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1 INTRODUCAO

Produtos naturais, especialmente aqueles derivados de plantas, tém sido
empregados na medicina desde tempos antigos. As plantas tém a capacidade de
produzir uma ampla gama de metabdlitos secundarios, os quais desempenham um
papel fundamental na formulacdo de muitos medicamentos farmacéuticos comerciais,
bem como nos remédios fitoterdpicos provenientes de plantas medicinais (LI ef al., 2020).

Sabe-se que um dos primeiros registros escritos sobre o uso de plantas remonta
a 2.800 a.C. Esses registros indicam que a utilizagdo de plantas estava intrinsecamente
ligada a experimentagOes resultantes da observacao do meio natural. Por meio de
tentativas e observacoes, as ervas eram utilizadas in natura de diversas formas, como na
elaboracao de xaropes, chas, dleos e banhos, com o propdsito de tratar diversas doengas.
Dessa forma, as propriedades, tanto toxicas quanto curativas, eram descobertas e
praticadas de maneira tradicional pelas comunidades (MONTEIRO; BRANDELLI,
2017).

Dentre os diversos géneros de espécies vegetais de interesse medicinal, destaca-
se a Amburana cearensis. Pertencente a familia Fabaceae e ao género Amburana, esta planta
¢ nativa da caatinga e possui inimeros usos na medicina popular, como anti-
inflamatdrio, antiedematogénico e antibacteriano. Também ¢ conhecida pelos nomes
cerejeira, amburana de cheiro, imburana de cheiro, camaru de cheiro, umburana
vermelha, e sua eficicia terapéutica tem sido documentada em vdarios estudos
prospectivos. As investigacdes fitoquimicas realizadas nesta espécie identificaram a
presenca de metabolitos secunddrios que podem explicar os seus efeitos terapéuticos
(PAREYN et al., 2018).

Conforme a Organizacdo Pan-americana de Saude - OPAS (2017) relata, a
resisténcia antimicrobiana €, atualmente, uma das maiores ameagas globais a satde, ao
desenvolvimento comunitdrio e a seguranca dos alimentos. Embora a resisténcia
antimicrobiana possa ocorrer de forma natural, a utilizagdo inadequada de
medicamentos em humanos e animais esta acelerando significativamente esse processo.
Como resultado, o nimero de infecgdes, como tuberculose, pneumonia e gonorreia, esta
aumentando, enquanto os antimicrobianos disponiveis estao se tornando menos
eficazes. Essa situacao leva a internagdes mais prolongadas, resultando em aumentos
significativos nos custos hospitalares e médicos, bem como no aumento da taxa de
mortalidade.

Estima-se que aproximadamente 700 mil mortes anualmente sejam causadas
pela resisténcia bacteriana. Caso nao haja uma alteragao significativa na abordagem para
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combater esse problema, até 2050, a resisténcia bacteriana podera resultar em um
numero de Obitos superior ao do cancer, particularmente em casos de infec¢oes
hospitalares. Um dos maiores desafios enfrentados na luta contra essa ameaga ¢ a falta
de inovagdo. O desenvolvimento de novas tecnologias na drea de satde nao tem
acompanhado a velocidade de adaptacao dos microrganismos. Além disso, o nimero de
laboratdrios e empresas que investem em pesquisas para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos tem diminuido nos ultimos anos, em grande parte devido a baixa
rentabilidade (ESTRELA, 2018).

O aumento significativo no numero de doencas infecciosas causadas por
microrganismos como fungos e bactérias € uma preocupagao crescente. Com essa
incidéncia em ascensao, ¢ imperativo que a comunidade cientifica busque alternativas
para combater a crescente resisténcia antibidtica, principalmente em relacdo aos
farmacos de primeira escolha. Nesse contexto, o objetivo deste estudo é avaliar o
potencial antibacteriano dos extratos provenientes do caule, folhas e frutos da Amburana
cearensis, com a finalidade de identificar quais microrganismos sao mais suscetiveis a
acao desses extratos.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REFERENCIAL TEORICO
2.1.1 Amburana cearensis: caracteristicas gerais

A Amburana cearensis, pertencente a familia Leguminosae Papilionoideae
(Fabaceae), é uma arvore de caule reto e caducifélia, com um tronco revestido por uma
casca espessa de coloragao castanho escuro, que pode atingir até 15 metros de altura. Ela
possui uma copa curta e achatada, com flores brancas dispostas em paniculas terminais.
O periodo de floragao ocorre no inicio da estagao seca, entre os meses de abril e junho, e
a frutificacdo acontece de agosto a outubro (MELO; SOUZA; DAMASCENO, 2014).

