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RESUMO

Objetivo: O presente estudo avaliou o potencial
antimicrobiano do extrato etandlico da casca do tronco
de Stryphnodendron barbatiman Mart. frente micro-
organismos de interesse médico-odontoldgico.
Metodologia: Placas de 96 pocos foram utilizadas para
determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) do
extrato etandlico da casca de Stryphnodendron
barbatiman Mart, frente 25 micro-organismos (bactérias,
leveduras e culturas mistas de cavidade oral). Uma
solucao estoque do extrato etandlico de S. barbatiman foi
preparada com DMSO e agua (1:1) e as dilui¢cdes feitas
com agua. As concentracdes testadas variaram de 500 a
31,5 pg/mL. Cem microlitros de extrato foram pipetados
nos poc¢os da microplaca junto com 10 pL de inéculo
padronizado e 90 uL de meio de cultura. Os testes foram
realizados em triplicata. A CIM foi definida como a menor
concentracdo que inibiu o crescimento bacteriano. Foi
pipetado 30 yL de resazurina 0,02% em todos os pocos
e apos 2 horas de incubacgéo observou-se quais 0S pogos
gue apresentaram inibicdo de crescimento microbiano.
Subculturas dos pogcos que nédo apresentaram
crescimento foram feitas em placas de Petri contendo
meio de cultura sodlido. Ampicilina, itraconazol e

clorexidina foram utilizados como controle positivo. Apos



24 horas observou-se o0 potencial antimicrobiano da
concentracdo identificada como a menor que inibiu o
crescimento microbiano.

Resultados: O extrato etandlico da casca do
Stryphnodendron barbatiman Mart. inibiu o crescimento
de todos os micro-organismos testados com valores de
concentragdo inibitéria minima que variaram de 250
pHg/mL a 62 pg/mL.

Concluséo: Diante do estudo realizado, torna-se viavel
aprimorar os resultados obtidos, visto que, o extrato do
Barbatiméo possui um excelente potencial
antimicrobiano.

Palavras-chave: Stryphnodendron barbatimam,

Microbiologia, Anti-Infecciosos, Produtos biolégicos.



1. Introducdao

Os fitoterapicos sao medicamentos constituidos
por uma ou mais substancias extraidas de plantas e sao
utilizadas de diferentes formas para diversas
patologias'. Nos Ultimos anos os fitoterapicos aparecem
cada vez mais como uma alternativa aos medicamentos
tradicionais, tanto na &rea da medicina como também na
odontologia 2.

Na odontologia os estudos utilizando substancias
advindas de plantas foram mais a fundo nos ultimos anos
com o intuito de obter medicamentos com uma baixa
toxicidade e efeitos positivos para tratamento de doencas
bucais ou até mesmo para doencas sistémicas!™.

Uma das areas da Odontologia onde ha indicacdo
de antimicrobianos é na prética clinica endodéntica, onde
a utilizacdo de uma medicacao intracanal com acao
antimicrobiana torna-se necessaria para potencializar a
desinfeccéo do sistema de canais radiculares**.

Stryphnodendron barbatiman Mart. popularmente
conhecida como barbatimdo € uma planta rica em
substancias medicinais, facilmente encontrada nas
regides secas do Brasil®. Estudos demonstram que o
extrato da casca localizada no tronco da arvore €

extremamente eficiente para tratamento anti-inflamatorio,



antimicrobiano, analgésico e protecdo da mucosa
gastrical®",

O extrato etandlico da casca do Stryphnodendron
barbatiman Mart. apresenta diversas substancias de
interesse clinico, porém esta planta possui um diferencial
gue é a alta concentracdo de taninos, substancia esta
gue é responsavel por varias propriedades medicinais da
planta além de possuir também alcaloides, amido,
flavonoides, pro6-antocianidinas, matérias resinosas,
mucilaginosas, corantes e saponinas®*?.

Taninos sdo fendlicos (antioxidante) sollveis em
agua formando complexos insollveis em diversas outras
substancias como a agua com alcaloides e gelatinas™.
Estes sd@o os principais responsaveis pelas propriedades
do Barbatiméo, isso se explica em suas substancias que
apresentam trés propriedades gerais, que sao: a geracao
de complexos com ions metalicos, atividade antioxidante
e retencdo de radicais livres e a capacidade de formar
complexos com outras moléculas como o0s
polissacarideos e proteinas 2.

