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RESUMO

No Brasil, temos uma das maiores floras do mundo, apesar do grande assolamento que se
enfrenta nos dias atuais, consegue-se obter varios tipos de plantas, que possuem inimeras
substancias. Varronia globosa é uma espécie que se desenvolve em diversas areas tropicais
e subtropicais, incluindo o Nordeste brasileiro, bem como no agreste paraibano, onde é
popularmente conhecida como Maria-preta. E utilizada na forma de decocto ou infuso para
célicas menstruais e indigestdo. O presente trabalho tem como objetivo testar a atividade
antibacteriana da fase cloroformica (FC) das folhas de V. globosa em espécies de
Pseudomonas aerginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A metodologia
utilizada foi a usual em fitoquimica, primeiramente secou-se a planta em estufa para
obtencdo do po, e utilizou-se a tecnica de maceracdo em solucéo etanolica, que foi rota-
evaporada para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB). O extrato bruto foi submetido a
particdo com solventes de polaridades diferentes para obtencédo da fase cloroférmica (FC).
Para os testes microbiologicos foram utilizados microplacas e em cada orificio foi
colocado o in6culo mais a solucdo com a fase cloroféormica do extrato. Os resultados
obtidos demonstraram que na leitura de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a fase
cloroférmica teve atividade sobre Escherichia coli, pois foi possivel observar um halo de
inibi¢do nos pogos com 1000 pg ¢ 500 pg, o oposto ocorreu para Pseudomonas aerginosa
e Staphylococcus aureus, pois ndo houve a presenca do halo na leitura para nenhuma dose.
Assim conclui-se que através dos testes antibacterianos pode-se comprovar que a fase
cloroférmica de V. globosa mostrou atividade bioldgica. No entanto apenas as maiores
concentragdes de 1000ug/mL e 500pg/mL mostrou-se eficaz para a inibicdo das cepas
Escherichia coli, o que ndo foi observado para P. aeruginosa e S. aureus. Dessa forma a
fase cloroformica das folhas de V. globosa, causa inibi¢do das cepas de Escherichia coli,
tornando relevante a continuidade das pesquisas com esta espécie.
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF THE CHLOROFORMIC PHASE (FC)
OF THE LEAVES OF Varronia globosa (BORAGINACEAE)

ABSTRACT

In Brazil, we have one of the largest floras in the world, despite the great desolation that
faces today, we can get various types of plants, which have numerous substances. Varronia
globosa is a species that develops in several tropical and subtropical areas, including the
Northeast of Brazil, as well as in the agreste of Paraiba, where it is popularly known as
Mary-Black. It is used in the form of decoction or infusion for menstrual cramps and
indigestion. The present work aims to test the antibacterial activity of the chloroform phase
(FC) of the leaves of V. globosa in species of Pseudomonas aerginosa, Staphylococcus
aureus and Escherichia coli. The methodology used was the usual one in phytochemistry,
first the plant was dried in an oven to obtain the powder, and the maceration technique was
used in ethanol solution, which was rotoevaporated to obtain the crude ethanolic extract
(BSE). The crude extract was partitioned with solvents of different polarities to obtain
chloroform (FC) phase. For the microbiological tests microplates were used and in each
orifice the inoculum plus the solution with the chloroform phase of the extract was placed.
The results showed that in the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) reading, the
chloroform phase had activity on Escherichia coli, since it was possible to observe an
inhibition halo in the wells with 1000pg and 500ug, the opposite occurred for
Pseudomonas aerginosa and Staphylococcus aureus, since there was no presence of the
halo in the reading at any dose. Thus, it was concluded that antibacterial tests showed that
the chloroform phase of V. globosa showed biological activity. However, only the highest
concentrations of 1000ug / mL and 500ug / mL proved to be effective for the inhibition of
Escherichia coli strains, which was not observed for P. aeruginosa and S. aureus. Thus the
chloroform phase of the leaves of V. globosa causes inhibition of Escherichia coli strains,
making relevant the continuity of the research with this species.

