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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etanélico de folhas da Cecropia
pachystachya(embalba). Para a realizagdo dos ensaios microbiolégicos foram utilizadas as bactérias Gram-positivas
S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25925, S. pyogenes 1033B, e o isolado clinico C. albicans 7098 oriundos do
Laboratério de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. O extrato foi preparado utilizando o material
recém coletado (5:10; p/v) em solucdo alcodlica com concentracdes de 50 e 70%, permanecendo em contato com o
solvente por 72h. Apo6s o periodo, o eluente foi filtrado, armazenado e mantido em refrigerador a 4°C até sua
utilizacdo. A avaliacdo da atividade antibacteriana foi realizada em triplicata através da técnica de difusdo em agar e
para realizacdo dos testes, as cepas foram recuperadas em agar nutritivo e incubadas em estufa a 35 + 2 °C por 24h.
Para analise da atividade inibitéria dos extratos, foi realizada a leitura dos diametros dos halos de inibi¢do (mm). O
extrato da Embatba demonstrou atividade contra as linhagens bacterianas testadas, cujos resultados obtidos foram
halos que variaram de 12mm a 18mm. Porém, faz-se necessario mais estudos in vitro e in vivo que avaliem 0s
compostos no extrato de forma isolada a fim de elucidar a atividade antimicrobiana, visto a possibilidade do
desenvolvimento de farmacos com espectro de acdo frente a bactérias Gram-positivas e leveduras.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana; Atividade antiflngica; Inibi¢do; Produto bioativo.

Abstract

The present study aims to evaluate the antimicrobial potential of the ethanol extract of Cecropia pachystachya
(embauba) leaves. To achieve the microbiological tests used were Gram-positive bacteria S. aureus ATCC 29213, S.
aureus ATCC 25925, S. pyogenes 1033B and the clinical isolate from the Mycology Laboratory of the Federal
University of Pernambuco, C. albicans 7098. The extract was prepared using the newly collected material (5:10; p/v)
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in ethanolic solution with concentrations of 50 and 70%, remaining in contact with the solvent for 72 hours. After the
period, the eluent was filtered, stored and kept in a refrigerator at 4°C until use. The evaluation of antibacterial
activity was carried out in triplicate by agar diffusion technique and to perform the tests, the strains were recovered on
Nutritive Agar (NA) and incubated in an oven at 35 = 2 °C for 24h. For the analysis of the inhibitory activity of the
extracts, the diameters of the inhibition halos (mm) were read. The extract from Embalba demonstrated activity
against the tested bacterial strains, whose results obtained were halos that ranged from 12mm to 18mm. However,
more in vitro and in vivo studies are needed to evaluate the compounds present in the extract in isolation in order to
elucidate the antimicrobial activity, considering the possibility of the development of drugs with spectrum of action
against Gram-positive bacteria and yeasts.

Keywords: Antibacterial activity; Antifungal activity; Inhibition; Bioactive product.

Resumen

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el potencial antimicrobiano del extracto etandlico de hojas de
Cecropia pachystachya (embatba). Para la realizacién de las pruebas microbiologicas se utilizaron las bacterias Gram
positivas S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25925, S. pyogenes 1033B, y el aislado clinico del Laboratorio de
Micologia de la Universidad Federal de Pernambuco, C. albicans 7098. El extracto se prepar6 utilizando el material
recién recolectado (5:10; p/v) en una solucion alcohélica con concentraciones de 50 y 70%, permaneciendo en
contacto con el solvente por 72h. Después del periodo, el eluyente se filtr, se almacen6 y se mantuvo en un
refrigerador a 4° C hasta su uso. La evaluacién de la actividad antibacteriana se realizé por triplicado mediante la
técnica de difusién en agar y para la realizacion de las pruebas, las cepas se recuperaron en agar nutriente y se
incubaron en estufa a 35 + 2 °C durante 24h. Para el analisis de la actividad inhibidora de los extractos se leyeron los
didmetros de los halos de inhibicién (mm). El extracto de Embalba demostré actividad frente a las cepas bacterianas
ensayadas, cuyos resultados obtenidos fueron halos que variaron de 12mm a 18mm. Sin embargo, se necesitan mas
estudios in vitro e in vivo para evaluar los compuestos en el extracto de forma aislada con el fin de dilucidar la
actividad antimicrobiana, considerando la posibilidad de desarrollar farmacos con espectro de accion frente a bacterias
Gram positivas y levaduras.

