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RESUMO: E frequente o debate sobre resisténcia microbiana. Com o intuito de encontrar
novas alternativas terapéuticas para a resolucdo deste problema, o presente estudo
objetivou determinar a atividade antimicrobiana do extrato seco da Trichilia catigua Adr.
Juss. e avaliar sua toxicidade (CLso). Conhecida popularmente como catuaba, é uma
arvore que ocorre amplamente no Brasil, caracterizada pela populacdo por seus efeitos
afrodisiacos e tonificantes. O extrato deste vegetal foi obtido por maceracédo etandlica
sendo sua atividade antimicrobiana avaliada pelo emprego da técnica de pogos para
determinacao da concentracéo inibitéria minima e avaliacdo do poder inibitério. Observou-
se que O mesmo nao apresentou 0S compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana frente as cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Salmonella spp., Shigella spp. e Candida albicans. Sobre a avaliacdo da toxicidade
(CLso), utilizou-se o bioensaio com Artemia salina Leach, obtendo-se uma concentragéo

letal média de 3,13 mg/mL, o que caracteriza a catuaba como atoxica.
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ABSTRACT: Evaluation of antimicrobial activity and toxicological bioassay front to
the larvae of Artemia salina Leach. the dried extract of catuaba (Trichilia catigua
Adr. Juss.) Often the debate on antimicrobial resistance. In order to find new therapeutic
alternatives for this problem, this study aimed to determine the antimicrobial activity of dry
extract Trichilia catigua ADR. JUSS. and evaluate their toxicity (CLso). Popularly known as
catuaba, is a tree that occurs widely in Brazil, characterized by the population for its
aphrodisiac and toning effects. The extract of this plant was obtained by ethanol
maceration and its antimicrobial activity evaluated by wells technique of employment for
the determination of minimum inhibitory concentration and evaluation of the inhibitory
power. It was observed that did not present the same compounds responsible for microbial
inhibition front of the strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Salmonella spp., Shigella spp. and Candida albicans. About evaluation of toxicity
(CLso) was used bioassay with Artemia salina Leach, obtaining a median lethal

concentration 3,13 mg/mL, which characterizes catuaba as non-toxic.
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INTRODUCAO

As bactérias sdo parte integral e inseparavel da vida na terra. Elas sdo encontradas
em qualquer lugar, revestem a pele, as mucosas e cobrem o trato intestinal dos homens e
dos animais. Elas estao intrinsecamente ligadas as vidas de organismos e aos amplos
ambientes em que habitam. Porque as bactérias tém um curto tempo de geracdo —
minutos ou horas — elas podem responder rapidamente as mudancgas do ambiente. Assim,
guando os antibidticos sdo introduzidos no ambiente, as bactérias respondem tornando-se

resistentes aquelas drogas (SANTOS, 2004).



Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2010), a resisténcia bacteriana a
medicamentos deveria ser vista ha muito tempo como um problema de saude publica,

principalmente no ambito hospitalar, ja que é uma pratica ndo muito recente.

A atividade biolégica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa investigagédo
cientifica, pois estas produzem uma grande variedade de compostos, produto do
metabolismo secundario, que conferem propriedades antimicrobianas (ALVES et al.,

2000; ADAM et. al. 1998; DUARTE et al., 2005).

Os medicamentos a base de plantas (MBP), orais e tépicos, tornaram-se algumas
das terapias alternativas mais utilizadas. Grande parte inclui substancias vegetais usadas

hé& vérios séculos, na medicina popular (PINTO, 2013).

A Trichilia catigua ADR. JUSS. (Familia Meliaceae), popularmente conhecida como
catuaba, € uma arvore de trés a oito metros de altura, ramificada, possui copa densa
guase até o solo e ocorre amplamente no Brasil, de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul.
Suas propriedades medicinais foram relatadas pelos indigenas e comunidades locais

como digestiva, tonica e purgativa (VELASCO et al., 2008).

A catuaba é conhecida pela populagéo por seus efeitos afrodisiacos e tonificantes.
Além de ser relatadas indicagBes farmacoldgicas para tratamento do sono agitado,
instabilidade emocional, atividades antiviral e antibidtica, dificuldade de raciocinio e
concentracdo, moléstias do estbmago e auxiliar no tratamento de neurastenia (MANABE
et al., 1992). Os constituintes quimicos da catuaba s&o: catuabina, Oleos essenciais,
taninos, saponinas, esterdides, matéria resinosa e flavonéides (MING & CORREA JR,

2002).