Keywords: Mary Black. Maceration. Antibacterial activity.

1. INTRODUCAO

O uso de plantas no intuito medicinal € bem vasto, visto que se pode utilizar desta,
de varias formas, desde um infuso, ou 0 ato de mascar, até na medicina das crencas que
usa-se para “benzer” os maus das pessoa. Ainda hoje em muitos lugares, ha a venda de
plantas sem nenhum trato farmacéutico a venda em feiras livres, ndo podendo assim evitar
problemas com toxicidade ou até mesmo interacbes com uso concomitante de
medicamentos industrializados (MACIEL, 2002).

No Brasil, temos uma das maiores floras do mundo, apesar do grande assolamento
que se enfrenta nos dias atuais, consegue-se obter varios tipos de plantas, que possuem
inimeras substancias como flavonoides, taninos, 6leos essenciais, entre outros. Neste
contexto, a flora ndo s6 Brasileira, mas de todo o mundo é uma fonte quase que inesgotavel
de material para pesquisa (CORADIN, 2011).

A quimica de produtos naturais sempre foi uma das areas que lideraram o
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desenvolvimento de medicamentos no Brasil, e tem alcangado importantes avangos com a
implantacdo de tecnologias para elucidagdo estrutural como: Ressonancia Magnética
Nuclear, Espectroscopia de Massa, Infravermelho, entre outros (FERREIRA et al., 2010).
Houve um aumento do uso de produtos naturais, decorrente de informacdes de estudos
desenvolvidos por institutos universitarios salientando o uso quase sempre eficaz de
plantas e seus derivados, como infusbes, decoctos, pois seus metabdlitos regulam a
producdo de varias proteinas e citocinas produzidas fisiologicamente pelos seres humanos.
Considerando esse crescimento, nasce assim a necessidade da populacdo académica para a
pesquisa dessas plantas e pelos seus efeitos, tornando o uso de plantas para uso terapéutico
mais seguro e mais bem utilizado pela populagédo (SOUZA, 2005).

A familia Boraginaceae possui varias espécies, no Brasil ocorrem nove géneros e
cerca de 130 espécies, sendo Varronia e Tournefortia os géneros que mais ocorrem. V.
globosa é uma de suas espécies, e com certeza um bem natural que ainda precisa de
pesquisas de seus fitocomponentes por aquelas pessoas que sdo ou estdo se tornando
capacitadas para ajudar a catalogar as moléculas e, consequentemente, as agdes
farmacoldgicas desta planta. Tendo em vista que temos que nos certificar do que usamos
para nossa saude, € indispensavel estudos e testes para elucidar questdes ndo esclarecidas
bem como descobrir novas substancias, que € o que se procura fazer neste estudo (VIERA,
2013).

A Caatinga ocupa uma area de 734.478 km?, e é o Unico bioma exclusivamente
brasileiro, onde pode-se encontrar uma gama de oportunidade de estudos com plantas por
possuir vasta flora (MIRANDA et al., 2007). Dentre estas se encontra a V. globosa, que é
uma planta que possui caracteristicas botanicas identificadas. Possui arbusto ramificado,
com folhas simples, alternas, inteiras, peciolo cilindrico, piloso, lamina eliptica a oval-
eliptica, discolor e pubescente em ambas as faces, base e apice agudos, margem serreada.
Possui inflorescéncias terminais em capitulos globosos; peddnculo cilindrico, pubescente;
calice subcampanulado, foliaceo, levemente zigomorfo, pubescente; sépalas soldadas;
corola glabra, campanulada, pentamera; 5-estames, epipétalos, filete cilindrico; anteras
dorsifixas, bitecas, rimosas; ovario supero, glabro, ovoide, bicarpelar, bilocular; disco
proeminente na base; estilete terminal, delgado, bifurcado, dois estigmas bifidos. Fruto
drupéceo, arredondado (ABRANTES, 2004).

