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RESUMO: Ensaios para avaliar o potencial antibacteriano de Rhizophora mangle (mangue-vermelho),
coletada no municipio de Conde, Bahia, foram realizados com cepas bacterianas Gram-positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 6538 e Micrococcus luteus ATCC 9341) e Gram-negativas (Echerichia
coli ATCC 10536, Salmonella Cholerea-suis 10708, Klebsiela pneumoniae ATCC 700603 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442). A atividade antibacteriana foi avaliada pelos métodos de
difusdo em disco e concentracao inibitéria minima (CIM), e os resultados analisados
estatisticamente. Os resultados do ensaio de difusédo em disco mostraram diferenca significativa
guanto a sensibilidade dos micro-organismos frente aos extratos testados (p<0,05). A CIM do
extrato da folha (313 ug mL*) apresentou o melhor desempenho para inibir o crescimento das
cepas Gram-positivas, enquanto o extrato da casca foi mais eficaz para as cepas Gram-negativas.
De acordo com os dados levantados por este estudo, R. mangle apresentou propriedade
antibacteriana para cepas Gram-positivas e Gram-negativas, podendo tornar-se alternativa
terapéutica tanto para o uso popular quanto para a industria farmacéutica.

Palavras-chave: Rhizophora mangle, extrato bruto, atividade antimicrobiana

ABSTRACT: In vitro antibacterial activity of Rhizophora mangle L. extracts. Assays to
evaluate the antibacterial potential of Rhizophora mangle (red mangrove), sampled at Conde
Municipality, Bahia State, Brazil, were performed against Gram-positive (Staphylococcus aureus
ATCC 6538 and Micrococcus luteus ATCC 9341) and Gram-negative (Echerichia coli ATCC 10536,
Salmonella Cholerea-suis 10708, Klebsiela pneumoniae ATCC 700603 and Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442) bacteria. Antibacterial activity was evaluated by disc diffusion and minimal
inhibitory concentration (MIC) and results were statistically analyzed. The results of disc diffusion
assay showed a significant difference as to the sensitivity of microorganisms against the tested
extracts (p<0.05). The MIC of leaf extract (313 ug mL?) indicated the best performance to inhibit
the growth of Gram-positive strains, while bark extract had a better efficacy against Gram-negative
strains. Based on the presented data, R. mangle showed antibacterial properties against both
Gram-positive and Gram-negative strains and can be used as an alternative therapy for popular
use or for the pharmaceutical industry.
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INTRODUCAO

Durante a evolugcdo os vegetais foram
capazes de desenvolver diversos mecanismos para
a sobrevivéncia e perpetuacdo. Alguns destes
mecanismos estdo envolvidos com a capacidade
destes vegetais em resistir a atagues de micro-
organismos que, potencialmente, prejudicariam, de
algumaforma, o desenvolvimento. Barreiras fisicas e
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guimicas foram surgindo a fim de manter a higidez
do organismo vegetal (Eloff et al., 2004). A partir do
século XIX a humanidade se deparou perplexa diante
do diverso e inesgotavel arsenal terapéutica presente
nas plantas medicinais, devido a descoberta de
substancias ativas, que em estado natural ou apds
sofrerem processos de transformacao quimica,
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possuem atividade bioldgica, muitas vezes ja
confirmada pelo uso popular e comprovada
cientificamente (Miguel et al., 2005).

As espécies vegetais para uso medicinal tém
recebido atencdo especial pelos diferentes
significados que as plantas medicinais assumem nas
sociedades como recurso bioldgico e cultural,
destacando-se o potencial genético para o
desenvolvimento de novas drogas, possivel fonte de
recursos financeiros, através de sua comercializacéo
para o resgate e fortalecimento da identidade cultural
€ como acesso primario a saude de muitas
comunidades (Da Silva, 2006).

O conhecimento sobre o potencial
terapéutico dos vegetais tem despertado o interesse
cientifico, buscando nesse conhecimento, novos
caminhos para o controle e tratamento de diversas
doencas (Coutinho, 2004). Pesquisas de tal natureza
no Brasil sdo de grande valia, pelo fato do pais ser
considerado um dos maiores reservatorios de
biodiversidade do mundo e, além disso, a grande
extensao territorial abriga diversos tipos de
ecossistemas, cada um com as particularidades, o
que torna verdadeira fonte quase que inesgotavel de
moléculas a serem descobertas.

