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Resumo

Apesar da disponibilizacdo de novos antibidticos, a resisténcia microbiana ocorre em
ritmo crescente nos diferentes patdgenos Gram positivos, Gram negativos, fungos e
representa um grande desafio terapéutico, levando a uma necessidade premente de
novas classes de substancias antibacterianas, especialmente a partir de fontes
naturais. Dentre as plantas medicinais com atividade antimicrobiana no Brasil
destaca-se a Tabernaemontana catharinensis, popularmente conhecida como
cobrina. Os resultados do presente estudo mostraram que o extrato metandlico das
suas folhas possui caracteristicas que podem viabilizar sua utilizacdo como
medicamento fitoterapico, em funcdo da atividade antimicrobiana significante
observada frente aos microrganismos Candida albicans ATCC 10231, Kocuria
rhizophila ATCC 9341 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e acdo antibiofilme
significante frente Kocuria rhizophila ATCC 9341 e Candida albicans ATCC 10231.
Os resultados mostram a potencialidade antimicrobiana e antibiofilme de
Tabernaemontana catharinensis e estudos complementares poderdo resultar em
novas substancias com potencial antimicrobiano.

Introducéo

De acordo com o metabolismo secundario dos vegetais superiores, 0 que aumenta a
probabilidade de sobrevivéncia das espécies, eles possuem a capacidade de atuar
na cura de diversas enfermidades, uma delas é a infec¢éo por bactérias e ou fungos.
Eles produzem substancias ou compostos com atividade de defesa contra os
microrganismos, insetos e herbivoros (NICOLA, 2013). Os antimicrobianos podem
efetuar sua acdo através da inibicdo da sintese do acido nucléico, rompimento de
membranas bacterianas e/ou inibicdo do metabolismo energético. E através destas
constatagcfes que se busca desenvolver novos medicamentos. As folhas da
Tabernaemontana catharinensis contém compostos fenolicos e juntamente com 0s
terpendides e 6leos essenciais, alcaldides, lecitinas, polipeptideos, substancias
fendlicas, flavonoides, taninos e cumarinas, Sdo 0s principais grupos com atividade
antimicrobiana ja estudado e comprovado (PIANA, 2012). Ainda ha muito o que se
descobrir acerca das atividades oferecidas pelas plantas, pois ndo se pode ter
certeza do potencial toxico das mesmas. Devido a todos os fatores envolvidos, é
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fundamental conhecer as aplicacfes fitoterapicas e a fisiologia vegetal, para assim
conseguir garantir uma maior seguranca para o paciente. Este trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofiime in vitro do extrato
metandlico das folhas de Tabernaemontana catharinensis frente aos microrganismos
teste Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 25922, Kocuria
rhizophila ATCC 9341 e Staphyloccocus aureus ATCC 25923.

Materiais e Métodos

Para a pesquisa de atividade antimicrobiana foram utilizadas as técnicas de
concentracdo inibitéria minima (CIM) adaptada do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2014) e a pesquisa do biofilme em microplaca corada com cristal
violeta (STEPANOVIC et al (2000). O extrato metandlico das folhas de
Tabernaemontana catharinensis foi cedido pela Profa. Dra. Mariza Boscacci
Marques, do Departamento de Quimica da UEPG. Pesou-se 40,0 mg do extrato em
200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Diluigbes seriadas em DMSO e os extratos
apresentaram as concentracdes de 20000 — 156,2 ug/mL. Na sequéncia o0s extratos
foram diluidos 1:10 em caldo Muller-Hinton para bactérias e Caldo Muller-Hinton
com 2% glicose para leveduras. Os extratos foram testados nas concentracoes finais
de 2000 — 15,6 pug/mL. As cepas foram preparadas em solucdo fisiologica estéril
equivalentes ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland. Em seguidas foram diluidas
1:10; e 10uL microlitros foram adicionados as placas. Técnica: A CIM foi
determinada pela técnica da microdiluichio em placas de 96 cavidades. O
crescimento microbiano e/ou sua inibicdo foram avaliados através da densidade
Optica lida em 630 nm no leitor de placa SynergyH1 com software Gen5.2. A
producdo e/ou inibicdo do biofilme foi estudada através da técnica da microplaca
corada com cristal violeta 0,5% e a placa foi lida em 570 nm. Para o célculo foi feita
a média das leituras descontando a média do branco correspondente. Para
avaliacdo da atividade antimicrobiana e inibicdo do biofilme comparou-se as DO por
analise estatistica (ANOVA e pés teste Bonferroni - GraphPad Prism6). Para o
calculo da CIM a DO obtida com o crescimento do microrganismo teste foi
equivalente a 100% e o crescimento e/ou inibicdo dos microrganismos frente as
concentracdes do extrato foram proporcionalmente calculadas.

