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Introducéo

A espécie Carpotroche brasiliensis Endl. pertence a familia Flacourtiaceae, é uma &rvore de médio a grande porte,
que produz frutos de casca rigida e polpa carnuda. Seu fruto é muito apreciado por cotias e macacos, dando-lhe os
nomes populares de fruta de cotia ou fruta de macaco. E encontrada nas florestas montanhosas dos estados de S&o
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia e Piaui. Relatos apontam que o 6leo extraido da C.
brasiliensis tem funcéo inseticida, parasiticida, é eficaz no combate a caspa, piolhos e nas manifestacbes herpéticas [2].
Com ao agravamento da resisténcia de bactérias a antimicrobianos, surge a necessidade de encontrar novas substancias
alternativas no combate a esses microrganismos, principalmente os de origem hospitalar [1]. Assim, o presente estudo
visa prospectar componentes do metabolismo da espécie Carpotroche brasiliensis, cujo extrato vegetal demonstre acéo
antimicrobiana, evidenciando assim, potencial do uso dessa planta como agente antibacteriano.

Material e métodos

A. Coleta do material botanico

As folhas de Carpotroche brasiliensis foi coletada em areas rurais do municipio de Joaima, MG. A coleta foi realizada
em Individuos dispostos aleatoriamente. A identificacdo da espécie foi realizada com utilizacdo de exsicata depositada
no Herbario Montes Claros, na Universidade Estadual de Montes Claros. Em seguida, o material vegetal foi seco a
temperatura ambiente e moido em moinho tipo Wiley. Apés a pulverizagdo as amostras foram armazenadas em sacos de
papel e mantidas sob refrigeracédo (+ 5°C).

B. Obtencéo dos Extratos brutos hidroalco6licos e Extratos Particionados

O extrato bruto hidroalcodlico de folhas de Carpotroche brasiliensis foi obtido a partir do material vegetal seco,
realizou-se a maceracao exaustiva das amostras com utilizagdo dos solventes etanol: agua (70:30), por um periodo de
48 horas. Apos este periodo a solucdo foi filtrada em papel filtro qualitativo e concentrada em evaporador rotativo a
40°C, o residuo da filtragdo foi novamente colocado em contato com solvente e 0 processo repetido trés vezes
consecutivas. Apds evaporados os extratos foram combinados e liofilizados. Os extratos obtidos foram armazenados em
frasco de vidro, ao abrigo da luz e sob refrigeragdo (+ 5°C).

Os extratos particionados foram obtido por meio do fracionamento do extrato bruto com solventes organicos de
polaridade crescente como o hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol.

C. Prospecgao Fitoquimica dos Extrato Brutos e particionados

A caracterizagdo fitoquimica das folhas de Carpotroche brasiliensis foi realizada por meio de testes classicos conforme
Mouco (2003)

D. Bactérias utilizadas
Para a realizacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas cepas padréo provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

E. Determinacéo da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) extratos brutos e parti¢des

Para determinagdo da CIM foi utilizado o método de microdilui¢do em caldo conforme [6]. O caldo utilizado no
presente teste foi 0 Miiller-Hinton e os indculos bacterianos para S. aureus (ATCC 25923) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) foram normatizados previamente para se chegar a uma concentracdo de 1,5 x 10" UFC/mL a partir do
padrdo de McFarland 0.5. As placas de Elisa usadas no testes passaram por uma higienizacdo afim de evitar qualquer
interferéncia externa nos resultados, elas foram esterilizadas com hipoclorito 5% durante 24 horas e em seguida foram
lavadas com agua destilada e submetidas a luz UV por 30 minutos. Os extratos brutos e particionados foram
isoladamente testados em concentracfes que variaram de 400-50 pg/mL, em um intervalo de 50ug/mL a cada
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concentracdo. Em cada poco havia 20uL de in6culo bacteriano mais o caldo, que variavam em quantidade de forma que
todo o material depositado ocupassem até 100uL em cada poco. Foi utilizado como controle negativo o meio caldo
adicionado da solucédo de extrato e como controle positivo o meio caldo adicionado do in6culo bacteriano. Para evitar a
desidratacdo dos meios, as placas foram seladas com filme plastico estéril e colocadas em uma estufa bacteriolégica a
35°C . Apés 24 horas de incubag@o foi adicionado 30uL de solugdo estéril de resazurina 0,02% . Esperou-se 2 horas e
realizou-se a leitura das placas pela interpretacéo visual da cor contida em cada poco. A cor azul indica auséncia de
crescimento bacteriano e coloracao réseo-avermelhada, presenca de bactérias.

