UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE PESQUISA LEONIDAS E MARIA DEANE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE SOCIEDADE
E ENDEMIAS NA AMAZONIA

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA,
ANTIFUNGICA E ANTIMALARICA DE EXTRATOS, FRACOES
E COMPOSTO OBTIDOS DE PLANTAS DA REGIAO
AMAZONICA.

IVANILDES DOS SANTOS BASTOS

MANAUS

2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE PESQUISA LEONIDAS E MARIA DEANE
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE SOCIEDADE
E ENDEMIAS NA AMAZONIA

IVANILDES DOS SANTOS BASTOS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA,
ANTIFUNGICA E ANTIMALARICO DE EXTRATOS, FRACOES
E COMPOSTO OBTIDOS DE PLANTAS DA REGIAO
AMAZONICA.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Saude, Sociedade e Endemias na
Amazénia da Universidade Federal do Amazonas em
parceria com Instituto Lednidas e Maria Deane —
ILMD/Fiocruz Amazénia e Universidade Federal do
Para, como requisito parcial para obtencao do titulo
de Mestre em Saude, Sociedade e Endemias na
Amazobnia, area de concentracdo Biologia dos
agentes infecciosos e parasitarios.

Orientador: Dra. Patricia Puccinelli Orlandi

Co-Orientador: Dr. Fabio Alessandro Pieri

MANAUS
2016



Ficha Catalografica
Ficha catalogréfica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Bastos, Ivanildes dos Santos
B327a Avaliag3o da atividade antibacteriana, antifingica e antimalérico
de extratos, fragbes e composto obtidos de plantas da regido
amazdnica / ivanildes dos Santos Bastos. 2016
160 f.0'il. color; 31 cm.

Ori . Patricia Puccinelli Orlandi
Coorientador: Fabio Alessandro Pieri
Dissertagdo (Mestrado em Saude, Sociedade e Endemias na
Amazobnia) - Universidade Federal do Amazonas.

1. Plantas. 2. Amazonia. 3. Resisténcia. 4. vacmbzanos 5.

patégenos . | Orlandi, Patricia Puccinelli . Universidade Federal
do Amazonas Ill. Titulo




IVANILDES DOS SANTOS BASTOS

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA, ANTIF UNGICA
E ANTIMALARICA DE EXTRATOS, FRACOES E COMPOSTOS

OBTIDOS DA REGIAO AMAZONICA.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagdo em Saude, Sociedade e Endemias na
Amazonia, da Universidade Federal do
Amazonas, em convénio com o Centro de
Pesquisa Lednidas & Maria Deane (CPqLMD-
FIOCRUZ) ¢ Universidade Federal do Para,
como requisito parcial para a obtengao do titulo
de Mestre em Saude, Sociedade ¢ Endemias na
Amazonia.

Aprovado em 28 de agosto de 2015

BANCA EXAMINADO

Prof. Dr. Fabio drd Pieri - (presidente)
Universidadéd Federal de Vigosa (UFV)

QL ().

Prof. Dr. Valdir Floréncio da Veiga Jdnior (membro)
Universidade Federal do Amazonas(UFAM)

Vahﬁé‘/f nele (zét’ ZC»\AL 12 prcn 5

Profa. Dra. Ormezinda Celeste Cristo Fernandes (membro)
Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD/FIOCRUZ)




Dedico este trabalho:

Dedico a Deus que mesmo quando nao tinha
forcas para continuar, sei que Ele me carregava
no colo, e mesmo achando que ndo merecia
tanto cuidado e amor de sua parte, sei que
sempre estard comigo, e sempre me surpreende
nos momentos que ndo vejo solugdes, mas ele
mesmo diz: "Nem olhos viram, nem ouvidos
ouviram, nem jamais penetrou em coracao
humano o que Deus tem preparado para
aqueles que o amam." 1 Corintios 2:9

Dedico ao meu esposo Edenilson Bastos por ser

uns dos motivos da minha vitoria.



AGRADECIMENTO

Agradecer é pouco, diante de todos os auxilios, apoio e carinho que tive durante todo
percurso. A jornada foi dificil, tinha hora que pareciam néo ter fim e varias vezes me
deparei na frente do espelho e nem mesmo eu me conhecia, mas tinha certeza que

no final colheria bons frutos;

Agradeco a Deus que me deu forcas e me abengoou com salde e a superar tantos

obstaculos e alcancar tal objetivo;

Ao meu esposo Edenilson Bastos pelo amor e compreensdo e por ndo medir
esforcos em fazer todo o possivel e impossivel para que eu alcance meus objetivos

de vida;

A minha orientadora Prof2. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi pela orientacao,
oportunidade e atencdo necessaria e conhecimento compartilhado no decorrer desta

pesquisa,

Ao meu co-orientador Dr. Fabio Alessandro Pieri pelas colaboragcdes das correcdes

da dissertagao e contribuicdes no desenvolvimento do trabalho;
Ao Dr. Paulo Nogueira pela contribuicdo no desenvolvimento do trabalho.

A Dra. Stefanie Costa Pinto Lopes pela ajuda nas analises laboratoriais, montagens
dos graficos, tabelas e correcdes da dissertacdo. Se nao tivesse a sua ajuda, seria
mais dificil concluir algumas etapas. E estarei a disposi¢cao a qualquer momento para
ajudar no que for necessario, pois tirou um tempo para se dedicar nessa fase que é

tao importante para aminha carreira, muito obrigado.

A todos da equipe do grupo de pesquisa do Laboratorio de Diagndstico e Controle
de Doencas Infecciosas na Amazbnia. Especialmente aos pesquisadores de
iniciagdo cientifica: Fernanda Batalha, Lucas Barbosa, Paula Kamila, Deyse
Samarah e Karla Camurca e a bolsista Lorane Rabelo. A mestranda e amiga
Fhabiane Bezerra pelas caronas e ajuda nas andlises de Plasmodium. E aos meus

amigos Yury Chaves e Diego Rabelo, obrigado pela for¢ca e ajuda nas analises e



corregbes do manuscrito, especialmente pela ajuda na famosa Curva de Morte, se

nao fosse vocés, nao teria terminado.

A todos do grupo de pesquisa de Quimica de Biomoléculas da Amazonia (Q-BiomA)
pela ajuda. Especialmente as pesquisadoras de iniciacao cientifica: Yasmim, Isadora,
Virlane, Allane. A mestranda Jéssika. E aos doutores: Lamarao e Klenicy. Mas serei
eternamente grata ao Prof. Dr. Valdir Floréncio da Veiga Junior pelas amostras
concedidas para a minha dissertacdo e espaco cedido no Laboratério de Produtos
Naturais, se ndo fosse vocé e todos do seu grupo talvez seria muito dificil concluir

esse sonho;

A todos os meus professores e coordenadores do curso de pés-graduacdo pela
oportunidade e contribuicdes;

As secretarias/SECA, Rosinete, Renata e Hellen, pela competéncia e disponibilidade

em sempre orientar deveres de cada aluno. Muito obrigada vocés s&o demais;

Ao Dr. Emerson silva lima pelo espago cedido no seu laboratério e doutoranda

Patricia Danielle Oliveira pela ajuda nas analises.

Ao Instituto de pesquisa Lebnidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ pelo espaco
cedido para desenvolvimento da pesquisa. A plataforma de citometria de fluxo
(RPT08J) FIOCRUZ- Amazénia (ILMD), pelas analises dos testes de antimalaricos.

A colecéo de fungos da Amazénia (CFAM) pela cepa cedida.
A Fundacdo de Amparo & Pesquisa (FAPEAM) pela bolsa concedida;

A minha amiga Ana Paula que sempre me socorria hos momentos mais dificeis,
principalmente pelas caronas e ajuda na reformatacdo do manuscrito. E a sua Filha
Ana carolina e toda a sua familia. Conhecer vocés, foi um presente de Deus, muito

obrigado por fazerem parte desse momento tao especial.

Atodos os amigos que de alguma forma me apoiaram e torceram por mim e embora

seus nomes nao sejam citados ndo sdo menos importantes;

AGRADECO



“Sem sonhos, as perdas se tornam insuportaveis, as
pedras do caminho se tornam montanhas, os
fracassos se transformam em golpes fatais.
Mas, se voce tiver grandes sonhos...

Seus sonhos produzirdo crescimento,

Seus desafios produzirdo oportunidades,

Seus medos produzirdo coragem”.

Autor: Augusto Cury



RESUMO

O grande aumento da resisténcia de bactérias, fungos e parasitas aos
antimicrobianos convencionais disponiveis vém se tornando um problema de saude
global gerando um impacto negativo sobre o tratamento destas infec¢bes e com isto
gera uma necessidade urgente de novas abordagens terapéuticas. Dentro desse
contexto, os estudos com plantas representam prioridade na Amazbnia, pela
variedade e rigueza de sua flora. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar diversos extratos e fragdes em diferentes solventes, provenientes de vinte e
cinco espécies de plantas amazbnicas contra treze cepas de bactérias gram-positivas
e vinte quatro Gram-negativas, uma cepa de Candida albicans e uma cepa de
Plasmodium falciparum (FCR3). Das vinte cinco espécies de plantas, quinze
apresentaram atividades, sendo que onze apresentam atividades frente as bactérias
Gram-positivas, nove contra as Gram-negativas, hove apresentaram atividades contra
Candida albicans e quatro contra Plasmodium falciparum. Na triagem bacteriana
obteve-se resultados mais promissoras para os extratos de Caryocar villosum contra
as bactérias Gram-positivas Bacillus liquiniformes, Bacillus subtilis, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus pyogenis e Gram-negativas Yersinia enterocolitica,
Salmonella arizonae, Salmonella choleraesuis, Salmonella typhi e Shigella flexneri.
Outras amostras que demostram excelente atividades foram os extratos e fragoes e
isolado composto de Aniba panurensis frente as bactérias Gram-positivas Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Staphylococcus simulans e Streptococcus agalactiae. E as fracbes em
diclorometano dos galhos de Aniba ferrea e Ocotea leucoxylon frente Staphylococcus
aureus e Staphylococcus simulans e a fracdo em acetato de etila dos galhos de Aniba
parviflora frente Staphylococcus simulans. Na triagem da atividade antifingica, os
melhores resultados obtidos, foram para o extrato etandlico das sementes e cascas
de Inga edulis e o extrato hidroalcodlico das sementes de Garcinia madruno e extrato
etandlico dos galhos de Ocotea leucoxylon. Na triagem contra Plasmodium falciparum
os melhores resultados obtidos foram demostrados nos extratos de Theobroma
grandiflorum, Euterpe precatoéria, Garcinia madruno e Platonia insignis. Os dados aqui
relatados sdo de suma importancia, levando em conta a importancia médica dos
micro-organismos, pois fornecem evidéncias de que os extratos, fracdes e isolado
possam ser considerados futuros agentes antimicrobianos ou ajudem na acéo
bactericida de Bacillus liquiniformes, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus resistente a metilicina (MRSA), Streptococcus simulans,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenis, Yersinia enterocolitica, Salmonella
arizonae, Salmonella choleraesuis, Salmonella typhi e Shigella flexneri e contra
Candida albicans e Plasmodium falciparum.

Palavra-chave: Plantas, Amazo6nia, Resisténcia, Antimicrobianos, Candida albicans,
Plasmodium falciparum, Gram-positivas, Gram-negativas.



ABSTRACT

The great increase of resistance of bacteria, fungi and parasites to conventional
antimicrobial available has become a problem of global health generating a negative
impact on the treatment of these infections and with this generates an urgent necessity
for new therapeutic approaches. Within this context, the studies with plants represent
priority in Amazonia, for the variety and richness of its flora.This way the purpose of
this work was to evaluate different extracts and tranches in different solvents, from
twenty-five species of amazonian plants against thirty seven bacterial strains, a strain
of Candida albicans and one strain of Plasmodium falciparum (FCR3). Of the twenty-
five species of plants, fifteen presented activities, being that eleven showed activity
against Candida albicans and four against Plasmodium falciparum. In bacterial
screening was obtained results more promising for the extracts of Caryocar villosum
against Gram-positive bacteria Bacillus liquiniformes, Bacillus subtilis. Streptococcus
pyogenis and Gram-negative Yersinia enterocolitica, Salmonella arizonae, Salmonella
choleraesuis, Salmonella typhi and Shigella flexneri. Other samples that demonstrate
excellent activities were the extracts and fractions and isolated composed of Aniba
panurensis front the Gram-positive bacteria Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
methicillin-resistant  Staphylococcus aureus, Staphylococcus simulans and
Streptococcus agalactiae. And the fractions in DCM branches of A. rail and Octoea
leucoxylon front Staphylococcus aureus and Staphylococcus simulans and fragao
ethyl acetate branches of Aniba parviflora front Streptococcus simulans. In the
screening of antifungal activity, the best results were for the ethanolic extract of Inga
edulis seeds and husks and the hydroalcoholic extract of seeds of Garcinia madruno
and ethanolic extract of the stems of Ocotea leucoxylon. In the screening against
Plasmodium falciparum the best results were demonstrated in extracts of Theobroma
grandiflorum, Euterpe precatoria, Garcinia madruno and Platonia insignis. And the
data reported here are of the utmost importance, taking into account the importance of
medical micro-organisms, because they provide evidence that the extracts, fractions
and isolated may be considered future antimicrobial agents or help in lockable
bactericide of Bacillus liquiniformes, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureaus, MRSA,
Streptococcus simulans, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenic, Yersinia
enterocolitica, Salmonella arizonae, Salmonella choleraesuis, Salmonella thypi e
Shigella flexneri e contra Candida albicans e Plasmodium falciparum.

Keyword: Plants, Amazon, Resistance, Antimicrobial, Candida albicans, Plasmodium
falciparum, Gram-positive, Gram-negative
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SAB- Agar Sabouraud

TIENAM- Imipenem/Cilastatina sédica

UTIN- Infecgdo em unidades de terapia intensiva neonatal
UTIP- Infeccdo em unidades de terapia intensiva pediatria
Mg- Microgramas

Mg/ mL- Micrograma por mililitro
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas representam uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade, acometendo principalmente criancas, idosos e paciente
imunocomprometidos, sendo as principais causas de mortes prematuras no mundo,
atingindo cerca de 7,6 milhdes de 6bitos por ano (LIU et al, 2012; WALKER et al,
2013; DOARE et al, 2015).

O grande aumento da resisténcia dos agentes etiolégicos destas doencas aos
antimicrobianos convencionais disponiveis vém se tornando um problema de saude
global gerando um impacto negativo sobre o tratamento destas infeccbes
(VISWANATHAN et al, 2009; WALKER et al, 2013; LIU, et al, 2012; WORLD, 2014a).
Esse aumento € um fator importante na ocorréncia de alto quantitativo de mortes, além
de que, este fator também dificulta a cura e eleva os gastos com a assisténcia a saude
(LIU, etal, 2012; WORLD, 2014a). Diversos fatores podem estar contribuindo de forma
direta e indireta para o aumento da resisténcia, tais como fatores socioeconémicos,
sociais e politicos, além do acesso inadequado aos medicamentos. Por outro lado, o
uso indiscriminado de antibioticos na medicina humana e veterinaria, gera uma grande
pressao seletiva sobre 0s micro-organismos, o que leva a um consideravel aumento
da resisténcia destes aos antimicrobianos atualmente disponiveis, trazendo novos
problemas a saude publica e gerando uma necessidade urgente de novas abordagens
terapéuticas (BARROS et al, 2012; FAUCI & MARSTON, 2014). Entre os impactos e
as consequéncias do uso indiscriminado dos antibiéticos destacam-se: selecdo de
patégenos multirresistentes (MDR) com implicagBes ecoldgicas e epidemioldgicas,
risco de infec¢cdes generalizadas, maior incidéncia de efeitos colaterais e 0 aumento
de 6bitos resultantes daquelas infec¢des (OLIVEIRA & BETTCHER, 2010; BARROS
et al, 2012; MITA & TANABE, 2012; DOWNIE et al, 2013; SILVA et al, 2013;
BIAMONTE et al, 2013; PADOVEZE & FORTALEZA, 2014)

A descoberta da penicilina, codeina, digoxina, artemisinina e do alcalbide
guinina tem estimulado o interesse nas buscas de novos antimicrobianos com origem
biol6gica (CALIXTO & YUNES, 2001; CARNEIRO, et al, 2008; RIBEIRO, 2008;
CURSINO et al 2011; SARAIVA et al, 2013; RABELO et al, 2014). Estudos indicam
gue as plantas produzem substancias inibitérias especificas para certos micro-

organismos, com propriedades analogas as dos antimicrobianos convencionais



20

(NETO et al, 2002; CURSINO et al, 2011; TEKWU et al, 2012). Algumas substancias
originarias de plantas com propriedades antibacterianas, muitas vezes mostram esta
atividade apenas quando presentes nos seus extratos. Porém, muitas outras ja foram
isoladas e identificadas por métodos fitoquimicos e sua atividade foi confirmada por
ensaios microbioldgicos (GUIMARAES et a, 2010; RABELO et al, 2014). Dentro desse
contexto, os estudos com plantas representam prioridade na Amazbnia, pela
variedade e rigueza de sua flora, e nos dias atuais a Amazonia vem se tornando um
cenario fundamental devido a sua ampla biodiversidade, principalmente tratando-se
de micro-organismos e vegetais, e se apresenta como uma fonte alternativa no
combate a inUmeras doencas. Porém, cientificamente existem poucos estudos que
exploram essa biodiversidade, e estas pesquisas se tornam em menor numero
guando os extratos destas plantas sdo submetidos ao fracionamento e posteriormente
sdo submetidas a um rastreamento para determinar suas atividades bioldgicas
(GUIMARAES et a, 2010). E apesar da ampla disponibilidade de antibi6ticos
clinicamente (teis e analogos semi-sintéticos, a pesquisa continua de novos agentes
antimicrobianos permanece indispensavel, uma vez que a combinacdo da
versatilidade genética dos micro-organismos e o0 uso indiscriminado dos antibidticos
tém levado ao aumento da resisténcia clinica de microrganismos previamente
sensiveis e a emergéncia de infec¢cdes anteriormente incomuns (NEWMAN et al,
2000; GUIMARAES et a, 2010; SA et al, 2014).

As pesquisas farmacéuticas, recentemente se intensificaram em estudos dos
extratos das espécies Annona muricata L. (Graviola), Averrhoa carambola L.
(Carambola), Astrocaryum aculeatum (Tucumad), Bertholletia excelsa H.B.K.
(Castanha do Brasil), Caryocar villosum (Piquia), Dioscorea alata L. (Cara roxo).
Euterpe Precatoria (Acai), Euterpe oleracea (Acai), Garcinia madruno (Bacurizinho),
Inga edulis Mart. (Ingd), Mauritia flexuosa L. (Buriti), Paullinia cupana (Guarand),
Platonia insignis (Bacuri), Protium klugii, Pouteria caimito (Abiu), Rollinia mucosa
(Biriba), Theobroma grandiflorum (cupuacu), Theobroma subincanum (cupui) e as
espécies da familia Lauracea (Aniba ferrea, Aniba guianensis, Aniba panurensis,
Aniba parviflora, Licaria cannella angustata, Licaria martiniana e Ocotea leucoxylum),
e para diversas plantas ja foram demostradas atividades antibacteriana, antifingica e
antiplasmdédica. Mas diversas espécies estudadas, relatos ainda s&o raros,

principalmente envolvendo atividades antimalaricas. E diante dos problemas
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encontrados hd uma necessidade de novas buscas de agentes antimicrobianos,
antifingicos e antimalaricos de origem vegetal. E levando em consideracdo as
elevadas taxas de resisténcias antimicrobianas frente aos medicamentos disponiveis,
e a escassez de estudos envolvendo a triagem de plantas na regido amazonica. Desta
forma tal pesquisa podera contribuir no desenvolvimento no campo da saude em nivel
mundial, visto que estas plantas sdo ricas em constituintes quimicos e biol6égicos
potencialmente ativo, que podem ser uma fonte de alternativas para o tratamento

quimioterapicos das infec¢cdes microbianas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobianas de extratos, fracdes e isolado composto obtidos
de plantas Amazonicas frente a Candida albicans, Plasmodium falciparum (3D7) e

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

2.2 Objetivos especificos

+ Avaliar qualitativamente a acdo antibacteriana in vitro dos extratos vegetais,
fracOes e compostos purificados frente as bactérias Gram-negativas e Gram-

positivas.

+ Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) dos extratos brutos, fracdes

e composto isolados bioativos sobre as cepas susceptiveis.

+ Verificar a natureza da atividade antimicrobiana quanto ao efeito bactericida ou
bacteriostatico das amostras que apresentaram atividades contra as bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas.

+ Avaliar atividade in vitro dos extratos vegetais frente Candida albicans e

Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CIM) dos extratos vegetais.

+ Avaliar atividade dos extratos vegetais sobre crescimento de Plasmadium

falciparum.

+ Determinar a citotoxicidade dos extratos brutos, fracdes e compostos bioativos

em célula fibroblasto humano.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. InfeccBes bacterianas: agentes etioldgicos e sua importancia para

Saude Publica

As bactérias sdo micro-organismos unicelulares, e como material genético ndo
€ envolto por uma membrana nuclear, as bactérias sdo chamadas de procariotos. As
bactérias sdo classificadas em dois principais grupos: Gram-positivos e Gram-
negativos esta classificacdo baseia-se na coloracéo da parede celular pelo método de
coloracdo de Gram (KONEMAM et al, 1989; TORTORA, 2012; MURRAY et al, 2014).
Nas bactérias Gram-positivas, a parede celular é constituida por muitas camadas de
peptideoglicano, formando uma estrutura espessa e rigida. Em contraste, a parede
celular de gram-negativas contém somente uma camada fina de peptideoglicana.
Dentre os outros componentes da parede celular das Gram-positivas, tais como,
acidos teicoicos e lipoteicoicos, proteinas e polissacarideos (LIVERMORE, 2012;
TORTORA, 2012; MURRAY et al, 2014). As bactérias Gram-negativas ndo contém
acidos teicoicos, mas apresentam uma parede celular formada por um espaco
periplasmatico, uma camada de peptideoglicano de 2 nm de espessura e uma
membrana externa. E esta composi¢cédo e devido a presenca da membrana externa
gue consiste de lipopolissacarideos (LPS, que atuam como antigenos bacterianos, é
uma caracteristica marcante das células bacterianas das Gram-negativas
(TORTORA, 2012; MURRAY et al, 2014). E dentre as espécies do grupo das bactérias
Gram-negativas que sado mais comumente associada as doencas em humanos,
encontram-se a familia da Pseudomonadaceae (Pseudomonas), Moraxellaceae
(Acinetobacter baumannii) e a familia das Enterobacteriaceae, que é composto pelos
membros dos géneros Citrobacter, Escherichia, Enterobacter, Yersinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, Shigella e Serratia. Essas espécies podem ser encontradas em
diversos tipos de ambientes, estando presentes no solo, agua, alimentos e
colonizando homens e animais. Essas espécies que tem emergido nas ultimas
décadas como o0s mais importantes patégenos responsaveis por um ndamero
significativo de infecgbes notaveis no ambito hospitalar e nas comunidades. E
podendo causar diversos tipos de doencas, tais como: bacteremia, dermatite,
onicomicose, artrite, osteomielite, endoftalmite, miocardite, meningite, peritonite,

miosite, pneumonite, infeccdo no trato urinario, infeccdo vascular, entre outras


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Pseudomonadaceae&action=edit&redlink=1
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(HIRSCH & TAM, 2010; NEUNER et al, 2011; BERTRAND et al, 2011; GIRI & KINDO,
2012; IGUCHI et al, 2014; OCHIENG et al, 2014; YAPAR, 2014).

Do grupo das bactérias Gram-positivas, encontram-se o género do Bacillus,
Enterococcus, Listeria, Staphylococcus e Streptococcus. Essas espécies sao
facilmente encontradas no solo, agua, vegetacdo, animais e seres humanos. Mas
algumas espécies sdo comumente encontradas em areas especificas como, no caso
de S. aureus que coloniza as narinas, mas também pode ser encontrada na microbiota
normal da pele e mucosas. Essas especeis sdo responsaveis por um amplo espectro
de doencas sistémicas, incluindo infec¢des na pele, tecido mole, 0ssos e trato urinario
e infec¢des oportunistas (WUNDERINK et al, 2012; SHANE et al, 2012; PEREIRA et
al, 2014). E muitos desses micro-organismos sdo considerados oportunistas e sendo
responsaveis por inimeras infec¢cdes no ambito hospitalar (MARRA et al, 2011; LEE et
al, 2012; DOWNIE et al, 2013; RUBIO et al, 2013; VLIEGHE et al, 2013).

O centro de controle de doencas (CDC) define infec¢cbes no servico de saude
(ISS) como afeccbes causadas por variedades comuns e incomuns de bactérias,
fungos, e virus durante os cuidados hospitalares (BARROS et al, 2012). Essas
infeccbes podem ser adquiridas apds 72 horas de internacdo ou até 30 dias de
hospitalizacdo (SOUSA et al, 2009; SILVA et al, 2013; PADOVEZE & FORTALEZA,
2014). As infeccBes relacionadas a saude (IRAS) determinadas por bactérias
multirresistentes representam um importante problema de saude publica em
expansao, exigindo uma ac¢ao conjunta nas praticas de prevencdo e controle das
mesmas (SILVA et al, 2013; PADOVEZE & FORTALEZA, 2014). Estas infeccbes
ocorrem tanto em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, com taxas de
morbidade e mortalidade elevadas, e com isto, provocam um aumento no custo dos
antimicrobianos para os tratamentos (GISKE et al, 2008; SILVA et al, 2013; WALKER
et al, 2013; PADOVEZE & FORTALEZA, 2014). O problema € mais expressivo nos
hospitais de paises em desenvolvimento, pela maior escassez de recursos financeiros
humanos, tais como, laboratdérios de microbiologia habilitados e praticas de prevencao
e controle de infeccbes hospitalares (WALKER et al, 2013; DOWNIE et al, 2013;
SILVA et al, 2013; ZEA-VERA & OCHOA, 2015). As infec¢cOes hospitalares acometem
mais de 15% dos pacientes internados (OLIVEIRA & BETTCHER, 2010; BARROS et
al, 2012), o que provoca um aumento de até trés vezes o custo com tratamento e

diagnéstico de pacientes infectados (BARROS et al, 2012) e ainda contribui com a


http://www.ijmm.org/searchresult.asp?search=&author=S+Giri&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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taxa de mortalidade que varia entre 10 a 80% (LIMA et al, 2007), acometendo
principalmente neonatos, criancas e idosos e pacientes com sistema imunolégico
imunocomprometido (LIMA et al, 2007, DOWNIE et al, 2013; WALKER et al, 2013;
BARROS et al, 2012; YOKOE et al, 2014).

Umas das maiores preocupacdes nos dias atuais, séo as infec¢des hospitalares
adquiridas por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, e dentre os patdgenos
mais comuns se encontram os da familia Enterobacteriaceae (tais como Klebsiella
pneumoniae e E. coli), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Staphylococcus aureus (MARRA et al, 2011; DOWNIE et al, 2013; RUBIO et al, 2013;
GUO et al, 2015; WORLD, 2014a). Varios estudos recentes tém relato a emergéncia
de patdégenos Gram-positivos e Gram-negativos no ambiente nosocomial (MARRA et
al, 2011; DOWNIE et al, 2013; RUBIO et al, 2013; VLIEGHE et al, 2013; GUO et al,
2015; WORLD, 2014a). Os surtos de doencgas infeciosas causadas por bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas tém sido relatados mundialmente (MARRA et al,
2011; VLIEGHE et al, 2013; RUBIO et al, 2013).