Palabras clave: Actividad antibacteriana; Actividad antifdngica; Inhibicién; Producto bioactivo.

1. Introducéo

Infecgdes bacterianas e fungicas sdo classificadas como uma das dez principais causas de morte em todo o mundo, e
no Brasil, representam a sétima principal causa de morte. Caracterizam-se principalmente pela capacidade de multiplica¢do de
microrganismos prejudiciais a salde, podendo acontecer quando o agente microbiano consegue ultrapassar as defesas
imunoldgicas do hospedeiro e provocando, por sua vez, sintomas como febre e inflamagdo (Heggendornn et al., 2016; Becker
et al., 2017). Estas podem ser contraidas em ambientes hospitalares, correspondendo a cerca de 14% de todas as internagdes
(Who, 2017).

Dentre 0s microrganismos oportunistas frequentemente isolados a partir de culturas de pacientes contaminados,
destacam-se as bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, dois microrganismos Gram-positivos, responsaveis
pelo desenvolvimento de infecgdes que atingem pele e tecidos moles (Taylor & Unakal, 2019; Cavalcanti, Silva & Souza,
2020) e a levedura Candida albicans, que geralmente ocasiona micoses profundas e candidiase vulvovaginal (Vieira & Santos,
2017; Zida et al., 2017). Ambos representam ameacas a salde publica, tanto em decorréncia dos altos indices de
morbimortalidade, quanto pela alta capacidade de desenvolvimento de resisténcia, que aumentam significativamente os custos
associados com o tratamento e profilaxia (Quirino et al., 2017; Silva et al., 2019).

A resisténcia se desenvolveu em consequéncia da selecdo natural e adaptativa de bactérias, assim como pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos na terapéutica e na pecudria (Eichenberger et al., 2019). Sendo assim, doencas infecciosas
causadas por microrganismos resistentes consistem em um problema de salde que desafia a atual terapéutica empregada, sendo
necessario o desenvolvimento de novos medicamentos eficazes para combaté-las (Win et al., 2019).

Baseada nessa necessidade, a Organizagdo Mundial de Saide (OMS) reconheceu o potencial terapéutico de plantas
e/ou seus subprodutos como provaveis moléculas antimicrobianas capazes de inibir o crescimento antimicrobiano, ou, ainda,

como intensificadoras do efeito terapéutico dos medicamentos convencionais (Who, 2003). Estas propriedades sdo decorrentes
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da presenca de metabolitos secundarios, que podem ser utilizados como alternativa para o tratamento de infecgdes ocasionadas
por microrganismos resistentes (Souza et al., 2017).

Uma das familias estudadas em decorréncia da presenca de compostos bioativos é a familia Urticaceae, dos quais se
destaca o género Cecropia que abriga em média de 100 espécies (Souza et al., 2014). A espécie Cecropia pachystachya trata-
se de arvores popularmente conhecidas como embatba, com distribuicdo predominante em paises da América do Sul e Central.
Possuem uma grande importancia para a medicina popular devido a suas propriedades farmacolégicas, sendo estas utilizadas
na medicina popular para fins de antitussigenos, anti-inflamatorios, hipoglicemiantes, e, principalmente, antibacteriano e
antifingico (Costa & Hoscheid, 2018; Mesquita et al., 2018).

Extratos hidroalcodlicos realizados a partir de plantas ja foram avaliados quanto ao seu potencial antibacteriano e
antifingico, como os resultados apresentados por Maia et al., (2017), que utilizou a planta Butia odorata, demonstrando
atividade frente S. aureus, Akhtar et al., (2019) com Juniperus communis frente S. pyogenes e Zimila et al., (2020) com
Salacia kraussii frente C. albicans. Logo, avaliar a atividade antibacteriana e antifingica do extrato hidroalcoélico da Cecropia
pachystachya, pode contribuir para a descoberta de novos agentes terapéuticos com propriedades antimicrobianas, uma vez que
é crescente o surgimento de novas cepas resistentes. Dessa forma, a presente pesquisa avaliou o potencial da atividade
antimicrobiana do extrato etandlico de folhas de folhas da Cecropia pachystachya frente a Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes e Candida albicans.

