ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATO AQUOSO DA CASCA DE NOZ-PECÃ [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch]

Resumo
A crescente incidência de doenças infecciosas, causadas pelo surgimento de microrganismos multirresistentes às medicações alopáticas, provoca pesquisadores a buscar terapias antimicrobianas alternativas, como a utilização de extratos vegetais. O presente trabalho visou avaliar o potencial antibacteriano do extrato aquoso da casca de noz-pecã [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch] sobre bactérias, uma vez que são escassos estudos quanto sua atividade antimicrobiana. O extrato vegetal bruto das cascas de C. illinoensis foi avaliado sobre os microrganismos por meio dos métodos de Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), e Difusão em Poço (DP). Verificou-se que o extrato apresentou atividade bactericida para todas as cepas testadas nas concentrações de 15% (v/v) e 20% (v/v), com exceção da bactéria Staphylococcus aureus, cujo efeito foi bacteriostático a 15% (v/v). O potencial do extrato aquoso na terapêutica de doenças infecciosas é evidenciado e incentiva novos estudos que busquem testar sobre outros microrganismos, assim como seus possíveis mecanismos de ação. 
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Abstract

The increasing incidence of infectious diseases, caused by the emergence of multiresistant microorganisms to allopathic medications, induce researchers to seek alternative antimicrobial therapies such as the use of plant extracts. This study aimed to evaluate the antibacterial potential of the aqueous extract of nut shells pecans [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch] against gram-positive and gram-negative bacterial, since there are few studies as their antimicrobial activity. The gross plant extract of nut shells C. illinoensis was obtained and evaluated using the methods Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC), and Diffusion in Well (DP). It was found that the nut shell pecan extract showed bactericidal activity for all bacterial strains tested in concentrations of 15% (v/v) and 20% (v/v), exception of Staphylococcus aureus, which bacteriostatic effect was 15% (v/v). The potential of the aqueous extract in the treatment of infectious diseases is evident and encourages new studies with other microorganisms, as well as their possible mechanisms of action.
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INTRODUÇÃO 
Nas últimas décadas, o avanço científico e o desenvolvimento da medicina propiciaram a descoberta de antimicrobianos eficientes para o tratamento de infecções bacterianas diminuindo assim, substancialmente o número de mortes causadas por doenças infecciosas. Entretanto, o aumento indiscriminado do uso de antibióticos, vem contribuindo para seleção de cepas de bactérias resistentes a esses medicamentos (SILVEIRA et al., 2006). O uso intenso e sem controle de antibióticos, aumenta a pressão seletiva e facilita a obtenção de mecanismos de resistência, o qual se tornou uma consequência natural, inevitável e irreversível da adaptação da célula bacteriana a exposição aos antibióticos. Esta resistência antimicrobiana tornou-se um dos principais problemas de controle aos microrganismos, preocupando seriamente as autoridades em saúde pública no mundo, afetando todos os países, sendo eles desenvolvidos ou não. (SANTOS, 2004).
Conforme relatório de verificação global da resistência antimicrobiana da WHO (2011), o surgimento de superbactérias ou bactérias multirresistentes, mostra-se como um fato global e que está pondo em risco o tratamento de infecções de importância médica comuns principalmente em ambientes hospitalares. Sem ações urgentes e coordenadas, deduz-se que futuramente infecções comuns e ferimentos leves, anteriormente tratáveis, poderão voltar a causar óbitos (WHO, 2014). 

Com o desenvolvimento científico e da indústria farmacêutica, o uso de plantas medicinais perdeu espaço para os medicamentos sintéticos. Entretanto, o alto custo destes fármacos, o difícil acesso, os efeitos colaterais e, atualmente, o uso crescente de produtos de origem natural, contribuíram para o reaparecimento do uso de plantas medicinais, as quais são constituídas por misturas complexas de substâncias bioativas. Porém, em plantas medicinais, ao contrário do medicamento sintético, não há substância ativa isolada, o que dificulta informações sobre sua ação farmacológica e sua biodisponibilidade (FARIAS, 2016). Nesse sentido, a demanda por novos estudos de compostos antimicrobianos configura-se como um desafio aos pesquisadores, que crescentemente buscam fármacos alternativos, como os de origem vegetal, visando um efeito antimicrobiano sobre os agentes infecciosos de importância médica (SANDES, DI BLASI, 2000; NOVAIS et al., 2003; DUARTE, 2006). 

