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RESUMO: A espécie Handroanthus impetiginosus, uma arvore conhecida popularmente como ipé-roxo ou pau
d'arco, possui no seu cerne substdncias como a naftoquinona lapachol que apresenta relevante atividade
antimicrobiana descrita na literatura. Na medicina popular, a casca da arvore sob a forma de decoccéo € utilizada
para tratar infecgBes bacterianas e fangicas, febre, sifilis, maléria, tripanossomiase. Visto o crescente uso abusivo
dos antibidticos, o controle ineficaz de bactérias resistentes aos antimicrobianos, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana e realizar a triagem fitoquimica para identificacdo de metabdlitos
secundarios no extrato etandlico das flores de H. impetiginosus. Para avaliar a atividade antibacteriana do extrato
etandlico, combinacdo (extrato e Cloranfenicol) e antibiético Cloranfenicol, foram utilizados os métodos
microdiluicdo em caldo para determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e determinacdo da Concentracéo
Bactericida Minima (CBM). Foi realizada a triagem fitoquimica para detectar metabdlitos secundarios no extrato
etandlico. O extrato etandlico, assim como a combinacdo apresentaram atividade antibacteriana frente as trés
espécies de bactérias gram-positivas Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Streptococcus agalactiae.
No extrato etanolico foram identificados os métabolitos secundarios cumarinas, taninos, flavonoides,
esteroides/triterpenoides os quais estdo em parte correlacionados com a atividade antibacteriana.

Palavras chaves: extrato etandlico, ipé-roxo, metabdlitos secundarios.

PHYTOCHEMICAL SCREENING AND EVALUATION OF THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF
FLOWER OF Handroanthus impetiginosus

ABSTRACT: The species Handroanthus impetiginosus, a tree popularly known as ipe-purple or pau d'arco, has
at its heart substances such as naphthoquinone lapachol that has relevant antimicrobial activity described in the
literature. In folk medicine, the bark of the tree in the form of decoction is used to treat bacterial and fungal
infections, fever, syphilis, malaria, trypanosomiasis. Given the increasing abuse of antibiotics, ineffective control
of bacteria resistant to antibiotics, this study aimed to evaluate the antibacterial activity and perform the
phytochemical screening for identification of secondary metabolites in the ethanol extract of H. impetiginosus
flowers. To evaluate the antibacterial activity of the ethanolic extract, combination (extract and Chloramphenicol)
and antibiotic Chloramphenicol, broth microdilution methods were used to determine the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and determination of the Minimum Bactericidal Concentration (CBM). Phytochemical
screening was performed to detect secondary metabolites in the ethanolic extract. The ethanolic extract, as well as
the combination showed antibacterial activity against the three species of gram-positive bacteria Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes and Streptococcus agalactiae. In the ethanolic extract, the secondary metabolites
were identified: coumarins, tannins, flavonoids, steroids/triterpenoids which are partly correlated with antibacterial
activity.

Key words: ethanolic extract, ipe-purple, secondary metabolites.
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INTRODUCAO

A sociedade humana acumula um acervo de informagdes sobre 0 ambiente que a cerca,
que lhe possibilita interagir com ele para prover suas necessidades de sobrevivéncia. O
conhecimento tradicional sobre o uso das plantas € vasto e em muitos casos é 0 Unico recurso
terapéutico disponivel as populagdes rurais e grupos étnicos de paises em desenvolvimento
(AGRA et al., 2008).

A espécie Handroanthus impetiginosus pertence a familia das Bignoniaceae' é
conhecido popularmente como ipé-roxo e pau-d’arco, encontra-se com ampla distribuicdo na
América Central e na América do Sul, esta presente nas regides norte, nordeste, centro-oeste e
sudeste do Brasil. A espécie pode atingir altura de 20 a 30 metros e a sua circunferéncia pode
chegar até 100 cm. Possui casca de coloracdo pardo-escura a negra por fora e parda
internamente, fissurada transversalmente. Suas flores estdo dispostas em varios eixos (panicula
terminal), sdo grandes, rosadas a lilas, tubulares e vistosas (LOHMANN, 2015).