Uns dos agentes oportunistas que podem causar infec¢gdes nosocomiais graves
€ o A. baumannii, que apesar de apresentar baixa viruléncia € um patdégeno
multirresistente (MDR) emergente no ambito hospitalar (LEE et al, 2012; KEMPF &
ROLAIN 2012; HOWARD et al, 2012). O interesse por esse patdgeno surgiu cerca de
uma década atras por causa de seus fenotipos MDR naturais, e sua capacidade de
aquisicao de novos mecanismos de resisténcia e da existéncia de surtos de infecgdes
nosocomiais frequentes (KEMPF & ROLAIN 2012; ZARRILLI et al, 2013; RICHARDS
et al, 2015). As taxas de mortalidade das doencas relacionadas com bacteremia
variam de 29,8 a 60%, chegando, no entanto, a taxas superiores a 70% quando
analisados micro-organismos resistentes ao antimicrobiano imipenem (CHUANG et
al, 2011; LEE et al, 2012). Nos Estados Unidos estimam-se 12.000 infec¢gbes e 500
mortes por Acinetobacter associadas aos cuidados de salde recentemente (CDC,
2013).

A Salmonella entérica é um dos principais patégenos causadores de doencas
transmitidas por alimentos no mundo, tais como, carne de porco, carne bovina, ovos
derivados (HUR et al, 2012; MUGHINI-GRAS et al, 2014), sendo as criangas menores
de 5 anos os individuos mais acometidos. Ainda, diversos relatos recentes de

salmonelose tem sido identificado no ambiente hospitalar (VLIEGHE et al, 2012;
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HARKER et al, 2014; ROCHA et al, 2014). Nos Estados Unidos ocorrem
aproximadamente 19.336 hospitalizacbes e cerca de 378 mortes por ano, e 0S
sorovares mais prevalentes sdo o Typhimurium e o Enteritidis (CDC, 2007; SCALLAN
et al, 2011). Na Austrélia em 2010 foram notificados 11.992 casos de salmonelose,
representando 53,7% de casos para cada 100.000 habitantes (MCKERCHER &
OZFOODNET, 2012). Na Inglaterra foram notificados 800 surtos entre os anos de
2000 a 2011, com maior prevaléncia de Salmonella entérica, sendo registrados para
esta espécie 391 surtos para cada 10.000 habitantes (HARKER et al, 2014).

A shigelose, doenca causada por bactérias do género Shigella, tem sido uma
das causas mais comuns, principalmente em paises em desenvolvidos, sendo
responsavel por uma alta taxa de morbidade e mortalidade, acometendo
principalmente criangas menores de 5 anos, idosos e pacientes hospitalizados
(SOUSA et al, 2013). A distribuicdo de Shigella variam entre os paises: S. flexneri é
predominante nos paises em desenvolvimento, enquanto que S. sonnei & mais
relatada em paises desenvolvidos (NUNES et al, 2012; BASTOS & LOUREIRO, 2011,
SOUSA et al, 2013; CRUZ et al, 2014). O numero anual de episédios de shigelose em
todo o mundo foi estimado em 164,7 milhdes, dos quais 163,2 milhdes ocorreram em
paises em desenvolvimento, resultando em 1,1 milhées de mortes (KOTLOFF et al,
1999). Mas apesar das melhorias econémicas e de saude publica nos ultimos anos,
0s surtos de shigelose ainda séo relatados regularmente em todo mundo (BARDHAN
et al, 2010; BASTOS & LOUREIRO, 2012; SOUSA et al, 2013; CULQUI et al, 2014;
CRUZ et al, 2014; PELEG et al, 2014; ZHANG, et al, 2014). Na Asia Aproximadamente
125 milhdes de casos de infecgao por Shigella ocorrem anualmente, dos quais 14.000
mil sdo fatais (BARDHAN et al, 2010). Nos estados Unidos € a terceira infeccao
entérica mais comum, resultando em 495. 000 doencas anualmente. Na correia mais
de 500 casos de shigelose tem sido relatado desde 2004, até os dias atuais (KIM et
al, 2013). No Brasil também tem sido relatado casos de shigeloses e as taxas variam
de 11, 8% a 88,2% (BASTOS & LOUREIRO, 2012; SOUSA et al, 2013; CRUZ et al,
2014).

Staphylococcus aureus (AS) sdo importantes patdgenos responsaveis por uma
taxa elevada de morbidade e mortalidade em ambiente nosocomial, principalmente as
cepas resistentes a meticilina (MRSA) sendo responsaveis por infec¢cdes em unidades
de terapia intensiva neonatal (UTIN) e pediatrica (UTIP) (LEITE et al, 2011; SHANE et
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al, 2012; SILVA et al, 2013; DOLAPO et al, 2014; PEREIRA et al, 2014; MARTINS et
al, 2014a; WORLD, 2014a). Em Nova lorque, foram detectadas 123 infec¢des na
corrente sanguinea de neonatos, causadas por Staphylococcus aureus sensivel a
meticilina (MSSA) e 49 infec¢des causadas por MRSA e taxa de infecgao por ambos
isolados, variou de 15-30 infec¢des por 1.000 admissbes (CAREY et al, 2010).

A célera é uma enfermidade causada pela bactéria Vibrio cholerae que continua
sendo uma importante causa de infeccbes humanas, e seus surtos sao
frequentemente observadas ap6s a ocorréncia de desastres naturais (HENDRIKSEN
et al, 2011; LIVERMORE, 2012). Em 2013, 47 paises notificaram um total de129.064
casos de célera incluindo 2.102 mortes, apresentando taxa de letalidade de (1,63%).
A colera representa uma taxa estimada de 1,4-4/ 300.000 casos, e 28. 000 a 142. 000
mortes por ano em todo o mundo (WORLD, 2014b). Os casos foram notificados em
todas as regiées do mundo, incluindo 22 paises na Africa, 14 paises na Asia, dois na
Europa, 8 nas Américas e um na Oceania. Dos 26 paises que notificaram mortes de
cblera, 17 eram do continente africano respondendo por 1.366 mortes (2,43%),
enquanto Américas relataram 635 mortes (1,04%) (WORLD, 2014Db).



28

3.1.1. Antimicrobianos

Os antimicrobianos séo agentes terapéuticos utilizados no tratamento de micro-
organismos patogénicos, e além de serem de suma importancia para a eliminacao ou
diminuicdo das taxas de morbidade e mortalidade (COWAN, 1999; GUIMARAES et
al, 2010). E os antimicrobianos podem ser classificados como antibacterianos,
antifiingicos, antivirais e antiparasitarios. Os antimicrobianos séo drogas capazes de
inibirem o crescimento de micro-organismos indicados para o tratamento de infeccdes,
e podem ser microbicidas, quando atuam provocando diretamente a morte dos micro-
organismos, ou microbiostaticos, quando atuam impedindo a sua replicagdo (DRAWZ
& BONOMO, 2010; GUIMARAES et al, 2010).

Os antimicrobianos sao classificados de diversas maneiras, podem ser
classificados segundo a sua origem, efeitos antimicrobianos, espectro de atividade e
mecanismo de acdo. Quanto a sua origem, 0s antimicrobianos podem ser naturais,
sintéticos ou semi-sintéticos. E considerando os efeitos dos antimicrobianos tém
agueles que atuam como bactericidas ou bacteriostaticas. Segundo o seu espectro de
acao e os antimicrobianos séo divididos em trés categorias: amplo espectro, espectro
intermediario e espectro reduzido. E por ultimos, os antimicrobianos que diferem de
acordo com mecanismo de acdo, e sendo assim, eles agem inibindo a sintese da
parede celular, alterando a permeabilidade celular, inibindo a sintese protéica ou
inibindo a sintese de DNA ou RNA (SILVA, 1999; GUIMARAES et al, 2010).

3.1.2. Resisténcia aos antimicrobianos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO 2014a; 2015), o termo
“resisténcia aos antimicrobianos” é usado para determinar a resisténcia de um micro-
organismo a um determinado farmaco que foi originalmente eficaz no tratamento de
infecgBes causados por patdgenos. A resisténcia a esses medicamentos, causados
pelos agentes infecciosos pode ser caracterizada como intrinseca ou adquirida (RICE
& BONOMO, 2005; SANGUINETTI & POSTERARO, 2015). Na resisténcia intrinseca,
o desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno natural que
ocorre quando 0s micro-organismos nao apresentam alvo apropriado ou possuem
barreiras naturais que previnem o agente de alcancar o alvo (RICE & BONOMO, 2005;
WORLD, 2014a; SANGUINETTI & POSTERARO, 2015). A resisténcia adquirida

reflete uma verdadeira modificagcdo na composicao genética dos patdégenos, o que faz
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com que um antimicrobiano eficaz deixe de ser ativo contra determinado micro-
organismo (KAYE et al, 2000; RICE & BONOMO, 2005; WORLD, 2014a). A
resisténcia intrinseca ou adquirida aos antimicrobianos vem aumentando em todo o
mundo, em particular, no ambiente hospitalar. E o wuso indiscriminado de
antimicrobianos tem facilitando o surgimento de bactérias, fungos e parasitas cada
vez mais resistentes, reduzindo a eficacia dos medicamentos existentes no mercado
farmacéutico (RICE & BONOMO, 2005; WORLD, 2014a; GUO, et al, 2015).

3.1.3 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana € um grande problema de salude publica desde
meados de 1940 logo ap6s a penicilina ser colocada no mercado. E na década de 60
devido a grande utilizacdo indevida do antibiético, cinquenta por cento (50%) das
cepas de Staphylococcus aureus ja apresentavam resisténcia a penicilina e foi
observado a capacidade deste patdogeno em produzir uma variedade de enzimas
capazes de destruir a molécula da penicilina (WORLD, 2000). E nesse mesmo
periodo novas antimicrobianos foram descobertos, e com a descoberta de novas
drogas, incluindo a meticilina e vancomicina foram surgindo cada vez mais cepas
multirresistente frente aos antimicrobianos recém descoberto. E ainda em 1960, a
meticilina foi lancada no mercado como alternativa para o tratamento das infecgoes
causadas pelas bactérias Gram-positivas, e nesse mesmo ano, houve relato das
primeiras cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Duarte et
al, 1994; TAVARES, 2000). E anos depois foram relatados cepas de Staphylococcus
resistentes a vancomicina, e estas cepas multirresistente foram disseminadas nas
enfermarias hospitalares WALSH, (2000). Estas ocorréncias deram origem a um grave
problema de saude publica, com implicac6es econdmicas, sociais e politicas, que sédo
transnacionais, atravessando todas as fronteiras (FAUCI & MARSTON, 2014).

Nos Estados Unidos estima-se 140.000 infec¢cBes e 1.700 mortes associada a
Enterobacteriaceae produtoras de B-lactamase de espectro ampliado ESBL (CDC,
2013). Segundo o CDC (2013) os pacientes com bacteremia causadas por bactérias
produtoras de ESBL, tem cerca 57% chance de morrer do que aqueles com infeccdes
causadas por uma estirpe nao produtora de ESBL. E os genes de B-lactamase foram
descritos em diversas espécies bacterianas, porém as enterobactérias sdo as

principais responsaveis pela disseminagdo desses genes, principalmente isolados
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nosocomiais de K. pneumoniae e E. coli. E essas enzimas se destacam pela
capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira
geracado e o aztreonam (CHEN et al, 2011; MURRAY et al, 2014). E os mecanismos
fisiologicos pelos quais as bactérias tornam-se resistente aos antibidticos -lactamicos
envolvem: a reducdo da afinidade pelos alvos da droga (Penicillin Binding Proteins-
PBP); a alteracdo da permeabilidade da membrana externa; e a inativacdo ou
destruicao da droga pela hidrdlise do anel B-lactamico (SHLAES et al, 1997; MURRAY
et al, 2014). E muitos desse gene responsavel por esta resisténcia pode estar inserido
em plasmideos, que podem ser disseminados através da interconexao de populacdes
bacterianas comensais, ambientais e patogénicas, contribuindo para a disseminacao
de bactérias multirresistentes (BUSH & JACOBY, 2010; CHEN et al, 2011; CEREDA
et al, 2011; WORLD, 2014a; GUO et al, 2015; SAID, et al, 2015).

Nos Estados Unidos, pelo menos 2 milhdes de pessoas por ano adquirem
infeccdes graves causadas por bactérias, as quais sao resistentes a um ou mais dos
antibioticos usados na rotina de tratamento das IRAS e pelo menos 23.000 pessoas
morrem a cada ano como consequéncia do uso indiscriminado de antibidticos,
estimando-se um gasto global de aproximadamente 20 milhdes por ano (CDC, 2013).
Na Unido Europeia, pelo menos 2,5 milhdes de hospitaliza¢cées ocorreram no ano de
2012, com aproximadamente 25.000 mortes, apresentando gasto estimado de 1,5
bilhoes (PUMART et al, 2012).

Os principais patdgenos responsaveis pelo aumento de resisténcia aos
antimicrobianos séo bactérias Gram-negativas, especialmente K. pneumoniae, E. coli,
Acinetobacter baumannii (RUBIO et al, 2013; CDC, 2013; WORLD, 2014a). Uns dos
maiores problemas nos dias atuais € propagacdo mundial de bacilos Gram-negativos
produtores de carbapenemase e de varios outros novos genes relacionados a
multirresisténcia que emergiram a partir dos (-lactamase, como metalo-B-lactamase
(MBL). Os genes New Delhi Metallobetalactamase (NDM) sdo capazes de inativar
todos os antimicrobianos B-lactamicos, com excec¢do de aztreonam. Esses genes
inicialmente eram relatados apenas em K. pneumoniae e E. coli, mas nos ultimos anos
surgiram varios relatos em outros Gram-negativos como A. baumannii
(KUMARASAMY, et al, 2010; KARTHIKEYAN et al, 2010; NORDMANN et al, 2011,
KAASE et al, 2011; RICHARDS et al, 2015). A alta incidéncia de NDM tem sido

relatada em diversos paises como india, Africa, Asia, Austrélia e outros na América e
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Europa (KAASE et al, 2011). Outro problema mundial é o surgimento de estirpes
resistentes a colistina, e esse aumento € impulsionado pelo uso crescente desse
antimicrobianos para o tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias MDR (KEMPF
et al, 2012; CAl et al, 2012).

A expansédo de Acinetobacter baumannii MDR é preocupante, devido a rapida
propagacdo de novos genes, como metalo-B-lactamase (HOWARD et al, 2012,
ZARRILLI et al, 2013; RICHARDS et al, 2015). A carbapenemase NDM-1 foi
inicialmente identificada em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae na Suécia, e a
partir dai houveram diversos relatos recentes em diversos locais no mundo
(KARTHIKEYAN et al, 2010; KAASE et al, 2011; CARVALHO et al, 2013). A
resisténcia de Acinetobacter a colistina foi relatada pela primeira vez na Republica
Checa em 1999 por (HEINAR et al, 1999). Nos ultimos anos tém sido relatadas taxas
elevadas de resisténcia nos paises da Asia e Europa (ROLAIN et al, 2011; LOPEZ-
ROJAS et al, 2011; CAl et al, 2012).

Os altos niveis de resisténcia aos agentes antimicrobianos comumente
utilizados na medicina clinica representam um grande desafio para o tratamento de
pacientes com shigelloses (BASTOS et al, 2011; SHIFERAW et al, 2012; AHMED et
al, 2013; CDC, 2013; SOUSA et al, 2013; PELEG et al, 2014; ZHANG, et al, 2014).

Diversos relatos de resisténcia de E. coli e K. pneumoniae no ambiente
hospitalar devido a producdo de ESBL tém sido descritos (WORLD, 2014a), sendo
correlacionados especialmente a mutacdes por elementos genéticos, gerando
resisténcia a medicamentos das classes das fluorogquinolonas, e os antibidticos de
amplo espectro como penicilinas, ampicilina, amoxicilina e as cefalosporinas de
terceira geracao (PALTANSING et al, 2013; WORLD, 2014a). A resisténcia de E. coli
as cefalosporinas tem sido relatada em 13 paises da Africa, 14 paises da América, 35
paises da Europa, cinco paises do sul da Asia e 13 paises ocidentais e a resisténcia
a fluoroquinolonas foi relatada em 14 paises da Africa, 16 paises da América, 35
paises da Europa, cinco paises do sul da Asia e 16 paises ocidentais (WORLD,
2014a).

A resisténcia de K. pneumoniae a cefalosporinas tem sido relatada em 13
paises da Africa, 17 paises da América, 33 paises da Europa, 4 paises do sul da Asia
e 14 paises ocidentais e a resisténcia a fluoroquinolonas foram relatados em 14 paises

da Africa, 16 paises da América, 35 paises da Europa, 5 paises do sul da Asia e 14


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889313006470

32

paises do pacifico (WORLD, 2014a). Com relagdo a resisténcia frente aos
carbapenémicos, esta tem sido relatada em 4 paises da Africa, 17 paises da América,
31 paises da Europa, 4 paises do sul da Asia e 9 paises ocidentais (POIREL et al,
2010; POIREL et al, 2011; FEHLBERG et al, 2012; WORLD, 2014a; GUO, et al, 2015).

O aumento da prevaléncia de infec¢cdes hospitalares por P. aeruginosa MDR é
preocupante, principalmente no ambiente hospitalar, pois inclui isolados com
resisténcia aos antimicrobianos de amplo espectro como [-lactamicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas (WANG et al, 2010; TAM et al, 2010; POOLE,
2011; LIVERMORE, 2012). Esse agravamento compromete o tratamento adequado
das infeccGes causadas por estes patdgenos, pois os carbapenémicos sdo 0s
antibioticos de escolha para tratamento de infec¢cdes causada por P. aeruginosa
(WANG et al, 2010; BREIDENSTEIN et al, 2011; POOLE, 2011). A resisténcia
adquirida por este micro-organismo € multifatorial, devido a muta¢gdes cromossdémicas
e aquisicoes de genes de resisténcia, que ocorrem através de transferéncia horizontal
(BREIDENSTEIN et al, 2011; POOLE, 2011) e com isto, P. aeruginosa pode se tornar
ainda menos suscetiveis devido a aquisicdo de caracteristicas herdadas
(BREIDENSTEIN et al, 2011). Estudos demonstram que h& uma disseminagéao clonal
de cepas de P. aeruginosa MDR no mundo, e ainda ndo se sabe como os clones
dessa bactéria tem se difundido (BREIDENSTEIN et al, 2011; POOLE, 2011; XIAO et
al, 2011; CDC, 2013; LUNA et al, 2013).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a resisténcia de S. aureus
frente beta-lactamicos tem sido relatado em 9 paises da Africa, 15 paises da América,
4 paises do mediterraneo, 36 paises da Europa, 3 paises do sul da Asia e 16 paises
do pacifico (CAREY et al, 2010; MARRA et al, 2011; SHI et al, 2011; XIAO et al, 2011;
RUBIO et al, 2013; DABUL & CAMARGO, 2014; MARTINS et al, 2014a; WORLD,
2014a).
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3.2. Fungos

3.2.1. Agente etiologico e a sua importancia para saude publica no mundo

Taxonomicamente, a espécie de Candida albicans pertence ao Reino Fungi,
divisdo Eumycota, subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes e Familia
Cryptococcaceae, género Candida. O género Candida compreende mais de 150
espécies, as quais apresentam ceélulas em forma brotamento, ou podem formar
pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras e ndo tem reproducdo sexual (BARNETT &
PAYNE, 2000; YAPAR, 2014; ENE & BENNETT, 2014). Essa espécie é encontrada
em diversos tipos de ambiente, estando presentes no solo, agua e alimentos e
colonizando homens e animais. Pode causar diversos tipos de doencas, tais como:
dermatite, onicomicose, artrite, osteomielite, endoftalmite, miocardite, meningite,
peritonite, miosite, pneumonite, infeccdo no trato urinario, infeccdo vascular,
candidemia e entre outras (GIRI & KINDO, 2012; YAPAR, 2014) . Essa espécie possui
importante capacidade adaptativa e podem se desenvolver tanto em aerobiose,
guanto em anaerobiose (ENE & BENNETT, 2014).

No ano de 1963, apenas cinco espécies de Candida eram consideradas de
importancia médica: C. albicans, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. tropicalis e
C.guilliermondii (GIRI & KINDO, 2012). Atualmente mais de vinte espécies de Candida
tém sido relatadas como agente etiolégico emergente, capazes de causar infeccao
oportunistas em seres humanos. Embora muitas espécies tenham emergido como
patégenos de interesse clinico (CLEVELAND et al, 2012; ASMUNDSDOTTIR et al,
2013; NUCCI et al, 2013; LI et al, 2015). A espécie C. albicans ainda tem sido
apontada como sendo relevantes patdégenos nosocomiais, principalmente em
infeccbes fungicas hospitalares e fungemia (CALDERONE & CLANCY, 2011;
CHAVES et al, 2012; CDC, 2013; CASSONE, 2013; YOUNES & KHALAF, 2013).

Apesar de sua co-evolugédo junto ao homem, como comensal, acredita-se que
C. albicans tenha na maioria das vezes origem enddgena, devido a capacidade que a
levedura tem de colonizar, penetrar e causar danos ao tecido do hospedeiro, esses
fatores dependem de um equilibrio entre fatores de viruléncia do micro-organismo e
de fatores especificos ligados ao hospedeiro. Quando ocorre um desequilibrio no
sistema imunoldgico, esta levedura, se torna patogénica, causando dois principais
tipos de infeccBes nos seres humanos: infeccdes superficiais, como a candidiase oral

(OC) e candidiase vulvovaginal (CVV), e a infeccbes invasiva (candidemia). Sao
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doencas geralmente associadas ao avan¢co da medicina, pois seus fatores de risco
estdo ligados ao uso de praticas invasivas como dispositivos endovasculares,
transplantes de 6rgéos, uso prologando antibidticos de largo espectro, tratamento com
drogas imunossupressoras, nheutropenia e didlise (GIRI& KINDO, 2012;
CALDERONE & CLANCY, 2011; CHAVES et al, 2012; CASSONE, 2013; YOUNES &
KHALAF, 2013). Esses métodos invasivos podem acarretar infeccdes sistémica,
podendo atingir a corrente sanguinea dos pacientes debilitado e essas infeccbes
podem ser disseminacdo, podendo atingir os principais 6érgaos como: figado, baco,
rins e dentre outros (GIRI & KINDO, 2012; GOW et al, 2012; CDC, 2013).

A candidiase oral (OC), juntamente com a candidiase vulvovaginal (CVV), sdo
consideradas as duas formas mais comuns de infec¢cBes flungicas oportunistas. A
colonizacdo por C. albicans pode se tornar um agravante, principalmente em
pacientes , portadores de Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), Cancer e
Sindrome de Down, idosos, mulheres gravidas, pessoas com diabetes mellitus, entre
outros (GIRI & KINDO, 2012;CLEVELAND et al, 2012; CHAVES et al, 2013;
ASMUNDSDOTTIR et al, 2012; 2013; NUCCI et al, 2013; LI et al, 2015).

Outra infeccdo causada por C. albicans € a candidiase oroesofagica (COE) que
€ caracterizada por um quadro clinico grave, com manifestacdes cronicas,
principalmente nos pacientes com HIV, devido as alteracées que ocorrem no sistema
imunolégico mediado por células, principalmente, linfocitos TCD4+ os quais sao mais
atingidos (YAPAR, 2014). Desde o surgimento da AIDS tem sido reportado o0 aumento
de Candidiase oroesofagica em paciente HIV, sendo este um importante marcador da
progressao da evolucéo clinica da infecdo, ocorrendo em entorno de 80 a 95% dos
pacientes (GIRI & KINDO, 2012; CHAVES et al, 2013; YAPAR, 2014).

Outra infeccéo causada por C. albicans € a candidiase vulvovaginal (CVV) que
€ muito comum entre as mulheres (GUZEL et al, 2011). Estudos indicam que 20% a
25% das mulheres normalmente saudaveis e completamente assintomaticas
apresentam culturas de secrecao vaginal positivas para essa levedura, o que indica a
importancia da colonizacdo vaginal prévia para o desenvolvimento da infeccao
(GUZEL et al, 2011). A CVV representa 20% a 25% dos corrimentos vaginais de
natureza infecciosa, precedida apenas pela vaginose bacteriana (GUZEL et al, 2011).
Estima-se que aproximadamente 75% das mulheres no mundo tenha pelo menos um

episodio de candidiase vulvovaginal na vida. Destas, 40 a 50% tém mais de um
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episodio no ano e 5 a 8 % apresentam quadro de candidiase vulvovaginal recorrente
(CVVR). Acredita-se que 5,7 % dos bebes esteja colonizado durante o nascimento,
sendo que este numero aumenta para 14,2% no momento em que 0S mesmos deixam
0 ambiente hospitalar, passando a regredir apés um ano de idade, e aumentando
durante a senilidade (GUZEL et al, 2011). Apesar da alta taxa de incidéncia e
morbidade associada as infecgbes superficiais por C. albicans, essas infec¢gbes nao
se tornam letais. Ao contrario, das candidiases sistémicas (candidemia), que a cada
ano tém sido reportadas altas taxas de morbidade e mortalidade e tempo de
internacdo, aquelas apenas produzem considerdveis aumentos nos custos
hospitalares (ZAOUTIS et al, 2005; GIRI & KINDO, 2012; CDC, 2013; NUCCI et al,
2013; QUINDOS, 2014).

A candidemia constitui importante problema de saude publica no Brasil e no
mundo (CDC, 2013). A taxa de candidemia causada por C. albicans varia de 37% na
América Latina e 70% nos paises nordicos. Porém candidemia invasiva continua
sendo umas das causas relevantes de infeccdo sanguinea em hospitais de atencao
terciaria e quaternaria (GIRI & KINDO, 2012). A candidemia é a quarta causa mais
comum de infeccdo associado a corrente sanguinea nos Estados Unidos (EUA).
Sendo que em alguns hospitais, € a causa mais comum de infeccdo (CDC, 2013).
Segundo (CDC, 2013) aproximadamente 46 mil infecgOes por Candida ocorrem nos
(EUA) a cada ano, principalmente em pacientes hospitalizados. E cerca de 30% dos
pacientes com infe¢do na corrente sanguinea morrem durante a internacdo, pois as
cepas envolvidas nestas infec¢des sao resistentes aos antifungicos. Nos ultimos anos,
varios inquéritos de base populacional nos Estados Unidos, Alemanha, Canada,
China, Chile, Espanha, Europa, Australia e Islandia tém relatado a incidéncia
crescente de C. albicans (PFALLER et al, 2011; GIRI & KINDO, 2012; CLEVELAND
et al, 2012; ASMUNDSDOTTIR et al, 2012; 2013; BLANCO-BLANCO et al, 2013;
BASSETTI et al, 2013; NUCCI et al, 2013; MA et al, 2013; MEYER et al, 2013;
CORZO-LEON et al, 2014; LI et al, 2015). As infec¢cdes fungicas tém crescido
significantemente, em decorréncia desses aumentos, e cada vez mais se observa a

resisténcia de C. albicans aos antifungicos disponiveis.
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3.2.2. Resisténcia aos antifungicos

Os antifungicos frequentemente empregados para tratamento das infecgbes
causadas por Candida sao: Fluconazol, voriconazol, itraconazol e anfotericina B
(GUALCO et al, 2007). Os antifungicos podem ser divididos em 4 classes, de acordo
com o seu modo de acao: (i) derivados dos azoles, imidazoles e triazoles, como por
exemplo o fluconazol, varicozol, cetoconazol, itraconazol, posaconazol, (i) polienos
macrolideos, Anfotericina B e as suas formas lipidicas, (iii) pirimidinas, Flucitosina,
(iv) equinocandinas, caspofungina e micafungina (LOEFFLER & STEVENS, 2003).
Os antifungicos triazolicos, sao considerados eficazes no tratamento de candidiases,
pois possuem boa biodisponibilidade via oral e baixa incidéncia de efeitos adversos
ao contrario anfotericina B (NENOFF et al, 1999; PFALLER et al, 2012a; PFALLER et
al, 2012b).

