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RESUMO

Hymenaea courbaril L. (Jatoba) pertencente a familia Fabaceae apresenta larga utilizacdo no setor florestal, sendo
seu caule o produto mais comercializado por apresentar madeira de alta densidade e resisténcia ao ataque de
organismos decompositores no Brasil, essa espécie ocorre naturalmente deste o estado do Piaui até o Norte do
Parana. O Jatoba é muito utilizado na medicina para o tratamento de diferentes infermidades. Esse trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora de aminoglicosideos pelo extrato das cascas dos frutos
do jatoba, e ainda realizar screening fitoquimico para averiguar as principais classes de metabdlitos secundarios
presentes. Os ensaios frente as bactérias seguiram o método de microdiluicdo em caldo BHI. Os testes quimicos
foram realizados qualitativamente pela adicdo de acidos e bases. Como resultado a analise antibacteriana do extrato
mostrou-se eficiente para todas as linhagens, principalmente frente a espécie Staphylococcus aureus. A modulagao
dos antibidticos pelo extrato mostrou sinergismo contra todas as espécies bacterianas testadas, reduzindo
significativamente os valores de CIM. A prospeccdo quimica revelou que o extrato do Jatoba, em estudo, contém
compostos pertencentes a classes de flavondides. Conclui-se que a espécie em estudo mostrou-se promissora como
antimicrobiano natural, sendo importante a investigagdao quanto aos seus mecanismos de agao.

Palavras-chave: Modulagdo; Staphylococcus aureus; Fitoquimica.
ABSTRACT

Hymenaea courbaril L. (Jatobd) belonging to the Fabaceae family has wide use in the forest sector, and its stem is
the most commercialized product for presenting high density wood and resistance to attack of decomposing
organisms in Brazil, this species occurs naturally from this state of Piaui. to the north of Parana. Jatoba is widely
used in medicine to treat different infermity. The objective of this work was to evaluate the antibacterial and
modulating activity of aminoglycosides by extracting the peel of jatoba fruits, and to perform phytochemical
screening to investigate the main classes of secondary metabolites present. The bacterial assays followed the BHI
broth microdilution method. Chemical tests were performed qualitatively by the addition of acids and bases. As a
result the antibacterial analysis of the extract was efficient for all strains, especially against the species
Staphylococcus aureus. Antibiotic modulation by extract showed synergism against all bacterial species tested,
significantly reducing MIC values. Chemical prospecting revealed that the jatoba extract under study contains
compounds belonging to the flavonoid classes. It is concluded that the species under study showed promise as a
natural antimicrobial, being important to investigate its mechanisms of action.

Keywords: Modulation; Staphylococcus aureus; Phytochemistry.
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INTRODUCAO

A resisténcia adquirida por microrganismos aos
antibidticos e a sua agdo nefrotoxica, j& confirmada, tem
sido obstaculo ao tratamento de doengas causadas por
patégenos(SILVA et al., 2010). Segundo Gurgel e Carvalho
(2008), essa resisténcia se da por quatro fatores: prescricao
arbitréria de antimicrobianos, uso abusivo ou inadequado
dessas drogas, facilidade na transmissdo de patégenos
resistentes e falta de um sistema de vigilancia
epidemioldgica.

Uma alternativa aos efeitos indesejados causados pelos
antimicrobianos e a resisténcia adquirida por
microrganismo, assim como ao surgimento de novos
patdgenos resistentes, tem sido a obtencdo de substancias
com acdo antimicrobiana através de extratos de plantas
(Pereira et al., 2015; OSTROSKY et al., 2008). Esses
compostos tém demonstrado eficiéncia no controle de
microrganismos, acreditando-se que sua agdo esteja
relacionada ao sinergismo de varios constituintes do
produto natural (CARVALHO et al., 2014).

Hymenaea courbaril L. (Jatob&) pertencente a
familia Fabaceae é uma espécie com capacidade de
adaptacdo em diferentes climas, possuindo assim ampla
distribuicdo geografica. No Brasil, ocorre naturalmente
desdeo estado do Piaui até o Norte do Parana, podendo ser
encontrado em matas de terra firme sob solo argiloso e
pouco exigente em fertilidade (FERNANDES et al., 2005;
BONA et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2014).

