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RESUMO 

 

As infecções causadas por microrganismos são um sério problema de saúde 
pública, principalmente devido emergência de bactérias e fungos multiresistentes. 
Portanto, permanece a necessidade da busca de novas alternativas de tratamento, 
objetivo de vários grupos de pesquisa no mundo. A Organização Mundial de Saúde 
(OMS) reconhece o valor e incentiva o aproveitamento do conhecimento tradicional. 
O Brasil possui um grande acervo vegetal, e muitas plantas são consideradas 
medicinais. No entanto, apesar de várias delas serem utilizadas popularmente ainda 
não foram validadas cientificamente. A região Nordeste abriga uma vasta flora nativa 
com muitas espécies com propriedades terapêuticas, porém a maior parte ainda 
sem comprovação científica. Como exemplo, citam-se representantes das famílias 
Polygonaceae e Rubiaceae, sendo esta última a quarta família de maior diversidade 
entre as angiospermas. Na flora Alagoana encontram espécies destas duas famílias, 
como a Coccoloba mollis Casaretto (1844) (Polygonaceae), Triplaris americana 
Linnaeus (Polygonaceae) e Coutarea hexandra Schum. (Rubiaceae), cujos gêneros 
possuem espécies com registros sobre seu uso etnomedicinal. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos e frações obtidas 
destas espécies vegetais. Os testes foram conduzidos em placas de Petri pelo 
método de difusão em disco para avaliar o potencial antimicrobiano das amostras 
testadas, pela formação de halo de inibição frente à cultivos de Staphylococcus 
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans 
(ATCC 10231). A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada pela técnica 
de microdiluição em caldo BHI (infusão de cérebro e coração). As espécies vegetais 
foram também testadas para avaliação preliminar de sua toxicidade aguda, frente a 
larvas de Artemia salina. Das 69 amostras testadas, 17 delas apresentaram 
atividade contra S. aureus, a fração em metanol proveniente de extrato em 
diclorometano da raiz de C. hexandra foi considerada a mais promissora por ter 
apresentado maior percentual de inibição do crescimento bacteriano. Submetidas a 
determinação da CIM todas foram ativas com valores entre 125 e 500 µg/mL. 
Nenhuma das espécies vegetais apresentou atividade contra P. aeruginosa, ou 
contra C. albicans. Com relação à toxicidade frente A. salina, das 69 amostras 
submetidas ao teste preliminar 32 foram atóxicas. As demais foram submetidas ao 
teste quantitativo sendo 10 atóxicas. Entre as amostras que apresentaram toxicidade 

os valores de CL50 variaram de 2,68 a 953,9 g/mL. As três espécies vegetais 
apresentaram atividade antibacteriana frente S. aureus, com relação a toxicidade 
frente A. salina, das 27 amostras tóxicas, 17 são das espécies da família 
Polygonaceae, e as demais da espécie C. hexandra foram tóxicas. 
 

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Polygonaceae. Rubiaceae.Toxicidade 

frente Artemia salina.  



ABSTRACT 

 

Infections caused by microorganisms are a serious public health problem, mainly due 
to the emergence of multi drug resistant bacteria and fungi. Thus, the search for new 
alternative therapeutic approaches remains, being the goal of several research 
groups worldwide. The World Health Organization (WHO) recognizes the value and 
encourages the use of traditional medicine knowledge. Brazil has a large number of 
plant species and many of them are considered medicinal. However, despite quite a 
lot of them are popularly used they were not scientifically validated yet. The 
Northeast region hosts an extensive native flora with many species showing 
therapeutic properties, but most of them scientifically unproven. As an example, there 
were representatives of the families Rubiaceae and Polygonaceae, the latter being 
the fourth largest family between angiosperms. Amongst Alagoas flora there are 
species of these two families, such as Coccoloba mollis Casaretto (1844) 
(Polygonaceae), Triplaris americana Linnaeus (Polygonaceae) and Coutarea 
hexandra Schum. (Rubiaceae), which genera have species cited by its 
ethnomedicinal uses. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity 
of crude extracts and fraction obtained from these plant species. Tests were carried 
out in Petri dishes by the disk diffusion method to evaluate relative effectiveness of 
tested samples as  antimicrobial agents, by measuring zones of inhibition on culture 
of Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 
e Candida albicans (ATCC 10231). The minimal inhibitory concentration (MIC) was 
determined by microdilution in BHI broth (Brain Heart Infusion). Plant species were 
also tested against Artemia salina larvae for preliminary evaluation of its acute 
toxicity. Of the 69 samples tested, 17 were effective against S. aureus. The methanol 
fraction from the dichloromethane extract of the roots of C. hexandra was considered 
the most promising because it presented the highest percentage bacterial growth  
inhibition.  Of the samples subjected to MIC determination all were active with values 
ranging from 125 to 500 μg/mL. None of the tested species were active against P. 
aeruginosa or C. albicans. Regarding the toxicity on A. salina, in preliminary tests 32 
of the 69 tested samples were non-toxic. The others were submitted to quantitative 
test 10 of them exhibited non-toxic effects. Among the samples that showed toxicity 
LC50 values ranged from 2.68 to 953.9 g/mL. The three plant species showed 

antibacterial activity against S. aureus. For toxicity against A. salina, the 27 toxic 
samples, 17 are species of the family Polygonaceae, and the rest of the species C. 
hexandra were toxic 
 
Key words: Antimicrobial activity. Polygonaceae. Rubiaceae. Toxicity against Artemia 

salina. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Medicina popular é um termo amplo utilizado quando se quer referir ao saber 

tradicional com base no conhecimento empírico, que passa de indivíduo para 

indivíduo por meios predominantemente orais (RODRIGUES, 2001). Abrange 

terapias com medicação à base de ervas, partes de animais ou minerais, e terapias 

sem medicação, como a acupuntura, as terapias manuais e as terapias espirituais 

(WHO, 2002). Em países nos quais os medicamentos alopáticos são dominantes, é 

comum referir-se a medicina tradicional como complementar, alternativa ou não-

convencional (ALVES;SILVA, 2003). 

A fitoterapia, ou seja, o uso de ervas medicinais in natura ou na forma de 

preparações farmacêuticas, é parte importante das muitas abordagens da medicina 

popular. As antigas civilizações, antes mesmo da invenção da escrita, utilizavam as 

plantas como fonte de alimentos, vestuário e habitação, assim como para tratamento 

e cura de suas enfermidades (LIMA et al., 2001; TOMAZZONI et al., 2006). Acredita-

se, inclusive, que o primeiro terapeuta teria sido um agricultor ou pajé, fazendo uso 

tradicional ou ritual de chás, linimentos, inalações e fumigações para o alívio dos 

males de seus semelhantes (VALE, 2002).  

O Brasil possui uma ampla diversidade genética vegetal, considerada das 

maiores do mundo. Apesar disto, menos de 10% das espécies foram avaliadas 

quanto a sua atividade biológica, e menos de 5% das espécies foram submetidas a 

estudos fitoquímicos (LUNA et al., 2005). O Nordeste do Brasil possui uma variada 

flora nativa, com muitas espécies com propriedades terapêuticas de uso rotineiro, o 

que tem contribuído para sua conservação. Porém é necessária a aplicação de 

métodos controlados cientificamente na investigação do potencial fitoterápico para 

sua validação e aproveitamento racional (SANTOS et al., 2006). 

As infecções são um sério problema de saúde pública, particularmente porque 

muitas delas são causadas, por cepas de microrganismos resistentes ao arsenal 

terapêutico disponível (KUETE et al., 2009). No ambiente hospitalar, local em que os 

antibióticos são utilizados por cerca de 30% dos pacientes internados, há ainda uma 

grande necessidade de fármacos com ação antimicrobiana, pela facilidade com a 

qual os microrganismos estão apresentando multirresistência (CHAMBERS; SANDE, 

1996). A evolução dos antibióticos tem reduzido a incidência de doenças 

infecciosas, porém devido ao poder de mutação ou conjugação de certos 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ervas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Animais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Minerais
http://pt.wikipedia.org/wiki/Acupuntura
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microrganismos surge a resistência a antibióticos anteriormente eficazes 

(YASUNAKA et al., 2005). De acordo com a terminologia estabelecida, incluem na 

categoria de resistentes, os isolados bacterianos com crescimento in vitro em 

presença de concentrações plasmáticas de antimicrobianos, correspondentes 

aquelas obtidas com a dose terapêutica do medicamento (Clinical and Laboratory 

Standards Institute - CLSI, 2009). 

O acelerado processo de metabolismo e de reprodução das bactérias 

associado ao mecanismo de troca de material genético podem permitir que, ao longo 

do tempo, microrganismos sejam capazes de desenvolver formas de resistência 

intrínsecas à estrutura física celular, relacionadas à mutações, bem como à 

transferência para outras bactérias de genes de resistência aos antimicrobianos 

(OLIVEIRA; SILVA, 2008). Existem quatro mecanismos básicos que conferem 

resistência bacteriana aos antibióticos, quais sejam: a) degradação enzimática do 

medicamento; b) alteração do sítio de ação; c) diminuição da concentração 

intracelular do antimicrobiano (diminuição da permeabilidade – perda de porinas, 

alteração de sistemas de transporte na célula, afluxo ativo – eliminação do 

medicamento por bombas dependentes de energia); d) vias metabólicas alternativas 

(PINHATI et al., 2010).  

Neste início de século, a indústria farmacêutica tem focado sua atenção nas 

terapias à base de produtos naturais, como por exemplo, espécies vegetais 

relatadas pela medicina tradicional, com altos investimentos financeiros, em 

decorrência do aumento da multirresistência microbiana (SALAMA; MARRAIKI, 

2010).  

As plantas têm sido usadas ao longo da história, no tratamento de 

enfermidades que acometem o ser humano, dentre elas as doenças infecciosas. No 

entanto, ainda é modesto o volume de pesquisas científicas que comprovem tais 

propriedades. A Organização Mundial de Saúde (OMS) reconhece este valor 

terapêutico e incentiva o aproveitamento do conhecimento tradicional. Para a 

utilização de uma espécie vegetal com finalidade terapêutica, é fundamental o 

estabelecimento de segurança, eficácia e garantia de qualidade nas preparações 

(RATES, 2001; WHO, 2002; LAPA et al., 2003).  

A biodiversidade vegetal brasileira ainda é pouco conhecida e carente de 

comprovação científica com relação às suas propriedades medicinais. Atrelado a 

isso, persiste a necessidade de novas alternativas para o tratamento de 
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microrganismos resistentes, o que torna imperativo avaliar o potencial farmacológico 

de espécies vegetais nativas, para fins de validação do conhecimento popular. 

Calcula-se que existam cerca de 650 espécies e 407 gêneros, distribuídos em 

111 famílias, de uso etnomedicinal no nordeste do Brasil. Das 650 espécies 126 são 

consideradas tóxicas (AGRA et al., 2008). Entre as já avaliadas quanto à atividade 

antibimicrobiana estão Copaifera spp. (Fabaceae), Carpotroche brasiliensis Endl. 

(Flacourtiaceae), Rumex crispus, Polygonum persicaria, Rumex hastatus, 

Polygonum plebejum (Polygonaceae) e as espécies vegetais Gonzalagunia rosea 

Standl e Mitragyna Speciosa pertencentes à família Rubiaceae (LIMA et al., 2006; 

NIÑO et al., 2006; BORCHARDT et al., 2008; PARTHASARATHY et al., 2009; 

HUSSAIN et al., 2010a).  

Espécies vegetais das famílias Polygonaceae e Rubiaceae estão presentes 

na flora alagoana. A primeira inclui mais de 800 espécies distribuídas pelas regiões 

tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. No Brasil, cerca de sete gêneros 

apresentam ocorrência espontânea, sendo Coccoloba o que apresenta maior 

número de espécies (MELO, 2000). A família Rubiaceae é composta por cerca de 

640 gêneros e aproximadamente 10.700 espécies sendo incluída como a quarta 

família de maior diversidade das angiospermas (PEREIRA; BARBOSA, 2004). 

Se de um lado a resistência aos antimicrobianos usados para tratamento de 

infecções, tem sido um problema de saúde pública, do outro a imensa variedade de 

espécies vegetais estimula a execução de estudos que possam contribuir para o 

conhecimento do potencial antimicrobiano de plantas alagoanas. Nesta perspectiva, 

o presente trabalho consistiu no estudo da avaliação da atividade antimicrobiana e 

de toxicidade in vitro de diferentes partes vegetais de duas espécies da família 

Polygonaceae [Coccoloba molis Cassereto (1844) e Triplaris americana L.] e uma da 

família Rubiaceae [Couterea hexandra (Jacq.) K. Schum].  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

  

Avaliar o potencial antimicrobiano de espécies vegetais da flora Alagoana. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos, frações e sub-frações das 

espécies vegetais C. mollis, T. americana (Polygonaceae) e C. hexandra 

(Rubiaceae); 

 

2. Determinar a concentração inibitória mínima das amostras ativas; 

 

3. Avaliar a toxicidade de extratos, frações e sub-frações utilizando o bioensaio 

com Artemia salina Leach.  
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Plantas Medicinais 

 

Desde o início dos tempos o homem utiliza plantas com finalidade terapêutica, 

com base na observação de suas propriedades tóxicas ou curativas. Esta conduta 

levou, por exemplo, religiosas a utilizarem o cafeeiro selvagem (Coffea arabica L.) 

