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RESUMO

O estudo de novas alternativas terapéuticas no tratamento de infeccbes
microbianas tornou-se crescente no cenario cientifico devido a grande variagao
genética desses micro-organismos, que resultou na resisténcia aos
antimicrobianos existentes. A grande diversidade na flora brasileira e a ampla
utilizacdo das plantas como medicamentos pela populagao justificam os
estudos e o crescente interesse pela descoberta de novos compostos bioativos
isolados dos vegetais. Plantas usualmente utilizadas na agricultura, apenas
como adubacgdo verde, por exemplo, sao atualmente alvo de estudos
cientificos com potenciais promissores de atuacdao como de produtos
terapéuticos. Plantas da familia Leguminosae, amplamente conhecidas e
utilizadas como fornecedoras de nitrogénio ao solo, vem sendo estudadas por
diversas areas da saude para comprovarem a agao de compostos isolados
entre estes os alcalbides pirrolidizinicos como antiinflamatorios, antibidticos e
até como veneno para pragas. O objetivo do presente estudo foi determinar, a
partir de extrativos de Crotalaria pallida, a atividade antimicrobiana in vitro
utilizando cepas padrées de: Staphylococccus aureus, Escherichia coli,
Salmonella sp e da levedura Candida albicans. Para determinacdo dessa
atividade foi utilizada a técnica de diluicdo em microplaca que possibilitou o
estudo da atividade do extrativo vegetal e da concentragao inibitoria minima,
isto é, concentragéo bactericida e/ou bacteriostatica minima e concentragéo
fungiostatica e/ou fungicida minima. A Crotalaria pallida, ndo apresentou
atividade frente aos micro-organismos testados nas condi¢des padronizadas

neste estudo.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento de infecgdes é tao antiga quanto a civilizagao
humana e por longo periodo de tempo minerais, produtos animais e vegetais foram
as principais fontes de substancias bioativas (RATES, 2001).

As plantas medicinais s&o utilizadas como fonte medicamentosa mesmo em
paises industrializados, onde grande parte dos produtos farmacéuticos sintetizados
e comercializados provém de produtos naturais (ELIZABETSKY, 1991).

Da mesma forma os medicamentos fitoterapicos sdo amplamente utilizados
(ANVISA, 2004) e caracterizados pela eficiéncia comprovada bem como pelos riscos
que envolvem seu uso (WHO, 2009).

A vantagem no uso de plantas na medicina popular esta no fato destas serem
uma fonte renovavel e, em grande parte, controlavel pelo homem (SIMOES et al,
2004).

A grande diversidade encontrada no Brasil justifica a utilizacdo e o
crescimento significativo na utilizacdo de produtos de origem vegetal como
potenciais fitoterapicos (YUNES e VALDIR, 1998; CALIXTO, 2003) ainda que essa
utilizacdo venha resultar em efeitos indesejados relacionados principalmente a
automedicagao (ANVISA, 2004; WHO, 2009).

Decorrente da significativa utilizagao de plantas e/ou seus produtos no Brasil,
€ crecente o interesse e o0 avancgo cientifico em estudos com estas como opgdes
terapéuticas para diferentes patologias (ELLOF, 2000; FLORES e MIOTTO, 2005).

Inegavelmente as plantas sdo fonte com a mais ampla diversidade em
moléculas com diferentes estruturas e propriedades fisioldgicas e fisico-quimicas,

produtos de biotransformagcdo de macromoléculas como os acidos nucléicos,
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proteinas, lipideos e carboidratos os quais resultam em vantagens para a
sobrevivéncia e manutencdo da espécie (SIMOES et al, 2004).

A ocorréncia ou mesmo a concentragao de metabdlitos secundarios em uma
planta é influenciada por varios fatores ambientais como sazonalidade, umidade,
temperatura, altitude entre outros (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Tornou-se, portanto, imprescindivel conhecer a constituicdo quimica das
plantas de uso popular bem como subsequentemente o conhecimento do potencial
biolégico desses constituintes.

Em atendimento a essa necessidade, o Ministério da Saude divulgou uma
extensa lista de plantas medicinais que poderao ser utilizadas como medicamento
pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Foram selecionadas plantas com potencial
acao contra diabetes, hipertensao, Uulceras, artrites, inflamacdes entre outras
doencas crénicas.