A obtenção de antimicrobianos de origem vegetal pode advir de diferentes tecidos e ‘orgaos vegetais, tais como: caule, raiz – tubérculos, folhas, flores, frutos, cascas e até mesmo da planta inteira (TORO-VAZQUEZ et al., 1999; PRETTO, 2005; ARAÚJO, 2011; PRADO et al., 2009; PRADO, 2013). Entretanto, vale salientar que variações no rendimento e na composição química dos extratos essenciais podem ser influenciadas por questões ambientais, técnicas/metodológicas e genéticas do espécime (ARAÚJO, 2011; CASTRO et al., 2008; MILLEZI et al., 2014). 
Na literatura estão descritos muitos estudos in vitro que envolvem a utilização de substâncias com atividades antimicrobianas de origem vegetal, em especial óleos essenciais, cujos resultados evidenciam as discrepâncias descritas acima. SILVA et al. (2009), indicaram atividade antimicrobiana do óleo essencial de canela sobre as cepas de S. aureus e Escherichia coli isoladas de humanos com sinais clínicos. Santurio (2011), constatou maior atividade antimicrobiana do óleo essencial de orégano e menor atividade para o óleo essencial de canela frente aos demais óleos estudados para a E. coli isolados de suínos, aves e bovinos. 
A atividade antibacteriana do óleo essencial do manjericão foi testada frente a sorogrupos de E. coli enteropatogênicas (EPEC) isolados de alfaces orgânicas e hidropônicas. Todos os sorogrupos testados apresentaram sensibilidade frente a ação do óleo essencial (MARTINS et al., 2010). A eficácia da ação antibacteriana dos óleos essenciais também varia significativamente em função do microrganismo (PRETTO, 2005; SILVA et al., 2009; SANTURIO, 2011).
O Brasil é um país que possui um enorme potencial para o desenvolvimento de estudos e de descobertas de plantas medicinais e de fármacos à base delas, pois conta com cerca de 55.000 de um total de 350.000 e 550.000 das espécies medicinais estão catalogadas, facilitando o aproveitamento do potencial curativo dos vegetais para o tratamento de doenças no país. Essa capacidade de desenvolvimento e estudos deve-se ao fato de que o ecossistema amazônico é detentor de uma das regiões de maior biodiversidade do planeta, com 25% da flora mundial, a qual apresenta inúmeras espécies vegetais com propriedades medicinais relatadas e outras em que seus efeitos terapêuticos ainda são desconhecidos (SANTOS et al., 2014; BONIFÁCIO, 2014).