Rhizophora mangle L., conhecida
popularmente como mangue-vermelho, é espécie
endémica da vegetacao de manguezal pertencente a
familia Rhizophoraceae; possui carater arb6reo com
folhas simples e adaptacdes fisioldgicas notaveis
frente aos substratos anaerdbicos tipicos do
manguezal, os rizoforos. Tais estruturas séo
adaptacdes caulinares ricas em lenticelas, que
aumentam a aeracdo e atuam diretamente na fixacéo
da espécie no substrato lodoso (Lamberti, 1966). O
mangue-vermelho é rico em substancias fendlicas,
como taninos, que sado largamente utilizadas na
producdo de corantes. Algumas propriedades
farmacoldgicas de R. mangle tém sido determinadas,
como as atividades antiinflamatéria (Marrero et al.,
2006), antioxidante (Berenguer et al., 2006),
cicatrizante (Fernandez et al., 2002); contra Ulcera
(Perera et al., 2001; Berenguer et al., 2006) e
hipoglicémica (Alarcon-Aguilara et al., 1998).

A descoberta de novas drogas para serem
empregadas no controle de micro-organismos é de
suma importancia para a satide populacional e campo
promissor para o desenvolvimento técnico cientifico,
visando a descoberta de novas moléculas que
apresentem atividades biolégicas importantes, como
€ 0 caso dos antimicrobianos. Tal fato vai fornecer
informag®es cientificas para populagdes que utilizam
vegetais de forma empirica, contribuindo para a
melhoria da salde das pessoas que tem a natureza
como a grande farmécia, além de possibilitar a geracao
de novas patentes de invencgéo e/ou de processos.
Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo

avaliar a atividade antibacteriana in vitro de extratos
brutos da raiz, casca e folhas de Rhizophora mangle
L., oriundas da regido de Siribinha, situada no
Municipio do Conde, Bahia, Brasil.

MATERIAL E METODO

Material Vegetal

As partes vegetais (casca, raiz e folha) de
Rhizophora mangle foram coletadas no municipio de
Conde, na regiéo litoral norte do Estado da Bahia,
Brasil, entre as coordenadas 11°46'43" latitude Sul e
37°32'36” longitude Oeste (Magellan, GPS 315), de
acordo com a metodologia descrita por Campos
(1991). Aidentificagcdo da espécie foi realizada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
e a exsicata se encontra depositada no acervo do
Herbario Radambrasil (HRB) sob o nimero de registro
51500.

Extrato Bruto

Os extratos brutos foram preparados através
do método de maceragdo (48 h), utilizando-se a
proporcéo de 1:3, sendo 1 g de cada estrutura vegetal
triturada para 3 mL de etanol (Merck) a 70% (v/v)
(Matos, 1997). Os extratos foram filtrados em papel
filtro qualitativos (Quanty, ref. n2 JP42) num sistema
de vacuo (Marconi, MA 057/1) e concentrados através
do evaporador rotatério (Heidolph, Laborata 4000) a
40°C, sob pressédo reduzida, e por liofilizacdo
(Labconco, Freezone 4.5) para eliminacéo total do
solvente (Santos et al., 2010). Os extratos foram
armazenados em frasco &mbar e conservados no
dessecador até o preparo das solu¢des em diferentes
concentracoes.

Micro-organismos

Seis cepas bacterianas foram usadas nos
ensaios de sensibilidade: Staphylococcus aureus
ATTC 6835, Micrococcus luteus ATCC 9341,
Escherichia coli ATCC 10536, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella Cholerea-suis
ATCC 10708 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.
As cepas bacterianas tém origem da bacterioteca do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS). As cepas bacterianas foram mantidas em
agar triptcaseina de soja (TSA) (Merck) a +4°C.

Método de Difusdo em Disco

O ensaio antimicrobiano foi realizado através
do método de difusdo em disco (Bauer et al., 1966),
com base no documento M2-A8 (NCCLS, 2003a),
onde cada disco estéril de papel filtro (Qualit, ref. ne
045.PF) de 6,0 mm de didmetro foi impregnado com
aliquotas (10 uL) dos extratos de R. mangle nas
concentracdes de 1, 2 e 3 mg disco! (Santos et al.,
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2007). No teste controle negativo foi aplicado 10 uL
de dimetilsufoxido (DMSO) (Merck), utilizado na
ressuspensédo dos extratos, e como controle positivo
foi usado os antibioticos eritromicina (15 pg disco?)
e ciprofloxacin (5 ug disco*) (Sensibiodisc, Cecon).
O in6culo bacteriano foi preparado por suspensao
direta em solucéo salina (0,9%), a partir de cultura
de 24 hem TSA. A suspensao foi ajustada através da
escala padrdo 0,5 de McFarland (1,5x108 UFC mL™1),
sendo semeada em placa de Petri (90 mm de
diametro) contendo agar Mueller-Hinton (MHA,
Himedia). Um conjunto predeterminado de discos de
extratos vegetais foi colocado na superficie do AMH.
As placas foram incubadas na estufa a 37°C por 24
h. Apés o periodo de incubacao foi realizada a leitura
do didmetro dos halos de inibi¢&o total de crescimento
bacteriano, incluindo o didmetro do disco. Os halos
foram medidos em milimetro com auxilio de haldmetro.

Determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM)

Os ensaios de sensibilidade de microdiluicéo
em caldo foram feitos, seguindo as recomendacgdes
da National Committee for Clinical Laboratory
Standards (2003b). Os testes foram realizados em
caldo Mueller-Hinton (CMH, Himedia) contido em
microplacas de 96 pogos. Os extratos brutos da
casca, raiz e folha de R. mangle foram aplicados nos
pocos, seguindo a técnica de diluicdo seriada, nas
concentracdes de 0.156, 0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5,
10, 20 mg mL™. Foi realizada diluicdo (0.5, 1, 2, 4, 8,
16, 32 mg mL?) de cloranfenicol (Henrifarma) como
controle positivo e DMSO como controle negativo. A
partir de uma suspenséao ajustada da escala padréo
0,5 de McFarland das cepas bacterianas testadas,
foram feitas diluicbes com agua destilada de 1:10 (v/
v) para obter uma concentracéo final de bactérias de
5x 104 UFC mL™. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 h. Aleitura foi realizada através da mudanca
de cor do revelador cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazdlio
(TTC, Nuclear), considerando o resultado positivo a
auséncia de coloracéo e negativo na presenca de
coloracdo rosa-avermelhada (Santos et al., 2010).

Anédlise Estatistica

Todos os testes de sensibilidade dos extratos
vegetais foram realizados através de testes de Kruskal-
Wallis e Mann-Whitney, visando comparar as
tendéncias centrais de inibicdo do crescimento
bacteriano entre as estruturas vegetais (raiz, casca
e folha) da espécie em estudo (Callegari-Jacques,
2003). Foi utilizado o programa estatistico GraphPad
InsTat (versédo 3) para andlise dos dados. Os testes
foram considerados significantes quando o valor de p
foi menor que 0,05.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Os extratos vegetais apresentaram atividade
antibacteriana frente aos micro-organismos testados,
com excecao da E. coli. O extrato da casca foi capaz
de inibir o crescimento das cepas ATCC nas trés
concentracdes utilizadas (Tabela 1). O extrato da folha
inibiu o crescimento das cepas Gram-positivas e de
K. pneumoniae, sendo que para o M. luteus a inibicdo
s6 foi evidenciada a partir da concentragao de 2 mg
disco®. O extrato da raiz inibiu o crescimento das
cepas de K. pneumoniae e S. Cholerea-suis nas trés
concentracfes analisadas e o crescimento da cepa
de M. luteus somente a partir de 3 mg disco?. Os
controles utilizados para a avaliagdo do desempenho
dos ensaios corresponderam satisfatoriamente. O
DMSO utilizado como controle negativo néo inibiu o
crescimento das cepas padrdo e os antibidticos
(Ciprofloxacin e Eritromicina) apresentaram halos de
inibicAo de acordo ao perfil de sensibilidade descrito
no NCCLS (2003a) (Tabela 1). A andlise estatistica
mostrou que existe diferenca significativa (Kruskal-
Wallis, p<0,05) entre os diametros dos halos de
inibicdo dos micro-organismos para um mesmo
extrato, sendo os valores de p: 0,01, 0,01 e 0,02 para
as concentraces de 1, 2 e 3mg disco?, respectivamente.
Para o extrato da raiz foram comparados somente
0S grupos bacterianos que apresentaram halos de
inibicdo na concentracdo de 3 mg disco™.

Os extratos de R. mangle foram capazes de
inibir o crescimento microbiano de duas das trés
espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae.
Entretanto, a diferenca de atividade contra as
enterobactérias parece derivar dos constituintes do
extrato vegetal, principalmente do grupo dos taninos
(Cimanga et al., 2002). A afinidade dos polifendis por
proteinas desempenha um importante papel na
inativacdo de enzimas, impedindo o crescimento de
alguns micro-organismos. Os polifendis tém a
propriedade de formar complexos com ions metélicos
como ferro, vanadio, magnésio, aluminio e calcio,
resultando numa menor disponibilidade de ions para
0 metabolismo microbiano (Haslam,1996).

