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Resumo

Avaliou-se 0 efeito antimicrobiano in vitro dos extratos etandlicos de Plectranthus neochilus e Cnidoscolus
quercifolius de forma isolada e associadas. Na 12 etapa, utilizaram-se 0s extratos em concentracdes 1%, 2,5%,
5% e 10%. Na 2@ etapa, utilizaram-se apenas extratos brutos. Para o teste de sensibilidade dos extratos,
utilizaram-se cepas padrdo Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Nas duas etapas, realizaram-se 0s mesmos testes de sensibilidade. As
placas foram semeadas e lidas ap6s 24 horas de incubagdo em estufa a 37°C. De acordo com os resultados,
conclui-se que ndo houve atividade bacteriana dos extratos etandlicos estudados isolados, bem como
associados diante das cepas padrdo de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
nas diferentes metodologias aplicadas quando comparadas com o antibi6tico padrdo (amicacina).

Palavras-chave: cepas ATCC; Cnidoscolus quercifolius; fitoterapia; Plectranthus neochilus.

Abstract

The in vitro antimicrobial effects of the ethanolic extracts of Plectranthus neochilus and Cnidoscolus
quercifolius in their isolated and combined forms were evaluated. In the first phase, the extracts were used in
a concentration of 1%, 2.5%, 5%, and 10%. In the second phase, only raw extracts were used. For the sensitivity
test of the extracts, standard strains of Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were used. In both phases, the same sensitivity tests were
performed. The plates were seeded and read after a 24-hour incubation period in a laboratory oven at 37°C.
According to the results, it is concluded that the ethanolic extracts studied, either separately or combined,
showed no antibacterial activity against standard strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and
Pseudomonas aeruginosa under the different methods used when compared to the standard antibiotic
(amikacin).

Keywords: ATCC strains; Cnidoscolus quercifolius; phytotherapy; Plectranthus neochilus.

Introducéo documentagdo muito bem estudada, que serve para
A utilizacdo de plantas com fins medicinais ilustrar como as plantas, ao longo das eras,

para tratamento, cura e prevencdo de doengas € desempenharam um papel proeminente na

uma das mais antigas formas de pratica medicinal manutencdo da satde (Eldem e Dunford, 2001).

da humanidade (Veiga Junior et al., 2005), com
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No Brasil, a utilizacdo de plantas no
tratamento de doencas apresenta
fundamentalmente influéncias da cultura indigena,
africana e, naturalmente, europeia. Essas
influéncias constituiram a base da medicina
popular que vem sendo retomada pela medicina
natural, apresentando carater cientifico e
integrando-as em um conjunto de principios que
visam ndo apenas curar algumas doencgas, mas
restituir o homem a vida natural. Tal conjunto de
conhecimentos sobre 0 uso de plantas é uma pratica
generalizada na medicina popular, utilizada nas
mais variadas doencas, tanto na medicina humana
como na medicina veterinaria (Albuquerque, 1989;
Martins et al., 1995).

Plectranthus neochilus (Lamiaceae) é uma
planta herbéacea, conhecida, vulgarmente, como
boldo pequeno, boldo rasteiro ou boldo gamba.
Tem folhas pequenas, quase triangulares, dispostas
compactamente, levemente amargas e de odor
forte, principalmente quando esta florida (Lorenzi
e Matos, 2008). Os usos populares dessas espécies
incluem tratamento de dor de cabega, feridas,
gueimaduras, dermatite, alergias e picadas de
inseto e de escorpido, e como agente antisséptico.
As plantas do género sdo também uma importante
fonte de novos compostos bioativos e potenciais
medicamentos. Varias espécies de Plectranthus sao
cultivadas também como tubérculos comestiveis,
condimentos e plantas ornamentais. As plantas séo
ainda importantes fontes de Oleos essenciais
(Ascensdo et al., 1999), utilizados amplamente em
preparagdes farmacéuticas, em perfumaria e
cosméticos (Ascensdo et al., 1998).

Cnidoscolus quercifolius Pohl é
popularmente conhecida como favela ou faveleira,
pertencente ao género Cnidoscolus, familia
Euphorbiaceae. Encontra-se nos estados do
Nordeste brasileiro (Duque, 2004). E popularmente
utilizada para recuperar areas degradadas, para a
alimentagdo animal e humana, para a medicina
popular, para serrarias como fonte de energia e para
diversos outros usos (Pordeus Neto et al., 2009).
Em relacdo ao uso na medicina popular, usa-se para
combater a inflamagé&o (Lorenzi e Matos, 2008).