(Figura 1, p. 20) em suas atividades de vigília, uma vez que esta planta produzia 

efeito excitante nos herbívoros que dela se alimentavam (TOMAZZONI et al., 2006). 

No Egito, os papiros demonstram que por volta de 2.000 a.C. os médicos 

utilizavam as plantas como remédio e as doenças já não eram mais consideradas 

como a presença de espíritos malignos. Cerca de 1.500 a.C. o papiro de Ebers, 

menciona cerca de 700 diferentes substâncias incluindo, extratos de plantas, metais 

e venenos de origem animal de várias procedências (ALMEIDA, 1993; TOMAZZONI 

et al., 2006). 

 

Figura 1 - Coffea arabica L. 

 

Fonte: URL: http://www.arara.fr/BBCAFE.html. Acesso em: 04/10/2010. 

Os vegetais usados na forma de chás, emplastos, sucos, dentre outras 

formas caseiras de apresentação constituíram as principais alternativas terapêuticas, 

para o tratamento das doenças até a metade do século XX. A partir desta época, as 

plantas começaram a ser estudadas, com a finalidade de utilização das suas 

substâncias ativas isoladas, culminando com o surgimento de fármacos como 

atropina (1) extraída da Atropa beladona L. (Solanaceae), morfina (2) da Papaver 

http://www.arara.fr/BBCAFE.html
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somniferum L. (Papaveraceae), quinina (3) da Cinchona spp. (Rubiaceae), 

artemisinina (4), da Artemisia annua L. (Asteraceae). 

Na década de 80 pesquisas científicas identificaram 121 compostos oriundos 

de metabólitos secundários de origem vegetal, provenientes de 95 espécies de 

plantas (ALVES, 2001; TOMAZZONI et al., 2006).  
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A fitoterapia consiste no uso de plantas em seu estado natural ou na forma de 

medicamentos para o tratamento de uma determinada patologia. Com o advento da 

alopatia estes medicamentos foram deixados em segundo plano, porém os efeitos 

colaterais ou até mesmo seu alto custo trouxeram de volta o interesse pela 

fitoterapia. É importante ressaltar que apesar de apresentarem baixo custo e baixa 

toxicidade, quando utilizadas de modo incorreto as plantas medicinais podem causar 

intoxicação. No Brasil, pesquisas realizadas em gestantes da década de 80 

demonstraram que 84,6% já haviam utilizado a fitoterapia como tratamento 

alternativo, até mesmo como abortivo (ALVES; SILVA, 2003).  

A chamada medicina tradicional é utilizada em todas as partes do mundo, 

principalmente em regiões menos desenvolvidas onde os serviços de saúde 

modernos são limitados e os fitoterápicos são, muitas vezes, a única forma de 

tratamento. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a razão pela qual em 
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países desenvolvidos a população recorre ao uso de medicamentos de origem 

natural para o tratamento de enfermidades, são históricas ou culturais da região, 

mesmo havendo disponibilidade de recursos da medicina moderna. No entanto, nos 

países em desenvolvimento cerca de 80% da população dispõem exclusivamente 

das plantas medicinais no tratamento básico de saúde, como por exemplo, em 

países da África e da América Latina (WHO, 1999; AGRA et al., 2008). 

No ano de 2006 foi aprovada, na forma de decreto nº 5.813 pela Presidência 

da República, a Política Nacional de Práticas Integrativas e complementares no SUS, 

que garante á população Brasileira o acesso e uso de plantas medicinais pelo 

Sistema Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2006). No Brasil o registro, segurança, 

eficácia e qualidade dos fitoterápicos são realizadas pela Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA). Caso seja comprovada a segurança do produto ele é 

liberado para comercialização (CARVALHO et al., 2008).  

O Brasil é detentor da maior variedade de espécies vegetais do mundo, 

porém menos de 10% delas foram avaliadas com relação aos seus aspectos 

biológicos e somente cerca de 5% foi submetida a estudos fitoquímicos detalhados 

(LUNA et al., 2005). A flora brasileira possui cerca 55 mil espécies vegetais, que 

corresponde a aproximadamente 22% das espécies conhecidas no mundo. O 

potencial biológico da flora brasileira já havia sido observado pelos portugueses na 

ocasião do descobrimento do Brasil (CARVALHO, 2009).  

Das 650 espécies de uso etnomedicinal, cerca de 20% (126) são 

consideradas como exóticas e cultivadas em jardins, locais públicos entre outros, 

com fins ornamentais (AGRA et al., 2008). 

O estado de Alagoas abriga dois dos sete biomas encontrados no Brasil: a 

caatinga e a mata atlântica (Figura 2, p. 23). A caatinga é um bioma exclusivamente 

brasileiro, com espécies vegetais que apresentam características adaptadas às 

condições adversas de clima quente e irregularidade pluvial (TROVÃO et al., 2004). 

A mata atlântica é um dos biomas mundiais mais representativos da 

biodiversidade do planeta, com múltiplos habitats onde ocorrem espécies vegetais 

endêmicas, normalmente ameaçadas de extinção (OLIVEIRA et al., 2004).  

No presente estudo foram utilizadas espécies vegetais da Mata Atlântica 

alagoana, das famílias Polygonacea e Rubiaceae. As espécies vegetais foram 

selecionadas por apresentarem, na literatura, diversas atividades biológicas que 

serão descritas a seguir (MANI; PARTHASARATHY, 2009). 
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Figura 2 - Mapa da distribuição dos Biomas no Brasil. Destaque para os biomas 

encontrados no Estado de Alagoas. 

 

Fonte: URL: http://biodiversidadecpe.blogspot.com/2010/08/mapa-dos-biomas-brasileiros_05.html. 

Acesso em: 04/10/2010 

 

3.2 Família Polygonaceae 

 

 A família Polygonaceae possui mais de 800 espécies incluídas em 40 gêneros 

distribuídos pelas regiões tropicais, subtropicais e temperadas. No Brasil cerca de 

sete gêneros apresentam ocorrência espontânea, sendo Coccoloba o que apresenta 

maior número de espécies (MELO, 2000).  

São plantas herbáceas ou lenhosas, facilmente reconhecidas pelos seus 

caules articulados, com nós e internós bem marcados, folhas simples e alternas com 

ócreas. Os caules articulados frequentemente são ocos e abrigam formigas de 

diferentes espécies. As inflorescências são formadas em cachos e perfumadas. A 

família apresenta frutos vistosos e em geral coloridos (MELO; FRANÇA, 2007). 

As plantas pertencentes a esta família geralmente são utilizadas em 

ornamentação. Algumas espécies dos gêneros Coccoloba e Triplaris apresentam 

formigas em associação ao seu caule, porém esta relação ecológica ainda não se 

encontra bem definida (MELO; FRANÇA, 2007). 

 Existem relatos do uso popular de espécies da família Polygonaceae como 

antiinflamatórios, anti-hemorroidais, antidermatogênicos, e em casos de feridas de 
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pele e diarréia com sangue (OLIVEIRA et al., 1991; GUPTA, 1995; ONG; 

NORZALINA, 1999; HAMEED et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2008b).  

Nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil a espécie Polygonum 

punctatum (erva-de-bicho) (Figura 3, p. 24) é utilizada na fabricação de pomadas 

contra úlceras varicosas. No entanto, nem todas as espécies são aproveitadas na 

medicina popular, pois apresentam potencial de toxicidade (MELO; FRANÇA, 2007). 

 

Figura 3 - Polygonum punctatum. Popularmente utilizada no tratamento de úlceras 
varicosas. 

 

 
Fonte: URL: http://www.earth-cards.com/smartweed.htm. Acesso em: 05/10/2010. 

 
 

3.2.1 Gênero Coccoloba P. Browne 

 

 Segundo a taxonomia descrita por Jaretzki (1925), o gênero Coccoloba 

encontra-se incluído na subfamília Polygonoideae, tribo Coccolobeae e tem como 

características folhas alternas com ócreas e frutos carnosos. São lenhosas, arbóreo-

arbustiva e com caules articulados.  

O gênero Coccoloba possui aproximadamente 400 espécies espalhadas 

principalmente pela região Neotropical. No Brasil existem 44 espécies (MELO, 

2000). O gênero tem grande interesse florístico por ocorrer em diferentes formações 

vegetais, e algumas espécies são indicadas como marcadores fitogeográficos 

(MELO, 2004). Na composição química deste gênero são encontrados ácidos 

carboxílicos, ésteres, aldeídos, antraquinonas, benzenóides, terpenos, fitoesteróides 

e flavonoídes (DAN; DAN, 1986; SHAW et al., 1992; LI et al., 1999; BUCKLEY, 

2001). 

Dentre as atividades biológicas de algumas espécies do gênero podem-se 

citar atividade antibacteriana, antifúngica, antimutagênica, antimalárica, 
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hipoglicêmica, moluscicida e como inibidor da topoisomerase II (COTA et al., 2003; 

LI et al. 1999; ANTOUN et al., 1993; PEREZ et al. 2001; LUCAS et al. 1951; WALL 

et al. 1988; SOUSA; ROUQUAYROL, 1974).  

 

3.2.2 Espécie C. mollis Casaretto (1844) 

 

 A espécie C. mollis (Figura 4, p. 26), conhecida popularmente como “folha-de-

bolo” ou “falso-novateiro”, apresenta ampla distribuição na Costa Rica, Panamá, 

Colômbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Equador, Bolívia e Brasil. No 

Brasil a espécie se encontra presente nos estados do Amapá, Amazonas, Pará, 

Maranhão, Piauí, Ceará, Paraíba, Pernambuco, Alagoas, Mato Grosso, Acre, 

Rondônia, Bahia, Goiás, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, São Paulo e Rio de 

Janeiro (MELO, 2004). 

A planta possui 4 a 12 metros, de altura, copa reduzida e irregular, tronco 

tortuoso, revestido por uma casca fina. Quando sofre processos de queimada há 

rebrotamento na base dando origem a vários caules. Cresce de preferência em 

terrenos arenosos bem drenados, pode florescer por quase todo ano, porém, nos 

meses de setembro a dezembro a floração é mais evidente. Possui madeira de 

baixa qualidade e muito susceptível a decomposição. No caule pode-se evidenciar a 

presença de formigas. As flores são pequenas e bem perfumadas e o fruto quando 

maduro apresenta uma coloração arroxeada. Suas folhas servem de alimento para 

bovinos (LORENZI, 1998a). 

Com relação aos aspectos químicos dessa espécie há ocorrência de 

hidrocarbonetos e triterpenos nas folhas, e antraquinonas nas raízes (FERREIRA et 

al., 2006; BARROS et al., 2007). Oliveira e colaboradores (2008c) evidenciaram a 

presença de um triterpeno pentacíclico, diterpenos, fitoesteróis e benzenóides nas 

folhas e caule. 

Tem sido relatado que esta espécie é popularmente utilizada em casos de 

perda da memória, e por isto em alguns lugares do Brasil é conhecida como “erva da 

memória”, além de ser utilizada em casos de estresse, insônia, anemia e impotência 

sexual (TSUBOY et al., 2010). 
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Figura 4 - Folha de Coccoloba mollis. 

 

Fonte: URL:http://tudolevaapericia.blogspot.com/2009/11/maior-folha-do-mundo-cocoloba.html. 

Acesso em: 07/10/2010. 

 

3.2.3 Gênero Triplaris Loefl 

 

As espécies deste gênero podem alcançar de 2-20 metros, as folhas podem 

ser lanceoladas, glabras ou pubescentes, as flores são estaminadas, e pode 

apresentar fruto pseudosâmara, perianto frutífero e membranáceo (MELO, 2000). 

Pertencente à subfamília Polygonoideae e a tribo Triplareae, o gênero 

Triplaris engloba cerca de 20 espécies espalhadas nas Américas Central e Latina 

(HUSSEIN et al., 2005). As espécies deste gênero possuem uma relação 

mutualística com formigas arruivadas do grupo Pseudomyrmex. As formigas ocupam 

o ramo oco e tronco das árvores, e a planta recebe em troca proteção contra 

predadores uma vez que estes insetos possuem comportamento agressivo e a 

picada é muito dolorosa (WARD, 1999). 

O gênero possui importância madeireira, em especial Triplaris pachau Mart., 

pois possui alto teor de celulose e lignina caracterizando uma madeira de boa 

qualidade, economicamente viável para geração de energia. Já T. brasiliana Cham. 

é utilizada na produção de caixotaria e em embalagens leves, além de ser uma 

árvore ornamental (SILVA-BRAMBILLA; MOSCHETA, 2001). 

 Os registros sobre o uso etnomedicinal de espécies do gênero Triplaris são 

oriundos apenas da Bolívia e do Peru. As folhas e a casca são utilizadas para fins 

alucinógenos, como excitante energético, contra diarréia, disenterias, dores de 

estômago, enterite, febre, feridas, inflamações na garganta, lesões na pele 

http://tudolevaapericia.blogspot.com/2009/11/maior-folha-do-mundo-cocoloba.html
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provocadas por leishmaniose, sarampo, tosse e verminoses (CORRÊA, 1984; LUNA, 

1984; DUKE; VASQUEZ, 1994; DESMACHELIER et al.,1996). 

O conhecimento dos constituintes químicos do gênero ainda é pequeno, 

sendo relatada a presença de flavonóides glicosilados em T. cumingiana (HUSSEIN 

et al., 2005). Oliveira e colaboradores (2008d) verificaram a presença de flavonóides 

glicosilados e ácido gálico em T. americana. 