Resultados e Discusséo

Na comparagdo com o grupo controle o extrato de Tabernaemontana catharinensis
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 mostrou atividade antimicrobiana ou
reducdo do crescimento estatisticamente significante (p<0.05) nas concentracdes de
2000 a 62,25 pg/mL. A reducdo do crescimento variou entre 30 e 40%. Resultados
semelhantes foram relatados por Gongalves et al (2011) observando atividade
antimicrobiana in vitro do extrato das cascas do caule de Tabernaemontana
catharinensis frente ao Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Guida
et al (2011) relataram atividade antimicrobiana do extrato metandlico da casca de
Tabernaemontana catharinense frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 e S.
aureus ATCC 43300 e isolados clinicos de Staphylococcus aureus meticilino
resistentes. Assis et al (2009) observaram atividade antimicrobiana significante
frente Staphylococcus aureus ATCC 6538 utilizando a fragdo etandlica do extrato
bruto do caule de Tabernaemontana angulata. Para Kocuria rhizophila ATCC 9341 a
reducdo do crescimento foi estatisticamente significante até a concentracao de 15,62

_ Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG
' E Dias 23 e 21 de outubro de 2018 - I1SSN 1676-0003



‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

png/mL sendo que nas concentracdes entre 2000 e 250 pg/mL a reducédo do
crescimento variou de 44 a 38% e entre as concentracdes de 62,5 e 15,6 pg/mL de
21 a 12%. Gindri et al (2011) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato bruto e
fracbes das folhas de Tabernaemontana brasiliensis e observaram CIM (31,25
png/mL) frente Kocuria sp. No nosso estudo ndo observamos a CIM, entretanto a
atividade antimicrobiana foi estatisticamente significante até a concentracdo de 15,6
pg/mL. Para Escherichia coli ATCC 25922 o extrato ndo mostrou atividade
antimicrobiana estatisticamente significante (p>0,5) em nenhuma das concentracdes
testadas. Guida et al (2003) estudou a atividade antibacteriana de extratos secos
metandlicos e fracionados alcaldides da cortica do tronco de Tabernaemontana
catharinensis e detectou-se sensibilidade frente Escherichia coli e outros Gram
negativos. As autoras argumentam que atividade antibacteriana € atribuivel aos
compostos alcaloides detectados por cromatografia. No nosso estudo néo
detectamos atividade antimicrobiana frente Escherichia coli. Alguns estudos foram
realizados com as cascas do tronco e o nosso foi com as folhas. E possivel que a
casca contenha mais alcaldides. Para Candida albicans a reducdo do crescimento
foi estatisticamente significante (p<0.5) até a concentracao de 31,25 pg/mL. A CIM50
foi observada na concentracdo de 2000 pg/mL que inibiu 58% do crescimento. Nas
concentracfes entre 1000 - 31,25 pg/mL a inibic&o variou entre 43 a 32%. A analise
estatistica comparando o biofilme formado pelos microrganismos teste e a sua
inibicdo mediante acdo do extrato, nas diferentes concentracdes mostrou que para
Kocuria rhizophila ATCC 9341 houve reducdo na formacdo do biofilme na
concentracdo de 2000 pg/mL (reducdo de 68%) e 1000 pg/mL (reducdo de 30%),
estatisticamente significantes. Para Candida albicans ATCC 10231 o extrato inibiu o
biofiilme em todas as concentra¢cfes testadas (2000 — 32,5 pg/mL. N&o houve
reducado para S. areus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922 (p>0.5). O biofilme é uma
comunidade microbiana complexa altamente resistente aos antimicrobianos. A
formacdo de biofilmes em superficies bidticas e abidticas esta associada a altas
taxas de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados. Estudos com extrato
metandlico de plantas medicinais tem mostrado atividade inibindo a formacéo de
biofilmes bacterianos (ANDRE, 2005). Sanches e colaboradores (2016) estudaram
as atividades antimicrobiana e antibiofilme de extratos vegetais metandlicos frente a
microrganismos de isolados clinicos.

Conclusdes

De acordo com os resultados encontrados o extrato metandlico das folhas de T.
catharinensis possui caracteristicas que podem viabilizar sua utilizacdo como
medicamento fitoterapico, em funcdo da atividade antimicrobiana significante
observada frente aos microrganismos Candida albicans, Kocuria rhizophila e
Staphylococcus aureus e acéo antibiofilme significante frente Kocuria rhizophila e
Candida albicans. Os resultados obtidos corroboram com os estudos previamente
realizados. Sugere-se que se realizem estudos adicionais para investigar a
atividade antimicrobiana e antibiofilme frente a outras espécies de microrganismos.
A T. catharinensis se comportou como uma alternativa promissora para ser
trabalhada em pesquisas mostrando potencial atividade antimicrobiana e
antibiofiime, o que pode ser uma alternativa para o controle da formacdo de
biofilmes microbianos.
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