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RESUMO: Com o aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos disponiveis, tornou-
se imprescindivel a busca por novos farmacos ou protdtipos. Os metabdlitos secundarios
produzidos por alguns vegetais como cumarinas, alcaloides e terpenoides podem apresentar varias
atividades biologicas, dentre elas, atividade antibidtiotica. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade antimicrobiana in vitro, pelo método de difusdo em disco, das diferentes partes de
duas espécies pertencentes a familia Rutaceae coletadas na Chapada Diamantina, Bahia, Brasil:
Spiranthera odoratissima A. St.-Hil. e Zanthoxylum stelligerum Turcz., bem como do alcaloide
diidroqueleritrina, isolado do extrato metandlico de Z. stelligerum frente a cepas padrio de
microrganismos e isolados clinicos. Os resultados apresentados indicam que o extrato da raiz da
espécie Z. stelligerum e o alcaloide extraido desta apresentaram propriedades antimicrobianas
contra as cepas Gram positivas e leveduras. A E. coli foi a inica cepa Gram negativa que se mostrou
sensivel ao extrato e ao alcaloide.

Unitermos: Spiranthera odoratissima, Zanthoxylum stelligerum, atividade antimicrobiana,
diidroqueleritrina, Rutaceae.

ABSTRACT: “Evaluation of the antimicrobial activity of two Rutaceae species from the
Brazilian Northeast”. With the increase in bacterial resistance to available antibiotics, it became
imperative to search for new drugs or prototypes. The secondary metabolites produced by some plants
as coumarins, alkaloids and terpenoids have several biological activities, among them, antibiotic
activity. The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity in vitro by the disk
diffusion method, from different parts of two species belonging to the family Rutaceae, collected
in the Chapada Diamantina, Bahia, Brazil: Spiranthera odoratissima A. St Hil. and Zanthoxylum
stelligerum Turcz., and the alkaloid dihydrochelerythrine, isolated from the methanolic extract of
Z. stelligerum front of standard strains of microorganisms and clinical isolates. The results indicate
that the extract from the roots of Z. stelligerum and the alkaloid had antimicrobial properties against
Gram positive and yeast strains. The E. coli was the only Gram negative strain that was sensitive
to extract and the alkaloid.

Keywords: Zanthoxylum stelligerum, Spiranthera odoratissima, antimicrobial

dihydrochelerythrine, Rutaceae.

activity,

INTRODUCAO bacteriana adquirida (Moreira, 2004).

Atualmente, a resisténcia bacteriana vem

O surgimento dos antibidticos e quimioterapicos
permitiu o controle das doengas infecciosas, mudando a
evolucao natural destas enfermidades de modo marcante
e sendo determinante na cura de milhares de pessoas. No
entanto, apenas alguns anos apos o inicio do uso clinico
da penicilina, o primeiro antibacteriano comercializado,
ja havia sido registrado o primeiro caso de resisténcia
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sendo considerada um crescente problema de satde
publica mundial e o maior obstaculo para o sucesso de
um tratamento, ja que continua a reduzir o numero de
antibidticos validos disponiveis (Oliveira et al., 2008;
Banghezal et al., 2007).

A resisténcia bacteriana ¢
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antibidticos, que sdo capazes de se multiplicar mesmo
na presenga de concentragdes de antimicrobianos mais
elevadas do que as provenientes de doses terapéuticas
convencionais e; ocorre devido a evolugdo natural dos
microrganismos, além do uso desmedido e irracional
destes agentes nas praticas médicas, agrarias ¢ veterinarias
(Wannmacher, 2004; Hoefler et al., 2000).

Apesar de todos os esforcos da comunidade
cientifica, a descoberta de novos antibioticos tem atingido
sucesso limitado (Wang et al., 2006). Varias medidas
tecnologicas sdo sugeridas para resolver o problema das
bactérias multirresistentes, entre elas, a busca por novos
medicamentos ou protdtipos oriundos de espécies vegetais
(Haida et al., 2007).

