107

Analise da atividade antimicrobriana do extrato hidroalcodlico
das folhas de Terminalia catappa contra Staphyloccocus aureus
e Staphylococcus aureus resistente a meticilina — MRSA

Analysis of the antimicrobial activity of the hydroalcoholic extract of Terminalia catappa
leaves against Staphylococcus aureus and methicillin resistant Staphylococcus aureus
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Resumo: Staphylococcus aureus esta presente na microbiota normal humana, sendo encontrada na regido
das narinas, pele e trato gastrointestinal. Tem sido um dos principais microrganismos relacionados a infec¢des
hospitalares, provocando na maioria das vezes abcessos cutaneos e infeccdes de feridas, mas também
podem causar infec¢cdes sistémicas como: bacteremia, endocardite, pneumonia, dentre outras. Os antibiéticos
sdo indicados no tratamento de infecgBes bacterianas, entretanto, seu uso indiscriminado propicia o
desenvolvimento de resisténcia, representando um sério problema de saude publica. Logo, é necessario a
investigacdo de alternativas para o tratamento dessas infec¢des, como por exemplo, a utilizacdo de produtos
naturais para fins terapéuticos. Diante disso, esse estudo objetivou investigar a atividade antimicrobiana de
Terminalia catappa (amendoeira-da-praia) contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus
aureus resistente a meticilina — MRSA (ATCC 343602). As folhas foram coletadas, secas, trituradas e
ressuspendidas em etanol 99,5 %. Realizou-se a investigacédo da atividade antimicrobiana in vitro pelo ensaio
de difusdo em &gar, seguido pelo ensaio de microdiluicdo em caldo. Os resultados mostraram atividade
antimicrobiana contra as cepas bacterianas testadas, apresentando uma concentragéo inibitéria minima de
0,36 mg/mL para Staphylococcus aureus e 0,29 mg/mL para MRSA. Os resultados obtidos indicam um grande
potencial dessa espécie vegetal na pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.

Palavras-chave: Terminalia catappa L. Amendoeira-da-praia. Antimicrobiano. Staphylococcus.

Abstract: Staphylococcus aureus is present in the normal human microbiota, being the region of the nostrils,
skin and gastrointestinal tract. It has been one of the main microorganisms related to nosocomial infections,
most of which causes cutaneous abscesses and wound infections, but also can cause systemic infections
such as: bacteremia, endocarditis, pneumonia, among others. Antibiotics are indicated in the treatment of
bacterial infections; however, their indiscriminate use leads to the development of resistance, representing a
serious public health problem. Therefore, it is necessary to investigate alternatives for the treatment of these
infections, such as the use of natural products for therapeutic purposes. The objective of this study was to
investigate the antimicrobial activity of Terminalia catappa (beach almond) against Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) and methicillin resistant Staphylococcus aureus - MRSA (ATCC 343602). The leaves were
collected, dried, crushed and resuspended in 99.5% ethanol. Antimicrobial activity was investigated in vitro by
the agar diffusion assay, followed by the broth microdilution assay. The results showed antimicrobial activity
against the bacterial strains tested, presenting a minimum inhibitory concentration of 0.36 mg / mL for
Staphylococcus aureus and 0.29 mg / mL for MRSA. The results indicate a great potential of this plant species
in the research and development of new antimicrobial agents.
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Introducao

Staphylococcus aureus esta
presente na microbiota normal humana,
na regido das narinas, pele e trato
gastrointestinal’. E dito como um dos
principais agentes de infeccdes
hospitalares, sendo na maioria das vezes

infeccbes superficiais (abcessos
cutaneos, infeccdes de feridas), mas
também podem causar infeccbOes
sistémicas, como bacteremia,

endocardite, pneumonia, dentre outras?.

Percebe-se ainda, uma marcante
capacidade desse microrganismo em
desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos!. Embora a penicilina
tenha sido largamente utilizada para o
tratamento de infeccbes por
Staphylococcus sp. No fim de 1940, a
resisténcia a este farmaco ja havia
aumentado de tal modo que néo era eficaz
para o tratamento de infec¢cdes por S.
aureus?. Similarmente, introduziu-se a
meticilina para o tratamento de infeccdes
por S. aureus, 0 que também resultou em
resisténcia bacteriana, sendo 2 anos apos
caracterizado como S. aureus
multirresistente  (MRSA). MRSA, desde
entdo, se espalhou pelo mundo e agora é
endémica em hospitais e servicos de
salde da maioria dos  paises
industrializados3*.

