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RESUMO

Por milénios, o Homem tem explorado a flora como recurso terapéutico. Muitas das
espécies medicinais utilizadas possuem fitoquimicos com potencial aplicacdo no controle
do crescimento microbiano. A resisténcia microbiana crescente representa um Sério risco a
Saude Coletiva, sendo necessario o desenvolvimento de projetos que visem a prospeccao
e/ou o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas. Na Caatinga da Regido do
Seridé do RN sdo encontradas as plantas medicinais Jatropha mollissima (Pohl) Baill
(Pinh&o-bravo), a Jatropha gossypiifolia L (Pinhdo-roxo) e Euphorbia tirucalli L (Aveloz),
pertencentes a Familia Euphorbiaceae, na qual estdo presentes fitoquimicos
antimicrobianos. O presente projeto objetivou caracterizar a a¢do antibacteriana do latex
destas espécies vegetais contra o0s patdgenos Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Salmonella typhi e Listeria monocytogenes. Duplicatas de Placas de Petri
contendo agar Mueller-Hinton foram semeadas em superficie com culturas padronizadas
de cada microrganismo. Foram perfurados pocos de 10 mm de diametro nos quais se
inoculou 100 pL das diluicBes dos latex testados. As placas foram incubadas a 35+2°C/24
h. Os halos de inibi¢cdo quando existentes foram medidos e registrados. L. monocytogenes
apresentou a maior sensibilidade ao latex de J. mollissima; S. aureus foi inibido por J.
mollissima e J. gossypiifolia, sendo mais sensivel no primeiro caso. S. typhi e S.
typhimurium apresentaram os maiores halos de inibicdo (J. gossypiifolia), sendo S. typhi
mais sensivel ao latex de J. gossypiifolia e S. typhimurium ao de J. mollissima. E. tirucalli
ndo apresentou atividade inibitoria. PadrGes de sazonalidade parecem influenciar a
capacidade inibitoria do latex. Recomendamos que sejam efetuados estudos mais
detalhados acerca das propriedades antimicrobianas do latex de J. mollissima e J.
gossypiifolia.

PALAVRAS-CHAVE: atividade antimicrobiana, Jatropha mollissima, Jatropha
gossypiifolia, Euphorbia tirucalli, Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes.
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INTRODUCAO

A Historia das comunidades humanas tem refletido uma busca incessante por melhorias na
qualidade de vida de seus integrantes. Nessa busca, a Fauna e a Flora tém fornecido por
milénios as matérias-primas para a elaboracéo de abrigos, pecas de vestuario, cosméticos e
medicamentos. As especies vegetais utilizadas para finalidades terapéuticas sao
genericamente denominadas “plantas medicinais”. Nos ultimos anos, muitas das suas
aplicacdes tém sido validadas cientificamente, relacionando-se a presenca de certos
fitoquimicos a sua atividade terapéutica indicada na Medicina Tradicional.

E bem conhecido que a eficacia terapéutica de uma planta medicinal ndo advém de um
simples grupo de compostos, mas de uma grande variedade de fitoquimicos denominado
“fitocomplexo”, cuja composicao pode ser influenciada por fatores endégenos ou exdgenos
ao vegetal (CAPASSO et al., 2000). Dada a grande variagdo de composi¢éo bioquimica e
concentracdo de componentes bioativos no fitocomplexo, é esperado que uma mesma
planta medicinal possa apresentar dezenas (e ate centenas) de atividades biologicas
distintas e em muitos casos, antagonicas entre si (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2009). Potencialmente, toda substancia, independente de sua propor¢éo
no vegetal e de ser ou ndo conhecida, pode ser um principio ativo (FILHO; YUNES,
1998).

Diante da megadiversidade brasileira, a possibilidade de utilizacdo de fitoquimicos no
desenvolvimento de novos produtos é uma perspectiva animadora em face a resisténcia
bacteriana aos antibioticos. Remontando a década de 50, o fenémeno resulta do uso
indiscriminado destas drogas, sendo que a ineficacia crescente de tais quimioterapicos
constitui um problema crescente para a Saude Coletiva, interferindo diretamente sobre o
controle de microrganismos patogénicos (BACCARO et al.,, 2002; NAWAZ, 2002).
Dentre as espécies de patdgenos que apresentam cepas resistentes, destacamos o
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium e Listeria
monocytogenes. Com base nisso, a presenca de tais microrganismos em alimentos e
superficies de trabalho é uma preocupacdo prioritaria para a Saude Coletiva (BACCARO
et al., 2002; GAYOSO et al., 2007; RAPINI et al., 2007; MANTILLA et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2006).