Essa é uma lista que serve para orientar estudos e pesquisas, com objetivo
de gerar produtos que possam ser agregados no ambito do Sistema de Saude
(LISTA DE PLANTAS MEDICINAIS DO SUS).

Neste sentido, um grupo de pesquisadores constituidos por botéanicos,
quimicos, farmacéuticos e bidlogos propuseram o projeto tematico intitulado
“Fitoterapicos padronizados para o tratamento de doencas cronicas”, coordenado

pelo Prof. Dr. Wagner Vilegas.

Esse projeto envolve o estudo de plantas incluidas na lista proposta pelo SUS
com atividade em doencgas crdnicas com enfoque especial as utilizadas no combate

a doengas no trato gastrintestinal.
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No que se refere a determinagcédo e elucidagdo do potencial biolégico dos
constituintes da planta é importante ressaltar o conhecimento cientifico da atividade
antimicrobiana das mesmas.

A atividade antimicrobiana € uma etapa importante nos estudos da atividade
biolégica de produtos naturais face ao surgimento crescente de micro-organismos
resistentes.

Varias técnicas sao utilizadas na determinagdo da atividade antimicrobiana in
vitro. Dentre estas a microdiluigdo que possibilita a utilizacdo de volumes reduzidos
na determinagado da concentragao inibitoria minima séo de grande valia quando se
trata de produtos naturais que normalmente sao isolados em pequenas quantidades
(COWAN, 1999; GIBBONS e DURR, 2004; LANGFIELD et al, 2004; OSTROSKY et
al, 2008; ALVES et al, 2008). Essas técnicas permitem ainda avaliar diferentes
extrativos e de mais de uma substancia teste, em diversas concentragdes, bem
como diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio.

O género Crotalaria sp, pertence a Familia Fabaceae ou Leguminosae.

Sao plantas herbaceas com cerca de 50 cm de altura ou com arbustos até 3
m, possuem folhas digitado-triofoliadas, unifolioladas ou simples, flores
predominantemente amarelas , androceu formando um tubo monadelfo aberto na
base com anteras dimorfas e legumes inflados (FLORES e MIOTTO, 2005).

As principais aplicagdes agricolas de espécies do género Crotalaria sdo como
fontes de nitrogénio pela fixagdo biolégica através da adubacédo verde, agente
biolégico no controle de nematdides, cobertura do solo para controle da eroséo,
producao de celulose, fibras téxteis, ornamentacao e alimentagcéo animal (URATANI

et al,2004; BIONDO et al, 2005).
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Possuem como substancia majoritaria a monocrotalina (alcaléide-um
nitrogénio em um anel heterociclico), que contém caracteristicas como: carater
basico, sabor amargo, fisiologicamente e farmacologicamente ativo, pois funcionam
como uma defesa quimica das plantas contra herbivoros (HONORIO JUNIOR, et al,
2010).

A espécie Crotalaria pallida é encontrada comumente em zonas tropicais e
subtropicais sendo numerosas na Africa, india, México e Brasil (HONORIO JUNIOR,
et al, 2010).

Com facilidade encontramos esta espécie em plantacbes de gréaos e em
pastagens, bem como em areas proximas de rios, morros litoraneos, restingas, orla
de matas, campos e cerrados (FLORES, 2004).

No Brasil, sdo conhecidas como: “xique-xique”, “guizo de cascavél’, “chocalho
de cascavél”’ e possuem vagens secas que quando tocadas se assemelham ao som
emitido pela cauda da cascavel (BOGHOSSIAN et al, 2007) .

Dados da literatura sobre atividades farmacolégicas do Crotalaria pallida séo
bastante restritos, mas extensa revisao bibliografica sobre seu uso popular, mostra
que no Camboja,as flores sao usadas como um vegetal. Na  Indo-China,
uma espécie de café ¢é preparadoa partirde sementes torradas. No Vietn3,
as raizes sao as vezes mastigadas com nozes de betel. Na
medicina tradicional, Crotalaria pallida é  utilizada  para tratar problemas
urinarios. A cataplasma  dasraizes é aplicadaaum inchago doloroso das
articulagdes, e um extrato das folhas é tido como vermifugo. No Laosa planta
€ usada para reduzir a febre (PROTA4U, 2010).