Dentre essas espécies vegetais, está a noz pecã Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch a qual pertence à família Juglandaceae e é originária da América do Norte. No Brasil a noz pecã é produzida principalmente na região sul e beneficiada por indústrias localizadas nos estados do Rio Grande do Sul e de São Paulo. Seus frutos amadurecem e caem sem o exocarpo no outono e a semente ou amêndoa (noz) é envolta por tegumento (LORENZI et al., 2006). Novos trabalhos destacam o potencial de extratos de noz-pecã ou noz-americana [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch] quanto sua atividade antimicrobiana
Segundo Prado (2013), durante o processamento industrial das nozes-pecã há uma grande sobra de cascas, as quais são embaladas e comercializadas como chá. As pessoas residentes no sul do Brasil costumam consumir o produto considerando-o benéfico para saúde, cujos motivos certamente referem-se ao potencial antioxidante, já estudados pela autora (PRADO, 2008; PRADO et al., 2009). O extrato aquoso de cascas de nozes-pecã evidenciou redução de danos oxidativos, induzidos pela exposição à fumaça do cigarro e dos sintomas ocasionados pela sua retirada (RECKZIEGEL et al., 2011). A solução aquosa, também apresentou potencial no tratamento de doenças hepáticas ligadas ao consumo de etanol (MULLER et al., 2013).
Los Angeles et al., (2012) e Cruz-Vega et al., (2008), estudaram e constataram atividade antibacteriana do extrato hexânico da casca de noz-pecã sobre o Mycobacterium tuberculosis. Para este último trabalho, os extratos aquosos comparados com outros solventes utilizados, não foram considerados aconselháveis para obtenção de princípios antimicobacterianos de espécies vegetais. 
Cano-cabrera et al., (2009) estudaram o extrato aquoso da casca de noz-pecã (C. illinoinensis), e evidenciaram seu considerável pontencial fungicida em 100% para Fusarium oxysporum, Penicillium pinophylum, Aspergillus ustus, Aspergillus fumigatus e Mucor griseocyanu. Osorio et al., (2010) ao avaliarem extratos polifenólicos da casca de noz-pecã constataram sua eficácia de 100% para inibição do crescimento fúngico de Pythium sp., Colletotrichum truncatum, Colletotrichum coccodes, Fusarium sambucinum, Rhizoctonia solani, 75% de inibição para Fusarium solani e 50% para Alternaria alternata e Fusarium verticillioides. Prado (2013) identificou e avaliou a atividade antimicrobiana de compostos fenólicos da casca de noz-pecã. Todos os extratos, inclusive o aquoso, apresentaram potencial bactericida para Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus e Bacillus cereus.
 Apesar de evidências do alto potencial antioxidante dos extratos de casca de nozes-pecã, estudos sobre a atividade antimicrobiana são escassos, no entanto, apontam uma alternativa terapêutica para o tratamento de infecções. Desse modo, o presente trabalho avaliou o potencial antibacteriano do extrato aquoso da casca de noz-pecã sobre um grupo de diferentes cepas (linhagens) bacterianas gram-positivas e gram-negativas.
 MATERIAL E MÉTODOS

Microrganismos utilizados
Os microrganismos testados foram adquiridos pelo laboratório de Microbiologia da UFFS campus Realeza/PR, sendo 2 cepas de bactérias gram-positivas (Bacillus cereus ATCC 14579 e Staphylococcus aureus ATCC 25923) e 3 gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).
Obtenção do Extrato Aquoso Bruto
As cascas de noz-pecã foram gentilmente doadas pela empresa Pecantea Divinut, de Cachoeira do Sul – RS. 
O extrato bruto das cascas foi obtido no laboratório de Química Orgânica e Bioquímica da UFFS campus Realeza/PR. Primeiramente as cascas foram lavadas com água corrente e posteriormente mantidas em uma estufa de secagem e esterilização com circulação e renovação de ar (modelo AL-102/480 da marca AmericanLab) durante 24 h a 60 ºC. As cascas foram trituradas em um moinho de facas tipo Willye (AL-032S) em peneira de 20 mesh, até obtenção de um pó finíssimo, que foi pesado a 50% (m/v) e mantido por infusão em água destilada durante 5 h pelo método de extração soxhlet. Durante este processo, o extrato foi mantido ao abrigo de luz e armazenado em frasco âmbar. Esta metodologia foi baseada em Trevisol et al., (2011), com algumas adaptações relacionadas à temperatura de secagem e método de extração.
Avaliação antibacteriana do extrato
Após obtenção do extrato bruto das cascas, a atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de Difusão em Poço (DP) e microdiluição em caldo para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) (DE BONA et al., 2014). 