E consenso na comunidade académica que iniciativas que visem a prospec¢do de novas
drogas antimicrobianas em plantas medicinais, possibilitam o desenvolvimento de
moléculas mais eficientes no controle de microrganismos resistentes aos quimioterapicos
convencionais. E reconhecido mundialmente que certas espécies vegetais possuem em seu
fitocomplexo substancias quimicas com acdo inibitoria sobre microrganismos patogénicos
(FRANZENER et al., 2007; CORDEIRO et al., 2006; FENNER et al.,2006; LIMA et al.,
2006; SILVA et al., 2007, SOARES et al., 2007, USHIMARU e al., 2007). Dentre as
espécies vegetais potencialmente Uteis ao controle de microrganismos resistentes aos
antibioticos encontradas na Regido do Serido do Rio Grande do Norte estdo a Jatropha
mollissima (Pohl) Baill - pinhdo-bravo, Jatropha gossypiifolia L - pinhdo-roxo e
Euphorbia tirucalli L - Aveloz (MATOS, 1987), espécies lactescentes pertencentes a

Holos, Ano 25, Vol. 4 4



ROCHA e DANTAS (2009)

Familia Euphorbiaceae (BRAGA, 1960; BARG, 2004; BRASILEIRO et al., 2006). A
Familia Euphorbiaceae é um objeto interessante de estudo, ja que existem relatos da
presenca de principios ativos antibacterianos como apigenina, p-sitosterol, taninos, acido
citrico, &cido elagico e acido malico em vérias de suas espécies (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2009). Apesar de seu potencial uso como fonte de
antimicrobianos, as espécies mencionadas tém sido alvos de pouco ou nenhum estudo no
tocante as suas propriedades antibacterianas: levantamento bibliografico indicou a
existéncia de trabalhos acerca de acdo antibacteriana de E. tirucalli (MOHANA et al.,
2008; PARECH et al., 2007). J. mollissima e J. gossypiifolia, no entanto, ndo aparentam
ter sido objeto de pesquisas com esta finalidade. Portanto, inexistem estudos comparativos
da acdo antibacteriana in vitro das trés espécies.

O presente trabalho objetivou caracterizar a atividade antibacteriana do latex das espécies
vegetais mencionadas sobre os patdgenos Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes, comparando a efetividade de sua acéo,
bem como a influencia sazonal sobre o efeito inibitério.

METODOLOGIA

Conforme a classificacdo de Gil (1991) utilizou-se uma abordagem Experimental, na qual
se avaliou a acdo do latex dos vegetais referenciados sobre os microrganismos-alvo
descritos.

Espécies medicinais estudadas, parte coletada e area da coleta.

Foram testadas amostras do latex obtido a partir de Jatropha mollissima (Pohl) Baill
(Pinh&o-Bravo), Jatropha gossypiifolia L (Pinhdo-Roxo) e Euphorbia tirucalli L (Aveloz).
Os espécimes estudados foram selecionados e identificados, no municipio de Cruzeta
(06°24°43,2” Sul; 36°47°24,0” Oeste) e Acari (06°26°9,6” Sul; 36°38’20” Oeste), ambos
situados na mesorregido Central Potiguar e na microrregido Seridd Oriental, com clima
quente e sem-arido (BRASIL, 2005% BRASIL, 2005).

Coleta das amostras

Apos a selecdo do espécime e sua correta identificacdo botanica, foram coletados cerca de
10 mL de latex (para cada uma das repeticdes), utilizando-se para tanto agdo mecanica
lesiva aos tecidos vegetais. O material foi recolhido em tubos de ensaio com tampa
rosqueavel estéreis, identificados por etiqueta contendo: nome da espécie, data da coleta e
nome do coletor. O mesmo exemplar foi utilizado para as coletas subsequentes. Os tubos
contendo as amostras de latex devidamente identificados foram envolvidos em papel
aluminio e encaminhados ao Laboratorio de Alimentos do IFRN — Campus Currais Novos,
onde foram mantidos sob refrigeracdo a 10°C e protegidos da luz até o momento da sua
utilizacdo nos experimentos, obedecendo ao prazo maximo de 48 horas para o inicio dos
experimentos.