Apesar das plantas possuirem muitos usos terapéuticos, a populagdo desconhece
seus efeitos toxicos. Sobre este aspecto, é necessario que se realize testes que avaliem

os efeitos toxicos nos sistemas bioldégicos e dimensionar a toxicidade relativa das



substancias (FORBES & FORBES, 1994). Para tanto, muitos ensaios podem ser
utilizados, como o ensaio de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina Leach, que
foi desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al.,

1982).

Artemia salina € um microcrustaceo da ordem Anostraca, utilizado como
bioindicador de toxicidade. Esta espécie é utilizada em testes de citotoxicidade devido a
sua capacidade de formar cistos dormentes, fornecendo desse modo material biolégico
gue pode ser armazenado durante longos periodos de tempo sem perda de viabilidade e
sem necessidade de se manterem culturas continuas de organismo-teste. E uma espécie

de facil manipulacédo em laboratorio e baixo custo econémico (CALOW, 1993).

De grande oferta na regido, porém ainda pouco estudada, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana do extrato seco da catuaba (Trichilia catigua
Adr. Juss.) frente a microrganismos patogénicos e determinar sua toxicidade utilizando o

bioensaio com Artemia salina.

MATERIAL E METODO
Material vegetal

O extrato seco da casca da Trichilia catigua Adr. Juss. foi obtido mediante compra
de distribuidora farmacéutica registrada pela ANVISA, acompanhado de laudo técnico.

Para permitir uma melhor manipulacdo do extrato nos testes, o extrato seco da
Trichilia catigua Adr. Juss. que foi obtido mediante compra de distribuidora farmacéutica
ainda foi pesado e colocado em maceracdo com uma solucéo extrativa etandlica durante
sete dias. Depois foi filtrado, onde se obteve o extrato bruto fluido. Este teve a solucao

extrativa rotaevaporada a temperatura de 50°C. Apds a evaporacédo de 95% da solucéo, o



extrato foi colocado em um dessecador a vacuo, até a secura total, sendo realizada
pesagem do extrato bruto seco final. Os valores obtidos na pesagem foram utilizados para
calculo do rendimento de matéria seca da Trichilia catigua Adr. Juss , que foi de 2,34% do

extrato bruto.

Analise Microbioldgica

Cepas utilizadas

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato bruto seco obtido da Trichilia
catigua Adr. Juss. foram utilizados os microrganismos de isolados clinicos e linhagens
padrédo ATCC. As cepas utilizadas foram Escherichia coli (ATCC 8739), Shigella spp.
(obtida de isolado clinico), Streptococcus spp. (obtida de isolado clinico), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538P), Salmonella (obtida de isolado clinico) e Candida albicans (ATCC
10231).

Os microrganismos foram repicados em agar Mueller Hinton e incubados a 37°C
por 24 horas antes do teste. Para o preparo do indculo, as culturas de cada
microrganismo foram transferidas para tubos de ensaio contendo 2mL de salina estéril até

obtencao de turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland.

Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A determinagdo foi realizada pela técnica de pocos, conforme metodologia de
Kruger (2006). Os microrganismos citados foram inoculados através de semeio por
esgotamento.

Em cada placa semeada foram confeccionados quatro pocos de 6 mm de diametro,

para a inser¢cao de 50uL do extrato em diferentes concentragdes, a partir de diluicbes em



50%, 25%, 12,50% e 6,25% com relacdo a amostra inicial do extrato bruto. O
procedimento foi realizado em duplicata (USP, 2012).

Apébs essa etapa, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, com posterior
mensuracdo dos halos em milimetros (mm) e determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), sendo esta entendida como a menor concentracdo do extrato capaz de

inibir o crescimento bacteriano (KONEMAN, 2008).

Poder Inibitério

O Poder Inibitério identifica se houve ou ndo a formacdo de halos inibitérios ao
redor dos discos que contém o extrato da catuaba, os quais foram impregnados no meio
Agar Muller-Hinton contendo a bactéria semeada. Posteriormente, foi verificado o
diametro dos halos que se formaram ao redor dos discos contendo o extrato e avaliado se
as concentracbes presentes nos mesmos, caracterizou a bactéria como sensivel,

intermediaria ou resistente para determinadas concentracdes (TORTORA, 2012).