Diversos autores demonstram atividade
antimicrobiana do barbatimdo, com intuito de inibir o
desenvolvimento de microrganismos. A maior parte dos

trabalhos que confirmam a atividade antimicrobiana do



barbatimdo tem sido realizada com cascas folhas e

raizes [9-1314.15.16]

Devido ao aumento crescente da resisténcia
bacteriana frente os antibiéticos disponiveis no mercado
e baseado nas atividades antimicrobianas de extratos de
plantas encontradas na literatura. Considerando a
importancia medicinal do extrato etandlico da casca do
tronco de Stryphnodendron barbatiman Mart. este estudo
tornou-se indispensavel no teste da sua atividade
antimicrobiana diante de diversos micro-organismos de

interesse médico odontoldgico.

2. Materiais e Métodos
2.1 Material vegetal

As cascas do tronco de Stryphnodendron
barbatiman Mart. foram coletados na zona rural de
Pesqueira, cidade localizada a 219,2 km de Recife,
regido agreste do estado de Pernambuco. As cascas
foram secas a 40 °C em estufa com circulacdo de ar por
48 horas, trituradas em moinho e estocadas a -20 °C até
0 material ser utilizado.
2.2 Reagentes

Caldo triptona de soja — TSB (Acumedia, Lansing,

EUA), caldo Mueller-Hinton (HIMEDIA, Mumbai, india),



dimetil sulfoxido (FMaia, Cotia, Brasil) e resazurina
(Sigma-Aldrich, EUA).
2.3 Preparacéo do extrato

O extrato etandlico das cascas do tronco
Stryphnodendron barbatiman Mart.  foi obtido por
imersdo repetida sob agitacdo em etanol P.A. a uma
propor¢cdo de 1:10, até o esgotamento de substancias
extraiveis pelo &lcool etilico. Para a concentracdo do
extrato, o etanol foi removido do filtrado utilizando um
evaporador rotativo a 40 ° C sob pressao reduzida.
2.4 Micro-organismos
As cepas de micro-organismos utilizadas foram: uma
bactéria Gram positiva (Staphylococcus aureus ATCC
25923) e trés Gram negativas (Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 e
Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416), foram cedidas
pelo Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPEDA); seis leveduras
(Candida albicans (URM 6547), Candida krusei (URM
5840), Candida famata (URM 7085), Candida tropicalis
(URM 6947), Candida guilliermondii (URM 5936) e
Candida parapsilosis (URM 6405)) cedidas pela Micoteca
da Universidade Federal de Pernambuco (URM/UFPE) e
15 culturas mistas de cavidade oral, cedidas pelo

Laboratoério de Bioativos da UAG/UFRPE.



2.5 Determinacdo da concentragdo inibitdria minima
(CIM)

Para a determinacdo da CIM foi realizado o
método de microdiluicdo em caldo™™”, utilizando para
isto, placas de microtitulagio 96 pogos. As
concentracdes do extrato que foram testadas variaram
de 500 pg/mL a 31,25 pg/mL As microplacas foram
preparadas dispensando-se em cada poc¢o, 100 pL de
cada concentracdo da amostra, 90 pL de caldo Mueller
Hinton (para as bactérias e culturas mistas) ou caldo
sabouraud para as leveduras e 10 pL do ino6culo
padronizado com a turbidez 0,5 da escala de Mac
Farland. Posteriormente incubadas a 37 °C por 24 horas
(para as bactérias e culturas mistas) e 30 °C por 48
horas para as leveduras. Apds o periodo de incubacéo,
30 pL de resazurina em solucdo aquosa na
concentracéo de 0,02% foram acrescidos nos pogos e a
microplaca retornou para a estufa bacteriologica a 37 °C
ou 30 °C por mais duas horas. Tal substancia € um
indicador de O6xido-reducdo, utilizado para revelar
alteracéo de pH no meio determinado pelo crescimento
do micro-organismo*®. Os pocos que adquiriram uma
coloracdo rosada indicaram a reacao quimica de 6xido-
reducdo da resazurina em resorfurina sendo interpretada

como presenca de células viaveis, enquanto que nos



pocos onde nao houve mudanca na coloracdo do
corante interpreta-se como auséncia de células viaveis,
indicando inibicdo do crescimento celular pelo extrato. A
concentracdo inibitéria minima foi definida como a
menor concentragdo da droga que inibe o crescimento
visivel de um organismo ap6s um periodo de incubacédo
[19].