Preparo das Diluicdes Seriais

Utilizando-se solucdo salina estéril, foram preparadas dilui¢cGes seriais do latex de cada
uma das espécies, com concentracdes de 100% (ndo diluido), 80%, 60%, 40%, 20%, 10%.
As dilui¢bes foram acondicionadas individualmente em frascos fechados e identificados,
protegidos da incidéncia de luz e mantidos sob refrigeracdo a 10°C até o momento de sua
utilizaco.
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Microrganismos-alvo

A atividade antibacteriana das espécies vegetais estudadas foi testada sobre o0s
microrganismos Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Salmonella typhi, Salmonella typhimurium. As culturas puras foram obtidas a partir da
bacterioteca do IFRN Campus Currais Novos.

Padronizacéo do inoculo

Os indculos foram padronizados utilizando-se o padrdo 0,5 da escala de McFarland. Os
microrganismos foram inoculados em tubos de ensaio contendo caldo BHI esteril e
incubados a 37 'C em condicBes aerébias por 2 a 6 horas, apés o que foram comparados ao
padrdo McFarland 0,5. Quando necessario, a turbidez da cultura foi ajustada com uso de
solucdo salina estéril, imediatamente antes da semeadura nas placas (ALVES et al., 2008;
NCCLS, 2003).

Inoculacéo das Placas de Teste

Foram utilizadas placas de Petri de 180 mm de didmetro, contendo cerca de 60 mL de &gar
Mueller-Hinton, previamente identificadas. As placas foram semeadas pelo método spread
plate, com utilizacdo de swab estéril. Para cada espécie de microrganismo foram
inoculadas placas em duplicata. As placas foram mantidas entreabertas na Cabine de
Seguranca Biologica pelo tempo méximo de 5 minutos, permitindo a absor¢cdo/evaporagdo
do excesso de umidade (NCCLS, 2003).

Teste de difusdo em agar e leitura dos resultados

Em cada uma das placas semeadas, foram perfurados 7 pocos, sendo um deles central e 0s
demais periféricos. A distancia minima entre os poc¢os foi de aproximadamente 20 mm.
Para cada poco foi transferido 100 pl do latex puro de cada espécie e de suas dilui¢cBes
progressivas (VALGAS, 2007). O controle positivo foi inoculado no poco central, ao qual
foi adicionado 100 pl de Cloranfenicol (4mg/mL). As placas foram incubadas a 37 ‘C/24 h
em condicdes aerobias, apds o que se verificou a ocorréncia de crescimento uniforme dos
microrganismos e a presenca de halo de inibicdo. Os didmetros dos halos foram
mensurados com uso de paquimetro, incluindo-se nestes o valor correspondente aos pogos.
(NCCLS, 2003).

RESULTADOS

Os dados referentes ao espectro de acdo das espécies vegetais sobre 0s microrganismos-
alvo, sdo descritos nas tabelas 1 e 2.

Os maiores halos de inibicdo gerados foram obtidos a partir dos latex ndo-diluidos de J.
mollissima (L. monocytogenes, 20 mm; S. typhimurium, 20 mm) e J. gossypiifolia (S.
typhi, 25 mm; S. typhimurium, 22 mm).

Os dados obtidos permitem estabelecer que L. monocytogenes é mais sensivel ao latex de
J. gossypiifolia. Embora o halo obtido com o latex ndo-diluido de J. mollissima tenha sido
maior (tabela 1), observou-se que a inibicdo do microrganismo ocorre em concentracao
quatro vezes menor quando exposto ao latex de J. gossypiifolia (tabela 2). Isto
provavelmente deve-se as possiveis diferencas na composicdo quimica dos latex testados.
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Tabela 1: Diametro dos maiores halos de inibicdo observados, obtidos a partir de
fracGes do latex ndo-diluido (JM= Jatropha mollissima; JG = Jatropha gossypiifolia;
ET= Euphorbia tirucalli).

