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Avaliacao da atividade antimicrobiana de Maytenus rigida Mart. (Celastraceae)
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RESUMO: Arealizacéo de estudos farmacoldgicos é fundamental para comprovar a eficacia do
uso de plantas medicinais pela populacdo para o tratamento de doencgas e descobrir novos
fitoterapicos. Esse estudo teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etanolico
e fase acetato de etila do bom nome (Maytenus rigida Mart.) sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923, 3 amostras de Staphylococcus aureus multirresistentes isoladas de pacientes com
infec¢Bes nosocomiais, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Salmonella sp. (228-R-Tet, 118-R-Sut e 01-S) isoladas de ambiente aquatico, utilizando o método
de difusdo em agar. Os testes revelaram que o extrato e fase de M. rigida apresentaram atividade
antimicrobiana in vitro frente atodas as cepas de S. aureus testadas, apresentando concentracéo
inibitéria minima (MIC) de 400 mg mL. Entretanto, estes produtos nao apresentaram atividade
frente as linhagens de bactérias Gram-negativas testadas, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella sp.

Palavras-chave: Maytenus rigida, bom nome, Celastraceae, atividade antibacteriana, plantas
medicinais

ABSTRACT: Evaluation of the antimicrobial activity of Maytenus rigida Mart. (Celastraceae).
Ppharmacological studies are essential to prove the effectiveness of using medicinal plants to
treat diseases and discover new phytotherapics. This study aimed to evaluate the antimicrobial
potential of ethanol and ethyl acetate extracts of “bom-nome” (Maytenus rigida Mart.) against
Staphylococcus aureus ATCC 25923, three samples of multiresistant Staphylococcus aureus
isolated from patients with nosocomial infections, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 and Salmonella sp. (228-R-Tet, 118-R-Sut and 01-S) isolated from water
environment, using the agar diffusion test. Both extracts showed in vitro antimicrobial activity
against all S. aureus strains, presenting 400 mg mL* minimum inhibitory concentration (MIC).
However, these products did not show activity against strains of the Gram-negative bacteria
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella sp.
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INTRODUGAO

De acordo com Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), 65 a 80% da populacgado de paises em
desenvolvimento fazem uso de plantas como recurso
terapéutico alternativo. Porém, poucas destas plantas
tém sido cientificamente estudas para determinar a
qualidade, seguranca e eficacia dos compostos
(Calixto, 2005).

A avaliacdo dos efeitos farmacoldgicos de
extratos vegetais € utilizada como estratégia para
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pesquisa de novos medicamentos de origem vegetal.
O Brasil € 0 pais com maior potencial para pesquisa
com plantas medicinais por ter a mais rica
biodiversidade do planeta, distribuido em seis biomas
distintos (Noldin et al., 2006).

A familia Celastraceae possui 88 géneros e
1300 espécies distribuidas em climas tropicais e
subtropicais (Spivey et al., 2002). O género Maytenus
com cerca de 80 espécies distribuidas no Brasil, é
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guimicamente caracterizado pela presenca de
triterpenos, alcaldides, taninos e flavonoides
(Gonzalez et al., 1982; Jorge et al., 2004).

Maytenus rigida Mart. popularmente conhecida
como “bom nome”, “chapéu de couro” ou “pau-de-
colher” € uma arvore de pequeno porte, que ocupa areas
muito secas da caatinga e agreste de Sergipe,
Pernambuco e Paraiba (Andrade-Lima, 1989). De
acordo com a medicina tradicional, o ch4 da entrecasca
do caule é utilizado para problemas renais, como
antiinflamatorio, analgésico, cicatrizante, hipotensor,
hepatoprotetor e para problemas gastricos (Carriconde,
2004), ulcera externa, infecgdo e cancer (Agra et al.,
2007), impoténcia sexual e reumatismo (Almeida et
al., 2005).

Estudos fitoquimicos de M. rigida mostram
apresenca de alcaldides (Delle et al., 1984), quinonas
(Almeida et al., 2005) triterpenos da série lupano
(Oliveiraetal., 1999; Aimeida et al., 2005), n-alcanos
(Oliveira & Salatino, 2000), esterdides, taninos e
flavonoides (Estevam, 2006).