Algumas espécies vegetais sintetizam como
metabolitos secundarios, substincias de defesa contra
predadores: microrganismos patogénicos, insetos e
animais herbivoros (Alves, 2001; Dewick, 2002). Estes
compostos despertam grande interesse pelas atividades
biolégicas produzidas em resposta a0 meio ambiente e
efeitos fisiologicos que exercem nos animais (Alves, 2001;
Robbers etal., 1996). Sao produtos quimicamente variados,
sendo de particular interesse os terpenoides, alcaloides
¢ cumarinas, por apresentarem acdo antimicrobiana com
grande frequéncia (Haida et al., 2007).

Muitos estudos tém sido realizados com espécies
da familia Rutaceae, devido a sua distribui¢do limitada,
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biogénese razoavelmente definida, além da diversidade
de micromoléculas ja descritas. Gibbs (1974) afirma
que a familia ¢ muito bem caracterizada pela variedade
de alcaloides e cumarinas que apresenta com potencial
atividade microbiolégica (Silva, 2006). Encontra-se
amplamente distribuida na Chapada Diamantina e regido
do semi-arido baiano.

Dentre as espécies de Rutaceae encontradas na
Chapada Diamantina, duas destacam-se: Zanthoxylum
stelligerum Turcz. ¢ Spiranthera odoratissima A. St
Hil., empregadas na medicina popular contra distirbios
inflamatoérios ou infecgdes (Oliveira et al., 2002).

O estudo fitoquimico das raizes de Z. stelligerum
apresentou como resultado o isolamento de quatro
alcaloides: diidroqueleretrina (1), dictamina (2), robustina
(3) e esquimianina (4); um triterpenoide: lupeol (5); uma
furanocumarina: imperatorina (6); uma lignana sesamina
(7) e dois esteroides: estigmasterol (8) ¢ B-sitosterol (9)
(Silva et al., 2002).

O perfil quimico de Spiranthera odoratissima
(A. St Hil.) apontou a presenga de monoterpenos: pineno
(10), limoneno (11), mirceno (12); os sesquiterpenos:
copaeno (13), germacreno B (14) e D (15), cariofileno
(16), espatulenol (17) e oxido de cariofileno (18); as
cumarinas: aurapteno (19), ostol (20), brailina (21) ¢ os
alcaloides furoquinolinicos: esquimianina (4) e y-fagarina
(22) (Freitas et al., 2003).
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O presente estudo avaliou a atividade
antimicrobiana de extratos e substancias obtidas de
diferentes partes das espécies de Zanthoxylum stelligerum
Turcz. e Spiranthera odoratissima A. St Hil. contra
bactérias e fungos.

MATERIAL E METODOS
Material botanico

Os espécimes de Spiranthera odoratissima
A. St Hil. e Zanthoxylum stelligerum Turcz., Rutaceae,
foram coletados no municipio de Mucugé-BA, Chapada
Diamantina. Os exemplares coletados foram identificados
pela Profa. Maria Lenise da Silva Guedes e suas exsicatas
foram depositadas sob os numeros 038109 e 040919,
respectivamente, no Herbario Alexandre Leal Costa do
Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia
(ALCB).

Os extratos vegetais foram obtidos no Laboratorio
de Pesquisa em Matéria Médica (LAPEMM) na Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal da Bahia (UFBA),
de acordo com Freitas et al. (2003) e Silva et al. (2002).

Avaliacio da atividade microbiana

Foram utilizados para avaliagdo da atividade

22

antimicrobiana, os extratos metandlico e hexanico do
caule e a substancia pura diidroqueleritrina, um alcalodide
benzofenantridinico - todos obtidos da espécie Z.
stelligerum. Da espécie S. odoratissima, foram testados os
extratos hexanico e metanodlico da folha, caule e rizoma da
espécie, bem como o extrato cloroférmico da folha.

Os testes microbioldgicos foram realizados
no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Clinica
(LPMC) da Faculdade de Farmacia da UFBA, utilizando
os seguintes microrganismos cepas-padraio ATCC
(“American Type Culture Collection”): Staphylococcus
aureus (ATCC 6835), Micrococcus luteus (ATCC 9341),
Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442), Salmonella cholerea suis (ATCC 10708) e
Candida albicans (ATCC 10231) (NCCLS, 2002).

