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1 Introducéao

Resumo

A atividade antibacteriana de extratos alcodlicos preparados com casca de
barbatimao (Stryphnodendron adstringens) coletada na regido noroeste do Parana
foi pesquisada frente a cepa-padréo Staphylococcus aureus ATCC 25923 e a
seis cepas de Staphylococcus aureus isoladas de feridas crénicas de pacientes
ambulatoriais. A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada pela
técnica de macrodiluicdo em caldo. Foram testadas concentragdes seriadas do
extrato de 0,39 a 100mg/mL. As CBMs do extrato de casca de barbatim&o para
todas as cepas testadas foram iguais ou inferiores a 12,5mg/mL, caracterizando o
extrato como de boa atividade antibacteriana. Os taninos detectados nas cascas
deste vegetal possivelmente contribuiram com a propriedade antibacteriana do
extrato evidenciada neste estudo.

Palavras-chave: Extrato barbatimao. Atividade antibacteriana. Concentragéo
Bactericida Minima (CBM). Staphylococcus aureus.

Abstract

The antibacterial activity of alcoholic extracts prepared with Stryphnodendron
adstringens barks, known as “barbatimdo” and colleted in the northwest region
of the state of Parana, was investigated against Staphylococcus aureus, ATCC
25923, and six Staphylococcus aureus strains from chronic wounds of ambulatory
patients. The minimum bactericidal concentration (CBM) was established using
broth macro-dilution method. Sequential concentrations from the extract ranging
from 0.30 to 100mg/mL were tested. The CBMs obtained for all strains analyzed
were equal or lower than 12.5mg/mL, which characterizes the extract as showing
a good antibacterial activity. The tannins detected in the barks of this herb possibly
contributed with the antibacterial property of the extract evidenced in this study.

Keywords: “Barbatimao” extract. Antibacterial activity. Minimum Bactericidal
Concentration (CBM). Staphylococcus aureus.

Algumas espécies tradicionalmente utilizadas no
Brasil sédo as do género Stryphnodrendon, conhecidas

Desde 1977, a Organizagcao Mundial de Saude
(OMS) tem estimulado o estudo de plantas tradicio-
nalmente conhecidas como medicinais com o objetivo de
desenvolver novas terapias para cura de enfer-midades
(LOGUERCIO et al., 2005).

As plantas medicinais constituem importantes
recursos terapéuticos no tratamento da saude humana,
principalmente nas nagdes em desenvolvimento. O Brasil
€ um dos paises que detém grande numero de plantas
medicinais e uma das vantagens das preparagoes feitas
a partir de vegetais esta relacionada com a possibilidade
de acesso mais facil e menos oneroso pelos pacientes
de baixo poder aquisitivo. Portanto, a utilizacdo de
fitoterapicos representa uma alternativa interessante
para o tratamento de infecgbes em individuos carentes
em nosso pais (SUFFREDINI et al., 2004). Neste
contexto, pareceu-nos oportuno o estudo da atividade
antibacteriana de extratos vegetais, particularmente
daqueles ja popularmente utilizados no Brasil.

como barbatiméo, eficazes no tratamento da leucorréia,
hemorragias, diarréias, hemorroidas e na limpeza de
ferimentos (SOUZA et al., 2007). O barbatimao pertence
a familia Leguminosae-Mimosoidae. E uma arvore natural
dos cerrados brasileiros, muito difundida na regiédo
norte, centro-oeste, nordeste e sudeste. O alto teor de
taninos nas cascas deste vegetal € o que provavelmente
explica suas atividades cicatrizante e antimicrobiana
(ARDISSON et al., 2002; LUZ NETO JUNIOR; RIBEIRO;
RODRIGUES, 2006).

O uso popular de barbatimado no tratamento de
feridas estimulou a realizagao do presente estudo, visto
que em pesquisa anterior, foram isoladas cepas de
Staphylococcus aureus a partir de feridas crénicas de
pacientes ambulatoriais. Assim, este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antibacteriana do extrato
alcodlico da casca do barbatimdo sobre cepas de S.
aureus isoladas de secregoes de feridas crénicas de
pacientes ambulatoriais.
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2 Material e Métodos
2.1 Material vegetal

As cascas de barbatim&o foram coletadas na
regido noroeste do Parana. A identificagdo da espécie
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville foi realizada
pelo Ms. Carlos Lopes Costa, por meio da analise da
folhagem do vegetal e de suas cascas. Posteriormente,
uma exsicata foi preparada com o ramo do barbatimao
pelo método de herborizacdo da prensa. Este material
encontra-se disponivel no laboratério de Farmacognosia
do Campus da UNOPAR de Arapongas.

