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RESUMO

A espécie Guapira graciliflora é encontrada na caatinga e no semiarido do Brasil e comumente utilizado por comunidades
como medicinal no tratamento de tuberculose, como cicatrizante e anti-inflamatdrio. O objetivo do presente estudo foi avaliar
in vitro o potencial antibacteriano das fracBes da entrecasca de G. graciliflora. Na realizacdo da atividade antibacteriana
foram utilizadas culturas padrdes de Escherichia coli (ATCC 10536 e EC 27), Staphylococcus aureus (ATCC 25932 e
SA358) e Pseudomonas aeruginosas (ATCC 15442 e PA 03) reavivadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas
por 24 horas a 37 £ 2 °C. As fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica da extracasca de G. graciliflora
foram avaliadas utilizando a metodologia de microdiluicdo em caldo. A fragdo hexanica da foi a que apresentou resultado
clinico relevante (CIM < 512 pg/mL) frente as cepas de E.coli (ATCC 10536), P. aeruginosas (ATCC 15442) com
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de 64 pg/mL, para ambas e S. aureus (ATCC 25932) com uma CIM de 32 pg/mL.
Para atividade modulatéria com os antibiéticos Amicacina, Neomicina e Canamicina a fracdo hexanica, também apresentou
melhor resultado, com efeito sinérgico frente a E. coli (ATCC 10536) quando modulado com neomicina. Os resultados
demonstram que a fracdo hexanica da entrecasca de G. graciliflora foi a que melhor apresentou atividade antibacteriana
frente a linhagens Gram-positivas (Staphylococcus aureus) quanto Gram-negativas (Escherichia coli) quando testada
isoladamente, representando potencial atividade moduladora de resisténcia bacteriana a aminoglicosideos a partir de uma
fonte de produtos naturais.
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ABSTRACT

The species Guapira graciliflora is found in the caatinga and semi-arid regions of Brazil and is commonly used by
communities as medicinal in the treatment of tuberculosis, as cicatrizant and anti-inflammatory. The objective of the present
study was to evaluate in vitro the antibacterial activity of the bark fractions of Guapira graciliflora. In order to perform the
antibacterial activity, standard cultures of Escherichia coli (ATCC 10536 e EC 27), Staphylococcus aureus (ATCC 25932 e
SA358) e Pseudomonas aeruginosas (ATCC 15442 e PA 03) were used in Brain Heart Infusion medium (BHI) and incubated
for 24 hours at 37 + 2°C. The hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol fractions of G. graciliflora were examined in
broth microdilution methodology. The hexane fraction was the that presented clinical relevance results (MIC < 512 pg/mL)
against strains of E.coli (ATCC 10536) and P. aeruginosas (ATCC 15442) with a Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
of 64 pg/mL, for both and S. aureus (ATCC 25932) with a MIC of 32 pg/mL. For the modulatory activity with the antibiotics
Amikacin, Neomycin and Kanamycin the hexanic fraction also, was presented better result, with synergistic effect against E.
coli (ATCC 10536) when modulated with neomycin. The results of the inhibitory activity demonstrated that the hexachronic
fraction of G. graciliflora was found to be anti-bacterial activity against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-
negative strains (Escherichia coli) when tested alone, representing potential bacterial resistance modulating activity to
aminoglycosides from a source of natural products.
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INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas a resisténcia dos

microorganismos a novos antibi6ticos ou drogas
modificadas vem aumentando.
Nesse sentido surge a preocupacgdo para a procura de
novas alternativas terapéuticas para o combate de
infeccBes (YADAV et al. 2015; SIMONETTI et al,
2016). Esses e outros fatores, como econdmicos e sociais,
vém contribuindo para o desenvolvimento de préticas de
salde que incluam cada vez mais a participacdo de
plantas medicinais (FERRAZ FILHA, et al., 2012). As
plantas produzem substancias para sua propria defesa em
resposta a um ataque patogénico, essas substancias
podem tornar-se alvo de pesquisas relevantes da acdo
inibitoria do crescimento bacteriano com baixa toxicidade
(RASHID et al, 2013).