As plantas da C. pallida sdo ricas em alcaldides pirrolizidinicos (principais

toxinas que frequentemente acometem humanos e outros animais), possuem
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atividade toxica em diversas escalas como: atividade depressora do SNC (na dose
de 50 mg e 100 mg) em camundongos, hepatotoxicidade, efeitos pneumotodxicos,
nefrotdxicos, cardiotéxicos, teratogénicos e carcinogénicos (NOBRE et al, 2004;
HONORIO JUNIOR., et al, 2010). Também existem relatos de atividades
antiinflamatorias exercida exatamente pela casca da Crotalaria pallida (AHMED, et
al, 2006).

Estudos revelam que as espécies do género possuem conexao com
mitocdndrias celulares que frequentemente estdo sendo consideradas um importante
alvo de xenobidticos, que podem causar injuria celular, via deplegdo do ATP
(WALLACE e STARKOV, 2000). Em decorréncia de sua multipla agcado e possivel
potencial terapéutico, a Crotalaria pallida tem, atualmente, despertado o interesse de
pesquisadores ligados a rede da saude. Deste modo, o potencial biolégico do
vegetal devem ser muito bem caracterizado e descrito (ARAUJO, 2011).

Isto demonstra a relevancia deste estudo na caracterizagdo de extrativos
desta espécie vegetal bem como o extenso numero de doengas infecciosas que

acometem o homem, podendo ser utilizadas no controle destes males.
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2. OBJETIVO

O presente estudo teve por objetivo determinar o potencial antimicrobiano de
extrativos etandlicos de folhas/galhos, sementes e pericarpo da Crotalaria pallida
com a determinagao da atividade antimicrobiana frente as bactérias Staphylococccus

aureus, Escherichia coli, Salmonella sp e da levedura Candida albicans.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Extrativos Vegetais:

Foram utilizados os extrativos etandlicos (70%) de folhas/galhos, sementes e
pericarpo da Crotalaria pallida obtidos pela doutoranda Maria do Socorro Fernandes
Melo, da equipe do Prof. Dr. Wagner Vilegas do Instituto de Quimica-UNESP,
Araraquara.

Os extrativos vegetais foram obtidos por meio da separacao das partes da
planta, secagem e moagem de acordo com padrdes farmacopéicos e extragdo por
percolagdo (Farmacopéia, 2010). As partes do vegetal foram secas em estufa a
40°C por 48 horas e reduzidos ao estado de pd, por meio de moagem, em moinho
de faca.

As folhas (1000g), pericarpo (200g) e sementes (100g) foram extraidos em
separado,umedecidos com etanol 70% e deixados em repouso por 2 horas, em
recipientes fechados, ao abrigo da luz. Esse material terminou acomodado em
percolador e submetido ao processo de lixiviagdo com etanol 70%, até o
esgotamento total da droga. Removeu-se o etanol com auxilio de evaporador
rotativo.

Os extrativos do pericarpo e folhas foram liofilizados obtendo-se um
rendimento de 10 % para cada extrato. O extrativo de sementes néo foi liofilizado por
apresentar substancias lipidicas apresentando assim um rendimento aparente de
20%.

O estudo fitoquimico e de atividade bioldgica dessa planta € parte do projeto
BIOTA/FAPESP institulado “Fitoterapicos padronizados para tratamento de doencgas

cronicas” (Proc. n® 09/52237-9).
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3.1.1 Espectro de absorcao dos extrativos vegetais

Os extrativos vegetais foram adequadamente dissolvidos e submetidos a
leitura em espectrofotdmetro (abs), num intervalo de 400 a 655nm, para a
determinagao do comprimento de onda de absor¢do dos mesmos.

As analises permitiram avaliar o melhor comprimento de onda para ser
utilizado nos ensaios de atividade antimicrobiana, fora da faixa de absorcdo do

extrato ou fazendo as corre¢des dessas leituras.

3.1.2 Preparo das solucdes dos extrativos

Os extrativos foram dissolvidos a concentragdo de 2000ug/mL em solventes
adequados como solugao-estoque para o inicio dos experimentos. No caso dos
extrativos de Folhas/Galhos e Pericarpo os solventes e suas porgdes utilizadas para
diluicdo foram de 20% de DMSO e 80% de agua. Ja no caso do extrativo de

Sementes, o solvente utilizado foi 100% de agua.

3.2 Cepas microbianas

3.2.1 Cepas bacterianas

Foram utilizadas as cepas padrdes: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Echerichia coli ATCC 25922 e Salmonella setubal ATCC 19196.

