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ABSTRACT

Many of the plants found in the Brazilian savanna are used for the treatment of numerous diseases. These plants pre-
sent several peculiarities, such as the family Cecropiaceae. One of them, Cecropia pachystachya, known as embatiba,
features popular indications in the treatment of asthma, coughs, cardiovascular problems and diabetes. The present
study aimed to evaluate the phytochemical profile of ethanol extract of the stem of Cecropia pachystachya and the an-
timicrobial potential of stem extracts with 07 15, 30, and 45 days of maceration. According to the tests, the presence of
tannins and flavonoids in all extracts was confirmed. In the analysis, the ethanol extract of 7 and 45 days of maceration
presented halo of inhibition for Staphylococcus aureus. It was concluded that the stem of the Cecropia pachystachya
presented flavonoids and tannins, possibly the responsible of the antimicrobial effect in Staphylococcus aureus.

Keywords: Mirmecophyta, phytotherapy, Staphylococcus aureus, bioactive compounds, Cecropia pachystachya.

RESUMO:

Muitas das plantas encontradas na savana brasileira sdo utilizadas, pela populagdo, no tratamento de inimeras doen-
cas, apresentando muitas peculiaridades, por exemplo, plantas da familia Cecropiaceae. A Cecropia pachystachya,
conhecida popularmente por embatba, apresenta indicagdes populares no tratamento de asma, tosse, problemas car-
diovasculares e diabetes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil fitoquimico do extrato etandlico do
caule da Cecropia pachystachya e o potencial antimicrobiano do extrato do caule com 07, 15, 30 ¢ 45 dias de mace-
ragdo. De acordo com os testes, foi confirmada a presenca de taninos e flavonoides em todos os extratos. Na analise
antimicrobiana, os extratos etandlicos de 7 e 45 dias de maceracdo apresentaram halo de inibi¢do em relagdo a Staphy-
lococcus aureus. Dessa forma, o caule da Cecropia pachystachya apresentou um perfil farmacognéstico composto por
flavonoides e taninos, sendo possivelmente atribuido a esses o efeito antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus.

Palavras-Chave: mirmecdfita; fitoterapia; Staphylococus aureus; compostos bioativos, Cecropia pachystachya.
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INTRODUCAO

O Brasil abriga cerca de 10% das formas viventes
no planeta, portanto ¢ um dos paises de maior diversida-
de biolodgica (1). Apresenta seis tipos de biomas: Ama-
zOnia, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa, Pantanal e o
Cerrado (2).

O bioma Cerrado ¢ um complexo vegetacional
caracterizado pela savana tropical, com formagdes her-
baceas, florestais, arbustivas, arbéreas e campestres
(3). Entre elas pode ser citada a familia Cecropiaceae,
composta por 75 espécies, das quais destaca-se o género
Cecropia (4). As espécies desse género sao empregadas,
pela populagdo, no tratamento de tosse (5), asma e bron-
quite (6), pressao alta (7), diabetes (8), inflamagdes (9),
e como diuréticas e cardiotonicas (10).

Cecropia pachystachya ¢ uma planta mirmecdfita,
assim denominada por interagir com colonias de formi-
gas (11) que geralmente se abrigam em estruturas cha-
madas de domaceas (12). Possui folhas grandes e loba-
das (13), ¢ frutifera, fornecendo alimento para morcegos
e varias espécies de passaros.

Nas folhas desse vegetal foram identificados cons-
tituintes quimicos como flavonoides e taninos, aponta-
dos como compostos farmacognosticos responsaveis
pelo alto potencial antioxidante da planta (14), compro-
vado pelo método do caroteno (15).

Costa e cols. (2011), em um estudo farmacognosti-
co utilizando duas espécies de Cecropia, dentre elas C.
pachystachya, conseguiu identificar, no extrato aquoso
das folhas, cinco compostos fenélicos (acido clorogéni-
co, isoquercitrina, orientina, isoorientina e isovitexina),
dos quais os trés ultimos foram isolados (16). De acor-
do com Lucon Junior (2013), algumas destas moléculas
bioativas conferem atividade antimicrobiana a espécie,
como observado em experimento no qual, a partir de
uma concentrag¢do de 2,5 mg/mL de extrato da planta,
houve a inibi¢do da bactéria Staphylococcus aureus (27).