Caso apresentassem resultados positivos de
inibicdo, os extratos também seriam testados frente as
amostras clinicas (isolados clinicos): Streptococcus
mutans, Streptococcus grupo C, Enterococcus faecalis,
Rhodococcus equi, Candida albicans, C. tropicalis e C.
guielhermondii.

As solugodes-teste foram preparadas a partir dos
extratos brutos, dissolvendo-os em solvente apropriado até
obter-se uma solugdo com concentragdo final de 100 pg/
pL. O solvente utilizado para a dissolugdo foi 0 mesmo
utilizado para a preparacgdo dos extratos, com excegdo dos
extratos hexanicos que foram dissolvidos em cloroférmio.
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O método utilizado para avaliagdo da atividade
antimicrobiana foi por difusdo em disco de papel de filtro
(com diametros de 6 mm) impregnados com aliquotas de
10 uL da solugdo-teste de cada extrato dissolvido. Foram
adicionados 10 pL para a obtengdo de 1000 pg finais no
disco ¢ 20 e 30 uL, para obtengdo de 2000 ¢ 3000ug,
respectivamente. Entre as aplicagdes das aliquotas de 10
uL, os discos foram secos em estufa a 35° C por 5 minutos
(Bauer, 1966; Navarro & Delgado, 1999; Ngane et al.,
2000).

As suspensdes microbianas foram preparadas,
colocando-se cinco unidades formadoras de colonias
(UFC) em 5 mL de solucdo salina esterilizada (0,9%
de NaCl) comparadas ¢ ajustadas a escala padrdao 0,5
de McFarland. Em seguida, com auxilio de um swab
esterilizado, foram semeadas em superficie de uma placa
de Petri contendo agar Mueller-Hinton, para as bactérias
e agar Sabouraud, para as leveduras. Apés as semeaduras,
os discos foram entdo aplicados com auxilio de uma pinga
e as placas foram incubadas em condigdes de aerobiose
a 37 °C, por 24 h para as bactérias, com excegdo do S.
mutans ¢ Streptococcus Grupo C, que foram incubadas em
condigdes de microaerofilia (5 a 10% de CO,). As placas
semeadas com as leveduras foram incubadas a temperatura

de 28 °C, por 48 h (Barry et al., 1996; Bauer et al., 1966;
Navarro & Delgado, 1999; Ngane et al., 2000).

Ap6s o periodo de incubagdo, as zonas de inibigado
de crescimento microbiano foram medidas e registradas
em milimetros de didmetro. Foram utilizados controles
positivos (discos com 100 pg de tetraciclina e gentamicina,
para as bactérias ¢ com 1000 pg de cetoconazol, para as
leveduras) e controles negativos (discos com os solventes
organicos usados nas solugdes dos extratos).

RESULTADOS

Nas Tabelas 1 ¢ 2, sdo apresentados os resultados
da atividade antimicrobiana de Zanthoxylum stelligerum
para microrganismos padronizados e isolados clinicos.
Esta espécie apresentou uma discreta atividade frente S.
aureus, cerca de 7 ¢ 9 mm para os extratos metanodlico e
cloroférmico do caule, respectivamente, se comparada ao
controle positivo (30 mm de halo).

O extrato metanolico daraiz demonstrou atividade
antibacteriana frente ao S. aureus ¢ M. luteus (14 ¢ 19 mm,
respectivamente), bem como atividade antifiingica frente
as leveduras do género Candida (Tabela 2).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana in vitro de Zanthoxylum stelligerum Turcz. em milimetros de didmetro.