Os mecanismos de resisténcia aos antifungicos triazoles pode surgir a partir de
uma modificagdo na quantidade ou qualidade da enzima alvo, redugéo do acesso do
farmaco ao alvo. Esses mecanismos ocorrem em cepas MDR ou através de bombas
de fluxo ou combinacdes de alguns mecanismos de resisténcia que ocorrem entre as
Candida resistentes as drogas (CDR) (PFALLER & DIEKEMA, 2007; RICARDO, 2011;
PERLIN, 2011; SANGUINETTI et al, 2015). As de espécies de Candida resistentes
aos azolicos, tem dificultado o tratamento e tém emergido em pacientes com infecges
fingicas oportunistas. Estes farmacos sédo frequentemente utilizados em terapia
antifingica de pacientes com HIV, em decorréncia de constantes recidivas de
candidiase bucal ou esofagica. Essas ocorréncias tem sido um fator predisponentes
no aumento de resisténcia aos azoles. Nos dias atuais cada vez mais se observa a
resisténcia de cepas de Candida aos antifingicos de primeira linha e de segunda linha
(TURNIDGE & PATERSON, 2007; PFALLER et al, 2012a; PFALLER, 2012b;
FOTHERGILL et al, 2014). A tendéncia da resisténcia a antifungicos tém recebido
pouca atencdo, mas cada vez mais se observa a resisténcia de cepas em alguns
paises e a maioria das que sao resistentes aos azoles sao isolados de pacientes com
HIV. Essa reducdo da susceptibilidade aos azdlicos entre esses grupos aumenta
devido a exposicao a repetidas terapias antifingicas, ou resisténcia cruzada, sendo
essa ocorréncia um fator de risco devido a susceptibilidade reduzida (PFALLER &
DIEKEMA, 2007; PFALLER et al, 2012a; PFALLER, 2012b). Alguns estudos recentes

demostram uma taxa mais elevada de resisténcia de Candida frente aos antifingicos
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triazoles (MARTEL et al, 2010; CLEVELAND et al, 2012; LIU et al, 2013; JENSEN et
al, 2015). Outra droga que tem sido considerada o padrdo ouro para o tratamento de
infecgbes sistémicas é a anfotericina B. A anfotericina B € um dos antifingicos mais
utilizados para paciente com infecgdes fungicas progressivas, e utilizado devido seu
amplo espectro. E apesar do amplo espectro, sua toxicidade limita seu uso (VINCENT
et al, 2013). A resisténcia a Anfotericina B ndo estd muito documentada, embora
muitos autores relatam a resisténcia devido a acao dos azoles através da inibicdo da
biossintese do ergosterol (VINCENT et al, 2013; REN et a, 2014; JENSEN et al, 2015).
Outra classe bastante usada no tratamento de candidemia sdo as equinocandinas,
esse agente é bastante usado no tratamento de infeccfes primarias (PERLIN, 2011).
A susceptibilidade reduzida ou resisténcia a equinocandinas tém sido associadas a
mutacdes pontuais e intrinsecas a regido especifica de genes que codificam as
subunidades de FKS 3 (1,3) D-glucano (PERLIN, 2007; SANGUINETTI et al, 2015) e
varios estudos mostram a resisténcia frente a esse antifungico (BOUCHERIT-
ATMANI, et al 2011; JENSEN et al, 2015).
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3.3. Maléria

3.3.1. O agente etiolégico e a sua importancia para saude publica

A malaria é transmitida por parasitas do filo Protozoa, classe Sporozoa, familia
Plasmodiidae, género Plasmodium. Cinco espécies sdo capazes de infectar o homem:
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale
e Plasmodium knowlesi (BIAMONTE et al, 2013; WORLD, 2014c; BRASIL, 2014). No
Brasil, ha trés espécies associadas a malaria em seres humanos: P. falciparum, P.
vivax, e P. malariae (BRASIL, 2014; WORLD, 2014c). Nunca foi registrada
transmissdo autoctone de P. ovale no Brasil, pois esta espécie € restrita a
determinadas regides da Africa, mas ja foram relatados casos importados no Brasil
(BRASIL, 2014). O P. knowlesi é um parasita encontrado em macacos asiaticos, mas
tém sido registrados casos humanos (BRASIL, 2014). O P. falciparum e P. vivax sédo
0s mais prevalentes. P. falciparum é responsavel pela forma mais grave da doenca
com maiores indices de complicagfes e mortalidade (WORLD, 2014c). A maléria é
uma doenca infecciosa, mais prevalente e mortal em toda a Africa, Asia e América,
sendo uma doenca com manifestacdes episodicas de carater agudo, transmitida por
mosquitos do género Anopheles (TEMIZ & GUL, 2008; BIAMONTE et al, 2013;
BRASIL, 2014).

De acordo com a OMS (2014) a malaria, também conhecida como paludismo,
€ uma das doencas tropicais e parasitarias mais antigas conhecidas. Por séculos, a
malaria interferiu no desenvolvimento econdémico de diversos paises e ainda continua
sendo um relevante problema social e econémico para as populacdes em risco. Um
dos fatores que contribuiram para a propagacdo foi o crescimento populacional
desordenado, bem como a destruicdo dos ambientes naturais do mosquito e a
psicultura que possibilitou o surgimento de criadouros para vetores, levando a um
aumento nas populacdes de Anopheles, elevando, assim, o risco de transmisséo da
doenca (BRASIL, 2014; PARISE, 2014).

Mesmo com avancgo para a erradicacdo da maléria, ela continua sendo um
grave problema de saude publica no mundo, sendo que quase 50% da populagéo
mundial (3,4 bilhGes de pessoas) vive em areas de risco, com curso de transmissao
em 97 paises e territorios, e com 7 paises em fase de prevencéo da sua reintroducao,

totalizando 104 paises e territdrios em que a maléria € atualmente considerada
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endémica (WORLD, 2014c; BRASIL, 2014). Segundo a OMS (2012) foram estimados
207 milhdes de casos e 627.000 mortes no mundo em 2012, principalmente em
criancas menores de 5 anos e mulheres gravidas, especialmente em paises de clima
tropical, onde o controle requer abordagens integradas incluindo prevencdo com a
eliminacao do vetor e tratamento com drogas antimaléricas efetivas (WORLD, 2014c).
E MURRAY et al, (2012) sugere que a mortalidade € duas vezes maior quando inclui
casos de malaria que nao sao diagnosticados ou nao tratados. Os casos de malaria
tém sido relatados em paises da América central, América do Sul, Africa e Sudeste
Asiatico, sendo que sua maior incidéncia € no continente africano, mais precisamente
ao sul do deserto do Saara (MURRAY et al, 2012; WORLD, 2014c).

No Brasil, a distribuicdo geografica de ocorréncia da malaria € extensa. As
areas endémicas originais, foram delimitadas nos anos 50 por meio de estudos
entomoldgicos e detecgcdo de casos, que abrangia cerca de 6,9 milhdes de km?2 do
territorio brasileiro. Na regido amazénica verifica-se uma concentracao crescente de
casos de malaria nos ultimos anos, com mais de 99% dos casos registrados (BRASIL,
2011; BRASIL. 2013; BRASIL, 2014). Nesta regido, a infeccdo ndo € uniforme,
consequente das mas condi¢cfes habitacionais que muitas populacdes se encontram,
e com isso tornam-se mais vulneraveis a doenca (FRASSON et al, 2009; PARISE,
2014).

No periodo de 2000 a 2011, foram notificados 99,7% dos casos na regido
Amazoénica, considerada area endémica no pais. Neste periodo, foram notificados
uma média de 422.858 casos por ano, e esse alto nivel de endemicidade concentrou-
se na Amazodnia Legal, que engloba o Estado do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhé&o,
Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins. Essas regifes apresentam
caracteristicas geograficas e ecolégicas favoraveis a interagcdo do mosquito (BRASIL.
2013; BRASIL, 2014). A maioria dos casos ocorreram em areas rurais e indigenas
com cerca de 85% destes mas ha registro da doenca também em areas urbanas
(cerca de 15%). Fora da regido amazobnica, mais de 80% dos casos notificados séao
importados dos estados pertencentes a area endémica brasileira, de outros paises
amazoOnicos, continente africano e Paraguai. Entretanto, existe transmissao residual
de malaria no Piaui, Parana e em areas de Mata Atlantica nos estados de S&o Paulo,

Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Apesar das poucas notificacdes nesses
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locais, a doenca ndo pode ser negligenciada, pois se observa uma letalidade mais
elevada nestas areas do que nas regifes endémicas (BRASIL, 2013; BRASIL, 2014).

No estado do Amazonas no ano de 2010, foram notificados 74.130 casos de
maléria sendo que 73.291 foram casos autdctones, correspondendo a (22,7%). No
mesmo ano 15 municipios do estado do Amazonas estavam entre 0s municipios que
contribuiram com 80% dos casos de malaria na Amazoénia Brasileira: Manaus, Sao
Gabriel da Cachoeira, Eirunepé, Atalaia do Norte, Coari, Barcelos, Tabatinga,
Manicoré, Tefé, Labrea, Borba, Tapaud, Rio Preto da Eva, Itacoatiara e Guajara. No
entanto, apesar de estarem incluidos na lista de municipios responsaveis por 80% da
malaria, em 11 municipios foi observado um decréscimo no nimero de casos entre o
ano de 2009 para 2010, que variaram de (-3,9%) para Rio Preto da Eva e (-58,6%)
em Tefé. Apenas os municipios S&o Gabriel da Cachoeira (154%) e Eirunepé (80,3%)
apresentaram um aumento do numero de casos. Sendo que a propor¢cao de P.
falciparum no estado foi de (12,2%) e nos 15 municipios mencionados acima foram
de (11,8%). Nos municipios de Eirunepé, Barcelos, Atalaia do Norte, Borba e Sao
Gabriel da Cachoeira, houve um aumento de malaria por P. falciparum. Mas apesar
do aumento, houve um decréscimo de internacdes no estado (16%) e nos 15
municipios (15,8%), entretanto na Amazoénia Legal, houve um aumento de (14,5%)
(BRASIL, 2011).
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3.3.2. Quimioterapia e Resisténcia de Plasmodium falciparum aos

medicamentos Antimalaricos

Entre os principais antimaléaricos frequentemente empregados na terapéutica
encontram-se: aminoquinolinas (cloroquina, amodiaquina, primaquina, quinina,
quinidina e mefloquina); os antifolatos (sulfadoxina); diaminopirimidinas
(pirimetamina); as lactonas sesquiterpenas (artemisinina) e alguns antibidticos
(tetraciclina, doxiclina e clindamicina combinado principalmente com a quinina)
(JORDAO, 2007; MITA & TANABE, 2012). A quinina foi o primeiro medicamento
utilizado contra a maléaria até o inicio do século XX, e esta foi substituida por farmacos
sintéticos derivados do seu anel quinolinico (MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE et
al, 2013; PACKARD, 2014). Apesar de sua toxicidade, a quinina continua sendo
utilizada no tratamento da malaria grave, causada pelo P. falciparum resistente a
cloroquina (PACKARD, 2014). O desenvolvimento da resisténcia intrinseca do P.
falciparum as quinolinas antimaléricas, especialmente a cloroquina, ocorreu de forma
lenta, mas hoje é bastante comum ao redor do mundo e particularmente nos lugares
onde ha grande pressédo do uso das drogas antimalaricas (BIAMONTE et al, 2013;
PACKARD, 2014).

O prototipo cloroquina e 4-aminoquinolina, foram amplamente utilizados
durante décadas para todo os tipos de malaria (MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE
et al, 2013). No entanto, tem sido relatado a resisténcia a cloroquina, em especial por
P. falciparum, em diversos locais onde a malaria € endémica. Apesar do aumento da
resisténcia frente a essa droga ainda é utilizado para tratar outras espécies, mas é
pouco utilizado contra P. falciparum (MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE et al, 2013).

A primaquina, uma 8-aminoquinolina é ativa contra hipnozoitos hepaticos de P.
vivax e P. ovale (MUELLER et al, 2009; WELLS et al, 2010; MITA et al, 2012;
BIAMONTE et al, 2013), mas pouco eficaz contra estagios eritrociticos do parasito.
Sua utilizagdo é também recomendada em &reas endémicas da malaria por P.
falciparum, uma vez que a mesma possui acdo contra gametdécitos, inibindo a
evolucdo do parasito no vetor susceptivel e, consequentemente, interrompendo a
transmissao da doenga (MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE et al, 2013), entretanto
tem sido observada resisténcia (MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE et al, 2013)

A mefloquina, um 4-quinolinometanol derivado da cloroquina, é mais ativa que

a cloroguina sendo utilizada contra cepas de P. falciparum resistentes as 4-
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aminoquinolinas (MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE et al, 2013). No entanto, por
possuir meia vida prolongada, propiciou rapida selecdo de parasitos resistentes.
Atualmente € recomendada somente em combinacdo0 com outros compostos,
sobretudo com derivados de artemisinina (WORLD, 2014c).

A resisténcia aos medicamentos antipaltdicos, se tornou ameacga mundial,
desde o surgimento da resisténcia a cloroquina por P. falciparum nos anos 50 na
Tailandia, e se espalhou no Sudeste da Asia e Africa (PACKARD, 2014). No contexto
da busca de novos antimalaricos eficazes e seguros para combater P. falciparum
resistentes, foi que surgiram as drogas a base de atermisinina (MITA & TANABE,
2012; PACKARD, 2014). A artemisinina e seus derivados se enquadram em uma
classe de drogas bastante utilizadas nos dias atuais (MITA & TANABE, 2012). Num
esforco para combater a resisténcia dos antimalaricos a base de artemisinina a OMS
monitora a eficicia terapéutica e a resisténcia de P. falciparum frente a artemisinina
(O'BRIEN et al, 2011; DONDORRP et al, 2011; WORLD, 2011; MITA & TANABE, 2012;
FERREIRA et al, 2013; PACKARD, 2014). Mesmo com esforco da OMS em restringir
0 uso das drogas para que nao ocorra a resisténcia, alguns autores relatam a
resisténcia de P. falciparum a seus derivados no sudeste asiatico (PHYO et al, 2012;
TALUNDZIC et al, 2015). O surgimento do P. falciparum multirresistentes, nessa
regido, se torna um problema de saude publica urgente que ameaca o esfor¢co global
em curso para reduzir o paludismo (DONDORP et al, 2010; 2011; FAIRHURST et al,
2012; PHYO et al, 2012; TALUNDZIC et al, 2015). A ameaca representada pela
resisténcia emergente a artemisinina na fronteira do Camboja com a Tailandia é
amplamente reconhecido, no entanto se a resisténcia a esta droga se espalhar de
forma desordenada, ndo so ird colocar em risco a meta de erradicacdo da malaria,
mas também ira resultar em grandes aumentos na mortalidade infantil na Africa e nos
paises onde a maléria é endémica (DONDORP et al, 2011; PACKARD, 2014; AUNG
et al, 2015).
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3.3. Plantas medicinais

O emprego de plantas medicinais na recuperagdo da saude tem evoluido ao
longo dos tempos. Registros escritos como os antigos hierdglifos egipcios, a Biblia e
0s manuais chineses de fitoterapia descrevem o uso extensivo de produtos naturais
para fins medicinais (BALBACH 1972; LORENZI, 1999; LORENZI et al, 2002). Nestes
casos, o0 homem percebeu nas plantas a presenca de algo que, administrado sob
misturas complexas (como chas, garrafadas, tinturas, pds, entre outros) ou como
substancia pura isolada (transformada em comprimidos, gotas, pomadas ou
capsulas), tem a propriedade de provocar reacdes benéficas no organismo, resultando
a recuperacao da saude, (BALBACH, 1972; ROBERTS et al, 1997; YUNES & FILHO,
2001; YUNES, 2001; LORENZI et al, 2002; VIRTUOSO et al, 2005; ALONSO, 2008;
OLIVEIRA, 2009). Entretanto, no século XIX, Friedrich Wohler, ao sintetizar a ureia a
partir de uma substancia inorganica, inaugurou a industria de sintese quimica (YUNES
& FILHO, 2001; ALONSO, 2008). Mesmo com o advento de drogas sintéticas, o
estudo de plantas medicinais continuou sendo de grande importancia para a
populacdo, principalmente nos paises em desenvolvimento, nos quais 0 acesso a
medicina alopatica ainda é muito restrito (CORDELL, 1993; GUIMARAES et a, 2010;
MARINHO et al, 2011; SOUZA et al 2013; SA et al, 2014).

As plantas séo utilizadas tradicionalmente por diversas culturas no controle e
cura de doencas e pragas. Por volta de 1970, a organizacdo mundial de saude
reconheceu os beneficios da medicina fitoterapica que esta baseada em extratos de
plantas. Deste reconhecimento comecaram a surgir pesquisas desenvolvidas a partir
de fontes naturais (NEWMAN et al, 2000). Nas ultimas décadas as substancias
antimicrobianas representam talvez o maior avanco da farmacoterapia, com progresso
sem limites dentro da terapéutica medicamentosa (VALE, 2012). O conhecimento
sobre o0 potencial terapéutico dos vegetais tem despertado o interesse cientifico,
buscando nesse conhecimento, novos caminhos para o controle e tratamento de
diversas doencas. Pesquisas de tal natureza no Brasil sdo de grande valia, pelo fato
do pais ser considerado um dos maiores reservatorios de biodiversidade do mundo e,
além disso, a grande extensdo territorial abriga diversos tipos de ecossistemas, cada
um com suas particularidades, o que o torna fonte quase que inesgotavel de moléculas
a serem descobertas (FERREIRA et al, 2011a; 2011b; SANTOS et al, 2014). Muitas

das publicacbes que se referem a atividade antibacteriana, foram baseadas em
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ensaios empiricos com base no conhecimento popular, sendo que apenas 1% das
espécies vegetais estéo sendo estudadas (GUIMARAES et a, 2010; MARINHO et al,
2011; SOUZA et al 2013; SANTOS et al, 2014)

No inicio da década de 1990, a Organizacao Mundial de Saude relatou que 65
a 80% da populacdo dependiam das plantas medicinais como uma Unica forma de
acesso aos cuidados basicos de saude e a mesma aborda que as plantas medicinais
deveriam ser as melhores fontes para obtencéo de uma grande variedade de drogas.
E diversas plantas sdo comercializadas apoiadas em anuncios que prometem
“beneficios seguros, ja que se trata de fonte natural”’. E muitas vezes, as supostas
propriedades farmacoldgicas sdo usadas empiricamente, sem respaldo cientifico
guanto a sua eficacia, ou por ndo terem tido suas acfes farmacoldgicas comprovadas
em testes cientificos pré-clinicos ou clinicos (JUNIOR et al, 2005). O uso de
combinacgdes de plantas para propositos farmacéuticos tem gradualmente aumentado
no Brasil. De acordo com Organizacdo Mundial Saude as plantas medicinais seriam a
melhor fonte para obtencdo de uma grande variedade de drogas mais eficazes.
Aproximadamente 80% dos individuos de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento usam a medicina tradicional que derivaram de plantas medicinais,
as quais deveriam ter suas propriedades investigadas confirmar sua eficacia
terapéutica (ELLOF, 1998; PRASHAR et al, 2003; GUIMARAES et a, 2010; MARINHO
et al, 2011; SOUZA et al 2013; SANTOS et al, 2014).

No Brasil, 0 conhecimento do uso das plantas medicinais é o resultado de uma
miscigenacao cultural envolvendo africanos, europeus e indigenas, com introdugéo
de espécies exéticas pelos colonizadores e escravos (MATOS, 1997). Segundo
SOUZA et al (2013) foi avaliado o uso de plantas medicinais em usuarios do servi¢o
publico de saude em Campina Grande, e foi constatado que 65,0% dos participantes
utilizavam plantas medicinais contra processos infecciosos. Esse uso de plantas
medicinais no cotidiano vem aumentando como alternativa nos tratamentos e cura de
diversas doencas. Em um estudo feito no municipio de Sdo José de Espinharas,
Paraiba, MARINHO et al, (2011) constataram que 50% da populacéo utilizava plantas
medicinais para tratar diversas doencgas, inclusive doencas infecciosas.

No municipio de Barreirinha (AM), inspirado no modelo de Matos, foi implantado
um projeto, que, além de diminuir os custos com medicamentos, gera renda as

comunidades produtoras, ja que sao beneficiadas com a compra de seus produtos
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naturais pela prefeitura do local (MATOS, 1997). Este modelo de Assisténcia
Farmacéutica Social retifica o conceito de que a Amazbnia, com sua flora rica e
singular, com espécies variadas e unicas, pode ser considerada hoje, o0 maior recurso
natural do planeta proporcionando a pratica da terapéutica natural, que é bastante
forte na regido (OLIVEIRA, 2009). As observacdes populares sobre o uso e a eficicia
de plantas medicinais contribuem, de forma relevante, para a divulgacao das virtudes
terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos, tornando
validas informacdes terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos
(COWAN, 1999; GUIMARAES et a, 2010). Porém, desde o advento dos antibiéticos,
0 uso de derivados de plantas como antimicrobianos tem sido virtualmente inexistente
(COWAN, 1999).

Vérias pesquisas sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tém sido revistas e ampliadas na regido amazébnica, pela ampla
biodiversidade da flora, abrigando mais de 50 mil espécies de plantas, distribuidas em
grandes biomas: a Amazonia com 25-30 mil espécies, a Mata Atlantica com 16 mil, o
Cerrado com 7 mil e as demais espécies distribuidas na Caatinga e na Floresta
Subtropical (EMBRAPA, 2010; FORZZA et al, 2010).

Embora muitas industrias quimicas e farmacéuticas tenham produzido uma
imensa variedade de antimicrobianos nos ultimos tempos, cada vez mais se observa
0 aumento de micro-organismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis no
mercado, e com isto, aumenta a busca de novas substancias com atividades
antimicrobianas, antifingicas e antimalaricas (GUIMARAES et a, 2010; RABELO et
al, 2014; SA et al, 2014). Desde 2002, a Infectious Diseases Society of America (IDSA)
manifestou preocupacdo com a auséncia de progressos no desenvolvimento de novos
antimicrobianos para tratar MDR, principalmente farmacos voltados ao combate de
bactérias Gram-negativas e Plasmodium spp. MDRs (BIAMONTE et al, 2013). Assim
as plantas tém se tornado objetos de estudos cientificos no que concerne uma ampla
diversidade molecular muito superior aquela derivada de produtos sintéticos. No
entanto os antimicrobianos constituem um grupo especial de agentes terapéuticos,
geralmente produzidos e obtidos a partir de substancia naturais ou apds sofrerem
modificagdes. Muitas substancias, em pequenas concentracdes, possuem atividade

letal contra os agentes etiologicos, ou inibitoria, prevenindo o desenvolvimento dos
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agentes patogénicos (NETO et al, 2002). A atividade antimicrobiana é um item
relevante na caracterizacdo de extratos vegetais, devido ao nimero bastante grande
de doencas infecciosas que acometem ao homem e ao desenvolvimento de
resisténcia dos micro-organismos as drogas convencionais disponiveis hoje (COWAN,
1999; CALIXTO & YUNES, 2001; YUNES, 2001; LIMA et al, 2001). Assim os produtos
naturais tém sido fontes valiosas para o desenvolvimento desses novos compostos
(NEWMAN et al, 2000), permitindo a descoberta de agentes terapéuticos, nao
somente para tratar doencas infecciosas, mas também para tratar cancer,
imunodeficiéncia e outras (CLARDY & WALSH, 2004). Extratos e 6leos essenciais de
plantas mostraram-se eficientes no controle do crescimento de uma ampla variedade
de micro-organismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias (PIERI, et
al, 2012; SANTOS, et al, 2008, CARNEIRO, et al, 2008; SANTOS et al, 2014).

No Brasil, os estudos sobre pesquisas antimicrobianas de origem vegetal
tiveram impulso a partir de trabalhos de Gongalves, (1959) e de outros pesquisadores,
como SANTANA et al, (1968) que, também envolvidos em pesquisas de atividade
antimicrobiana, relataram propriedades antitumorais de plantas nativas. Reportavam,
contudo, que os estudos relacionados com a atividade biolégica de produtos naturais
eram escassos em varios paises do mundo, tendo havido decréscimo nas prescrigdes
gue continham drogas de origem vegetal, entre os anos de 1950 a 1960. No entanto,
em razao dos crescentes problemas associados ao uso indiscriminado de antibioticos,
como os efeitos colaterais, alto custo e a crescente resisténcia de micro-organismos,
entre outras questdes de saude publica, os estudos de substancias oriundas de
vegetais superiores adquiriram novas perspectivas (DAVIS, 1994).

De acordo com a Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 14 de 31 de marco
de 2010 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fitoterapicos séao
medicamentos obtidos empregando-se exclusivamente matérias primas ativas de
vegetais, cuja efichcia e seguranca sdo validadas por meio de levantamentos
etnofarmacologicos, de utilizacdo, documentacfes tecnocientificas ou evidéncias
clinicas. Os fitoterapicos sdo uma classe de medicamentos largamente utilizados no
pais e constituem um mercado em franca expanséo (YUNES & CALIXTO, 2001; LIMA
et al, 2001) muitas vezes as supostas propriedades farmacolégicas anunciadas ndo
possuem validade cientifica, por ndo terem sido investigadas ou por ndo terem

apresentadas suas acfes farmacoldgicas comprovadas em testes cientificos pré-
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clinicos ou clinicos (GUIMARAES et a, 2010; MIRANDA, 2013; SOUZA et al 2013;
SANTOS et al, 2014).

Estima-se que, cerca de 44% dos medicamentos atualmente disponiveis, foram
desenvolvidos, direta ou indiretamente, a partir de fontes naturais, como plantas,
micro-organismos e animais (HOSTETTMANN et al, 2003; BRASIL, 2005), além
disso, estima-se que das 252 substancias consideradas basicas e essenciais pela
OMS, 11% sé&o originarias de plantas e nos paises industrializados, 25% dos
medicamentos prescritos sdo originarios de plantas, (LIMA et al, 2001;
HOSTETTMANN, et al 2003; BRASIL 2004; BRASIL, 2005; SCHENKEL et al, 2005).
A importancia histérica das substancias ativas obtidas de plantas como protétipo para
o desenvolvimento de farmacos pode ser sucintamente demonstrada pela cronologia
contida na tabela 1 (SILVA & ROTHSCHILD, 1968; ROCHA & SILVA1973).

Género Farmaco Ano da descoberta  Utilidades terapéutica
Digitalis Digitoxina 1785-1875 Cardioténico

Papaver Morfina 1805 Hipnoanalgésico
Cinchona Quinina 1820 Antimalarico

Atropa Atropina 1833 Anticolinérgico
Physostigma Fisostigmina 1864 Anticolinesterasico
Pilocarpus Pilocarpina 1875 Colinérgico

Ephedra Efedrina 1887 Adrenérgico
Erythroxylum Cocaina 1895 Anestésico
Chondodendrum Tubocurarina 1895 Blogueador neuromuscular
Claviceps Ergotamina 1922 Blogueador adrenérgico
Melilotus Dicumarol 1941 Anticoagulante
Rauwolfia Reserpina 1952 Neuroléptico

Artemisia Artemisinina 1985 Antimalarico

Tabela 1 — Cronologia da descoberta de farmacos protétipos de categorias Terapéuticas, a partir
de plantas: Fonte: ROCHA & SILVA, 1973; SILVA & ROTHSCHILD, 1968.

Vérias pesquisas sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tém sido revistas e ampliadas na regido amazébnica, pela ampla
biodiversidade da flora. Estudos recentes demostram atividades antimicrobianas,
antifingicos e antimalarica de diversas plantas tipica da regido amazonicas
CARNEIRO, et al, 2008; RIBEIRO, 2008; CURSINO et al 2011; FERREIRA et al,
2011a; RABELO et al, 2014).