Ha relatos do uso desta planta ha séculos, os antigos povos incas e astecas ja conheciam
0s seus poderes curativos. Geralmente a populacéo realiza a decoccdo utilizando o cerne da
arvore para tratar condicdes como infeccBes bacterianas e fungicas, febre, sifilis, malaria e
tripanossomiase (CASTRO, 2018).

A literatura cientifica relata acdo antimicrobiana para H. impetiginosus, de acordo com
estudos realizados pelo Instituto de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, foi
identificada acdo antibacteriana do extrato purificado de lapachol extraido das cascas de H.
impetiginosus frente as bactérias Bacillus subtilis, S. aureus, Mucilaginibacter flavus, B.
anthracis, B. cereus e Escherichia coli (ARAUJO et al., 2001).

Na medicina popular H. impetiginosus também possui acdo antimicrobiana, bem como
antisseptica, anti-inflamatoéria, analgésica e antineoplasica, sua utilizacdo vem desde a época
dos raizeiros, nos primérdios da sociedade, onde a casca era utilizada na forma de infuséo,
gargarejo, macerato, extrato fluido e como pé para cura das enfermidades (DANTAS, 2007).

Os usos abusivos dos antibidticos, bem como a utilizacdo sem prescricdo médica,
propiciaram 0 surgimento de microrganismos resistentes aos antibioticos. O controle ineficaz
de bactérias resistentes aos antimicrobianos € um risco para a salde dos pacientes, em especial
daqueles que precisam de maiores cuidados, como os imunossuprimidos (RODRIGUES et al.,
2018).

O desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas para o combate as infecgdes € uma
necessidade atual, portanto, as plantas representam importantes fontes para pesquisas
direcionadas na identificacdo de substancias farmacologicamente ativas que possam ser
utilizadas na producédo de novos antibiéticos (GRANATO et al., 2013).

Deste modo, o presente estudo visa realizar a triagem fitoquimica e avaliar a atividade
antibacteriana do extrato etandlico obtido a partir das flores de H. impetiginosus frente as
espécies de bactérias S. aureus, L. monocytogenes e S. agalactiae.

MATERIAIS E METODOS
Coleta do material vegetal e identificacdo botanica
As flores do H. impetiginosus foram coletadas na cidade de Lagoa da Prata, regido

Centro-Oeste do estado de Minas Gerais, Brasil (20°01'59.6 "S e 45°30'54.6"W), (SISBIO n.
68293-1) e uma exicata foi identificada por Dra. Andréia Fonseca Silva e depositada no
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Herbario (BHCB 58807) da Empresa de Pesquisa Agropecuéria de Minas Gerais (EPAMIG).
Esta pesquisa também possui registro na Plataforma SisGen (Registro n® A902377).

Preparacdo do extrato etandlico

As flores de H. impetiginosus foram secadas em estufa a temperatura controlada de
40°C, pelo periodo de 7 dias, o material vegetal seco foi triturado em liquidificador e obtido o
material em pd, que foi submetido a extracdo por maceracdo em alcool etanol P.A. durante 10
dias e posteriormente o extrato etanolico obtido foi concentrado em evaporador rotatorio
(LEITE, 2008).

Avaliacdo da atividade antibacteriana

A avaliacdo da atividade antibacteriana do extrato etandlico obtido a partir das flores de
H. impetiginosus, foi feita frente as espécies bacterianas S. aureus (ATCC 29213), L.
monocytogenes (ATCC 15313) e S. agalactiae (ATCC 13813), provenientes da American Type
Culture Colletion (ATCC). As bactérias foram reativadas em caldo nutriente e foram feitas
estrias compostas em agar nutriente. Foram preparadas sete dilui¢ces para o extrato etandlico,
0 antibidtico clorafenicol e a combinagéo (extrato etandlico e clorafenicol), nas concentracdes
2000, 1000, 500, 250, 125, 62 e 31pg/mL para serem utilizados nos testes microbioldgicos.
Sendo realizadas diluicbes seriadas, utilizando como diluente solucdo Dimetilsulféxido
(DMSO) e agua destilada em proporcao 1:4 (CLSI, 2012).