 

3.2.4 Espécie Triplaris americana Linnaeus 

 

 A espécie Triplaris americana L. (Figura 5A, p. 28) é popularmente conhecida 

como pau-formiga, pau-de-novato, novateiro-do-mato-grosso, formigueiro, novateiro 

e pau-de-formiga. Botanicamente tem como sinonímia T. noli-tangere Wedd e T. 

formicosa S. Moore (LORENZI, 1998b).  

É uma espécie arbórea que pode atingir até 20 metros de altura e seu tronco 

pode variar de 30 a 40 centímetros de diâmetro. A sua madeira é utilizada em 

tabuado em geral e na confecção de caixotaria. A árvore é ornamental, tanto pela 

beleza de sua copa como pela sua floração (Figura 5B, p. 28). Tem preferência por 

solos úmidos e até mesmo alagados Ocorre em matas da floresta latifoliada 

semidecídua (LORENZI, 1998b). 

 Possui atividade antioxidante, e antimalárica in vitro frente ao Plasmodium 

falciparum e P. vinkei petteri (MUÑOZ et al., 2000). Na Bolívia existem relatos do uso 

etnomedicinal das folhas e cascas de T. americana no tratamento de infecções da 

garganta (VARGAS; QUINTANA, 1995 apud MUÑOZ et al., 2000). Deharo e 

colaboradores (2004) comprovaram a inibição da agregação plaquetária da casca do 

caule de T. americana corroborando com o uso etnomedicinal desta em casos de 

metrorragia. 
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Figura 5 - Triplaris americana. A) Árvore com copa florada; B) Flores. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fonte: URL: http://www.tropicsphere.com/main/forums/viewtopic.php?f=2&t=8801. Acesso em: 

11/10/2010. 

 

3.3 Família Rubiaceae 

 

 Inclui representantes de diferentes hábitos tais como árvores, arbustos 

subarbustos e ervas. Possui distribuição tropical principalmente na América do Sul. 

No Brasil a mata atlântica possui maior número de espécies. A família Rubiaceae é 

composta de aproximadamente 637 gêneros e 10.700 espécies sendo incluída como 

a quarta família de maior diversidade das angiospermas (PEREIRA; BARBOSA, 

2004).  

 Muitos gêneros são endêmicos da região neotropical com cerca de 4.555 

espécies (ANDERSSON, 1992). O maior gênero da família é Psychotria L. 

representado pelo mundo todo por aproximadamente 1.650 espécies (HAMILTON, 

1989). Estima-se que no Brasil existam 96 gêneros (BARROSO et al., 1986) e a 

região Nordeste pode ter 277 espécies distribuídas em 66 gêneros (BARBOSA et al., 

1996). 

 A família Rubiaceae possui grande número de espécies com importância 

econômica, ornamental, medicinal e alimentícia (MENDONZA et al., 2004), incluindo: 

Coffea arabica L., fonte da cafeína (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), Cinchona 

calisaya Wedd. e C. succirubra Pav. ex Klotzsch usadas no tratamento da malária, 

Cephaelis ipecacuanha (Brot.) Rich. como emética (PORTO et al., 1997), Uncaria 

tomentosa D.C. útil no tratamento de câncer, alergias, artrites e infecções por vírus 

(WURM et al., 1998), Mitragyna ciliata Aubrév & Pellegr., para doenças pulmonares, 

B A 

http://www.tropicsphere.com/main/forums/viewtopic.php?f=2&t=8801
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disenteria, reumatismo e gonorréia, além de atividade antiinflamatória e analgésica 

(DONGMO et al., 2006). 

 Alguns gêneros possuem relação com a fauna, sendo os frutos de 

representantes da tribo Gardenieae consumidos por muitos mamíferos e pássaros. A 

variedade nos tamanhos, formas e cores das flores são atrativos para polinizadores 

como abelhas, beija-flores, borboletas por suas características nectaríferas e 

odoríferas (GOMES, 1996). 

 Os compostos presentes na família são alcalóides (PHUONG et al., 1999), 

antraquinonas (LING et al., 2002), cumarinas (KOHLER, et al., 2001), saponinas 

(SAHPAZ et al., 2000), e lignanas (CARBONEZI et al., 1999).  

 

3.3.1 Gênero Coutarea Aublet 

 

 O gênero conta com seis espécies espalhadas na América Latina do México 

até a Argentina. A C. latiflora e a C. hexandra são as únicas espécies do gênero com 

menções na medicina popular. São utilizadas como abortivas (RAO et al., 1988), 

antimaláricas (BRANDÃO et al., 1992), antidiabéticas (ALMEIDA et al., 1991), contra 

febre tifóide, antidiarréicas, contra dermatites, nefrites e como tônicos (PEREZ et al., 

1984), antiinflamatórias (REHER et al., 1983; ALMEIDA et al., 1991), antidiuréticas 

(LOZYA, 1977), contra problemas de vesícula (WINKELMAN, 1986; BYE, 1986), 

hepatite (WINKELMAN, 1986) e enfermidades gastrointestinais (BYE, 1986). 

Com relação aos estudos químicos deste gênero foram descritos flavonóides 

(REHER et al., 1983; IINUMA et al., 1987; DELLE MONACHE et al., 1989), e 4-

fenilcumarinas (AQUINO et al., 1988; D’AGOSTINO et al., 1989; 1990; DELLE 

MONACHE et al., 1983; 1984; 1990). 

 

3.3.2 Espécie C. hexandra (Jacq.) K. Schum 

 

 C. hexandra (Figura 6A, p. 30) tem distribuição neotropical sendo encontrada 

no México, América Central e do Sul (ANDERSSON, 1992). No Brasil é amplamente 

distribuída, nos estados do Rio de Janeiro, Amazonas, Minas Gerais, Paraná, São 

Paulo, Mato Grosso, entre outros (PEREIRA;BARBOSA, 2004). Barbosa e 

colaboradores (1996) citaram a presença desta espécie no Nordeste Brasileiro em 
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vários ecossistemas desde o litoral ao semi-árido, e na Paraíba foi registrada numa 

área remanescente de Mata Atlântica.  

Esta espécie possui entre 3 a 5 metros de altura, com ramos lisos a 

parcialmente estriados, folhas pecioladas, e inflorescências terminais. Floresce nos 

meses de fevereiro, março, abril, maio e novembro e frutifica nos meses de 

fevereiro, maio e junho (PEREIRA;BARBOSA, 2004)  

No Nordeste é conhecida como “quina-quina”, na região Sudeste é chamada 

de “murta-do-mato”, “quina-quina-branca”, “quina-do-Pará”, “quina-do-Piauí” e 

“amora-do-mato” (PEREIRA, 2007).  

Esta espécie encontra-se comercializada para ser usada no tratamento de 

anemias, febres e inflamações, em formulações para loções, xampus e chás (Figura 

6B, p. 30). No estado de Sergipe o chá da entrecasca de C. hexandra é utilizado 

como diurético, abortivo, antinociceptivo e antiinflamatório (LUCENA et al., 2006).  

 

Figura 6 - A) Flores de Coutarea hexandra; B) Produto proveniente de cascas de 
Coutarea hexandra, comercializado para preparação em forma de chá. 

 

          

Fonte: URL: A) http://bosque-santa.blogspot.com/2008/09/coutarea-hexandra.html. B): 
http://shopping.tray.com.br/oferta/quina-quina-murta-do-mato-coutarea-hexandra-100-
grm/id:257253. 

 

3.4 Atividade antimicrobiana  

 

Denominam-se antimicrobianos aqueles fármacos capazes de inibir o 

crescimento e proliferação de bactérias e fungos. Este termo foi introduzido com a 

descoberta da penicilina por Fleming no ano de 1928, sendo o primeiro antibiótico 

produzido em escala mundial (PEREIRA; PITA, 2005).  

Os antimicrobianos contribuíram para a diminuição da morbidade e 

mortalidade das doenças infecciosas de origem bacteriana. Com o surgimento da 

A B 

http://bosque-santa.blogspot.com/2008/09/coutarea-hexandra.html
http://shopping.tray.com.br/oferta/quina-quina-murta-do-mato-coutarea-hexandra-100-grm/id:257253
http://shopping.tray.com.br/oferta/quina-quina-murta-do-mato-coutarea-hexandra-100-grm/id:257253
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penicilina e das sulfonamidas houve aumento no isolamento e desenvolvimento de 

fármacos para o tratamento e profilaxia de patologias de origem microbiana (SILVA, 

2006).  

O uso de plantas medicinais na terapia antimicrobiana tem sido observado 

desde os tempos antes de Cristo quando os Babilônios usavam cataplasmas de alho 

(Allium sativum L.) para o tratamento de feridas contaminadas. Isto acontece graças 

à atividade da alicina presente no alho, que lhe confere ação antimicrobiana 

(CAVALLITO; BAILEY, 1944). Saravanan e colaboradores (2010) estudaram a 

atividade antimicrobiana do A. sativum e constataram o alto poder antimicrobiano 

para várias bactérias. 

Devido à resistência bacteriana aos antibióticos padrões disponíveis no 

mercado, surge a necessidade de pesquisas para obtenção de novos produtos, 

inclusive naturais, com propriedades antibióticas (OLIVEIRA et al., 2008d). A procura 

de novos fármacos com ação antimicrobiana tem levado os cientistas a investigar a 

interação do microrganismo com o medicamento, visto que desde a década de 80 o 

número de antibióticos em desenvolvimento tem diminuído, enquanto a resistência 

dos microrganismos tem crescido (FILE Jr, 2000). Estes estudos são conduzidos 

com microrganismos epidemiologicamente importantes como o Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e fungos leveduriformes como 

Candida albicans (OLIVEIRA et al., 2006). 

Os microrganismos podem escapar da ação dos antimicrobianos por vários 

caminhos entre eles: alteração na estrutura molecular dos antimicrobianos, produção 

de enzimas que inativam o princípio ativo, alteração das proteínas ligadoras da 

penicilina, alvos modificados da DNA-girase, mutações de permeabilidade e 

modificações cromossômicas (FILE Jr., 2000)  

Extratos, infusões ou emplastros são as formas de uso de plantas medicinais 

mais comuns no Brasil para o tratamento de infecções, sem nenhuma comprovação 

científica. Estudos farmacológicos realizados com óleos essenciais de 15 espécies 

aromáticas do Nordeste brasileiro demonstraram atividade coerente com o uso 

destas plantas na medicina popular com efeitos na contração muscular, analgésico, 

antiinflamatório, anticonvulsivante e antibacteriano (HOLETZ et al., 2002). 

Pesquisas com a finalidade de encontrar novos agentes antimicrobianos entre 

a flora nativa são de particular interesse principalmente em um país que detém uma 

grande biodiversidade a exemplo do Brasil (MENG et al., 2000). Existem diversas 
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técnicas de triagem para avaliar se um extrato vegetal tem ou não atividade 

antimicrobiana, porém poucos são os estudos que determinam qual o melhor 

método a ser usado. Os dois métodos mais utilizados são o de difusão em ágar 

através das técnicas do disco, poço ou template e diluição em caldo, conforme 

recomendação do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 

2003). 

O teste de difusão em ágar é um método no qual o microrganismo é 

desafiado contra uma substância biologicamente ativa num meio de cultura sólido. A 

atividade é avaliada através da relação entre o tamanho da zona de inibição de 

crescimento com a concentração da substância testada (PINTO et al., 2003). A 

aplicação da substância em análise pode ser por meio de discos, cilindros de aço 

inoxidável ou vidro e perfuração do meio. Este método é utilizado para 

microrganismos de crescimento rápido e para alguns de crescimento difícil. O 

método padronizado recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2009) baseia-se no descrito por Bauer e colaboradores (1966). 

A avaliação da atividade antimicrobiana de extratos de origem vegetal é feita 

através da determinação da menor quantidade de substância capaz de inibir o 

crescimento do microrganismo em estudo, denominada Concentração Inibitória 

Mínina (CIM) (PINTO et al., 2003). Este valor pode ser determinado através do 

método das diluições sucessivas realizadas tanto em caldo como em ágar (ALVES 

et al., 2008). 

 

3.4.1 Microrganismos estudados 

 

O Staphylococcus aureus (Figura 7, p. 33) é uma bactéria Gram-positiva da 

família. Staphylococcaceae, que apesar de fazer parte da microbiota normal do 

corpo humano é um patógeno de grande importância visto que atua numa ampla 

gama de infecções. As doenças causadas por este microrganismo podem ser 

classificadas como superficiais, invasivas ou tóxicas. É uma bactéria capaz de 

causar infecção em feridas cirúrgicas, sendo mais grave em indivíduos com a 

imunidade comprometida (TEIXEIRA et al.,2008). 
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Figura 7 - Staphylococcus aureus. A- Corado pelo método de Gram; B- Micrografia 
eletrônica. 

 

Fonte:  A) URL: http://www.life.umd.edu/cbmg/faculty/asmith/smith2.html  
B) URL: http://www.textbookofbacteriology.net/staph.html) 

 

As bactérias do gênero Staphylococcus podem ser divididas em coagulase 

positivas e negativas, devido à capacidade de coagular plasma, considerado 

importante marcador de patogenicidade. Das espécies coagulase positiva a principal 

responsável por infecções é o S. aureus. Já as coagulase negativas, como por 

exemplo, o Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus sp coagulase negativo, 

também são causas de infecções especialmente no ambiente hospitalar em 

pacientes imunocomprometidos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). 