Diante dessa importancia, as espécies
Plectranthus  neochilus (Boldo gamba) e
Cnidoscolus quercifolius (Favela) tém sido
estudadas como possiveis alternativas no
tratamento de inflamacéo e infecgdo na pele, de
forma que esta pesquisa teve por objetivo avaliar o
efeito antimicrobiano dos extratos etanolicos
dessas plantas, diante das cepas padrdo de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa in vitro.

Material e Métodos

As folhas de Plectranthus neochilus
Schlechter (Lamiaceae) e a entrecasca de
Cnidoscolus quercifolius Pohl (Euphorbiaceae)
foram coletadas, no periodo da manha, de
espécimes localizadas na mesorregido do Sertdo
Paraibano, municipio de Patos, Paraiba (7°01°28”
Sul, 37°16°48” Oeste). O Departamento de
Engenharia Florestal da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) identificou
amostras desse material. Esse material coletado
refere-se a obtencdo dos extratos para a extracdo 1.
Para a extracdo 2, a Universidade Federal de
Campina Grande (UFCG), campus de Patos cedeu
0s extratos prontos. Os extratos foram obtidos de
duas formas distintas, com o intuito de testar se
havia diferenca de resultados quanto a origem dos
extratos.

A obtencdo dos extratos etanolicos na 12
etapa foi realizada no Laboratério de Produtos
Naturais Bioativos no Departamento de Quimica —
LPNBio (UFRPE) por meio da desidratagdo de 500
g de folhas de Plectranthus neochilus e 500 g de
entrecasca de Cnidoscolus quercifolius.

Esses materiais foram desidratados em
estufa de circulagdo de ar a 40°C por 24 horas,
pesados e triturados em liquidificador. O material
resultante de cada planta foi colocado em baldo de
fundo chato adicionado a 1 L de uma solugdo
(EtOH: AGUA 1:1), deixando em repouso por uma
semana a temperatura ambiente; em seguida, 0
material foi filtrado a vacuo.

Os liguidos obtidos foram colocados em
baldlo de fundo redondo e levados ao
rotoevaporador a temperatura de aproximadamente
40°C a 60°C e pressdo de, aproximadamente, 650
mmHg. Os extratos foram acondicionados em
refrigerador até a realizacdo dos experimentos. As
extracbes foram realizadas de acordo com as
especificagbes do Laboratério de Produtos
Naturais Bioativos (LPNBio) da UFRPE como
descrito por Pontes et al. (2007).

Nessa 12 etapa, foram utilizados os extratos
brutos nas concentragfes: 1%, 2,5%, 5% e 10%.
Em todas as concentragcfes, foi feito o mesmo
protocolo de diluicdo, exceto pela quantidade de
cada extrato. Para obter concentragdo a 1%, foi
colocado em microtubo do tipo eppendorf 0,010 g
de cada extrato bruto (Boldo gambé e Favela) e
pesados em balanca analitica. Nas demais
concentracdes (2,5%, 5% e 10%), foram utilizadas
respectivamente 0,025 g, 0,050 g € 0,10 g.

Foram acrescentados 10 pL do solvente
Dimetilsulféxido (DMSO) a cada tubo distinto.
Essa mistura foi colocada no termociclador por 3
minutos. Depois desse tempo, foi adicionado 0,1
mL de &gua destilada e mais 5 minutos no
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termociclador. Ao fim dos 5 minutos, foi
acrescentado mais 0,9 mL de agua destilada por
mais 2 minutos. Foram utilizados os mesmos
diluentes em todas as concentragdes: 10 plL de
DMSO e 1 mL de agua destilada.

A obtencdo dos extratos etanolicos na 22
etapa foi realizada no Laboratorio de Fitoterapia do
Centro de Salude e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), campus de Patos. Foram utilizadas folhas
de Boldo gamba e a entrecasca da Favela, sendo
200 g de cada planta para um litro de solucéo
hidroalcodlica (50% de &gua + 50% de alcool de
cereais), e mantidas em repouso por 72 horas. Esses
extratos brutos foram cedidos pela UFCG, campus
de Patos, e ndo foram diluidos em diferentes
concentracdes.