Nas Gltimas décadas, dentre as atividades farmacoldgicas, a antimicrobiana vem
sendo exaustivamente estudada, devido ao agravamento da resisténcia a antimicrobianos
em populacdes bacterianas, principalmente de origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2006).
Devido ao aumento progressivo da resisténcia, a busca de novos agentes antibacterianos
derivados de produtos naturais de plantas poderia ser uma alternativa, por terem uma
diversidade molecular muito superior aquelas derivadas de produtos sintéticos (NOVAIS et
al., 2003). Nos ultimos anos, muitas plantas tém sido avaliadas ndo somente pela atividade
antibacteriana, mas também como agente modificador de resisténcia antibidtica
(GIBBONS, 2004).

Na literatura pode-se observar que esta espécie possui atividades com, por exemplo,
cicatrizante, anti-inflamatorio, diurético e no tratamento de infec¢bes urinarias, entre
outras. A decoccdo e/ou infusdo popularmente utilizada, possui efeitos contra cdlicas
menstruais e indigestdo (AGRA, 2004). Em alguns estudos foram encontrados algumas
substancias quimicas em alguns d4leos de V. globosa, tais como o0s compostos
biciclogermacreno (22,7 % -13,1 %) e B - cariofileno (11,9 % -11,6 %) (MENEZES et al.,
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2004).

Estudos farmacoldgicos feitos com uma tintura a 50% no Departamento de Military
Medical Research e no Hospital Militar Central Dr. Luis Diaz Soto mostraram efeitos
hemostaticos e hipoglicemiantes, como também sua acio antibacteriana (MARTIN et al,
2011).

A descoberta e a introducdo de agentes antimicrobianos na clinica médica sdo
consideradas um dos maiores avancos da medicina no século 20 que revolucionou o
tratamento de infec¢des bacterianas. No entanto, o surgimento progressivo de bactérias
patogénicas resistentes aos antimicrobianos, resultado da utilizagdo as vezes incorreta e
sem muito controle, tornou-se uma preocupacado de carater global (CANTAS et al., 2013).

Tem sido reportado também o surgimento de linhagens bacterianas resistentes aos
antimicrobianos; resultado inevitavel e caracteristico da evolu¢do microbiana, ou seja, uma
propriedade natural das bactérias cujos mecanismos bioquimicos de resisténcia séo
variados (SIMOES; BENNETT; ROSA, 2009).

O continuo desenvolvimento da resisténcia bacteriana, principalmente entre
patogenos potencialmente perigosos, reforca a necessidade da busca de novas substancias
isoladas ou presentes em extratos oriundos de plantas que possam apresentar atividade
antimicrobiana. Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a atividade
antibacteriana da fase cloroférmica das folhas de V. globosa, visando contribuir para a
caracterizacdo farmacologica da espécie, confirmando e/ou ampliando as informacdes ja
relatadas na literatura.

2. MATERIAIS E METODOS

Para iniciar o trabalho foi realizada uma reviséo de literatura no Scifinder Scholar e
no site cientifico Science direct, em Revistas Cientificas, nos Anais de Congressos, no
Chemical Abstracts, Biological Abstracts, atraves do NAPRALERT (Banco de dados sobre
plantas do ponto de vista quimico e bioldgico), além de pesquisas no Portal da CAPES e
em outras fontes disponiveis na Internet, com a finalidade de detectar outras pesquisas
sobre a espécie em estudo.

A planta V. globosa, cujo nome popular é “Maria Preta”, pertence a familia
Boraginaceae, e foi coletada na zona rural no municipio de Puxinand — PB (S 07°087998’
min / W 035° 587638’), no dia 31.05.2013. O material vegetal foi processado no municipio
de Campina Grande-PB, no Laboratério de Fitoquimica na Universidade Estadual da
Paraiba.