A regido Amazodnica oferece um enorme potencial para a descoberta de novos
compostos bioativos, fazem-se essenciais pesquisas direcionadas para a

biprospecc¢éo da quimiodiversidade. Uma forma assertiva de conduzir esses estudos
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€ por meio de uma abordagem etnofarmacolégica, que consiste em combinar
informacdes adquiridas junto a comunidades locais que fazem uso da flora medicinal
com estudos quimico-farmacolégicos realizados em laboratérios especializados
(ELISABETSKY & SOUZA, 2004; TUROLLA & NASCIMENTO, 2006). Neste contexto,
as espécies vegetais Annona muricata, Averrhoa carambola, Astrocaryum aculeatum,
Bertholletia excelsa, Caryocar villosum, Dioscorea alata, Euterpe precatoria, Euterpe
oleracea, Garcinia madruno, Inga edulis, Mauritia flexuosa, Paullinia cupana, Platonia
insignis, Protium klugii, Pouteria caimito, Rollinia mucosa, Theobroma grandiflorum,
Theobroma subincanum e as espécies da familia Lauracea (Aniba ferrea, Aniba
guianensis, Aniba panurensis, Aniba parviflora, Licaria cannella angustata, Licaria
martiniana, Ocotea leucoxylum foram escolhidas para o estudo de possivel atividade
antibacteriana, antifingica e antimaldrica. Visto que essas espécies possuem diversas

substancias ja comprovadas, e com isto, estimulam as varreduras biolégicas.

3.3.1. Annona muricata L. (Graviola)

A Annona muricata L. pertence a familia Annonaceae, € conhecida
popularmente como graviola. Essa espécie é originaria da Ameérica Central, sendo
cultivada no Brasil, Coldmbia, México, Havai e algumas regides da Africa e Asia,
sendo encontradas no Brasil nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Pernambuco,
Paraiba Para e Minas Gerais. Na medicina popular € usado para a hipertenséo,
diabetes, dor de estbmago, febre e vémitos (ADJANOHOUN, 1996). Estudos
farmacoldgicos demostram atividades anti-hipertensiva, antiespasmaddica, anti-
inflamatoria (HAMIZAH et al 2012), antiviral (PAARAKH et al, 2009), antibacteriana
(PATHAK et al, 2010; VIEIRA et al, 2010), antidiabética e antioxidante (ADEWOLE &
OJEWOLE, 2009; PATIL et al, 2013; FLORENCE et al, 2014; GAVAMUKULYA et al;
2014).

3.3.2. Averrhoa carambola L. (Carambola)

A Averrhoa carambola L. pertence a familia oxalidaceae, é conhecida
popularmente como carambola, originaria do Sudoeste Asiatico, e se encontra
dispersa em regides tropicais e em areas quentes de regides subtropicais de todos os
continentes (MORTON, 1987; DONADIO et al, 2001). Na medicina popular as frutas

sdo usadas para tratar tosse, intoxicacao alimentar e esplenomegalia da malaria. As
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raizes sdo utilizadas para tratar dores de cabeca e artralgia e as folhas sdo usadas
para o tratamento de furinculos, resfriados, gastroenterite, enquanto as flores séo
usadas para tratar febre e malaria (SUNG et al, 1998; DONADIO et al, 2001; SAGHIR
et al, 2013). Alguns estudos demostram atividades, antibacteriana e antifingica,
antioxidante, antiflamatoria, antiulcera, antitumoral entre outras (DONADIO et al,
2001; GONCALVES et al, 2006; Mia et al, 2007; CABRINI et al, 2011; LI et al, 2014;
WEI et al, 2014; LIRA JUNIOR et al, 2014).

3.3.3. Bertholletia excelsa H.B.K. (Castanha do Brasil)

A Bertholletia pertence a familia Lecythidaceae, é conhecida popularmente
como castanha do Brasil, e sua € espécie nativa da Amazonia e tem por habitat as
terras firmes (SANTOS et al, 2014). E uma arvore cujo fruto apresenta alto valor
alimentar e com expressao no comércio internacional, constituindo-se em um dos
principais produtos extrativistas da pauta de exportacdo da Amazonia, principalmente
do estado do Para (SALOMAO, 2009). Na medicina popular a casca da castanheira é
utilizada para o tratamento de figado, e a infusdo de suas sementes para problemas
estomacais e o0 Oleo é usado como umidificador da pele. Véarios estudos demostram
atividades antioxidante (JOHN & SHAHIDI, 2010), antibacteriana (COSTA et al, 2012).

3.3.4. Caryocar villosum Pers. (PIQUIA)

A Caryocar villosum, pertencente a familia Caryocaceae, é conhecida
popularmente como piquia. Essa espécie € nativa da regido amazénica. A polpa do
seu fruto é consumida pelos habitantes locais e pertence a culinaria amazonense,
além de ser usado no preparo pratos regionais e de 6leo comestivel, o qual é utilizado
como substituto de manteiga (CLAY et al, 2000). O dleo é utilizado pelas familias rurais
do Nordeste do Brasil para o tratamento de dermatofitoses, tais como micoses (Tinea
capitis) e doencas fangicas da pele (GRENAND et al, 2004). A folha é utilizada para o
tratamento de resfriados, gripes, edemas, bronquites, tosses, queimaduras; a
semente é usada como afrodisiaca (VIEIRA & MARTINS, 2000). Na Guiana Francesa
tradicionalmente a polpa e a casca sao utilizadas pelos habitantes como veneno para

matar peixes. Em alguns estudos a polpa apresentou efeito antigenotéxico,
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capacidade de varredura de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ALMEIDA et
al, 2012; CHISTE et al, 2012),) e atividade anti-inflamatoéria (XAVIER et al, 2011).

3.3.5. Dioscorea alata L. (Cara roxo)

A Dioscorea alata L. pertence a familia Dioscoreaceae, € conhecida
popularmente como cara roxo, e tem origem e africana. O tubérculo foi trazido ao
Brasil pelos escravos africanos, e se adaptou muito bem ao clima, hoje sado bastante
consumidos em diversos paises (HUANG et al, 2006; DAS et al, 2012). E composta
por aproximadamente 8 géneros e 650 espécies, € um alimento altamente energético,
possui grande quantidade de vitaminas, € auxiliar do processo digestivo e dentre
outros beneficios (HUANG et al, 2006; DAS et al, 2012). Na medicina popular
brasileira, € usada para tratar coqueluche, doencas de vias respiratérias, falta de
memoaria, bronquites, coceiras, Ulceras e feridas (BENSKY & GAMBLE, 1993; WANG
et al, 2011). Estudos demostram atividade antioxidantes (DAS et al, 2012;
SAKTHIDEVI & MOHAN, 2013) e antifungica (CO et al, 2013).

3.3.6. Euterpe oleracea e E. precatdria (ACAI)

O género Euterpe possui cerca de 28 espécies localizadas nas Américas
Central e na américa Sul, estando distribuidas por toda bacia Amazonica (SANTOS et
al, 2014). E. Precatéria é uma espécie nativa do estado do Amazonas, conhecida
popularmente como “acai do Amazonas®, e € encontrada na bacia do rio Solimdes,
em terreno de terra firme e area de baixio (CAVALCANTE, 1996; ALMEIDA et al, 2004,
SANTOS et al, 2014). A E. oleracea, conhecida popularmente como “acai do Para”, é
encontrada, sobretudo, em terrenos de varzea e igap0. A espécie nativa da Amazoénia,
tem suas maiores populacdes concentradas nas florestas da Amazonia Oriental,
principalmente, nos Estados do Para, Amapa e Maranh&o, mas pode ser encontrada
nos paises: Venezuela, Colémbia, Equador e Guianas (CAVALCANTE, 1996). Estas
espécies tém alto potencial econémico, principalmente pelo uso de seus frutos na
preparacdo do “vinho de agai” que sdo exportados para todo o mundo como
energéticos. A polpa deste fruto tem sido objeto de estudos em funcédo do valor
nutritivo, sendo considerado um alimento nutracéutico pelo elevado teor de
substancias bioativas (SABBE et al, 2009; MENEZES et al, 2011). Na medicina
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popular brasileira, ele é utilizado no combate aos disturbios intestinais e as raizes sédo
empregadas como vermifugos. O palmito, em forma de pasta, atua como anti-
hemorragico, quando aplicado apés extracdes dentarias. A polpa e o vinho tem sido a
base para verificacdo de acdo anti-inflamatoria e antioxidante (KANG et al, 2012;
AZEVEDO et al, 2015). Diversos estudos tém identificado atividades antimicrobiana,
antioxidante (GONCALVES et al, 2012; BELDA-GALBIS et al, 2015) e anti-inflamatoria
(KANG et al, 2011; KANG et al, 2012).

3.3.7. Inga edulis Mart. (Inga)

Inga edulis (Mart) pertence a familia Fabaceae, e sdo amplamente distribuidas
nas florestas secundarias tropicais das Américas Central e América do Sul. Na
medicina popular as folhas s&o utilizadas como anti-inflamatério, antidiarreico
(SILVA et al, 2007b), antioxidante e antiulcerogénico (SILVA et al, 2007a; SOUZA et
al, 2008a; POMPEU et al, 2012) e diversos estudos ja comprovaram as propriedades
farmacoldgicas dessa espécie (SILVA et al, 2007a; SILVA et al, 2007b; SOUZA et al,
2008b; POMPEU et al, 2012).

3.3.8. Lauraceae Juss.

Lauraceae € uma familia botanica com distribuicdo tropical e subtropical,
concentrada em florestas fluviais da Asia e Américas (SOUZA, 2008b).
Compreendendo cerca de 50 géneros e aproximadamente 2500 espécies. No Brasil
a familia é reconhecida por aproximadamente 23 géneros e 434 espécies, dos quais
18 géneros e 125 espécies sado encontrada regido Nordeste (BARROSO et al, 2002;
QUINET et al, 2011). No Amazonas sao encontrados treze géneros, 0s mesmos estao
presentes na Reserva Florestal Ducke, em Manaus-AM: Ocotea com 41 espécies,
Licaria com 15, Aniba com 13, Endlicheria com 11, Rhodostemonodaphne com 8,
Aiouea com 3 e Mezilaurus com 8 espécies. A casca ou o fruto de algumas espécies
sdo usados como condimentos (Dicypellium caryophyllaceum) ou para fazer cha
(Licaria puchury-major e Aniba canelilla). Substancias aromaticas para perfumaria sao
extraidas de algumas espécies, como a canela-sassafras (Ocotea odorifera) e o pau-
rosa (Aniba rosaeodora). Outras tém sido usados na medicina popular ou industrial,
como a canfora (Cinnamomum camphora) (RIBEIRO et al, 1999).
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3.3.9. Mauritia flexuosa L. (Buriti)

A Mauritia flexuosa L. pertence a familia arecaceae, popularmente conhecida
como buriti, miriti e outros sinonimios (ALBUQUERQUE et al, 2005). Esta familia e
composta por aproximadamente 1.500 espécies e 200 géneros (UHL & DRANSFIELD,
1987; ALBUQUERQUE et al, 2005). O buritizeiro € de origem amazonica, mas pode
ser encontrado na Bahia, Ceard, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Piaui,
Roraima, Sdo Paulo e Tocantins, Venezuela, Guianas, Equador, Peru e Bolivia
(ALBUQUERQUE et al, 2005; CYMERYS et al, 2005). A fruta tem sido empregada
nas industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos (ALMEIDA et al, 2008;
ALBUQUERQUE, et al, 2005; SANTOS et al, 2011; AQUINO et al, 2012; BARROS et
al, 2014). Na medicina popular € utilizado como vermifugo, cicatrizante e energético
(SOUZA & FELFILI, 2006) e alguns estudos demostram a atividades antimicrobiana e
antioxidante das folhas e tronco (KOOLEN et al, 2013a; SIQUEIRA et al, 2014). Os
Oleos demostram atividades antibacteriana e cicatrizante (FERREIRA et al, 2011a;
BATISTA et al, 2012; SIQUEIRA et al, 2014).

3.3.10. Paullinia cupana Kunth (Guarana)

A espécie Paullinia cupana Kunth pertence a familia Sapindaceae, composta
por aproximadamente 150 géneros e 2000 espécies. Essa espécie € encontrada nas
areas tropicais e subtropicais da Ameérica, com alta frequéncia na Amazoénia brasileira,
venezuelana e nas Guianas, a partir da regido ocidental do rio Tapajos até a bacia do
Rio Madeira, e partes do Paraguai e do Uruguai (ALONSO, 2007; LIM, 2013a). Na
medicina popular é utilizado no tratamento de diarreia cronica, distarbios respiratorios,
como analgeésico, febrifugo, para tratar hipertensao, enxaqueca, neuralgia e disenteria
(BASILE et al, 2005; BREITBACH et al, 2013). Mais diversos autores descrevem a
atividades biolégica dessa espécie, tais como, atividade antibacteriana, antioxidante
(BASILE et al, 2005; JAISWAL et al, 2012; PINTO, 2012; BASILE et al, 2013;) e
antifangica (MARTINS et al, 2014b).
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3.3.11. Platonia insignis (Bacuri) e Garcinia madruno (Bacurizinho)

A P. insignis Mart e Garcinia madruno pertencem a familia Clusiaceae,
composta por mais de 47 géneros e 1000 espécies, comumente conhecida como
bacuri e Bacurizinho (NASCIMENTO et al, 2007). As espécies sdo encontradas em
toda a Amazonia, sendo que a area de maior concentracao das espécies € o estuario
do Rio Amazonas (NASCIMENTO et al, 2007). Os frutos sédo bastante utilizados para
elaboracao de sucos, sorvetes, cremes, doces, compotas ou mesmo consumidos in
natura pela populacdo da Amazodnia e parte do Nordeste do Brasil, particularmente
nos estados do Maranhéo e Piaui (NASCIMENTO et al, 2007). As sementes possuem
um 6leo rico em &cidos graxos como o0s acidos palmitico, palmitoleico, estearico,
oleico e linoleico (BENTES et al, 1986; LIMA et al, 2007). Nos ultimos anos houve um
crescimento nos estudos envolvendo as propriedades farmacoldgicas de bacuri. Os
estudos concentram-se principalmente na semente, de onde é extraida uma manteiga
utilizada na medicina popular para tratar diarreias, problema de pele (COSTA JUNIOR
et al, 2013a), dor de ouvido (COSTA JUNIOR et al, 2013b), doencas inflamatdrias,
dores de ouvido, picadas de aranhas e cobras (LUSTOSA, 2012), reumatismos,
artrites (COSTA JUNIOR et al, 2011a), cicatrizante e como Leishmanicida (COSTA
JUNIOR et al, 2011b). As cascas apresentaram atividade antileishmania in vitro
(SOUZA et al, 2010) e a polpa apresentou atividade antioxidante (RUFINO et al, 2010).

3.3.12. Pouteria caimito (Abiu)

A Pouteria caimito pertence a familia Sapotaceae, que é composta por
aproximadamente 450 espécies. O P. caimito é conhecido popularmente como abiu
ou abeiro, e esta planta é nativa da regido Amazoénica e zonas limitrofes do Peru,
Colébmbia e Venezuela (LIM, 2013b). Ela vem sendo utilizada na medicina popular
brasileira, para aliviar tosses, bronquites e outras doencas pulmonares. Os extratos
das folhas j& foram testados biologicamente, e apresentaram atividades antioxidantes
(CASTRO et al, 2006).

3.3.13. Protium klugii

A espécie de Protium Kklugii pertence a familia de Burseraceae, que é composta

por aproximadamente 18 géneros e 700 espécies. Essa espécie € conhecida
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popularmente por copal, maaliol, breu e gugul, e principalmente por nomes que
remetem a historias da antiguidade, como mirra e frankincenso. P. klugii é encontrada
em varias regides tropicais e subtropicais do mundo. Essas espécies vém sendo
utilizadas pela medicina popular na forma de chas, estimulante, cicatrizante,
analgésico contraceptivo, hemostatico, antiblenorragico, antireumatico, e usado no
tratamento de doencas pulmonares e do estbmago (COSTA, 1975; PIO CORREA,
1994; MAIA et al, 2000; VIEIRA JUNIOR et al, 2005).

3.3.14. Rollinia mucosa (Biriba)

A Rollinia mucosa pertence a familia Annonnaceae, popularmente conhecida
como biriba, fruta-do-conde, fruta-da-condessa, essa espécie é composta por
aproximadamente 125 géneros e 65 espécies (LIM, 2012a). O biribazeiro é nativo da
América Central e América do Sul, e sendo a espécie introduzida no norte da Australia
e sudeste da Asia, para fins experimentais (SANTOS et al, 2005; LIM, 2012a).

3.3.15. Theobroma grandiflorum Schum. (Cupuagu) e Theobroma
subincanum (Cupui)

A Theobroma grandiflorum Schum e Theobroma subincanum (Cupui) pertence
a familia Sterculiaceae, nativa da regido Amazoénica, mas também é encontrada no
estado do Maranhdo, nos Colémbia, Venezuela, Equador e Costa Rica, sendo
conhecida popularmente como cupuacu. O cupuacguzeiro € uma das fruteiras mais
atrativas da regido amazoénica, devido as caracteristicas de sabor e aroma de sua
polpa, que é empregada na fabricacdo de sucos, sorvetes, geléias, cremes, doces,
etc. (FERREIRA et al, 2006; LIM, 2012b; SANTOS et al, 2014). Na medicina popular
brasileira, a polpa é utilizada para tratar hipertensdo, sua semente para dores
abdominais (FERREIRA et al, 2006). Tem sido associada aos beneficios para a saude
humana, incluindo o aumento da capacidade antioxidante do plasma e inferior a
peroxidacao lipidica, mecanismo de protecao e doencas cardiacas (WEISBURGER,
2001; KATZ et al, 2011; OLIVEIRA & GENOVESE, 2013; GUIMARAES et al, 2014).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em diversas etapas (Figura 1):
primeiramente foi realizado screening antibacteriano de 96 extratos, 37 fracdes e um
composto isolado (Tabela 2 a 4) pelo método de difusdo em &gar, contra as bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas e C. albicans (Tabela 5 e 6). Os extratos que
apresentaram atividades sobre algum micro-organismo foram submetidos aos testes
de concentracdo inibitéria minima (CIMs). Paralelamente, foi testada a atividade
antimalarica dos extratos.

\
Teste
Antimalarico
4
\
Extratos Testes
Vegetais antifangicos =
o Concentracao
J Difusao em Inibitéria
W agar Minima
Testes
bacterianos
~
FracOes
J
|
~
Composto
isolado
4

Figura 1. Organograma do Estudo da Atividade Antibacteriana, Antifingico e Antimalarico.
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QUANTIDADE EXTRATOS,

FAMILIA ESPECIES NOME COMUM FRACOES E ISOLADOS
ANALISADOS
Annona muricata L. Graviola 2 extratos
Annonaceae o .
Rollinia mucosa Biriba 2 extratos
Euterpe precatoria Acai 6 extratos
Euterpe oleracea Acai 2 extratos
Arecaceae Mauritia flexuosa L. Buriti 6 extratos
Astrocaryum aculeatum Tucuma Arara 3 extratos
Tucuma Comum 3 extratos
Burseraceae Protium klugii 20 extratos
Caryocaceae Caryocar villosum Piquia 6 extratos
) Platonia insignis Bacuri 3 extratos
Clusiaceae Garcinia madruno Bacurizinho 4 extratos
Dioscoreaceae Dioscorea alata L. Cara roxo 4 extratos
Fabaceae Inga edulis Mart. Inga 4 extratos
Aniba ferrea Kubitzki 2 extratos e 8 fragBes
Aniba guianensis Aubl. 2 extratos 8 fracbes
Lauraceae Aniba panurensis (Meisn.) Mez 2 extratos 9 fragdes 1 isolados

Aniba parviflora (Meisn.) Mez
Licaria cannella angustata

Licaria martiniana (Mez)
Kosterm
Ocotea leucoxylum

1 extrato 4 fracdes
2 extratos 2 fragbes
2 extratos 2 fracbes

2 extratos 4 fracbes

Lecythidaceae Bertholletia excelsa H.B.K. Castanha do 4 extratos
Brasil

Theobroma grandiflorum Cupuacu 6 extratos

Malvaceae Schum.
Theobroma subincanum Cupui 2 extratos
Oxalidaceae Averrhoa carambola L. Carambola 2 extratos
Sapindaceae Paullinia cupana Kunth Guarana 2 extratos
Sapotaceae Pouteria caimito Abiu 2 extratos
Total 95 extratos + 37 fragBes + 1 isolado = 134 totais

Tabela 2: Distribuicdo dos extratos, fragbes e compostos estudados, de acordo com a familias e

espécies de plantas dos quais foram obtidos.
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Os melhores resultados obtidos a partir da concentracdo inibitéria minima
(CIMs), foram submetidos ao teste de curva de morte para determinar a efetividade
de adi¢cdes sucessivas das fracbes, bem como a quantificacdo de colbnias e a
determinacao da atividade bactericida e/ou bacteriostéatica (Figura 2). E para avaliar a
seguranca do uso destas substancias bioativas, as amostras foram submetidas ao

teste de citotoxicidade na célula MRC5 (Figura 2).
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Figura 2. Organograma das amostras biotivas

4.1. Obtencao dos Extratos, fracOes e composto isolado

As espécies de plantas que foram investigadas nesse estudo pertencem a uma
série de plantas selecionadas pelo grupo de pesquisa Q-BiomA (Quimica de
Biomoléculas da Amazbonia) que tem como objetivo de ampliar e aprofundar o
conhecimento da biodiversidade da Amazonia e do seu potencial quimico para

subsidiar as politicas de geracéo de produtos de origem vegetal.
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Os ensaios quimicos dos extratos brutos, fracdes e substancias isoladas foram
realizados no laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal

do Amazonas (UFAM), sob supervisao do Dr. Valdir Floréncio da Viega Junior.

4.1.2. Descricdo dos extratos

Para a realizacdo deste trabalho foram usados noventa e seis (96) extratos,
trinta e sete (37) fracdes e um (1) composto isolado, sendo estas amostras obtidas de

vinte e cinco (25) espécies de plantas originarias da regido Amazoénica (Tabela 3 e 4).
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Espécies Parte da planta Solvente

Cascas Etandlico (EtOH)

Annona muricata L. (Graviola) Hidroalcoolico (EtOH:70%)
Semente Etandlico (EtOH)

Averrhoa carambola L. (Carambola) Hidroalcoolico (EtOH:70%)
Etandlico (EtOH)

Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Astrocaryum aculeatum (Tucuma arara) Cascas Metanol (MeOH)
Etandlico (EtOH)

Tucuma comum Cascas Hidroalcéolico (EtOH:70%)

Metanol (MeOH)

Cascas das sementes

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtoH:70%)

Bertholletia excelsa H.B.K. (Castanha do Cascas Etandlico (EtOH)
Brasil) Hidroalcoolico (EtOH:70%)
Cascas Etandlico (EtOH)
Hidroalcolico (EtOH:70%)
Polpas Etandlico (EtOH)
) o Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Caryocar villosum (Piquid) )
Semente Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Polpas Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Dioscorea alata L. (Cara roxo) Cascas Etandlico (EtOH)

Hidroalcoolico (EtOH:70%)

Euterpe Precatéria (acai)

Cascas (AM)

Semente (AM)

Semente (ACRE)

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Etandlico (EtOH)
Hidroalcoolico (EtOH:70%)

Euterpe oleracea (acai)

Semente (PARA)

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)

Garcinia madruno (Bacurizinho)

Cascas

Etandlico (EtOH)
Hidroalcoolico (EtOH:70%)
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Etandlico (EtOH)

Semente Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Etandlico (EtOH)
Semente Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Inga edulis Mart. (Ingd) Cascas Etandlico (EtOH)

Hidroalcéolico (EtOH:70%)

Mauritia flexuosa L. (Buriti)

Cascas das sementes

Cascas

Semente

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Etandlico (EtOH)
Hidroalcoolico (EtOH:70%)

Paullinia cupana (Guarana)

Cascas das sementes

Etandlico (EtOH)
Hidroalcoolico (EtOH:70%)

Platonia insignis (Bacuri)

Semente

Mesocarpo

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)

Protium klugii

Cascas

Acetato etila (AcOEt)
Eter etilico (EtOEt)
Hexano (HEX)
Metanol (MeOH)

Folhas

Acetato (AcOEt)
Eter etilico (EtOEt)
Hexano (HEX)
Metanol (MeOH)

Galhos Finos

Acetato (AcOEt)
Eter etilico (EtOEt)
Hexano (HEX)
Metanol (MeOH)

Galhos Grossos

Acetato (AcOEt)
Eter etilico (EtOEt)
Hexano (HEX)
Metanol (MeOH)

Raqui

Acetato (AcOEt)
Eter etilico (EtOEt)
Hexano (HEX)
Metanol (MeOH)

Pouteria caimito (Abiu)

Cascas

Etandlico (EtOH)
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Hidroalcdolico (EtOH:70%)

Rollinia mucosa (Biriba) Cascas

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)

Cascas das sementes

Theobroma grandiflorum (Cupuacu)

Cascas dos frutos

Etandlico (EtOH)
Hidroalcéolico (EtOH:70%)
Metanol (MeOH)
Etandlico (EtOH)
Hidroalcdolico (EtOH:70%)

Cascas Etandlico (EtOH)
Cascas Etandlico (EtOH)
Semente Hidroalcoolico (EtOH:70%)

Theobroma subincanum (Cupui)

Tabela 3: Descri¢Ges dos extratos em diferentes solventes de Annona muricata L., Averrhoa carambola
L., Astrocaryum aculeatum B.K., Caryocar villosum, Dioscorea alata L., Euterpe precatoria, Euterpe
oleracea., Inga edulis Mart., Mauritia flexuosa L., Paullinia cupana Platonia insignis, Pouteria caimito,
Rollinia mucosa, Protium klugii, Theobroma grandiflorum, Theobroma subincanum.
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Familia lauraceae

Espécies Parte da planta Extratos/Solvente Frac6es/Solvente Cédigo Isolados/solventes
Diclorometano (DCM) Q-BiomA 2314
Etandlico (EtOH) Diclorometano/alcaloidica (DCMa) Q-BiomA 2317
Folhas Acetato de etila (AcOEt) Q- BiomA 2529
(Q-bioma 2311) Metanol (MeOH) Q- BiomA 2530
Aniba ferrea

Diclorometano (DCM) Q-BiomA 2323

Etandlico (EtOH)
Galhos Acetato de etila (AcOEt) Q- BiomA 2531
Metanol (MeOH) Q- BiomA 2532

(Q-bioma 2320)
Diclorometano/alcaloidica Q-BiomA 2326
Diclorometano (DCM) Q-BiomA 2296
Folhas Etandlico (EtOH) Diclorometano/alcaloidica (DCMa) Q-BiomA 2299

Aniba guianensis Acetato de etila (AcOEt) Q- BiomA 2535 —

(Q-bioma 2293) Metanol (MeOH) Q- BiomA 2536
Diclorometano (DCM) Q-BiomA 2305
Galhos Etandlico (EtOH) Acetato de etila (AcCOEY) Q- BiomA 2537



Q-bioma 2302)

Metanol (MeOH)

Diclorometano/alcaloidica (DCMa)

Q- BiomA 2538

Q-BiomA 2308
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Aniba panurensis

Folhas

Etandlico (EtOH)

(Q-bioma 2275)

Diclorometano (DCM)
Diclorometano/alcaloidica (DCMa)
Acetato de etila (AcOEt)

Metanol (MeOH)

Q-BiomA 2278
Q-BiomA 2290
Q- BiomA 2525

Q- BiomA 2526

Galhos

Etandlico (EtOH)

(Q-bioma 2284)

Diclorometano (DCM)

Acetato de etila (AcOEY)

Metanol (MeOH)

Q-BiomA 2287

Q- BiomA 2527

Q- BiomA 2528

Hexano/acetado etila

(Q-BiomA 366a)

Hexano/acetado etila

(Q-BiomA 366b)

Aniba parviflora

Galhos

Etandlico (EtOH)

Diclorometano (DCM)
Diclorometano/alcaloidica (DCMa)
Acetato de etila (AcOEt)

Metanol (MeOH)

Q-BiomA 2377
Q-BiomA 2380
Q- BiomA 2533

Q- BiomA 2534

Licaria cannella angustata

Folhas

Etandlico (EtOH)

(Q-bioma 2329)

Diclorometano/alcaloidica (DCMa)

Q-BiomA 2353

Galhos

Etandlico (EtOH)

(Q-bioma 2338)

Diclorometano/alcaloidica (DCMa)

Q-BiomA2362

Folhas

Etandlico (EtOH)

(Q-bioma 2347)

Diclorometano/alcaloidica (DCMa)

Q-BiomA 2335
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Licaria martiniana Galhos Etandlico (EtOH) Diclorometano/alcaloidica (DCMa)
(Q-bioma 2356) Q-BiomA 2344
Folhas Etandlico (EtOH) Diclorometano/alcaloidica (DCMa) Q-BiomA 2389 -
(Q-bioma 2383) Diclorometano (DCM) Q-BiomA 2398
Ocotea leucoxylum Etandlico (EtOH) Diclorometano/alcaloidica (DCMa) Q-BiomA 2386 _
Galhos (Q-bioma 2392) Diclorometano (DCM) Q-BiomA 2395

Tabela 4: Descri¢cdes dos extratos, fragcdes e composto isolado em diferentes solventes obtido a partir de partes de plantas das espécies

Aniba ferrea, Aniba guianensis, Aniba panurensis, Aniba parviflora, Licaria cannella angustata, Licaria martiniana, Ocotea leucoxylum.
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4.2. Triagem de extratos, fracdes e composto isolado com atividade

antimicrobiana

4.2.2. Micro-organismos

Os ensaios de atividade antibacteriana e antifingica dos extratos brutos,

fracOes e substancia isolada foram realizados no Instituto Leénidas e Maria Deane-

ILMD/FIOCRUZ, e tais, substancias foram testadas frente a 37 cepas bacterianas,

sendo vinte quatro Gram-negativas e treze Gram-positivas (Tabela 5 e 6) e uma cepa

fungica. As cepas testadas sdo um conjunto de cepas padrao ATCC (American Type

Culture Colection) recomendadas para testes de susceptibilidade aos Antimicrobianos
(VANDEN & VLIETINCK, 1991; CLSI, 2009). E a Cepa fungica foi obtida pela cole¢céo
de Fungos da Amazoénia (CFAM), do | nstituto Lednidas e Maria Deane (ILMD).