2.2 Prospeccao fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada com as cascas
de barbatimdo de acordo com as técnicas descritas
em Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA..., 1959) e
Farmacopéia Americana (U.S. PHARMACOPEIA AND
NATIONAL FORMULARY, 2000).

Foram pesquisados os seguintes grupos funcionais:
flavonoides, taninos hidrolisaveis e condensados, saponinas,
polissacarideos e heterosideos cianogenéticos.

2.3 Preparacao do extrato

O extrato alcodlico foi preparado por meio do método
de maceragao. As cascas de S. adstringens foram
secas a temperatura ambiente, trituradas e deixadas
em processo de maceracgao a temperatura ambiente em
alcool etilico 95°GL na proporgéo 1:5 por 15 dias para
extragdo dos principios ativos. Apos este periodo, os
preparados foram filtrados e colocados em um rotavapor
sob presséo negativa de 48mmHg para concentrar 50%
do volume do liquido extrator. O extrato assim produzido
foi envasado em frasco &mbar e conservado em geladeira
a temperatura de 4°C.

2.4 Microrganismos testados

Os microorganismos avaliados foram a cepa-padréo
S. aureus ATCC 25923 e seis cepas de S. aureus isoladas
de secrecdes de feridas cronicas de seis pacientes
ambulatoriais atendidos na Unidade Basica de Saude
Maraba, centro de saude localizado na zona leste de
Londrina, Parana. Em todas as situagdes, os isolados
cresceram em quantidades significativas nos meios de
culturas primarios (algumas e muitas unidades formadoras
de col6nias). Aidentificagdo dos microrganismos em nivel
de espécie foi realizada por meio da coloragédo de Gram,
provas de catalase e coagulase. Todos os isolados foram
sensiveis a oxacilina.

2.5 Determinacdo da concentracao bactericida
minima (CBM)

Os testes para avaliacao da atividade antibacteriana
foram realizados segundo a técnica de macro diluigdo
em caldo complementada com repiques para meios
de cultura sélidos com o objetivo de determinar a
concentracao bactericida minima (CBM) (BARON;
PETERSON; FINEGOLD, 1994).

Foram feitas diluicbes seriadas do extrato de
barbatimdo em caldo Mueller Hinton até as concen-

tragdes finais de 0,39; 0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25,0;
50,0 e 100,0 mg/mL. Um tubo foi preparado sem o extrato
para fins de controle. Apds a inoculagéo dos tubos com
as cepas bacterianas na concentragdo de 1x10® UFC/
mL, estes foram incubados a 35°C por 18-24horas.
Uma aliquota de cada tubo foi entao repicada para agar
Mueller Hinton. A CBM foi definida como a concentragao
mais baixa extrato que inibiu o crescimento de 99,9% da
populagao bacteriana avaliada.

Em paralelo e seguindo os mesmos procedimentos
descritos acima, foram realizados testes com o liquido
extrator (alcool etilico 95°GL) a fim de verificar a influéncia
do alcool nos resultados, ja que o mesmo apresenta uma
atividade antibacteriana bem documentada.

As cepas bacterianas testadas foram classificadas em
muito sensiveis (CBM d” 12,5mg/ml), de sensibi-lidade
média (CBM entre 25,0 e 50,0 mg/ml) ou de sensibilidade
baixa (CBM e” 100mg/ml) segundo uma adaptagéo da
classificagao proposta por Avellaneda Saucedo et al.
(2005).

3 Resultados

A analise fitoquimica da casca de barbatiméao
evidenciou a presenca de taninos condensados
e hidrolisaveis, grande quantidade de saponinas,
flavonoides, polissacarideos complexos e alcaloides.

A CBM do extrato alcodlico da casca do barbatiméo
(Tabela 1) foi de 12,5mg/mL para S. aureus ATCC 25923,
de 6,25mg/mL para S aureus 5, S. aureus 13, S. aureus
15 e S. aureus 17(4) e de 3,12mg/mL para S. aureus 12
e S. aureus 2(2).

O liquido extrator foi bactericida na diluicdo de 1:4
para todas as cepas de S. aureus testadas, com excegao
da cepa S. aureus 5 que foi inviabilizada na diluicdo 1:8
(Tabela 2).