Foi observado aumento da resposta inibitdria
com o aumento das concentragfes, com a excecao
da cepa de K. pneumoniae que apresentou maior halo
de inibicdo com o extrato da casca na concentragdo
de 2 mg mL%. Outro ponto a ser notado ocorreu com
a cepa de P. aeruginosa, que apesar do aumento da
concentracdo do extrato da casca ndo houve
alteracdo nos valores dos halos de inibi¢éo, fato que
pode estar relacionado ao processo de sinergismo,
onde o componente com propriedade antimicrobiana
pode ter se agregado a um elemento quimico do
extrato, beneficiando metabolicamente o crescimento
bacteriano ou inibindo a acdo antimicrobiana da
molécula.
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TABELA 1. Média e desvio padrao dos halos de inibigdo (mm) obtidos pelo método de difusdo em disco com os
extratos brutos (casca, folha e raiz) de R. mangle frente as cepas padréo.

) ] Concentracao Casca Folha Raiz ERI CIP
Micro-organismo o

mg disco MA* [ DP | MA* | DP | MA* | DP MA* | MA*

1 80 (0,0 7,0 | 0,0 | - 26,0

S. aureus 2 10,0 | 0,0 | 8,0 | #0,0 - 26,0

3 13,3 | £1,0 | 10,0 | 0,0 | - 26,0

1 10,0 | +0,0 - 16,0

M. luteus 2 12,0 | +0,0 | 10,0 | 0,0 | - 16,0

3 143 | £1,0 | 12,0 | £0,0 | 9,3 |%0,9 | 18,0

1 - - - 12,0

E.coli 2 - - - 12,0

3 - - - 14,0
1 12,0 | +0,0 | 10,0 | 0,0 | 7,0 | 0,0 26,0
K.penumoniae 2 14,0 | #0,0 | 12,0 | 0,0 | 9,3 | 0,5 26,0
3 11,3 | £1,0 | 12,0 | £0,5 | 12,7 |£0,9 28,0
1 8,0 | +0,0 - - 36,0
P.aeruginosa 2 8,0 | 0,0 - - 36,0
3 7,7 | £1,0 - - 38,0
1 8,0 | +0,0 - 12,7 [+0,9 30,0
S. Cholerea-suis 2 9,3 | #1,0 - 18,0 | 10,0 30,0
3 10,0 | +0,0 - 20,7 | 0,9 30,0

bacteriana; DP desvio padréo do didametro do halo de inibicdo bacteriana; ERI eritromicina (15 pg disco?); CIP ciprofloxacin (5 png disco).

A concentracao inibitéria minima do extrato
da folha apresentou o melhor desempenho para inibir
o crescimento das cepas Gram-positivas, enquanto
0 extrato da casca foi mais eficaz para as cepas
Gram-negativas (Tabela 2). A utilizacdo de
formulac6es de R. mangle contra processos
infecciosos provocados por Salmonela precisam ser
melhor estudadas, mas o fato de ter sido encontrada
uma boa sensibilidade da bactéria do mesmo género
utilizada neste trabalho, permite inferir que os extratos
sdo promissores para serem utilizados contra
infeccBes causadas por causada pela bactéria
Salmonella. O extrato da raiz apresentou a maior CIM
(1250-2500 pg mL?t) quando comparado com as
outras partes vegetais, indicando que as moléculas
bioativas com propriedades antimicrobianas estao
distribuidas em maiores concentrag¢do na casca e na
folha. Os extratos da casca, folha e raiz mostraram
diferenca significativa (p=0.0183) quando comparados
entre si, pelo método de Kruskal-Wallis. Os resultados
encontrados para os valores da CIM do Cloranfenicol
(Tabela 2) estédo de acordo com as normas da Clinical
and Laboratory Standards Institute (2005).

