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RESUMO

As infeccbes causadas por microrganismos sdo um sério problema de saude
publica, principalmente devido emergéncia de bactérias e fungos multiresistentes.
Portanto, permanece a necessidade da busca de novas alternativas de tratamento,
objetivo de varios grupos de pesquisa no mundo. A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) reconhece o valor e incentiva o aproveitamento do conhecimento tradicional.
O Brasil possui um grande acervo vegetal, e muitas plantas sédo consideradas
medicinais. No entanto, apesar de varias delas serem utilizadas popularmente ainda
nao foram validadas cientificamente. A regidao Nordeste abriga uma vasta flora nativa
com muitas espécies com propriedades terapéuticas, porém a maior parte ainda
sem comprovacao cientifica. Como exemplo, citam-se representantes das familias
Polygonaceae e Rubiaceae, sendo esta ultima a quarta familia de maior diversidade
entre as angiospermas. Na flora Alagoana encontram espécies destas duas familias,
como a Coccoloba mollis Casaretto (1844) (Polygonaceae), Triplaris americana
Linnaeus (Polygonaceae) e Coutarea hexandra Schum. (Rubiaceae), cujos géneros
possuem espécies com registros sobre seu uso etnomedicinal. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos brutos e fracdes obtidas
destas espécies vegetais. Os testes foram conduzidos em placas de Petri pelo
método de difusdo em disco para avaliar o potencial antimicrobiano das amostras
testadas, pela formacdo de halo de inibicdo frente a cultivos de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Candida albicans
(ATCC 10231). A concentracgéo inibitdria minima (CIM) foi determinada pela técnica
de microdiluicdo em caldo BHI (infusdo de cérebro e coracdo). As espécies vegetais
foram também testadas para avaliacdo preliminar de sua toxicidade aguda, frente a
larvas de Artemia salina. Das 69 amostras testadas, 17 delas apresentaram
atividade contra S. aureus, a fracdo em metanol proveniente de extrato em
diclorometano da raiz de C. hexandra foi considerada a mais promissora por ter
apresentado maior percentual de inibicdo do crescimento bacteriano. Submetidas a
determinacdo da CIM todas foram ativas com valores entre 125 e 500 pg/mL.
Nenhuma das espécies vegetais apresentou atividade contra P. aeruginosa, ou
contra C. albicans. Com relagdo a toxicidade frente A. salina, das 69 amostras
submetidas ao teste preliminar 32 foram atdxicas. As demais foram submetidas ao
teste quantitativo sendo 10 atoxicas. Entre as amostras que apresentaram toxicidade
os valores de ClLsp variaram de 2,68 a 953,9 ug/mL. As trés espécies vegetais
apresentaram atividade antibacteriana frente S. aureus, com relacdo a toxicidade
frente A. salina, das 27 amostras toxicas, 17 sdo das espécies da familia
Polygonaceae, e as demais da espécie C. hexandra foram toxicas.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana. Polygonaceae. Rubiaceae.Toxicidade
frente Artemia salina.



ABSTRACT

Infections caused by microorganisms are a serious public health problem, mainly due
to the emergence of multi drug resistant bacteria and fungi. Thus, the search for new
alternative therapeutic approaches remains, being the goal of several research
groups worldwide. The World Health Organization (WHO) recognizes the value and
encourages the use of traditional medicine knowledge. Brazil has a large number of
plant species and many of them are considered medicinal. However, despite quite a
lot of them are popularly used they were not scientifically validated yet. The
Northeast region hosts an extensive native flora with many species showing
therapeutic properties, but most of them scientifically unproven. As an example, there
were representatives of the families Rubiaceae and Polygonaceae, the latter being
the fourth largest family between angiosperms. Amongst Alagoas flora there are
species of these two families, such as Coccoloba mollis Casaretto (1844)
(Polygonaceae), Triplaris americana Linnaeus (Polygonaceae) and Coutarea
hexandra Schum. (Rubiaceae), which genera have species cited by its
ethnomedicinal uses. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity
of crude extracts and fraction obtained from these plant species. Tests were carried
out in Petri dishes by the disk diffusion method to evaluate relative effectiveness of
tested samples as antimicrobial agents, by measuring zones of inhibition on culture
of Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
e Candida albicans (ATCC 10231). The minimal inhibitory concentration (MIC) was
determined by microdilution in BHI broth (Brain Heart Infusion). Plant species were
also tested against Artemia salina larvae for preliminary evaluation of its acute
toxicity. Of the 69 samples tested, 17 were effective against S. aureus. The methanol
fraction from the dichloromethane extract of the roots of C. hexandra was considered
the most promising because it presented the highest percentage bacterial growth
inhibition. Of the samples subjected to MIC determination all were active with values
ranging from 125 to 500 pg/mL. None of the tested species were active against P.
aeruginosa or C. albicans. Regarding the toxicity on A. salina, in preliminary tests 32
of the 69 tested samples were non-toxic. The others were submitted to quantitative
test 10 of them exhibited non-toxic effects. Among the samples that showed toxicity
LC50 values ranged from 2.68 to 953.9 pg/mL. The three plant species showed
antibacterial activity against S. aureus. For toxicity against A. salina, the 27 toxic
samples, 17 are species of the family Polygonaceae, and the rest of the species C.
hexandra were toxic