4 Discussao

Em pacientes ambulatoriais e hospitalares, um dos
agentes etiolégicos mais significativos nos processos
infecciosos de pele é o Staphylococcus aureus. Este
microrganismo representa uma das espécies patogénicas
humanas mais comuns e mais virulentas (LOPES, 2005).
Arecente emergéncia de S. aureus resistente a multiplos
antibiéticos tem dificultado o tratamento das infecgdes
com as drogas convencionais disponiveis no mercado.
(ALVES et al., 2000; CATAO et al., 2006; MENEGOTTO;
PICOLI, 2007).

O problema da resisténcia microbiana é crescente e
a perspectiva futura do uso de drogas antimi-crobianas,
incerta. Torna-se urgente adotar, portanto, medidas
para enfrentar o problema, entre elas, o controle do uso
de antibidticos, o desenvolvimento de pesquisas para
uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos
da resisténcia microbiana e a continuagdo dos estudos
acerca de novas drogas com atividade antibacteriana,
sintéticas e naturais. (LOGUERCIO et al., 2005).

Em vista do exposto, diversos pesquisadores tém
procurado componentes com atividade antimicrobiana
em fontes alternativas, como nos vegetais, algas e em
produtos de origem animal (AKINYEMI et al., 2005;
AL-SAIMARY et al., 2002; HOLETZ et al., 2002; IMAI
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Tabela 1. Atividade antibacteriana do extrato de casca de barbatimao sobre a cepa-padrao Staphylococ-
cus aureus ATCC 25923 e cepas de S. aureus isoladas de secrecdes de feridas crénicas de pacientes

ambulatoriais.

Diluigoes do Extrato / Concentragdes do Extrato

Microorganismos 1:2 1:4 1:8 1116 1:32  1:64 1128  1:256  1:512
testados 100 50 25 125 625 312 156 078 0,39

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml  mg/ml mg/ml

iTglg 62“53923 - - - - + ++ ++ ++ 4+
S. aureus 2(2) - - - - - - +++ +++ 4+
S. aureus 5 - - - - - +++ +++ +++ +++
S. aureus 12 - - - - - - +++ o+ o+
S. aureus 13 - - - - - +++ +++ +++ +++
S. aureus 15 - - - - - ++ +++ +++ +++
S. aureus 17(4) - - - - - ++ +++ +++ +++

Legenda: Intensidade do crescimento bacteriano: +, ++ , +++; auséncia de crescimento bacteriano:

Tabela 2. Atividade antibacteriana do liquido extrator (alcool 95°GL) sobre a cepa-padréo Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e cepas de S. aureus isoladas de secregdes de feridas crénicas de pacientes

ambulatoriais.

Diluigdes do Liquido Extrator

Microorganismos

testados

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128  1:256  1:512
S. aureus - - ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
ATCC 25923
S. aureus 2(2) - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
S. aureus 5 - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++
S. aureus 12 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
S. aureus 13 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
S. aureus 15 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
S. aureus 17(4) - - + +++ +++ +++ +++ +++ +++

Legenda: Intensidade do crescimento bacteriano: +, ++ , +++; auséncia de crescimento bacteriano:

et al., 2001; LIMA-FILHO et al., 2002; MACHADO et
al., 2003; MICHELIN et al., 2005; NAKAMURA et al.,
1999; NASCIMENTO et al., 2000; OLIVEIRA et al, 2006;
PEREIRAEet al., 2004; SALVADOR et al., 2003; SANTOS
et al, 2007; SUFFREDINI et al., 2004; ULUBELEN et al.,
2000; VARGAS et al., 2004).

Considerando o uso popular de preparagoes feitas
com casca de barbatiméo no tratamento de feridas, o
estudo da atividade antibacteriana do extrato preparado
com esta parte da planta sobre cepas bacterianas
isoladas de feridas cronicas de pacientes ambulatoriais
pareceu-nos oportuno. Optamos por testar o extrato
alcodlico e ndo o0 aquoso pela maior susceptibilidade de
contaminagao das preparagdes aquosas.

Em nossa pesquisa, as CBMs do extrato alcodlico

de casca de barbatimao foram de 12,5mg/mL para S.
aureus ATCC 25923, 6,25mg/mL para trés cepas de S.
aureus isoladas de feridas e de 3,125mg/mL para os
demais isolados. A avaliagédo da atividade antibacteriana
do liquido extrator (controle) frente as cepas-teste e
cepa-padrao demonstrou que o mesmo foi bactericida
em diluicbes nao superiores a 1:8. Esta constatacao
valida os resultados obtidos com o extrato, ja que este
foi efetivo em diluigdes maiores do que 1:8 para todas
as bactérias testadas, correspondendo a CBMs iguais
ou inferiores a 12,5mg/mL.