Ensaios farmacoldgicos com extratos desta
espécie comprovaram atividade antinociceptiva (Dias
etal., 2007), estimulante do Sistema Nervoso Central
(Omena, 2007), antioxidante (Estevam, 2006),
antidiarréica, antinflamatéria, antiulcerogénica e
antiespasmadica (Santos et al., 2007; Santos, 2008).
No intuito de contribuir para o estudo farmacologico
desta espécie, este trabalho tem como objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana in vitro do extrato etandlico
e fase acetato de etila de Maytenus rigida, frente a
cepas padrdo ATCC e bactérias de origem ambiental
e de infeccdo nosocomial.

MATERIAL E METODO

A amostra de bom nome (Maytenus rigida
Mart.) estudada constituiu-se da entrecasca do caule,
coletada no Municipio de Aroeira/PB. A coleta foi
realizada em janeiro de 2004. A planta foi identificada
pela Profe Maria de Fatima Agra (UFPB) e um exemplar
desta espécie esta depositado no Herbario Lauro Pires
Xavier da UFPB sob registro Agra et al. 3316 (JPB).
O material vegetal (3500 g) foi seco em estufa de ar
circulante, pulverizado e extraido por maceragéo com
etanol 95%. A soluc&o obtida foi filtrada e concentrada
em rotaevaporador para obtencéo de extrato etandlico
bruto, com rendimento de 14%. O extrato etandlico
bruto foi entdo tratado com acetato de etila e em
seguida concentrado, resultando na fase acetato de
etila (rendimento de 49,7%).

O extrato e a fase acetato de etila, diluidos
em agua destilada esterilizada, foram testados nas
concentracdes entre 5000 - 200 mg mL. Os micro-
organismos utilizados para avaliacdo da atividade
antimicrobiana e determinacdo da CIM foram
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
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ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
além de 3 amostras de Staphylococcus aureus
(multirresistentes) isoladas de pacientes com
diferentes infec¢cdes nosocomiais, em Campina
Grande-PB, gentilmente cedidas pela Profe Patricia
Maria de Freitas da UEPB, e de 3 cepas de
Salmonella sp. (228-R-Tet, 118-R-Sut e 01-S), isoladas
de ambiente aquatico e gentiimente cedidas pela
Prof2 Maricelma Ribeiro Morais da UEPB.

Durante a realizacdo do ensaio, as cepas
foram mantidas em agar Mueller-Hinton (Difco) e
repicadas para caldo Brain Heart Infusion — BHI (Difco)
e incubadas a 37°C/24 horas. ApoOs este periodo,
procedeu-se 0 semeio pela técnica de estrias, em
placas de Agar Sangue que foram incubadas a 37°C/
24 horas. Todas as cepas foram identificadas por meio
de coloracdo de Gram e provas bioquimicas
complementares.

Para determinac&o da atividade antimicrobiana
e da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) do extrato
e dafase do bom nome, tomou-se como referencial, o
método de difusdo em agar (Bauer et al.,1966), com
adaptacdes, utilizando o processo cavidade-placa
(técnica do poco) e seguindo as recomendagfes do
National Committee for Clinical Laboratory Standart -
NCCLS (2003).

In6culo - Os micro-organismos foram
inoculados em caldo BHI e incubados a 37°C/24h.
Apo6s este periodo realizou-se o subcultivo,
transferindo-se 50 pL do indculo inicial para 50 mL
de caldo Mueller-Hinton o qual foi incubado a 37°C/1
h de modo a produzir leve turvacéo, de densidade
equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland.

Semeio - O indculo bacteriano foi semeado,
na superficie das placas de Petri (90 x 15 mm) contendo
20 mL de Agar Mueller-Hinton, com auxilio de swabs
estéreis. Em seguida foram realizadas perfuragdes de
6 mm de didmetro, com auxilio de perfuradores estéreis
e descartaveis. Em cada cavidade, previamente
identificada, foram depositados 50 L dos produtos em
teste. As placas foram incubadas a 37°C/24 h.

A avaliacéo da atividade antimicrobianain vitro
determinada pelo método de difusdo em meio sélido,
foi realizada observando-se a formacéao de halos de
inibicdo de crescimento ao redor das cavidades
padronizadas. Foi considerado como produto ativo,
neste estudo, aquele que apresentou halo de inibicéo
de crescimento, com didmetro igual ou superior a 8
mm (Wong-Leung, 1988; Naqui etal., 1991; Catao et
al., 2005). Os ensaios foram realizados em duplicata
e o resultado final foi determinado pela média aritmética
dos didmetros dos halos de inibicdo.