A familia Nyctaginaceae compreende cerca de
300 a 400 espécies, distribuidas em aproximadamente 30
géneros, incluindo éarvores, arbustos e ervas que
produzem betalainas, mas ndo antocianinas (DOUGLAS
e MANOS, 2007; LEVIN et al, 2003). A sua distribuicdo
geografica é essencialmente tropical. No Brasil sdo
encontrados mais de 10 espécies do género Guapira, G.
opposita, G. venosa, G. hirsuta, G. nitida, G. obtusata, G.
pernambucensis, G. tomentosa, G. areolata, G.
campestris, G. graciliflora e G. noxia, existentes em
todas as regides, com excegdo da regido amazonica que
apresenta baixa frequencia de ocorréncia (FURLAN,
1996).

Os poucos estudos referentes & composicdo
quimica e atividade farmacol6gica realizados com
espécies pertencentes a familia Nyctaginaceae evidenciou
a presenca de uma ampla variedade de classes de
metabolicos como acidos graxos, esteroides, triterpenos,
flavonoides e em menor ocorréncia alcaldides, saponinas,
rotendides, xantonas, lignanas e lactonas (SEVERI,
2007).

Estudos realizados com o extrato metandlico
das folhas da espécie G.noxia, conseguiu identificar oito
heterosideos de flavondides derivados da quercetina, da
isorhamnetina e do kaempferol, além de alantoina e de
um ciclitol. O estudo farmacoldgico evidenciou, ainda,
atividades antitlcera, antimicrobiana e imunomodulatdria
(SEVERI, 2007).

A espécie G.graciliffora é conhecida
popularmente como pau-piranha e suas cascas S30
utilizadas por comunidades no interior do Brasil como
detentora de efeito antibiético e cicatrizante, usadas
rotineiramente para o tratamento de individuos com
ferimentos na pele e também para o tratamento de
afeccdes enddgenas (COELHO et al., 2005). Contudo, na
literatura ndo ha registros de estudos de natureza
fitoquimica ou farmacoldgica com esta espécie.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal

A espécie Guapira graciliflora encontra-se
depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade
Lima da Universidade Regional do Cariri (URCA), Crato
— CE, Brasil, sob o0 nimero de registro 4841.

Obtencdo das fragbes da entrecasca de Guapira
graciliflora

As fragdes foram obtidas a partir do extrato
etandlico da entrecasca de G. graciliflora por filtracdo a
vacuo utilizando funil de Biichner e kitassato acoplado a
bomba a vacuo. O extrato etandlico (25,0 g) foi macerado

em silica gel 60 G até obtencdo de uma farofa
homogénea, onde posteriormente foi tratado com os
solventes hexano, cloroférmio, acetato e metanol em
ordem crescente de polaridade.

Microrganismos

Foram utilizadas cinco culturas padrées cedidas
pela Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Escherichia
coli (ATCC 10536 e EC 27), Staphylococcus aureus
(ATCC 25932 e SA358) e Pseudomonas aeruginosas
(ATCC 15442 e PA 03).

Avaliagdo  da  atividade  antimicrobiana -
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Previamente aos testes, as cepas bacterianas
foram reavivadas em meio Brain Heart Infusion Broth
(BHI 3,8%) para o crescimento bacteriano (24 h, 37
2°C). Apos este subcultivo, o indculo foi padronizado a
partir de uma suspensdo bacteriana a uma concentracdo
final de aproximadamente 1 x 108 UFC/mL (0,5 unidades
de turbidez nefelométrica - escala McFarland). Em
seguida, esta suspensdo foi diluida a 1 x 108 UFC/mL em
caldo BHI a 10%, e volumes de 100 pL foram
adicionados e entdo homogeneizados nos pogos de uma
placa de microdiluicho acrescido de diferentes
concentragbes das fracBes de Guapira graciliflora,
resultando num indculo final de 5 x 10° UFC/mL
(COUTINHO et al., 2008; NCCLS, 2002).