3.2.2 Cepa fungica
Foi utilizada a cepa padrao de Candida albicans ATCC 64548.

3.2.3 Estocagem e manutencao das cepas

As cepas bacterianas foram mantidas em caldo Muller-Hinton acrescido de
20% de glicerol e mantido a — 20°C. Para uso, as cepas foram repicadas em caldo

Muller-Hinton (2 mL), incubados, por 24h a 37°C.
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A levedura foi mantida em caldo Sabouraud acrescido de 20% de glicerol e
mantido a - 20°C. Para o uso, foi replicada em 2 mL de caldo Sabouraud e incubado

a 37°C por 48h.

3.2.4 Preparo das suspensdes microbianas

As suspensbes bacterianas foram padronizadas adicionando-se uma cultura
de 24horas, em tampao fosfato (PBS) estéril até atingir uma turvagéo equivalente ao
tubo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 10® UFC/mL).

Sequencialmente essa suspensao foi lida em espectrofotometro com valor de
absorbancia de 0,10 a 0,15 a 620nm para confirmacéo da concentracéo.

Desta suspensao foi efetuada uma diluicdo 1/10 em tampao PBS estéril, que
correspondeu a 10’ UFC/mL.

As culturas de 48h de levedura foram transferidas para PBS estéril e
ajustadas até escala 0,5 de McFarland (10° UFC/mL). Foi confirmada a
concentracao por leitura espectrofotométrica a 620nm com leitura de abs entre 0,8 a
0,10. Desta suspensao foi efetuada uma diluicdo 1/100 em tampao PBS estéril, que

correspondeu a 10° UFC/mL.

3.3 Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

3.3.1 Realizagé&o do teste

A concentracéo inibitéria minima foi determinada pela técnica de diluicdo em
microplacas com 96 pogos de acordo com a metodologia descrita segundo a norma
M7-A6 do CLSI (2006), para as bactérias aerdbicas e a norma M27-A3 CLSI (2008)

para as leveduras, com modificagdes. Os orificios das microplacas foram
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preenchidos com 100 uL de caldo de Mueller-Hinton ou RPMI-1640 (tamponado com
MOPs + glicose) para as bactérias e a levedura, respectivamente.

Em seguida foram acrescentados 100uL das solugdes dos extrativos vegetais
e foi realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8ug/mL, em coluna. Adicionalmente
foram distribuidos 100uL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio
das microplacas.

Como controle positivo foram utilizados a ampicilina (concentragao de 1250
Mg/mL) para as bactérias e anfotericina B (concentracdo de 32 ug/mL)para a
levedura.

Também foram realizados controle do meio de cultura, controle de
crescimento bacteriano, controle dos extrativos vegetais e controle negativo
(solventes).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24h para as bactérias
e 37°C por 48h para a levedura.

Em cada microplaca foram testados 2 extrativos vegetais e o teste realizado

em triplicata.

3.3.2 Leitura espectrofotométrica

Apos incubacgao, as microplacas foram lidas em espectrofotdmetro a 595 nm
(leitor de microplacas) a partir dos quais foram confeccionados os graficos

expressando as leituras de absorgao.

3.3.3 Leitura com revelador

Foram realizadas leituras das microplacas de bactérias com o revelador
resazurina (0,0001g/mL) do qual 15uL foi adicionada em cada orificio das

microplacas.Com incubacdo de até 2 horas a presenca de cor azul representou
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auséncia de crescimento e de cor rosa, presenga de crescimento bacteriano
(GABRIELSON et al, 2002)

As microplacas contendo levedura foram adicionadas 20uL de solucdo
aquosa de 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). Apds incubagéo a 35°C por
3 horas, a coloragédo vermelha representou crescimento do micro-organismo e nao

alteracao de cor, a auséncia de crescimento (DUARTE et al., 2005)

3.4 Esquema representativo do teste em microplaca

3.4.1. Teste de microdiluicdo com bactérias

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 000000 000O® O ¢
1@ @O0 000000 O ©
c0 00000000 O® O© °
P® ® 0O 0O 00 000O® © @
@ ®@ O O 00000 O O O
r@ @ 0O 0O 0C 00000 © O
0 ® 00000000 O o
HG @ O O O 0 000 ©® O ©

Coluna 1: meio de cultura (Mdller Hinton — 80 uL) + bactéria (Sa., Ec., ou Sal. -20 pL)- teste de saturagao ou néo do meio de cultura com a
porcao de bactérias.