Bactérias Gram-Positivas Cepas
Bacillus liquiniformes UFAM
Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) AT CC 6051
Enterococcus faecalis (Streptococcus faecalis) ATCC 4083
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Listeria in6cua ATCC 33090
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Staphylococcus aureus ATCC 80958
Staphylococcus resistente a meticilina MRSA
Staphylococcus simulans ATCC27851
Streptococcus agalactiae ATCC 13813
Streptococcus galollyticus ATCC 9809
Streptococcus parasanguinis ATCC 903
Streptococcus pyogenis ATCC 19615

Tabela 5: Descri¢des das treze (13) cepas de bactérias Gram-positivas selecionadas para avaliacdo da

atividade antibacteriana



Bactéria Gram-Negativas

TCC

Acinetobacter baumanii

Citrobacter freundii

Escherichia coli de aderéncia difusa (DAEC)
Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC)
Escherichia coli enterotoxigénica ST (ETEC)
Escherichia coli enterotoxigénica tipica (EPEC)
Escherichia coli-INV-enteroinvasiva (EIEC)
Eschirichia coli ndo diarreiogénica

Hafnia alvei

Klebsiella pneumoniae

Proteus mirabilis

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas putida (oralis)

Salmonella arizonae

Salmonella entarica subsp. Choleraesuis
Salmonella enterica subsp. Enterica serovar typhimurium
Samonella enterica subsp. Enterica serovar typhi

Serratia marcescens

ATCC 19606-143
ATCC 43864-576
BUTANTA F1845
CDC EDL- 042
CDC EDL-933-171
ST8

BUTANTA LT 2871
ATCC E234869
ATCC 1381

ATCC 10536
ATCC 11601-120
ATCC 4352-083
ATCC 15290-095
CDC EDL-1284
ATCC 15175-113
UFAM

ATCC 10708
ATCC 13311
ATCC 6539

ATCC 14756-131

Shigella desenteriae ATCC 13313

Shigella flexneri ATCC 12022

Vibrio cholerae ATCC 9458

Yersinia enterocolitica ATCC 9610
Fungo

Candida albicans CFAM

Tabela 6: Descri¢g8es das vinte e quatro (24) cepas de bactérias Gram-negativas

selecionadas para avaliagdo da atividade antibacteriana.
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4.2.3. Preparo das amostras analisadas

Para solubilizacdo dos extratos, fragbes e isolados foi usado o solvente
dimetilsulféxido (DMSQO) 10% e a concentracdo dos extratos e fracfes foi de 5 mg/mL

e para a substancia isolada 1 mg/mL.

4.2.4. Preparacao das placas

Para a realizacédo desta etapa, foram utilizados dois tipos de meio de cultura:
um para recuperagado e crescimento dos micro-organismos e outro, adicionado de
agar para a experimentacdo. Foram utilizados como meio de crescimento e meio de
experimentacao respectivamente: caldo Todd Hewitt (HIMEDIA) e o agar Todd Hewitt
(HIMEDIA), para as cepas de Streptococcus; caldo Infusdo de Cérebro e Coracao
(caldo BHI - HIMEDIA) e agar Mueler Hinton (AMH) (HIMEDIA) para as demais
bactérias; caldo sabouraud dextrose (Dilco) e agar Sabouraud Dextrose (Dilco) para
a cepa fangica. Apos o preparo prévio, 3 mL dos meios liquidos (de crescimento)
foram distribuidos em tubos de ensaio e 0os meios solidos foram autoclavados em
bal6es ou Erlenmeyer em temperatura de 120°C. Apoés esterilizacdo do AMH, TODD
e SAB os meios foram distribuidos em placas de petri estéreis de 90 x 15 mm em duas
camadas: camada inferior contendo 10 mL do meio de cultura sélido. Apés a
solidificacao foi adicionada uma sobrecamada de 15 mL do respectivo meio de cultura.
As placas foram mantidas em temperatura ambiente até solidificar. Para a verificacao
da pureza das culturas de Streptococcus, a camada superior do meio de cultura foi
feita com o agar Todd Hewitt suplementado com 1,5% de sangue de carneiro. Apos
decorrido o periodo de tempo de solidificacdo foram confeccionados os orificios
cilindricos de aproximadamente 6mm de didmetro de maneira equidistante para evitar

zonas de inibigao convergentes.

4.2.5. Padronizacao e Preparacao do in6culo

Para esta etapa padronizou-se a quantidade do inéculo a ser utilizada, a fim de
assegurar a reprodutibilidade dos ensaios. Para a obtencdo dos inéculos, as cepas
foram repicadas em meios apropriados (AHM, SAB e agar TODD). Assim, selecionou-
se para a inoculacéo de 3 a 5 colonias isoladas com o auxilio de uma alca de platina.

Para as quatro cepas de Streptococcus utilizou-se 3 mL de caldo Todd e
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suplementado com 1,5% de sangue de carneiro. As demais cepas foram cultivadas
em 3mL de caldo nutritivo BHI. Para que ocorresse um crescimento uniforme, as
cepas foram incubadas em shaker a 150 rpm a 37°C por um periodo de 18 a 24 horas
conforme preconiza o CLSI, (2009). A partir das culturas obtidas, o inéculo bacteriano
foi preparado a partir da transferéncia de uma aliquota de 50 a 100 yL da cultura para
tubos contendo 3 mL de meio de cultura estéril, volume que variou para atender a
turvacdo padrédo de 0,5 da escala de McFarland (1,5 X 108 UFC/mL).

4.3. Atividade antibacteriana (ab) e atividade antifingica (af) por teste de difusédo
em &gar pela técnica de difusdo em agar.

E um método utilizado para determinacdo da suscetibilidade de um micro-
organismo em contato com uma substancia, esse método foi desenvolvido em
meados dos anos 60 por Kirby e Bauer (BAUER et al, 1966; KONEMAN et al, 1989;
KRUGER & MOURA, 2003).

O processo de estriamento das placas iniciou-se logo apds o preparo dos
in6culos. Para isso, foi inserido um swab estéril em cada um dos diferentes tubos
contendo os diferentes in6culos. Apos tal procedimento, os micro-organismos alvos
foram semeados em toda a superficie da placa em trés direcdes, girando a placa
aproximadamente 60° com o objetivo assegurar distribuicdo uniforme do inodculo. Por
ultimo, o swab foi passado na margem da placa. Para que o inéculo fosse
completamente absorvido pelo meio, deixou-se as placas entreabertas por 5 a 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados nos poc¢os 40 uL
das amostras na concentracdo de 5mg/mL para os extratos e fracbes, 1mg/mL para o
composto isolado, 30ug/mL para o controle positivo Imipenem/Cilastatina (TIENAM) e
como controle negativo aplicou-se 0 mesmo volume do solvente utilizado. O TIENAM
foi utilizado tanto para as bactérias Gram-Positivas quanto para as Gram-Negativas e
fluconazol (FLU) utilizado para C. albicans. Apés a aplicagdes das solugdes, as placas
foram incubadas em estufa a 37 ° C por um periodo de 18 a 24 horas. Apos o periodo
de incubacdo, identificou-se a formacgao de halos das amostras bioativas.

Para melhor visualizagao dos halos de inibi¢cao foi preparado o revelador cloreto
de trifenil tetrazolio (CTT) a 0,01% e a crescido 0,1% agar bacteriolégico. Apos o
periodo de incubacao das placas, foi adicionado a cada uma, 10 mL desse corante
seguido por uma incubacao a 37 °C por 30 minutos. Ao fim deste periodo, os halos de

inibicdo foram visualizados por meio da conversédo da coloragdo na sobrecamada
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onde houve crescimento bacteriano. Os didmetros dos halos de inibicdo foram
medidos com auxilio de uma régua milimetrada (ALMEIDA, 2007).

ApoOs os resultados dos testes de difusdo em agar, apenas as amostras que
apresentaram inibicdo igual ou acima de 15mm foram submetidas aos testes de
concentracéo inibitéria minima (MICs).

4.4. Método de diluicho em microplaca com determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) e determinacdo da concentracdo fungicida minima
(CFM)

A preparacao do in6culo desta etapa foi conduzida como supra-citado, para a
obtengcdo de concentracdo microbiana compativel com a escala 0,5 da escala de
McFarland. Este método foi validado em 1992 e esta técnica € empregada em placas
de 96 pocos com transferéncia seriada das amostras, promovendo uma diluicdo de
base logaritmica 2 (KOLODZIEJ et al, 1999; PALOMINO et al, 2002; CLSI, 2009).

Para esse teste foram utilizadas as amostras que apresentaram resultado
positivo para o teste descrito anteriormente. Visando obter a concentracdo compativel
com a escala 0,5 de McFarland, os in6culos foram preparados de forma similar ao
descrito anteriormente. Em seguida, foram acrescidos 100 uL de meio estéril em todos
os 96 orificios (8 linhas e 12 colunas). Nos orificios da linha 1 foram acrescentados
mais 60 uL do meio estéril e 40 yL da amostra, completando um volume de 200 uL. O
conteudo dos orificios da linha 1 foi homogeneizado e 100 pL foram transferidos aos
orificios da linha 2, em suas respectivas colunas, sendo novamente homogeneizados.
Assim, 100 pL foram transferidos sucessivamente até os orificios da linha 9 e ao final
neste orificio, que apresentava 200uL de volume final, retirou-se e descartou-se 100uL
para que todos os orificios ficassem com mesmo volume final. Os orificios das linhas
1 a 9 foram completados com mais 60 pL do meio estéril, 20 puL de resazurina 0,01%
(filtrada, como indicador colorimétrico de oxi-reducd@o para caracterizar a viabilidade
celular) e 20 pL de in6culo a 0,5 da escala McFarland, sendo que nas linhas 1 e 9
houve uma concentragao que variou de 1000 a 1,95 ug das amostras.

Nas colunas 10 a 12, colocou-se os controles: Sendo que no controle de
crescimento bacteriano foi acrescido 20 uL do meio estéril, 40 pyL de bactéria e 20 uL
de resazurina 0,01% filtrada, e no controle do reagente foi acrescido 20 yL de meio

estéril, 40 uL das amostras do reagente e 20 pL de resazurina e mais 20 uL de inéculo.
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Os controles das drogas (TIENAM e FLU) foram feitos conforme supracitado nas
amostras testes.

Apos, as placas foram incubadas a 37°C, por um periodo de 72 horas, sendo
gue as leituras das placas eram feitas de 12 em 12 horas, para verificar em qual
intervalo de tempo ocorreria a mudanca no indicador colorimétrico. A reacao foi
considerada negativa onde houve a conversao do corante azul para rosa (ou incolor)

e positiva onde 0s pocos permaneceram com coloracéo azul.
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5.5. Curva de morte

5.2.1 Testes de diluicdo em caldo

Esta técnica quantitativa é utilizada para monitorar o crescimento bacteriano
através de Densiometria Optica (D.O) quando na presenca e auséncia de determinado
agente antimicrobiano STROHL et al, 2004.

Para este foi usado somente as fracbes que mostraram atividades nas
concentragbes abaixo de 62,5 ug/mL frente as cepas bacterianas. Os testes foram
realizados sobre intervalos de concentracdes dependentes das CIMs encontradas,
variando de 62,5 a 15,5 x CIMS, segundo (STROHL et al, 2004).

O crescimento bacteriano foi como supracitado acima. Decorrido o periodo de
18 a 24 horas, preparou-se tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo de soja, e foram
adicionadas suspensdes bacterianas de 0,5 x 108 ufc/mL, esse ajuste foi feito por
meio do espectofotdmetro, o comprimento de onda usado foi de 600 nm e a calibracéao
da transmitancia foi em 100%. Assim, todas as suspensdes bacterianas foram
ajustadas na mesma transmitancia. Nestes tubos foram adicionados 40 uL das trés
solucbes de fracBes de diclorometano (62,5, 31,25 e 15,5 ug/mL), os tubos contendo
com as concentracdes finais, foram centrifugados em temperatura ambiente (23 © C)
durante 15 minutos a 12.000 rpm para a retirada de material precipitado que poderia vir a
interferir na analise de densidade oOptica. Em outros tubos, com a mesma concentracéo
bacteriana, foi feito controle positivo e controle negativo. O controle positivo consiste
apenas de caldo de soja e suspenséo bacteriana; o controle negativo contem caldo de
Soja, suspensao bacteriana e 40 yL de DMSO. Todos os testes foram feitos em duplicata.
Os tubos foram incubados a 37° C em agitacdo constante a 100 rpm. As leituras foram
feitas em intervalos de 0, 6,12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 60, 66, 72 e 78 horas.
Amostras denominadas branco foram preparadas para cada concentracdo de extrato
analisada, bem como para o controle positivo e negativo, para que apenas as células

bacterianas presentes fossem quantificadas.



72

5.2.2 Teste de Dosagem 6/6 Horas com Quantificagdo de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC)

O teste de dosagem é uma metodologia que se propdem a avaliar a atividade
microbicida e microbiostatica, e verificar a eficacia do extrato quando aplicado em
doses subsequentes através da quantificacdo de unidades formadoras de coldnia,
guando plagueado em agar seletivo (CIM), STROHL et al, 2004; ROVER, 2006).

O crescimento bacteriano e concentracdo das fracdes foram as mesmas utilizada
no teste acima. Em seguida preparou-se duas suspensdes bacterianas contendo 3 mL
de BHI (fracdo 1X, fracdo +) , posteriormente foram adicionados 40 pL das fracbes
nas trés concentracoes utilizadas (62,5, 31,25 e 15,5 pug/mL), apds os tubos foram
colocados em estufa a 37° C sob agitacédo constante (100 rpm). Decorrido o periodo
de 6 horas uma aliquota de 100ul foram retiradas dos tubos, e com esta aliquota foram
feitas diluicdes seriadas até atingirem uma diluicdo de 1/10.000. E destas dilui¢des,
100ul foi semeado em placa de AMH e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos este
periodo foi realizada a contagem de unidades formadoras de col6nias bacterianas
presentes nas placas.

Os tubos cuja as aliquotas foram retiradas, foram recolocadas em agitacéo
constante por um periodo de mais 6 horas. No entanto, nos tubos de testes foram
adicionados uma dosagem de 40 puL da solucdo do extrato, sendo que no outro tubo
(Fracdo 1X) nao foram acrescentados, permanecendo-o apenas com a dose inicial,
para verificar se existia a necessidade de adicdo de mais uma dose subsequente.
Apés o termino de mais 6 horas, somando um total de 12 horas, mais um
plagueamento foi repetido e novamente a placas foram incubadas a 37 °C por mais 6
horas, somando um total de 18 horas e foi feito a contagem de UFC, e esses
processos foram repetidos sucessivamente até completar 78 horas. Apds esse
periodo foram quantificadas as unidades formadoras de col6nias bacterianas presente
nas placas.

A contagem das unidades formadoras de colbnias baseia-se no principio de
gue cada célula microbiana presente em uma amostra ira formar uma colbnia, quando
ressuspedida em meio de cultura sélido diferencial. Como as células microbianas
muitas vezes ocorrem em agrupamentos, ndo € possivel contabilizar em numeros

verdadeiros, sendo assim, a relacéo correta para quantificar é feita entre o numero de
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colénias e o nuamero de UFC, que pode ser tanto de células individuais como
agrupamentos caracteristicos de certos micro-organismos (SILVA, 1997).
Para quantificagédo das UFC nas placas incubadas por 24 horas foi utilizada
uma lupa acoplada em um contador de coldnias, seguindo 0s seguintes célculos:
v' Contar os nimeros de UFC por placas;
v" Multiplicar o valor das UFCs encontradas por 10 para obtencdo de UFCs/mL

v Dividir esse valor pela diluicéo utilizada (104)



74

6.6. Teste antimalaricos
6.2.1 Cepa de Plasmodium falciparum

A atividade antimalérica das drogas foi determinada contra a cepa 3D7gfp de
P. falciparum. Essa cepa foi gentiimente cedida por Dr. Henrique Silveira do Instituto
de Higiene e Medicina Tropical (Lisboa, Portugal). A cepa foi mantida em capsula de
nitrogénio até o momento da experimentacao.

Os testes antimaléricos foram realizados no Laboratério de Cultivo de Malaria
da Fundacédo de Medicina Tropical Doutor Heitor Viera Dourado — FMT/HVD, em
parceria com o laboratério de Biodiversidade do Instituto Lednidas e Maria Deane—
ILMD/Fiocruz Amazénia, sob supervisdo do Dr. Paulo Afonso Nogueira e a Dra.

Stefanie Costa Pinto Lopes.

6.2.2 Preparo das solucdes dos extratos analisados

Inicialmente preparou-se uma solucdo estoque no qual os extratos foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) 100% na concentragdo inicial 10mg/mL, para
melhor solubilizagdo as mesmas foram vortexzadas. Em seguida preparou-se as

concentracdes a serem avaliadas.

6.2.3 Cultura de Plasmodium falciparum e preparacédo do meio de cultura

Para o cultivo da cepa 3D7gfp, foi utilizado o meio de cultura RPMI 1640
(Sigma), suplementado com 25 mM de HEPES, hipoxantina a 50 mg/L, 2g/L glicose,
50 mg/L de gentamicina (LJUNGSTROM et al, 2004). Ao meio RPMI foi adicionado
10% de soro humano AB+ e eritrocitos humanos normais. Em seguida incubou-se a
cultura do parasita por 72 horas em camara de hipoxia a 37 °C em atmosfera contendo
mistura gasosa 5% Oz, 5% CO:2 e 90% N2 (TRAGER & JENSEN, 1976).

6.2.4 Avaliacdo da Atividade Antimalarica (in vitro)

A fim de assegurar a reprodutibilidade do ensaio padronizou-se a parasitemia
a 1% e hematécrito a 2% final, e este foi utilizado para todos os testes antimalaricos.
Os ensaios foram feitos em placas de 96 pocos de fundo chato, com um volume final
de 100 pL.
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Os testes antimaléricos foram realizados em duas etapas: inicialmente foi
realizado um screenning dos noventa e seis extratos, em duas concentracdes iniciais,
50 e 12,5 pg/mL. Os extratos que apresentaram atividades nessas concentracdes
foram submetidos as diluicbes seriadas, para verificar qual a concentracao inibitéria
(CI%) de 50% desses extratos frente a cepa 3D7gfp. Para a diluicdo seriada, foram
distribuidos 50 yL de RPMI completo em todos os orificios. Em seguida foram
acrescidos 50 pL de extrato nos primeiros orificios, e o conteudo dos primeiros orificios
foram homogeneizados; 50 pL foram ent&o retirados transferidos aos orificios da linha
2. Assim 50 pL foram transferidos sucessivamente até os orificios da linha 8 e ao final,
nos conteudos destas ultimas linhas, 50 pyL foram retirados e descartados. Desta
forma testamos concentragdes de 50 pg/mL a 0.39 ug/mL, todas em triplicata. Apos
foi adicionado 50 uL de suspensao de eritrocitos infectados por P. falciparum (2%
hematdcrito final e 1% parasitemia) em meio completo. O controle positivo utilizado foi
DMSO 0,5%, visto que esse foi o diluente utilizado nos extratos. Utilizamos eritrocitos
nao parasitados sem droga como controle negativo, para determinacdo de
autofluorescéncia e assim definicdo de gates no citdmetro. O crescimento parasitario
foi comparado com o controle positivo (auséncia de droga), representando 100% de
crescimento parasitario. A droga controle utilizada foi a cloroquina.

Apoés 72 horas de incubacédo a 37°C em atmosfera contendo 5% Oz, 5% CO: e

90% N2, procedeu-se a leitura em citbmetro de fluxo para determinar a parasitemia.
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6.2.5 Verificagao da inibicdo de crescimento por citometria de fluxo

As leituras foram realizadas na Subunidade Citometria de Fluxo (RPT08J) -
FIOCRUZ — Amazbnia (ILMD), o citometro de fluxo, FACSCanto Il (BD) é um
equipamento que detecta através da refracdo de luz o tamanho e a granulosidade
celular. A andlise das amostras foi realizada através do software Getting Started with
BD FACSDiva™ no qual mediante a detecgao da fluorescéncia produzida juntamente
com o angulo de refracdo do laser o computador podera selecionar a area
corresponde aos eritrécitos. Como o parasita expressa constitutivamente a proteina
verde fluorescente (gfp) a determinacdo da parasitemia se deu através da
guantificacdo do numero de células fluorescentes em 50 mil células totais.

Apos foi calculada a inibicdo do crescimento parasitario no software GraphPad
GraphPad Prism 6V de acordo com a férmula: % Inibicdo = 100 — (%Fluorescéncia
amostra — %Fluorescéncia Eritrocitos sadios / %Fluorescéncia Controle —
%FIluorescéncia Eritrocitos sadios) x 100]. A ICso foi calculada através de um grafico
do Log da dose versus inibicdo (expresso em porcentagem em relacao ao controle).
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7.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro

Os ensaios de citotoxidade foram realizados na Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas, sob supervisdo da do Dr.
Emerson Silva Lima e da aluna de doutorado Patricia Danielle Oliveira de Almeida. O
teste de citotoxicidade foi avaliado pelo método de alamar blue segundo (NAKAYAMA
et al, 1997). E essa cepa foi gentilmente cedido por Dr. Emerson Silva Lima da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.

Neste estudo foi utilizada a linhagem de fibroblasto humano (MRC5). Essa
linhagem teve as condi¢Bes de cultivo adaptadas para o Laboratério de Atividade
Biologica Il (BIOPHAR Il) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). As células
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS),
e antibidticos penicilina 50 pg/mL e estreptomicina 50pug/mL (Gibco).

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10* células/pogo em
placas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacgdo e aderéncia das células em estufa
a 5% de CO2 a 37 °C, as mesmas foram tratadas com os extratos, fragdes e o
composto isolado, solubilizados em DMSO puro estéril e testadas na concentracdo de
50 pg/mL, para um screening inicial. Como controle positivo de morte, foi avaliada a
citotoxicidade da Doxorrubicina (5 pg/mL) e como controle negativo foi utilizado
somente meio de cultura. Apds esse procedimento as amostras voltaram a estufa por
72 horas, nas mesmas condi¢cdes supracitadas.

Apbs o periodo de tratamento foi adicionado 10 pL de resazurina 0,4% (diluida
1:20) nos 96 pogos. Posteriormente ao tempo padronizado de metabolizagdo da
resazurina, que compreendeu o periodo de 2 horas, foi realizada a leitura da
fluorescéncia. A viabilidade celular foi calculada conforme a formula abaixo, onde Ft=
(fluorescéncia da célula + meio + substancia + resazurina) e AFb= (fluorescéncia da

célula + meio + resazurina).

% viabilidade = Ft x 100
Fb
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8.8 Andlises estatisticas

Os resultados dos testes antimalarico, foram plotados no programa estatistico
GraphPad Prism 6V, sendo o mesmo utilizados para a confeccéo dos graficos do teste
de curva de morte e citotoxicidade. E foi utilizado Kruskal Wallis para comparacéao
entre 0s grupos controle e tratado quanto a parasitemia e testes de
citotoxicidade. Para o célculo do ICso foi feita uma curva de regressédo nao linear com

os dados das concentracdes expressos em escala logaritmica
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade antibacteriana e antifingica pelo método de difusdo em agar

Neste trabalho foram estudados 96 extratos, trinta e sete fragdes e um
composto isolado, provenientes de 25 espécies de plantas (Tabela 3 e 4). Trinta e
sete cepas de bactérias foram utilizadas nos ensaios, sendo 13 bactérias Gram-
positivas e 24 Gram-negativas, e um fungo da espécie Candida albicans (Tabela 5 e
6). Esses patogenos foram escolhidos por serem recomendados como micro-
organismos padroes para testes de suscetibilidade antimicrobiana, pois sé&o
responsaveis por varias formas de infecces em humanos e por adquirirem, com mais
frequéncia, resisténcia aos antimicrobianos disponiveis.

Como néo existe um padrdo sobre o nivel aceitavel para determinar a eficacia
de extratos de plantas utilizou-se como critério para a determinacdo da atividade
antimicrobiana a presenca de halo de inibicdo igual ou superior a dez 10 milimetros
(AL-HEBSHI et al, 2006; OSTROSKY et al, 2008) (Tabela 7). Das vinte e cinco
espécies de plantas submetidas a varredura preliminar pelo método de difusdo em
agar pela técnica de pocos, apenas 11 espécies apresentaram atividades
antibacterianas, as quais seguem: Caryocar villosum, Euterpe precatoria, Inga edulis,
Garcinia madruno, Platonia insignis, Protium klugii, A. Panurensis, A. ferrea, A.
parviflora, O. leucoxylon e A. guianensis, e destas, 7 apresentaram atividades contra
C. albicans: C. villosum, E. Precatéria, Inga edulis, G. madruno, O. leucoxylon, L.
martiniana, L. cannella e angustata. Das 37 bactérias estudadas, 8 Gram-positivas e

8 Gram-negativas foram sensiveis a 21 extratos, 12 fra¢des e 1 isolados.

Diametro (mm) Resultado
Acima 20 Boa atividade
Entre 15 a 20 mm Moderada atividade
Entre 10 a 15mm Pouco atividade

Auséncia do halo Inativo

Tabela 7: Critério de avaliacdo da atividade antimicrobiana, pelo método de difusdo em agar

O controle de atividade antimicrobiana proporcionou a formacéo de halo de

inibicdo em todos o0s ensaios bacterianos, conforme o esperado. O Imipenem

bY

associado a cilastatina é um quimioterapico que, juntamente com o meropenem,
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representam os B-lactamicos com maior espectro e poténcia antimicrobiana, e sdo 0s
Unicos carbapenémicos disponiveis para o uso clinico no Brasil (GALES et al, 2002).
Ja o reagente utilizado para solubilizar as amostras (DMSO 10%) n&o apresentou
nenhuma acao antibacteriana frente aos micro-organismos testes. Com relacdo a
droga controle para Céandida (fluconazol), a mesma nao proporcionou a formacao de
halo de inibicdo, mesmo sendo um quimioterapico usado como referéncia para avaliar
a sensibilidade de C. albicans (NENOFF et al, 1999; PFALLER et al, 2012a).