O material botanico coletado foi submetido a secagem em estufa com circulacdo de
ar, com temperatura de 40°C, por aproximadamente duas semanas. Apds a secagem
completa das folhas da espécie estudada, o material botanico foi triturado em moinho de
facas até obtencdo de um po fino. Foi realizada a maceracdo em etanol do pé obtido.
Utilizando um rota-evaporador a 50°C, foi feito a evaporacdo do solvente da solucédo
extrativa para obtencdo do Extrato Etandlico Bruto (EEB).

Através do processo de particdo do EEB com solventes de polaridades diferentes,
foi obtida a fase cloroférmica de V. globosa, a qual foi pesada e acondicionada em
recipiente sob refrigeracdo para posterior ensaio biolégico. Com a fase cloroformica de V.
globosa, realizou-se os testes antibacterianos com indculos das cepas de Staphylococcus
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aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Antes de serem utilizadas nos ensaios, as culturas bacterianas de isolados clinicos
ou ATCC, foram reativadas. Para isso, tornou-se necessario repica-las em Caldo Casoy e
incubé-las por 24h a 35°C +2°C; e ap0s a incubacio repica-las para Agar Casoy inclinado e
incubéa-las por mais 24h a 35°C +2°C.

Para a distribuicdo do meio de cultura foram utilizadas microplacas estéreis de 96
orificios com fundo em forma de “U”, providas de tampa, colocando 100 uL de caldo
Mueller-Hinton da coluna 1 até a coluna 12 para posterior dispersdo dos in6culos da fase
CHCls.

Para o preparo da diluicdo dos extratos, a principio a fase CHCI; foi diluida em tubo
estéril, de forma a obter uma concentracdo de 2000 pg/mL, pesou 0,02 g do material em
analise, entdo foi solubilizado em 500 uL de DMSO e foi acrescentado 9,5 mL de solucédo
salina estéril.

Para a distribuicdo dos extratos nas placas de dilui¢do, colocou-se 100 uL da fase
CHCI; diluida na concentragdo de 2000 pg/mL na primeira coluna da placa; a linha H,
serviu somente o controle do DMSO; com o auxilio de uma pipeta multicanal, realizou-se
as diluicOes seriadas. Foi retirado 100 puL da coluna 1 e transferido para a coluna 2;
homogeneizou, enchendo e esvaziando as ponteiras; retirou-se 100 uL da coluna 2 e
transferiu para a coluna 3, homogeneizou novamente; retirou 100 uL da coluna 3 e
transferiu para a 4 e assim sucessivamente até a coluna 11 de onde foram descartados 100
ul.

O indculo foi preparado de acordo com a escala 0,5 de McFarland, para isso pode-
se utilizar a comparacao visual com um tubo de referéncia ou o espectrofotémetro. Com o
auxilio de uma alca, retirou-se uma pequena aliquota da cultura bacteriana, obtida e passou
para um tubo contendo 3 mL de salina estéril (NaCl 0,85%), homogeneizou-se em vortex
por 15 segundos e a leitura foi executada em espectrofotometro a 625 nm (0,08 a 0,1 de
Absorbancia ou 79,4% a 83,2% de Transmitancia), usando solucdo salina como branco.

A distribuicdo do meio de cultura nas placas de microdiluicdo foi feita utilizando-se
microplacas estéreis de 96 orificios com fundo em forma de “U”, providas de tampa,
colocou-se 100 uL de caldo MH da coluna 1 até a coluna 12.

O preparo da diluicdo com a fase cloroformica das folhas de V. globosa foi
realizado com a diluicdo, em tubo esteril, de forma a obter uma concentracdo de 2000
ug/mL, pesou-se 0,02 g da fase CHCIs, que foi solubilizado em 500 pL de DMSO e foi
acrescentado 9,5 mL de solucéo salina estéril.