S. aureus é responsável por infecções na pele e no tecido subcutâneo, 

infecções pós-cirúrgicas, osteomielites, pneumonias, abcessos, endocardite e 

bacteremia (LOWY, 1998). As infecções podem ser causadas por bactérias que 

colonizam o próprio indivíduo, por amostras provenientes de outros pacientes ou de 

portadores sadios. As infecções podem ser graves em recém-nascidos, pacientes 

cirúrgicos portadores de câncer, e diabéticos, sendo as cepas de S. aureus mais 

resistentes aquelas provenientes de ambiente hospitalar (TEIXEIRA et al., 2008). 

 Segundo o Comitê de Doenças Infecciosas e Imunização da Sociedade de 

Pediatria Canadense (CPS–IDIC), são incomuns as transmissões ambientais e por 

vias aéreas, exceto em unidades de queimados e unidades de terapia intensiva, 

onde podem ocorrer casos de pacientes traqueostomizados com pneumonia por S. 

aureus (CPS–IDIC, 1999). O portador exerce papel importante na epidemiologia e 

na patogênese da infecção, sendo a maioria das infecções por este microrganismo 

endógenas (CAVALCANTI et al., 2006). 

 Até a década de 1960 o S. aureus era sensível à penicilina porém, por meio 

de seleção, cepas resistentes a este antibiótico tornaram-se um problema de saúde 

http://www.life.umd.edu/cbmg/faculty/asmith/smith2.html
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pública uma vez que o referido antibiótico não surtia efeito. A criação do beta-

lactâmico sintético (meticilina) foi a solução encontrada. Porém, surgiram evidências 

de que este microrganismo era também resistente a meticilina. Essas cepas foram 

então denominadas S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), apresentando 

igualmente resistência a todos os antibióticos beta-lactâmicos (LOWY, 1998). A 

vancomicina passou a ser utilizada em portadores de MRSA, porém em 1996 foi 

registrada no Japão uma resistência reduzida e, em 2002, surgiram os primeiros 

registros de resistência plena de S. aureus frente à vancomicina (MIMICA; MENDES, 

2007). 

Pseudomonas aeruginosa (Figura 8, p. 35) é um bacilo Gram-negativo não 

fermentador encontrado no solo, água, vegetais, animais, alimentos e ambientes 

hospitalares. É um dos principais agentes causadores de infecções em pacientes 

imunocomprometidos, apesar de também provocar danos em pacientes 

imunocompetentes. É considerado um dos mais importantes patógenos de infecção 

hospitalar (LINCONPAN; TRABULSI, 2008). Este microrganismo foi isolado pela 

primeira vez em 1882 e recebeu o nome de Bacillus pyocyaneus, devido ao 

pigmento piocianina produzido por ele (FERRAREZE et al., 2007). Pertencente a 

família Pseudomonadaceae, é uma bactéria aeróbia, porém pode crescer em meio 

anaeróbico desde que haja nitrato com aceptor terminal de elétrons. São capazes de 

produzir pigmentos solúveis em água, que se difundem em meios de cultivo como a 

piocianina (azul), pioverdina (verde), piomelanina (marrom), e piorrubina (vermelho) 

(LINCONPAN; TRABULSI, 2008). Esses pigmentos são facilmente visíveis a olho nu 

(Figura 8C, p. 35).  

P. aeruginosa permanece como um dos microrganismos mais prevalentes 

como causadores de infecção hospitalar. Graças as suas características naturais de 

resistência ocupa lugar de destaque quando se trata de terapêutica (ARRUDA, 

1998). Vários tipos de resistência foram identificados com relação á P. aeruginosa, 

como hiper-expressão de bombas de efluxo, produção de β-lactamases, perda ou 

pouca expressão das proteínas de membrana. Podem ser resistentes a diferentes 

antimicrobianos como cefalosporina de terceira e quarta geração e carbapenêmicos, 

por isto infecções causadas por cepas multirresistentes são um desafio na terapia 

antimicrobiana (FUENTEFRIA et al., 2008). 

 Para transmissão de P. aeruginosa há necessidade de alterações das 

barreiras cutâneas e mucosas como traumas, cirurgias, queimaduras, transplante, e 
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imunodepressão fisiológica, terapêutica ou clínica (LINCONPAN; TRABULSI, 2008). 

Esta bactéria está frequentemente associada a infecção pulmonar em indivíduos 

com fibrose cística. É considerada a maior causa de morbidade e mortalidade para 

este grupo de pacientes, permanecendo nas vias respiratórias e contribuindo para 

casos de insuficiência pulmonar (STEHLING et al., 2008). 

 

Figura 8 - Pseudomonas aeruginosa. A- Corada pelo método de Gram; B- 
Micrografia eletrônica; C- Placa de Petri contendo colônias de P. 
aeruginosa, evidenciando a pigmentação produzida por esta bactéria  

 

Fonte: A) URL: http://www.pseudomonasaeruginosa.net/wp-content/uploads/2010/08/Pseudomonas-
aeruginosa1.jpg; B) URL:http://www.pseudomonas.com/p_aerug.jsp; C) URL: 
http://www.emlab.com/s/sampling/env-report-03-2007.html. 

 
O fungo Candida albicans (Figura 9, p. 36), pertence à família das 

Saccharomycetaceae, é polimorfo, e pode ser oportunista ou patogênico (NOBRE et 

al., 2002). Esta espécie pode causar infecções superficiais variando de doenças da 

pele e mucosas aos tecidos profundos, sendo responsável por 85% dos casos de 

candidíase (VAL; ALMEIDA FILHO, 2001; CROCCO et al., 2004). 

A candidíase expressa a variedade de relações que ocorrem entre o 

hospedeiro e a microbiota autóctone, ou seja, do comensalismo à doença. Estas 

leveduras são responsáveis pela colonização, infecções fúngicas superficiais em 

imunocompetentes e sistêmicas em imunodeprimidos. A infecção do tecido 

subcutâneo provocada por C. albicans pode ser por contato direto, lesão ou 

disseminação hematogênica. Em alguns pacientes as lesões de pele podem ser o 

único sinal de infecção fúngica sistêmica (TUON; NICODEMO, 2006). 

Segundo Menezes e colaboradores (2004), a candidíase pode apresentar-se: 

a) na forma cutânea, presente principalmente nas dobras do corpo humano, nos 

espaços interdigitais, nas pregas axilares, na nuca, na região interglútea e inguinal; 

b) na forma mucosa, sendo a mais comum a pseudomembranosa, caracterizada por 

http://www.pseudomonas.com/p_aerug.jsp
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placas brancas removíveis, chamadas de aftas, ou vermelhas, lisas, pruriginosas e 

ardentes, que atingem principalmente a genitália feminina; e c) na forma sistêmica, 

com manifestações clínicas como candidíase pulmonar, endocardite, nefrite e 

fungemia, que podem levar o portador a óbito.  

Por apresentar-se de várias formas essa doença necessita de utilização de 

diferentes métodos terapêuticos (CROCCO et al., 2004). Apesar da contínua 

introdução de novos medicamentos com atividade antifúngica, estes ainda são em 

número limitado. Portanto, a demanda por novos antifúngicos justifica a busca por 

compostos mais eficazes e menos tóxicos do que aqueles já em uso (ZENG et al., 

2011). 

 

Figura 9 - Candida albicans. A- Microscopia óptica; B- Micrografia eletrônica. 

 

Fonte: A) URL: http://naturalhealthbites.com/tag/candida/;  
           B) URL: http://medicineworld.org/news/news-archives/infectious-disease-news/787685315-

Feb-14-2008.html 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://naturalhealthbites.com/tag/candida/
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Coleta e Identificação do Material Vegetal 

 

 O material vegetal proveniente de Coccoloba mollis foi coletado no município 

de São Miguel dos Campos–AL em março de 2003. A espécie Triplaris americana foi 

coletada na Área de Proteção Ambiental de Santa Rita, na cidade de Marechal 

Deodoro–AL, e a Coutarea hexandra nas proximidades da Usina Coruripe, no 

município de Coruripe–AL, ambas em abril de 2005. Todo material vegetal foi 

coletado e identificado pela botânica Rosângela Pereira de Lyra Lemos do Instituto 

de Meio Ambiente (IMA-AL) onde as exsicatas foram depositadas sob os números 

MAC-17274, MAC-22953 e MAC-22943 para C. mollis, T. americana e C. hexandra, 

respectivamente. 

 

4.2 Preparação das Amostras 

 

 As diferentes partes das plantas após secagem à temperatura ambiente foram 

trituradas e individualmente maceradas com acetona e/ou etanol a 90%, exceto os 

frutos frescos e pedúnculo de frutos de T. americana que foram extraídos em 

hexano (C6H14) seguido de metanol (MeOH). 

 Os extratos brutos obtidos, após eliminação do solvente em evaporador 

rotatório foram suspensos numa solução de MeOH:H2O (3:2) e extraídos em C6H14, 

diclorometano (CH2Cl2) ou clorofórmio (CHCl3) e acetato de etila (AcOEt). Em alguns 

casos as frações foram tratadas com base e/ou filtradas em gel de sílica com 

solventes de diferentes polaridades (Figura 10, p 38). 

 Os extratos, frações e filtrações obtidos foram testados quanto ao seu 

potencial antimicrobiano frente às cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa e Candida albicans. Todo processo de preparação das amostras foi 

realizado pela equipe do Laboratório de Pesquisa Química de Produtos Naturais do 

Instituto de Química de Biotecnologia da UFAL sob supervisão da Professora Dra. 

Lúcia Maria Conserva. 
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Figura 10 - Esquema geral da obtenção das amostras testadas. 

 

 

 

 

  



39 
 

4.3 Difusão em Disco 

 

 A técnica de difusão em disco descrita por Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966), 

foi realizada para triagem com todas as amostras, para avaliação da atividade 

antimicrobiana. 

 

4.3.1 Preparação das Amostras e dos Discos Teste 

 

À 50 mg do extrato, fração ou subfração  adicionou-se 1 mL de MeOH para 

obtenção de uma solução estoque de 5000 µg/mL. Quando necessário, para facilitar 

a solubilização, a mistura era deixada alguns minutos em sonicador (banho Maria de 

ultra-som). Discos de papel de filtro Whatman nº 1 de 6 mm foram confeccionados 

com auxílio de perfurador de papel e esterilizados em autoclave a 121 ºC por 15 min. 

Posteriormente, os discos foram colocados um a um, com auxílio de uma pinça 

estéril, em placas de poliestireno com 96 orifícios. Adicionou-se em cada poço 20 µL 

da solução estoque em triplicata (1000 µg/mL). Os discos foram mantidos na capela 

de fluxo laminar e, após secagem, eram tampados e levados a geladeira até o 

momento do uso. 

 

4.3.2 Meios e Reagentes Utilizados 

a) Brain-Heart Infusion (BHI): Utilizou-se 37g do pó dissolvido em 1 litro de água 

destilada. O meio era esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 ºC e 

posteriormente mantido em de geladeira até o momento do uso. 

b) Ágar Müller Hinton (AMH): Este meio foi utilizado para os testes com as bactérias. 

Para prepará-lo utilizou-se 38 g do pó solubilizados em 1 litro de água destilada e 

esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 ºC. Em seguida, o meio era vertido em 

placas de Petri descartáveis de 90x15 mm em capela de fluxo laminar, onde 

permanecia por 24 horas para verificação da esterilidade. Após esse período as 

placas eram identificadas e guardadas em geladeira para serem usadas nos ensaios 

biológicos. 

c) Ágar Sabouroud Dextrose (ASD): Este meio foi utilizado nos testes com fungo. Em 

seu preparo utilizou-se 65 g do pó dissolvido em 1 litro de água destilada. Após 

esterilização em autoclave por 15 min. a 121 ºC, o meio era depositado em placas 
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de Petri descartáveis de 90x15 mm na capela de fluxo laminar, e deixado por 24h 

para verificação de sua esterilidade. Após este período as placas eram identificadas 

e levadas à geladeira até momento do uso. 

d) Solução Salina Tamponada (SST): No preparo da SST utilizou-se 5,61 g de 

Cloreto de Sódio, 0,11 g de Cloreto de Potássio, 1,0 g de Fosfato de Potássio 

Monobásico e 2,0 g de Fosfato de Sódio Dibásico, solubilizados em 1 litro de água 

destilada e levados à autoclave a 121ºC por 15 min. A SST era mantida em 

geladeira até o momento do uso. 

e) Solução de Sulfato de Bário da Escala de McFarland: Foram utilizadas soluções 

padrões de turbidez, conhecida como Escala de McFarland (Figura 11, p 41), para 

padronização do inóculo dos microrganismos nos testes in vitro. Esta escala foi 

preparada utilizando-se 10 tubos de ensaio com tampa rosqueável, os quais 

receberam quantidades sequenciais de solução de Sulfato de Bário (BaSO4) a 1% 

(0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 mL) e ácido sulfúrico (H2SO4) a 1% q.s.p. 10 

mL. A turbidez de cada tubo corresponde respectivamente às seguintes densidades 

do inóculo (Unidades Formadoras de Colônias-UFC): 

Tubo 1 – 1,5 x 105 UFC/mL 

Tubo 2 – 3,0 x 105 UFC/mL 

Tubo 3 – 6,0 x 105 UFC/mL 

Tubo 4 – 9,0 x 105 UFC/mL  

Tubo 5 - 1,5 x 106 UFC/mL 

Tubo 6 – 3,0 x 106 UFC/mL 

Tubo 7 – 6,0 x 106 UFC/mL 

Tubo 8 – 9,0 x 106 UFC/mL 

Tubo 9 – 1,5 x 107 UFC/mL  

Tubo 10 – 3,0 x 107 UFC/mL 

Nos testes utilizou-se o tubo nº 5 como referência para a densidade de 

1,5x106 UFC/mL (SILVA, 1999). 
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Figura 11 - Escala de McFarland. Destaque do tubo 5, equivalente 
a 1,5x106 UFC/mL.  