Na analise preliminar da atividade antimicrobiana dos seis extratos de C.
villosum (Piquid) testados, foram observadas atividades dos seis extratos sobre
guatorze bactérias e C. albicans, sendo que os extratos de cascas (EtOH) foram ativos
contra quatro bactérias Gram-positivas: B. liquiniformes, S. aureus resistente a
meticilina, S. simulans, S. aureus e quatro bactérias Gram-Negativas: E. coli (ATCC
10536), S. arizonae, S. choleraesuis e S. flexneri. Os extratos das cascas (EtOH:70%)
foram ativos contra cinco bactérias Gram-positivas: S. agalactiae, S. pyogenes, S.
aureus resistente a meticilina, S. simulans e S. aureus e seis bactérias Gram-
Negativas: Y. enterocolitica, S. arizonae, S. choleraesuis, S. typhi, S. flexneri e S.
desenteriae e contra fungo o C. albicans. Os halos de inibicdo frente as bactérias
variaram entre 10 e 27 mm e contra C. albicans foi de 15mm como mostra a (Tabela
8). Os extratos das polpas de Caryocar villosum (piquid) (EtOH) apresentaram
atividades contra quatro bactérias Gram-positivas: S. pyogenes, S. aureus resistente
a meticilina, S. simulans e S. aureus e trés bactérias Gram-Negativas: S. arizonae, S.
choleraesuis e S. flexneri. Os extratos das polpas (EtOH:70%) foram ativos contra
duas bactérias Gram-positivas: B. liquiniformes e B. subtilis e trés bactérias Gram-
negativas Y. enterocolitica, S. choleraesuis e S. flexneri, e os halos de inibicdo dos
extratos das polpas variaram de 13 a 30 mm (Tabela 8). Os extratos das sementes de
Caryocar villosum (piquia) (EtOH) apresentaram pequena atividade contra uma
bactéria Gram-positiva: S. pyogenes e duas bactérias Gram-negativas: S. arizonae
e S. choleraesuis. Os extratos das sementes (EtOH:70%), apresentaram melhores
resultados, sendo duas bactérias Gram-positivas: S. agalactiae e S. pyogenes e trés
bactérias Gram-negativas: S. arizonae e S. choleraesuis e S. flexneri, e os halos de
inibicdo para os extratos das sementes foram de 10 a 25 mm, como demostrado na
(Tabela 8).
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Parte da Gram-positivas Gram-negativas Fungo
plante
Bacillus Streptococcus Staphylococcus Salmonella Shigella

(Solvente)

liguiniformes  subtilis agalactiae = pyogenis MRSA simulans aureus E.coli Y. enterocolitica  arizonae choleraesuis  typhi flexneri desenteriae C. albicans
Cascas 20 - - - 15 19 15 23 - 20 20 - 15 - -
(EtOH)
(EtOH:70%) - - 25 25 16 15 15 - 22 20 27 23 15 15 15
Polpas - - - 25 13 15 15 - - 20 27 - 19 - -
(EtOH)
(EtOH:70%) 25 30 - - - - - - 24 - 25 - 20 - -
Semente - - - 10 - - - - - 11 15 - - - -
(EtOH)
(EtOH:70%) - - 20 20 - - - - - 11 25 - - - -
TIENAM e 30 39 25 30 30 30 28 30 30 30 30 30 30 30 0
FLU
DMSO 1% - - - - - - - - - - - - - - - -

Tabela 8: Avaliacéo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Caryocar villosum. Concentracgao inicial de (5 mg/mL), resultado do halo de inibicdo milimetro (mm): Droga padréo
de bactéria: Imipenem/Cilastatina sédica (TIENAM), droga padréo de C. albicans: Fluconazol (FLU).
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Na avaliagdo preliminar da atividade antimicrobiana dos 6 extratos de E.
precatoria (Acai) testados, observou-se atividade apenas dos extratos das sementes
sobre 6 bactérias. O extrato de sementes (EtOH) apresentou uma pequena atividade
contra duas bactérias Gram-positivas: S. simulans e S. aureus e uma bactéria Gram-
Negativas S. arizonae e contra o fungo C. albicans. O extrato das sementes
(EtOH:70%) também apresentaram uma pequena atividade contra 2 bactérias Gram-
positivas: B. subtilis e S. aureus, contra a Gram-Negativa E. coli (ATCC 10536)
apresentou atividade moderada, e os halos de inibicdo dos extratos de E. precatoria
(Acai) variaram de 10 a 19 mm (Tabela 9). Também foi observada pequena atividade
do extrato etandlico das sementes de Euterpe oleracea frente aos micro-organismos
S. simulans e S. aureus e C. albicans, e os halos variaram de 10 a 15 mm (Tabela 9)

Na verificacdo preliminar dos quatro extratos de I. edulis (inga), a atividade
antimicrobiana foi observada apenas nos extratos das sementes sobre trés bactérias.
O extrato das sementes (EtOH) foi ativo apenas contra C. albicans. O extrato das
sementes (EtOH:70%) apresentou uma pequena atividade contra duas bactérias
Gram-positivas: B. subtilis e S. simulans, entretanto contra a bactéria Gram-Negativas
E. coli (ATCC 10536) apresentou moderada atividade, e os halos de inibicdo de I.
edulis, variaram de 10 a 18 mm para as bactérias e 20 mm para C. albicans (Tabela
9).

Na verificacdo preliminar dos trés extratos de G. madruno (Bacurizinho) 3
extratos tiveram atividade antimicrobiana sobre 6 bactérias. O extrato das cascas
(EtOH) foi ativo sobre quatro bactérias Gram-positivas: B. liquiniformes, B. subtilis, S.
simulans e S. aureus, contra a Gram-negativa E. coli (ATCC 10536) e contra o fungo
C. albicans. O extrato das cascas (EtOH:70%), apresentou uma pequena atividade
contra S. aureus e o0 extrato das sementes (EtOH:70%) também apresentou uma
pequena atividade contra Y. enterocolitica, entretanto contra C. albicans apresentou
uma boa atividade, e os halos de inibicdo de G. madruno, variaram de 11 a 20 mm
para as bactérias e 21 mm para C. albicans (Tabela 9).

Na avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana dos 3 extratos de P.
insignis (Bacuri) testados, foram observadas atividades apenas dos extratos das
sementes sobre duas bactérias e o extrato de mesocarpo frente a C. albicans que teve

0 halo de inibicdo de 15 mm. O extrato das sementes (EtOH: 70%) apresentou uma
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pequena atividade contra B. liquiniformes, entretanto contra B. subtilis apresentou
uma boa atividade com halo de 25 mm (Tabela 9).

Quanto a atividade antimicrobiana dos vinte extratos de P. klugii testados, seis
extratos foram ativos contra trés bactérias. Os extratos de folhas (MeOH) e Galhos
finos (EtOEt), apresentaram uma pequena atividade contra S. choleraesuis. J& os
extratos de Galhos grossos (EtOEt), Cascas (HEX), Cascas (EtOEt) e Cascas
(AcOEt), também apresentaram atividades moderadas contra MRSA e S. aureus, e

todos os halos de inibicdo de P. klugii, foram de 15 mm (Tabela 9)



Gram-positivas Gram-negativas Fungo
Bacillus Staphylococcus Salmonella
Espécie Parte da plante (Solvente)  liquiniformes subtilis MRSA  simulans aureus . coli Y. enterocolitica arizonae choleraesuis C. Aﬁéans
Semente (EtOH) - - - 10 10 - - 11 - 16
E. precatéria
(EtOH:70%) - 12 - - 10 - - - 19 -
E. oleracea Semente (EtOH) - - - 10 10 - - - - 15
Semente (EtOH) - - - - - - - - - 20
I. edulis
Cascas (EtOH:70%) - 10 - 13 - 18 - - - -
Cascas (EtOH) 11 15 - 20 16 15 - - - 21
G.madruno (EtOH:70%) - - - - 15 - - - - -
Semente (EtOH:70%) - - - - - 12 - - 21
Semente (EtOH:70%) 12 25
P.insignis Mesocarpo (EtOH) - - - - - - - - - 15
Folhas (MeOH) - - - - - - - - 15 -
Galhos finos (EtOEt) - - - - - - - - 15 -
Galhos grossos (EtOEt) - - 13 - 15 - - - - -
Cascas (HEX) - - 15 - 15 - - - - -
P. Klugii
Cascas (EtOEY) - - 15 - 15 - - - - -
Cascas (AcOEt) - - 15 - 15 - - - - -
TIENAM e FLU 30 39 30 30 28 30 30 30 30 0

Tabela 9: Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos brutos de Euterpe precatéria, Platonia insignis, Inga edulis, Protium klugii. Concentracao
inicial de (5 mg/mL), resultado do halo de inibigdo milimetro (mm): Droga padrédo de bactéria: Imipenem/Cilastatina sédica (TIENAM), droga padrdo de Candida

albicans: Fluconazol (FLU).
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Na avaliacdo preliminar das atividades antimicrobianas das 7 espécies
pertencentes aos trés géneros da familia Lauraceae, a espécie que apresentou
melhores resultados foi A. panurensis. Os extratos folhas e galhos (EtOH)
apresentaram bons resultados contra cinco bactérias Gram-positivas: B. subitilis,
MRSA, S. simulans e S. aureus e S. agalactiae e uma bactéria Gram-negativa:
A. baumannii. O tamanho dos halos para o extrato etandlico oriundo das folhas
variou de 15 a 25 mm, e dos galhos variou de 15 a 20 mm, para as mesmas
cepas (Tabela 10).

Quando avaliadas as fracdes ou particdes nos diferentes solventes de A.
panurensis, as frages de folhas e galhos (DCM 2), também apresentaram halos
gue variaram de 15 a 20 mm frente ao B. subtilis, S. aureus, MRSA, S. simulans
e A. baumannii. As fracOes de folhas e galhos (AcOEt) apresentaram resultados
apenas contra trés bactérias Gram-positivas: B. subtilis, S. aureus e S.
parasanguinis, e os halos variaram de 13 a 21 mm, e as fracdes em (MeOH)
foram as que menos apresentaram atividades, sendo ativas apenas os extratos
das folhas, contra trés bactérias S. aureus, S. simulans e S. choleraesuis, e 0s
halos variaram de 13 a 16 mm (Tabela 10).

Quando avaliada a substancia isolada de galhos (HEX/AcOEt) de A.
panurensis, houve a inibicdo de quatro bactérias Gram-positivas: B. subtilis,
MRSA, S. simulans, S. aureus e S. agalactiae, e os halos variaram de 11 & 20
mm (Tabela 10).

Os extratos folhas e galhos (EtOH) de A. ferrea ndo apresentaram
atividade frente as bactérias e C. albicans, mas quando avaliadas as suas
fracOes nos diferentes solventes contra as trinta e sete bactérias, as fracdes das
folhas e galhos (MeOH) apresentaram uma pequena atividade contra S.
choleraesuis, e a fragdo dos galhos (DCM) apresentou uma boa atividade contra
S. aureus, e os diametros das diferentes fragOes variaram de 15 a 20 mm (Tabela
10).

O extrato dos galhos (EtOH) de A. parviflora ndo apresentou atividades
frente as bactérias e C. albicans, mas quando avaliadas as fracbes nos
diferentes solventes contra as 37 bactérias, a fracdo dos galhos (AcOEt)

apresentou boa atividade contra 3 bactérias: S. aureus, S. simulans e S.
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choleraesuis, e a fracédo dos galhos (DCM), foi ativa contra 2 bactérias, B. subtilis
e S. aureus. Os halos para estas fracdes variaram de 15 a 20 mm (Tabela 10).

Apesar dos extratos das folhas e galhos (EtOH) de O. leucoxylon, A.
guianensis, L. martiniana e L. cannella angustata, ndo apresentarem atividades
contra nem uma cepa bacteriana, os extratos dos galhos de O. leucoxylon, L.
martiniana e L. cannella angustata, foram ativos contra C. albicans com os
diametros variando entre 15 e 20mm. Quando avaliadas as frac6es das espécies
mencionadas acima, a fracdo dos galhos de O. leucoxylon (DCM) apresentou
boa atividade contra S. simulans e uma moderada atividade contra B. subtilis. A
fracao dos galhos de A. guianensis (MeOH), também apresentou uma moderada
atividade contra S. choleraesuis (Tabela 10).

As espécies estudadas que ndo apresentaram atividades frente a
nenhuma cepa bacteriana e C. albicans, foram: Annona muricata L. (Graviola),
Averrhoa carambola L. (Carambola), Astrocaryum aculeatum (Tucuma arara),
Bertholletia excelsa H.B.K. (Castanha do Brasil), Dioscorea alata L. (Card),
Mauritia flexuosa L. (Buriti), Paullinia cupana (Guarand), Pouteria caimito (Abiu),
Rollinia mucosa (Biriba), Theobroma grandiflorum (Cupuagu) e Theobroma

subincanum (Cupui).
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Gram-positivas Gram-negativas Fungo
Staphylococcus Streptococcus
Espécie Palrte da Reagente B. subtilis  aureus MRSA  simulans agalactiae  parasanguinis  pyogenis A. baumannii S. choleraesuis C. albicans
— (EtOH) — extrato 15 20 20 25 20 - - 17 - -
DCM-2-Fragéo 15 20 20 20 - - - 17 -
Folhas (ACOEY) -Frag&o 15 21 - ; ; 13 ) } )
(MeOH) -Fracgéo - 13 - 16 - - - - 13
(EtOH) - extrato 15 17 19 20 20 - - 15 - -
A. Panurensis DCM-2-Fragdo 15 20 20 20 - - - 17 -
Galhos (DCM) —Fragdo 15 10 - - 11 - 16 - ;
(AcOEt) -Fragao 17 21 - - - 13 - - R
HEX/AcOEt 20 16 20 20 11 - - - -
Galhos Isolado-3662
A.ferrea (EtOH) — extrato - - - - - - - - - -
Folhas (MeOH) -Fragéo - - - - - - - - 15
(EtOH) — extrato - - - - - - - - - -
(MeOH) -Fragéo - - - - - - - - 15
Galhos
(DCM) -Fragéo - 20 - - - - - - R

A. parviflora

Galhos

(EtOH) - extrato
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(AcOEt) -Fracgao 17 - 20 - - - - 17
(DCM) -Fracéo 15 18 - - - - - - -
0. leucoxylon (EtOH) - Extrato - - - - - - - - - 20
Galhos (DCM) - Fragéo 15 - - 20 - - - - -
A. guianensis (EtOH) - extrato - - - - - - - - - -
Galhos (MeOH) -fracao - - - - - - - - 15
L. martiniana Folhas (EtOH) - extrato - - - - - - - - - 15
L. cannella (EtOH) - extrato - - - - - - - - - 17
Galhos
angustata
TIENAM e FLU 39 28 30 25 27 30 35 30 0

Tabela 10: Avaliagao preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos, fragdes e isolados de Aniba Panurensis, Aniba ferrea, Aniba parviflora, Ocotea. leucoxylon. Concentragéo inicial de (5 mg/mL),
resultado do halo de inibicao milimetro (mm): Droga padréo de bactéria: Imipenem/Cilastatina sodica (TIENAM), droga padrdo de Candida albicans: Fluconazol (FLU).

Informacdes adicionais:
e As amostras que estdo no solvente diclorometano (DCM) foram obtidas nas particdes alcaloidicas, sendo que a fracdo 2 coletada nesta particdo acido-
base sédo fracdes rica em alcaloides.
e As amostras da particdo flavonoidica sdo as que estdo em solventes de acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), na fracdo de acetato de etila podemos
ter flavondides de media a alta polaridade e na fracdo do solvente metanol temos flavonéides de alta polaridade.
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5.2 Concentracgao inibitéria minima (CIMS)

As doze espécies de plantas que apresentaram atividades no teste de difusédo
em agar acima ou superior a 15mm, foram submetidos ao teste de concentragédo
inibitéria minima. No presente método usado neste estudo, alguns critérios sugeridos
por HOLETZ et al, (2002) (Tabela 11) foram empregados, pois 0 mesmo aborda que
0S extratos vegetais que apresentarem atividade antimicrobiana em concentragdes
acima ou igual de 1000 mg/mL nos testes CIMs s&o considerados inativos, sendo de
dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de infec¢cdes bacterianas e

antifingicas.

CIMs DO EXTRATO RESULTADO
Abaixo de 100 pug/mL Boa atividade antimicrobiana
Entre 100 e 500 pg/mL M Moderada atividade antimicrobiana
Entre 500 e 1000 ug/mL Fraca atividade antimicrobiana
Acima de 1000 ug/mL Inativo

Tabela 11: Critério de avaliacdo da atividade antimicrobiana pela técnica de pocos

No presente estudo, varios extratos, fracdes e isolados apresentaram as
concentragdes inibitérias minimas (CIM) abaixo de 1000 ug/mL. Como podemos
observar os extratos etandlicos das sementes e polpas de C. villosum (PIQUIA),
apresentaram a concentracao inibitéria minima de 62,5 ug/mL contra S. pyogenes e
S. choleraesuis. O extrato etandlico das sementes apresentou a concentracéo
inibitéria minima de 125 ug/mL frente a S. agalactiae e S. choleraesuis, e 0 extrato
das polpas apresentou a concentragdo inibitéria minima de 250 uyg/mL frente a B.
liquiniformes, B. subtilis, pyogenes, Y. enterocolitica, S. arizonae e S. flexneri. Outro
extrato que obteve a concentracdo inibitéria minima de 125 pg/mL foi extrato das
cascas (EtOH:70%), contra S. pyogenes, S. choleraesuis e S. typhi, e esse mesmo
extrato apresentou (CIM) de 250 ug/mL contra B. subtilis e 500 pg/mL contra Y.
enterocolitica e S. arizonae, j4 o extrato de cascas (EtOH) apresentou a concentracao
inibitéria minima de 500 ug/mL frente a B. liquiniformes, S. simulans, E. coli, S.

arizonae e S. choleraesuis (Tabela 12).



Caryocar villosum-PIQUIA
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Gram-positivas Gram-negativas Fungo
Parte da plante
Bacillus Streptococcus Staphylococcus Salmonella Shigella
(Solvente)
liquiniformes  subtilis agalactiae pyogenes MRSA  simulans  aureus E.coli Y.enterocolitca  arizonae choleraesuis typhi flexneri dysenteriae C. albicans

Cascas (EtOH) 500 500 - 500 500 500 -

(EtOH:70%) 250 125 - - - 500 500 125 125 - - -
Polpas (EtOH) 250 - - 250 62,5 250

(EtOH:70%) 250 250 250 250 250
Semente (EtOH) -

(EtOH:70%) 125 62,5 125
TIENAM e FLU 15,5 7,8 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 15,5 -

Tabela 12: Concentrac&o Inibitéria Minima (CIM) dos extratos etandlico (EtOH) e hidroalcolico (EtOH: 70%) de Caryocar villosum-PIQUIA. Concentracio
inicial de (1000 mg/mL): Droga padréo de bactéria: Imipenem/Cilastatina sédica (TIENAM), droga padrdo de Candida albicans: Fluconazol (FLU).
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Os extratos de E. precatéria, |. edulis apresentaram CIM apenas na
concentracdo de 1000 pg/mL frente a S. choleraesuis e E. coli e o extrato das
sementes (EtOH) foi ativo a 500 ug/mL, frente a C. albicans. E o extrato Euterpe
oleracea n&o foi ativo na concentragao inicial de 1000 ug/mL no teste do CIM contra
C. albicans (Tabela 13).

A concentracdo inibitéria minima dos extratos de G. madruno e P. insignis,
foram de 500 ug/mL frente as cepas S. simulans, B. subtilis e C. albicans. E os extratos

de P. klugii todos foram inativos na concentracéo inicial de 1000 pg /mL (Tabelal3).



Espécie Parte da plante

(Solvente)

Gram-positivas

Gram-negativas
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Bacillus Streptococcus

Salmonella

Liquiniformes subtilis MRSA  simulans

aureus E. coli Y. enterocolitica

arizonae

choleraesuis

C. Albicans

Semente (EtOH)
E. precatéria
(EtOH:70%)

1000

E. oleracea Semente (EtOH)

Semente (EtOH)
I. edulis
Cascas (EtOH:70%)

1000

500

Cascas (EtOH)
G. madruno (EtOH:70%)

Semente (EtOH:70%)

- 500

500

500

Semente (EtOH:70%)
P. insignis
Mesocarpo (EtOH)

500

Folhas (MeOH)
Galhos finos (EtOEt)

Galhos grossos (EtOEt)

P. Klugi Cascas (HEX)

Cascas (EtOEt)

Cascas (AcOEt)

TIENAM e FLU

15,5 7,8 15,5

15,5 155 15,5

15,5

15,5

Tabela 13: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de Euterpe precatéria, Euterpe oleracea, Inga edulis, Garcinia madruno, Platonia insignis e
Protium klugii, concentracédo inicial de (1000 mg/mL). Droga padréo de bactéria: Imipenem/Cilastatina sédica (TIENAM), droga padrao de Candida albicans:

Fluconazol (FLU).
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As melhores concentragdes inibitorias minimas foram obtidas com as espécies
da familia de Lauraceae. A CIM dos extratos das folhas e galhos (EtOH) de A.
panurenses, foram de 62,5 ug/mL contra B. subtilis, MRSA, S. simulans e contras S.
agalactiae foi de 125 pg/mL e a menor atividade foi de 250 yg/mL contra S. aureus
(Tabela 14).

Quando avaliadas as CIMs das fracdes ou particdes nos diferentes solventes,
a fracdo dos galhos (DCM 2), foi ativa a 15,5 pg/mL contra S. aureus, e a mesma
fracdo apresentou CIM de 31,25 ug/mL contra MRSA, 62,5 pg/mL contra S. simulans
e 250 pg/mL frente a A. baumannii. E a CIM da fragdo das folhas (DCM 2), foi de 31,25
Mg/mL contra S. aureus, MRSA, S. simulans, 62,5 ug/mL contra S. simulans e de 250
Mg/mL frente a A. baumannii. A CIM das fracGes das folhas e galhos (AcOEt) foram
de 31,25 pg/mL contra S. aureus e 1000 ug/mL frente ao B. subtilis. E a CIM da frac&o
das folhas (MeOH) foi de 1000 pg/mL contra S. simulans. Os resultados do composto
isolado de galhos (HEX/AcOEt) foram similares, frente as quatro bactérias Gram-
positivas: B. subtilis, S. aureus, MRSA e S. simulans, e a concentracdo minima de
todas as cepas de foi de 62,5 pg/mL (Tabela 14).

Das fracoes de A. ferrea, apenas a fracéo dos galhos (DCM) apresentou (CIM)
de 31,25 ug/mL contra S. aureus (Tabela 14). A CIMs da fragdo dos galhos (AcOEt)
de A. parviflora foi de 500 ug/mL contra S. aureus e a fracdo de (DCM) foi de 1000 ug
/mL contra S. aureus. A CIMs da fracdo dos galhos (DCM) de O. leucoxylon foi de
31,25 pg/mL contra S. simulans e 1000 pg/mL frente ao B. subtilis. A CIM do extrato
de galhos (EtOH) de O. leucoxylon foi de 1000 ug/mL contra C. albicans. As demais
fracOes que apresentaram atividades de 15mm nos testes de difusdo ndo foram ativas

na concentracao inicial de 1000 yg/mL no teste do CIM (Tabela 14)
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Gram-positivas Gram-negativas Fungo
Staphylococcus Streptococcus
Espécie Palrte da Reagente B. subtilis  aureus MRSA  simulans agalactiae  parasanguinis  pyogenis A. baumannii S. choleraesuis C. albicans
n
— (EtOH) - extrato 65,5 250 62,5 62,5 125 250
DCM-Fragao - 31,25 31,25 62,5 250
Folhas (DCMa) -Fragéo - -
(AcOEt) -Fragao - 31,25
(MeOH) -Fracao 1000
A.Panurensis (E1OH) - extrato 5.5 250 525 525 125 250 -
DCM-Fragé&o - 15,5 31,25 62,5 250
Galhos (DCMa) -Fracéo - -
(AcOEt) -Fracao 1000 31,25 -
Galhos HEX/AcOEt- 366a 62,5 62,5 62,5 62,5 -
Folhas (MeOH) -Fragao -
A. ferrea (MeOH) -Fracao -
Galhos (DCM) -Fragéo 31,25
A. parviflora
(AcOEtY) -Fragéo 500 125 -
Galhos (DCM) —Fracéo - 1000
O. leucoxylon (EtOH) - Extrato 1000
Galhos (DCM) - Fragéo 1000 31,25




A. guianensis
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Galhos (MeOH) -fracéo
L. martiniana Folhas (EtOH) - extrato
L. cannella (EtOH) - extrato
Galhos

angustata

Tabela 14: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos, fracBes e isolados de Aniba Panurensis, Aniba ferrea, Aniba parviflora, Ocotea leucoxylon.

Concentracao inicial de (1000 mg/mL). Droga padrao de bactéria: Imipenem/Cilastatina sédica (TIENAM), droga padrdo de Candida albicans: Fluconazol
(FLU).
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5.3 Curva de morte

5.3.1 Testes de diluicdo em caldo

Optou-se pela realizacao deste teste, por ser uma técnica quantitativa, utilizada
para monitorar o crescimento bacteriano através de Densidade Optica (DO). Este
teste foi realizado apenas com as fracdes que apresentam CIMs de 62,5 pg/mL igual
ou menor frente as bactérias Gram positivas. As fragdes que apresentaram estas CIMs
foram particdes de diclorometano (DCM) das folhas e galhos de A. panurensis frente
as cepas de S. aureus, S. simulans e MRSA e a particdo das folhas e galhos em
Acetato de etila (AcOEt) frente a S. aureus (Figura 3 a 10). A fracdo dos galhos em
diclorometano (DCM) de A. ferrea frente a cepa S. aureus (Figura 11) e fracdo dos
galhos em diclorometano (DCM) de O. leucoxylum frente ao micro-organismo S.
simulans (Figura 12).

Quando avaliados os resultados das DO, observou-se que o controle negativo
feito com dimetilsulfoxido, o qual foi utilizado para solubilizar as fra¢des, ndo interferiu
no crescimento bacteriano, evitando resultados falso positivos. O controle positivo
utilizado foi apenas a bactéria inoculada no meio de cultura BHI, que serviu para
observacdo da presenca do crescimento populacional normal durante todo
experimento. Através desse controle foram feitas as comparagbes com 0s
crescimentos das bactérias na presenca das substancias biotivas e com isto foi
possivel comparar atividade microbicida e microbiostatica das substancias bioativas.
Também foi utilizada como controle uma droga padrédo, que serviu com base de
comparacao da eficacia na inibicdo e morte microbiana. O controle da droga padréao
Imipenem/Cilastatina sédica (TIENAM), demonstrou os resultados esperados em
todos os testes (Figura 5 a 12).