2. Metodologia
2.1 Microrganismos

Foram utilizadas as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC 29213, ATCC 25925, Streptococcus
pyogenes 1033B, e o isolado clinico de Candida albicans 7098 pertencente ao Laboratério de Micologia da Universidade
Federal de Pernambuco, no qual as cepas bacterianas foram cultivadas em &gar nutriente e o isolado fangico em &gar saboroud
e, incubadas a 35 + 2 °C por 24h.

2.2 Preparacéo do extrato vegetal

Para a preparacdo do extrato etandlico foi utilizado do material vegetal recém coletado (5:10; p/v), em solucdo
alcodlica com concentracdes de 50 e 70%, no qual foi homogeneizada e submetido ao processo de maceragdo, ficando em
contato com o solvente por 72h. Posteriormente, o eluente foi filtrado em papel filtro para separa¢do dos residuos sélidos,

armazenado em frasco &mbar e mantido em refrigerador a 4° C até sua utilizacdo (Silva, et al. 2020).

2.3 Avaliacéo da atividade antimicrobiana a por meio do método de poco difusédo

Para determinacéo da atividade bacteriana foi realizada em triplicata, pela técnica de difusdo em &gar. Para realizagao
dos testes, as cepas foram recuperadas em agar nutritivo e agar saboroud e, incubadas em estufa bacteriolégica a 35 + 2 °C por
24h. Posteriormente, os microrganismos foram ajustados em solucdo salina na concentragdo de 0,5 na escala de MacFarland
onde foram previamente semeados com auxilio de um swab. Os pocos (6mm) receberam uma aliquota de 40uL dos extratos a
serem testados (Silva, et al. 2020).

Foram utilizados como controle positivo os antibioticos Novobiocina, Bacitracina e antimicrobiano Digluconato de
clorexidina 1% para as cepas de S. aureus, S. pyogenes e C. albicans respectivamente, enquanto o controle negativo foi o
solvente utilizados nas concentracdes de 50 e 70% (Figura 1). Para analise da atividade inibitéria dos extratos, foi realizada a
leitura dos diametros dos halos de inibicdo (mm) com o auxilio de um paquimetro e, com base nas zonas de inibicdo foi

utilizada a classificagdo descrita por Qiao e Sun (2014) sendo determinado como moléculas inativas as zonas de < 10 mm;
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atividade moderada para zonas de inibi¢do entre 10 e 13 mm); classificadas como ativo entre 14 e 19 mm e muito ativo as zonas

correspondentes a > 19 mm.

Figura 1: Teste antimicrobiano pelo método de Poco difusdo. As setas indicam a posi¢do de cada um dos componentes do

ensaio de forma equidistantes.

Controle negativo

G G —  Controle positivo

Microrganismos semeado

G > Poco (6mm) do extrato

Fonte: Autores (2021).

3. Resultados e Discussao

Nas andlises in vitro (Tabela 1) observou-se que os extratos obtidos em concentragdes de 50% e 70% mostram um
perfil de sensibilidade frente aos microrganismos testados, onde com base em Qido e sun (2014) foram classificados conforme

aos tamanhos das zonas de inibig¢do formada.

Tabela 1. Avaliacéo da atividade antimicrobiana o extrato etandlico da Embadba pelo método do poco-difusdo.

Concentracao Classificacdo Concentracéo Classificacao
50 % 70 %
S. aureus ATCC 25925 14 mm Moderada 18 mm Ativo
S. aureus ATCC 29213 16 mm Ativo 18 mm Ativo
S. pyogenes 1033B 18 mm Ativo 18 mm Ativo
C. albicans 7098 12 mm Moderada 16 mm Ativo

Fonte: Autores (2021).

Na Tabela 1, nota-se que os extratos etandlicos obtidos demonstram bom rendimento, em virtude da zona de inibicéo
promovida pelo mesmo, onde observou-se que o extrato a 70 % foram 100% ativos frentes as cepas testadas obtendo assim,
didmetros de 16mm para C. albicans 7098 e 18mm para S. aureus ATCC 25925, S. aureus ATCC 29213, S. pyogenes 1033B.