 

 
Foto original gentilmente cedida por Maria Lysete de Assis Bastos 

 

4.3.3 Preparo dos Microrganismos 

 

Os microrganismos utilizados nos ensaios, oriundos do American Type Cell 

Colection (ATCC), foram as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e o fungo Candida albicans (ATCC 10231). 

A seleção dos microrganismos foi baseada na dificuldade em tratar as infecções 

causadas pelos mesmos, em decorrência da resistência aos antimicrobianos 

padrões. 

Para ativação dos microrganismos foram colocados 10 a 15 mL de BHI em 

dois tubos de ensaio. Em cada tubo adicionava-se um disco do microrganismo, que 

era incubado por 24h a 35 ºC para as bactérias, e durante 48h a 28 ºC para o fungo. 

Após esse período o BHI assumia uma coloração turva, característica da presença 

do microrganismo ativado.  

Com auxílio de uma alça de platina, os inóculos eram repicados em duas 

placas de Petri, contendo o meio apropriado para cada microrganismo. Após 

incubação em estufa por 24h a 35 ºC para as bactérias, e durante 48h a 28 ºC para 

o fungo, as placas com os microrganismos estavam prontas para a realização dos 

bioensaios. 
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4.3.4 Bioensaio 

 

Com auxílio de uma alça de platina os microrganismos eram colocados em 

um Erlenmeyer contendo SST de modo a se obter uma densidade correspondente a 

1,5x106 UFC/mL, determinada por comparação com a escala de McFarland. Com 

ajuda de swab estéril as placas eram semeadas com esta suspensão microbiana.  

Em cada placa eram depositados três discos testes impregnados com 20 µL 

da amostra a ser testada, um disco de controle negativo impregnado com 20 µL de 

metanol, e um disco controle positivo. Como controles positivos foram utilizados 

discos de gentamicina (10 µg), ciprofloxacina (5 µg) e miconazol (50 µg) para os 

testes com S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans, respectivamente. Todos os 

ensaios foram conduzidos em triplicata.  

As placas com as bactérias eram incubadas por 24h a 35 ºC, e com o fungo 

durante 48h a 28 ºC. Os halos de inibição dos controles positivos e dos testes, 

quando presentes, eram medidos utilizando paquímetro (Figura 12, p 42). O 

percentual de inibição das amostras foi calculado pela seguinte fórmula: 

 
 
% de inibição = Média do halo de inibição das amostras testes  x 100 

                                 Média do halo de inibição do controle 

 

Figura 12 - Placa de Difusão em Disco. Destaque para os halos da amostra teste 
(seta vermelha) e do controle positivo (seta verde). 

 

 

 

A avaliação da atividade antimicrobiana das amostras foi realizada levando 

em consideração os critérios adotados por Caceres et al. (1998), no qual amostras 
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com zona de inibição ≥75% são considerados ativas, ≥25% e <75% moderadamente 

ativas e < 25% inativas. 

 

4.4 Microdiluição em Caldo BHI 

As amostras que no teste de difusão em disco apresentaram zona de inibição 

≥ 25% foram submetidas ao teste de microdiluição em caldo para a determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

 

4.4.1 Preparo das Amostras e Material Utilizado 

 

Para preparo de uma solução estoque de 4.400 µg/mL, utilizou-se 4,4 mg da 

amostra em 1 mL de metanol, deixada em sonicador para auxiliar a solubilização.  

Para realização deste teste utilizou-se BHI duas vezes concentrado (BHI 2x), 

obtido usando-se 74g do pó solubilizado em 1L de água destilada, esterilizado em 

autoclave por 15 min a 121 ºC e mantido em geladeira até o momento do uso. 

Utilizou-se como revelador cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (CTT) (C19H15N4Cl) a 

0,02%. A preparação da SST bem como os microrganismos foi conduzida da mesma 

maneira que no teste de difusão em disco. 

 

4.4.2 Microdiluição (Adaptada de Ayres et al., 2008) 

 

O teste foi realizado em placas estéreis de poliestireno com 96 poços. Todos 

os poços foram preenchidos com 100 µL de meio de cultura. Uma alíquota de 100 

µL do extrato, fração ou subfração foram adicionados aos poços da primeira fileira. 

Após homogeneização foi realizada a diluição em série nos poços seguintes, e ao 

final o excedente era descartado. Em todos os poços foram adicionados mais 100 µL 

de meio para obtenção, ao final, das concentrações teste de 1000 µg/mL até 0,5 

µg/mL. Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra teste. 

Posteriormente, adicionou-se 20 µL do inóculo solubilizado em SST (1,5x106 

UFC/mL).  

Três colunas foram reservadas para os controles. No controle de crescimento 

utilizou-se 150 µL de BHI duas vezes concentrado, 50 µL de solução salina e 20 µL 

do inóculo bacteriano. Para o controle negativo usou-se 150 µL de meio, 20 µL de 

inóculo e 50 µL do solvente utilizado para solubilização da amostra, e finalmente no 
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controle positivo 150 µL de meio, 20 µL de inóculo, e 50 µL do antibiótico específico 

para cada microrganismo, na forma líquida. Ao final todos os poços continham o 

volume de 220 µL (Figura 13, p 44).  

As placas eram então levadas à estufa, e após 24 horas adicionavam-se 

20 µL do revelador CTT. Depois de nova incubação por mais três horas, procedia-se 

a leitura. O revelador confere a coloração vermelha na presença do microrganismo. 

A ausência de coloração foi interpretada como atividade da amostra avaliada. 

 
Figura 13 - Placa de microdiluição. Em destaque as linhas reservadas para os 

controles do experimento 
 

 
 

 
 
4.5 Toxicidade Frente à Artemia salina Leach 

4.5.1 Teste Preliminar 

 

Utilizou-se 7,5 mg das amostras solubilizadas em 2,5 mL de água do mar com 

Dimetilsulfóxido (DMSO) a 1%, levadas ao banho de ultrassom para auxílio na 

solubilização. A solução estoque continha 3.000 µg/mL da amostra. 

Para realização do teste cistos de Artemia eram deixados em água do mar. 

Após um período de 24 a 48 horas as larvas eclodidas eram recolhidas para 

realização dos testes de toxicidade (CARBALLO et al., 2002). 

No presente trabalho, os cistos foram colocados para eclosão em uma cuba 

plástica artesanal opaca, contendo água do mar filtrada, tampadas até a metade 

(Figura 14a, p 45). Após um período de 24 horas sob a luz artificial as larvas de 

primeiro ínstar que eclodiram (náuplios) eram transferidas para placas de Petri e 

mantidas por mais 24 horas sob luz artificial para o desenvolvimento de larvas de 
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segundo ínstar (metanáuplios), apropriadas para a realização do teste de toxicidade 

(MOLINA-SALINAS; SAID-FERNÁNDEZ, 2006) (Figura 14b, p 45). 

 
Figura 14 - a) Cistos de Artemia salina em cubas de cor opaca e mantidas sob 

luz artificial. b) Placas contendo larvas de primeiro ínstar mantidas 
sob iluminação. 

 

 
 

 

O teste foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 poços (Figura 15a, 

p. 46). Cada poço recebeu 100 µL de água do mar com 10 a 15 larvas. Foram 

testadas as concentrações de 1000, 100, 10 e 1 µg/mL. Uma alíquota de 50 µL da 

solução estoque foi colocada nos três primeiros poços para obtenção da 

concentração de 1000 µg/mL. Para as demais concentrações retirava-se 50 µL da 

solução anterior e adicionava-se a 450 µL de água do mar com DMSO a 1%. Esta 

mistura foi então homogeneizada e transferida aos três poços seguintes, 

procedimento este repetido até obtenção da menor concentração. 

Como controle negativo foi usado 50 µL de água do mar com DMSO 1% e 

como controle positivo Timol 0,01%. As placas foram tampadas e mantidas sob luz 

artificial durante 24 horas. Após este tempo realizava-se a contagem das artemias 

com ajuda de microscópio estereoscópico. Os testes foram realizados em triplicata. 

A mortalidade das larvas foi calculada de acordo com a fórmula:  

 
% de mortalidade =  Número de artemias mortas por poço  x 100 
                                   Número de artemias vivas por poço  

 

4.5.2 Teste Quantitativo 

 As amostras que apresentaram no ensaio preliminar mortalidade maior ou 

igual a 30% na concentração de 1000 µg/mL foram consideradas tóxicas. Estas 

amostras foram submetidas ao teste biológico quantitativo, a fim de determinar a 
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concentração atóxica.  

 O teste foi conduzido em triplicata em placas de poliestireno contendo 12 

orifícios (Figura 15b, p 46). Em cada um foram depositados 1 mL de água do mar 

contendo 10 larvas de Artemia salina, amostras em diferentes diluições (1000, 500, 

250, 125, 100, 50, 25, 12,5, 10, 5, 2,5, 1,25 e 1 g/mL), completando o volume total 

para 5 mL/poço de água do mar com 1% de DMSO. Como controle negativo usou-

se 1 mL de água do mar com 10 larvas e 4 mL de água do mar com DMSO a 1%. As 

placas foram mantidas sob luz artificial por 24 horas e lidas ao microscópio 

estereoscópico para verificar a mortalidade. 

 Os valores de CL50 (concentração que causa 50% de mortalidade), e os 

respectivos intervalos de confiança (IC95), foram calculados e analisados usando o 

método de Probit (FINNEY, 1972).  

 

Figura 15 - a) Placa utilizada na realização do teste preliminar. b) Placa de 12 poços 
usada no teste quantitativo. 

 

 
 

4.6 Análise Estatística 

 

O método estatístico de Finney (1972) de análise Probit (Probit analysis) foi 

utilizado para calcular os valores de CL50 e IC95. A CL50 e IC95 das amostras que 

foram tóxicas em concentração < 1µg/mL foram calculadas pelo pacote estatístico 

SAEG - Software Analysis and Experimentation Group, da Universidade Federal de 

Viçosa–MG. A análise de regressão foi realizada pelo programa GraphPad Prism 

versão 5.0. 

 

 

 



47 
 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Difusão em Disco 

 

Das 69 amostras (extratos brutos, frações e subfrações) avaliadas pelo 

método de difusão em disco contra os microorganismos Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, 21 foram obtidas da espécie 

Coccoloba mollis (Quadro 1, p. 47), 38 da espécie Triplaris americana (Quadro 2, p. 

48), e dez amostras da espécie Coutarea hexandra (Quadro 3, p. 49). 

 

 

Quadro 1 - Extratos, frações e subfrações oriundas da espécie vegetal Coccoloba 

mollis 

 

Parte da Planta Extrato Bruto Fração Subfração 

Folha 

EtOH - - 

C3H6 O CH2Cl2  - 

C3H6 O AcOEt  - 

C3H6 O MeOH/H2O - 

Casca do caule 
 

EtOH  - - 

CH2Cl2  - - 

EtOH MeOH/H2O  - 

EtOH C6H14 - 

EtOH AcOEt  - 

- CH2Cl2 CH2Cl2:AcOEt 1:1  

- C6H14 Neutra MeOH 

- CH2Cl2 MeOH 

Caule com cupim 

EtOH - - 

EtOH C6H14  - 

EtOH AcOEt  - 

- C6H14  - 

- AcOEt AcOEt:MeOH  

- AcOEt MeOH 

- AcOEt AcOEt 

Caule 
EtOH MeOH/H2O  - 

EtOH AcOEt MeOH 
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Quadro 2 - Extratos brutos, frações e filtrações oriundas da espécie vegetal Triplaris 

americana. 

Parte da Planta Extrato Bruto Fração Subfração 

 

Pedúnculo dos 

frutos 

MeOH  - - 

MeOH C6H14 - 

 
 
 
 
 
 
 
 

Folha 
 
 

 
 
 
 
 

C3H6O - - 

EtOH  - - 

C6H14 EtOH - 

C3H6O MeOH/H2O - 

C6H14 C6H14 Ácida - 

C3H6O CHCl3 - 

C3H6O C6H14 - 

C3H6O AcOEt C6H14:AcOEt (1:1) 

C3H6O CHCl3 AcOEt 

C3H6O C6H14 Ácida AcOEt 

C3H6O CHCl3 CH2Cl2 

C3H6O C6H14 C6H14:AcOEt (1:1) 

C3H6O C6H14 C6H14:AcOEt (8:2) 

C3H6O C6H14 MeOH 

C3H6O C6H14 Neutra AcOEt 

C3H6O C6H14 Neutra C6H14 

 

Casca do Caule 

EtOH - - 

EtOH CH2Cl2 - 

EtOH C6H14 - 

 

Raiz 

EtOH - - 

EtOH CHCl3 - 

- CH2Cl2 CH2Cl2 

 

 

Caule 

EtOH MeOH/H2O - 

EtOH CHCl3 - 

C6H14 C6H14 Ácida - 

EtOH CHCl3 MeOH 

EtOH CHCl3 AcOEt:MeOH (1:1) 

 

Fruto 

- C6H14 - 

MeOH AcOEt MeOH 

MeOH CHCl3 MeOH 

MeOH CHCl3 CHCl3:AcOEt(1:1) 

 

 

Fruto Fresco 

MeOH CHCl3 - 

MeOH MeOH/H2O - 

MeOH AcOEt AcOEt:MeOH (1:1) 

MeOH MeOH/H2O MeOH 

MeOH MeOH/H2O AcOEt:MeOH (1:1) 
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Quadro 3 - Extratos brutos, frações e filtrações obtidas da espécie vegetal Coutarea 
hexandra. 
 