O surgimento de cepas MRSA é um
desafio importante no tratamento de
bactérias do género Staphylococcus, uma
vez que estas sdo predominantemente
resistentes a todos os P-lactamicos
disponiveis pela industria farmacéutica®®.

A utilizacdo de plantas como recurso
para o tratamento de doencas vem desde
0 inicio da histéria da humanidade’.
Sabendo que as plantas sdo importantes
fontes naturais de recursos
medicamentosos’, com VAarios principios
ativos com acdo farmacolégica, é
importante a investigagdo de novos
metabolitos derivadas de produtos
naturais, para o tratamento de algumas
doencas infecciosas, principalmente as
bacterianas devido a capacidade destes
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microrganismos adquirirem resisténcia
aos antibidticos®.

A Terminalia catappa é uma espécie
arborea originaria da Malésia pertencente
a familia Combretaceae, que pode atingir
de 25 a 40 metros de altura, os
constituintes presentes nos extratos
polares das folhas desta planta s&o
principalmente compostos polifendlicos,
em especial os taninos®!. Mediante
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), foi possivel observar a presenca
desses taninos hidrolisaveis em plantas
dessa espécie cultivadas ao longo da orla
das praias da cidade de Santos (SP),
tendo como compostos majoritarios
taninos tais como o acido galico!?.

Os taninos hidrolisaveis consistem
de ésteres de acidos galicos glicosilados,
formados a partir de 4cidos chiquimicos,
onde o0s grupamentos hidroxilas séao
esterificados com os acidos fendlicos®?.
Vérias plantas que apresentam na sua
constituicdo essas moléculas sdo
tradicionalmente usadas para disturbios
gastricos, e estudos ja demonstraram que
entre as atividades biolégicas desse grupo
estdo as acdes antiulcerogénica e
antissecretoria, assim como também é
relatada a atuacéo na protecéo da mucosa
gastrica por danos causados por agentes
necrosantes??,

Este trabalho, portanto, objetivou
avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato hidroalcoolico das folhas de
Terminalia catappa contra
Staphylococcus aureus e sua cepa
resistente a meticilina — MRSA.

Material e métodos

Colheita e Preparacdo das Folhas de
Terminalia Catappa L.

As folhas de Terminalia catappa
(exsicata N° 01062) foram coletadas no
Herbario Atico Seabra da Universidade
Federal do Maranhdo — UFMA as 06:00
em dia onde ndo houve ocorréncia de
chuva na noite anterior, pois a incidéncia
longa da luz solar e da chuva podem
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interferir na producdo dos metabolitos
secundarios das plantas. Apés a colheita,
as folhas foram limpas com papel toalha e
selecionadas, descartando aquelas ja
secas ou com presenca de fungos. Em
seguida as folhas selecionadas foram
espalhadas sobre uma mesa para o0
processo de secagem in natura das
mesmas. Apos 72 horas, as folhas foram
trituradas em moinho elétrico e o p6 obtido
foi entdo medido em proveta graduada.

Obtencéao do Extrato Hidroalcoodlico
TcHE

O processo de extracdo dos
metabolitos das folhas ocorreu por
maceracao, onde foi utilizada uma mistura
de é&lcool etilico (C2HsO) com &gua
destilada (solucdo hidroalcodlica 70%)
como solvente. O volume de solvente
utilizado foi o de trés vezes o volume do
soluto (p6 das folhas). Apés 72 horas foi
realizada a primeira filtragem do extrato,
com auxilio de um funil e papel filtro. O
volume filtrado foi medido em proveta
graduada e a quantidade obtida foi entdo
reposta com mais solvente para a mistura
inicial. O mesmo processo foi repetido
mais duas vezes, sempre a cada trés dias,
sendo que a terceira vez foi obtido o
filtrado final da maceracdo e a solucao
obtida das trés filtragens foi misturada e
medida. ApoOs esse processo de extracao,
o volume obtido foi submetido a
rotoevaporagdo para a eliminagdo da
fracdo alcodlica do extrato.