RESULTADO E DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, muitos antibacterianos
apresentam pouca eficacia no combate as doencas
infecciosas, devido principalmente a alta incidéncia
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de infecgbes causadas por bactérias multirresistentes
(Von Eiff et al., 2002), tornado-se um desafio para os
profissionais da saude, combater tais infecgfes.
Dados da literatura sobre a atividade antibacteriana
de extratos vegetais, avaliada frente a micro-
organismos sensiveis e resistentes a antibioticos,
mostram o grande potencial das plantas para
tratamento terapéutico, apesar de muitos destes
extratos ndo terem sido completamente investigados
cientificamente (Nascimento et al., 2000).

Na Tabela 1 estdo apresentados os
resultados da avaliagcéo da atividade antimicrobiana,
pelo método de difusdo em agar (processo cavidade-
placa), do extrato etandlico bruto de M. rigida (bom
nome) e a fase acetato de etila, sobre cepas padréo:
S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853; cepas de Salmonella sp.
de origem ambiental e cepas de S.aureus de origem
humana obtidas de infec¢Bes nosocomiais.

Segundo Silveira et al. (2009), o método de
pocos se baseia na difusdo radial das substancias, e
a possivel presenca de particulas em suspensao na
amostra a ser testada néo interfere na difusédo da
substancia antimicrobiana no agar, o que torna este
método adequado para testar a difusdao de
substancias em extratos etanolicos de plantas.

De acordo com os resultados obtidos
verificou-se que tanto o extrato bruto quanto a fase
apresentaram atividade sobre S. aureus ATCC 25923
apresentando halos de inibicdo de crescimento que
variaram de 8 a 13 mm de didmetro para o extrato e
de 9 a 14 mm de didmetro para a fase. Entretanto,
estes produtos ndo foram eficazes para as demais

cepas testadas, a E. coliATCC 25922, P. aeruginosa
ATCC 27853 e Salmonella sp. (228-R-Tet, 118-R-Sut
e 01-S), nas concentracdes utilizadas.

Outras espécies de Maytenus apresentam
atividade frente a bactérias Gram positivas e Gram
negativas, a exemplo de M. macrocarpa (Kloucek et
al., 2006), enquanto outras como a M. krukovii ndo
apresentam atividade antimicrobiana significativa
(Bruni et al., 2006). Esta variacdo em relacdo a
presenca de atividade antimicrobiana, pode estar
relacionada ndo so6 a caracteristicas da planta, uma
vez que diferentes espécies apresentam diferentes
principios ativos, como também com as
caracteristicas das cepas testadas e da metodologia
analitica empregada.

O fato desta espécie vegetal, ndo apresentar
atividade antimicrobiana para bactérias Gram
negativas, ndo inviabiliza os estudos sobre o potencial
efeito antibacteriano, uma vez que outros géneros e/
ou espécies vegetais, comprovadamente,
apresentaram atividade antimicrobiana mais
acentuada para micro-organismos Gram positivos.
Dentre estes, pode-se citar o género Hypericum
(Pistelli et al., 2002; Rabanal et al., 2002; Franca et
al., 2009;) e a espécie Menta x villosa Hudson (Arruda
et al., 2006).

A determinac¢éo da atividade antimicrobiana
possibilitou a avaliagéo e a determinagdo da CIM com
base na mensuracdo dos didmetros dos halos de
inibicAo de crescimento. Esta avaliacdo deve ser
estudada caso a caso, principalmente quando se trata
de estudos preliminares com extratos de plantas.
Determinou-se como CIM 400 mg mL, para ambos

TABELA 1. Atividade antimicrobiana do extrato etandlico e fase acetato de etila de bom nome sobre as linhagens
bacterianas de Staphylococus aureus ATCC, Escherichia coli ATCC, Pseudomonas aeruginosa ATCC, Salmonella
sp. de origem ambiental e Staphylococcus aureus isolados de pacientes com infecgdo nosocomial.

