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Resumo
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Introducao: A busca por substancias antimicrobianas é constante.
Os extratos de plantas sao a base da medicina popular ha séculos,
e o Stryphnodendron barbatimam, conhecido como barbatimao, é
bastante encontrado nas regioes secas do Brasil e utilizado com fins
medicinais. Objetivo: Avaliar o potencial antimicrobiano do extrato
etandlico da casca de Stryphnodendron barbatimam (Mart.) ante
25 microrganismos, entre bactérias, leveduras e culturas mistas
da cavidade oral. Material e métodos: Placas de 96 pocos foram
usadas para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM).
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Uma solucao estoque do extrato foi preparada com dimetilsulféxido
e agua (1:1), e as concentracoes, variando de 31,5 a 500 ug/mL,
foram diluidas em agua. Cem microlitros de extrato foram pipetados
nos pocos, juntamente com 10 mL de inéculo padronizado em 108
unidades formadoras de colonias/mL e 90 mL de meio de cultura.
Os testes foram realizados em triplicata. A CIM foi definida como
a menor concentracao que inibiu o crescimento de microrganismos.
Como revelador da reagao, 30 uL de resazurina a 0,02% foi pipetado,
e ap6s 2 horas de incubagao se constatou a presenca de células
viaveis pela alteracao na cor dos pocos. Subculturas dos pocgos
que nao apresentaram crescimento visivel foram replicadas em
placas de Petri contendo meio de cultura soélido. Apos 24 horas, o
potencial antimicrobiano foi observado. Resultados: O extrato de S.
barbatimam inibiu o desenvolvimento de todos os microrganismos
testados, com valores de CIM variando de 62 a 250 ug/mL. Conclusao:
Foi confirmado o potencial antimicrobiano do extrato etandlico de
S. barbatimam, o que justifica novos estudos sobre sua toxicidade,
para que testes subsequentes in vivo possam ser realizados.

Abstract

Introduction: The search for antimicrobial substances is constant.
Plant extracts have been the basis of popular medicine for centuries,
and Stryphnodendron barbatimam, known as barbatimao, is widely
found in the dry regions of Brazil and used for medicinal purposes.
Objective: The antimicrobial potential of the ethanolic extract from
the bark of Stryphnodendron barbatimam (Mart.) was evaluated
toward 25 microorganisms, among bacteria, yeasts, and mixed
cultures of oral cavity. Material and methods: 96-well plates were
used to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). A
stock solution of the extract was prepared with dimethyl sulfoxide
and water (1:1), and the concentrations, ranging from 31.5 to 500 ug/
mL, were diluted in water. One hundred microliters of extract were
pipetted into the wells along with 10 uL of standardized inoculum
in 10® colony forming units / mL and 90 pL of culture medium.
The tests were performed in triplicate. The MIC was defined as the
lowest concentration that inhibited the growth of microorganisms.
As the reaction developer, 30 uL of 0.02% resazurin was pipetted,
and after 2 hours of incubation it was observed whether viable cells
existed by changing the color of the wells. Subcultures from the
wells that did not show visible growth were replicated in Petri dishes
containing solid culture medium. After 24 hours, the antimicrobial
potential was observed. Results: The extract of S. barbatimam
inhibited the development of all tested microorganisms, with MIC
values ranging from 62 to 250 ug/mL. Conclusion: An antimicrobial
potential of the ethanolic extract of S. barbatimam was observed,
which justifies further studies on its toxicity, so that subsequent in
vivo tests can be performed.

Keywords:
barbatimao;
anti-infective agents;
biological products.
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Introducao

Os fitoterapicos sao medicamentos constituidos
de uma ou mais substancias extraidas de plantas
e empregados de diferentes formas para diversas
patologias [7]. Nos ultimos anos eles aparecem cada
vez mais como uma alternativa aos medicamentos
tradicionais, tanto na area da medicina como
também na odontologia [20].

Na odontologia os estudos utilizando substancias
advindas de plantas avangaram nos ultimos anos,
com o intuito de obter medicamentos com baixa
toxicidade e efeitos positivos para o tratamento
de doencas bucais ou até mesmo de doencas
sistémicas [21].

Uma das areas da odontologia para a qual ha
indicacao de antimicrobianos é a pratica clinica
endoddntica, em que o uso de uma medicacao
intracanal se torna necessario para potencializar
a desinfeccao do sistema de canais radiculares
(24, 32].