Key words: Antimicrobial activity. Polygonaceae. Rubiaceae. Toxicity against Artemia
salina.
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1 INTRODUCAO

Medicina popular € um termo amplo utilizado quando se quer referir ao saber
tradicional com base no conhecimento empirico, que passa de individuo para
individuo por meios predominantemente orais (RODRIGUES, 2001). Abrange
terapias com medicacdo a base de ervas, partes de animais ou minerais, e terapias
sem medicacdo, CoOmo a acupuntura, as terapias manuais e as terapias espirituais
(WHO, 2002). Em paises nos quais os medicamentos alopaticos sdo dominantes, é
comum referir-se a medicina tradicional como complementar, alternativa ou né&o-
convencional (ALVES;SILVA, 2003).

A fitoterapia, ou seja, o uso de ervas medicinais in natura ou na forma de
preparacdes farmacéuticas, € parte importante das muitas abordagens da medicina
popular. As antigas civilizagdes, antes mesmo da invencgéo da escrita, utilizavam as
plantas como fonte de alimentos, vestuario e habitacdo, assim como para tratamento
e cura de suas enfermidades (LIMA et al., 2001; TOMAZZONI et al., 2006). Acredita-
se, inclusive, que o primeiro terapeuta teria sido um agricultor ou pajé, fazendo uso
tradicional ou ritual de chas, linimentos, inalacées e fumigacfes para o alivio dos
males de seus semelhantes (VALE, 2002).

O Brasil possui uma ampla diversidade genética vegetal, considerada das
maiores do mundo. Apesar disto, menos de 10% das espécies foram avaliadas
guanto a sua atividade biolégica, e menos de 5% das espécies foram submetidas a
estudos fitoquimicos (LUNA et al., 2005). O Nordeste do Brasil possui uma variada
flora nativa, com muitas espécies com propriedades terapéuticas de uso rotineiro, o
que tem contribuido para sua conservacdo. Porém é necesséaria a aplicacdo de
métodos controlados cientificamente na investigacdo do potencial fitoterapico para
sua validagao e aproveitamento racional (SANTOS et al., 2006).

As infeccOes sdo um sério problema de saude publica, particularmente porque
muitas delas s&o causadas, por cepas de microrganismos resistentes ao arsenal
terapéutico disponivel (KUETE et al., 2009). No ambiente hospitalar, local em que os
antibioticos sédo utilizados por cerca de 30% dos pacientes internados, ha ainda uma
grande necessidade de farmacos com acdo antimicrobiana, pela facilidade com a
gual os microrganismos estao apresentando multirresisténcia (CHAMBERS; SANDE,
1996). A evolucdo dos antibidticos tem reduzido a incidéncia de doencas

infecciosas, porém devido ao poder de mutacdo ou conjugacdo de certos
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microrganismos surge a resisténcia a antibioticos anteriormente eficazes
(YASUNAKA et al., 2005). De acordo com a terminologia estabelecida, incluem na
categoria de resistentes, os isolados bacterianos com crescimento in vitro em
presenca de concentracdes plasmaticas de antimicrobianos, correspondentes
aguelas obtidas com a dose terapéutica do medicamento (Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI, 2009).