Atividade Antimicrobiana in vitro
Microrganismos

Foram utilizadas as cepas das
bactérias Staphylococcus aureus (ATCC
25923); Staphylococcus aures resistente
a meticilina — MRSA (ATCC 343602).
Preparo das suspensdes bacterianas

Os microrganismos foram

inicialmente reativados a partir das suas
culturas originais e mantidos em meio
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liguido BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C
por 24 h. Posteriormente as amostras
foram cultivadas em placas Agar Mueller-
Hinton a 37°C por 18-24 h. Colbnias
isoladas foram entdo ressuspendidas em
5 mL de solucéo fisiolégica (NacL) 0,89%
estéril até atingir uma turbidez equivalente
na escala de 0,5 de Mc.Farland (1,5 x 108
bactérias/mL).

Avaliacdo da Sensibilidade Bacteriana

As bactérias foram testadas
inicialmente atraveés do meétodo de difuséo
em agar de acordo com as normas da
CLSI*, utilizando meio agar Mueller-
Hinton, onde cada placa foi semeada com
swab molhado pelo in6culo de cada
bactéria, e em seguida, foram perfurados
sete pocos, onde foram adicionados 30 pL
do extrato em cada um dos pocdes, nas
concentragbes 150 mg/mL, 75 mg/mL,
34,5 mg/mL e 17,25 mg/mL do extrato
hidroalcodlico de Terminalia catappa
(TcHE) além do Controle Negativo (salina
0,9%) e Controle Positivo (Cloranfenicol),
em seguida as placas foram incubadas a
37°C por 24 horas. Apos a incubacéo, foi
observado a presenca ou nao de halo de
inibicdo, e medido o didmetro dos mesmos
com o auxilio de um paquimetro. Os
ensaios foram realizados em triplicatas.

Determinagdo da Concentragao Inibitoria
Minima (CIM)

A determinacéo da CIM foi realizada
pela técnica de microdiluicdo em placa.
Para isso, cada suspensao microbiana foi
reativada e ajustada a quantidade em
escala de MacFarland 0,5. Em seguida, foi
feito uma diluicdo de 1:10 em caldo
Mueller Hinton. Apo6s isso, foram
transferidos 20 pL para uma placa de 96
pocos distribuidos da seguinte forma:
coluna 1 foi feito o Controle Negativo
(meio + indculo); a coluna 2 utilizou-se
como Controle Positivo (meio + antibiotico
+ indculo); a coluna 3 ficou como controle
de pureza do meio (meio puro) e as
colulas 4 a 16, foi realizado uma diluicao
seriada do TcHE iniciando na
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concentracdo de 50 mg/mL, além da
adicdo de meio e do inéculo bacteriano. O
volume final foi de 200 pL por poco e os
ensaios foram realizados em triplicatas.
ApoOs a preparacao do ensaio, a placa foi
incubada a 37°C por 24 horas. A
revelacao da paca foi feita pela adicdo de
30 pL de Resazurina 0,03% por poco e
incubado novamente por 30 minutos. A
CIM (mg/mL) foi estabelecida como a
menor concentracdo do TcHE onde nao
houve alteracao da coloracao.
Determinacéo da Concentracao
Bactericida Minima (CBM)

Para determinacdo da CBM foi
utilizada a placa do teste de CIM. Uma
aliquota de 10 pL de cada poco foi
incubada em placas de Mueller Hinton e
posteriormente as placas foram incubadas
a 37°C por 24 horas. A CBM foi dita como
a menor concentracdo do extrato no qual
nao houve crescimento bacteriano
significativo sobre a superficie do agar
inoculado (90% de morte microbiana).

Resultados

Atividade Antimicrobiana por difuséo
em agar

Nos controles negativos (Salina
0,9%) nao houve a formacdo de halo de
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inibicdo, ja em TcHE, assim como o
controle positivo (antibiotico) houve a
formacdo de halo para Staphylococcus
aureus nas concentracdes do TcHE em 50
mg/mL (23,6 £ 1,5 mm), 25 mg/mL (21 +
1 mm), 12, mg/mL (16,3 + 1,5 mm), 6,25
mg/mL (11 £ 1 mm), e para MRSA nas
mesmas concentragdes do TcHE formou
halos de 30 + 0,5 mm, 28,6 £ 0,5 mm, 26,3
+1mme 24 +£1 mm. O antibiético utilizado
como controle positivo foi o Cloranfenicol
1pg/mL. Como controle negativo, utilizou-
se salina 0,9%. Conforme demonstrado
na tabela 1.