Método de microdilui¢cdo em caldo

O método de microdiluicdo em caldo foi realizado para determinar a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), utilizando placas de fundo chato de 96 po¢os, conforme metodologia
descrita no CLSI, 2012. Foram preparadas para cada bactéria respectivamente trés placas, sendo
os testes realizados em triplicata, a primeira placa referente as diluicGes do extrato etandlico,
controle negativo e controle de crescimento. A segunda placa, foi referente as dilui¢cbes do
antibiotico Cloranfenicol e controles negativo e de crescimento. A terceira placa referente a
combinacgéo entre o antibidtico e o extrato etandlico e controles negativo e de crescimento.

Para a determinacdo da CIM do extrato etandlico, do antibidtico cloranfenicol e da
combinacgdo (extrato etanolico e clorafenicol), as microplacas de 96 pocos foram preenchidas
com caldo Mueller Hinton, sendo adicionado 250 pL para o branco do crescimento, enquanto
para os brancos das diluicGes das amostras e do controle negativo foram adicionados 225 L,
e nos pocos referentes ao controle de crescimento foi adicionado 125 L, e o volume de 100
KL nos pocos respectivos dos testes das diluicbes do extrato, combinacdo (Cloranfenicol e
extrato), clorafenicol e controle e negativo.

Posteriormente foram adicionados 25 pL das dilui¢des do extrato etanolico das flores
de H. impetiginosus e das diluicdes do antibiético Cloranfenicol, combinacdo e controle
negativo nos respectivos pocos referentes aos brancos e testes. Por ultimo, foi adicionado, aos
pocos referentes aos testes, o volume de 125 pL do indculo previamente padronizado de acordo
com o documento M07-A9 do CLSI, sendo preparada a suspensdo de células a partir da
transferéncia de coldnias obtidas a partir do cultivo em agar nutriente, para solucao salina (NaCl
0,85%) e a densidade ajustada para 0,5 na escala de McFarland (correspondendo a 1,5 x 108
UFC.mL™1). Em seguida, um volume de 50 pL da suspenséo de células foi transferido para 10
mL de caldo Mueller Hinton obtendo se o indculo.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, para propiciar o crescimento bacteriano.
A anélise dos resultados foi feita macroscopicamente, verificando a presenca ou auséncia de
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turvacdo no meio, sendo realizada a comparacdo das diluigdes referentes ao extrato,
combinacéo e o antibidtico ao controle negativo e de crescimento. A inibicdo do crescimento
foi determinada a partir da auséncia de turvacao, sendo determinada a Concentracdo Inibitoria
Minima.

Determinacdo da concentragdo bactericida minima

As diluicbes que apresentaram atividade inibitoria no teste de microdiluicdo em caldo
foram submetidas a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Foi transferido
um volume de 25 pL dos respectivos pocos referentes as diluicdes do extrato, sinergismo e o
antibiético Cloranfenicol, que inibiram o crescimento das bactérias, para placas com agar
Mueller Hinton e realizado o plagueamento com alca de Drigalski, e as placas foram incubadas
a 37°C por 24 horas. A CBM foi considerada a menor concentracdo do extrato capaz de matar
a bactéria e, consequentemente, impedir o crescimento visivel (CLSI, 2012).