Coluna 2: meio de cultura (Miller Hinton — 80 L) + bactéria (Sa., Ec., ou Sal. -20 pL) + ampicilina (100uL)- Controle Positivo
(Concentragéo da ampilicilina = 1250 pg/mL)

Coluna 3, 4 e 5: meio de cultura (Muller Hinton — 80 pL) + substancia teste A (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100uL) + bactéria
(Sa., Ec., ou Sal. -20 pL).
Colunas 6,7 e 8: meio de cultura (Muller Hinton — 80 pL) + substancia teste B (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100uL) + bactéria
(Sa., Ec., ou Sal. -20 pL).

Coluna 9: meio de cultura (Miller Hinton — 80 pL) + bactéria (Sa., Ec., ou Sal. -20 pL) + sistema de solventes (Controle Negativo-
20%DMSO + 80% agua OU 100% agua)

Coluna 10: meio de cultura (Mdller Hinton — 80 pL) + substancia teste A (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100pL).- teste de
esterilidade da substancia A.

Coluna 11: meio de cultura (Mdller Hinton — 80 uL) + substancia teste B (Folhas/Galhos, Pericarpo ou Sementes - 100uL). — teste de
esterilidade da susbtancia B.

Coluna 12: meio de cultura (Mdller Hinton- 80uL) — teste de esterilidade do meio.

Figural- Esquema do Teste de Diluicdo em Microplacas para Bactérias
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3.4.2 Testes de Microdiluicdo com Levedura
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Coluna 1: meio de cultura (RPMI - 100uL) + levedura (100 L) - teste de saturagdo ou ndo do meio de cultura com a porgao
de Candida.

Coluna 2: meio de cultura (RPMI - 100puL) + levedura (100 pL) + anfotericina B (100 pL)

Coluna 3, 4 e 5: meio de cultura (RPMI - 100uL) + levedura (100 pL) + folhas e galhos (100 pl) ou sementes (100 pl).

Colunas 6: meio de cultura (RPMI - 100uL) + levedura (100 uL) + pericarpo (100 pyL) OU Para sementes: meio de cultura
(RPMI - 100pL) + levedura (100 L) + Sistema Solventes (100% de agua — Controle Negativo)

Coluna 7: meio de cultura (RPMI - 100uL) + levedura (100 uL) + pericarpo (100 pL) OU Para sementes: meio de cultura (RPMI
— 100 pL) + sementes ( 100 yL)- teste de esterilidade da substancia.

Coluna 8: meio de cultura (RPMI - 100uL) + levedura (100 pL) + pericarpo (100 uL) OU Para sementes: meio de cultura (RPMI
—100 pL).

Coluna 9: meio de cultura (RPMI - 100pL) + levedura (100 uL) + Sistema Solventes (20% DMSO + 80% de agua — Controle
Negativo)

Coluna 10: meio de cultura (RPMI — 100 pL) + folhas e galhos ( 100 uL)- teste de esterilidade da substancia.
Coluna 11: meio de cultura (RPMI — 100 uL) + pericarpo ( 100 pL) — teste de esterilidade da substancia.

Coluna 12: meio de cultura (RPMI — 100 pL) — teste de esterilidade do meio.

Figura 2- Esquema do Teste de Diluicdo em Microplacas para Candida albicans
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4. RESULTADOS

4.1 Concentracao Inibitéria Minima(CIM)

Bactérias Fungo
Amostra Vegetal
Escherichia | Staphylococcus Salmonella Candida
(hg/mL) coli aureus sp albicans
Folhas/Galhos > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
Pericarpo >1000 > 1000 > 1000 > 1000
Sementes >1000 > 1000 > 1000 >1000

Tabela 1- Determinagdo da CIM das amostras de C. pallida frente aos diferentes

micro-organismos.

Os extrativos etandlicos de folhas/galhos, pericarpo e sementes de C. pallida

nao apresentaram atividade

frente aos

concentracdes utilizadas nos ensaios.

micro-organismos

testados, nas

As figuras 3 e 4, a seguir, representam os resultados obtidos no teste de

microdiluicdo revelados com resazurina e TTC respectivamente.
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4.2 Leituracom resazurinae TTC

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

@G M m o O © >

Figura 3- Teste da atividade de extrativos de folhas/galhos, pericarpo e sementes
frente a E. coli, S. setubal e S. aureus revelados com resazurina .
Fonte: Fotografado por Natalia Mathias Soares em 2010.