Determinacao da Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo
Bactericida Minima (CBM)

Para determinar a concentracao
inibitéria minima  (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM) foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em caldo. Foram
realizadas culturas bacterianas em
microplacas e incubadas com diferentes
concentracfes do extrato hidroalcodlico
de T. catappa, e logo em seguida foi
determinado os valores de CIM por
Resazurina 0,03 %, seguido da
semeadura em agar Mueller-Hinton.

Tabela 1 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana de TcHE por teste de difusdo em agar

Halo de inibigdo em mm (média * DP)

Espécie
C.R2 CN-:  50mg/ml.  25mg/ml.  12,5mg/mL 6,25 mg/mlL.
S.aUreus. 29 +1 0 23 7x15 21 +1 16,33 £1,5 11 +1
(ATCC 25923) (0,7) (p=0.6) (p=0.4) (p=0,3)
VRSA 2467 + 1,53 28, ? +05 26,3_1 0,5 Z_t 1
0 303+£05 (p=0,2) (p=01) (p=0,1)

(ATCC 343602) (p=0.4)

a:Controle Positivo: Cloranfenicol 1ug/mL. °:Controle Negativo: Salina 0,9%.
* Valor de p quando comparado ao grupo de 50 mg/mL.
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Mostraram a concentracdo minima
do extrato capaz de inibir o crescimento
bacteriano e a menor concentracdo capaz
de matar as bactérias testadas. Esses
testes apenas foram realizados com as
bactérias que apresentaram sensibilidade
as concentracdes testadas no método de
difusdo em agar. Para S. aureus a CIM foi
de 036 mg/mL, e a CBM foi de 1,56 mg/
mL; enquanto que para MRSA o valor da
CIM foi de 0,29 mg/mL e a CBM
apresentou 4,68 mg/mL. Conforme
demonstrado na tabela 2.

Discusséao

Os resultados encontrados foram
relevantes para a inibicdo de S. aureus e
MRSA, onde o TcHE foi capaz de inibir o
crescimento dessas espécies por meio do
teste de difusdo em agar, e apresentou
dados importantes no que se refere a CIM
e CBM para as bactérias testadas. Em
outro estudo onde foi avaliado a atividade
antimicrobiana da casca da T. catappa, foi
observado acdo do extrato sobre S.
aureus, por meio do teste de difusdo em
agar, sendo sensivel a concentracdo de
100 mg/mL (7.33 mm = 0.58) do extrato
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testato'®>. Também, neste mesmo estudo,
avaliou-se a concentracdo inibitoria
minima, corroborando com 0S NOSS0S
dados, sendo o resultado de 80 mg/ mL
capaz de inibir o crescimento de S. aureus
, porém nota-se que foi necessario uma
concentracdo alta para a inibicdo do
crescimento bactéria, sendo que em
nossos resultados, utilizando o extrato das
folhas de Terminalia catappa, o CIM foi de
0,36 mg/mL'*. O TcHE teve uma acao
também sobre a cepa resistente a
meticilina da espécie (MRSA),
apresentando sensibilidade de
crescimento em todas as concentracdes
testadas (50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5
mg/mL e 6,25 mg/mL). Num estudo em
gue avaliou-se o extrato metandlico de
folhas de T. catappa, observou-se a
determinacdo do CIM (1,56 mg/mL) e
CBM (1,56 mg/mL) para S. aureus e para
MRSA (CIM = 1,04 mg/mL e CBM= 150
mg/mL)®, resultados bem semelhantes
aos encontrados em nosso trabalho
avaliando o extrato hidroalcodlico, visto
que para S. aureus encontramos um CIM
de 0,36 mg/mL e CBM de 1,56 mg/mL, e
para MRSA 0,29 mg/mL (CIM) e 4,68
mg/mL (CBM).

Tabela 2 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo

Bactericida Minima (CBM) do TcHE

Espécie CIM CBM
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 036 mg/mL 1,56 mg/mL
MRSA (ATCC 343602) 0,29 mg/mL 4,68 mg/mL

Rev. Investig, Bioméd. S&o Luis, 10(2): 107-113, 2018



Conclusoes

O extrato hidroalcodlico das folhas
de Terminalia catappa, demonstrou um
potencial antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e
MRSA (ATCC 343602). Estes resultados
abrem a possibilidade para novos estudos
como curativos antimicrobiano,
desinfetantes e muitas outras solucdes
antissépticas e que pretendemos em
estudos futuros elucidar as composicoes
guimicas do extrato.
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