As fragbes foram diluidas em seus respectivos
solventes para se obter a concentracdo de 1024 pg/mL.
Outras diluigbes seriadas foram realizadas através da
adicdo de caldo BHI para atingir uma concentracdo final
no intervalo de 512 a 8 pg/mL. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata e as placas de
microdilui¢do foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas.
A atividade antibacteriana foi detectada através do
método colorimétrico pela adigdo de 25 pL de solucéo de
resazurina sodica (0,01%) apds o periodo de incubagio
de uma hora a temperatura ambiente, a leitura dos
resultados foi considerada como positivo para 0s pogos
que permaneceram com a coloracéo azul e negativa para
0s que obtiveram coloragcdo vermelha (COUTINHO et
al., 2008).

Atividade moduladora por contato direto

A partir dos dados obtidos nos testes de
microdiluicdo foi iniciado o teste de atividade
moduladora por contato direto. A suspensdo bacteriana
foi diluida a 1 x 10% UFC/ mL em caldo BHI a 10%, e
volumes de 100 pL foram entdo homogeneizados nos
pocos de uma placa de microdiluicdo acrescido de
diferentes concentragBes dos antibidticos neomicina
(NEO), amicacina (AMI) e canamicina (CAN) e das
fracOes utilizando o valor do CIM/8 para os resultados
com CIM < 512 pg/mL. Os antibidticos foram
solubilizados inicialmente em agua de forma a obter-se
uma solugdo estoque de 1024 pg/mL. As concentragfes
finais dos antibiGticos no meio de cultura foram de 512 a
1 pg/mL. Os testes foram efetuados em triplicata. As
placas foram incubadas a 37 + 2 °C durante 24 horas.
Para a revelagdo dos resultados foi preparada uma
solucdo indicadora de resazurina sodica em &gua
destilada na concentracdo de 0,01%. Apds a incubacéo,
25 pL da solugdo indicadora foi adicionada em cada
cavidade e as placas foram incubadas por 1 hora em
temperatura ambiente. O controle negativo do teste foi
realizado com o caldo BHI.
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A modulacéo determina o efeito sinérgico e/ou
antagbnico das fragbes frente aos antibidticos
aminoglicosideos. Os antibidticos utilizados possuem
perfil de resisténcia para: S. aureus (SA358) (Neomicina,
Amicacina e Canamicina), E. coli (EC27) (Amicacina e
Canamicina) e P. aeruginosa (PAO03) (Amicacina). A
leitura dos resultados para determinacdo da modulagéo
foi considerada como positivo para 0S pogos que
permaneceram com a coloracdo azul e negativa para 0s

RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades antimicrobianas a partir de
produtos naturais tém sido estudadas e comprovadas por
meio de diversas pesquisas cientificas em diversos paises.
A eficacia desses produtos, geralmente é confirmada
utilizando ensaios bhiolégicos in vitro (DUTRA et al.,
2016)

que obtiveram coloracdo vermelha (COUTINHO et al.,
2008).

Analise estatistica

Para a analise estatistica os dados foram
expressos pela média geométrica e desvio padrdo
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de significancia Bonferroni, considerando
diferenca significativa para quando p< 0,01, utilizando o
software GraphPad Prisma 6.0.

Na tabela 1 a partir dos resultados apresentados
na obtencgdo do CIM a fracdo hexanica da G. graciliflora,
foi a que apresentou resultado relevante (CIM < 512
png/mL) para algumas linhagens testadas. Com isso,
realizou-se teste para avaliar o potencial modulador por
contato direto (COUTINHO et al, 2009).

Tabela 1. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) das fragdes do extrato etandlico da entrecasca de Guapira graciliflora

Bactérias
E.coli E.coli S. aureus S. aureus P. aeruginosas P. aeruginosas
Fragdo ATCC10536 EC27 ATCC 25932 SA 358 ATCC 15442 PA 03
Hexano > 64 >512 >32 >512 > 64 >1024
Cloroférmio >512 >512 >512 >512 >512 > 1024
Acetato de etila >512 >1024 >512 > 1024 >512 > 1024
Metanol > 512 > 1024 > 1024 >512 > 1024 > 1024
Valores expressos em pg/mL.
No teste de modulagdo com  antibidticos demonstrou potencial sinérgico com redugdo do CIM
aminoglicosideos, as fracbes de G. graciliflora frente a E. coli ATCC 10536 quando associado ao

apresentaram tendéncia ao antagonismo em quase todas
as cepas bacterianas testadas.