Em seu artigo, Avellaneda Saucedo et al. (2005)
caracterizam uma bactéria como muito sensivel a um
determinado extrato quando a concentragéo inibitoria
minima deste for inferior a 12,5mg/mL. Usando esta
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classificagdo e adaptando-a para valores de CBM,
poderiamos afirmar que todas as cepas de S. aureus
avaliadas em nosso estudo foram muito sensiveis ao
extrato de casca de barbatim&o. Os resultados da
presente pesquisa convergem com outros estudos
que também com-provam a agao antibacteriana deste
vegetal. Souza et al. (2007) determinaram a CBM do
extrato seco das cascas de barbatiméo (S. adstringens)
frente a S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC
12228, obtendo valores superiores aos nossos - 50 e
75 mg/mL, respectivamente. Diferengas na metodologia
empregada para a preparacgao do extrato e variagées na
padronizagao da interpretagéo dos resultados poderiam
explicar a discrepancia evidenciada.

O uso tradicional do barbatimdo em aplicagbes
locais é justificado, principalmente, pelo elevado teor
de taninos em suas cascas, aproximadamente 20%
(LUZ NETO JUNIOR; RIBEIRO; RODRIGUES, 2006).
Os taninos sao compostos fendlicos, sollveis em
agua, com massa molecular entre 500 e 3000 Dalton,
que apresentam habilidade em formar complexos com
alcléides, gelatinas e outras proteinas (SIMOES et al.,
2002). Segundo a estrutura quimica, séo classificados em
hidrolisaveis e condensados (MONTEIRO et al., 2005).
Testes in vitro tém evidenciado significantes atividades
bioldgicas dos taninos, como agao bactericida, moluscida,
anti-helmintica, anti-hepatdxica e anti-tumoral. Plantas
ricas em taninos tém sido prescritas para tratamento de
hipertenséao, diarréia, feridas, queimaduras, processos
gastricos, renais e inflamatérios (HASLAM,1996).
Diversos substratos ricos em taninos conseguem inibir o
desenvolvimento de bactérias pertencentes aos géneros
Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Staphylococcus e
Streptoco-ccus, como também inibem o crescimento de
varios fungos (HASLAM, 1996; LOGUERCIO et al., 2005).
O mecanismo de agao antimicrobiana dos taninos pode
ser explicado por trés hipéteses: 1) inibigdo das enzimas
bacterianas/fungicas através da complexagéo dos taninos
com proteinas; 2) modificagdo do metabolismo microbiano
em fungdo da agéo dos taninos sobre a membrana e
organelas celulares e 3) diminuigéo da disponibilidade de
ions essenciais para o metabolismo microbiano devido a
complexagdo dos taninos com ferro, vanadio, magnésio,
aluminio e calcio (SCALBERT, 1991; HASLAM, 1996;
MONTEIRO et al., 2005.

Em nosso estudo, a triagem fitoquimica realizada com
as cascas de S. adstringens utilizadas na preparagao
do extrato indicou a presenca de taninos, saponinas,
flavondides, polissacarideos complexos e alcaldides,
corroborando com o que consta na 2° edigdo da
Farmacopéia Brasileira. Porém, este resultado é
discordante ao descrito por Souza et al. (2007), que nao
detectaram saponinas e flavondides nas cascas de S.
adstringens analisadas em sua pesquisa. Em verdade, a
composic¢ao quimica dos extratos vegetais € complexa e
o teor dos principios ativos presentes sofre interferéncia
de varios fatores, como origem do material da planta
utilizado, condigdes de cultivo, época da colheita, técnica
de extracéo, entre outros (NASCIMENTO et al., 2007).

5 Conclusao

O extrato alcoolico preparado com a casca do
barbatimao (S. adstringens) demonstrou ser bactericida
em concentragdes iguais ou inferiores a 12,5 mg/mL
para a cepa-padrao S. aureus ATCC 25923 e todas
as cepas de S. aureus isoladas de feridas crbnicas
de pacientes ambulatoriais. Possivelmente os taninos
detectados nas cascas do vegetal utilizado justificam a
acao antibacteriana evidenciada. Entretanto, estudos
mais aprofundados precisam ser realizados a fim de
determinar se outros compostos quimicos presentes
no extrato também contribuiram para esta propriedade.
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