Figura 4- Teste da atividade de extrativos de folhas/galhos, pericarpo e sementes
frente a Candida albicans revelado com TTC.
Fonte: Fotografado por Natalia Mathias Soares em 2010.
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4.3 Leitura espectofotométrica da atividade antimicrobiana

4 )

Abs (595 nm)

A B C D E F G H
— 0,212 0,213 0,318 0,320 0,237 0,344 0,324 0,289
— 0,061 0,057 0,056 0,061 0,066 0,108 0,163 0,272

Somatoéria A| 0,125 0,254 0,314 0,368 0,354 0,368 0,354 0,360
SomatdériaB| 0,153 0,298 0,344 0,337 0,373 0,374 0,390 0,433
— O 0,099 0,159 0,213 0,290 0,204 0,371 0,307 0,424

L — 2 0,038 0,045 0,064 0,053 0,067 0,088 0,075 0,063 )
De acordo com a figura 1 deste trabalho:

1,2,9 e 12= Colunas da microplaca

A até H= Linhas da microplaca

Somatéria A = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Folhas /Galhos nas colunas 3, 4 e 5.

Somatéria B = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Pericarpo, nas colunas 6,7 e 8.

Figura 5- Atividade dos extrativos de Folhas/ Galhos e Pericarpo frente a E. coli,
Salmonela sp e S. aureus demonstrada com leitura espectofotométrica.

4 )

Abs (595 nm)

A B C D E F G H
— ] 0,062 | 0,049 | 0,053 | 0,061 | 0,058 | 0,064 | 0,059 | 0,067
—1 0,073 | 0,066 | 0,072 | 0,072 | 0,076 | 0,093 | 0,078 | 0,095
SomatoériaC| 0,000 | 0,436 | 0,425 | 0,264 | 0,369 | 0,374 | 0,375 | 0,221
=0 0,078 | 0,074 | 0,076 | 0,078 | 0,079 | 0,089 | 0,088 | 0,051
L — 12 0,044 | 0,039 | 0,040 | 0,042 | 0,044 | 0,035 | 0,019 | 0,024 )

De acordo com a figura 1 deste trabalho:
1,2,9 e 12= Colunas da microplaca
A até H= Linhas da microplaca
Somatdria C = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Sementes nas colunas 3,4 e 5.
Figura 6- Atividade do extrativo de Sementes frente a E. coli, Salmonela sp e S.

aureus demonstrada com leitura espectofotométrica.
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Abs (595 nm)

A B C D E F G H
—1 0,215 0,186 0,182 0,140 0,169 0,199 0,194 0,213
—) 0,169 0,177 0,184 0,167 0,168 0,192 0,173 0,188

Somatoéria A| 0,312 0,318 0,287 0,243 0,24 0,313 0,229 0,262
Somatoéria B| 0,185 0,218 0,234 0,209 0,242 0,28 0,235 0,26
— 0,153 0,195 0,210 0,176 0,204 0,267 0,254 0,423
L —T12 0,132 0,111 0,133 0,119 0,118 0,167 0,143 0,122 )

De acordo com a figura 2 deste trabalho:

1,2,9 e 12= Colunas da microplaca

A até H= Linhas da microplaca

Somatdria A = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Folhas /Galhos nas colunas 3, 4 e 5.
Somatéria B = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Pericarpo, nas colunas 6,7 e 8.

Figura 7- Atividade dos extrativos de Folhas/ Galhos e Pericarpo frente a Candida
albicans demonstrada com leitura espectofotométrica.

4 )

Abs (595 nm) = ,N—_

oSNS—

A B C D E F G H

—] 0,261 0,195 0,222 0,181 0,188 0,174 0,180 0,183

—) 0,196 0,185 0,191 0,157 0,178 0,194 0,181 0,201

=== Somatdria C| 0,513 0,435 0,408 0,304 0,309 0,34 0,279 0,308

— 0,339 0,323 0,319 0,300 0,304 0,353 0,302 0,309
L — 8 0,171 0,143 0,146 0,132 0,144 0,154 0,105 0,105 )

De acordo com a figura 2 deste trabalho:

1,2,9 e 12= Colunas da microplaca

A até H= Linhas da microplaca

Somatéria C = Média aritmética da triplicata dos 3 testes de Sementes nas colunas 3,4 e 5.