Diidroqueleritrina Extrato metanélico da raiz
Cepas x103 pg/disco Controle x103 pg/disco Controle

1 2 3 C C 1 2 3 C C
Staphylococcus aureus' 16 17 17 30 - 10 12 14 31 -
Micrococcus luteus' 21 21 19 3 - 12 15 19 35 -
Streptococcus mutans* 10 12 12 37 - - 7 8 36 -
Enterococcus faecalis® 13 14 14 25 - 8 9 11 25 -
Streptococcus Grupo C? 9 10 8 - - - - - -
Rhodococcus equi* 7 9 9 8 - - - - 7 -
Escherichia coli! 13 13 16 33 - - - - 32 -
Pseudomonas aeruginosa' - - - 29 - - - - 30 -
Salmonella cholerea suis' - - - 30 - - - - 31 -

C": Tetraciclina e Gentamicina (100 pg); C- : solvente da solugdo teste (100 pL/disco); (-) nenhum halo observado; 1. Amostras

ATCC; 2. Isolados de material clinico

Tabela 2. Atividade antimicrobiana in vitro do extrato metanolico da raiz de Zanthoxylum stelligerum Turcz. em milimetros de

diametro.
x10% pg/disco Controle

Cepas

1 2 3 C C
Candida albicans' 9 12 13 18 -
Candida albicans’ 9 11 20 -
Candida tropicalis® 12 14 16 17 -
Candida guielhermondii® 8 10 12 18 -

C*: Cetoconazol (1000 pg); C: solvente da solugdo teste (100 pL/disco); (-) nenhum halo observado; 1. Amostras ATCC; 2.

Isolados de material clinico.
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O alcaloide diidroqueleritrina exibiu um espectro
de agdo mais amplo que o perfil do extrato que o originou, o
extrato metanolico da raiz. Observou-se também atividade
antibidtica frente a bactérias Gram positivas e seus isolados
clinicos, além de apresentar inibigao ante a cepa-padrdo E.
coli, uma bactéria Gram negativa. Por ndo apresentarem
resultados de inibi¢ao para bactérias Gram negativas, 0s
extratos foram testados somente para isolados clinicos de
bactéria Gram positivas. Nenhum dos sete extratos de S.
odoratissima apresentou atividade antimicrobiana frente
aos microrganismos testados.

DISCUSSAO

A inibi¢do do crescimento de microrganismos in
vitro observada no extrato metanolico da raiz e no alcaloide
purificado de Zanthoxylum stelligerum Turcz. indica ser a
diidroqueleritrina, uma das substancias ativas responsaveis
por esta atividade.

Inimeros estudos de atividade antimicrobiana
de espécies do género Zanthoxylum tém apresentado
atividade bactericida, a exemplo de Z. (tetraspermun
(Nissanka et al., 2001), Z. clava-herculi (Gibbons et al.,
2003) e Z. rhoifolium (Gonzaga et al., 2003), nas quais
foram encontrados alcaloides benzofenantridinicos de
estruturas similares a diidroqueleritrina. Outro alcaloide
benzofenantridinico, a sanguinarina, encontrado nas
raizes de Sanguinaria canadensis Linné, Papaveraceae,
apresenta a capacidade de inibir a aderéncia de bactérias
na formagdo da placa dental e ¢ utilizado em dentifricios
¢ enxaguatorios bucais na prevencdo de periodontite
(Godowski, 1989; Robbers et al., 1997).

Diante das evidéncias, a atividade antimicrobiana
da diidroqueleritrina ¢ considerada um resultado esperado.
Este alcaloide representa um grande potencial como
candidato a um novo farmaco ou protétipo e sera submetido
aoutros ensaios biologicos frente aos fungos filamentosos ¢
as novas cepas bacterianas isoladas de amostras clinicas.

A espécie Spiranthera odoratissima A. St Hil.
¢ utilizada na medicina tradicional para o tratamento de
infec¢des bacterianas, a exemplo de sifilis, furinculo
e acne (Terezan et al., 2007) e apresenta atividade
antiinflamatoéria comprovada (Matos et al., 2003). Por
esta razdo, a potencialidade de S. odoratissima como
fonte de novos farmacos ndo pode ser descartada, apesar
desta nao apresentar atividade de inibigdo perante aos
microrganismos testados.
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