Stryphnodendron barbatimam (Mart.),
popularmente conhecida como barbatimao, é uma
planta rica em substancias medicinais facilmente
encontrada nas regioes secas do Brasil [16, 21].
Estudos demonstram que o extrato da casca
localizada no tronco da arvore € bastante eficiente
para tratamento anti-inflamatério, antimicrobiano e
analgésico, além de proteger a mucosa gastrica[1, 8,
10]. O extrato etanolico da casca do S. barbatimam
apresenta diversas substancias de interesse
clinico, como alcaloides, amido, flavonoides, proé-
antocianidinas, matérias resinosas, mucilaginosas,
corantes e saponinas, € essa planta possui um
diferencial, que € a alta concentracao de taninos,
substancia esta que € responsavel por varias das
suas propriedades medicinais [22, 27].

Taninos sao substancias fenodlicas antioxidantes
soluveis em agua formando complexos insoluveis
em intmeras outras substancias [27]. Eles sao
os principais responsaveis pelas propriedades do
barbatimao. Isso se explica por suas substancias,
que apresentam trés propriedades gerais: a
geracao de complexos com ions metalicos, a
atividade antioxidante e retencao de radicais livres
e a capacidade de formar complexos com outras
moléculas como polissacarideos e proteinas [19, 26].

Diversos autores demonstram atividade
antimicrobiana do barbatimao, com o intuito
de inibir o desenvolvimento de microrganismos.
A maior parte dos trabalhos que confirmam a
atividade antimicrobiana do barbatimao tem sido
realizada com extratos de cascas, folhas e raizes
(2, 4, 13, 22].

Em funcao do aumento crescente da resisténcia
bacteriana em relacao aos antibiéticos disponiveis no
mercado e com base nas atividades antimicrobianas
de extratos de plantas encontradas na literatura,
objetivou-se verificar a atividade antimicrobiana
do extrato etandlico da casca do tronco de S.
barbatimam ante diversos microrganismos de
interesse médico-odontolégico.

Material e métodos

Material vegetal

As cascas do tronco de S. barbatimam foram
coletadas em uma propriedade rural da regiao
agreste meridional de Pernambuco, Brasil (latitude
8°17°5”S e longitude 35°58’12”W). Elas foram secas
a 40°C em estufa com circulacao de ar (Quimis,
Diadema, SP, Brasil) por 48 horas, trituradas em
moinho de facas (New Lab, Piracicaba, SP, Brasil)
e estocadas a -20°C até o material ser utilizado.

Reagentes

Caldo triptona de soja (TSB) (Acumedia,
Lansing, MI, Estados Unidos), caldo Mueller-Hinton
(HIMEDIA, Mumbai, fndia), dimetilsulféxido (FMaia,
Cotia, SP, Brasil) e resazurina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, Estados Unidos).

Preparacdo do extrato

O extrato etandlico das cascas do tronco S.
barbatimam foi obtido por imersao repetida sob
agitacao em etanol P.A. a proporcao de 1:10 até o
esgotamento de substancias extraiveis pelo alcool
etilico. Para a concentracao do extrato, o etanol
foi removido do filtrado utilizando um evaporador
rotativo (Fisatom 804, Sao Paulo, SP, Brasil), a
40°C sob pressao reduzida.

Microrganismos

As cepas de microrganismos utilizadas foram
uma bactéria gram-positiva (Staphylococcus aureus
ATCC 25923) e trés gram-negativas (Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
29665 e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416);
seis leveduras — Candida albicans (URM 6547),
Candida krusei (URM 5840), Candida famata
(URM 7085), Candida tropicalis (URM 6947),
Candida guilliermondii (URM 5936) e Candida
parapsilosis (URM 6405) —; e 15 culturas mistas
de cavidade oral.
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As culturas mistas isoladas de cavidade oral
(pool de microrganismos) foram coletadas por meio
de esfregaco realizado com swabs esterilizados
nas regioes de lingua e assoalho de boca de 15
voluntarios. Os swabs foram dispensados em tubos
de ensaio contendo TSB e incubados a 37°C por
24 horas. Apds a incubacao, os indculos foram
pipetados em criotubos contendo 15% (v/v) de
glicerol, para que fossem mantidos em estoque
congelado.

Esta pesquisa teve aprovacao do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Centro
Universitario Tabosa de Almeida, sob o parecer
numero 1.912.672 (Certificado de Apresentacao de
Apreciacao Etica 63174116.7.0000.5203).

Determinacdao da concentracdo inibitéria minima

Para determinar a concentracao inibitéria
minima (CIM), foi realizado o método de
microdiluicao em caldo [5], utilizando para tal
placas de microtitulacao 96 pocos. As concentracoes
testadas do extrato variaram de 31,25 a 500 ug/mL.
As microplacas foram preparadas dispensando-se
em cada poco 100 uL de cada concentracao da
amostra, 90 uL de caldo Mueller-Hinton para as
bactérias e culturas mistas, ou caldo Sabouraud
para as leveduras, e 10 uL do inéculo padronizado
com turbidez de 0,5 conforme escala de McFarland.
Posteriormente, essas microplacas foram incubadas
a 37°C por 24 horas para as bactérias e culturas
mistas e a 30°C por 48 horas para as leveduras.
Apbs o periodo de incubacao, 30 pL de resazurina
em solucao aquosa na concentracao de 0,02% (p/v)
foi acrescida nos pocos, € as microplacas retornaram
para a estufa bacteriolégica a 30 ou 37°C por
mais 2 horas. A resazurina ¢ um indicador de
oxidorreducado empregado para revelar alteracao
de pH no meio determinado pelo crescimento do
microrganismo [18]. Os poc¢os que adquiriram
coloracgao rosada apontaram para a reagao quimica