Figura 8- Atividade do extrativo de Sementes frente a Candida albicans
demonstrada com leitura espectofotométrica
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5. DISCUSSAO

No ultimo século, a pesquisa pelo descobrimento de substancias
potencialmente antimicrobianas e seguras, para lidar com infec¢gdes bacterianas
severas, revolucionou o tratamento de diversas doencas. Entretanto, este aumento
das pesquisas foi acompanhado pelo crescimento da diversidade dos micro-
organismos e, com auxilio do uso indiscriminado dos antibiéticos que culminou na
auto-seletividade desses micro-organismos, apresentando resisténcia aos
antibidticos amplamente utilizados. Como uma tentativa de contornar tal situagao e
ampliar o arsenal de compostos ativos o estudo de plantas tornou-se crescente no
cenario cientifico. (MICHELIN et al., 2005; LEITAO et al., 2006; LIMA et al., 2006;
BARBOSA-FILHO et al., 2007; SAUDE-GUIMARAES e FARIA, 2007; ARAUJO,
2011).

Ainda assim, poucos sdo os estudos embasados e que comprovam
cientificamente o emprego de novas drogas extraidas de plantas, pois, apenas cerca
de 17 % foram efetivamente testadas e estudadas quanto ao seu potencial
farmacolégico.(LORENZI e MATOS, 2002; MONTOURO et al, 2005; VEIGA JUNIOR
et al, 2005; MORAES, 2006).

E comum o pensamento de que as plantas medicinais de uso tradicional ja
foram testadas, levando assim, ao uso inadequado e abusivo para a cura de males,
principalmente pela populagdo de baixa renda que acredita na auto-sugestao e na
esperanga de cura, crengas estas que podem aliviar sintomas e induzir o paciente a
desconsiderar sinais importantes, retardando o atendimento médico, levando as
patologias graves, com consequencias as vezes irremediaveis. O estudo destas

plantas e sua aplicabilidade para fins terapéuticos é de fundamental importancia,



27

principalmente para que se estabelecam diferengas entre os beneficios e que nao
passam simplesmente de crencgas.(SILVA et al., 2010)

E de extrema importancia, portanto, o conhecimento das estruturas e das
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas destas fontes naturais (BRESOLIN e
CECHINEL, 2010) e a demonstracdo de propriedades biolégicas de extrativos,
fragcbes e compostos isolados destas fontes, dentre estas a atividade antimicrobiana
(DUARTE et al, 2005; MARTINI et al, 2009; ALBERNAZ et al, 2010; HOLFLING et al,
2010; CUSHINE e LAMB, 2011; ROZZA et al, 2011; ARAUJO et al, 2012;
LORENZON et al, 2012)

As bactérias utilizadas no estudo estdo presentes no nosso dia-a-dia e sao
causadoras de muitas patologias, se em crescimento exacerbado, desta maneira, se
faz necessario um estudo de novas alternativas para o combate microbiolégico de
patologias frequentes que acometem a populagao.

Diversos fatores sdo considerados para que haja uma infecgéo por Candida
albicans , alguns definidos e outros ndo, mas entre eles, podemos citar secre¢ao de
proteases, fosfolipases, e a possibilidade de alteragdo da morfologia de células
leveduriformes de brotamento, hifas ou filamentos (LOW et al., 2008). A C. albicans,
quando encontrada na péle e mucosas ¢é leveduriforme, ndo invasiva, porém, ao se
transformar em hifas, torna-se invasiva (OSAWARA et al., 2007). Atualmente, muitos
sdo os farmacos antifungicos disponiveis, como polienos (anfotericina B e nistatina)
e azodlicos (fluconazol e itraconazol). Estudos recentes indicaram que a C. albicans
se tornou mais resistente aos azois nos ultimos anos e estes medicamentos vém
trazendo altos riscos de hepatotoxicidade. (KAUFFMAN e CARVER, 1997; FANOS e

CATALDI, 2000; SANGLARD e ODDS, 2002). A fim de solucionar este problema,
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estudos que envolvam potencial de novas substancias antifungicas, se tornam
interessantes.