Parte da Planta Extrato Bruto Fração Subfração 

Casca do caule EtOH - - 

Raiz 

C6H14 C6H14MeOH (1:1) - 

CH2Cl2 MeOH - 

AcOEt MeOH - 

AcOEt AcOEt-MeOH (1:1) - 

C6H14 C6H14 - 

Folha 

EtOH - - 

EtOH C6H14 - 

EtOH CHCl3 - 

AcOEt AcOEt-MeOH (8:2) - 

 
Das 69 amostras testadas na concentração de 1000 µg/disco, 17 (24,6%) 

apresentaram halo de inibição frente a bactéria Gram-positiva S. aureus (Tabela 1, 

p. 50). A média dos halos do controle positivo (gentamicina 10 µg/disco) foi de 27,4 

mm e a média dos halos das amostras com atividade foi de 11,6 mm (Tabela 1, p. 

50; Figura 16, p. 51). 

Dentre as 17 amostras que apresentaram algum grau de inibição do 

crescimento microbiano, sete (41,2%) foram oriundas de frações e dez (58,8%) de 

subfrações. Nenhum extrato bruto apresentou atividade microbicida. A maior 

atividade biológica das frações e principalmente das subfrações pode ser explicada 

pelo fato de se tratar de misturas menos complexas, em comparação ao extrato 

bruto. Segundo Andrade e colaboradores (2004), os extratos brutos são constituídos 

de misturas complexas de substâncias e pigmento que podem causar efeito 

antagonista, podendo interferir no resultado final do experimento. 

De acordo com os parâmetros adotados por Cáceres e colaboradores (1998) 

(descritos no ítem 4.3.4), das 17 amostras, uma (5,9%) pode ser considerada ativa 

(halo de inibição ≥75%), 15 (88,2%) moderadamente ativas (inibição ≥25% e < 75%) 

e uma (5,9%) inativa (inibição <25%). O percentual de inibição variou entre 10,9% a 

123,1% (Tabela 1, p. 50). 

  



50 
 

Tabela 1 - Média dos halos e % de inibição das amostras oriundas das três espécies 
vegetais ativas contra S. aureus (100 µg/disco). 

Espécie 
vegetal 

Parte 
planta 

Extrato 
bruto 

Fração Subfração Média do 
halo 
(mm) 

% de 
inibição  

C. mollis 

Casca do 
caule 

- CH2Cl2 CH2Cl2:AcO
Et (1:1) 

3,0 10,9 

- C6H14 
Neutra 

MeOH 7,0 25,6 

Caule com 
cupim 

- AcOEt AcOEt 9,3 34,1 

 
 

T. americana 

 

 

Folha 

C6H14 C6H14 
Ácida 

- 13,7 49,9 

C3H6O  CHCl3 - 8,3 30,5 

C3H6O AcOEt C6H14:AcOE
t (1:1) 

11,7 42,7 

C3H6O CHCl3 AcOEt 9,7 35,3 

C3H6O C6H14 

ácida 
AcOEt 13,7 49,9 

C3H6O C6H14 

Neutra 
AcOEt 19,0 69,5 

Casca do 
caule 

EtOH CH2Cl2 - 9,0 32,9 

Raiz - CH2Cl2 CH2Cl2 10,0 
36,6 

Caule EtOH CHCl3 - 8,3 
30,5 

C6H14 C6H14 

Ácida 
- 8,0 29,3 

Fruto  MeOH CHCl3 CHCl3:AcO
Et (1:1) 

12,0 43,9 
 

Fruto 
fresco 

MeOH MeOH/
H2O 

- 8,7 
31,7 

MeOH AcOEt AcOEt:MeO
H 

12,3 45,1 

C. hexandra 
Raiz CH2Cl2 MeOH - 33,7 123,1 

Controle 
positivo 

Gentamicina 10 µg/disco 27,4 100 
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As espécies estudadas não apresentaram atividade contra P. aeruginosa e 

C. albicans. Como controles positivos foram utilizados os antimicrobianos: 

ciprofloxacina (5 µg/disco) para P. aeruginosa e miconazol (50 µg/disco) para 

C. albicans. A média dos halos dos antimicrobianos foi de 28,3 mm e 21,1 mm para 

ciprofloxacina e miconazol, respectivamente (Figura 17, p. 52). 

Das duas amostras com atividade antibacteriana provenientes da espécie 

C. mollis, a mais promissora foi a subfração em acetato de etila oriunda da fração 

em acetato de etila do caule com cupim (Tabela 1, p. 50). Oliveira (2007) avaliou os 

constituintes químicos por meio da cromatografia em camada delgada do caule da 

espécie C. mollis e verificou não haver diferença entre os compostos químicos 

mesmo quando havia associação com cupim em seu caule, portanto a atividade 

antibacteriana encontrada não sofreu interferência do inseto. 

Com relação às amostras provenientes da espécie T. americana a mais ativa 

foi a subfração em acetato de etila oriunda da fração hexânica neutra do extrato da 

folha em acetona com percentual de inibição de 69,5%. A subfração em acetato de 

etila proveniente de fração hexânica ácida do extrato em acetona da folha de T. 

americana também apresentou atividade frente S. aureus, com percentual de 

inibição de 49,9%. Pode-se observar que a amostra oriunda da fração neutra foi 

mais promissora do que a de fração ácida (Tabela 1, p. 50).  

Dentre todas as espécies avaliadas a mais promissora foi a fração em 

metanol proveniente de extrato em diclorometano da raiz de C. hexandra com média 

de halo de inibição de 33,7 mm e percentual de inibição de 123,1% (Tabela 1, p. 50), 

portanto, superior ao halo da gentamicina que foi de 27,4 mm.  

Figura 16 – Halos de inibição dos extratos de: A) Coutarea hexandra, B) Triplaris 
americana e C) Coccoloba mollis frente a S. aureus. Controle positivo 
(CP) – gentamicina (10µg) e controle negativo (CN) – Metanol. 
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De acordo com os parâmetros de Cáceres e colaboradores (1998), esta 

amostra pode ser considerada ativa contra S. aureus, sendo a mais promissora para 

a produção de um medicamento fitoterápico de ação bactericida. 

 
 
Figura 17 - A) P. aeruginosa e B) C. albicans. Controles positivos (CP) – 

Ciprofloxacina (5µg) e Miconazol (50µg), para P. aeruginosa e C. 
albicans, respectivamente. Controle Negativo (CN) – Metanol.  

 

 
 

 

Oliveira e colaboradores (2008b) avaliaram o potencial antimicrobiano in vitro 

do látex in natura seco, e extratos brutos de Croton urucurana (Euphorbiaceae) 

contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus 

pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, 

Salmonella typhimurium e Shigella flexneri, pela técnica de difusão em disco 

utilizando 1,0x107 UFC/mL nas concentrações de 0,062; 0,125; 0,250; 0,5 e 1,0 

mg/disco. Os autores verificaram que todas as amostras avaliadas apresentaram 

potencial antimicrobiano contra pelo menos um dos microrganismos testados, exceto 

o extrato em acetato de etila que foi inativo. Observaram também que a ação 

antimicrobiana sofria variação na zona de inibição entre os extratos polares e 

apolares. Resultado semelhante foi encontrado no presente trabalho, uma vez que, 

grande parte das amostras que tiveram atividade frente S. aureus foi oriunda de 

extratos polares. Apesar das amostras oriundas de frações neutras serem menos 

polares que as ácidas, por serem ricas em ácidos graxos, e as ácidas em esteróides, 

no presente estudo a subfração em acetato de etila, oriunda da fração hexânica 

neutra do extrato da folha de T. americana em acetona, foi a mais promissora desta 

espécie quando comparada com a fração ácida. 
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Segundo Virtuoso e colaboradores (2005) o tamanho do halo de inibição é 

influenciado pela velocidade de difusão da amostra no meio. Portanto, as amostras 

apolares são mais lentas neste processo, o que pode contribuir para que 

apresentem pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana. 

Caetano e colaboradores (2002) avaliaram extratos de plantas popularmente 

utilizadas como antiinflamatórias, quanto ao seu poder antimicrobiano frente cepas 

de S. aureus (1,5x106 UFC/mL). Extratos provenientes do babaçu (Orbignya 

martiana, Arecaceae), na concentração de 30 mg/mL, apresentaram halo de inibição 

de 14 a 18 mm, sendo que a atividade antiinflamatória desta planta já havia sido 

descrita. A planta conhecida como cardo santo (Argemone mexicana, 

Papaveraceae) na concentração de 24,8 mg/mL apresentou tamanho médio do halo 

de inibição de 18 mm, e o extrato bruto de terramicina (Alternanthera brasiliana, 

Amaranthaceae) na concentração de 65 mg/mL apresentou diâmetro médio do halo 

igual a 22 mm.  

Neste estudo a média da zona de inibição foi de 11,6 mm, valor inferior aos 

descritos acima. Provavelmente a concentração da amostra avaliada deve 

influenciar no tamanho do halo uma vez que a concentração testada no presente 

trabalho foi de 1000 µg/mL (1 mg/mL). É possível que, se as amostras submetidas a 

análise fossem testadas em concentrações maiores, a média dos halos seriam 

superiores às encontradas. 

Ulukanli e colaboradores (2005) avaliaram extratos de raiz e parte aérea de 

Rumex crispus (Polygonaceae), quanto ao potencial antimicrobiano pelo método de 

difusão em poço, frente a diversos microrganismos entre eles S. aureus, 

P. aeruginosa e C. albicans, alvos do presente estudo. Os extratos hexânicos e em 

acetato de raiz apresentaram atividade antimicrobiana frente P. aeruginosa com 

zona de inibição de 18 e 16 mm, respectivamente. Os extratos em acetona e 

metanol apresentaram atividade contra S. aureus com halos de 23 e 17 mm cada, 

mas apenas o extrato em acetona foi ativo frente C. albicans com halo de inibição de 

17 mm. O extrato hexânico da parte aérea foi inativo contra esses microganismos.  

As amostras provenientes da família Polygonaceae mostraram atividade 

apenas contra S. aureus. Ulukanli e colaboradores (2005) observaram maior 

atividade de extratos vegetais frente a bactérias Gram-positivas em comparação à 

bactérias Gram-negativas. Resultado semelhante foi encontrado no presente estudo. 
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Segundo Essawi e Srour (2000) isto pode ser explicado pela complexidade da 

parede celular das bactérias Gram-negativas. 

Duarte e colaboradores (2002) ao avaliarem o potencial antimicrobiano de 

Polygonum hispidum, também da família Polygonaeceae, verificaram que tanto a 

decocção como a infusão do vegetal foram inativos contra S. aureus. No entanto, 

apresentaram atividade frente a P. aeruginosa. Embora a espécie P. hispidum 

pertença a mesma família de duas das espécies estudadas, os resultados 

encontrados por esses autores contrastam com os resultados da presente pesquisa. 

Niño e colaboradores (2006) ao avaliarem Dioicidendron diocum e 

Gonzalagunia rosea, ambas da família Rubiaceae, contra vários microrganismos, 

inclusive os utilizados no presente estudo, verificaram que as amostras em 

diclorometano e metanol apresentaram atividade apenas contra C. albicans e 

Fusarium solani.  

Neste estudo a fração metanólica oriunda de extrato em diclometano da raiz 

de Coutarea hexandra, também da família Rubiaceae, apresentou-se ativa contra 

S. aureus com halo de inibição de 33,7 mm (Tabela 1, p. 50).  

 

5.2 Microdiluição em Caldo BHI 

 

As amostras ativas ou moderadamente ativas no teste de difusão em disco 

foram submetidas ao teste de microdiluição em caldo BHI para determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM). A CIM é a menor concentração capaz de inibir 

satisfatoriamente o crescimento microbiano. O método de diluição em caldo permite 

fazer relação entre a proporção do crescimento do microrganismo no meio líquido e 

a concentração da substância testada comparado com um padrão biológico de 

referência. 

Como controle positivo utiliza-se o quimioterápico padrão juntamente com a 

suspensão bacteriana em teste, e no controle negativo usa-se o meio de cultura, o 

reagente utilizado na solubilização da amostra, e a suspensão bacteriana 

(OSTROSKY et al., 2008). 