de oxidorreducao da resazurina em resorfurina,
interpretada como presenca de células viaveis,
enquanto nos po¢os em que nao houve mudanca
na coloracao do corante se interpretou como
auséncia de células viaveis, sugerindo inibicao do
crescimento celular pelo extrato. A CIM foi definida
como a menor concentracao do extrato que inibe
o crescimento visivel de um organismo apés o
periodo de incubacgao [1].

Para determinacao do potencial antimicrobiano
do extrato, retiraram-se 10 uL dos pog¢os que,
ap6s a revelagdo com resazurina, apresentaram
a cor azul, e eles foram inoculados em placas de
Petri com meio de cultura soélido para identificar
se haveria ou nao crescimento de unidades
formadoras de coldnia nessas subculturas livres
de antimicrobiano, classificando a acao do extrato
ante aquele microrganismo em bactericida/fungicida
ou bacteriostatica/fungistatica.

Como controle positivo, foram utilizadas
ampicilina (25 mg/mL), para inibi¢cao do crescimento
de bactérias, e itraconazol (25 ug/mL), para inibicao
de crescimento de leveduras. Para a inibicao da
cultura mista da cavidade oral, usou-se digluconato
de clorexidina 2% (p/v).

Resultados

Foram realizados 25 testes utilizando o extrato
etanodlico de S. barbatimam ante quatro bactérias,
seis leveduras e 15 culturas mistas de cavidade
oral. Houve inibicdo do crescimento de todos os
microrganismos em concentragées que variaram
de 62,5 a 250 ug/mL. Todos os microrganismos
foram inibidos pelos antimicrobianos usados como
controle. Os valores encontrados de CIM, assim
como o potencial antimicrobiano do extrato diante
dos microrganismos testados, sao demonstrados
na Tabela I.
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Tabela I - Concentracdo inibitéria minima (CMI) e potencial antimicrobiano do extrato etandlico da casca de
Stryphnodendron barbatimam (Mart.) ante diferentes microrganismos
. . . . . CIM Potencial
Microrganismo Tipo de microrganismo (ng/mL) antimicrobiano
Staphylococcus aureus ATCC Bactéria G+ 250 Bacteriostatico
25923
Escherichia coli ATCC 25922 Bactéria G- 250 Bacteriostatico
Pseudomonas azglég inosa UFPEDA Bactéria G- 250 Bacteriostatico
Klebsiella pneumoniae ATCC Bactéria G- 250 Bacteriostatico
29665
Candida albicans URM 6547 Levedura 250 Fungistatico
Candida krusei URM 5840 Levedura 250 Fungistatico
Candida famata URM 7085 Levedura 250 Fungistatico
Candida tropicalis URM 6947 Levedura 250 Fungistatico
Candida guilliermondii URM 5936 Levedura 250 Fungistatico
Candida parapsilosis URM 6405 Levedura 250 Fungistatico
CO1 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO2 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO3 Cultura mista de cavidade oral 125 Bacteriostatico
CO4 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO5 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO6 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO7 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO8 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
cO9 Cultura mista de cavidade oral 125 Bacteriostatico
CO10 Cultura mista de cavidade oral 125 Bacteriostatico
CO11 Cultura mista de cavidade oral 62,5 Bacteriostatico
CO12 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO13 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO14 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico
CO15 Cultura mista de cavidade oral 250 Bacteriostatico

G+: gram-positiva; G-: gram-negativa; CO: cavidade oral

Discussao

Nos ultimos anos, empresas, pesquisadores de
diferentes areas e uma boa parcela da populacao
em geral vém demonstrando grande interesse no
uso de medicamentos fitoterapicos, como uma
forma alternativa para o tratamento de diversas
enfermidades, tanto pelo fato de apresentarem

menor risco de efeitos adversos como também por
na maioria das vezes terem custo mais acessivel
para os pacientes [4].

Entre as mais diversas plantas de interesse
médico-odontolégico, uma que se destaca por
suas propriedades terapéuticas € S. barbatimam
(Mart.), conhecida popularmente como barbatimao
[14]. Varios autores avaliaram as propriedades
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terapéuticas da espécie e identificaram atributos
antisséptico, anti-inflamatério, hemostatico,
antiedematogénico, antioxidante, antidiabético,
adstringente, anti-hipertensivo, analgésico,
cicatrizante e antimicrobiano, além de seu uso no
tratamento de varias infeccoes cutaneas [10, 12,
17, 25, 29].