S80 necessarios controles para contaminagdo, controle do reagente e do
crescimento bacteriano. Para isto foram reservadas as linhas G e H e a coluna 12 para 0s
testes respectivos controles: Linha G: Controle da contaminacdo do meio de cultura e dos
extratos. Recebeu extrato e caldo MH. Linha H: Controle do DMSO (dimetil-sulféxido).
No primeiro orificio da linha H colocou-se 200 puL de uma solugdo de DMSO a 10% em
caldo MH, retirou-se 100 pL desse orificio e passa-se para o orificio seguinte,
homogeneizou-se e seguiu-se a sua diluicdo seriada até o Ultimo orificio, desprezando-se
100 pL ao final. Os orificios dessa linha deverdo receber um indculo. Coluna 12: Controle
do crescimento microbiano. N&o recebeu 0s extratos, mas recebeu meio de cultura e
indculo.

Para a inoculacdo foi colocado 5 uL de cada indculo, no caso as bactérias, nos

orificios, em duplicata. Assim, o indculo foi diluido chegando-se a concentracdo final
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desejada de 5x105 UFC/mL ou 5x104 UFC/orificio. Iniciou-se a inocula¢do a partir dos
orificios mais diluidos para os mais concentrados, ou seja, do 12 para o 1. Apos colocar 0s
indculos, as placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas completas. Para ocorrer o
possivel crescimento ou inibicdo das bactérias.

Para poder fazer a leitura da CIM, fez-se necessario o uso de um revelador. Uma
hora antes do término do periodo de incubacdo acrescentou-se, em cada orificio, 20 uL de
cloreto de trifeniltetrazolium (TTC) a 0,5%. As placas foram reincubadas a 35°C por
aproximadamente 30 min. A presenca de uma coloracdo vermelha é considerada prova de
crescimento microbiano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da leitura de Contracdo Minima Inibitoria (CIM), pode-se perceber que em
concentrages mais altas (1000ug/mL e 500ug/mL), a fase cloroférmica de Varronia
globosa mostrou atividade antibacteriana frente a E. coli com a percepcdo de halos no
fundo dos orificios onde foram inoculadas as amostras da bactéria junto com a prepara¢do
do material vegetal. As concentragdes que foram inoculadas em toda a placa variam de
1000 pg/mL e 0,98 pg/mL, a cada poco a concentracdo cai metade. Os testes
microbioldgicos ndo se mostraram eficazes para P. aeroginosa e S. aureus, em nenhuma
concentracdo, de acordo com a leitura dos pesquisadores presentes, portanto, ndo houve
inibicdo do crescimento bacteriano, mostrando assim que ndo houve atividade em nenhuma
concentracéo.

Na figura 1 observa-se que nas fileiras D, E e F houve inibicdo das cepas de
Escherichia coli em 1000 pg/mL e 500 ug/mL, sendo a CIM de 500 pg/mL.

Figura 1. Escherichia coli
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Fonte: Apolinario, 2016.
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Para Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus foi constatado que nao
houve inibicdo, pela técnica de microdiluicdo em placa, como exposto nas figuras 2 e 3.

Figura 2. Pseudomonas aeruginosa Figura 3. Staphylococcus aureus
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Fonte: Apolinario, 2016

4, CONCLUSOES

Através dos testes antimicrobianos pode-se perceber que a fase cloroférmica (FC)
de Varronia globosa mostrou atividade antibacteriana. No entanto, apenas as maiores
concentragdes (1000pug/mL e 500upg/mL) da fase cloroformica (FC) de V. globosa
mostraram-se eficazes para a inibicdo das cepas Escherichia coli enquanto que para P.
aeruginosa e S. aureus nas mesmas concentraces nao houve eficacia antibacteriana. Isto
mostra que nesta planta ha algumas substancias que € capaz de inibir o crescimento e/ou
proliferacdo da E. coli, nessas concentragcdes, mostrando a necessidade de continuacao de
mais protocolos de pesquisas de atividade antibacteriana para esclarecer e enriquecer 0s
achados que determinaram essa atividade, visto que o protocolo utilizado pode ser repetido
e modificado.
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