o tratamento de infeccdes,

como as bacterianas. Os produtos naturais sdo uma alternativa extremamente viavel,
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uma vez que sempre foram importantes para o descobrimento de novas drogas, sendo
fornecedoras de principio ativo e por ser também uma alternativa mais econdémica no
controle de doencas para paises em desenvolvimento, onde a maioria das drogas €
importada XU & LEE,(2001).

Pode-se observar que de modo geral, os microrganismos foram sensiveis ao
extrato avaliados. No entanto cabe mencionar que para os extratos obtidos com a técnica
de extracdo a Frio.

Os resultados foram mais expressivos atingindo halos de inibicdo de 10,4 mm,
para a cepa patogénica Gram-negativa E. colli, e para S. aureus, com média
aproximadamente de 7,1mm, resultado discretamente inferior foi mensurado para
Proteus vulgaris,com media de halos de 5,1 mm. Os resultados aqui apresentados
também corroboram com outra avaliacdo prévia da acdo antimicrobiana do extrato
metabdlico obtidos por MACIEL (2011), que obteve resultados 7,8mm de inibicdo,
estes inferiores, quando comparados com a presente pesquisa (Tabela 01).

A partir da espécie H. indicum L, foram isolados os compostos lupeol, B-sitoterol, -
sitosterol glicosilado, B-amirina glicosilado PANDEY et al., 1996; SINGH et al., (2003).

Entretanto, o ponto merece também nossas consideracdes, como a espécie em
estudo neste trabalho (H. indicum), possui a substancia amirina na sua composi¢cdo
(SINGH et al, 2003), sugere-se que esta substancia possa contribuir para a atividade
antimicrobiana. A importancia do extrato bruto de H. indicum L. em apresentar inibigdo
no crescimento da cepa de S. aureus esta relacionado principalmente ao fato dessa
espécie de bactéria ser responsavel por causar abscessos e varias infeccdes patogénicas
em humanos e ainda mais de 90% destes cocos gram-positivos contém plasmideos que
codificam lactamase, uma enzima que degrada muitas penicilinas disponiveis para
tratamento LEVINSON & JAWETZ (2005). Hughes (1976) e Mason (1991), citado por
Carlos, (2007) ao encontrarem apenas 15% de cepas sensiveis, consideraram
inadequada a terapia com penicilinas para este micro-organismo, (Zavadnack-Netto et
al. (2001).
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Figura02: Atividade antimicrobiana dos extratos da Heliotropium indicum L, obtido a partir das
técnicas de extragdo a frio e com o extrator Soxhlet, frente aos microrganismos Escherichia colli, e
Staphylococcus aureus e Proteus vulgaris.

Cabe ainda mencionar que 0s processos de extracdo utilizados na presente pesquisa
também merecem algumas considerac¢Ges. Sendo que através destes experimentos pode-se obter
os melhores resultados no teste de sensibilidade dos microrganismos S. aureus e E. coli e P.
vulgaris, nos extratos obtidos a partir do processo de extracdo a frio, para o processo de
extracdo utilizando o extrator Soxhlet.

A atividade mensurada foi inferior, isso possivelmente em fungédo do aparelho extrator
soxhlet interferir causando alteracfes na estrutura conformacional das moléculas avaliadas ou
ainda o extrato nao difundir no meio de cultura. Ressalta-se, entretanto que o aquecimento
continuo do extrato pode levar a decomposicdo quimica das substancias termicamente ou
quimicamente instaveis e de baixa polaridade (HOSTETTMANN et. al; 1996). Os resultados
confirmam o uso etnomedicinal com finalidade antimicrobiana destas plantas. Os
extratos vegetais testados apresentam atividade antimicrobiana para microrganismos E.
colli,, S. aureus e P. vulgaris.

Os resultados obtidos neste trabalho devem ser incrementados em trabalhos
futuros, como por exemplo, a utilizagcdo de outros solventes, metodologias e processos
de extragdo dos metabolitos e partes constituintes do exemplar como caule e raiz, isso
no sentido de detectar e purificar esses metabodlitos que apresentam atividades

antimicrobianas. Vale salientar que foram utilizados extratos brutos por tanto surge a




necessidade da busca continua de novas substancias, com o emprego da biotecnologia

sdo vitais para proteger a satde humana contra as bactérias patogénicas.

CONCLUSAO

Assim pode-se concluir que o extrato hidroalco6lico de H. indicum L, apresenta
atividade antibacteriana in vitro sobre os microrganismos S. aureus e E. coli e P.
vulgaris.

Cabe ainda mencionar que os extratos obtidos a partir da técnica de extracdo a
Frio, mostraram-se melhor quando comparado com o extrato obtido a partir do processo
com o extrator Soxhlet, isso para as cepas avaliadas. Ressalte-se, entretanto que o

microrganismo Gram-negativo Escherichia coli, foi 0 mais sensivel aos metabolitos.
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