A resisténcia a antibioticos tem crescido e constitui
problema que alcanga a populagdo de maneira generali-
zada, chamando a atencdo de profissionais de distintas
areas, e gera grande nimero de mortalidade por infec-
¢oes, maior dispéndio no tratamento ¢ desafio ao manejo
clinico (17). A utilizagdo equivocada de medicamentos
com agdo antimicrobiana ¢ apontada como uma das
causas mais importantes para o aparecimento de micror-
ganismos resistentes (18), que s@o aqueles capazes de
crescer junto a um ou mais antimicrobianos que possi-
velmente impediriam seu crescimento (19).

O uso de extratos obtidos a partir de plantas me-
dicinais destinados ao combate a microrganismos pato-
génicos pode ser uma alternativa importante, haja vista
a dificuldade que as bactérias possuem em tornar-se re-
sistentes aos extratos, porquanto estes sdo constituidos
de misturas complexas que atrapalham a adaptagdo do
microrganismo (20). Logo, a presente pesquisa avaliou a
possivel atividade antimicrobiana de extratos etanolicos
do caule da Cecropia pachystachya, obtidos apds 7, 15,
30 e 45 dias de maceragdo, nas bactérias de interesse
médico Staphylococcus aureus, Salmonella typhimu-
rium e Escherichia coli, bem como avaliou o perfil far-
macogndsticos do extrato da planta.

MATERIAL E METODOS

Droga vegetal. Foi utilizado o caule da Cecropia
pachystachya colhido no Cerrado (Figura 1), nos arre-
dores da rodovia GO-547, perimetro de Santo Antonio
do Descoberto, Goids, latitude 15°51°18.4”’S e longi-
tude 48°19°32.2”W. A planta foi devidamente identifi-
cada pelo bidlogo José Ribamar de Souza Nogueira e
uma exsicata foi depositada no Herbario da Faculdade
Anhanguera de Brasilia (voucher n® 27.1002). A amostra
utilizada na obtencdo do extrato apds 15, 30 e 45 dias
foi coletada em estagdo chuvosa no més de fevereiro de
2015 e a amostra obtida para extragdo do extrato de 7
dias foi coletada na estagdo seca, no més de julho de
2015, de forma ser possivel analisar as possiveis altera-
¢des em compostos secundarios devido as caracteristicas
climaticas de cada época de colheita. Colhida a droga
vegetal, esta foi submetida a desidratacdo em estufa pelo
periodo de 24 horas, sob temperatura de 35°C + 2°C.

Extrato Etanélico. A obtencdo dos extratos de 7,
15, 30 e 45 dias seguiu a metodologia de Nascimento
(2012) (21), com adaptagdes. Uma amostra de 40 g do
caule triturado foi diluido em 450 mL de alcool etilico
absoluto (99,5%), deixando em maceragao por 7, 15, 30
e 45 dias e sob agitacdo diaria durante 30 minutos com
agitador magnético. O recipiente foi revestido com papel
aluminio, protegendo a amostra da luz visivel. No decor-
rer do processo de extragdo, os extratos foram acondi-
cionados sob temperatura de 2 a 8° C para conservagao.

Decorridos 7, 15, 30 e 45 dias de maceragdo, os
extratos foram filtrados e submetidos a rotacvaporador
(Fisatom, modelo 801), com rotagdo de 40 rpm, na tem-
peratura de 92-96° C, retirando-se o solvente com con-
sequente concentragio do extrato.

O rendimento dos extratos foi obtido pela razdo
entre o0 peso em gramas do extrato e 0 peso em gramas
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da droga vegetal, multiplicando-se o valor final por 100
(22).

Prospecciio farmacognostica qualitativa. Os ex-
tratos foram submetidos a analise fitoquimica qualitativa
em duplicata de acordo com a metodologia adaptada de
Costa (2002) (23) e Simdes e cols. (2010) (24), por meio
da adi¢ao de reagentes especificos que desencadearam
alteragdes de cor e formacdo de precipitados, na busca
de possivel presenca de alcaloides, flavonoides, terpe-
nos, glicosideos, taninos, antraquinonas e saponinas.