Triagem fitoquimica

Foi realizada a triagem fitoquimica do extrato etanolico para avaliar a presenca das
principais classes de metabolitos secundarios: flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas,
alcaloides, quinonas e esteroides/triterpenoides (SILVA et al., 2010; MATQOS, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato etandlico exibiu acdo antibacteriana frente as bactérias S. agalactiae (CIM=31
[Jg/mL), S.aureus (CIM= 250 [1g/mL) e L. monocytogenes (CIM= 31 ¢ CBM= 1000 [Jg/mL).

A combinacdo entre o extrato etandlico e o antibiotico clorafenicol, também exibiu acdo
antimicrobiana contra as trés espécies bacterianas avaliadas (Tabela 1).

Tabela 1. Concentracio Inibitéria Minima (CIM em Og/mL) e Concentracao Bactericida Minima (CBM
em Jg/mL) valores obtidos a partir do Extrato etandlico, clorafenicol e combinacio.

Extrato etanolico Clorafenicol Combinacao
Bactérias CIM CBM CIM CBM CIM CBM
L. monocytogenes 31 1000 125 125 31 31
S. agalactiae 31 >2000 31 2000 31 2000
S. aureus 250 > 2000 125 > 2000 62 250

Os resultados obtidos sdo relevantes, uma vez que mostram o potencial antibacteriano
tanto o extrato obtido das flores de H.impetiginosus, quanto para a combinacdo entre o
antibiotico clorafenicol e o extrato frente a microrganismos de relevancia clinica, levando em
consideracdo as formas clinicas e os riscos relacionados as infec¢fes causadas pelas bactérias
gram positivas selecionadas para o estudo.

L. monocytogenes € anaerdbia facultativa, pertencente a familia Listeriaceae, que pode
ser isolada na agua, solo e nas fezes de humanos e de outros animais, sendo o trato
gastrintestinal sua porta de entrada no organismo. Essa bactéria, pode causar listeriose de
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origem alimentar, que tem alto indice de mortalidade na popula¢éo de risco, como gestantes
(maior risco de aborto e morte dos recém-nascidos), idosos e pacientes imunocomprometidos
(AIDS), podendo causar meningite e septicemia nesta populacdo (MURRAY et al., 2017).

S. agalactiae apresenta a morfologia de coco gram-positivo, dispostas aos pares ou em
pequenas cadeias e esta presente na microbiota vaginal, podendo ocasionar infec¢des enddgena
e exdgena e em casos de depressdo do sistema imune pode ocasionar infec¢des gastrointestinais
e urinarias. E de suma importancia a prevencdo para as gestantes em relagdo a infeccdes
causadas por S. agalactiae, uma vez que pode causar quadros graves de septicemia e meningite
em neonatos e também pode ocasionar quadros de fascite necrosante em pacientes portadores
do diabetes mellitus tipo 11 (MARCONI et al., 2010).

S. aureus apresenta morfologia de cocos gram-positivos, caracteriza se um como um
dos principais microrganismos causadores de infeccdes piogénicas em todo o mundo. E uma
bactéria pertencente a microbiota da pele humana, sua colonizagdo se inicia no nascimento, se
distribui primeiramente sobre a pele e as mucosas nasais. Pode ser transmitido pelo contato
direto ou indireto das maos, a partir de aerossois, secrecbes, poeira e alimentos, podendo
ocasionar diversas infecgdes, dentre elas cutaneas, respiratdrias, gastrointestinais, urinarias e
sepse (MURRAY et al., 2017).

Em ambientes hospitalares os casos assintomaticos de infec¢do por S. aureus podem
comprometer ou agravar quadros dos pacientes imunocomprometidos (diabéticos insulino
dependentes, pacientes submetidos a hemodialise ou diélise, usuérios de medicacdes
endovenosas, queimados, transplantados e HIV-positivos), o contato do profissional com estes
pacientes pode desencadear infeccdes cutaneas, infeccdes pos-cirdrgicas, osteomielites,
pneumonias, abscessos, endocardites e bacteremia, tendo riscos de evolucgdes para o 6bito
(SANTOS et al., 2010).