No Brasil, a A. cearensis é conhecida popularmente como imburana-de-cheiro,
umburana-de-cheiro, imburana, cumaru-de-Ceara, cumaru, amburana e cumaré.
Embora considerada nativa do sertdo Nordestino, a ocorréncia dessa espécie pode ser
observada em praticamente toda a América do Sul. No Brasil, sua presenga se estende
desde a regido Nordeste até a parte central do pais (ALMEIDA et al., 2010).

Amburana cearensis possui um elevado valor e potencial, sendo utilizada
comercialmente em industrias cosméticas e madeireiras. No entanto, seu maior destaque
esta relacionado ao seu potencial terapéutico. A alta demanda por essa espécie, devido
a sua exploracdo econOmica motivada pelo uso medicinal e madeireiro, tem
representado uma grande ameaga a sua sobrevivéncia. Segundo o Ministério do Meio
Ambiente do Brasil, a Amburana cearensis esta classificada como em risco vulneravel de
extingao (MELO; SOUZA; DAMASCENO, 2014).

O uso tradicional da planta na medicina popular, em especial no Nordeste, tem
finalidades terapéuticas. Suas sementes e cascas sao empregadas na preparagao de
xaropes, infusoes, chas e também na confecgao de remédios caseiros para o tratamento
de afecgdes e inflamagdes do trato respiratdrio, como resfriados, gripes, asma e
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bronquites. Além disso, a casca do caule é utilizada na forma de banho para combater
dores reumaticas, agindo como espasmolitico e analgésico. Tribos étnicas bolivianas que
vivem em uma regiao endémica para maldria usam uma decocgao aquosa da casca da
Amburana cearensis para aliviar sintomas de calafrios e febre dessa doenga (RODRIGUES,
2020).

2.1.2 Bactérias

As bactérias sao uma parte integral e inseparavel da vida na Terra. Elas estao
presentes em todos os lugares, revestindo as mucosas, a pele e colonizando o trato
intestinal de animais e seres humanos. Sua presenca esta intrinsecamente relacionada a
vida de organismos e aos diversos ambientes em que habitam. Os microrganismos que
atuam como patogenos se distinguem pela sua resposta e acao nos diferentes tecidos de
um mesmo hospedeiro (SANTOS, 2004).

Houve avangos notaveis nos estudos da relacao entre estrutura e fung¢ao na
maioria das moléculas bacterianas que desempenham papéis significativos em doengas
infecciosas. Esses conhecimentos abrangem moléculas que compdem estruturas como a
proteina M estreptocdcica, fimbrias e toxinas. A combinacao de andlise de epitopos,
mutageénese, técnicas moleculares e cristalografia por raios X tem proporcionado novas
abordagens para compreender o papel dessas moléculas na viruléncia (GOMES, 2013).

Os antibioticos sao uma classe fundamental de medicamentos que foram
desenvolvidos devido a necessidade de combater infec¢des potencialmente fatais. No
entanto, a eficacia dos antibioticos esta diminuindo, como tem sido demonstrado em
varios estudos (MOREL et al., 2020). Ha um grande aumento de casos, ndo apenas de
resisténcia a um tinico medicamento, mas a multiplos antimicrobianos.

Existem varios mecanismos pelos quais as bactérias podem resistir aos efeitos
dos antimicrobianos. Isso pode ocorrer de forma natural, quando a prdpria bactéria
desenvolve resisténcia ao antibidtico, ou pode ser adquirida, resultando de
caracteristicas estruturais ou funcionais do microrganismo que impedem a agao do
antibidtico, independentemente de um primeiro contato com a droga. Entre os principais
mecanismos de resisténcia bacteriana estao a modificagao dos alvos da DNA girase, a
produgao de enzimas que inativam o medicamento, alteragdes na estrutura molecular
dos antimicrobianos, mudangas nas proteinas de ligacdo ou outros pontos-alvo nas
paredes celulares, modificagoes ribossomicas e mutagdes na permeabilidade (MUNITA;
ARIAS, 2016; CDC, 2019).