A

Figura 1. Cecropia pachystachya. (A) Planta no seu habitat natural,
nos arredores da rodovia GO-547, perimetro de Santo Antdonio do Des-
coberto, Goias; (B) detalhe das folhas e das inflorescéncia.

Potencial antimicrobiano. A avaliacdo da ativida-
de antibacteriana foi realizada em duplicata por testes in
vitro. Foram utilizadas as cepas liofilizadas padrao (4me-
rican Type Culture Colletion) de Staphylococcus aureus,
ATCC 25923 (LABORCLIN), Salmonella typhimurium
ATCC 123912 (LABORCLIN) e Escherichia coli ATCC
35218 (LABORCLIN). Em um primeiro momento, foi
preparada a cepa concentrada de cada uma das bactérias
utilizadas. Para revitalizagdo das cepas foi utilizado cal-
do de Brain Heart Infusion (BHI). Foram pesados 2,2 g
do p6 de BHI e dissolvidos em 60 mL de agua destilada
esterilizada, homogeneizando a solu¢do com auxilio de
agitador magnético. Em cada um dos frascos contendo
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a respectiva cepa bacteriana liofilizada foi adicionado 1
mL do caldo de BHI. Os frascos foram homogeneizados
e 50 uL da solugdo foram transferidos separadamente
para 3 tubos de ensaio com tampa rosqueavel contendo
5 mL da solugdo de BHI. Nova homogeneizagao foi rea-
lizada manualmente. Apos, 100 uL da solugédo bacteria-
na foram pipetados separadamente em outros 3 tubos de
ensaio com tampa rosqueavel contendo 5 mL de caldo
BHI, levando-se para a estufa bacteriologica (Quimis,
Q-316B3) a 35°C + 2°C, por 24 horas. Apds o periodo
de incubagao, foi obtida a cepa concentrada.

A partir das cepas concentradas foram preparadas
as cepas de trabalho. A cepa concentrada foi diluida até
turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala McFarland,
que corresponde a 1,5x10® UFC/mL. A técnica, adaptada
de Bauer ¢ cols. (1966) (25), foi utilizada, esterilizando-
-se, por autoclavagdo, 5 tubos contendo 9 mL de solugdo
salina 0,9%. Nesses tubos, 100 pL de cada cepa concen-
trada foram pipetados separadamente. Em espectrofoto-
metro (Quimis, Q-108 DP), com absorbancia ajustada
em 625 nm, foi feita a leitura dos tubos, cuja absorbancia
estabilizou-se entre 0,08 ¢ 0,1 nm, o que equivale a con-
centracao da cepa contida no tubo 0,5 da escala McFar-
land, obtendo-se a cepa de trabalho.

Da cepa de trabalho, 100 pL foram pipetados em
placas de Petri com o meio de cultura agar Mueller-Hin-
ton (Biomerieux, lote 1408110706). Pela técnica de es-
gotamento, com auxilio de Swab estéril (LaborSwab —
lote 020806A), cada cultura foi estriada uniformemente
por toda superficie de sua respectiva placa. Em seguida,
pogos de 6 mm foram perfurados no meio de cultura uti-
lizando-se pipetas estéreis, nos quais pipetou-se 100 pL
das dilui¢des do extrato que foram realizadas com agua
destilada nas proporg¢des 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048 e 1:4096. To-
dos os testes foram realizados em duplicata. Concluida a
pipetagem dos extratos nos po¢os, as placas foram man-
tidaas em estufa bacterioldgica (Quimis) a 35°C + 2°C,
por um periodo de 24 horas, de acordo com metodologia
de Nascimento e cols. (2000) (26). Por meio de paqui-
metro manual foram medidos os halos formados logo
apos o periodo de 24 horas.

Amoxicilina 10 pg (LABORCLIN, lote: 30125053)
foi utilizada como controle positivo do experimento por
ter apresentado melhores resultados em teste prévio de
sensibilidade antimicrobiana em cada cepa. Como con-
trole negativo utilizou-se agua destilada esterilizada.




