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Resumo

O estudo com plantas medicinais tem impulsionado a busca por novas substincias com capacidade antibacteriana, principalmente em decorréncia
do grande niimero de cepas resistentes a diversos antibioticos. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antibacteriana e modulatoria do
extrato etandlico da folha e da casca de Cedrela fissilis Vell. frente as cepas bacterianas padrdes e multirresistentes de Staphylococcus aureus
358 e Escherichia coli 27. Trata-se de um estudo experimental de carater quantitativo tendo como material para analise as folhas e cascas de C.
Fissilis, onde a partir do extrato etanélico de ambos os materiais foram analisados o perfil quimico a fim de detectar metabolitos secundarios
presente nos mesmos, além disso, foi avaliada a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) por meio dos testes de microdiluigdo em caldo e
analise da modulag@o de aminoglicosideos (amicacina e gentamicina). Os resultados obtidos demonstraram uma CIM de > 1024 pg/mL para
ambos os extratos em todas as cepas testadas (E. coli e S. aureus). Os extratos apresentaram resultados significativos na atividade combinada,
evidenciando que houve sinergismo entre o extrato da casca e das folhas, frente as cepas de E. coli 27, em associagdo com a gentamicina,
reduzindo a CIM de 128 para 4 pg/mL e de 128 para 8 pg/mL, respectivamente. Ja sobre as cepas de S. aureus o sinergismo ocorre, novamente
com os dois extratos, quando associado com a amicacina, tendo uma redugdo de sua CIM de 256 para 5 pg/mL (Casca) e 256 para 10 pg/mL
(Folhas). Portanto, estudos futuros precisam ser realizados com intuito de elucidar os constituintes majoritarios da planta para melhor entender
a atividade da mesma.

Palavras-chave: Cedrela fissilis Vell. Microdiluigao. Modulagao. Perfil Quimico. Plantas Medicinais.

Abstract

The study of medicinal plants has boosted the search for new substances with antibacterial capacity, mainly due to the large number of
strains resistant to various antibiotics. The objective of this study was to evaluate the antibacterial and modulatory activity of the ethanolic
extract of Cedrela fissilis Vell. leaf and bark against standard and multidrug-resistant strains of Staphylococcus aureus 358 and Escherichia
coli 27. This is an experimental study of quantitative character having as material for analysis the leaves and barks of C. fissilis, where from
the ethanolic extract of both materials the chemical profile was analyzed in order to detect secondary metabolites present in them, besides,
it was evaluated the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) through the microdilution test in broth and analysis of the modulation of
aminoglycosides (amikacin and gentamicin). The results obtained demonstrated an MIC of > 1024 ug/mL for both extracts in all tested strains
(E. coli and S. aureus). The extracts presented significant results in the combined activity, evidencing that there was synergism between the
bark and leaf extracts, against E. coli 27 strains, in association with gentamicin, reducing the MIC from 128 to 4 ug/mL and from 128 to 8 ug/
mL, respectively. On the other hand, on the S. aureus strains, the synergism occurs, again with both extracts, when associated with amikacin,
having a reduction of its MIC from 256 to 5 ug/mL (Bark) and 256 to 10 ug/mL (Leaves). Therefore, future studies need to be carried out in
order to elucidate the majority constituents of the plant to better understand its activity.

Keywords: Cedrela fissilis Vell. Microdilution. Modulation. Chemical Profile. Medicinal Plants.

1 Introducao como fragdes volateis naturais encontrados nas folhas, cascas,
troncos, raizes, frutos, flores, sementes e resinas (SANTOS et
al., 2004).

A casca do cedro ¢ utilizada popularmente na forma de

Com as inovagdes tecnologicas surgiram novas métodos
de tratamento e cura de doengas, a exemplo, o uso dos

medicamentos industrializados. Enquanto que as plantas

medicinais permaneceram como forma alternativa de cha, tal como fortalecedor, adstringente, antitérmico, quadros

tratamento em vérias partes do mundo, j& que a utilizagio ~ de diarreia e inflamagGes nas articulagdes (artrite). Também ¢

destas para o tratamento de doengas esta difundido na cultura ~ recomendada para tratar corrimento vaginal, e a sua decoc¢do

popular ao longo das geragdes (NOBREGA et al., 2017). ainda ¢ usada para tratar ferimentos, Ulceras e orquite

Diante disso, os extratos vém sendo obtidos de plantas e
usados principalmente para a investigacao dos seus potenciais

bioldgicos nas pesquisas cientificas, sendo sdo caracterizados
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(inflamagdo nos testiculos). As folhas, quando desprendidas do
galho, exalam um odor bastante desagradavel (CARVALHO,
2005; VIEIRA et al., 2016).
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Esta espécie pertence a familia Meliaceae, onde ocorre
principalmente nas regides Sul e Sudeste, tendo como
principais constituintes quimicos os limonoides, substancia
comumente encontrada nesta familia, entretanto, nas suas
folhas ja foram identificados alguns sesquiterpenos como o
fB-cariofileno, Germacreno D e Elixeno, ja na casca do caule
a presenga de compostos fendlicos sdo bem mencionados na
literatura (DUTRA, 2018; PINHO, 2021).