3 MATERIAL E METODO
3.1 COLETA E OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

As partes vegetais, incluindo caule, folhas e frutos da Amburana cearensis foram
gentilmente cedidas pela professora Dra. Lorrayne de Barros Bosquetti. A amostra do
caule foi coletada nas dependéncias da Cachagaria Batista, localizada entre os
municipios de Pedregulho (SP) e Sacramento (MG) (20°2'41.17”S; 47°24'17.98”0). Os
frutos foram obtidos na Comunidade de Passagem Funda, no municipio de Bonfindpolis
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(GO) (16°37’8.89”S; 48°58'3.88”0). Ja as folhas foram coletadas no municipio de Unai
(MG) (16°21’53.73”S; 46°53'36.86” O).

Para a preparacao dos extratos hidroalcoolicos, foram utilizados 15 gramas de
folhas, 30 gramas de frutos e 50 gramas de madeira moida da A. cearensis. Esses materiais
foram submetidos a extracao em um aparelho de Soxhlet utilizando 120mL de alcool a
70% por um periodo de 12 horas, resultando nos extratos. Posteriormente, os extratos
brutos das trés partes da planta foram concentrados em um rotavapor a uma
temperatura de 40 °C. Ap0s a concentragao, os extratos brutos foram armazenados em
um freezer até a realizacao dos bioensaios.

3.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para avaliar o efeito antibacteriano, realizamos uma triagem empregando o
teste qualitativo de disco-difusdo em meio dgar, adaptado de acordo com Vieira et al.
(2019). Em seguida, determinamos a Concentragado Inibitéria Minima (CIM) por meio da
diluicao dos extratos a 75% e 50%.

Os testes de atividade antibacteriana foram conduzidos com quatro espécies
bacterianas, incluindo uma gram-positiva (Staphylococcus aureus) e trés gram-negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas sp. e Salmonella sp.). Todas as espécies utilizadas foram
mantidas em armazenamento a -4 °C, com uma variacao de =1 °C, em caldo nutriente
Infusao Cérebro Coracao (BHI) até o momento da utilizagao.

Para avaliar a atividade antimicrobiana, utilizamos o método de difusdo em
disco de papel com discos de 6mm de diametro. Primeiramente, em placas de Petri
(150mm x 15mm) contendo meio Miiller Hinton (Oxoid) (70mL), adicionamos 0,5mL da
cultura de microrganismos, espalhando-a uniformemente com uma alca de Drigalsky.
Em seguida, aplicamos os discos de papel impregnados com o extrato, bem como os
discos de controle.

Para cada extrato testado, adotamos o seguinte procedimento: dividimos cada
placa inoculada com os microrganismos testados em trés partes. Em cada parte,
colocamos discos contendo o extrato nas trés concentragoes testadas, totalizando trés
discos de papel impregnados com o extrato bruto, trés com o extrato a 75% e outros trés
com o extrato a 50%. Além disso, adicionamos um disco impregnado apenas com agua
destilada, usado como controle negativo de inibigao, e outros dois discos, um contendo
cloranfenicol e outro contendo gentamicina, como controles positivos de inibicao.

As placas foram incubadas em uma estufa a 35 °C, com monitoramento do
crescimento dos microrganismos e da formagao dos halos de inibigao a cada 12 horas, ao
longo de 48 horas de incubagao. Quando presentes, os halos de inibigao foram medidos
com a ajuda de um halémetro. Os testes foram realizados em triplicata.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, utilizou-se o software R (versao 4.0, R Core Team, 2022).
Os dados foram verificados quanto a distribuicao normal por meio de ANOVA, com um
nivel de significancia de (P < 0,05). Em seguida, os valores de cada extrato em relagao a
cada microrganismo foram comparados utilizando o teste T.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Durante a realizagdo deste estudo, ndao se observou um aumento no tamanho
dos halos de inibi¢ao entre as 12 e 48 horas apds a incubag¢ao. Além disso, nao foram
observados halos de inibi¢ao para os extratos de caule e folha, enquanto apenas o extrato
de fruto na sua forma bruta demonstrou efeito inibitorio, sem formacao de halos nas
diluigdes testadas. Nao foram encontradas diferengas significativas na atividade dos
extratos entre os microrganismos testados, como ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Tamanho dos halos de inibicao (mm) formados no extrato do fruto
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* Cada caixa inclui os dados entre o 1° e 3° quartil, a mediana é representada como a linha
horizontal dentro da caixa. Valores maximos e minimos estao plotados nas linhas horizontais fora
da caixa. Caixas sobrepostas com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de T (p>0.05).