PRODUTOS/CONCENTRAGAO [mg mL™]/ diametro (mm) halo de
inbic&o de crescimento
MICRO-ORGANISMOS TESTADOS EXTRATO FASE CCB
5000]2500(1250] 625 | 400 | 200 |5000|2500|1250|625 [400 |[200
S.aureus ATCC 25923 13 | 11 8 8 0 14 | 12 | 11 9 8 0 +
Cepas .
Padrio E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0 +
P.aeruginosa ATCC 27853 0 0 0 0 0 0 +
Salmonela sp. (228-R-Tet) 0 0 0 0 0 0 +
Cepas
Ambientais Salmonela sp. (118-R-Sut) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +
Samonela sp. (01-S) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +
S.aureus 1P 13 |12 (10| 08| 08| O 12 (12 | 09 | 08 | 08 0 +
Cepas S.aureus 2P 14 |12 )10 09|09 0 |13 |12 ] 10(09|08] O +
Nosocomials | s ayreus 3P 13 (12|12 |09 |o9f o0 |13|12]10|08|08]| 0| +

Legenda: 0 = Auséncia de halo de inibi¢cdo de crescimento. CCB = Controle de crescimento bacteriano.+ = Viabilidade da cepa testada.
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os produtos, visto que foi a menor concentracdo que
conseguiu apresentar halo de inibicdo de crescimento
dos micro-organismos.

A atividade antimicrobiana in vitro é avaliada
pela mensuracdo da CIM que pode ser feita pela
medicdo de halos ou pela determinagéo dos niveis
de resisténcia, entretanto estes procedimentos n&o
determinam o tempo de acdo sobre os micro-
organismos (May et al., 2000) e faz com que outros
parametros farmacodindmicos possam ser usados
para determinar a eficacia antibacteriana, como por
exemplo a cinética bacteriana (Mackenzie et al., 2002).

Os recentes avanc¢os na identificacdo e
compreensao dos novos mecanismos de acdo dos
antimicrobianos mostram que diversos fatores podem
ser responsaveis pela poténcia de determinada
substéncia, contribuindo de maneira diferenciada para
a atividade antimicrobiana (Catéo, 2007).

ATabela 1 também apresenta os resultados
da atividade antimicrobiana do extrato etandlico e fase
acetato de etila de bom nome sobre linhagens ATCC
de S.aureus, E. coli, e P. aeruginosa além de
Salmonella sp. de origem ambiental e S.aureus de
origem nosocomial. Observou-se comportamento
semelhante entre as linhagens multirresistentes de
S.aureus quando comparada com a cepa S.aureus
ATCC 25923 usada como controle, tanto para o
extrato como para a fase, ambos com valor de CIM
de 400 mg mL.

De acordo com os resultados obtidos, pode-
se sugerir que ambos os produtos apresentam
atividade antimicrobiana semelhantes, tendo eficacia
frente a bactéria Gram positiva Staphylococus aureus,
mas ndo apresentam atividade antimicrobiana quando
testados frente as bactérias Gram negativas E. coli
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella
sp.

E provavel que esta diferenca de atividade
antimicrobiana esteja relacionada ndo so6 a atividade
biolégica dos produtos testados, mas também devido
a presenca de uma das estruturas da membrana
externa das bactérias Gram negativas, que pode
impedir a passagem de moléculas através desta
membrana (Franca et al., 2009), além de
particularidades relacionadas aos diferentes
mecanismos de resisténcia das linhagens em estudo.

Nos ultimos anos diversos estudos tém sido
desenvolvidos visando a determinacéo da atividade
antimicrobiana de varias espécies vegetais (Naqui et
al.,1991; Nascimento et al., 2000; Pistelli et al., 2002;
Rabanal et al., 2002; Antunes et al., 2006; Arruda et
al., 2006; Kloucek, et al., 2006; Franca et al., 2009;
Catéo et al., 2010). Este estudo fornece os primeiros
relatos de resultados que demonstram a eficacia do
extrato etandlico e da fase acetato de etila de
Maytenus rigida, sobre todas as linhagens de
Staphylococus aureus testadas. Entretanto, sdo
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necessarios outros estudos, inclusive, empregando
outras metodologias, com o intuito de corroborar e
assegurar os resultados aqui encontrados, que
demonstram que M. rigida tem grande potencial para
fornecer substancias com atividade antibacterianain
vitro frente a micro-organismos Gram positivos.
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