O potencial antibacteriano dos extratos

brutos de R. mangle confirma os relatos da literatura
com outro membro da familia Rhizophoraceae,
Rhizophora apiculata, que possui o constituinte 2,6-
dimethoxy-p-benzoquinone com atividade inibitéria
contra fungos e bactérias (Kokpol et al., 1993). Estudo
com o extrato da casca de R. apiculata revelou que
tanino hidrossolUvel possui atividade antimicrobiana
(Lim etal., 2006). A acéo anti-séptica e antimicrobiana
de R. mangle parece estar ligada em grande parte a
presenca dos taninos. Segundo Sanchez et al. (1998),
0 extrato aquoso da casca de R. mangle apresenta
polifendis (80%), representados na maioria por taninos
poliméricos (80%) e taninos hidrolisaveis (20%), onde
se destacam as presencas de epicatequina,
catequina, acido clorogénico, acido galico, acido
elagico, assim como galotaninos, elagitaninos e
taninos condensados. Outras estruturas séo
relatadas, entre elas carboidratos livres e
polomerixados (xilose, ramnose, fucose, glicose,
arabinose, manose e galactose), acidos graxos de
cadeias longas saturadas e insaturadas (C12:0 até
C24:0), 6leos essenciais e fitoesterdies. Todos estes
grupos mostraram atividade antimicrobiana contra
cepas de Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus.

Rev. Bras. PIl. Med., Botucatu, v.13, n.3, p.305-310, 2011.



309

TABELA 2. Determinacao da concentragao inibitéria minima dos extratos de R. mangle frente a cepas bacterianas

ATCC.

, , CIM (ug mL™)

Micro-organismo | Parte Vegetal )
Extrato Cloranfenicol
S. Cholerea-suis 625 8
S. aureus 625 16
. Casca

K. peneumoniae 313
M. luteus 156
S. aureus 313 16
K. peneumoniae Folha 1250 8
M. luteus 313 4
S. Cholerea-suis 2500 8
K. pneumonia Raiz 1250 4
M. luteus 2500 8

Rhizophora mangle é vegetal bastante
estudado na América Central. Cuba apresenta um
dos maiores, se nao o maior nimero de publica¢des
referentes ao uso terapéutico da espécie tanto na
medicina humana quanto na veterinaria. Fernandez
et al. (2002) avaliaram o poder cicatrizante e anti-
séptico do mercurio-cromo e do extrato da R. mangle
em feridas cirtrgicas, obtendo melhor resultado nos
pacientes que foram tratados com o extrato. Relata
também que a pelicula formada pela interagao do
extrato com as proteinas favorece o isolamento do
tecido do meio externo, acelerando o processo de
cicatrizacao e prevenindo infec¢es secundarias. O
género Rhizophora possui determinadas substancias
presentes no extrato, como por exemplo, 0s taninos
e polifendis (Bandaranayake, 2002), que sao capazes
de interagir com estruturas peptidicas formando
grandes aglomerados, o que mais uma vez explicaria
a formacéo da pelicula protetora.

No Brasil, 0 aumento acentuado do consumo
de fitoterapicos ocorre basicamente pelos mesmos
motivos do restante do mundo. Contudo, existe
atualmente maior nimero de profissionais envolvidos
nos mais diversos trabalhos com plantas medicinais
el/ou fitoterapicos, seja na pesquisa, fomento ou
difusdo. Outro motivo de suma importancia sao os
programas oficiais de saude implementados por
muitos governos estaduais e municipais, como as
acOes desenvolvidas nos Estados do Ceara e Parana.
Esses programas vaos além da simples distribuigédo
de fitoterapicos ou recomendacédo de uso para a
populacdo mais carente desses estados/municipios.
Procuram também incentivar o cultivo e producao
extrativa sustentavel de plantas medicinais. Dessa
maneira, também s&o criadas alternativas
econdmicas para as comunidades rurais, que a cada
dia perdem o poder de competitividade diante da

chamada “economia globalizada” (Souza & Miranda,
2006). Porém, é fundamental a realiza¢c6es dos testes
toxicologicos e imunoldgicos antes da possivel
utilizacdo de plantas medicinais com fins
terapéuticos.

Este estudo demonstrou o potencial
antibacteriano dos extratos brutos da casca, folha e
raiz de R. mangle, confirmando os relatos da familia
Rhizophoraceae como interessante fonte de
constituintes antibacterianos. As anélises mostraram
gue ndo existe uma parte botanica com maior
atividade, pois todas apresentaram perfis
antibacterianos diferenciados. Este estudo serve de
subsidio a futuros experimentos que visem elucidar
as substancias ativas dos extratos de R. mangle com
atividade antimicrobiana, além de ratificar a
importancia das informagdes etnofarmacoldgicas de
muitas comunidades tradicionais para selecdo de
plantas com propriedades biolégicas.
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