Acredita-se que os efeitos medicinais do
barbatimao sao provenientes do elevado teor de
taninos em sua composicao quimica, podendo
atingir niveis de 20 a 50%. A Farmacopeia Brasileira
afirma que a quantidade minima de taninos para
utilizacdo medicinal € 8% [13], entretanto esses
niveis variam de acordo com a espécie, a localizacao
geografica e a parte da planta empregada no extrato
[17]. O extrato utilizado neste estudo foi oriundo
do agreste pernambucano, especificamente da zona
rural da cidade de Pesqueira.

Em um estudo realizado por Pinho et al. [22],
os extratos alcéolicos obtidos das folhas do S.
barbatimam continham metabdlitos secundarios
com potencial antimicrobiano e conseguiram
inibir o crescimento de S. aureus. Apesar disso,
nao foi detectada atividade desse extrato ante E.
coli, podendo esse fato estar relacionado a menor
susceptibilidade das bactérias gram-negativas a
extratos vegetais. Em geral, por causa da sua
membrana externa extraprotetora e de outras
caracteristicas particulares, as bactérias gram-
negativas sao consideravelmente mais resistentes aos
agentes antibacterianos do que as gram-positivas [3].
No entanto, neste estudo, nao houve diferenca entre
a CIM encontrada para a bactéria gram-positiva e
aquela para as gram-negativas (250 ug/mL).

No estudo de Souza et al. [29] foi avaliada a
atividade antisséptica de extrato seco das cascas
de barbatimao em relacdo a duas bactérias gram-
positivas € uma gram-negativa, sendo elas S.
aureus, Staphylococcus epidermidis e E. coli. A
pesquisa alcancou resultados positivos de inibicao
de crescimento. No presente estudo foi utilizado
o extrato etandlico da casca do barbatimao, e foi
observado potencial bacteriostatico para S. aureus
e E. coli.

Hasenack et al. [11] observaram que a
analise fitoquimica da casca de barbatimao
evidenciou a presenca de substancias que inibiram
o desenvolvimento de microrganismos. Essas
substancias foram os taninos condensados e
hidrolisaveis, grande quantidade de saponinas,
flavonoides, polissacarideos complexos e alcaloides.
Por meio dessas substancias, os autores conseguiram
um potencial bactericida do extrato alcodlico da
casca do barbatimao para sete cepas distintas
de S. aureus. Ao comparar tais dados com os do

presente estudo, que utilizou a mesma parte da
planta, foi visto potencial bacteriostatico para S.
aureus.

Estudo realizado por Ferreira et al. [9] constatou
presenca de atividade antimicrobiana de S.
barbatimam ante S. aureus. Nele foi avaliada a
inibicao de crescimento microbiano em oito cepas
de S. aureus expostas ao extrato etandlico de
barbatimao em diferentes concentracoes. O extrato
teve efeito bacteriostatico na CIM de 250 ug/mL,
assemelhando-se ao efeito bacteriostatico e a CIM
encontrados no presente trabalho.

Na investigacao de Soares et al. [28], foi
identificada atividade antibacteriana do extrato
etandlico do barbatiméao diante de bactérias da carie
dental. Os melhores resultados foram em relacao a
Streptococcus mitis e Lactobacillus casei (350 ug/
mL), enquanto nesta pesquisa foi identificada acao
bacteriostatica do extrato etandélico do barbatimao
diante de 15 culturas mistas da cavidade oral, com
concentracoes que variaram de 62,5 a 250 ug/mL.
Para a cavidade oral, uma solu¢ao com atividade
bacteriostatica torna-se bastante interessante, por
nao promover desequilibrio da sua microbiota.

Os valores de CIM obtidos neste estudo atendem
aos rigorosos critérios de potencial antimicrobiano
de produtos naturais adotados por alguns autores [6,
15, 31], que consideram concentragoes de até 1 mg/
mL para extratos ou de 0,1 mg/mL para compostos
isolados ao exibir atividades antimicrobianas.

Conclusao

Comprovou-se a atividade antimicrobiana
do extrato etanodlico da casca do tronco de S.
barbatimam ante bactérias, leveduras e culturas
mistas de cavidade oral. A atividade antimicrobiana
do extrato da casca dessa planta pode estar
relacionada aos metabdlitos secundarios derivados
da classe de taninos, que sao os principais
constituintes desse extrato vegetal. Mais trabalhos
sobre toxicidade serao realizados pelo grupo a fim
de que sejam desenvolvidos estudos in vivo com
solugoes fitoterapicas a base de barbatimao para
controle microbiano da cavidade oral.
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