RESULTADOS E DISCUSSAQ

Rendimento dos extratos. A Tabela 1 mostra o
rendimento dos extratos obtidos por diferentes periodos
de maceragdo

Tabela 1. Rendimento dos extratos etandlicos do caule
de Cecropia pachystachya.

Extrato por tempo de maceragao Rendimento (%)

7 dias 13,5
15 dias 12,3
30 dias 11,8
45 dias 11,2

Em seus experimentos, Lucon Junior (2013) com-
parou os rendimentos de extrato a base de acetona e dgua
(7:3) com extrato a base de etanol absoluto das folhas
de Cecropia pachystachya, concluindo que os extratos a
base de etanol apresentavam maior rendimento de massa
extrativa, assim como menor custo e baixa toxicidade
(27).

Silva e cols. (2017), em experimentos com folhas
de Croton urucurana Baillon, obtiveram rendimento
de 14% utilizando o solvente etanol, resultado superior
quando comparado ao extrato aquoso da planta, que che-
gou a 10%, confirmando, em outras espécies de plantas,
que o solvente etanol ¢ eficiente em relagdo ao rendi-
mento da extracao (28).

Alves e cols. (2017), na extrac¢do utilizando folhas
de Morus alba L., registraram rendimento de 11,5%
quando utilizaram etanol como solvente e 22,5% quando
utilizaram solu¢@o hidroalcodlica, demonstrando tam-
bém a efetividade do solvente hidroalcoolico em proces-
sos extrativos (29).

Analise farmacognostica qualitativa. Finaliza-
da a analise, foi confirmada a presenca de flavonoides
e taninos, porém, saponinas, terpenos, antraquinonas,
glicosideos e alcaloides ndo foram detectados nos ex-
tratos. Os resultados corroboram os estudos realizados
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por Silva e cols (2013), que demonstraram a presenca de
flavonoides e taninos em Cecropia pachystachya (30).
Experimentos conduzidos por Costa e cols. (2011) apon-
taram que o extrato aquoso das folhas da espécie anali-
sada continham os flavonoides isoquercitrina, orientina,
isoorientina e isovitexina, como também acido clorogé-
nico (16). Nos testes quantitativos por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector de matriz foto-
diodo (CLAE-DAD), isoorientina foi identificada como
a molécula de maior abundancia em C. pachystachya.
Souza e cols. (2014) constataram que o extrato etandlico
obtido da casca de C. pachystachya continha catequinas,
taninos, leucoantocianidinas, xantonas, auronas, chalco-
nas, flavonas, flavonois ¢ flavanonois (31). Esses mes-
mos autores identificaram, em uma fragdo metanolica do
extrato etanolico, taninos pirogalicos e flavononas.

Conforme Zuanazzi e cols. (2010), o emprego de
plantas que possuem flavonoides visando o tratamento
de doencas ¢ amplo e ainda empirico em muitas oca-
sides. Citam que determinados medicamentos produzi-
dos a base de flavonoides sdo empregados no tratamento
de disttrbios circulatdrios, hipertensao, e também como
cofator da vitamina C (32). De acordo com os autores,
determinados flavonoides desencadeiam agdo antitumo-
ral a atuam como antivirais, anti-hemorragicos, hormo-
nais, anti-inflamatdrios, antioxidantes e antimicrobia-
nos.

O efeito antimicrobiano dos flavonoides tem sido
atribuido as flavonas, chalconas e a quercetina (33, 34);
e flavonas e chalconas foram detectadas em C. pachys-
tachya.

Varios estados patologicos como diarreia, hiper-
tensdo arterial, inflamagdes, disturbios renais, ulceras
gastricas, gastrite, nduseas e azia, reumatismo, feridas e
queimaduras sao tratados na medicina tradicional utili-
zando-se plantas taniferas (35-37). A atividade inibitéria
de fungos e bactérias por taninos foi apresentada ao meio
cientifico, dentre outros, por meio de estudos realizados
por Scalbert (1991) (38) e Waage ¢ cols. (1984) (39).