Os testes foram feitos em triplicata e a concentragdo bactericida minima (CBM) dos isolados dos extratos brutos e
particionados foi realizado com a retirada de 50 pL dos pogos controles de todas as situagdes em que ndo houve
crescimento bacteriano aparente demonstrado pela resazurina, este foi entéo sera plaqueado o contetido em Agar
Muiller-Hinton, sendo o mesmo incubado por 20 horas a 37°C. A auséncia de crescimento bacteriano indicou a
concentragdo bactericida minima.

Resultados e Discussao

A analise fitoquimica realizada com as folhas de Carpotroche brasiliensis permitiu caracterizar através de testes
classicos a presenca de alguns compostos de importancia comercial, foram confirmados a presenca de taninos através
do desenvolvimento da coloragéo negra na reagdo com cloreto férrico e a formagéo de um precipitado branco na reagéo
com solugéo aquosa de alcaloides; Para a reacdo de acetato neutro de chumbo era esperado a formacéo de um
precipitado castanho avermelhado mas formou-se um precipitado amarelo esbranquicado; A reagdo com acetato de
cobre apresentou claramente a presenca de um precipitado castanho avermelhado; Na Reacéo especifica de taninos:
Reacdo com 4cido acético glacial e acetato de chumbo era esperado a formagéo de um precipitado castanho
avermelhado mas foi observado um precipitado amarelo acastanhado [5]. Todas as rea¢Ges para taninos foram positivas
mas nem todas apresentaram a coloragéo esperada, possivelmente porque ndo ha reacdes especificas para uma

determinada espécie. Segundo estudos, os taninos sdo importantes devido a agdo antimicrobiana de muitas espécies
vegetais [4]. Foi identificado também saponinas através da formagao de espuma persistente por mais de 15 min. [5].
Para os testes de identificacdo de flavonoides foi detectado uma coloracdo vermelha que indica sua presenca de acordo
com a reagdo de Shinoda, também houve a deteccdo de uma intensa fluorescéncia da amostra através da reacéo de
cloreto de aluminio. A identificacdo de alcal6ides foi realizado a partir das extragdes &cidas e basicas do material
vegetal, ap0s esta preparacdo foi feito os testes com reativos gerais de alcaldides - Dragendorff, Mayer e Bouchardart,
Bertrand [5]. Para o reativo Mayer o resultado foi negativo; para o Reativo Dragendorff houve a formacdo da
coloracéo castanha; para Bouchardart houve a formacdo da coloracéo vermelho tijolo e para Bertrand formou-se a
coloracdo vermelho tijolo como era esperado. Em apenas um dos testes, o Bouchardart [5], o resultado foi positivo, nos
demais testes ndo foi possivel obter resultados como era esperados pela metodologia.

De acordo com os ensaios realizados para avaliar a CIM do extrato bruto e do extrato particionado da espécie C.
brasiliensis houve a¢fo bactericida somente nas concentragdes de 400 pg/mL para todos os testes (tabela 1).

Para a CBM dos isolados dos extratos brutos e partigdes foi detectado atividade bacteriostatica dos extratos. Esse
resultado se deu pelo crescimento bacteriano no repique dos pogos que ndo apresentaram o crescimento de
microgranismos na CIM, o teste foi feito em triplicata. Deste modo néo foi possivel definir a concentragdo bactericida
minima pois o desempenho das bactérias em relacdo aos extratos apenas inibiu o crescimento, tendo assim, efeito
bacteriostatico.

Concluséo

A espécie C.brasiliensis apresenta compostos com importante acdo microbicida mas esta s6 conseguiu inibir
fracamente o crescimento dos micro-organismos.

A anélise da atividade antimicrobiana da espécie C.brasiliensis demonstra a¢do bactericida somente em uma das
concentragdes dos testes da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).

Ndo foi possivel determinar a Concentragdo bactericida minima (CBM) pois os extratos s6 obtiveram nas
concentragdes avaliadas frente as bactérias, acdo bacteriostatica.
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Tabela 1. Teste para avaliar a Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos brutos e particionados da espécie C. Brasiliensis. Os
resultados foram emitidos por sinais para auxiliar na interpretagdo, sendo ( +) presenca de ac¢ao inibitdria em microorganimose ( -
) auséncia de a¢do inibitéria em microorganimos.

Tipo de Bactéria | Tipo de Extrato Concentracdo [g / ml do Extrato
400ugml 350ug/ml 300ug/ml | 250ug/ml— 200pg/ml | 150ug/ml |{100pg/ml  |50ug/ml
, Bruto + - - - - - - -
P. aeruginosa -
Particionado + . - - - - - -
Bruto + - - - - - - -

S. aureus

Particionado + ; . ; ; . ] ]