Para determinacéo do potencial antimicrobiano do
extrato, retirou-se 10 pL dos pocgos que apéds a
revelacdo com resazurina, apresentaram a cor azul e
inoculou-se em placas de Petri com meio de cultura
solido para identificar se haveria ou ndo crescimento de
unidades formadoras de colonia nestas subculturas
livres de antimicrobiano, classificando a acéo do extrato
frente aquele micro-organismo em bactericida/fungicida
ou bacteriostatico/fungistatico.

Como controle positivo foram utilizadas Ampicilina
(25 mg/mL) para inibicdo do crescimento de bactérias,
itraconazol (25 pg/mL) para inibicdo de crescimento de
Leveduras e para a inibicdo dos micro-organismos da

cavidade oral foi utilizado digluconato de clorexidina 2%.

Esta pesquisa tem aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa do Centro Universitario Tabosa de Almeida

ASCES-UNITA sob o CAAE 63174116.7.0000.5203.
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3. RESULTADOS

Foram realizados vinte e cinco testes utilizando o
extrato de Stryphnodendron barbatiman Mart. frente
guatro bactérias, seis leveduras e quinze culturas mistas
de cavidade oral. Houve inibicdo do crescimento de
todos 0s micro-organismos em concentracbes que
variaram de 250 a 62,5 pg/mL. Todos 0s micro-
organismos foram inibidos pelos antimicrobianos
utilizados como controle. Os valores encontrados de
concentragdo inibitéria minima, assim como o potencial
antimicrobiano do extrato frente 0s micro-organismos
testados sdo demonstrados na Tabela 1.

* A tabela 1 deve ser inserida aqui.
4. DISCUSSAO

Nos ultimos anos empresas e pesquisadores de
diferentes é&reas, assim como uma boa parcela da
populacdo em geral vem demonstrando um grande
interesse no uso de medicamentos fitoterapicos como
uma forma alternativa para o tratamento de diversas
enfermidades, tanto pelo fato de apresentarem menor
risco de efeitos adversos, como também pelo fato de na
maioria das vezes apresentarem um custo mais
acessivel para os pacientes*,
Dentre as mais diversas plantas de interesse

medico odontolégico uma que se destaca por suas
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propriedades terapéuticas €é o Stryphnodendron
barbatiman Mart. conhecida popularmente como
Barbatimao!®®. Varios autores avaliaram as propriedades
terapéuticas do S. barbatiman e identificaram atividades
como antisséptico, anti-inflamatério, hemostatico, anti-
edematogénico, antioxidante, antidiabético, adstringente,
anti-hipertensivo, analgésico, cicatrizante e
antimicrobiano e no tratamento de varias infeccdes
cutaneas 0412223,

Acredita-se que o0s efeitos medicinais do
barbatiméo s&o provenientes do elevado teor de taninos
em sua composi¢cao quimica, podendo atingir niveis de
20% a 50%"°. A Farmacopeia Brasileira afirma que a
guantidade minima de taninos para utilizacdo medicinal
é de 8%"°. Entretanto, estes niveis de taninos variam
de acordo com a espécie, localizagdo geografica e parte
da planta que foi empregada no extrato®. O extrato
utiizado neste estudo é oriundo do agreste
pernambucano, especificamente da zona rural da cidade
de Pesqueira.

Em um estudo realizado por Pinho e
colaboradores (2012)!*!, os extratos alcdolicos obtidos
das folhas do Stryphnodendron barbatiman Mart.
continham metabdlitos secundarios com potencial

antimicrobiano e conseguiram inibir o crescimento de S.
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aureus. Apesar disso, nao foi detectada atividade desse
extrato frente a E. coli, podendo estar relacionado a
menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a
extratos vegetais. Geralmente, devido a sua membrana
externa extra protetora e a outras caracteristicas
particulares, as bactérias Gram-negativas sao
consideravelmente mais resistentes aos agentes
antibacterianos do que bactérias Gram-positivas ?®. No
entanto, neste estudo, ndo houve diferenca entre a CIM
encontrada para a bactéria Gram positiva e as Gram
negativas (250 pg/mL).