As substancias biologicamente ativas das plantas sao distribuidas de forma
desigual entre suas diferentes estruturas. Geralmente, as folhas apresentam
concentragdes menores de agentes antimicrobianos do que outras partes da planta,
devido as especializagoes das células foliares (SILVA, 2015).

Os glicosideos fenolicos encontrados na composicao da Amburana cearensis
apresentam atividade antimaldrica, antiprotozodria, antifiingica e antibacteriana in vitro.
Eles podem ser encontrados em formas livres, principalmente em frutas e vegetais, ou
em formas conjugadas, mais comumente em graos e sementes, onde representam a
maior parte dos compostos fenodlicos. Essa distribui¢ao desigual estd relacionada ao fato
de que os glicosideos fendlicos sdao compostos formados por uma parte glicona (agticar)
e uma aglicona. Frutos, devido a sua alta reserva de agucar, tendem a apresentar
concentragoes mais elevadas desses compostos (ARNOSO; COSTA; SCHMIDT, 2019).

A disposicao dos compostos nas diferentes partes da planta é influenciada por
diversos fatores, e como mencionado, o fruto, devido a sua alta concentragao de agua e
carboidratos, pode ser mais vulneravel ao crescimento de microrganismos. Portanto, a
presenca de substancias de defesa contra a agao de microrganismos € mais evidente nas
partes do fruto (SILVA, 2019).
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Estudos anteriores também destacaram a atividade antimicrobiana varidvel de
diferentes partes da planta. 54 et al. (2014) ndo encontraram atividade antimicrobiana
para o extrato da casca do caule de Amburana contra Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella enterica Typhimurium pelo método de
microdiluicdo em placas. Da mesma forma, Pinho et al. (2012) observaram acao
bacteriostatica para cepas gram-positivas e nenhuma acao contra cepas gram-negativas
em extratos hidroalcoolicos de folhas de varias plantas.

Koohsari et al. (2015), ao estudarem a atividade antimicrobiana de extratos
aquosos e etanolicos de seis plantas nativas da cidade de Azad Shahr, no norte do Ir3,
também constataram que as bactérias Gram-positivas eram mais susceptiveis do que as
Gram-negativas, com destaque para o S. aureus.

As bactérias Gram-negativas possuem uma parede celular constituida interna
e externamente por membranas separadas por glicopeptideo. Essa composigao celular
oferece uma dupla protegao, o que reduz a agao de substancias antimicrobianas. Para
uma substancia antimicrobiana entrar na célula bacteriana, ela precisa atravessar a
parede celular por meio de canais proteicos de porina, presentes na bicamada lipidica, e
que possuem caracteristicas hidrofilicas em seu interior. Portanto, os compostos
antimicrobianos mais sensiveis as bactérias Gram-negativas sdo aqueles que contém
grupos ionizaveis em suas estruturas (SA et al., 2014).

Vérios fatores podem contribuir para a agdo antimicrobiana dos extratos,
incluindo substancias que sao adicionadas durante o processo de preparo. Sa et al. (2014),
assim como Fernandes et al. (2015), destacam que o etanol utilizado como solvente
durante o preparo do extrato pode liberar algum composto com capacidade
antimicrobiana, influenciando os resultados encontrados. Além disso, as concentragdes
dos compostos na planta variam de acordo com a variedade, sazonalidade, localizacao
e métodos de processamento, como a obtengao dos extratos.

Quanto ao tamanho dos halos de inibigao, resultados positivos foram
considerados quando apresentaram um tamanho médio superior a 6mm. Dessa forma,
o extrato bruto do fruto mostrou potencial antimicrobiano positivo apenas para a
Escherichia coli e Salmonella sp., enquanto nao houve diferenca significativa entre as
espécies tratadas, incluindo o Staphylococcus aureus.