Para manutencdo das cepas, 0 meio de
cultura utilizado foi Agar Mueller-Hinton (AMH
da marca Himedia®). A preparacéo do meio foi de
acordo com as recomendacfes do fabricante.
Foram diluidos 38 g do Agar Mueller-Hinton em
1.000 mL de &gua destilada com aquecimento
constante em micro-ondas. Depois da dissolu¢éo, o
material foi autoclavado a 121°C por 15 minutos e
distribuido em placas de Petri estéreis sem divisao
(90x15mm). Cada placa continha 15 mL do
material, e foram armazenadas ap6s resfriamento,
invertidas sob refrigeragéo.

Foram utilizadas cepas padrdo American
Type Culture Collection (ATCC) adquiridas do
Laboratério Laborclin®. Os microrganismos testes
foram Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

A ativagdo das cepas liofilizadas foi
realizada de acordo com a técnica estabelecida pelo
fabricante. As cepas ficaram em temperatura
ambiente; posteriormente, foi aberto cada frasco de
cepa individualmente, acrescentando 3 mL de
Caldo Triptona de Soja— TSB (Himedia®). Depois
de suave homogeneizag&o, e aguardados 3 minutos,
o material foi incubado em estufa bacterioldgica a
37°C por 4 horas com a finalidade de ativar as
cepas. Depois de ativado, o material foi inoculado
em meio néo seletivo (Agar Sangue) e incubado em
estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas.

O teste de sensibilidade dos extratos foi
realizado no Laboratério de Inspecdo de Carne e
Leite do Departamento de Medicina Veterinaria da
UFRPE. A avalia¢do da atividade antimicrobiana
dos extratos etandlicos diante das cepas padrdo in
vitro foi por meio do Método de Disco Difusdo
(Bauer et al., 1966) adaptado, recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2003). Do in6culo microbiano incubado em
Agar Sangue, foram retiradas algumas colbnias

(cultivo jovem de 24 horas de incubacdo) e
suspensas em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%)
até ajuste da turvacdo equivalente a escala 0,5 de
McFarland, obtendo-se uma concentracdo
bacteriana final em torno de 1,5 x 10° cel/mL.

Posteriormente, com swab estéril, foram
semeadas, com cada cepa, as placas com meio de
cultura Agar Mueller-Hinton. Para cada tipo de
cepa padrdo (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa), foram semeadas
duas placas de Petri, repetindo-se esse
procedimento no dia seguinte. Em ambas as etapas,
foram utilizados discos de papel de filtro estéreis
(Laborclin®) com 6 mm de didmetro e os discos
para colocacdo dos extratos e dos controles
positivo e negativo. Na 1?2 etapa, previamente, 0s
discos foram impregnados com 20 pL dos extratos
brutos (Boldo gamba: 1%, 2,5%, 5%, 10%; Favela:
1%, 2,5%, 5%, 10%), e 20 pL de ambos os extratos
— 10 pL para cada extrato a 1%, 2,5%, 5%, 10%.

Na 22 etapa, 0s discos estéreis foram
impregnados com 20 pL. do extrato bruto de Boldo
gamba, 20 uL do extrato bruto de Favela ¢ 20 pL
(10 pL de cada extrato) de ambos os extratos. Todo
0 procedimento, nas duas etapas, foi realizado na
capela de fluxo laminar, com material estéril.

Para controle negativo, foram utilizados
discos estéreis impregnados com DMSO e agua
destilada estéril; para controle positivo, disco de
amicacina (10 pg) Laborclin®. Os discos
impregnados com as amostras dos extratos foram
mantidos em estufa a temperatura de 37°C por 10
minutos para uma breve secagem; sendo, em
seguida, distribuidos equidistantes com o auxilio
de uma pinca estéril sobre a superficie do meio de
cultura previamente semeado com in6culo
bacteriano.

Em todas as placas de Petri, estabeleceu-se a
seguinte ordem: 1. extrato de Boldo gamba; 2.
extrato de Favela; 3. extratos de Boldo gamba e
Favela; 4. controle positivo de amicacina; 5.
controle negativo de DMSO e agua destilada. As
placas de ambas as etapas foram incubadas
invertidas a 37°C por 24 horas. Apds esse periodo,
o didmetro da zona de inibi¢&o foi mensurado com
uma régua para expressao dos resultados em média
(em milimetros) dos diametros de inibicdo com
halos inibitdrios superiores a 12 mm (Bezerra et al.,
2009).