As plantas estdo cada vez mais substituindo ou sendo
associados a medicamentos industrializados como o caso dos
antibidticos que sdo substancias empregadas no tratamento
de infecc¢des bacterianas que reduz a taxa de morbidade e
mortalidade associadas a essas infecgoes (SANTOS et al.,
2021). Em contrapartida, o uso incorreto desses farmacos
faz com que as bactérias desenvolvam mecanismos de defesa
contra as substancias dos agentes antibacterianos, € como
resultado, o surgimento da resisténcia (COSTA; SILVA
JUNIOR, 2017; SILVEIRA et al., 2006).

Essa resisténcia ¢ determinada pela capacidade das
bactérias conseguirem desenvolver diferentes mecanismos
fisiologicos que passam a ser regulados geneticamente para
sobreviverem na presenga do farmaco em seu habitat, a
comegar pelo bloqueio da penetracdo da droga até a destruicao
total ou parcial do mesmo (NASCIMENTO et a/.,2016).

Estudos mostram que as principais bactérias causadoras
de infecgdes em ambientes hospitalares sdo: Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, que apresentam um alto grau
de resisténcia, além de serem responsaveis por infec¢des
hospitalares podendo evoluir para o 6bito visto que aresisténcia
bacteriana limita as opgdes de tratamento (MENEZES et al.,
2016; PORFIRIO et al., 2009; SANTOS, 2014).

As bactérias do género Staphylococcus sp. sao
visualizadas na microscopia como cocos Gram-positivos,
apresentam-se aglomeradas em formato semelhantes a cachos
de uva e, apesar de fazer parte da microbiota normal da
pele humana, pode provocar doengas desde infeccdes leves
a graves, como septicemia. Escherichia coli se apresenta
em forma de bastonetes Gram-negativos e faz parte da flora
intestinal, entretanto, assim como S. aureus, € considerado um
microrganismo patogénico oportunista, causando infecgdo ou
intoxicagdes alimentares (ROMERO, 2016; SANTOS et al.,
2007; SATO, 2017).

Nesta perspectiva, torna-se necessaria a avaliagao do perfil
quimico da atividade antibacteriana e modulatdria do extrato
etandlico da folha e casca de Cedrela fissilis Vell. visto que,
as plantas medicinais representam muitas vezes uma forma
alternativa de tratamento de doengas.

2 Material e Métodos
2.1 Coleta e obtencao do extrato etanolico

As folhas e cascas de Cedrela fissilis Vell. foram
no municipio de Cedro-PE, Brasil.
triturados e posteriormente acondicionados em recipientes

coletadas Foram
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individualizados contendo solvente (Etanol absoluto)
superficie para submergir todo material vegetal por 72 horas,
apos esse periodo foi filtrado em papel filtro e levado ao
evaporavador rotativo a vacuo para a retirada do solvente e

concentrado em banho-maria (BRASILEIRO et al., 2006).

2.2 Prospeccio fitoquimica

Os testes fitoquimicos foram realizados segundo a
metodologia de (MATOS, 1997), no qual foram submetidos
com a fun¢ao de detectar os metabdlitos secundarios presentes
no extrato etanolico. Para obter o resultado, foi observado a
mudanga de cor e a formagao do precipitado, apos a adigdo de
reagentes especificos (FIRMO et al., 2014).

2.3 Preparo das solu¢des e meios de cultura

No preparo da solugdo inicial, o extrato foi solubilizado
em dimetilsulfoxido (DMSO-Merck, Darmastadt, Alemanha),
foram observadas as seguintes propor¢des: 30 mg de extrato
solubilizados em 1 ml de DMSO, obtendo uma concentra¢éo
inicial de 30 mg/mL. Em seguida, esta solucdo foi diluida
em agua destilada estéril atingindo concentragdo de extrato
de 1024 pg/mL, reduzindo a concentragdo de DMSO para
10%. Foram utilizados nos ensaios biologicos os seguintes
meios de cultura: Agar Heart Infusion - HIA (Difco
Laboratoriesltda.), Brain Heart Infusion - BHI (Concentragdo
indicada pelo fabricante e a 10%). Os antibiodticos utilizados
foram amicacina e gentamicina, todos solubilizados em agua
destilada estéril (1024 pg/mL).