A triagem fitoquimica revelou a presenca dos metabdlitos secundarios cumarinas,
taninos, flavonoides, esteroides/triterpenoides e alcaloides nas flores de H.impetiginosus e a
auséncia de saponinas e quinonas. Os metabolitos secundarios dentre eles cumarinas,
flavonoides, taninos e esteroides estdo correlacionados, pelo menos em parte aos resultados dos
testes antibacterianos.

Cumarinas sao derivadas do &cido o-hidroxicindmico, que pertencem aos heterociclicos
oxigenados chamados 1-benzopiran-2-ona e podem ser encontradas em diversas familias de
plantas (SMYTH et al., 2009). Este metabdlito secundario € utilizado na indistria como modelo
estrutural para a sintese de moléculas sintéticas direcionadas a producdo de farmacos e
agrotoxicos, assim como também em diversas pesquisas de interesse bioldgico, devido as
atividades terapéuticas, dentre elas antimicrobiana, tendo relato na literatura acdo antiviral
contra o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (BENG, 2010; AJANI & NWINYL, 2011;
DEKIC et al., 2011).

Os antibidticos aminocumarinicos (Novobiocina, Coumermicin Al e Clorobiocina)
produzidos a partir de compostos cumarinicos, possuem como alvo farmacoldgico a DNA
girase e deste modo inibindo a replicagdo do DNA, seus principios ativos se ligam a subunidade
B da DNA girase bacteriana, sendo utilizados em infec¢des causadas por Staphylococcus
aureus (LONG, 2003).

Flavonoides representam um dos grupos de compostos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal, sdo compostos triciclicos possuindo
dois anéis aromaticos, possuem a capacidade de modular a atividade de enzimas, afetar o
comportamento de muitos sistemas celulares e possuem atividades antibacteriana, anti-
hepatotdxica, antialérgica, anti-inflamatéria e antitumoral (GOMES et al., 2011; LIMA &
BEZERRA, 2012).

Taninos podem apresentar trés mecanismos de ac6es frente as células bacterianas, que
baseiam se na inibicdo de enzimas bacterianas e fungicas, podendo formar complexos com os
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substratos dessas enzimas; o segundo mecanismo baseia se na atuacdo sobre as membranas
celulares dos microrganismos e o terceiro fundamenta-se na complexacéo dos taninos com ions
metalicos, diminuindo a disponibilidade de ions essenciais para 0 metabolismo microbiano
(SCALBERT, 1991).

Esteroides e triterpenoides possuem ac¢do anti-inflamatdria, antibacteriana e analgésica.
Os esteroides sdo metabdlitos secundarios formados por descarboxilacfes de precursores que
se originam a partir dos triterpenos, que esta correlacionado com diversas a¢des farmacoldgicas
(OLIVEIRA & ALMEIDA, 2016).

Os resultados obtidos neste estudo, consolidam com dados na literatura na qual descreve
atividade antimicrobiana para o género Handroanthus, tendo em vista que a naftoquinona
lapachol isolada a partir dos cernes de H. heptaphylla, H. serratifolius, apresentou atividade
antibacteriana frente as bactérias B. subtilis, S. aureus, Brucella sp. e antifungica frente aos
fungos do género Candida, C. albicans e C. tropicalis (SILVA et al., 2012).

CONCLUSOES

O extrato etanolico obtido a partir das flores de H. impetiginosus, assim como a
combinagdo do extrato com o antibiotico clorafenicol, exibiram potencial antibacteriano contra
L. monocyotogenes, S. agalactiae e S.aureus, que pode ser atribuida em parte aos metabolitos
secundarios cumarinas, flavonoides, taninos, esteroides detectados, representando resultados
promissores que caracterizam se bases cientificas para futuras pesquisas com esta espécie,
direcionadas na identificacdo e o isolamento de substancias que possam ser utilizadas como
modelos estruturais para a sintese de novos antibioticos.
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