Microrganismo Periodo Espécie Controle +
vegetal/Halo Cloranfenicol
de inibicéo (mm) (mm)
JM | JG | ET
Listeria monocytogenes Chuvoso 20 15 - 36
Seco 15 17 - 35
Staphylococcus aureus Chuvoso 14 - - 33
Seco 15 15 - 33
Salmonella Chuvoso 18 25 - 31
typhi Seco 2 - - 30
Salmonella typhimurium Chuvoso 20 22 - 39
Seco 12 - - 38

S. aureus foi inibido por J. mollissima, e por J. gossypiifolia, sendo que halo desta ultima
foi obtido a partir do latex do periodo seco. A amostra coletada durante o periodo chuvoso
ndo apresentou inibicdo contra 0 microrganismo.

S. typhi e S. typhimurium apresentaram os maiores halos de inibicdo, quando expostos ao
latex de J. gossypiifolia (tabela 1). S. typhi mostrou-se mais sensivel ao latex testado de
desta espécie, enquanto S. typhimurium ao de J. mollissima (tabela 2), com inibicdo de
crescimento frente as diluicdes mais elevadas.

Verificou-se que dentre as espécies vegetais testadas, o latex de J. mollissima apresentou o
espectro de acdo mais amplo, inibindo o crescimento de todos os microrganismos-alvo e
mantendo a sua atividade inibitdria, com variag¢Ges, tanto no periodo chuvoso quanto no
seco. O latex de J. gossypiifolia mostrou-se como o segundo mais efetivo. Os resultados
apontam para uma possivel influéncia da disponibilidade hidrica sobre as propriedades
inibitdrias dos latex de J. mollissima e J. gossypiifolia (tabela 1, tabela 2 e figura 1).

E razoavel hipotetizar que tais diferencas na atividade inibitoria das amostras de latex
devam-se as varia¢des na composi¢do quimica dos mesmos, uma vez que o fitocomplexo é
afetado pelas diversas interagcdes ecologicas as quais as espécies vegetais estdo submetidas
em seus ambientes, dentre as quais estdo o estresse hidrico e o clima (CAPASSO et al.,
2000).

A atividade inibitoria relatada por Mohana et al (2008) e Parech et al (2007) para os
extratos aquoso e metanolico de E. tirucalli, ndo foi observada em seu latex. Isto pode
dever-se tanto a utilizacdo do latex in natura e diluido ao invés dos extratos mencionados,
quanto pelas possiveis variagdes na composicéo do fitocomplexo ja discutidas.
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Tabela 2: menores concentracfes nas quais se observou halo de inibi¢éo (JM=
Jatropha mollissima; JG = Jatropha gossypiifolia).

Microrganismo Diluicdo Inibitéria Minima/Espécie
Periodo JM JG
Listeria monocytogenes Chuvoso 40% 10%
Seco 40% 10%
Staphylococcus aureus Chuvoso 60% -
Seco 20% 10%
Salmonella typhi Chuvoso 60% 40%
Seco 60% 40%
Salmonella typhimurium Chuvoso 40% 60%
Seco 60% -

Espectro de inibigdo x disponibilidade hidrica
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Figura 1: maiores respostas inibitorias observadas (latex néo-
diluido) relacionadas ao periodo de coleta correspondente (JM=
Jatropha mollissima; JG = Jatropha gossypiifolia; ET= Euphorbia
tirucalli).

CONCLUSOES

L. monocytogenes apresentou a maior sensibilidade ao latex de J. mollissima; S. aureus foi
inibido por J. mollissima e J. gossypiifolia, sendo mais sensivel a esta Gltima. S. typhi e S.
typhimurium foram os microrganismos que apresentaram maiores halos de inibicdo (J.
gossypiifolia), sendo que S. typhi é mais sensivel ao latex de J. gossypiifolia, enquanto S.
typhimurium ao de J. mollissima. E. tirucalli ndo apresentou qualquer atividade sobre os
microrganismos testados. J. mollissima inibiu todos os patégenos, tanto no periodo
chuvoso, quanto no seco. A disponibilidade hidrica parece ser um fator determinante para a
presenca de atividade inibitoria no latex das espécies vegetais estudadas. Diante dos
resultados obtidos, propomos que sejam realizados estudos mais detalhados acerca das
propriedades antimicrobianas do latex de J. mollissima e J. gossypiifolia.
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