Resultados e Discussao

Os resultados dos extratos etandlicos brutos
(1%, 2,5%, 5%, 10%) ativos das folhas de
Plectranthus neochilus (Boldo gamba) e
entrecascas de Cnidoscolus quercifolius (Favela)
diante das cepas ATCC na 12 etapa da pesquisa. De
acordo com os resultados, constatou-se que nao
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houve inibicdo bacteriana em nenhuma das
concentracgdes testadas, como também nos extratos
isolados e associados.

Os resultados dos extratos etan6licos brutos
ativos das folhas de Plectranthus neochilus (Boldo
gambad) e entrecascas de Cnidoscolus quercifolius
(Favela) diante das cepas ATCC na 22 etapa da
pesquisa. De acordo com os resultados, constatou-
se que ndo houve inibicdo bacteriana nos extratos
isolados e associados.

A Tabela 1 apresenta a média das quatro
repeticdes do controle positivo com amicacina
diante das cepas ATCC na 12 e na 2? etapa da
pesquisa. Quando em comparagdo com 0s demais

resultados, nota-se a auséncia de efeito
antimicrobiano dos extratos, e apenas do controle
positivo, como esperado.

Esses diferentes resultados podem estar
relacionados com o fato de que na 1% etapa houve
16 repeticdes (duas duplicatas para cada
concentracdo) e na 22 etapa, quatro repeticfes. Os
valores encontrados estdo, na maioria, dentro dos
pardmetros de referéncia (S. aureus 20-26 uL; E.
coli 19-26 uL; P. aeruginosa 18-26 ulL) do
Laboratério Laborclin®. Em ambas as etapas, ndo
houve atividade dos extratos brutos diante das
cepas testadas.

Tabela 1. Média dos extratos etanolicos brutos ativos das folhas de Plectranthus neochilus (Boldo gambd) e entrecascas
de Cnidoscolus quercifolius (Favela), nas concentra¢des de 1%, 2,5%,5%, 5% e 10%, com amicacina (controle positivo)
diante das cepas ATCC na 12 e 22 etapa da pesquisa.

Etapa Controle positivo Atividade diante dos micro-organismos
Staphylococcus aureus Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853
12 Etapa Amicacina® 27,68 pL 26,43 pL 32,5 uL
28 Etapa Amicacina® 22,75 pL 27 pL 28,5 pL

12 etapa: os discos estéreis foram impregnados previamente com 20 uL dos extratos brutos (Plectranthus neochilus: 1%, 2,5%, 5%,
10%; Cnidoscolus quercifolius: 1%, 2,5%, 5%, 10%), e 20 uL de ambos os extratos — 10 uL para cada extrato a 1%, 2,5%, 5%, 10%.
22 etapa: os discos estéreis foram impregnados com 20 uL do extrato bruto de Plectranthus neochilus, 20 pL do extrato bruto de

Cnidoscolus quercifolius e 20 pL. de ambos os extratos (10 uL de cada extrato).

Régo et al. (2018) utilizaram o gel
fitoterdpico da associacdo da Plectranthus
neochilus (Boldo gambad) e Cnidoscolus
quercifolius (Favela) nas concentractes de 2,5%,
5% e 10%; quando comparadas com o controle
positivo gel fitoterdpico ja existente no mercado
(10 mL de tintura de Calendula officinalis L.; 10
mL de tintura de Stryphnodendron barbatiman
Mart.; 5 mL de tintura de Symphyntum officinalis
L.; 5 mL de tintura de Aloe vera; 3 mL de tintura
de Matricaria chamomilla L.; 5 mL de tintura de
Echinacea angustifolia DC.; 8 mL de tintura de
prépolis, 100 g do gel carbopol), ndo resultou em
melhora significativa na redugédo do tempo para o
processo de cicatrizacdo das feridas cutaneas
cirrgicas em ratos Wistar. Contudo, entre as trés
formulagBes, a de 2,5% foi aquela que apresentou
aumento na proliferacdo de fibroblastos e
colagenizacdo mais intensa no 14° dia de
tratamento. Nesse experimento, também se avaliou
a atividade antimicrobiana dos extratos diante das
cepas de Staphylococus aureus, Staphylococus
epidermidis e Escherichia coli por disco difuséo,
tendo como resultado a auséncia de inibigdo
antimicrobiana. Dados que corroboram 0s
resultados do atual experimento.