O acelerado processo de metabolismo e de reproducdo das bactérias
associado ao mecanismo de troca de material genético podem permitir que, ao longo
do tempo, microrganismos sejam capazes de desenvolver formas de resisténcia
intrinsecas a estrutura fisica celular, relacionadas a muta¢gbes, bem como a
transferéncia para outras bactérias de genes de resisténcia aos antimicrobianos
(OLIVEIRA; SILVA, 2008). Existem quatro mecanismos basicos que conferem
resisténcia bacteriana aos antibiéticos, quais sejam: a) degradacdo enzimatica do
medicamento; b) alteracdo do sitio de acdo; c) diminuicdo da concentracdo
intracelular do antimicrobiano (diminuicdo da permeabilidade — perda de porinas,
alteracdo de sistemas de transporte na célula, afluxo ativo — eliminacdo do
medicamento por bombas dependentes de energia); d) vias metabdlicas alternativas
(PINHATI et al., 2010).

Neste inicio de século, a industria farmacéutica tem focado sua atencdo nas
terapias a base de produtos naturais, como por exemplo, espécies vegetais
relatadas pela medicina tradicional, com altos investimentos financeiros, em
decorréncia do aumento da multirresisténcia microbiana (SALAMA; MARRAIKI,
2010).

As plantas tém sido usadas ao longo da histéria, no tratamento de
enfermidades que acometem o ser humano, dentre elas as doencas infecciosas. No
entanto, ainda é modesto o volume de pesquisas cientificas que comprovem tais
propriedades. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconhece este valor
terapéutico e incentiva o aproveitamento do conhecimento tradicional. Para a
utilizacdo de uma espécie vegetal com finalidade terapéutica, € fundamental o
estabelecimento de seguranca, eficacia e garantia de qualidade nas preparacfes
(RATES, 2001; WHO, 2002; LAPA et al., 2003).

A biodiversidade vegetal brasileira ainda é pouco conhecida e carente de
comprovacdo cientifica com relagdo as suas propriedades medicinais. Atrelado a

isso, persiste a necessidade de novas alternativas para o tratamento de
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microrganismos resistentes, o que torna imperativo avaliar o potencial farmacologico
de espécies vegetais nativas, para fins de validacdo do conhecimento popular.

Calcula-se que existam cerca de 650 espécies e 407 géneros, distribuidos em
111 familias, de uso etnomedicinal no nordeste do Brasil. Das 650 espécies 126 séo
consideradas toxicas (AGRA et al., 2008). Entre as ja avaliadas quanto a atividade
antibimicrobiana estdo Copaifera spp. (Fabaceae), Carpotroche brasiliensis Endl.
(Flacourtiaceae), Rumex crispus, Polygonum persicaria, Rumex hastatus,
Polygonum plebejum (Polygonaceae) e as espécies vegetais Gonzalagunia rosea
Standl e Mitragyna Speciosa pertencentes a familia Rubiaceae (LIMA et al., 2006;
NINO et al., 2006; BORCHARDT et al., 2008; PARTHASARATHY et al., 2009;
HUSSAIN et al., 2010a).

Espécies vegetais das familias Polygonaceae e Rubiaceae estdo presentes
na flora alagoana. A primeira inclui mais de 800 espécies distribuidas pelas regifes
tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. No Brasil, cerca de sete géneros
apresentam ocorréncia espontanea, sendo Coccoloba o que apresenta maior
namero de espécies (MELO, 2000). A familia Rubiaceae é composta por cerca de
640 géneros e aproximadamente 10.700 espécies sendo incluida como a quarta
familia de maior diversidade das angiospermas (PEREIRA; BARBOSA, 2004).

Se de um lado a resisténcia aos antimicrobianos usados para tratamento de
infeccdes, tem sido um problema de salude publica, do outro a imensa variedade de
espécies vegetais estimula a execucdo de estudos que possam contribuir para o
conhecimento do potencial antimicrobiano de plantas alagoanas. Nesta perspectiva,
0 presente trabalho consistiu no estudo da avaliacdo da atividade antimicrobiana e
de toxicidade in vitro de diferentes partes vegetais de duas espécies da familia
Polygonaceae [Coccoloba molis Cassereto (1844) e Triplaris americana L.] e uma da

familia Rubiaceae [Couterea hexandra (Jacg.) K. Schum].
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial antimicrobiano de espécies vegetais da flora Alagoana.
2.2 Objetivos especificos
1. Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extratos, fracées e sub-fracfes das
espécies vegetais C. mollis, T. americana (Polygonaceae) e C. hexandra