2.4 Microrganismos e padroniza¢io dos inéculos

Foram utilizados nos testes linhagens padrdes das
seguintes bactérias: Escherichia coli (ATCC 10536) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e multirresistentes
da espécie Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus 358,
disponibilizadas pelo Centro Universitario Doutor Ledo
Sampaio.

Culturas de bactérias ficaram mantidas a 4 °C HIA.
Antes dos testes, as linhagens foram cultivadas em meio HIA
incubadas a 37 °C por 24 horas. As linhagens repicadas foram
inoculadas em BHI e incubadas na mesma situagdo antes do
teste. Suspensdes com crescimento bacteriano foram diluidas
até a obtencdo de 10° céls/mL (COCKERILL et al., 2012).

(CIM)

Os ensaios para determinagdo da CIM do extrato etanolico
foram efetuados através do método de microdilui¢do em caldo,
com concentragdes variando de 512 a 8 pg/mL. Foi utilizada
uma concentracdo dobrada das solugdes teste (1024 pg/mL)
em relagdo a inicial definida, sendo as placas de microdilui¢ao
preenchidas com o volume de 100 pL que posteriormente
foram diluidas seriadamente na proporcao de 1:2 em caldo BHI
10%. Para cada cavidade, foram distribuidos 100pL do meio e
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nesse diluido amostra da suspensdo de bactéria na propor¢ao
1:10. Os pogos de cada placa continham um controle negativo
(contendo somente o meio) e um controle positivo (meio +
indculo), assim como controles de inibi¢do que utilizaram
em sua composi¢do antibidticos em concentragdes variando
de 512 a 8 pg/mL. As placas preenchidas foram incubadas
durante 24 horas a uma temperatura de 37 °C (SANTOS et
al., 2021).

Para leitura da CIM das amostras, foi preparada uma
solugdo de Resazurina sddica (Sigma) em agua destilada estéril
na concentragdo de 0,01% (p/v). Apds a incubagao, 20uL da
solugdo indicadora foi adicionada em cada cavidade e ap6s o
periodo de 1 hora a temperatura ambiente, foi possivel realizar
a interpretacao dos resultados. A mudanga de coloragdo azul
para rosa devido a uma reagdo de oxirreducdo da Resazurina,
realizado durante o metabolismo bacteriano, indicando assim
o crescimento bacteriano (COUTINHO et al., 2008).

2.6 Avaliacao da atividade combinada

Para verificar se os extratos poderiam interferir na agdo dos
antibidticos, a CIM da amicacina e gentamicina foi avaliada
na presenga ¢ na auséncia dos extratos em microplacas
estéreis (COUTINHO et al., 2009; MATIAS et al., 2010). Os
extratos foram diluidos em caldo BHI 10% em concentra¢des
subinibitdrias (CIM/8) e 100 pL diluidas de forma seriada 1:2
em caldo BHI 10%. Cada cavidade apresentou a suspensao
bacteriana diluida de 1:10 e os mesmos controles utilizados
na determinagdo da CIM para os extratos foram utilizados. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas, posteriormente
foi adicionada resazurina para a leitura dos resultados
(COUTINHO et al., 2008).

2.7 Analise estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos em média geométrica. Para analise estatistica
foi aplicada a andlise de varidncia de duas vias ANOVA
seguida do teste de Bonferroni utilizando o software GraphPad
Prism 6.0.

3 Resultados e Discussao

Com relagao as analises fitoquimica, o extrato da folha ndo
apresentou metabolitos secundarios, em contrapartida o extrato
da casca revelou presenga de metabolitos como o chalconas
e auronas, taninos catéquicos e flavononas (Quadro 1).

Quadro 1 - Perfil quimico do extrato etanolico da casca e folha
de Cedrela fissilis Vell

1 2 3 4 5 6 7 8

EECCF - - - + - - + +
EEFCF - - - - - - - -
1 - Fendis; 2 - Antocianinas ¢ Antocianidinas; 3 - Flavonas,

Flavondis e Xantonas; 4 - Chalconas e Auronas; 5 - Flavononois; 6 -
Leucoantocianidinas; 7 - Taninos Catéquicos; 8 - Flavononas; EECCF —
Extrato Etanoélico da Casca de Cedrela fissilis; EEFCF — Extrato Etanolico
da Folha de Cedrela fissilis. + (Presenga); - (Auséncia).

Fonte: dados da pesquisa.
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Testes fitoquimicos realizados por Carminate et al. (2014),
os quais trabalharam com C. fissilis, analisaram compostos
diferentes no extrato da casca, onde foram encontradas
substdncias como saponinas, fendis, taninos pirogalicos
e triterpendides, enquanto que para o extrato das folhas
detectou-se a presenca de taninos catéquicos.