Na figura 3 encontram-se expressos 0s resultados da atividade da fracdo das
folhas em diclorometano de A. panurensis frente a S. aureus na concentracdo de
31,25 pg/mL. Observa-se que a fragdo com apenas a dose inicial (fracdo 1X)
apresentou atividade bacteriostatica proximo a 0 entre os intervalos de 6 a 24 horas,
porém entre o intervalo de 24 a 36 horas houve um aumento no crescimento
bacteriano (controle +) e com isto, teve uma queda na populacdo bacteriana. Mas a
partir de 36 horas, houve um comportamento oscilatério da populacdo bacteriana
provocado pelo tratamento. E quando avaliada a D.O da fragdo com doses
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subsequente (fracdo +), observa-se que até 24 horas essa amostra ndo apresentou
atividades relevantes, sendo os resultados similar a fracdo 1X. A partir dai o
tratamento promove uma estabilizacdo populacional até o tempo 48 horas, quando
provoca uma queda na populagcdo praticamente em todos os intervalos. Resultados
similares foram demostrados na fragdo em acetato de etila (AcOEt) frente a mesma

bactéria (Figura 4).

IA.panurensis»Folhas(DCM) I

S.aureus (31,25 pg/mL) —*— Fragao (1x)
—®— Fracgéao (+)
—— TIENAM
—¥— Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

DO
IS
1

] T T T T T T T T T T T T 1

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Horas

Figura 3: Inibicdo de Staphylococcus aureus utilizando fracdo das folhas em diclorometano (DCM)
de Aniba panurensis

S. aureus (31,25 pg/mL)

IA, panurensis- Folhas (AcOEt)I

—*— Fracao (1x)

—=— Fracgéo (+)

TIENAM

Bactéria com BHI
Bactéria com DMSO

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Horas

Figura 4: Inibicao de Staphylococcus aureus utilizando a fracdo das folhas em Acetato etila (AcOEt) de
Aniba panurensis.
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Quando avaliada a inibicdo da D.O das folhas frente S. simulans na
concentracdo de 62,5ug/mL, observa-se que a (fracdo1X) ndo apresentou atividades
relevantes, pois a curva foi similar ao controle da bactéria. Porém a fracdo +,

apresentou atividades bacteriostatica até o ultimo intervalo avaliado (Figura 5).

IA,panurensiS-Fo\has(DCM) I

S.simulans (62,5 pg/mL) —— Fragéo (1x)
81 —=— Fracédo (+)
—— TIENAM
—*— Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

Horas

Figura 5: Inibicdo de Staphylococcus simulans utilizando a fragdo das folhas em diclorometano (DCM)
de Aniba panurensis.

Através da figura 6 pode-se observa que a fracédo das folhas em diclorometano
apresenta menores indices de inibicdo frente Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA). Sendo que fracdo 1X nao apresentou atividades. No entanto a
fracdo +, apresentou atividade bacteriostatica a partir de 18 horas e 0 mesmo pode

ser observado no controle da droga.



DO

99

MRSA (31,25 ug/mL)

IA. panurensis- Folhas (DCM)I

—*— Fragédo (1x)

—#— Fracgao (+)

—+— TIENAM

Bactéria com BHI
Bactéria com DMSO

6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78

Horas

Figura 6: Inibicdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), utilizando a fracdo das

folhas em diclorometano (DCM) de Aniba panurensis.

Quando avaliadas as fragOes dos galhos de A. panurenses. Observa-se na

figura 7 a inibicbes bacteriostaticas semelhantes para ambas as doses a partir de 24

horas frente a S. aureus na concentragcao de 15, 5 pg/mL, porém a fracao + apresentou

inibicdo mais acentuada a partir de 30 horas. Em contrapartida quando avaliada a

fracdo em acetato de etila (AcOEt) frente a mesma cepa em uma concentracdo

superior, observa-se que os resultados sdo similares a fracdo em DCM (Figura 8).



S. aureus (15,5 pg/mL)

IA. panurensis- Galhos (DCM)I

—e—

—-—

—.—

——

o] 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Horas

Fracao (1x)
Fracgédo (+)
TIENAM

Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

Figura 7: Inibicdo de Staphylococcus aureus utilizando a fracdo dos galhos em diclorometano

(DCM) de Aniba panurensis.

S.aureus (31,25 pug/mL)

IA. panurensis- Galhos (AcO Et)I

——

Fragdo (1x)
—=— Fracao (+)
—— TIENAM

Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

a 47
2-
0 L] L] T L] T T T T T T L] T 1
0O 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Horas

Figura 8: Inibicdo de Staphylococcus aureus utilizando a fracdo de galhos em acetato de etila

(AcOEt) de Aniba ferrea

100
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Na figura 9 pode-se observar uma inibicdo bacteriostatica superior da fracédo +,
em todos os intervalos. Mas também se observa a inibicdo bacteriostatica da amostra
gue contém apenas a dose inicial, porém esta perde a atividade apos 30 horas (Fracéo
1X).

IA, panurensis- Galhos (DCM )I

S.simulans (62,5 pg/mL)

——

—a—

—_—

Fracédo (1x)
Fracdo (+)
TIENAM

—— Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Horas

Figura 9: InibicAode Staphylococcus simulans utilizando a fracdo dos galhos em diclorometano

(DCM) de Aniba panurensis.

Na figura 10 é avaliada a fragdo em diclorometano, frente a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Porém a fragcdo 1X n&o promove inibicdo. Mas
em contrapartida é possivel observar uma boa atividade das doses subsequentes a

partir de 30 horas.
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MRSA (31,25 ug/mL)
IA.panurensis-galhos (DCM)I

—— Frac¢ao (1x)
—=— Fracdo (+)
/9/’_/‘\‘\ —— TIENAM
) < —— Bactéria com BHI
Bactéria com DMSO

DO

Horas

Figura 10: Inibicdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina utilizando a fragdo dos galhos em
diclorometano (DCM) de Aniba panurensis.

Na figura 11 se observa a inibicdo da fracdo em diclorometano de A. ferrea,
frente a cepa S. aureus, na concentragao de 31,25 pg/mL. Observa-se que a fragao
contendo apena a dose inicial (fracdo 1x), apresentou inibicdo bacteriostética, e essa
inibicdo se manteve até 48 horas, ap0s perder a capacidade de manter a estabilidade
do crescimento microbiano. E a fracdo + comeca a promover inibicdo a partir de 18
horas, mas no intervalo seguinte promove queda populacional até o final.

E na figura 12 a fracao dos galhos em diclorometano de O. leucoxylum, frente
a cepa de S. simulans, foi observado apenas a inibicdo bacteriostatica na fracdo +
desde do primeiro intervalo, porém a partir de 36 horas a populacdo volta a subir
logariticamente até 54 horas, ap0s volta a inibir o crescimento do micro-organismo

com gueda até o final.
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S.aureus (31,25 pug/mL)

IA. ferrea- galhos (DCM)I

Fracdo (1x)
Fracao (+)
TIENAM

Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

6 12

18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
Horas

Figura 11: Inibicdo de Staphylococcus aureus utilizando a fracdo de galhos em

diclorometano (DCM) de Aniba ferrea

S.simulans (31,25 pg/mL)

IO, leucoxylum- Folhas (DCM)I

—— Fracao (1x)
Fracao (+)
TIENAM

Bactéria com BHI

Bactéria com DMSO

Figura 12: Inibicdo de Staphylococcus simulans utilizado a fracdo de galhos em diclorometano (DCM)

de Ocotea leucoxylum.
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5.3.2 Teste de dosagem 6/6 com a Quantificagdo de Unidades
Formadora de Col6nias (UFC)

Ao observar o resultado do teste de curva de morte, onde a maioria dos extratos
testados tinham uma diminuigdo em sua atividade antibacteriana ap6s um periodo de
6 horas, foi proposto entdo, a realizacdo do teste de dosagem para verificar se a
adicdo de doses subsequentes apds um periodo de 6 horas comparado com a nao
adicao de mais uma dose subsequente no mesmo periodo levaria ou ndo a diminuicao
da atividade antibacteriana do material testado. Também foram quantificadas as
unidades formadoras de col6nias dos controles (bactéria com BHI e Bactéria com
DMSO). O controle feito com dimetilsulféxido, em nenhum intervalo foi possivel
guantificar as coldnias. E 0 mesmo ocorreu com o controle positivo, onde foi utilizado
apenas a bactéria inoculada no meio de cultura BHI. As amostras que ndo foram
possiveis quantificar os numeros de col6nias, foram determinadas como IN e os testes
foram realizados em duplicatas.

Na Tabela 15 e ,16 encontram-se expressos 0s resultados das fracdes das
folhas e galhos de A. panurensis frente a S. aureus, S. simulans e MRSA, e pode-se
observar que as bactérias que receberam apenas a dose inicial ndo apresentaram
diminuicdo no inéculo bacteriano em nem um intervalo. Demostrando assim, que as
substancias biotivas presente nas fracdes perdem suas atividades antibacterianas
apos um periodo de 6 horas, se ndo ocorrer a adicdo de mais uma dose da fracao
apos esse periodo de tempo. E o nimero de colbnias aumenta progressivamente
atingindo os valores préximos ao controle positivo.

Mas em contrapartida as fracées+ apresentam atividade a partir das 18 horas,
levando a diminuicdo ou manutencao do inoculo bacteriano aplicado, com a formacgéao
de um baixo numero de colbnias nas placas, quando comparado ao controle da
bactéria (Tabela 15 e 16). Sendo que as melhores atividades foram observadas nas
fracBes em diclorometano e acetato de etila frente a bactéria S. aureus, chegando a
zero 0 numero de colbnia a partir das 66 horas (Tabela 15 e 16). O mesmo pode ser

observado na fracdo dos galhos de A. ferrea (Tabela 17).
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A. panurensis- Fracdo das folhas em diclorometano (DCM) e acetato de etila ACOEt

Horas | Bactérias/Doses (31,25ug/mL | Colénias/placa | UFC/mL
87 fracao 1X 3.892 3,89 x 108
6 87 fracdo + - -
87 fracdo 1X (AcOEt) 2.133 2,13 x 108
87 fracdo + (AcOEY) - -
87 C+ 189 0,18 x 108
94 fracdo 1X 3.184 3.18 x 108
94 fracéo + - -
94 C+ 398 0,39 x 108
97 fracdo 1X 4.234 4,23 x108
97 fracéo + - -
97 c+ 1.482 1,48 x 108
87 fracdo 1X 4.239 4,23 x108
12 87 fracéo + 1.002 1,00 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -
87 fracéo +(AcOEt) 3.772 3,77
87 C+ 179 0,18 x 108
94 fracdo 1X 3.995 3,99 x 108
94 fragao + 1.130 1,13 x 108
94 C+ 45 0,04 x 108
97 fracédo 1X 4,531 4,53 x108
97 fracéo + 489 0,49 x 108
97 c+ 115 0,11 x 108
87 fracdo 1X 4,299 4,29 x 108
18 87 fragédo + 268 0,26 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -
87 fracdo +(AcOEt) 2.281 2,28 x 108
87 C+ 204 0,20 x 108
94 fragdo 1X IN -
94 fragao + 254 0,25 x 108
94 C+ 204 0,20 x 108
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 390 0,39 x 108
97 c+ 170 0,17 x 108
87 fracdo 1X 4.299 4,29 x 108
24 87 fracéo + 617 0,61 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -
87 fracdo +(AcOEt) 2.381 2,38 x 108
87 C+ 201 0,20 x 108
94 fragao 1X IN -
94 fracéo + 388 0,38 x 108
94 C+ 87 0,08 x 108
97 fracdo 1X IN -
97 fragado + 461 0,46 x 108
97 c+ 166 0,16 x 108
87 fracdo 1X IN -
30 87 fracdo + 378 0,37 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) 4.876 4,87 x 108
87 fracdo +(AcOEt) 1.989 1,98 x 108
87 C+ 44 0,04 x 108
94 fracdo 1X IN -
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94 fracéo + 290 0,29 x 108
94 C+ 79 0,07 x 108
97 fracdo 1X IN -

97 fracéo + 456 0,45 x 108
97 c+ 198 0,19 x 10®
87 fracdo 1X IN -

87 fracado + 542 0,54 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracdo + (AcOEt) 1.900 1,90 x 108
87 C+ 103 0,10
94 fracdo 1X IN -

94 fracéo + 241 0,24 x 108
94 C+ 201 0,20 x 108
97 fracdo 1X IN -

97 fracéo + 478 0,47 x 108
97 c+ 108 0,10 x 108
87 fracdo 1X IN -

87 fracdo + 1.240 1,24 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracdo + (AcOEY) 1.213 1,21 x 108
87 C+ 416 0,41 x 108
94 fracdo 1X 4.876 4,87 x 108
94 fragao + 789 0,78 x 108
94 C+ 400 0,40 x 108
97 fracdo 1X IN -

97 fracéo + 498 0,49 x 108
97 c+ 133 0,13 x 10°
87 fracdo 1X IN -

87 fracdo + 236 0,23 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracdo +(AcOEt) 600 0,60 x 108
87 C+ 87 0,08 x 108
94 fragao 1X 4.345 4,34 x 108
94 fracéo + 198 0,19 x 108
94 C+ 21 0,02 x 108
97 fracdo 1X 4.875 4,87 x 108
97 fracdo + 340 0,34 x 108
97 c+ 167 0,16 x 108
87 fracdo 1X IN -

87 fracéo + 401 0,40 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracdo + (AcOEt) 189 1,89 x 108
87 C+ 46 0,04 x 108
94 fragdo 1X 4.876 4,87 x 108
94 fracéo + 203 0,20 x 108
94 C+ 89 0,08 x 108
97 fracdo 1X IN -

97 fragado + 324 0,32 x 108
97 c+ 149 0,14 x 108
87 fracdo 1X IN -

87 fracdo + 62 0,06 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracdo + (AcOEt) 0 0,00 x 108
87 C+ 45 0,04 x 108
94 fracdo 1X IN -

94 fracéo + 45 0,04 x 108
94 C+ 15 0,01 x 108
97 fracdo 1X IN -
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97 fracéo + 321 0,32 x 108
97 c+ 103 0,10 x 108
87 fracdo 1X 4.119 4,11 x108
66 87 fracdo + 0 0,00 x 108
87 fracao 1X (AcOEt) 4.101 4,10 x 108
87 fracdo + (AcOEY) 0 0,00 x 108
87 C+ 0 0,00 x 108
94 fragdo 1X IN -
94 fragado + 51 0,05 x 108
94 C+ 15 0,01 x 108
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 2 0,00 x 108
97 c+ 105 1,05
87 fracdo 1X 4.123 4,12 x108
72 87 fracéo + 0 0,00 x 108
87 fracdo 1X (AcOEY) 3.324 3,32 x 108
87 fracdo +(AcOEt) 0 0,00 x 108
87 C+ 0 0,00 x 108
94 fracdo 1X IN -
94 fracéo + 21 0,02 x 108
94 C+ 11 0,01 x 108
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 234 0,23 x 108
97 c+ 121 0,12 x 108
87 fracdo 1X 4.101 410x 108
78 87 fracéo + 0 0,00 x 108
87 fracdo 1X (AcOEt) 3.424 3,42 x 108
87 fracdo +(AcOEt) 0 0,00 x 108
87 C+ 0 0,00 x 108
94 fragdo 1X IN -
94 fracéo + 18 0,01 x 108
94 C+ 9 0,00 x 108
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 345 0,34 x 108
97 c+ 256 0,25 x 108

Tabela 15: Quantificacdo das unidades formadoras de colénias das fra¢cdes das folhas de Aniba panurensis
frente a Staphylococcus aureus (87); Staphylococcus simulans (94); Staphylococcus aureus resistente a
metilicina (97); apenas com a dose inicial (fracdo 1x); Doses subsequentes (fracdo +); Incontaveis| (IN);

Controles da droga-Imipenem/Cilastatina sédica—TIENAM (C+).



A. panurensis- Fracdo dos galhos em diclorometano (DCM) e acetato de etila ACOEt

Hora Bactérias/ Bactérias/Doses (31,25ug/mL | Colbnias/placa UFC/mL
87 fracdo 1X 3.896 3,89
6 87 fracao + - -
87 fragcdo 1X (AcOEt) 3.113 3,11
87 fracdo + (AcOEY) - -
87 C+ 654 0,65
94 fracdo 1X IN -
94 fracao + 2.881 2,8
94 C+ 1.400 1,40
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 2.456 2,45
97 c+ 800 0,80
87 fragdo 1X 3.786 3,78
12 87 fracdo + 1.342 1,34
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -
87 fragdo + (AcOEt) 2.986 2,98
87 C+ 430 0,43
94 fracdo 1X IN -
94 fracéo + 130 0,13
94 C+ 45 0,04
97 fracdo 1X IN -
97 fracdo + 215 0,21
97 c+ 100 0,10
87 fragdo 1X 3.654 3,65
18 87 fracdo + 345 0,34
87 fracdo 1X (AcOEt) 3.231 3,23
87 fracéo + (AcOEt) 2.881 2,88
87 C+ 296
94 fragdo 1X IN -
94 fragédo + 30 0,03
94 C+ 296 0,29
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 390 0,39
97 c+ 170 0,17
87 fracdo 1X 3.876 3,87
24 87 fragdo + 321 0,32
87 fracdo 1X (AcOEY) 3.234 3,23
87 fracéo +(AcOEt) 2.456 2,45
87 C+ 201 0,20
94 fracdo 1X IN -
94 fracao + 388 0,38
94 C+ 65 0,06
97 fracdo 1X IN -
97 fragédo + 461 0,46
97 c+ 222 0,22
87 fracdo 1X IN -
30 87 fracao + 378 0,37
87 fracdo 1X (AcOEt) 3.451 3,45
87 fracéo +(AcOEt) 2.986 2,98
87 C+ 49 0,4
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94 fracdo 1X

94 fragdo + 290 0,29
94 C+ 48 0,04
97 fracdo 1X IN -

97 fracdo + 215 0,21
97 c+ 199 0,19
87 fracdo 1X IN -

87 fracédo + 435 0,43
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracdo +(AcOEt) 2.876 2,87
87 C+ 118 0,11
94 fracdo 1X IN -

94 fracéo + 235 0,23
94 C+ 804 0,80
97 fracdo 1X IN -

97 fracéo + 261 0,26
97 c+ 134 0,13
87 fragcdo 1X IN -

87 fracéo + 1.123 1,12
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracéo +(AcOEt) 1.315 1,31
87 C+ 296 0,29
94 fragdo 1X IN -

94 fracao + 721 0,72
94 C+ 456 0,45
97 fracdo 1X IN -

97 fracao + 465 0,46
97 c+ 270 0,27
87 fracdo 1X IN -

87 fracao + 589 0,58
87 fracdo 1X (AcOEt) IN -

87 fracéo +(AcOEt) 601 0,60
87 C+ 87 0,08
94 fracdo 1X IN -

94 fracao + 98 0,09
94 C+ 21 0,21
97 fracdo 1X IN -

97 fracéo + 341 0,34
97 c+ 167 0,16
87 fracdo 1X 4.457 4,45
87 fracéo + 411 0,41
87 fracdo 1X (AcOEY) 2.898 2,89
87 fracdo +(AcOEt) 476 0,47
87 C+ 212 0,21
94 fracdo 1X IN -

94 fracéo + 212 0,21
94 C+ 179 0,17
97 fragdo 1X IN -

97 fracdo + 324 0,32
97 c+ 167 0,16
87 fragdo 1X 3.367 3,36
87 fracéo + 345 0,34
87 fracdo 1X (AcOEY) 2.897 2,89
87 fracéo +(AcOEt) 512 0,51
87 C+ 92 0,09
94 fragdo 1X IN -

94 fracao + 321 0,32
94 C+ 21 0,02
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97 fracdo 1X IN -
97 fragdo + 231 0,23
97 c+ 20 0,02
87 fragcdo 1X 4.123 412
66 87 fragdo + 0 0,00
87 fragdo 1X (AcOEY) 2.999 2,99
87 fracéo +(AcOEt) 321 0,32
87 C+ 0 0,00
94 fracdo 1X IN -
94 fracdo + 51 0,05
94 C+ 15 0,01
97 fracdo 1X IN -
97 fracao + 2 0,00
97 c+ 105 0,10
87 fragdo 1X 3.876 3,87
72 87 fragdo + 0 0,00
87 fragcdo 1X (AcOEY) 2.897 2,89
87 fracdo +(AcOEt) 301 0,30
87 C+ 0 0,00
94 fracdo 1X IN -
94 fragédo + 21 0,02
94 C+ 11 0,01
97 fracdo 1X IN -
97 fracéo + 234 0,23
97 c+ 121 0,12
87 fracdo 1X 2.456 2,45
78 87 fracéo + 0 0,00
87 fracdo 1X (AcOEt) 2.876 2,87
87 fracéo +(AcOEt) 287 0,28
87 C+ 0 0,00
94 fracdo 1X IN -
94 fracdo + 18 0,01
94 C+ 9 0,00
97 fracdo 1X IN -
97 fracdo + 345 0,34
97 c+ 256 0,25

Tabela 16: Quantificacdo das unidades formadoras de colbnias das fracdes dos galhos de Aniba
panurensis frente a Staphylococcus aureus (87); Staphylococcus simulans (94); Staphylococcus aureus
resistente a metilicina (97); apenas com a dose inicial (fracdo 1x); Doses subsequentes (fracdo +);
Incontaveisl (IN); Controles da droga-Imipenem/Cilastatina sédica —TIENAM (C+).



Fracdo dos galhos em diclorometano (DCM) de A. ferrea e A. leucoxylum

Hora Bactérias/ Bactérias/Doses (31,25ug/mL Colbnias/placa | UFC/mL
A. ferrea - 87 fragdo 1X 2.100 210 x 108
6 A. ferrea-87 fracdo + - -
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 2.132 2,13 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + - -
87 C+ 298 0,29 x 108
A. ferrea - 87 fragéo 1X 2.800 2,80 x 108
12 A. ferrea-87 fracédo + 1.908 1,90 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 2.300 2,30 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 4131 4,13 x108
87 C+ 321 0,32 x 108
A. ferrea - 87 fragdo 1X 2.612 2,61 x 108
18 A. ferrea-87 fracdo + 1.908 1,90 x 108
0. leucoxylum-94 fracdo 1X 1.908 1,90 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 4.123 4,12 x 108
87 C+ 312 0,31x 108
A. ferrea - 87 fracéo 1X 4,436 4,43 x 108
24 A. ferrea-87 fracédo + 1.891 1,89 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X IN -
O. leucoxylum-94fracéo + 2.340 2,34 x 108
87 C+ 301 0,30 x 108
A. ferrea - 87 fragdo 1X 4.459 4,45 x 108
30 A. ferrea-87 fracédo + 1.800 1,80 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 4.569 4,56 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 1.987 1,98 x 108
87 C+ 298 0,29x 108
A. ferrea - 87 fragdo 1X 3.469 3,46 x 108
36 A. ferrea-87 fracédo + 987 0,98 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 4.286 4,28 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 1.980 1,98 x 108
87 C+ 280 0,28x 108
A. ferrea - 87 fracdo 1X 2.569 2,56 x 108
42 A. ferrea-87 fracédo + 620 0,62 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 3.899 3,89 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 1.054 1,05x 108
87 C+ 201 0,20x 108
A. ferrea - 87 fracdo 1X 2.342 2,34 x 108
48 A. ferrea-87 fracédo + 178 0,17 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 2.989 2,98 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 908 0,90 x 108
87 C+ 49 0,04 x 108
A. ferrea - 87 fracdo 1X 1.987 1,98 x 108
54 A. ferrea-87 fracédo + 78 0,07 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 4.984 4,98 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 3.321 3,32 x 108
87 C+ 0 0,00 x 108
A. ferrea - 87 fragdo 1X 3.458 3,45 x 108
60 A. ferrea-87 fracédo + 0 0,00 x 108
O. leucoxylum-87 fracéo 1X 4.562 4,56 x 108
O. leucoxylum-87 fragdo + 567 0,58 x 108
87 C+ 0 0,00 x 10®
A. ferrea - 87 fracdo 1X 2.652 2,65 x 108
66 A. ferrea-87 fracédo + 0 0,00 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 2.987 2,98 x 108
O. leucoxylum-94fracéo + 567 0,56 x 108
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87 C+ 0 0,00 x 108

A. ferrea - 87 fracéo 1X 3.432 3,43 x 108

72 A. ferrea-87 fracdo + 0 0,00 x 108
O. leucoxylum-94 fracdo 1X 3.234 3,23 x 108

O. leucoxylum-94fracéo + 453 0,45 x 108

87 C+ 0 0,00 x 108

A. ferrea - 87 fracdo 1X 3.563 3,56 x 108

78 A. ferrea-87 fracédo + 0 0,00 x 108
O. leucoxylum-94 fracéo 1X 3.569 3,56 x 108

O. leucoxylum-94fracéo + 345 0,34 x 108

87 C+ 0 0,00 x 108

Tabela 17: Quantificacéo das unidades formadoras de coldnias das fracdes em dicorometano de
Aniba ferrea e ocotea leucoxylum; frente a Staphylococcus aureus (87); Staphylococcus simulans
(94); apenas com a dose inicial (fracdo 1x); Doses subsequentes (fragdo +); Incontaveis| (IN);
Controles da droga-Imipenem/Cilastatina sédica —TIENAM (C+).
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5.4 Avaliagbes preliminares da atividade antimalarica (IN VITRO)

Para realizacdo dos testes antimalarico optou-se em realizar o teste apenas
com 0s noventa e seis extratos das vinte e cinco espécies de plantas frente a cepa
3D7.

E das vinte cinco (25) espécies avaliadas nos testes preliminares, observou-se
atividades em trés (3) extratos de Theobroma grandiflorum (Cupuagu), em dois (2)
extratos de G. madruno (bacurizinho) um (1) extratos de Euterpe precatoria, um (1)
extrato de P. insignis (Bacuri) e (Figura 13).

Como podemos observar na Figura 13, os extratos etandlicos das sementes E.
precatéria, P. insignis, G. madruno e o extrato etandlico das cascas de G. Madruno
também apresentou elevada inibicdo do crescimento parasitario de P. falciparum na
concentracdo de 50ug/ml (61,59%; 72,46%; 79,45%; 78,53%) respectivamente,
Kruskall Wallis p<0,001). Entretanto, somente os extratos etandlicos de E. Precatoria
e P. insignis apresentaram inibi¢do do crescimento parasitario na menor dose avaliada
que foi de 12,5ug/ml (14,50% e 60,39%), respectivamente; Kruskall Wallis, p<0,001 e
p<0,05, respectivamente).

Os extratos de T. Grandiflorum apresentaram atividade antimalarica menos
expressiva que os demais na concentracdo de 50ug/ml, sendo que o extrato etandlico,
hidroalcoolico e metandlico apresentaram inibicdo de 24,24%; 23,11% e 20,99%
(Kruskall Wallis, p<0,001 para o extrato etanolico e hidroalcodlico e p<0,05 para
metanolico) respectivamente. Na concentracdo de 12,5 ug/ml somente os extratos
Etandlico e metandlico das sementes apresentaram atividade antimalérica (12,20% e
17,21%), respectivamente, Kruskall Wallis p<0,05) (Figura 13).
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Figura 13: Inibicdo antimalaricos dos extratos de Theobroma grandiflorum, Euterpe precatéria,

G. madruno e P. insignis.
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5.5 Ensaio e citotoxicidade IN VITRO

Foram submetidos ao teste de citotoxicidade frente a linhagem de fibroblasto
humano MRCS5 os 29 extratos, 13 fragbes e um 1 isolado que apresentaram alguma
atividade nos testes antimicrobianos, antifingico e antimalarico. Como podemos
verificar na Figura 14 estéo representadas a viabilidade (100% em relacdo ao controle)
dos extratos, fracdes e isolados, das espécies da familia de Lauracea. Quando
avaliada a viabilidade dos extratos de folhas e galhos de A. panurensis, observa-se
gue nenhum extrato apresentou toxicidade a célula MRC5 (Kruskall Wallis, p>0,05).
J4 ao observarmos as fracdes desta espécie, podemos verificar uma elevada
toxicidade da fracéo diclorometano dos galhos, sendo a viabilidade de apenas 7,35%
(Kruskall Wallis, p<0,05). O composto isolado de A. panurensis também néo foi
citotéxico a linhagem celular testada (Kruskall Wallis, p>0,05). Quando avaliados os
extratos e fracbes das espécies de A. ferrea e A. parviflora também né&o foram
citotoxicos. Ja a fracdo metandlica dos galhos de A. Guianensis mostrou-se levemente
toxica a este tipo de célula, apresentando viabilidade de 63,7% (Kruskall Wallis,
p<0,01) (Figura 14).