(Rubiaceae);

2. Determinar a concentracao inibitéria minima das amostras ativas;

3. Avaliar a toxicidade de extratos, fracbes e sub-fracdes utilizando o bioensaio

com Artemia salina Leach.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Plantas Medicinais

Desde o inicio dos tempos o homem utiliza plantas com finalidade terapéutica,
com base na observacdo de suas propriedades toxicas ou curativas. Esta conduta
levou, por exemplo, religiosas a utilizarem o cafeeiro selvagem (Coffea arabica L.)
(Figura 1, p. 20) em suas atividades de vigilia, uma vez que esta planta produzia
efeito excitante nos herbivoros que dela se alimentavam (TOMAZZONI et al., 2006).

No Egito, os papiros demonstram que por volta de 2.000 a.C. os médicos
utilizavam as plantas como remédio e as doencas ja ndo eram mais consideradas
como a presenca de espiritos malignos. Cerca de 1.500 a.C. o papiro de Ebers,
menciona cerca de 700 diferentes substancias incluindo, extratos de plantas, metais
e venenos de origem animal de varias procedéncias (ALMEIDA, 1993; TOMAZZONI
et al., 2006).

Figura 1 - Coffea arabica L.

Fonte: URL: http://www.arara.fr/BBCAFE.html. Acesso em: 04/10/2010.

Os vegetais usados na forma de chas, emplastos, sucos, dentre outras
formas caseiras de apresentacao constituiram as principais alternativas terapéuticas,
para o tratamento das doencas até a metade do século XX. A partir desta época, as
plantas comecaram a ser estudadas, com a finalidade de utlizagdo das suas
substancias ativas isoladas, culminando com o surgimento de farmacos como

atropina (1) extraida da Atropa beladona L. (Solanaceae), morfina (2) da Papaver


http://www.arara.fr/BBCAFE.html

21

somniferum L. (Papaveraceae), quinina (3) da Cinchona spp. (Rubiaceae),
artemisinina (4), da Artemisia annua L. (Asteraceae).

Na década de 80 pesquisas cientificas identificaram 121 compostos oriundos
de metabdlitos secundarios de origem vegetal, provenientes de 95 espécies de
plantas (ALVES, 2001; TOMAZZONI et al., 2006).
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A fitoterapia consiste no uso de plantas em seu estado natural ou na forma de
medicamentos para o tratamento de uma determinada patologia. Com o advento da
alopatia estes medicamentos foram deixados em segundo plano, porém os efeitos
colaterais ou até mesmo seu alto custo trouxeram de volta o interesse pela
fitoterapia. E importante ressaltar que apesar de apresentarem baixo custo e baixa
toxicidade, quando utilizadas de modo incorreto as plantas medicinais podem causar
intoxicacdo. No Brasil, pesquisas realizadas em gestantes da década de 80
demonstraram que 84,6% ja haviam utilizado a fitoterapia como tratamento
alternativo, até mesmo como abortivo (ALVES; SILVA, 2003).

A chamada medicina tradicional € utilizada em todas as partes do mundo,
principalmente em regibes menos desenvolvidas onde os servicos de saude
modernos sao limitados e os fitoterapicos sdo, muitas vezes, a Unica forma de

tratamento. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a razdo pela qual em
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paises desenvolvidos a populacdo recorre ao uso de medicamentos de origem
natural para o tratamento de enfermidades, sdo histéricas ou culturais da regido,
mesmo havendo disponibilidade de recursos da medicina moderna. No entanto, nos
paises em desenvolvimento cerca de 80% da populacdo dispdem exclusivamente
das plantas medicinais no tratamento basico de saude, como por exemplo, em
paises da Africa e da América Latina (WHO, 1999; AGRA et al., 2008).

No ano de 2006 foi aprovada, na forma de decreto n°® 5.813 pela Presidéncia
da Republica, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e complementares no SUS,
que garante a populacdo Brasileira 0 acesso e uso de plantas medicinais pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2006). No Brasil o registro, seguranca,
eficacia e qualidade dos fitoterapicos sdo realizadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Caso seja comprovada a seguranca do produto ele é
liberado para comercializacdo (CARVALHO et al., 2008).