Ja os extratos com concentragdo a 50% mostraram atividades moderadas e ativas, no qual S. aureus ATCC 29213 e S. pyogenes
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1033 foram classificadas como ativas formando halos de inibigdo correspondentes a 16mm e 18mm e S. aureus ATCC 25925 e
C. albicans 7098 como moderadas contendo didmetros de inibicdo equivalentes a 14mm e 12mm, respectivamente.

Dessa forma, as concentracBes dos solventes utilizados na realizacdo dos processos de extragdo dos compostos
bioativos de plantas podem acarretar diferencas na atividade inibitoria frente os microrganismos, visto que Packer e Luz (2007),
descrevem que diferentes concentracfes e pureza dos principios ativos podem influenciar nos resultados. Deste modo, as
técnicas de separacdo podem interferir diretamente na qualidade da extracdo, uma vez que uma mesma planta pode apresentar
diferentes propriedades farmacoldgicas. Logo, o solvente etanol apresentar natureza anfifilica, afinidade por substancias
apolares e polares, designa-se como um excelente solvente para o processo de extra¢do dos diversos constituintes oriundo dos
vegetais (Cavalcanti, Silva & Souza, 2020). Observando-se que ambas as concentragoes testadas apresentaram agdo inibitoria,
onde nos testes a concentragdo de 70% se sobrepdem em relacao a de 50%.

Um estudo realizado por Costa e Hoscheld (2018) mostra que o extrato etandlico da Cecropia pachystachya
apresentou uma zona de inibicdo com média de 7 mm para S. aureus, revelando resultados inferiores aos demonstrados nesse
estudo onde os halos de inibigdo foram superiores. Desse modo, infere-se que 0s microrganismos testados sdo suscetiveis ao
extrato testado. Em contrapartida, Souza et al., (2014) obteve em seus experimentos resultados insatisfatorios com a utilizagao
do extrato etanolico extraidos a partir de folhas e caules da embalba, no qual ndo demostraram atividade clinicas relevantes
frentes as cepas padrdo testadas, dentre elas a S. aureus ATCC 25923. Entretanto, quando associado a fracOes de
aminoglicosideos, pelo método de microdilui¢do, foi demostrado atividade antimicrobiana para S.aureus.

Por outro lado, Mesquita et al. (2018), no estudo in vitro realizado com o extrato etandlico a 99,5% da C.
pachystachya, por meio da técnica de poco difusdo, verificaram atividade inibitéria frente Staphylococcus aureus ATCC
25923, com zona de inibicdo de 24,1 mm. Tal resultado é explicado em decorréncia da acdo sinérgica dos metabdlitos
secundarios, como os flavondides e taninos, que possivelmente, atuam por meio da interferéncia na fosforilagdo oxidativa,
inibicdo de enzimas extracelulares e interferéncia no acido nucleico bacteriano, sendo essa uma possivel explicativa para a
forma de inibicdo do extrato utilizado.

Nesse sentido, em virtude do aumento nos indices de automedicagdo, 0s tratamentos convencionais vém se tornando
ndo responsivos, por consequéncia da ascensdo da resisténcia antimicrobiana, representando uma problemética na salde
publica. Despertando o interesse pela utilizagdo de plantas medicinais como agentes antimicrobianos por profissionais de
diversas areas, assim como da industria farmacéutica, demostrando-se uma provavel terapia alternativa, uma vez que estas sdo
fonte de substancias com potencial de acéo inibitdria frente a microrganismos (Foroughi et al., 2017; Vinholes et al., 2017; Pio
et al., 2019; Biharee et al., 2020). A Cecropia pachystachya representa uma das plantas passiveis de aplicacdo com esse

proposito (Mendonga et al., 2016; Carvalho, Raizer & Fischer, 2017).

4. Concluséo

Os resultados do presente trabalho sdo bastante promissores, uma vez que 0s microrganismos utilizados apresentam
uma capacidade de adquirir fatores de resisténcia a antimicrobianos. Contudo, é preciso mais estudos in vitro e in vivo que
avaliem os compostos fitoquimicos presentes no extrato vegetal, de forma isolada, a fim de elucidar quais compostos e 0s seus
respectivos mecanismos de acdo, os quais sdo responsaveis por demonstrar atividade inibitéria, podendo, no futuro, contribuir
para o desenvolvimento de um protétipo ou um novo medicamento com espectro de agdo frente bactérias Gram-positivas,

assim como frente as leveduras.
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