A CIM foi realizada conforme a metodologia descrita no documento National Committee for Clinical Laboratory Standards – NCCLS (2003). As diferentes cepas bacterianas foram inoculadas em meio de enriquecimento Brain Heart Infusion (BHI) e incubados 35  2 °C por 24 horas. Em seguida, foram diluídas em solução salina 0,9% até atingir a escala de 1,5 x 108 UFC/ml de MacFarland. A partir deste momento, diluiu-se em 1:100 em caldo Müller-Hinton (MH). Distribui-se caldo MH em poços de uma placa de microdiluição de 96 poços. Os extratos foram diluídos para as concentrações finais nos poços de 5% (v/v), 10%(v/v), 15% (v/v), e 20% (v/v) e 10 μL da bactéria anteriormente preparada. Como controle positivo foram adicionados cloranfenicol na concentração de 30 mg/mL ao caldo MH; e para o controle negativo, 120 μL de água destilada esterilizada no lugar do extrato. As microplacas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas, em condições de aerobiose e o teste feito em triplicata conforme metodologia descrita por De Bona et al., (2014), com adaptações descritas acima. 
 Após incubação, analisou-se e relacionou-se a turbidez do meio com o crescimento microbiano, onde a presença de turvação equivaleu ao crescimento bacteriano e ausência de turvação representou o não crescimento (BLACK, 2002; ANVISA, 2006; DE BONA et al., 2013; TORTORA et al., 2012). A CIM foi descrita como a quantidade mínima do extrato vegetal suficiente para uma ação bactericida ou bacteriostática (AYRES et al., 2008). 

A determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) foi realizada segundo Santúrio et al., (2007), a qual foi retirado 10 μL dos poços onde não haviam turvação aparente e semeou-se na superfície do ágar MH. Incubou-se as placas a 37ºC por 48 horas. Desse modo, definiu-se a CBM como a menor concentração do extrato analisado capaz de matar a cepa bacteriana como 15% (v/v).

O teste de DP foi feito com base nos dados do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2009), com modificações. Este método consistiu na realização de seis orifícios de 6 mm de diâmetro no meio de cultura ágar MH em placas de Petri, utilizando-se de um molde para formar os poços. 
As placas foram inoculadas na superfície com os microrganismos com o uso de um suabe esterilizado e os poços foram preenchidos com 40 μL do extrato na concentração a ser testada. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas. Por fim, mediu-se com régua milimétrica o halo de inibição do crescimento (DE BONA et al., 2014). As médias dos valores observados nos ensaios de difusão em ágar foram avaliadas conforme seus respectivos desvios padrões.
RESULTADOS E DISCUSSÕES
Os resultados do bioensaio da CIM, indicam que dentre as quatro concentrações testadas do extrato aquoso de C. illinoinensis sobre as diferentes cepas bacterianas, as concentrações de 15% (v/v) e 20% (v/v) apresentaram atividade antibacteriana em 80% e 100% das cepas testadas, respectivamente. Em relação às concentrações de 5% (v/v) e 10% (v/v), não foram observadas atividades antibacterianas, não havendo inibição de crescimento dos microrganismos. Houve atividade bactericida para todas as cepas bacterianas, exceto para S. aureus, o qual apresentou atividade bacteriostática na concentração de 15% (v/v) do extrato. Em relação à atividade antibacteriana nos diferentes grupos de bactérias (Gram + e Gram -), não houve diferença significativa a 5% de significância (Tabela1).
Tabela 1. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Bactericida mínima (CBM) (μL/mL) do extrato vegetal bruto das cascas de C. illinoensis frente as cinco cepas bacterianas estudadas e porcentagem de inibição.

	Microrganismos
	CIM (μL/mL)

	
	5%
	10%
	15%
	20%

	S. aureus
	-
	-
	 130*
	110

	E. coli
	-
	-
	130
	110

	K. pneumoniae
	-
	-
	130
	110

	B. cereus
	-
	-
	130
	110

	P.aeruginosa
	-
	-
	130
	110

	% de inibição
	0%
	0%
	80%
	100%


Legenda: *= Atividade bacteriostática; - = Ausência de inibição nas concentrações testadas.