O Brasil € detentor da maior variedade de espécies vegetais do mundo,
porém menos de 10% delas foram avaliadas com relacdo aos seus aspectos
bioldgicos e somente cerca de 5% foi submetida a estudos fitoquimicos detalhados
(LUNA et al., 2005). A flora brasileira possui cerca 55 mil espécies vegetais, que
corresponde a aproximadamente 22% das espécies conhecidas no mundo. O
potencial biologico da flora brasileira ja havia sido observado pelos portugueses na
ocasido do descobrimento do Brasil (CARVALHO, 2009).

Das 650 espécies de uso etnomedicinal, cerca de 20% (126) sé&o
consideradas como exoticas e cultivadas em jardins, locais publicos entre outros,
com fins ornamentais (AGRA et al., 2008).

O estado de Alagoas abriga dois dos sete biomas encontrados no Brasil: a
caatinga e a mata atlantica (Figura 2, p. 23). A caatinga € um bioma exclusivamente
brasileiro, com espécies vegetais que apresentam caracteristicas adaptadas as
condicdes adversas de clima quente e irregularidade pluvial (TROVAO et al., 2004).

A mata atlantica é um dos biomas mundiais mais representativos da
biodiversidade do planeta, com mudultiplos habitats onde ocorrem espécies vegetais
endémicas, normalmente ameacadas de extingdo (OLIVEIRA et al., 2004).

No presente estudo foram utilizadas espécies vegetais da Mata Atlantica
alagoana, das familias Polygonacea e Rubiaceae. As espécies vegetais foram
selecionadas por apresentarem, na literatura, diversas atividades biologicas que
serdo descritas a seguir (MANI; PARTHASARATHY, 2009).
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Figura 2 - Mapa da distribuicdo dos Biomas no Brasil. Destaque para os biomas

encontrados no Estado de Alagoas.
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Fonte: URL: http://biodiversidadecpe.blogspot.com/2010/08/mapa-dos-biomas-brasileiros_05.html.
Acesso em: 04/10/2010

3.2 Familia Polygonaceae

A familia Polygonaceae possui mais de 800 espécies incluidas em 40 géneros
distribuidos pelas regibes tropicais, subtropicais e temperadas. No Brasil cerca de
sete géneros apresentam ocorréncia espontanea, sendo Coccoloba o que apresenta
maior numero de espécies (MELO, 2000).

Séo plantas herbaceas ou lenhosas, facilmente reconhecidas pelos seus
caules articulados, com nés e internés bem marcados, folhas simples e alternas com
Ocreas. Os caules articulados frequentemente sdo ocos e abrigam formigas de
diferentes espécies. As inflorescéncias s&o formadas em cachos e perfumadas. A
familia apresenta frutos vistosos e em geral coloridos (MELO; FRANCA, 2007).

As plantas pertencentes a esta familia geralmente séo utilizadas em
ornamentacado. Algumas espécies dos géneros Coccoloba e Triplaris apresentam
formigas em associagdo ao seu caule, porém esta relagdo ecolégica ainda ndo se
encontra bem definida (MELO; FRANCA, 2007).

Existem relatos do uso popular de espécies da familia Polygonaceae como

antiinflamatdrios, anti-hemorroidais, antidermatogénicos, e em casos de feridas de
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pele e diarréia com sangue (OLIVEIRA et al., 1991; GUPTA, 1995; ONG;
NORZALINA, 1999; HAMEED et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2008b).

Nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil a espécie Polygonum
punctatum (erva-de-bicho) (Figura 3, p. 24) é utilizada na fabricacdo de pomadas
contra Ulceras varicosas. No entanto, nem todas as espécies sdo aproveitadas na

medicina popular, pois apresentam potencial de toxicidade (MELO; FRANCA, 2007).

Figura 3 - Polygonum punctatum. Popularmente utilizada no tratamento de Ulceras
varicosas.

Fonte: URL: http://www.earth-cards.com/smartweed.htm. Acesso em: 05/10/2010.