No estudo realizado por Souza (2007)%" foi
avaliada a atividade antisséptica de extrato seco das
cascas do barbatimdo, em relacdo a duas bactérias
Gram-positivas e uma Gram-negativa, sendo elas
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Escherichia coli o mesmo obteve resultados positivos de
inibicdo de crescimento. Neste estudo foi utilizado o
extrato etandlico da casca do Barbatimdo onde foi
observado  potencial  bacteriostatico  frente a
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Hasenack e colaboradores (2008)® viram que a
analise fitoquimica da casca de barbatim&o evidenciou a
presenca de substancias que inibiram o desenvolvimento

de micro-organismos, estas substancias foram os taninos
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condensados e hidrolisaveis, grande quantidade de
saponinas, flavonoides, polissacarideos complexos e
alcaloides. Através dessas substancias o autor
conseguiu um potencial bactericida do extrato alcodlico
da casca do barbatiméo frente 7 cepas distintas de S.
Aureus. Sabendo que o presente estudo utilizou a
mesma parte da planta, foi visto que 0 mesmo obteve um
potencial bacteriostatico frente S. Aureus.

Ferreira et al. (2009)% constataram presenca de
atividade antimicrobiana Stryphnodendron barbatiman
Mart. frente a S. aureus. Neste estudo foi avaliada a
inibicdo de crescimento microbiano em 8 cepas de S.
aureus expostas ao extrato etanodlico de barbatimdo em
diferentes concentragcbes, 0 extrato teve efeito
bacteriostatico, na concentracao inibitéria minima de 250
ug/mL, assemelhando-se o efeito bacteriostatico e a
concentracdo inibitéria minima encontrada no presente
estudo.

No estudo realizado por Soares e colaboradores
(2008)° foi identificada atividade antibacteriana do
extrato etandlico do Barbatimdo diante de bactérias da
carie dental, onde os melhores resultados foram frente S.
mitis e L. casei (350 pg/mL). Ja nesta pesquisa foi
identificada acdo bacteriostatica do extrato etandlico do

barbatimao frente 15 culturas mistas da cavidade oral,
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com concentragcbes que variaram de 62,5 a 250 pg/mL.
Para a cavidade oral, uma solucdo com atividade
bacteriostatica se torna bastante interessante por nao
promover um desequilibrio da sua microbiota.

Os valores de CIM obtidos neste estudo atendem
aos rigorosos critérios de potencial antimicrobiano de

produtos naturais adotados por alguns autores®%%3,

que
consideram concentragdes de até 1 mg/mL para extratos
ou 0,1 mg/mL para compostos isolados ao exibir

atividades antimicrobianas.

5. CONCLUSAO

Comprovou-se a atividade antimicrobiana do
extrato etandlico da casca do tronco de
Stryphnodendron barbatiman Mart. frente bactérias,
leveduras e culturas mistas de cavidade oral. A
excelente atividade antimicrobiana do extrato da casca
desta planta pode estar relacionada aos metabolitos
secundarios derivados da classe de taninos, que sao 0s
principais constituintes desta droga vegetal, de acordo
com a literatura. Mais estudos sobre toxicidade ser&o
realizados a fim de que sejam desenvolvidas pesquisas
in vivo com solucdes fitoterapicas a base de barbatiméo

para controle microbiano da cavidade oral.
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* A tabela 1 deve ser inserida na pagina 10

Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima e

potencial antimicrobiano do extrato etandlico

da casca de Stryphnodendron barbatiman

Matrt. frente diferentes micro-organismos.

Micro-organismos Tipo de Micro- CIM Potencial
organismo Mg/mL antimicrobiano
Staphylococcus aureus Bactéria G+ 250 Bacteriostatico
ATCC 25923
Escherichia coli Bactéria G- 250 Bacteriostatico
ATCC 25922
Pseudomonas Bactéria G- 250 Bacteriostatico
aeruginosa
UFPEDA 416
Klebsiella pneumoniae Bactéria G- 250 Bacteriostatico
ATCC 29665
Candida albicans Levedura 250 Fungistatico
URM 6547
Candida krusei Levedura 250 Fungistético
URM 5840
Candida famata Levedura 250 Fungistético
URM 7085
Candida tropicalis Levedura 250 Fungistético

URM 6947
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Candida guilliermondii
URM 5936

Candida parapsilosis

URM 6405

Co1

CO2

CO3

CO4

CO5

CO6

CO7

CcO8

CO9

CO10

CO11

Levedura

Levedura

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de
cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de
cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

250

250

250

250

125

250

250

250

250

250

125

125

62,5

Fungistatico

Fungistatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico
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CO12

CO13

CO14

CO15

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

Cultura mista de
cavidade oral

Cultura mista de

cavidade oral

250

250

250

250

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico

Bacteriostatico