Todas as concentrações de 15% (v/v) e 20% (v/v) mostraram atividade antibacteriana para as cepas de E. coli, K. pneumoniae, B. cereus e P. aeruginosa. Prado (2013) também analisou a CIM para a metodologia de infusão, para S. aureus, Vibrio parahaemolyticus e B. cereus, a qual mostrou-se efetiva sobretudo para V. parahaemolyticus. No entanto, a autora utilizou o solvente orgânico, dimetilsulfóxido (DMSO) para diluir os extratos. O DMSO, aprótico e altamente polar, “apresenta alta afinidade por hidrogênios em ligações polares, formando ligações com estes mais fortes que as formadas entre as moléculas de água” (CARDOSO, 2011, p.344), o que provavelmente explica ausência de precipitação do extrato analisado neste estudo e sua ação mais efetiva contra os microrganismos.  
Ao descrever o perfil de compostos fenólicos contidos nos diferentes extratos (infusão, infusão seca em spray dryer e extrato etanólico) da casca de noz-pecã através de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), Prado (2013) identificou três ácidos fenólicos (gálico, clorogênico, p-didroxibenzoico) e dois compostos da classe dos flavonoides, subcasse flavan-3-ol (epigalocatequina e epicatequina galato), sugerindo a possibilidade de existência de outros compostos. Também foram identificados altos teores de compostos fenólicos totais e taninos condensados na infusão de casca de noz-pecã (PRADO et al., 2009)
O processo de obtenção de extratos vegetais requer atenção em aspectos, como: características do material vegetal, solvente escolhido e a metodologia. A água e as misturas hidroalcoólicas estão entre os solventes mais utilizados e os tipos de substâncias comumente extraídos por estes são, saponinas e taninos (CHOZE, 2004). 
Diferentes trabalhos, com outros extratos vegetais apontam a relação entre a presença de compostos fenólicos e atividade antimicrobiana. Nascimento et al., (2000) indicaram ação antibacteriana de extratos hidroalcoólicos vegetais e fitofármacos, constatando uma atividade efetiva principalmente para os extratos de jambolão, cravo, romã e tomilho, para S. aureus, K. pneumoniae e P. aeruginosa, devido aos elevados teores de taninos e flavonoides em suas composições. Contudo, E. coli mostrou-se resistente aos extratos de plantas testados, sendo suscetível apenas para os ácidos benzoico e cinâmico. 

Assim como o presente estudo, Ferreira et al., (2011), através da CIM, obtiveram resultados bastante efetivos do extrato da casca de Rhizophora mangle para as cepas Gram-negativas, ao avaliar o potencial antibacteriano de extratos brutos (casca, folha e raiz) sobre microrganismos diversos, dentre eles: S. aureus, E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa. A capacidade antibacteriana de R. mangle coincide com dados da literatura de outro membro da família Rhizophoraceae, no qual são relatados, em particular na casca, uma grande quantidade de compostos, como: taninos hidrosolúveis, polifenóis, epicatequina, catequina, ácidos clorogênico, gálico, elágico, além de taninos condensados. Sendo todos estes grupos efetivos na atividade antimicrobiana, inclusive para S. aureus.