Pereira et al. (2015) obtiveram os extratos
aquoso, acetbnico e metandlico de P. neochilus

utilizando inimeros métodos de extracédo (infusao,
decoccgédo, maceracdo, extragdo assistida por micro-
ondas e por ultrassom e com fluidos no estado
supercritico). Foram utilizados para controle
positivo  (vancomicina, anfotericina B e
norfloxacina) e controle negativo (DMSOQ). Todos
os extratos foram testados quanto a atividade
antimicrobiana em face das bactérias Gram-
positivo (Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis Bacillus
subtilis e Mycobacterium smegmatis) e Gram-
negativo (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli). O extrato
acetonico de P. neochilus obtido pela técnica de
ultrassom demonstrou atividade contra as cinco
bactérias Gram-positivo testadas (5-24 mm de zona
de inibig&o no teste de difusdo), diferentemente dos
resultados encontrados no presente estudo.
Resultados similares aos encontrados nesta
pesquisa foram verificados por Eller et al. (2015);
como controle negativo foram utilizados discos
estéreis impregnados com alcool etilico a 70%, e
no controle positivo, foi utilizado o disco de
amicacina (10 pg) da Cecon®. Foi observada
auséncia de atividade dos extratos brutos de favela,
fedegoso e quixaba diante das cepas padrdo de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 27853, testados pelo método de difusdo em
disco.

Nunes et al. (2016) avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato etanolico da casca da
espécie Cnidoscolus quercifolius pelo método de
difusdo em agar por meio de pogo. Como controle
positivo, foram utilizados 20 pL/mg de
ciprofloxacina e gentamicina e 20 uL de DMSO
0,1%, usado como controle negativo. Os
resultados demonstraram que n&o houve atividade
antimicrobiana diante das espécies bacterianas E.
faecales, S. pneumoniae e S. aureus.

Pesquisas realizadas com Cnidoscolus
quercifolius comprovaram atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria em
camundongos. Ferreira et al. (2013), utilizando a
pomada fitoterdpica contendo extratos de
Plectranthus neochilus e Cnidoscolus quercifolius
em gatas submetidas a
ovariossalpingohisterectomia, constataram o efeito
anti-inflamatério, diminuicdo da dor e melhor
cicatrizacdo, levando em consideracdo 0s
parametros avaliados nesse experimento. Embora
nenhum desses efeitos tenha sido avaliado no
presente experimento, salienta-se a importancia da
aplicabilidade desses extratos em outras situagoes.

Ribeiro et al. (2017) avaliou o efeito
antioxidante e antibacteriano do 6leo da semente de
faveleira obtido por prensagem a frio e verificaram
gue tem potencial antioxidante. No entanto, as
amostras nédo apresentaram atividade
antibacteriana em suas fragdes metandlicas e apolar
de acordo com National Committee for Clinical
Laboratory Santards. As culturas foram cultivadas
em agar Muller-Hinton por 24h a 35°C, seguido de
suspensdo em solugdo salina estéril (0,5 da escala
de McFarland, 108 UFC/mL). As suspensdes foram
espalhadas na superficie das placas de agar Muller-
Hinton e discos de 6 mm de diametro contendo 20
uL de extratos estéreis. Foi utilizado para controle
positivo amoxilina e penicilina e controle negativo
solventes usados na extracdo. Nove estirpes
bacterianas foram usadas, quatro bactérias (Gram-
positivo) (Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Listeria monocytogenes ATCC 15313, Bacillus
cereus ATCC 11778 e Enterococcus faecalis
ATCC 29212) e cinco bactérias (Gram-negativo)
(Pseudomonas  aeruginosa ATCC 27853,
Enterobacter cloacae ATCC13047, Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhimurium ATCC
14028, Enterobacter aerogenes ATCC 13048),
corroborando o resultado desta pesquisa.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos, pode-
se concluir que ndo houve atividade antimicrobiana
in vitro dos extratos etandlicos de Plectranthus

neochilus (Boldo gamba) e Cnidoscolus
quercifolius (Favela) diante das cepas padrdo de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 nas diferentes metodologias
aplicadas. Contudo, este estudo ressalta a
importdncia  de  pesquisas de  agentes
antimicrobianos naturais, contribuindo para o uso
racional das plantas como terapéutica auxiliar nas
infecgdes.
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