O género Crotalaria sp pertence a familia Leguminosae, com certa de 650
géneros e mais de 18000 espécies, representando uma das maiores familias de
Angiospermas e também uma das principais do ponto de vista econémico. No Brasil
ocorrem cerca de 175 géneros e 1500 espécies (SOUZA e LORENZI, 2008). Além
disso ha um grande interesse na composicdo quimica de espécies do género
Crotalaria sp, pois este género produz alcal6ides pirrolizidinicos e alguns flavondides
(FLORES, 2004). Estes alcaldides podem atuar como antimicrobianos e em alguns
insetos estimulam a ovo posi¢cao (CAMPO et al, 2005).

Dados da literatura sobre atividades farmacolégicas de Crotalaria pallida sao
bastante restritos,mas encontra-se como uso na medicina popular atividade contra
infecccbes urinarias ou como “emplasto” para articulagbes com agao
antiinflamatoria.No Laos a planta é usada para reduzir a febre (PROTA4U, 2010).
Brito e colaboradores (2012), demonstraram o potencial anti-ulcerativo da C. pallida.

Muitos sdo os meétodos que podem ser usados para avaliar a atividade
antimicrobiana de uma substancia, como por exemplo: método de difusdo em Agar,
de macrodiluicdo e de microdiluicdo. O método de microdiluicdo apresenta
vantagens como:economia de substancias em teste e de materiais, que para
produtos naturais, esta economia € especialmente interessante, pois as substancias
extraidas de vegetais sdo em pequena quantidade (ELLOF, 1998; COWAN, 1999)
Outra vantagem é que para determinar a CIM (Concentracgao Inibitéria Minima) de
extrativos ativos de plantas , tem-se utilizado este método por ser mais sensivel,

quando comparado com os outros dois. A sensibilidade e quantidade minima dos
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reagentes, possibilitam um maior nimero de réplicas, aumentando a confiabilidade
dos resultados (SILVA et al; 2010).

Desta forma, o método de diluicdo em microplacas é barato, reprodutivel, e é
trinta vezes mais sensivel que outros meétodos utilizados na literatura, requerem
pequena quantidade de amostra, pode ser usado para grande numero de amostras
(OSTROSKY et al., 2008).

Os resultados obtidos neste estudo ndo demonstraram atividade
antimicrobinana dos extratos etandlicos de C. pallida testados.

E sabido que varios fatores ambientais, como tipo de solo, sazonalidade,
clima entre outros, podem interferir no tipo e quantidade de metabdlitos produzidos
pela planta (BRECHO et al, 2009; SILVA JR. et al, 2009) os quais
consequentemente irdo influenciar a composi¢ao dos extrativos vegetais.

Adicionalmente, os resultados de atividade antimicrobiana podem ser
alterados dependendo do método de extracao utilizado para a obtencéo dos extratos
e/ou substancias isoladas (HORNER et al, 2008; HOLFING et al, 2010). DAS e
colaboradores (2010) demonstraram a importancia do solvente utilizado no processo
extrativo como, a polaridade, baixa toxicidade, agao conservante entre outros.

Nossos resultados podem ainda ser justificados pela possibilidade de , em
funcdo do processo de extracdo, ter havido atividade antagbnica entre as
substancias extraidas bem como no extrato a(s) possivel(eis) substancia(s)
bioativa(s) estarem em pequenas quantidades (diluidas).

Neste sentido é interessante a continuidade de estudos com esta espécie
vegetal, isolando compostos ou fragdo para comprovarem ou hao nossos resultados

uma vez que sao contraditérios aos dados da literatura (PROTA4U, 2010) que
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mostram a utilizacdo da C. pallida na medicia popular, no controle de algumas

infeccdes e inflamacodes apresentando assim potencial antimicrobiano e antifungico.
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6. CONCLUSAO

Os resultados dos testes revelaram que os extrativos etandlicos de
folhas/galhos, pericarpo e sementes de Crotalaria pallida ndo foram eficazes como
bactericidas ou bacteriostaticos, contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Salmonella setubal e também nao foram eficazes como fungicida ou fungiostatico
frente a Candida albicans, nas concentracdes de 1000 a 7,8ug/mL.

O presente estudo se fez importante, pois impulsiona as pesquisas com
outras cepas microbianas, outros métodos de extragcdo e/ou novas formas de
aplicacdo, para determinar a possibilidade ou ndo de utilizacdo desta espécie

vegetal como antimicrobiano.
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