Além de sua já conhecida ação antioxidante, os flavonoides que fazem parte de um grande grupo de metabólitos secundários de plantas, principalmente dentre as superiores, caracterizam-se como compostos polifenólicos, havendo estudos que confirmam sua atividade antimicrobiana para os microrganismos S. aureus e P. aeruginosa comuns a esta pesquisa (RAUHA et al., 2000). Ahmad e Beg (2001), ao avaliarem extratos etanólicos de vegetais tradicionalmente utilizados na medicina, identificaram dentre os extratos ativos, a presença de fenóis, taninos e flavonoides como principais componentes ativos.
Nota-se associação entre a ação antimicrobiana e a presença de compostos fenólicos como os taninos e flavonoides na maioria dos referenciais, cuja literatura já tenha identificado tais compostos nos extratos avaliados. De uma forma sucinta, os taninos aparentam interferir no crescimento bacteriano de diferentes modos, como: na inibição de enzimas extracelulares microbianas, através de danos na membrana, na privação de substratos essenciais para seu crescimento, na ação direta sobre o seu metabolismo por meio da vedação da fosforilação oxidativa e complexação de íons metálicos em ambiente de crescimento bacteriano (SERRANO et al., 2009; SCALBERT et al, 1991). 
No teste de DP, houve inibição do crescimento bacteriano para todas as cepas estudadas, inclusive para as concentrações de 5% (v/v) e 10% (v/v), as quais não haviam demonstrado efetividade no teste CIM. Ao comparar os resultados obtidos da ação antibacteriana entre as diferentes cepas bacterianas obteve-se halos de inibição variando de 9,16 mm a 10,8 mm para o grupo das Gram positivas e 8,88 mm a 10,6 mm para Gram negativas, não havendo diferença significativa dentro de cada grupo. Também não houve diferença significativa na ação antibacteriana quando comparados os halos de inibição do extrato sobre as bactérias dos dois grupos (Tabela 2). 

Tabela 2. Comparação entre as médias das medidas dos halos de inibição do crescimento das bactérias Gram + e Gram - obtidas pela metodologia de Difusão em Poço (DP), utilizando extrato aquoso em 4 concentrações diferentes.

	Concentrações do  Extrato
	Tamanho do halo de inibição (mm)

	
	Gram +
	Gram-

	5%
	9,16  a
	8,88 

	10%
	10,3  a
	9,55 

	15%
	10,8  a
	10,1 

	20%
	10,8  a
	10,6 


Legenda: mm = milímetro – unidade de medida utilizada;

Letras distintas na mesma coluna representam grupos bacterianos diferentes (gram-positivas e gram-negativas).

Para ambas as metodologias testadas, têm-se interesse em trabalhar com maiores concentrações do extrato aquoso, a fim de comparar sua real efetividade na ação antibacteriana.   

No presente trabalho foram observados diâmetros de inibição menores do que os encontrados por Prado (2013) para o teste de DP, uma vez que as médias dos diâmetros de maior inibição das concentrações de 15% (v/v) e 20% (v/v) ficaram entre 4,6 a 5 mm. Enquanto que a autora observou diâmetros médios de halos de inibição entre 7 a 11 mm, com um grupo diferenciado de microrganismos, dentre eles: Staphylococcus aureus e Bacillus cereus comuns a esta pesquisa. 
As discrepâncias observadas entre o presente estudo e o de Prado (2013), podem estar relacionadas, além dos períodos e métodos de processamento das nozes, ao fato de o extrato ter apresentado baixa diluição em água, levando-o a precipitar no fundo dos poços e consequentemente reduzir a solubilidade de seus compostos fenólicos no solvente utilizado, sugerindo escassez dos componentes ativos capazes de inibir o crescimento bacteriano nas concentrações testadas. Outros fatores que podem estar relacionados às divergências nos resultados, dizem respeito às diferenças na metodologia experimental, como: a ordem de alguns procedimentos, além de temperaturas e períodos de incubação diferenciados. 
CONCLUSÕES

Por meio deste estudo, pode-se observar o potencial antibacteriano do extrato aquoso da casca de noz-pecã C. illinoinensis frente às bactérias testadas. Os resultados in vitro obtidos sugerem uma possível utilização deste extrato na terapêutica de doenças infecciosas, incentivando novos estudos que busquem testar as propriedades deste inóculo natural e de fácil acesso, assim como estratégias metodológicas que visem contribuir para uma exatidão no seu estudo e avaliação frente a outros microrganismos. Portanto, esta pesquisa está sujeita a continuidade com a realização de novos bioensaios.
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