Dentre os compostos fendlicos derivados de metabolitos
secundarios, destacam-se as chalconas e auronas que atuam
como antibacteriano através da neutralizagdo de radicais
livres, isto devido ter na sua estrutura um anel aromatico
com um grupamento hidroxila substituindo pelo menos um
hidrogénio (AVILA, 2008). Matte et al. (2015) relataram em
seu estudo que devido os flavonoides possuirem afinidade por
proteinas, esses metabdlitos atuam inibindo enzimas tanto em
bactérias Gram-positiva como Gram-negativa.

Por sua vez Lovatto et al. (2012) relatam que outras
espécies da familia Meliaceae possuem outros metabolitos
secundarios, como o limonoide que sdo tetranotriterpendides
tendo como precursor um triterpeno, que perde quatro
carbonos ao origina-lo. Estes compostos sdo capazes de
impedir o crescimento ou a alimentagdo de insetos (MATIAS
et al., 2002).

Apos realizagdo do teste de Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM) do extrato etanolico da casca e folha de Cedrela
fissilis Vell. frente as cepas multirresistentes de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus foram obtidos resultados >
1024 pg/mL. No grafico da Figura 1 estdo representados os
resultados da combinacdo dos extratos com os antibidticos
aminoglicosideos.

Figura 1 - Concentragdo inibitéria minima (pug/mL) de
antibioticos aminoglicosideos na presenga e na auséncia do
extrato etanolico das folhas e das cascas de Cedrela fissilis Vell

frente a Escherichia coli ¢ Staphylococcus aureus. EE — Extrato
Etandlico

Bl Gentamicina

=1 Gentamicina + OE Folhas
[ Gentamicina + OE Cascas
El Amicanina

EZA Amicacina | OE Folhas
ES Amicacina + OE Cascas

##% valor estatisticamente significante com p <0,001
* valor estatisticamente significante com p <0,05
ns valor estatisticamente nao significante com p> 0,05

Média geométrica da CIM (pg/mL)

EEEE

Fonte: Dados da pesquisa.

Houve sinergismo entre os extratos com a gentamicina
frente as cepas de E. coli 27, ocorrendo uma redug@o da CIM
inicial do antibiotico de de 128 para 4 pg/mL (Casca) e de 128
para 8 pg/mL (Folhas), porém houve antagonismo quando o
mesmo foi associado com amicacina. Ja perante as cepas de
S. aureus 358 o sinergismo ocorre novamente com os dois
extratos testados, mas quando associado com a amicacina,
demonstrando uma redu¢do da CIM de 256 para 5 pg/mL
(Casca) e 256 para 10 pg/mL (Folhas)

Nota-se que os resultados obtidos nesse trabalho divergem
dos descritos por Cortez (1998), onde o extrato hexanico do
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caule apresentou atividade antibacteriana contra as cepas S.
aureus. No entanto, Carminate et al. (2014) realizaram testes
microbioldgicos nos quais apenas o extrato etanolico da casca
mostrou atividade antibacteriana.

Estudos que relacionam a atividade antibacteriana, plantas
medicinais e o sinergismo com farmacos estdo se tornando
cada vez mais comuns, ja que esta associa¢do pode auxiliar
em tratamentos de quadros infecciosos. Pesquisas em que ha
essa relagcdo muitas vezes apresentam resultados satisfatorios,
como foi observado o efeito sinérgico da combinagdo de
antibidticos com o extrato da casca de Pterodon emarginatus
Vogel sobre as cepas de S. aureus e E. coli, principalmente
(BUSTAMANTE et al., 2010; CRUZ et al., 2016).

Segundo Freitas et al. (2013) as bactérias Gram positivas,
como Staphylococcus aureus, geralmente sdo mais sensiveis
aos antibioticos que bactérias Gram-negativas. Acredita-se
que a acdo antimicrobiana possa ser decorrente da alteracao
de diversas enzimas, incluindo aquelas envolvidas com a
producdo de energia e a sintese de componentes estruturais.

4 Conclusao

Diante do apresentado, o extrato etanolico das cascas
de Cedrela fissilis Vell. apresentou alguns constituintes
quimicos, sendo uma fonte alternativa de produtos naturais
com potencial antibacteriano significativo contra as cepas
multirresistentes testadas, ja que potencializam a atividade
dos aminoglicosideos.

Este estudo corrobora com o fato de que Cedrela fissilis
Vell. possa vir a ser uma espécie promissora para atenuar a
resisténcia bacteriana, principalmente a sua casca e folhas, no
entanto, estudos futuros precisam ser realizados com intuito
de elucidar os constituintes majoritarios da planta para melhor
entender a atividade da mesma. Os resultados obtidos servem
como parametro para novas pesquisas acerca da espécie
mencionada.
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