Avaliacéo da CLso

A determinacdo da CLso seguiu o0 descrito por Meyer (1982). Os ovos de A. salina
Leach foram incubados em solucdo marinha em um recipiente de plastico, o qual é
mantido sob iluminacao artificial (lampada de 40 W), temperatura controlada e constante
de 28°C, por um periodo de 48 horas. ApoOs este procedimento, obtém-se o estagio de
metanauplio, modelo padrao para testes de toxicidade devido a sua maior sensibilidade.

Foram utilizados 50 mg do extrato bruto, nos quais foram adicionados 1 mL de
Tween 80 a 5% para ajudar a solubilizacdo do mesmo. As solugbes foram

homogeneizadas e o volume completado para 5mL com agua salinizada a pH = 8,0.



Destas soluctes foram retiradas aliquotas de 500 pL, 375 uL, 250 pL, 125 pL, 50 pL e 25
ML que foram transferidas para tubos de ensaio que ja continham 5mL de agua do mar,
obtendo-se concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL para cada extrato. O
teste foi feito em triplicata. As amostras foram submetidas a iluminacéo artificial e
temperatura controlada e constante de 28°C, durante 24 horas. Apos esse periodo, foi
realizada a contagem do nimero de larvas vivas e mortas e os dados tabulados utilizando

o programa Microcal Origin 4.1.

RESULTADO E DISCUSSAO

Segundo Piaz et al. (2012), a catuaba (Trichilia catigua Adr. Juss.) € rica em
diversos compostos, dentre eles, os limondides, um tipo de terpendide tipico da sua
familia Meliaceae. Estes compostos apresentam diversas atividades bioldgicas, tais como
antiinflamataria, citotoxica, antialimentar e antimicrobiana. Manabe et al. (1992) também

relataram em seu trabalho a atividade antibi6tica da catuaba.

Sobre a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato seco da casca da
catuaba, verificou-se que nenhuma das diluicbes (50%, 25%, 12,50% e 6,25%) inibiu o
crescimento das cepas testadas, caracterizando-se pela auséncia de halo ao redor dos
pocos, no caso do teste de concentracdo inibitéria minima, e auséncia na formacédo de
halo ao redor dos discos com o extrato impregnado, no caso do teste de poder inibitério.
Uma possivel explicacdo para nao inibicdo pode estar no fato de que os constituintes

antimicrobianos néao estejam presentes na casca do vegetal.

Quanto a determinacdo da toxicidade, a contagem de A. salina Leach vivas e
mortas foi tabulada no Programa Microcal Origin 4.1, obtendo-se os valores das variaveis

A (concentracdo do extrato) e B (numero de individuos vivos), a partir dos quais se



calculou a CLso, e disponibilizacdo do grafico Concentracdo Letal Média (CLso) da catuaba

com os eixos % de vivos X Concentracao (ug/mL).

O bioensaio com este microcrustaceo avalia a concentragcdo letal média (CLso), ou
seja, a concentracdo necessaria para causar a morte de 50% de uma amostra em estudo.
O ensaio com A. salina apresenta reduzido e especifico grau de tolerancia a um
determinado fator ambiental, de modo que apresenta uma resposta nitida em face de
pequenas variacdes na qualidade do ambiente.

Observando o grafico da figural e CLso com valor de 3,13 mg/mL, a Trichilia
catigua Adr. Juss foi considerada atoxica segundo MEYER et al., (1982), visto que nas
concentracOes mais elevadas do extrato (1000 e 750 pg/mL), a porcentagem de larvas de

artemia salina vivas foi significativa.
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Figura. 1. Gréfico - Concentracdo Letal Média (CLso) da Trichilia catigua ADR. JUSS



Estes resultados demonstram que o extrato bruto seco da casca da espécie
Trichilia catigua Adr. Juss ndo apresenta potencial de aproveitamento como agente
antimicrobiano e auséncia de toxicidade nas condi¢des testadas, significando, este ultimo,

maior conforto, seguranca e melhor qualidade de vida para seus usuarios.

CONCLUSAO

O extrato seco da casca da Trichilia catigua Adr. Juss (catuaba) ndo apresentou
atividade antimicrobiana. Além disso, apresentou ClLso de 3,13 mg/mL, resultado que
classifica a catuaba como atoxica frente ao teste com larvas de artemia salina. Para tanto,
S80 necessarios novos testes que possam avaliar outras possiveis atividades deste

vegetal.
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