Em toda literatura consultada ndo houve registros
sobre a presenca de saponinas, antraquinonas, alcaloi-
des, terpenos e glicosideos na espécie estudada, igual-
mente aos resultados encontrados nesta pesquisa.




Tabela 2. Dilui¢des do extrato etanolico de 7 dias e de
45 dias de maceracdo da Cecropia pachystachya apre-
sentando concentragcdes (mg/plL) e zona de inibigdo
(mm) referente a Staphylococcus aureus.

Extrato de 7 dias

Titulo das

mg/100pL halo (mm)

diluicoes
1:1 108 24,1
1:2 54 23,6
1:4 27 23,3
1:8 13,5 20,2
1:16 6,8 20,7
1:32 3,4 17,8
1:64 1,7 16,6
1:128 0,8 15,2
1:256 0,4 13,4
1:512 0,2 12,9
1:1024 0,1 9,8
1:2048 5 x 102 -
1:4096 2,3 x 10? -

Extrato de 45 dias

Titulo das
diluicoes

ilgil

halo (mm)

89 1,2 mm

De acordo com a Tabela 2, tanto os extratos subme-
tidos @ maceracdo por menor periodo (7 e 15 dias) como
os submetidos a macerag@o por maior periodo (30 e 45
dias) apresentaram perfil farmacognostico positivo para
flavonoides e taninos. Nao houve alteracdo na presenca
dos compostos extraidos a partir dos caules coletados
em ¢€época chuvosa e dos caules coletados em época de
estiagem; entretanto ndo ¢ descartada a possibilidade de
alteragdo na concentragdo dessas moléculas em razdo
das condigdes climaticas no momento da coleta. Testes
quantitativos podem ser utilizados para relacionar suas
concentragdes em extratos com tempo de maceracao dis-
tintos, assim como em épocas distintas da colheita da
amostra vegetal.

Analise antimicrobiana. As analises in vitro mos-

traram que os extratos obtidos em 7 e 45 dias de macera-
¢do apresentaram halo de inibi¢do em relagdo a Staphy-
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lococcus aureus (Tabela 2); entretanto, o halo referente
ao extrato de 45 dias de maceragdo ndo foi considerado
como indicativo de possivel atividade antimicrobia-
na. Os extratos obtidos em 15 e 30 dias de maceracao
ndo mostraram atividade antimicrobiana, porquanto
ndo houve formagao de halo de inibi¢do. Foi observa-
do, ainda, que nenhum dos extratos conseguiu inibir as
bactérias Escherichia coli e Salmonella. typhimurium. A
Tabela 3 mostra os halos de inibigdo dos controles utili-
zados nos experimentos.

Tabela 3. Zona de inibi¢do dos controles utilizados no
experimento.

microrganismo

amoxicilina | agua destilada

Staphylococcus aureus 23 mm -
Escherichia coli 20 mm -
Salmonella sp. 21 mm -

(-): auséncia de inibicdo.

De acordo com trabalho realizado por Lucon Junior
(2013), o extrato etandlico de Cecropia pachystachya
apresentou atividade bactericida, com concentragdo inibi-
toria minima (CIM) de 2,5 mg/mL, frente a cepa Staphy-
lococcus aureus isolada de mastite bovina, como também
acepa S. aureus ATCC 29231 (27). Souza e cols. (2014),
em estudo utilizando o extrato e as fra¢cdes metandlicas
de Cecropia pachystachya, constataram que os extratos
e fracdes, de forma isolada, ndo apresentaram agdo an-
timicrobiana em S. aureus; no entanto, em associa¢do a
aminoglicosideos, por método de microdilui¢ao, foi ob-
servado sinergismo do extrato com o antimicrobiano,
haja vista a redugdo da concentracdo inibitéria minima
desse ultimo (31). Taguri e cols. (2004) atribuiram aos ta-
ninos ¢ flavonoides a capacidade de melhorar a absor¢ao
de farmacos por bactérias, haja vista a habilidade daque-
les em alterar a parede celular ou até mesmo destruir a
membrana plasmatica deste tipo de microrganismo, favo-
recendo o sinergismo entre o antimicrobiano e o produto
natural (40). Paula (2010), pelo método de difusao em
disco, registrou a formagdo de halos de inibicao de 10
mm ¢ 12 mm mediante teste utilizando extrato metano6li-
co de Cecropia pachystachya em Staphylococcus aureus,
configurando atividade antimicrobiana (41). Pesquisas
conduzidas por Sousa ¢ cols. (2015) mostraram que o
extrato etandlico de Cecropia pachystachya apresentou
efeito inibitorio nas dilui¢des 1:1, 1:2 e 1:4, formando