Segundo Silva Junior e colaboradores (2009), a microdiluição é uma das 

técnicas mais utilizadas quando se deseja realizar uma triagem. Além de apresentar 

boa reprodutibilidade e possibilitar a avaliação da atividade antimicrobiana, 

proporciona a determinação da CIM dos extratos ativos.  
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A diluição em microplacas é uma técnica barata, 30 vezes mais sensível que 

outros métodos utilizados na literatura, e permite a avaliaçã de um grande número 

de amostras já que a quantidade necessária para o ensaio é menor se comparada a 

outros testes (OSTROSKY et al., 2008). 

O cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazólio (CTT) é um reagente comumente utilizado 

na detecção de metabólitos de células eucarióticas. Ele produz hidrônio (H+) na sua 

forma reduzida formando o trifenil formazan que possui coloração vermelha, 

indicador de atividade bacteriana (Figura 18, p. 55). Na ausência de um 

espectofotômetro de microplacas, costuma-se utilizar este revelador na avaliação 

dos resultados do ensaio de microdiluição. Segundo Venzke e colaboradores (2008), 

o uso de CTT é eficiente na detecção do crescimento bacteriano pelo método de 

diluição em microplacas. 

Das 16 amostras que apresentaram atividade contra S. aureus, 14 foram 

submetidas ao teste de microdiluição em caldo. A fração em clorofórmio proveniente 

de extrato de caule em etanol e a fração em MeOH/H2O oriunda de extrato bruto de 

fruto fresco em MeOH, ambas da espécie vegetal T. americana, embora tenham 

apresentado resultado satisfatório na técnica de difusão em disco (percentual de 

inibição maior que 30%), foram descartadas devido a contaminação por fungo. O 

resultado das amostras submetidas a avaliação da CIM está apresentado na 

Tabela 2, p. 56. 

 
Figura 18: Esquema de redução do TTC. (Adaptado de VIEIRA, 2008). 
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Tabela 2 - Concentração inibitória mínina (CIM) obtida pela técnica de microdiluição 
em caldo BHI, de frações e subfrações ativas contra S. aureus. 

 

Espécie 
vegetal 

Parte da 
planta 

Extrato 
bruto 

Fração Subfração CIM 
(µg/mL) 

C. mollis 

Casca do 
caule 

- CH2Cl2 CH2Cl2:AcOEt 
(1:1) 

500 

- C6H14 
Neutra 

MeOH 500 

Caule com 
cupim 

- AcOEt AcOEt 500 

T. americana 
 

Folha 

C6H14 C6H14 ácida - 125 

C3H6O CHCl3 - 500 

C3H6O AcOEt C6H14:AcOEt 
(1:1) 

250 

C3H6O CHCl3 AcOEt 500 

C3H6O C6H14 ácida AcOEt 500 

C3H6O C6H14 

Neutra 
AcOEt 125 

Casca do 
caule 

EtOH CH2Cl2 - 500 

Raiz - CH2Cl2 CH2Cl2 500 

Caule 
EtOH CHCl3 - SR** 

C6H14 C6H14 ácida - 250 

Fruto MeOH CHCl3 
CHCl3:AcOEt 

(1:1) 
250 

Fruto 
fresco 

MeOH MeOH/H2O - SR** 

MeOH AcOEt AcOEt:MeOH 500 

C. hexandra Raiz CH2Cl2 MeOH - 250 

** SR: Sem Resultado. 

 

As amostras de plantas que apresentam valor de CIM até 0,5 mg/mL são 

consideradas ativas, entre 600 a 1.500 mg/mL são moderadamente ativas, e as que 

apresentam CIM maior que 1.600 mg/mL são consideradas fracamente ativas 

(Aligiannis et al., 2001; Barbosa, 2008). De acordo com este critério todas as 

amostras submetidas a CIM no presente estudo podem ser consideradas ativas uma 

vez que a inibição mínima variou entre 500 a 125 µg/mL (0,5 a 0,125 mg/mL). 

Apesar da fração em MeOH oriunda de extrato bruto em diclorometano da raiz de 

C. hexandra ter apresentado percentual de inibição elevado na técnica de difusão 

em disco, a CIM encontrada foi de 250 µg/mL. Esperava-se encontrar um valor 

menor de CIM, uma vez que quanto menor o valor da CIM mais ativo é o extrato. 

O DMSO é o solvente utilizado pela maioria dos autores na solubilização de 

suas amostras, por não interferir no crescimento do microrganismo em baixas 
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concentrações. Zgoda & Porter (2001) e Karaman et al. (2003), utilizaram em seus 

trabalhos com microdiluição, DMSO como solvente e controle negativo. O primeiro 

utilizou o DMSO a 2,5%, uma vez que concentrações maiores poderiam inibir o 

crescimento de microrganismos como o fungo Cryptococcus albidus. O segundo 

adaptou a técnica desenvolvida por Zgoda & Porter (2001), utilizando DMSO a 10%.  

No presente estudo foram realizados testes utilizando como solvente o DMSO 

a 10%, que não resultou em uma boa solubilização das amostras, sendo os 

resultados da microdiluição contraditórios aos de difusão em disco (Figura 19, p 57). 

 

Figura 19 - Placa de microdiluição na qual foi utilizado DMSO a 10% como solvente. 
Poços com coloração vermelha, indicando a presença de 
microrganismo. Nas setas verde, vermelha e preta estão o controle de 
crescimento, o controle negativo e o controle positivo, respectivamente 

 

 

 

Optou-se, portanto, pelo uso do metanol uma vez que esse solvente foi o 

mesmo utilizado na difusão em disco. As amostras foram totalmente solubilizadas e 

os resultados do teste corroboraram com os apresentados na difusão em disco. 

Apesar de ser considerado tóxico o metanol na quantidade utilizada não foi capaz de 

inibir o crescimento de S. aureus, levando a conclusão que a ação antimicrobiana 

apresentada nos resultados encontrados foi devido a amostra teste e não ao 

solvente (Figura 20, p. 58).  

Originalmente a técnica é realizada utilizando como meio de cultivo Caldo 

Müller Hinton (CMH), porém ao adaptá-la optou-se por utilizar o meio BHI duas 

vezes concentrado, tanto pelo fato deste meio ser utilizado na ativação dos 

microrganismos como pela disponibilidade do mesmo no laboratório. 
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Figura 20 - Placa de microdiluição das amostras solubilizadas em metanol. Poços 

com amostras (A). Ausência de vermelho não há crescimento de 

S. aureus. Nas setas verde, vermelha e preta estão o controle de 

crescimento, o controle negativo e positivo, respectivamente. 

 

 

Serpa e colaboradores (2006) avaliaram o potencial antimicrobiano de 

Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) utilizando a microdiluição em caldo com o BHI 

como meio de cultivo e observaram que o óleo oriundo desse vegetal apresentou-se 

ativo quando testado contra cepas hospitalares da bactéria Escherichia coli e contra 

as bactérias E. coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Listeria 

monocytogenes (ATCC 19117), além de cepas isoladas de alimentos, como E. coli, 

S. aureus, Shigella flexneri, e Salmonella spp. 

Bretanha e colaboradores (2008) investigaram o potencial antimicrobiano de 

Achillea millefolium (Asteraceae) pela técnica de microdiluição em BHI e verificaram 

que o extrato hexânico desta espécie foi ativo contra S. aureus apresentando uma 

A 
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CIM de 1,25 mg/mL (1.250 µg/mL). Os autores concluíram que este extrato 

apresentou ação antibacteriana satisfatória contra o microrganismo alvo. No 

presente estudo a fração hexânica ácida oriunda de extrato em hexano e a filtração 

em acetato proveniente da fração hexânica neutra do extrato em acetona, ambos 

obtidos da folha de T. americana, apresentaram para S. aureus CIM de 125 µg/mL, 

valor muito menor do encontrado por Bretanha e colaboradores (2008), indicando 

uma melhor atividade antimicrobiana. 

Barbosa (2008) mostrou a atividade do óleo de jenipapo (Genipa americana, 

Rubiaceae) contra S. aureus, pela técnica de microdiluição utilizando BHI, com valor 

da CIM igual a 3,12 µg/mL. No presente estudo a CIM da fração em MeOH oriunda 

de extrato bruto em diclorometano da raiz de C. hexandra (Rubiaceae), foi de 

250 µg/mL contra a mesma bactéria. 

Ruiz-Bustos e colaboradores (2009) avaliaram o potencial antimicrobiano e 

antifúngico de Coutarea latiflora (Rubiaceae) pela técnica de microdiluição utilizando 

CMH e verificaram que a CIM do extrato em metanol para S. aureus ficou entre 500 

a 700 µg/mL. No presente estudo a fração em metanol oriunda de extrato da raiz em 

diclorometano de C. hexandra apresentou CIM de 250 µg/mL, mostrando que apesar 

de pertencerem ao mesmo gênero, a espécie aqui avaliada possui atividade 

microbicida maior do que C. latiflora. 

 

5.3 Teste de Toxicidade Frente Artemia salina Leach (TAS). 

 

Popularmente conhecido como camarão de água salgada, Artemia salina 

(Artemiidae) é um microcrustáceo usado em ensaios de letalidade para avaliação 

preliminar de toxicidade geral. Ensaios de toxicidade com A. salina demonstram uma 

boa correlação com atividade citotóxica de alguns tumores e como pesticida (LUNA 

et al., 2005). Esses microcustáceos, facilmente obtidos comercialmente, são 

utilizados para alimentação de peixes. 

Esse método tem o objetivo de avaliar ou prever o efeito de substâncias 

tóxicas e averiguar toxicidade relativa das substâncias consideradas biologicamente 

ativas (Barbosa et al., 2003). A utilização de A. salina se deve pela capacidade de 

formar cistos dormentes de fácil manuseio e cultivo. O ensaio com esta espécie de 

crustáceo é de baixo custo e rápido, e pode servir como indicador de toxicidade pré-

clínica. É um método utilizado por diferentes pesquisadores, com o intuito de avaliar 
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a toxicidade, que tem sido relacionada aos estudos farmacológicos realizados para 

diferentes compostos químicos como um método de triagem, principalmente para 

produtos de origem vegetal (BARBIERI et al., 1980). 

Atualmente há uma tendência em substituir a utilização de animais de 

laboratório nos testes de toxicidade, tanto pelo custo como pelo sofrimento aos quais 

estes animais são submetidos. É um método alternativo e preliminar com o intuito de 

Reduzir a quantidade de animais utilizados nos testes de toxicidade in vivo, Refinar 

metodologia já existente, e Reduzir o estresse, de acordo com a política dos 3 Rs 

(KANWAR, 2007). Espécies de invertebrados são utilizadas como organismos 

sentinela com base na sua abundância, facilidade de amostragem, amplo espectro 

de características ecológicas e sensibilidade a substâncias químicas (CALLEJA; 

PERSONE, 1992).  

Parra e colaboradores (2001), ao avaliarem métodos de investigação de 

toxicidade em extratos de plantas, verificaram que o TAS é tão eficaz quanto o teste 

de citotoxicidade aguda em ratos, sendo um importante indicador na condução de 

experimentos pré-clínicos.  

O timol é utilizado como controle positivo do TAS por apresentar a capacidade 

de romper a membrana citoplasmática, matar por desidratação as larvas de A. 

salina, apresentando boa atividade artemicida (ELLIS; BAXENDALE, 1997). 

Após serem submetidas aos testes antimicrobianos as amostras foram 

testadas quanto a sua toxicidade frente ao microcrustáceo Artemia salina Leach. 

Inicialmente foi feito o teste preliminar, no qual das 69 amostras avaliadas 32 

(46,4%) foram atóxicas (Quadro 4, p. 61) e 37 (53,6%) apresentaram mortalidade 

≥ 30% na concentração de 1000 µg/mL. Estas amostras foram então submetidas ao 

teste quantitativo para determinação do grau de toxicidade e da CL50, concentração 

capaz de matar 50% da população de A. salina. 
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Quadro 4 - Amostras de C. mollis e T. americana atóxicas quando submetidas ao 
teste preliminar de toxicidade frente Artemia salina (TAS). 

 

Espécie 
Vegetal 

Parte da Planta 
Extrato 
Bruto 

Fração Subfração 

C. mollis 

Folha C3H6O MeOH/H2O - 

Casca do caule 

CH2Cl2 - - 

EtOH C6H14 - 

EtOH AcOEt - 

- CH2Cl2 
CH2Cl2:AcOEt** 

1:1 

- 
C6H14 
Neutra 

MeOH** 

- CH2Cl2 MeOH 

Caule com cupim 

EtOH - - 

- AcOEt AcOEt:MeOH 

 AcOEt MeOH 

Caule 
EtOH MeOH/H2O - 

EtOH AcOEt MeOH 

T. americana 
 

Pedúnculo dos 
frutos 

MeOH - - 

MeOH C6H14 - 

Folha 

C3H6O MeOH/H2O - 

C3H6O CHCl3** - 

C3H6O C6H14 - 

C3H6O CHCl3 AcOEt** 

C3H6O C6H14 ácida AcOEt** 

C3H6O C6H14 
C6H14:AcOEt 

(1:1) 

C3H6O C6H14 
C6H14:AcOEt 

(8:2) 

C3H6O C6H14 MeOH 

C3H6O 
C6H14 

Neutra 
AcOEt** 

EtOH CH2Cl2** - 

Raiz EtOH - - 

EtOH CHCl3 - 

Caule 

EtOH MeOH/H2O - 

C6H14 
C6H14 

ácida** 
- 

EtOH CHCl3 MeOH 

MeOH AcOEt MeOH 

MeOH CHCl3 
CHCl3:AcOEt(1:1

) ** 

MeOH MeOH/H2O MeOH 
**Amostras ativas frente S. aureus. 
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O critério usado para avaliação foi o de Déciga-Campos e colaboradores 

(2007), que considera atóxicas as amostras que apresentam CL50 ≥ 1000 µg/mL, 

baixa toxicidade as que apresentam CL50 ≥ 500 µg/mL e < que 1000 µg/mL, e tóxicas 

aquelas cujo CL50 < 500 µg/mL. De acordo com os critérios acima descritos, das 37 

amostras submetidas ao teste quantitativo, 27,03% (10/37) foram atóxicas, 72,97% 

(27/37) apresentaram algum grau de toxicidade. Os valores de CL50 variaram entre 

2,68 a 953,9 g/mL (Tabela 3, p. 63). 