3.2.1 Género Coccoloba P. Browne

Segundo a taxonomia descrita por Jaretzki (1925), o género Coccoloba
encontra-se incluido na subfamilia Polygonoideae, tribo Coccolobeae e tem como
caracteristicas folhas alternas com 6creas e frutos carnosos. Sao lenhosas, arbéreo-
arbustiva e com caules articulados.

O género Coccoloba possui aproximadamente 400 espécies espalhadas
principalmente pela regido Neotropical. No Brasil existem 44 espécies (MELO,
2000). O género tem grande interesse floristico por ocorrer em diferentes formacdes
vegetais, e algumas espécies sdo indicadas como marcadores fitogeograficos
(MELO, 2004). Na composi¢cdo quimica deste género sdo encontrados &cidos
carboxilicos, ésteres, aldeidos, antraguinonas, benzendides, terpenos, fitoesteroides
e flavonoides (DAN; DAN, 1986; SHAW et al., 1992; LI et al., 1999; BUCKLEY,
2001).

Dentre as atividades biolégicas de algumas espécies do género podem-se

citar atividade antibacteriana, antifangica, antimutagénica, antimalarica,
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hipoglicémica, moluscicida e como inibidor da topoisomerase 1l (COTA et al., 2003;
LI et al. 1999; ANTOUN et al., 1993; PEREZ et al. 2001; LUCAS et al. 1951; WALL
et al. 1988; SOUSA; ROUQUAYROL, 1974).

3.2.2 Espécie C. mollis Casaretto (1844)

A espécie C. mollis (Figura 4, p. 26), conhecida popularmente como “folha-de-
bolo” ou “falso-novateiro”, apresenta ampla distribuicdo na Costa Rica, Panama,
Colébmbia, Venezuela, Suriname, Guiana Francesa, Equador, Bolivia e Brasil. No
Brasil a espécie se encontra presente nos estados do Amapa, Amazonas, Para,
Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Mato Grosso, Acre,
Rondbnia, Bahia, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro (MELO, 2004).

A planta possui 4 a 12 metros, de altura, copa reduzida e irregular, tronco
tortuoso, revestido por uma casca fina. Quando sofre processos de queimada ha
rebrotamento na base dando origem a varios caules. Cresce de preferéncia em
terrenos arenosos bem drenados, pode florescer por quase todo ano, porém, nos
meses de setembro a dezembro a floracdo € mais evidente. Possui madeira de
baixa qualidade e muito susceptivel a decomposicdo. No caule pode-se evidenciar a
presenca de formigas. As flores sdo pequenas e bem perfumadas e o fruto quando
maduro apresenta uma coloracdo arroxeada. Suas folhas servem de alimento para
bovinos (LORENZI, 1998a).

Com relacdo aos aspectos quimicos dessa espécie ha ocorréncia de
hidrocarbonetos e triterpenos nas folhas, e antraquinonas nas raizes (FERREIRA et
al., 2006; BARROS et al., 2007). Oliveira e colaboradores (2008c) evidenciaram a
presenca de um triterpeno pentaciclico, diterpenos, fitoesterdis e benzendides nas
folhas e caule.

Tem sido relatado que esta espécie € popularmente utilizada em casos de
perda da memdria, e por isto em alguns lugares do Brasil € conhecida como “erva da
memoria”, além de ser utilizada em casos de estresse, insdnia, anemia e impoténcia
sexual (TSUBOY et al., 2010).
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Figura 4 - Folha de Coccoloba mollis.

Fonte: URL:http://tudolevaapericia.blogspot.com/2009/11/maior-folha-do-mundo-cocoloba.html.
Acesso em: 07/10/2010.

3.2.3 Género Triplaris Loefl

As espécies deste género podem alcangar de 2-20 metros, as folhas podem
ser lanceoladas, glabras ou pubescentes, as flores sdo estaminadas, e pode
apresentar fruto pseudosamara, perianto frutifero e membranaceo (MELO, 2000).

Pertencente a subfamilia Polygonoideae e a tribo Triplareae, o género
Triplaris engloba cerca de 20 espécies espalhadas nas Américas Central e Latina
(HUSSEIN et al.,, 2005). As espécies deste género possuem uma relagédo
mutualistica com formigas arruivadas do grupo Pseudomyrmex. As formigas ocupam
0 ramo oco e tronco das arvores, e a planta recebe em troca prote¢cdo contra
predadores uma vez que estes insetos possuem comportamento agressivo e a
picada é muito dolorosa (WARD, 1999).