O jatoba tem larga utilizacdo no setor florestal tendo
como produto mais comercializado a madeira devido a alta
densidade e resisténcia ao ataque de organismos
destruidores, sendo sua principal utilizacdo a construcao de
moveis (DUARTE et al., 2016). Na medicina popular é
utilizada para o tratamento de diversas enfermidades como
anemia, azia, cancer e gastrite. Suas principais formas de
uso sdo através do preparo de garrafada, lambedor,
maceragao e suco, sendo as cascas, frutos e raizes as partes
vegetais mais utilizadas (ALMEIDA NETO et al., 2015).

Nesta perspectiva 0 uso do jatobd pode ser uma
alternativa ao controle da resisténcia bacteriana, tendo em
vista ser uma atividade que merece ser investigada, mas
ndo foi relatada para a espécie em questdo. Este trabalho
oferece contribui¢do ao conhecimento quimico-bioldgico
da espécie H. courbaril realizando screening fitoquimico
para averiguar as principais classes de metabolitos
secundarios, bem como a avaliagdo da atividade
antibacteriana e moduladora do extrato etandlico das cascas
do fruto, oferecendo perspectiva para uma alternativa ao
controle da resisténcia bacteriana.

METODOLOGIA

Material vegetal e preparacéo do extrato

Os frutos do jatoba foram coletados no més de
fevereiro de 2016, no Parque de Exposi¢do Pedro Felicio
Cavalcante no municipio de Crato, Ceara, Brasil, com
coordenadas latitudinais 7°14°20.1°" S e longitudinais de
39°24°53.1 W. Uma espécime foi depositada no Herbério
Caririense Déardano de Andrade Lima sob o nimero de registro
2767. Para preparacdo do extrato as cascas dos frutos (96g)
foram previamente trituradas submetidas & maceracéo em
etanol por 72h. Em seguida submetida a destilacdo
dosolvente em evaporador rotativo sob pressdo (15mmHg)
reduzida e temperatura controlada a 50°C.

Atividade antibacteriana
Microrganismos

Foram utilizadas quatro linhagens bacterianas, duas
Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC- 2503) e
Streptococcus mutans (ATCC- 0046) e duas Gram-
negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC- 15442) e
Escherichia coli (ATCC- 25922).

Concentracdo inibitoria minima (CI1M)

Previamente as bactérias foram ativadas em meio Brain
Heart Infusion Broth (BHI 3,8%) durante 24 h a 35 + 2°C.
Logo apos, procedeu-se a padronizacdo do inoculo a uma

suspensdo de 1 x 108 UFC/mL (0,5 unidades de turbidez
nefelométrica- escala McFarland). Em seguida, essa

suspensdo foi diluida a 1 x 108 UFC/mL em caldo BHI
10%, e volumes de 100uL foram adicionados e
homogeneizados nos pocos de uma placa de microdilui¢éo
acrescido de diferentes concentragbes do extrato,

resultando num indculo final de 5 x 10° UFC/mL. O
extrato foi diluido em dimetilsuféxido (DMSO) e agua
destilada obtendo-se uma solugdo final de 1024pg/mL.
Seguiram-se  diluicbes seriadas nas placas em
concentragdes que variaram de 512 a 8ug/mL. Os testes
foram realizados em triplicata e as placas incubadas a 35 *
2°C, durante 24 h. As leituras foram realizadas por
colorimétrica pela adicdo de 25uL do corante resazurina
(0,01%) (COUTINHO et al., 2015).

Efeito modulador de antibioticos

Para analise do extrato como potencializador de
antibidticos da classe dos aminoglicosideos (amicacina e
gentamicina) seguiu-se a metodologia proposta por
Coutinho et al., (2015). Todos os valores de CIM foram
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testados, e realizados na presenca e na auséncia do extrato
das cascas do fruto do jatoba.