Entretanto, a fraglo

antibidtico Neomicina (Tabela 2 e 3)

hexénica do extrato etandlico de G.graciliflora
Tabela 2: Atividade moduladora da fragdo hexanica e cloroférmica de G. graciliflora.
Bactérias Antibidtico Ant. + FHGg Ant. + FCGg
NEO AMI CAN NEO AMI CAN NEO AMI CAN
E.Coli ATCC
10536 64 16 256 32 16 256 >512 >512 >512
S. aureus 32 16 256 64 16 256 >512  >512 >512
ATCC 25932
P. aeruginosas 32 16 256 64 64 256 >512  >512 >512
ATCC 15442

NEO: Neomicina; AMI: Amicacina; CAN: Canamicina; Ant.: Antibidtico; FHGg: Fracdo Hexanica de G.
grciliflora; FCGg: Fragdo Cloroférmica de G. graciliflora. Valores expressos em pg/mL.
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Tabela 3: Atividade moduladora da fracéo acetato de etila e metanélica de G. graciliflora.

Bacterias Antibidtico Ant. + FAEGg Ant. + FMGg
NEO AMI CAN NEO AMI CAN NEO AMI CAN
E.Coli ATCC
10536 64 16 256 >512 >512 >512 >512 256 >512
S. aureus ATCC
25932 32 16 256 >512 >512 >b12 256 64 >512
P. aeruginosas 32 16 256 >512 >512 >512 >512 256 >512
ATCC 15442

NEO: Neomicina; AMI: Amicacina; CAN: Canamicina; Ant.: Antibi6tico; FAEGg: Fracdo Acetato de Etila de G.
grciliflora; FMGg: Fragdo Metanolica de G. graciliflora. Valores expressos em pg/mL

A prospecgdo quimica preliminar da fracdo hexanica
do extrato etandlico da entrecasca de G. graciliflora
(dados ndo publicados) revelou a presenca de
alcaloides, flavondides e taninos condensados, classes
de metabdlicos secundarios com conhecidos efeitos
antimicrobianos (RAUHA et al., 2000). Solventes
apolares, como o hexano, possibilitam a extracdo de
diversos metabolitos secundarios como esteroides,
cumarinas, ésteres do acido oleandico, terpenoides,
sesquiterpenos, dentre outros (CARVALHO e
CARVALHO, 2001). Isso demonstra que,
possivelmente, os compostos secundarios presentes
na fracdo hexanica estdo agindo em microrganismos
com grandes diferengas metabélicas e estruturais
como a membrana externa e a presenca de capsula
(AYRES et al., 2008).

CONCLUSAO

Os resultados da atividade inibitoria
indicam que a fragdo hexanica do extrato etanolico da
entrecasca de G. graciliflora possui um efeito
inibidor clinicamente relevante quando testado tanto
em bactérias de linhagens  Gram-positivas
(Staphylococcus  aureus) quanto Gram-negativas
(Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa).
Quando combinado com o antibiético neomicina,
com o objetivo de avaliar a interferéncia no perfil de
resisténcia bacteriana a aminiglicosideos, a fracdo
hexanica demonstrou agdo sinérgica estatisticamente
significativa (p<0,001) frente & cepa de E.coli (ATCC
10536). Os resultados apresentados sugerem a
possibilidade de continuagdo da pesquisa a fim de se
direcionar a purificacdo e o isolamento de compostos
metabolicos  vegetais que estejam  atuando
diretamente na atividade antibacteriana observada
nesses ensaios preliminares.

Reforcando, nesse sentido, a busca de alternativas
de terapias que possam subsidiar o aparecimento de
novos produtos farmacologicamente e quimicamente
ativos a partir de estudos de produtos naturais
existentes no Brasil
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