A resisténcia ao género Pseudomonas a varios compostos antimicrobianos ¢ bem
conhecida. E importante destacar que autores como Lima et al. (2013) também ndo
encontraram resultados que evidenciassem atividade antimicrobiana contra cepas de
Sthapylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas, ja que o extrato aquoso
das sementes de Amburana cearensis nao foi capaz de inibir o crescimento das bactérias
nas concentragdes e metodologia empregada. Os autores ressaltam que a atividade
antimicrobiana pode depender nado apenas das caracteristicas da planta estudada, mas
também da variabilidade nos principios ativos presentes, bem como das
particularidades das cepas testadas e da metodologia analitica utilizada, o que torna a
comparagao dos resultados desafiadora.

Um estudo recente conduzido por Silva et al. (2021) com extratos de sementes
de cumaru (Dipteryx odorata), também pertencente a familia Fabaceae, mostrou halos de
inibi¢ao de crescimento contra a bactéria Gram-positiva S. aureus e Gram-negativa E. coli.
No estudo mencionado, o efeito bactericida mais notavel foi observado sobre o S. aureus,
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com médias de halos de 8 a 10mm, confirmando que as substancias antibactericidas
tendem a ser mais eficazes contra bactérias Gram-positivas.

E relevante notar que esta planta, além de pertencer a mesma familia da
amburana, possui uma substancia chamada cumarina, que também demonstra forte
atividade antimicrobiana e é encontrada em concentragdes significativas na Amburana,
como indicado por diversos estudos citados neste trabalho (WINK, 1992; WINK, 2013).
Além disso, ao comparar esses resultados com os obtidos no presente estudo,
percebemos que os tamanhos dos halos de inibicao sao muito semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa.

Entre os grupos de plantas de grande importancia tanto em termos econdmicos
quanto medicinais, a familia Fabaceae é reconhecida na literatura como a principal fonte
de moléculas fitoquimicas bioativas. Essas moléculas sao produzidas principalmente
como mecanismos de defesa quimica das plantas e sao conhecidas como metabolitos
secundarios. Elas podem atuar nas células devido a sua natureza toxica, causando perda
do controle quimiosmdtico, possivelmente devido a sua alta lipofilicidade. Uma possivel
explicagdo para esse efeito é que os terpenos, como as cumarinas, podem potencializar
os efeitos de outras toxinas, atuando como solventes que facilitam a penetragao dessas
substancias nas membranas bacterianas (INOUE et al., 2004).

Estudos demonstram que plantas da familia Fabaceae, como Mimosa candollei,
Cajanus cajan, Desmodium adscendens e Amburana cearensis, apresentam notaveis
propriedades antibacterianas contra diversos microrganismos, incluindo Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. Essas pesquisas relacionam os efeitos antibacterianos a presenga
de metabolitos secundérios, como os terpenos, encontrados em todas as plantas citadas
(VILELA, 2018).

Um estudo recente conduzido por Silveira et al. (2022) demonstrou que os
extratos da casca do caule da A. cearensis apresentaram efeitos antibacterianos contra S.
aureus, Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Esses efeitos
provavelmente se devem a interferéncias nas bicamadas lipidicas, induzindo a ruptura
da membrana bacteriana e a inibi¢ao de processos como a formacao de biofilme, a sintese
do envelope celular, a sintese de acido nucleico, o transporte de elétrons na cadeia
respiratdria e a sintese de ATP nesses microrganismos. Essas agoes sao desempenhadas
por metabolitos secunddrios, como os flavonoides, que tém sido considerados fontes
promissoras de agentes antimicrobianos terapéuticos.

4 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que o extrato
do fruto de Amburana cearensis apresenta um efeito bactericida contra diversas espécies
de microrganismos, sem diferengas significativas entre as espécies testadas. No entanto,
¢ importante ressaltar que essas atividades antibacterianas requerem investiga¢cdes mais
aprofundadas por meio da purificagdo e isolamento das moléculas que possam ter
exercido atividade antimicrobiana. Essa abordagem permitird uma compreensao mais
detalhada dos compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana e seu potencial
terapéutico.
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