Screening fitoquimico

Para a determinacdo de classes de flavonoides,
terpenos e alcaloides, solucBes da amostra foram
submetidas a adicdo de reagentes &cidos e basicos para a
observacdo da mudanca de cor e/ou formacdo de
precipitado, indicando a classe de metabolito secundario
(MATOS, 1997).

Analise estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e expressos
com a média geométrica. Para a analise estatistica foi
realizado um teste parametrico seguido de andlise de
variancia de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni
utilizando o software GraphPadPrism 6.0. Foram
considerados relevantes valores com o p < 0,05.

RESULTADOS

Os resultados da concentracdo inibitéria minima
mostraram  melhores  respostas para a  espécie
Staphylococcus aureus com valor de 128 pg/mL. Enquanto
gue para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Streptococcus mutans os valores de CIM foram de 256
ug/mL.

A modificagéo da atividade dos antibidticos pelo extrato
do jatobd mostrou redugdo significativa nos valores de
CIM em todas as cepas testadas, sendo que a combinacéo
do extrato com a amicacina potencializou a atividade deste
antibidtico de forma mais expressiva frente a S. aureus com
reducdo do valor da CIM de 128 pg/mL para 1 pg/mL como
mostrado na Figura 1.

A andlise estatistica mostrou ainda sinergismo na
modulagdo da a¢do do antibidtico gentamicina pelo extrato
para todas as cepas testadas, sendo que o efeito mais
potente foi para as espécies S. mutans e E. coli com reducao
da CIM de 64 pg/mL para 0,5 pg/mL, reduzindo a
concentragdo eficiente do antibiotico emsete vezes (Fig. 1).

Figura 1. Efeito modulador do extrato etanélico das cascas do fruto do jatoba (EECFJ) contra Staphylococcus aereus,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. ***Valores de significancia estatistica com p<

0,05.

*kk  kkk

150+ J

1004 |

o1}

Média Geométrica CIM

—

Amicacina
E3 Amicacina+EECFJ
E3 Gentamicina

{ 00 Gentamicina+EECFJ

Em relacdo ao Screening fitoquimico foi
verificado a presenca de importantes compostos

fendlicos, como flavonas, flavondis e xantonas,
pertencentes a classe dos flavonoides (Tabela 1).

374



interfaces

V. 8, N.1(2020) | ISSN 2317-434X

Tabela 1. Screening fitoquimico do extrato etandlico das cascas dos frutos do jatoba

Amostra 1 2 3

4 5 6 7 8 9 10 11

H. courbaril + - -

- + + - + + + -

1: Fendis; 2:Taninos condensados; 3:Taninos pirogalicos; 4:antocianinas e antocianidinas; 5: Flavonas, flavonois e
xantona; 6: flavononois; 7: flavononas; 8: chalconas e auronas; 9: leucoantocianidinas; 10: catequinas;11 alcaloides. (+)

presente e (-) ausente.
DISCUSSAO

Para Holetz et al., (2002) os extratos que
apresentam concentragdes de CIM de 100 a 500 pg/mL tem
atividade antibacteriana moderada. Neste trabalho o0s
valores obtidos estdo entre os referidos pelo autor, dessa
forma podemos dizer que o extrato conseguiu inibir de
forma significativa o crescimento bacteriano.

De acordo com Novais et al., (2003) a espécie H.
stigonocarpa Mart. possui atividade antibacteriana
significativa contra as cepas de S. aureus, sendo esta
espécie capaz de produzir halos de inibigdo de até 8
mm, impedindo o crescimento bacteriano. Assim como foi
demostrado neste estudo o jatoba também inibiu o
crescimento das cepas de S. aureus pelo método de
microdiluicdo em caldo BHI (NOVAIS et al., 2003).

Na pesquisa realizada por Peixoto et al., (2015) foi
avaliada a acdo do extrato da espécie H. martiana para o
tratamento de mastite em cabras induzida por cepas de S.
aureus, como resultado foi verificado reducéo significativa
de unidades formadoras de col6nias. Os autores atribuiram
0 resultado as classes de metabolitos secundarios
encontrados no mesmo estudo, sendo as principais:
flavonoides, esterdides e terpendides.