Observou-se que a toxicidade para as larvas de A. salina foi independente da 

polaridade do solvente utilizado na amostra. Esta toxicidade pode estar relacionada 

com os metabólitos secundários presentes nos extratos, frações e subfrações 

testados. Desmarchelier e colaboradores (1996) avaliaram a toxicidade de 

T. americana frente a A. salina e verificaram que tanto o extrato da casca em 

metanol como em diclorometano apresentaram CL50>1000 µg/mL sendo 

considerados, portanto, atóxicos.  

No presente estudo a fração em diclorometano oriunda de extrato da casca 

do caule em etanol foi atóxica. Apesar das frações serem uma parte mais refinada 

do extrato este resultado corrobora com o encontrado por Desmarchelier e 

colaboradores (1996).  

Krishnaraju e colaboradores (2006) verificaram que amostras oriundas de 

raízes de Polygonum cuspidatum, Rheum emodi e Rumex crispus, plantas da família 

Polygonaceae, apresentaram CL50 de 13,5 µg/mL, 1.152 µg/mL e 1.125 µg/mL, 

respectivamente. A espécie P. cuspidatum, que apresentou alta toxicidade, é usada 

como antitumoral. No presente estudo das 27 amostras tóxicas, 17 foram de 

espécies da família Polygonaceae, cinco delas inclusive tiveram atividade 

bactericida frente S. aureus. Estas amostras tóxicas poderão futuramente ser 

testadas quanto ao seu potencial antitumoral.  
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Tabela 3 - Resultado quantitativo do TAS e valores de CL50 e IC95 das amostras de 
C. mollis, T. americana e C. hexandra.  

 

Espécie 

vegetal 

Parte da 

planta 

Amostraa,b,c Grau de 

Toxicidad

e 

CL50 

(µg/mL

) 

IC95 (µg/mL) 

 

 

 

 

C. mollis 

 

Folha 

aEtOH Alto 7,7 4,7 – 21,7 
bCH2Cl2 Alto 3,3 2,1 – 6,9 

Casca do caule aEtOH Alto 23,0 9,0 – 37,0 
bMeOH/H2O Alto 203,0 140,4 – 276,0 

Caule com 

cupim 

cAcOEt Alto** 3,6 2,1 – 10,1 
bAcOEt Alto 5,3 4,1 – 7,3 
bC6H14 Alto 5,8 2,8 – 32,2 

 

 

 

 

 

 

T. 

americana 

 

 

 

 

 

Folha 

 

cC6H14:AcOEt 

(1:1) 

Alto** 9,2 3,8 – 91,0 

cCH2Cl2 Alto 383,0 142,0 – 624,0 
cC6H14 Alto 58,0 47,4 – 74,5 

Casca do caule EtOH a Alto 4,8 2,7 – 16,2 

Raiz cCH2Cl2 Alto** 264,1 99,5 – 358,6 

 

Fruto  

      
cMeOH Alto 2,7 1,84 – 5,2 

 

Fruto fresco 

bMeOH/H2O Alto** 5,85 2,8 – 32,21 
bCHCl3 Alto 3,69 2,2 – 9,9 

cAcOEt:MeOH Alto** 5,05 2,7 – 18,5 

cAcOEt: C6H14 

(1:1) 

Alto 100,4 52,6 – 931,0 

 

 

 

 

C. 

hexandra 

Raiz 

 

 

bC6H14:MeOH  

(1:1) 

Alto 259,0 172,9 – 

529,5 
bMeOH Baixo** 954,0 612,0 – 

2.577,0 
bMeOH Alto 3,4 2,7 – 7,9 

bAcOEt:MeOH 

(1:1) 

Alto 473,6 290,9 – 

1260,9 
bC6H14 Alto 18,0 12,6 – 23,8 

Casca do caule aEtOH Alto 2,7 1,8 – 5,2 

 

Folha 

aEtOH Alto 2,7 1,8 – 5,2 
bC6H14 Alto 5,9 2,7 – 44,8 
bCHCl3 Alto 12,2 4,2 – 302,1 

bAcOEt:MeOH 

(8:2) 

Alto 12,2 4,2 – 302,1 

**Amostras ativas frente S. aureus. 
a
Extrato bruto,  

b
Fração, 

c
Subfração. 
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Pesquisa realizada com as espécies Cinchona spp, Gardenia gummifera, 

Paedaria foetida e Rubia cordifolia, da família Rubiaceae, a primeira e a última foram 

tóxicas com CL50 de 47 µg/mL e 370 µg/mL. A Cinchona é utilizada como 

estimulante do apetite, e a Rubia cordifolia como antibacteriana (KRISHNARAJU et 

al., 2006).  

Todas as amostras da espécie C. hexandra, também pertencente à família 

Rubiaceae apresentaram toxicidade. A fração em MeOH oriunda do extrato da raiz 

em CH2Cl2 apresentou baixo grau de toxicidade e foi à espécie que apresentou 

maior zona de inibição contra S. aureus no teste de difusão em disco. 

Barros (2009) também observou toxicidade em extratos provenientes de 

C. mollis, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo. 

Wanyoike e colaboradores (2004) ao avaliarem extratos da folha e raiz de 

Penta longiflora (Rubiaceae) encontraram para A. salina valores de CL50 de 12,3 e 

6,4 µg/mL para folhas e raiz, respectivamente. Esta espécie também foi avaliada 

como antimalárica, apresentando potente atividade contra o Plasmodium falciparum. 

Em muitos casos a toxicidade está associada com a propriedade farmacológica, 

sendo esses resultados significativos. 

O potencial tóxico de algumas espécies da família Polygonaceae contra 

A. salina foi avaliado por Hussain e colaboradores (2010b). A espécie Rumex 

australe não apresentou atividade citotóxica, mas R. hastatus, R. dentatus, R. 

nepalensis, Polygonum plebejum e P. persicaria apresentaram valores de CL50 que 

variaram entre 1.701 a 11,06 µg/mL. Nesta pesquisa das 59 amostras oriundas da 

família Polygonaceae 17 foram tóxicas e 42 foram atóxicas. 

Já foi observada correlação entre a atividade larvicida de extratos vegetais, 

contra o mosquito transmissor da dengue Aedes aegypti, e a alta toxicidade de 

A. salina (LUNA et al., 2005). Portanto, extratos que apresentem CL50 < 500µg/mL 

embora sejam considerados tóxicos devem ser avaliados quanto ao seu potencial 

antitumoral e larvicida. O grupo de Solis e colaboradores (1992) associaram a 

toxicidade frente A. salina com a atividade cercaricida de extratos vegetais. 

A espécie Gonzalagunia rosea citada anteriormente por sua atividade 

fungicida, apresentou atividade citotóxica, sendo o extrato em metanol o que 

apresentou maior CL50 (10 µg/mL) (NIÑO et al., 2006). Nos testes com essa amostra 

foram observados os menores valores de CIM para C. albicans (250 µg/mL) e 

F. solani (310 µg/mL). 
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Das 27 amostras com algum grau de toxicidade, 17 apresentaram valores de 

CL50 estatisticamente significativos (p<0,05) havendo correlação entre a dose e a 

mortalidade das artemias (Figuras 21-24, pp. 65 - 68). Para as demais os valores de 

CL50 não foram estatisticamente significativos (p>0,05), não havendo correlação 

dose-resposta (Figuras 25-27, pp. 69 - 70). 

 

Figura 21 - A) Extrato bruto em EtOH das folhas de C. mollis; B) Extrato bruto em 
EtOH da casca do caule de C. mollis; C) Fração CHCl3 oriunda do 
extrato em MeOH do fruto fresco de T. americana; D) Fração CH2Cl2 
oriunda do extrato em acetona da folha de C. mollis. * p < 0,05. 
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Figura 22 - A) Fração AcOEt oriunda do extrato em EtOH do caule com cupim de C. 
mollis; B) Fração MeOH/H2O oriunda de extrato bruto em EtOH da casca 
do caule de C. mollis; C) Subfração CH2Cl2 oriunda da fração em CHCl3 
do extrato em Acetona das folhas de T. americana; D) Subfração C6H14 
proveniente de Fração em C6H14 neutra oriundo do extrato em acetona 
das folhas de T. americana. * p < 0,05. 
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Figura 23 - A) Subfração MeOH proveniente de fração em CHCl3 oriunda do extrato 
em MeOH do fruto de T. americana; B) Subfração AcOEt:MeOH (1:1) 
proveniente de fração em MeOH/H2O oriunda de extrato bruto em MeOH 
do fruto fresco de T. americana; C) Extrato bruto em EtOH da casca do 
caule de C. hexandra; D) Fração CHCl3 oriundo de extrato bruto em 
AcOEt da folha de C. hexandra. * p < 0,05. 
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Figura 24 - A) Fração AcOEt:MeOH (1:1) oriunda do extrato em AcOEt da folha de 
C. hexandra; B) Fração MeOH oriunda de extrato bruto em CH2Cl2 da 
raiz de C. hexandra; C) Fração AcOEt:MeOH (1:1) oriundo do extrato 
bruto em AcOEt da raiz de C. hexandra; D) Fração C6H14 oriunda do 
extrato bruto em C6H14 da raiz de C. hexandra; E) Subfração CH2Cl2 

oriundo do extrato em CH2Cl2 da raiz de T. americana. * p < 0,05. 
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Figura 25 - A) Extrato bruto em EtOH da casca do caule de T. americana; B) Fração 
C6H14 oriunda do caule com cupim de C. mollis; C) Extrato bruto em 
EtOH da folha de C. hexandra. * p > 0,05.  
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Figura 26 - A) Fração C6H14 oriunda de extrato bruto em EtOH da folha de C. 
hexandra; B) Fração C6H14:MeOH (1:1) oriunda do extrato bruto em 
CH2Cl2 da raiz de C. hexandra; C) Fração MeOH proveniente de 
extrato bruto em AcOEt da raiz de C. hexandra. * p > 0,05. 
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Figura 27 -: A) Fração MeOH/H2O oriunda de extrato em MeOH de fruto fresco de T. 
americana; B) Subfração AcOEt:MeOH proveniente da fração em 
AcOEt do extrato bruto em MeoH de fruto fresco de T. americana; C) 
Filtração C6H14:AcOEt (1:1) proveniente da fração em AcOEt do extrato 
da folha em acetona  de T. americana; D) Filtração AcEOt proveniente 
de fração em AcOEt do caule com cupim de C. mollis. *p > 0,05.  
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6 CONCLUSÕES 
 

 As três espécies vegetais estudadas apresentam potencial antibacteriano, sendo 

as mais promissoras: a subfração AcOEt oriunda da fração em AcOEt do caule 

com cupim da espécie C. mollis, a subfração AcOEt oriunda da C6H14 neutra do 

extrato da folha em acetona da espécie T. americana, e a fração MeOH 

proveniente de extrato da raiz em CH2Cl2 da espécie C. hexandra; 

 As três espécies possuem atividade contra a bactéria Gram positiva 

Staphylococcus aureus; 

 A amostra com maior potencial frente Staphylococcus aureus foi a fração MeOH 

proveniente de extrato da raiz em CH2Cl2 da espécie C. hexandra;  

 Nenhuma das espécies vegetais apresenta atividade contra a bactéria Gram 

negativa Pseudomonas aeruginosa ou contra o fungo C. albicans; 

 Com relação à toxicidade frente Artemia salina 27 das 69 amostras apresentaram 

algum grau de toxicidade, sendo as demais consideradas atóxicas. Das 27 

amostras tóxicas, 17 são das espécies da família Polygonaceae, todas as 

amostras da espécie C. hexandra apresentaram algum grau de toxicidade.  
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7 PERSPECTIVAS 

 

Pretende-se em estudos posteriores produzir uma pomada para uso em 

testes in vivo com o objetivo de avaliar o potencial cicatrizante e antimicrobiano. A 

subfração AcOEt oriunda da fração C6H14 neutra do extrato da folha em acetona de 

T. americana apresentou percentual de inibição com 69,5% e valor de CIM de 125 

µg/mL. Esta amostra foi atóxica no teste de toxicidade frente A. salina, podendo ser 

utilizada em experimentos in vivo. 

A fração MeOH oriunda de extrato bruto em CH2Cl2 da raiz de C. hexandra foi 

a mais promissora nos testes antimicrobianos (CIM de 250 µg/mL) apresentou baixa 

toxicidade frente Artemia salina. Este resultado indica que a fração deve ser mais 

investigada quanto ao potencial citótoxico com outros testes, como o de células da 

linhagem murina (MTT), com vistas a continuar os estudos antimicrobianos em 

ensaios pré-clínicos. 
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