halos de inibigdo de 16,1 mm, 13,4 mm e 13,8 mm, res-
pectivamente, frente a Staphylococcus aureus (42). No
mesmo estudo foi observado que o extrato aquoso da
planta inibiu Staphylococcus aureus na concentragao 1:1,
formando halo de inibi¢do de 9,0 mm.

Os extratos de plantas, por terem uma composi¢ao
molecular complexa, dificultam a formagao de mecanis-
mos de resisténcia por parte dos microrganismos como
bactérias de interesse médico (43). Dentre essas molé-
culas, a literatura cientifica cita os taninos e flavonoi-
des como responsaveis pela atividade antimicrobiana
de plantas (44). Os taninos, segundo Schofield e cols.
(2001), atuam em bactérias influenciando negativamen-
te seu crescimento por meio da interferéncia na fosfori-
lagdo oxidativa e pela inibi¢do de enzimas extracelula-
res, o que pode justificar sua a¢do antibacteriana (45).

Em relagdo aos flavonoides, estudos tem demons-
trado que algumas caracteristicas estruturais dessa clas-
se fitoquimica promovem maior inibigao das fungdes da
membrana celular de bactérias (46,47), e que flavonoi-
des hidroxilados no anel B sdo responsaveis pela inibi-
¢a0 de acidos nucleicos bacterianos, atestando atividade
antimicrobiana (48).

Levando-se em consideragdo a presenca dessas
duas classes farmacognosticas nos extratos testados, ha
possibilidade de que a atividade antimicrobiana da plan-
ta seja devida a estes compostos. Observando a Tabela
2, pode ser constatado que o extrato obtido apds 7 dias
de maceragdo conseguiu formar halos de inibigdo com
maiores diametros que o extrato de 45 dias de inibigdo.

Os metabolitos secundarios funcionam como me-
diadores quimicos entre as plantas e o meio ambiente,
0 que ocasiona alteragdes perceptiveis na sintese desses
metabolitos quando ha mudangas ambientais (49).

Um dos fatores de maior importancia em relagao
a coleta de plantas ¢ justamente a época, levando em
consideracdo que tanto a quantidade como o tipo de me-
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tabolitos ndo ¢ igual no decorrer do ano (50). Variagdes
sazonais que levam a altera¢des no contetido de consti-
tuintes fitoquimicos sdo citadas para praticamente todas
as classes de metabolitos, a exemplo, os flavonoides (51)
e taninos (52,53).

A disponibilidade hidrica ¢ um dos fatores que in-
fluenciam a quantidade de metabdlitos secundarios nas
plantas; entretanto, em relagdo a compostos fenolicos,
a literatura cientifica apresenta registros conflitantes,
dificultando a comparacdo objetiva entre a concentra-
¢do dessas substancias e a quantidade de 4gua da planta
(54,55). Entretanto, estudos apontam que a chuva pro-
longada pode desencadear perda de substancias hidros-
soluveis de folhas e raizes por lixiviagdo (56).

A seca, em alguns casos, interfere na concentragio
de metabolitos, mas, para isso, ha de se observar o grau
de estresse e o periodo em que ocorre, porquanto ha in-
dicios de que periodos curtos de seca levam ao aumento
do contetido de metabolitos, e periodos maiores parecem
reduzir o contetido de metabolitos (57).

Portanto, a diferenca entre os halos obtidos utilizan-
do-se o extrato de 7 dias e o extrato de 45 dias pode ser
devida a diferenca entre as épocas de coleta das amos-
tras vegetais, a disponibilidade hidrica, como também
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