Garcia et al., (2011) avaliaram a concentracéo
bactericida minima do extrato das cascas do Jatoba frente
as cepas de S. aureus e observaram que 98,1% das cepas
foram inibidas. Esse resultado é concernente ao encontrado
neste trabalho. No estudo de Martins et al., (2010) foi
avaliada a atividade antibacteriana dos extratos da polpa e
das cascas do Jatoba (H. courbaril) pelo método de
microdiluicdo em caldo e obtiveram como resultado CIM
de 350 pg/mL para os extratos das cascas frente as cepas
de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, enguanto que o
extrato da polpa foiativo contra as espécies E. coli e P.
aeruginosa. Sendo estes resultados préximos aos
encontrados neste estudo.

Em outro trabalho, diferentes frages do extrato de
Jatobd foram submetidas a anélise microbiologicafrente a
diferentes cepas de S. aureus sendo verificado que a fracdo
aquosa obteve melhor resultado com valor de CIM de

64pug/mL (DIMECH et al., 2013).

Relatos indicam que a espécie H. courbaril possui
atividade antibacteriana contra cepas de E. coli sendo
registrado valor de concentracdo bactericida minima de
127,71 pg/mL, estando a atividade associada a presenca de
diterpenos constituintes em espécies de Hymenaea sp.
(FERNANDES et al., 2015).

A suscetibilidade dessa espécie ao extrato pode estar
relacionada a sensibilidade que os microrganismos Gram-
positivos tém a extratos, devido principalmente a auséncia
da camada de lipopolissacarideos que protege a parede das
bactérias Gram-negativas, acreditando-se que, a a¢do do
extrato ocorra por interacdo entre os peptidoglicanos
presentes na parede celular (RABELO et al., 2014.

A partir desta analise e comparativamente com outros
trabalhos de espécies do género Hymenaea sp. verifica-se
gue ha concordancia nos resultados encontrados.
Mostrando que, as espécies de jatoba possuem atividade
antibacteriana frente a cepas de bactérias Gram-positivas e
Gram- negativas por diferentes métodos testados.

Em relacdo a atividade moduladora de antibiéticos
varios estudos tém demonstrado a eficiéncia do uso de
produtos naturais na modificagdo da atividade
antimicrobiana, pois a diversidade de compostos
encontradas em extratos permite menor adaptabilidade da
cepa microbiana para o desenvolvimento de mecanismos
de defesa, sendo que os extratos podem agir de forma
sinérgica ou antagdnica (LEANDRO et al., 2013; COSTA
et al., 2008; TINTINO et al., 2013).

Ja foi demostrado que modificagdo da atividade dos
aminoglicosideos por produtos naturais tanto podem
diminuir a toxidade como aumentar a atividade bactericida
de varias maneiras, onde destaca-se o aumento da
permeabilidade da membrana, impedimento da sintese
enzimatica e bloqueio das rea¢des quimicas (MALVEZZI,
2010; TINTINO et al., 2015).

Em um estudo com o 6leo essencial das cascas dos
frutos H. courbaril foi demonstrada sua a¢ao sinérgica com
0 antibidtico amicacina frentes cepas de S. aureus. Sendo
que, a acdo do Oleo ocorre através de modificacBes nos
envoltorios celulares, assim como pela perda do material
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intracelular e alteragbes na permeabilidade da membrana
(SALES, 2014).

As cepas de P. aeruginosa mostram- se resistentes no
teste de sensibilidade com aminoglicosideos, sendo que
esta espécie obteve percentual de sensibilidade de 59,4% e
48,6% para amicacina e gentamicina respectivamente
(FIGUEIREDO et al., 2007). Em contrapartida este
trabalho mostrou que a associacdo do extrato de jatoba a
esses aminoglicosideos potencializa sua agdo em cinco e
seis vezes para amicacina e gentamicina respectivamente,
obtendo uma expressiva atividade moduladora.