E quando avaliado a viabilidade dos extratos das folhas e galhos do género
Licaria nenhum dos extratos apresentou toxicidade a célula MRC5 (Kruskall Wallis,
p>0,05) (Figura 14). J4 o extrato etandlico dos galhos de O. leucoxylon mostrou-se
levemente téxico a este tipo celular (Kruskall Wallis, p<0,01). Porém a fracdo néo
apresentou toxicidade (Kruskall Wallis, p>0,05) (Figura 14).

E quando avaliados os extratos etandlicos das cascas, polpas de C. villosum,
observa-se que nenhum extrato apresentou toxicidade a célula MRC5 (Kruskall Wallis,
p>0,05). Somente o extrato hidroalcodlico das sementes que apresentou uma

pequena citotoxicidade frente a célula testada (Kruskall Wallis, p<0,01) (Figura 15).
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Figura 14: Inibigbes dos extratos brutos e fracdes e isolados de Aniba panurensis, Aniba ferrea, Aniba
parviflora, Aniba guianensis, Licaria martiniana, Licaria cannella angustata, Ocotea leucoxylon frente a
a linhagem de célula normal MRCS5 (fibroblastos de pulmao humano).

E quando a viabilidade dos extratos etanolicos e hidroalcoodlicos das sementes,
cascas e mesocarppo de E. precatoria, E. oleracea, I. edulis, G. madruno e P. insignis,
nenhum dos extratos apresentou toxicidade a célula MRC5 (Kruskall Wallis, p>0,05)
(Figura 15) inibicdo de (%). E também os extratos das cascas dos frutos e as cascas
das sementes de Theobroma grandiflorum ndo demostraram toxicidade a célula
MRCS5 (Kruskall Wallis, p>0,05), respectivamente (Tabela 15).
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Figura 15: Inibicdo dos extratos brutos de Caryocar villosum, Euterpe precatdria, Euterpe oleracea, Inga
edulis, Garcinia madruno, Platonia insignis, Theobroma grandiflorum, frente a linhagem de célula normal
MRCS5 (fibroblastos de pulmdo humano).

E quando avaliados a viabilidades dos extratos em metanol, Eter etilico,
Hexano das folhas, galhos finos, galhos grossos e cascas da espécie P. klugii.
Observa-se que os extratos das folhas, galhos grossos e galhos filhos ndo apresentou
toxicidade a célula MRC5 (Kruskall Wallis, p>0,05), apresentando viabilidade de
(76,48%; 97,73%:88,21%) respectivamente. Somente 0s extratos das cascas em
hexano e éter apresentaram citotocidade frente a célula testada (Kruskall Wallis,
p<0,01) morte de 67,25% a 30,35% (Figura 16).
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Figura 16: Inibicdo dos extratos brutos de Protium Klugii frente a a linhagem de célula normal
MRCS5 (fibroblastos de pulm&o humano).
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5.6 Resultado geral

Assim, das vinte e cinco (25) espécies de plantas submetidas a triagem
antimicrobianas, apenas 15 espécies apresentaram atividades. E destas 15 espécies
de plantas que apresentaram atividades, a espécie C. villosum apresentou atividade
contra as 8 bactérias Gram-negativas, 8 bactérias Gram-positivas e C. albicans, mas
ndo demostrou atividades contra P. falciparum. As espécies que apresentaram
atividades contra todos os grupos de micro-organismos foram E. precatoria, . edulis,

G. madruno.

Plantas Nome comum Bactérias Gram-negativas Bactérias Gram-positivas

Caryocar villosum PIQUIA

Euterpe precatoria Acai
Euterpe oleracea Acai

Inga edulis Inga
Garcinia madruno Bacurizinho
Platonia insignis Bacuri
Protium klugii

A. Panurensis

A. ferrea

A. parviflora

A. guianensis

O. leucoxylon

L. martiniana

L. cannella angustata

T.grandiflorum Cupuagu

Tabela 18: Sumario dos extratos e fragdes com atividade antimicrobiana: E.coli (EC); Y. enterocolitica (YE), S.
arizonae (SA); S. choleraesuis (SC); S. typhi (ST); S. flexnerie (SF); S. desenteriae (SD); A. baumannii (AB); B.
liquiniformes (BL); B. subtilis (BS); B. subtilis (BS); S. agalactiae (AS); S. parasanguinis (SP); S. pyogenis
(SPY); S. simulans (SS); S. aureus (SA); S. aureus resistente a meticilina (MRSA) - fungo: C. Albicans (CA) —
Plasmodium falciparum (PF).

Positivo
Negativo
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6. DISCUSSAO

A procura por novas drogas de origem vegetal € de suma importancia, tendo
em vista o grande aumento de infeccbes e o0 aparecimento de resisténcia aos
antimicrobianos pelos seus agentes etiologicos. Estes produtos devem ser eficazes e
economicamente viaveis para combater infeccbes causadas por micro-organismos
multirresistentes (MARTEL et al, 2010; MARRA et al, 2011; CLEVELAND et al, 2012;
PHYO et al, 2012; LIU et al, 2013; RUBIO et al, 2013; WORLD et al, 2014a; JENSEN
et al, 2015; TALUNDZIC et al, 2015). Com isto, este trabalho teve como objetivo
avaliar diversos extratos e fracbes em diferentes solventes, proveniente de vinte e
cinco espécies de plantas amazoénicas contra 37 cepas bacterianas, uma cepa de C.
albicans e uma cepa de P. falciparum. Das vinte cinco espécies de plantas, quinze
apresentaram atividades, sendo que onze apresentaram atividades frente as bactérias
Gram-positivas, nove contra as Gram-negativas, hove apresentaram atividades contra
C. albicans e quatro contra P. falciparum.

Os extratos de C. villosum demostraram excelentes resultados no teste de
difusdo em agar frente a sete Gram-positivas, sete Gram-negativas e C. albicans.
Quando submetidos ao teste de CIM, os extratos etandlico das polpas e hidroalcodlico
das sementes, continuaram demostrando excelente resultados frente a S.
choleraesuis e S. pyogenes. Os demais extratos variaram frente a B. liquiniformes, B.
subtilis, S. agalactiae, S. pyogenes, S. simulans, E. coli, Y. enterocolitica, S. arizonae,
S. choleraesuis, S. typhi e S. flexneri. Com relacéo a atividade antimalarica, néo foi
possivel verificar inibicdo. E quando avaliados a viabilidade dos extratos bioativos
frente a celular MRC5 foi demonstrado citotoxicidade apenas no extrato hidroalcodlico
das sementes (Figural5), e um agente quimioterapico para ser efetivo no tratamento
de uma doenca infecciosa, deve exibir uma toxidade seletiva, ou seja, inibir os micro-
organismos que estdo causando as infec¢des, mas deve ser inofensivo ao homem ou
animais (MEYER et al, 1982; JUNIOR et al, 2005). Na literatura ndo foram descritos
quaisquer relatos envolvendo atividades antifingica e antimalarica dos extratos da
espécie C. villosum. Os Unicos relatos envolvendo avaliacdo da atividade de Caryocar
villosum foram apresentados por (MAGID et al 2006; ASCARI et al 2013), nos quais
foram testadas quartoze saponinas triterpendides provenientes dos extratos dos frutos
de C. villosum frente a E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, Mycobacterium smegmatis

e E. faecalis; entretanto nenhum dos compostos apresentaram qualquer atividade
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antimicrobiana, a uma dose de 50 pug/mL. Estes resultados negativos, diferentes dos
encontrados neste estudo, podem estar associados a concentracao inicial empregada,
pois trata-se de uma concentracao inferior a encontrada neste estudo. Mas seguindo
os critérios sugeridos por HOLETZ e colaboradores (2002), essa espécie demostrou
excelentes resultados no presente estudo, o que leva essa espécie a ser uma
promissora fonte de substancias eficazes na inibicdo de bactérias Gram-positivas, e
com relevante destaque contra as Gram-negativas, que sdo 0s principais patégenos
responsaveis pelas infeccbes nosocomiais e associadas com multirresisténcia aos
antimicrobianos (MARRA et al, 2011; VLIEGHE et al, 2013; RUBIO et al, 2013;
WORLD, 2014a). Nos testes preliminares contra o fungo C. albicans os diametros de
todos os extratos ativos foram superiores ao quimioterapico Fluconazol usado como
referéncia para avaliar a sensibilidade de C. albicans (NENOFF et al, 1999; PFALLER
et al, 2012a), portanto 0s mesmos se apresentaram como uma alternativa promissora
a droga padrdao. Mesmo com a atividade identificada sobre C. albicans no teste de
difusdo em &agar, nenhuma das amostras desta planta, foi capaz de inibir o fungo até
1000ug/mL, presume-se que nesta concentracdo os extratos ndo contenham os
constituintes ativos em concentragdo suficiente para provocar a inibicdo microbiana.
Diante desses resultados pode-se afirmar que este € o primeiro estudo amplo de
avaliacdo da atividade antibacteriana, antifingica e antimalérica dos extratos C.
villosum.

A espécie de G. madruno demostraram bons resultados no teste de difusédo em
agar frente a quatro bactérias Gram-positivas e uma bactéria Gram-negativa (Tabela
9). Porém nos testes de CIMS, apenas os extratos etandlicos e hidroalcodlicos das
cascas e o extrato hidroalcoodlicos das sementes tiveram atividade contra S. simulans
e C. albicans (Tabela 13). Quando submetidos os mesmos extratos ao teste preliminar
frente a cepa de P. falciparum, observou-se resultado positivo para os extratos das
sementes (EtOH:70%) e cascas dos frutos (EtOH). Na literatura sdo escassos 0s
estudos de atividade antimicrobiana desta espécie, sendo encontrado apenas o
trabalho de SVETAZ et al, (2010), o qual foram avaliadas atividades antifungicas e
nao demostrou atividade contra C. albicans. Ao contrario do presente estudo em que
0s extratos das sementes e cascas inibiram até a concentragdo de 500 pg/mL (Tabela
13).
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Quanto aos extratos de P. insignis, estes demonstram atividades moderadas
frente B. liquiniformes, B. subtilis e C. albicans nos testes de difusdo, porém quando
submetido ao teste de CIM a melhor atividade foi observada no extrato das sementes
frente ao B. subitilis, os demais extratos ndo foram capazes de inibir nas concentracdes
< 1000 pg/mL (Tabela 13). O mesmo extrato demostrou relevante atividade frente a
cepa de P. falciparum, sendo que as porcentagens de inibicées foram similares nas
concentracdes de 50 e 12,5 pg/mL (Figura 13). E ainda sdo escassos estudos de
atividade antibacteriana e antimalarica para esta planta, entretanto existem varios
estudos que comprovam que o Oleo da semente e diversas partes das plantas sdo
bastante utilizados na medicina popular para tratar doencas diarreicas (COSTA
JUNIOR et al, 2013a; Costa Junior et al, 2013b). Outros estudos apresentam
resultados relevantes contra Leishmania (SOUZA et al, 2010). SILVA e colaboradores
(2015) avaliaram a atividade de Garcinielliptona (GFC) que é uma benzofenona
preniladas natural encontrada nas sementes de P. insignis, sendo esta avaliada frente
Schistosoma mansoni com relevante atividade frente a esse helminto. Sabe-se que 0
GFC tem varias atividades biologicas, tais como propriedades antioxidantes e vaso-
relaxantes. Essa substancia presente nas sementes de P. insignis, pode estar
associada a inibicdo dos extratos das sementes de P. insignis frente aos micro-
organismos encontrados nesse trabalho. Quando testados a viabilidade dos extratos
todos os extratos bioativos das espécies de G. madruno e P. insignis néo
apresentaram citotoxicidade a célula MRC5 (Figura 15).

Os extratos das sementes e cascas da espécie de Inga edulis inibiu pequena
atividade em duas bactérias Gram-positivas B. subtilis, S. simulans; entretanto frente
a E. coli e C. albicans demonstrou inibicdes moderadas; quando submetida ao teste
de concentracao inibitéria minima os melhores resultados foram frente a C. albicans
seguido de E. coli, os demais extratos ndo foram capazes de inibir as demais cepas
na concentracdo de 1lmg/mL (Tabela 13). No trabalho de SILVA (2012) foram
avaliados a atividade dos extratos das folhas de Inga edulis frente as cepas de S.
aureus na concentracdo de 50 mg/mL, e a partir dessa concentracdo foi possivel
observar halos de inibicdo que variaram de 14 a 15 mm frente as duas cepas testadas,
0 que nao se relaciona com os achados do presente estudo, no qual ndo foi observada
atividade frente a esse patdgeno; essa pequena inibicdo encontrada pode esta

associada a concentracao inicial empregada, pois tal concentracdo foi superior a do
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presente estudo. No estudo de GACHET e colaboradores (2010) foram avaliados 140
extratos provenientes de 39 espécies de plantas e dentre as espécies avaliadas se
encontrava |. edulis; esses extratos foram testados in vitro contra Leishmania
donovani, Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma
cruzi. Além disso, estes extratos foram avaliados quanto as suas atividades
antimicrobianas contra S. aureus, S. epidermidis, B. cereus, P. aeruginosa, E. coli,
bem como contra C. albicans. Nenhum dos resultados envolvendo esta espécie foram
considerados positivos, podendo estes estarem associados a concentracéo
empregada ou critérios metodoldgicos utilizados pelos autores. Mesmo havendo
poucos estudos que explorem atividades antimicrobianas, existem diversos estudos
gue comprovam diversas outras propriedades farmacolOogicas dessa espécie
(SILVA et al, 2007a; SILVA et al, 2007b; POMPEU et al, 2012). Este estudo comprova
gue os extratos de cascas e semente de Inga edulis apresentam alguma substancia
gue inibem as bactérias B. subtilis, S. simulans, E. coli e C. albicans e apesar dos
resultados obtidos serem mais efetivos frente ao fungo C. albicans, alguma substancia
presente nos extratos das cascas e sementes tem atividade contra bactérias Gram-
positivas e bactéria Gram-negativa.

Quando avaliados as trés espécies da familia Arecaceae (E. precatoria, E.
oleracea e M. flexuosa). Os extratos de E. Precatéria apresentaram atividades de
moderada a boa atividade no teste de difusdo contra as B. subtilis, S. simulans, S.
aureus, S. arizonae, S. choleraesuis e C. albicans (Tabela 9). A boa atividade contra
S. choleraesuis foi confirmada no teste de CIM demonstrando seu grande potencial
pela especificidade ao género Salmonella visto que sdo escassos 0s estudos
envolvendo a E. precatéria.

O extrato das sementes de E. oleracea apresentou uma pequena atividade
contra S. simulans, S. aureus e C. albicans, porém ndo com as Gram-negativas. Com
resultados divergentes ao presente estudo, GONCALVES et al, (2012), os quais
avaliaram os extratos de E. oleracea contra as bactérias Gram-positivas: S. aureus,
S. epidermidis e Gram-negativas: P. aeruginosa e E. coli, além de C. albicans. Porém
nenhum dos micro-organismos testados demostraram sensibilidade. Em nosso estudo
S. aureus e C. albicans, apresentaram uma pequena sensibilidade, com relacéo as
Gram-negativas o resultado foi semelhante, com auséncia de sensibilidade aos

extratos. FILHO & PEREIRA, (2012) testaram os Oleos das sementes de E. oleraceae
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(acai), foi demostrado efeito inibitério frente & S. aureus. Ainda verificou-se que em
nenhuma das amostras apresentaram atividades inibitoria frente a P. aeruginosa.
Apesar dos extratos obtidos neste trabalho serem de partes distintas, os resultados
s&o similares.

Os extratos da espécie de M. flexuosa L. (Buriti) foram inativos contra todos os
patdgenos testados neste estudo. Contrapondo o resultado de BASTISTA et al,
(2012), que avaliou o 6leo de Mauritia flexuosa L. (Buriti) e foi demostradao atividades
antibacteriana de Enterobacter aerogenes ATCC 1304, B. subtilis ATCC 6633, K.
pneumoniaeATCC 10031 e S. aureus ATCC 6538 e os halos de inibicdo foram (8,7
mm), E. aerogenes, (16,5 mm), B. subtilis, (15 mm), K. pneumoniae e S. aureus (11,1
mm). O mesmo foi observado no trabalho de KOOLEN et al, (2013), o qual avaliaram
os extratos das folhas, tronco e frutos de Mauritia flexuosa L. (Buriti) frente a E.
coli (ATCC 87064), S. aureus (ATCC 25923), P.  aeruginosa (ATCC 27853),
Micrococcus luteus (ATCC 4698) e B. cereus (ATCC 14579) e foram demostradas
atividades antimicrobianas contra S. aureus e P. aeruginosa (50 ug/mL) e M. luteus
(200ug/mL), ao contrario do nosso estudo no qual ndo foi possivel verificar nenhuma
atividade relevante. Porém em um estudo recente feito SIQUEIRA et al, (2014), foram
avaliadas as atividades antimicrobianas dos extratos e fragdes das folhas e caules de
Mauritia flexuosa L.; contra S. aureus sensivel a meticilina e MRSA. Apenas as fracfes
apresentaram atividades contra as duas cepas testadas. Esses autores encontram
resultados similares aos encontrados neste estudo para os extratos, visto que 0s
extratos avaliados neste estudo também néo apresentaram atividades frente a essas
cepas. Os diferentes resultados encontrados para essa espécie podem esta
relacionado com a auséncia dos compostos ativos, presenca de compostos de baixa
polaridade ou ainda devido ao modo de preparacdo dos extratos, partes distintas
utilizadas ou sazonalidade (NAZIF, 2002). Mesmo com diversos relatos de atividades
antimicrobiana e antifingica das espécies de Euterpe oleraceae e Mauritia flexuosa,
ainda séo raros os estudos antifingicos e antimalaricos envolvendo a espécie Euterpe
precatoria. Todos os extratos bioativos das espécies de E. precatéria e E. oleracea
ndo apresentaram citotoxicidade a célula MRC5 (Figura 15).

Quando avaliados os extratos das duas espécies T. grandiflorum e T.
subincanum, frente as 37 cepas bacterianas e C. albicans, nédo foi possivel verificar

nenhuma atividade. Em contrapartida os dois extratos das cascas das sementes e 0
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extrato das cascas dos frutos de T. grandiflorum, apresentaram especificidade contra
o P. falciparum (Figura 13). E esses extratos bioativos ndo apresentaram
citotoxicidade a célula MRC5, demonstrando um grande potencial contra um patégeno
virulento e que frequentemente desenvolve quimiorresisténcia as drogas
antimaléricas (MITA & TANABE, 2012; PHYO et al, 2012; BIAMONTE et al, 2013;
TALUNDZIC et al, 2015).

Este estudo foi o primeiro a avaliar extratos, fracdes e isolado composto de sete
espécies da familia Lauracea (A. panurensis, A. ferrea, A. guianensis, A. parviflora, L.
martiniana, L. canella angustata e O. leucoxylon). Todos os extratos etandlico de
folhas e galhos de A. panurensis foram muito ativos contra B. subtilis; S. aureus,
MRSA, S. simulans e A. baumanii nos ensaios de difusdo e MIC (Tabela 10 e 14).
Quando avaliadas as fragdes, observou-se melhores resultados nas frages de galhos
e folhas em DCM frente S. aureus, MRSA, S. simulans e fracdo em acetato de etila
frente S. aureus. Ao realizamos o teste de curva de morte das fracbes € possivel
observar que estas fracdes possuem inibicdes bacteriostaticas frente a S. aureus,
MRSA, S. simulans (Figura 3 a 10). As ac0es bacteriostaticas foram confirmadas nos
testes de UFC para as fragOes de galhos e folhas em diclorometano (Tabela 15 e 16).
J& as fracbes em acetato de etila apresentou efeito bactericida a partir de 60 horas
frente a S. aureus (Tabela 17). Com este resultado € possivel observar que alguma
substancia presente nas fracdes de diclorometano e acetato de etila, estdo atuando
frente as cepas de S. aureus, MRSA e S. simulans, principalmente entre as fases mais
criticas, onde ocorrem as multiplicacdes das bactérias (STROHL et al, 2004; DRAWZ
& BONOMO, 2010). Essa inibicdo aumenta quando aplicadas as doses subsequentes,
mas dentre esses intervalos, € possivel observar que tais fragcbes continuam
apresentando inibicdo mais acentuada a partir do intervalo de 60 horas, chegando a
inibicdo similares ao controle da droga. O isolado de A. panurensis também
demonstrou boa atividade frente as mesmas bactérias no teste de difusdo e CIMs
(Tabela 10 e 14). Estes resultados sdo muito promissores pois o isolado manteve as
caracteristicas bioativas ja apresentadas pelas fracdes. Mais apesar da excelente
atividade bacteriana da fracdo dos galhos em diclorometano de A. panurensis, essa
fracdo apresentou uma elevada toxicidade a célula MRC5, sendo a viabilidade de
apenas 7,35% (Figura 14). Porém as demais fracfes ndo apresentaram toxicidade, o

mesmo ocorreu com os extratos e isolado (Figura 14).
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Outras fragbes que demostraram bons resultados nos testes de difusdo em
agar e CIMs foram as fracdes em diclorometano de galhos de A. ferrea e O. leucoxylon
frente a S. aureus e S. simulans (Tabela 10 e 14). Quando submetido a curva de
morte observa-se que as fracdes dos galhos de A. ferrea apresentaram boa atividade
bactericida contra S. aureus e ndo apresentaram citotoxicidade a célula MRC5, em
contrapartida a fracdo extraida de galhos de O. leucoxylon tiveram boa atividade
bacteriostatica contra S. aureus, mas apresentou citotoxicidade. Em contrapartida
nem um dos extratos das sete espécies de lauracea inibiu a cepa de P. faciparum.
Estudos envolvendo tais espécies sao raras, e na literatura sendo encontrado um
Unico estudo de atividades antimicrobianos da espécie de A. panuresis
KLAUSMEYER et al, (2004) isolaram o alcal6ide 6,8-dideca- (12)-enil-5,7-dimetil-2,3-
diidro-1H-indolizinium a partir da espécie A. panurensis. Tal alcaldide foi testado frente
as bactérias Enterococcus faecalis e S. aureus e fungos C. albicans, C. neoformans.
No entanto, foi observada uma inibigdo potente (CIM equivalente a 0,25 pg/mL)
somente contra Candida albicans. Frente a bactéria S. aureus, a inibicdo nao foi
considerada eficaz, ao contrario do presente trabalho em que o resultado foi
considerado um 6étimo resultado. Os resultados demonstraram que 0s extratos,
fracOes e isolado obtidos de componentes dos géneros Aniba, Licaria e Ocotea, da
familia da Lauracea tem especificidade contra bactérias Gram positivas,
provavelmente com efeito sobre a parede celular (TORTORA, 2012; MURRAY et al,
2014). Mas apesar do excelente achado para essas espécies de plantas, ainda sao
raros os estudos, visando avaliar a atividade antibacteriana, antifingica e antimalarica
dos extratos, fracdes e isolados pertencentes a essas espécies, e dentre os diversos
relatos, todos estédo relacionados ao género Ocotea. Assim, este foi o primeiro estudo
em que foi realizada ampla avaliagdo da atividade antibacteriana e antimalarica de
extratos, fracdes e composto isolado para espécies pertencentes aos géneros Aniba,
Licaria e Ocotea. Em resumo, nossa prospeccdo indicou potenciais agentes
bactericidas e bacteriostaticos que poderdo ser testados para avaliar a eficacia e
viabilidade econbmica, visando a descoberta de novos farmacos para combater
infec¢cdes causadas por micro-organismos multirresistentes (MUELLER et al, 2009;
CEREDA et al, 2011; MITA & TANABE, 2012; BIAMONTE et al, 2013; VINCENT et al,
2013; PACKARD, 2014; REN et a, 2014; WORLD, 2014a; JENSEN et al, 2015; GUO
et al, 2015; SAID, et al, 2015).
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7. CONCLUSOES

A metodologia utilizada nesse estudo, que teve como ponto de partida uma
triagem de extratos, fracbes e isolado de espécies em potencial, frente a micro-
organismo mais comumente associada a doencas em humanas, foi eficiente para se

alcancar os objetivos propostos. Dessa forma obteve-se:

v' Os resultados encontrados na triagem Antibacteriana dos 96 extratos, 37
fracbes e um isolado composto, proveniente das vinte e cinco espécies estuda,

obteve-se resultados mais promissoras:

Todos os extratos de Caryocar villosum mostraram atividade contra as bactérias
Gram-positivas B. liquiniformes, B. subtilis, S. agalactiae, S. pyogenis e Gram-

negativas Y. enterocolitica, S. arizonae, S. choleraesuis, S. typhi e S. Flexneri.

Outras amostras que demostram excelente atividades foram os extratos e fracdes
e isolado composto de A. panurensis frente as bactérias Gram-positivas B. subtilis, S.

aureus, S. aureus resistente a meticilina, S. simulans e S. agalactiae.

v' As fracdes em diclorometano dos galhos de A. ferrea, O. leucoxylon frente S.
aureus e S. simulans e a fracdo em acetato de etila dos galhos de A. parviflora

frente S. simulans.

v As fracdes em DCM dos galhos de A. ferrea e O. leucoxylon frente S. aureus e S.
simulans e a fracdo em acetato de etila dos galhos de A. parviflora frente S

simulans.

v'Na triagem da atividade antifungica dos 96 extratos, os melhores resultados
obtidos, foram para o extrato etanolico das sementes de |. edulis e o0 extrato etandlico
das cascas e o0 extrato hidroalcodlico das sementes de G. madruno e extrato etandlico

dos galhos de O. leucoxylon.

v" Natriagem contra P. falciparum os melhores resultados foram demostrados nos

extratos de T. grandiflorum, E. precatoria, G. madruno e P. insignis.
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v" No teste de curva de morte, todas as fracdes de A. panurensis, A. ferrea e O.
leucoxylum apresentaram atividades bacteriostaticas frentes S. aureus, S. simulans e
MRSA. Essas mesmas fracdes foram submetidas ao teste de dosagem para verificar
a eficacia das fragBes. Obteve-se bons resultados com as fracdes + a partir das 18

horas, levando a diminuicdo ou manutencéo do inoculo bacteriano aplicado.

v" No teste de citotoxicidade, os melhores resultados foram obtidos com todos os
extratos bioativos de T. grandiflorum, I. edulis, G. madruno, P. insignis, E. precatoria
e E. oleracea, pois nem um dos extratos apresentou toxicidade a célula MRC5.
Também foram demostrados excelente viabilidades para os extratos de galhos e
folhas de A. panurensis, L. martiniana e L. cannella. Das fracdes avaliadas obteve-se
melhores inibicdes para as fragOes das folhas de A. panurensis e as fragoes de folhas
e galhos de A. ferrea. Também foram demostrados excelente viabilidade do isolado
de A. panurensis. Dos extratos que ndo apresentaram citotoxicidade de P. Klugii foram

folhas e galhos finos e galhos grossos.

Os dados aqui relatados € de suma importancia, levando em conta a
importancia meédica dos micro-organismos, pois fornecem evidéncias de que o0s
extratos, fracdes e isolado possam ser considerados futuros agentes antimicrobianos
ou ajudem na acéo bactericida de B. Liquiniformes, B. subtilis, S. aureus, MRSA, S.
simulans, S. agalactiae, S. pyogenis, Y. enterocolitica, S. arizonae, S. choleraesuis,
S. typhi e S. flexneri e contra C. albicans e P. falciparum, pois muitos extratos
apresentaram inibicdes em concentracfes minimas frente aos micro-organismos
considerados multirresistentes e tais inibicbes poderiam ser eficazes em cepas

sensiveis.
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