Associado ao baixo poder terapéutico dos
aminoglicosideos como ja foi demonstrado, um estudo
realizado com modelos murinos mostrou que o uso crénico
de amicacina provoca efeitos adversos relacionados a sua
nefrotoxicidade, podendo provocar necrose celular,
obstrugdo tubular e interrupcdo da membrana basal
(SOUSA et al., 2009).

O sinergismo entre o extrato do jatoba e antibiticos
mostrado nesta pesquisa pode diminuir os efeitos colaterais
gue esses farmacos possuem quando utilizados por longos
periodos, assim como pode agir facilitando a entrada do
farmaco na célula minimizando os problemas de
permeabilidade de membrana encontrados em bactérias
Gram- negativas.

Vérios trabalhos associam a atividade antimicrobiana

de extratos a presenca de compostos fenélicos (FALCAO
et al, 2002; CARVALHO et al, 2014).
Comparativamente, estudos anteriores fizeram uso da
cromatografia em camada fina para analisar o extrato das
cascas do Jatoba obtendo resultados positivos para
compostos fendlicos e terpenos (GRANATO et al., 2005),
corroborando com os resultados encontrados neste
trabalho.
No estudo realizado por Puga, (2015) com diferentes
fracGes dascascas dos frutos de jatoba foi verificado que o
composto Oxido de cariofileno esta presente em todas as
fracGes analisadas. Em outro trabalho por anélise de controle
de qualidade com tinturas da espécie H. stigonocarpa foi
verificado qualitativamente por cromatografia em camada
delgada a presenca do flavonoide rutina (ALVES et al.,
2011).

Em um estudo de reviséo sobre a espécie H. courbaril
foi verificada que a mesma é rica em compostos bioativos,
incluindo terpenos, flavonoides e oligossacarideos, além de
ser citada por ter uma potente acdo antimicrobiana
(TAMAYO et al., 2008). Sendo esse estudo confirmador
de dessa pesquisa.

Aleixo et al., (2015) estudando diferentes fracdes de
H. courbaril identificaram a presenca de alcaloides,
cumarinas, terpendides, flavondides e taninos na fracdo
etanodlica. Nesse mesmo estudo foi verificada acéo
bactericida da fragdo acetato contra a espécie S. aureus.

Corroborando com os estudos realizados, Bessa et al.,
(2013) identificaram saponinas, fenois, taninos, esteroides,
triterpenos e flavonoides. Corroborando em parte com o
nosso estudo.

A diferenca na presenga de compostos entre espécies
pode estar relacionada aos métodos utilizados para
extracdo de compostos, que podem influenciar em suas
concentragdes. Um exemplo foi mostrado por Oliveira et
al., (2016) que estudando diferentes procedimentos de
extracdo com a espécie Hymenaea martiana mostraram
que a maceracdo foi o melhor método para se obter
concentragdes elevadas de compostos fendlicos.

De modo geral pode-se afirmar que, a composi¢do
quimica de um extrato vegetal esté sujeita a variaces de
acordo com local de cultivo, estacdo e hora da coleta,
caracteristicas gerais da entomofauna, sazonalidade,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiag&o ultravioleta,
entre outros fatores (OLIVEIRA et al., 2009; GLOBO-
NETO et al., 2007).

Desse modo constata-se que, a associagdo do jatoba

com amicacina e gentamicina possui alto potencial de
inibicdo das cepas testadas, permitindo maior espectro de
acdo desses antibidticos frente a microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, podendo essa espécie ser
alternativa para o controle de infecgdes bacterianas a partir
do seu uso como modulador de antibiéticos, ou sozinho
como agente antibacteriano.
Pode-se verificar ainda que, o jatobd possui classes
importantes de metabdlitos secundarios que podem estar
envolvidos na agdo antibacteriana desempenhada por esta
espécie. Com isso torna-se importante a realizacdo de
estudos quimicos e bioldgicos mais aprofundados que
possam definir o mecanismo de acdo envolvido na
atividade moduladora dessa espécie.

Diante desses relatos é notdria a importancia do uso
de produtos naturais como o jatobd que sozinho ou
associado a antibidticos possa potencializar a acgdo
antimicrobiana.
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