O género possui importancia madeireira, em especial Triplaris pachau Mart.,
pois possui alto teor de celulose e lignina caracterizando uma madeira de boa
qualidade, economicamente viavel para geracdo de energia. Ja T. brasiliana Cham.
é utilizada na producdo de caixotaria e em embalagens leves, além de ser uma
arvore ornamental (SILVA-BRAMBILLA; MOSCHETA, 2001).

Os registros sobre o uso etnomedicinal de espécies do género Triplaris sdo
oriundos apenas da Bolivia e do Peru. As folhas e a casca séo utilizadas para fins
alucinégenos, como excitante energético, contra diarréia, disenterias, dores de

estbmago, enterite, febre, feridas, inflamacdes na garganta, lesbes na pele
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provocadas por leishmaniose, sarampo, tosse e verminoses (CORREA, 1984; LUNA,
1984; DUKE; VASQUEZ, 1994; DESMACHELIER et al.,1996).

O conhecimento dos constituintes quimicos do género ainda € pequeno,
sendo relatada a presenca de flavonoides glicosilados em T. cumingiana (HUSSEIN
et al., 2005). Oliveira e colaboradores (2008d) verificaram a presenca de flavonoides

glicosilados e acido géalico em T. americana.

3.2.4 Espécie Triplaris americana Linnaeus

A espécie Triplaris americana L. (Figura 5A, p. 28) € popularmente conhecida
como pau-formiga, pau-de-novato, novateiro-do-mato-grosso, formigueiro, novateiro
e pau-de-formiga. Botanicamente tem como sinonimia T. noli-tangere Wedd e T.
formicosa S. Moore (LORENZI, 1998b).

E uma espécie arbérea que pode atingir até 20 metros de altura e seu tronco
pode variar de 30 a 40 centimetros de diametro. A sua madeira € utilizada em
tabuado em geral e na confeccao de caixotaria. A arvore € ornamental, tanto pela
beleza de sua copa como pela sua floragéo (Figura 5B, p. 28). Tem preferéncia por
solos Umidos e até mesmo alagados Ocorre em matas da floresta latifoliada
semidecidua (LORENZI, 1998b).

Possui atividade antioxidante, e antimalarica in vitro frente ao Plasmodium
falciparum e P. vinkei petteri (MUNOZ et al., 2000). Na Bolivia existem relatos do uso
etnomedicinal das folhas e cascas de T. americana no tratamento de infec¢bes da
garganta (VARGAS; QUINTANA, 1995 apud MUNOZ et al., 2000). Deharo e
colaboradores (2004) comprovaram a inibicdo da agregacgéao plaquetéria da casca do
caule de T. americana corroborando com o uso etnomedicinal desta em casos de

metrorragia.
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Figura 5 - Triplaris americana. A) Arvore com copa florada; B) Flores.

Fonte: URL: http://www.tropicsphere.com/main/forums/viewtopic.php?f=2&t=8801. Acesso em:
11/10/2010.

3.3 Familia Rubiaceae

Inclui representantes de diferentes hdabitos tais como arvores, arbustos
subarbustos e ervas. Possui distribuicdo tropical principalmente na América do Sul.
No Brasil a mata atlantica possui maior nimero de espécies. A familia Rubiaceae é
composta de aproximadamente 637 géneros e 10.700 espécies sendo incluida como
a quarta familia de maior diversidade das angiospermas (PEREIRA; BARBOSA,
2004).

Muitos géneros sao endémicos da regido neotropical com cerca de 4.555
espécies (ANDERSSON, 1992). O maior género da familia é Psychotria L.
representado pelo mundo todo por aproximadamente 1.650 espécies (HAMILTON,
1989). Estima-se que no Brasil existam 96 géneros (BARROSO et al.,, 1986) e a
regido Nordeste pode ter 277 espécies distribuidas em 66 géneros (BARBOSA et al.,
1996).

A familia Rubiaceae possui grande numero de espécies com importancia
econbmica, ornamental, medicinal e alimenticia (MENDONZA et al., 2004), incluindo:
Coffea arabica L., fonte da cafeina (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002), Cinchona
calisaya Wedd. e C. succirubra Pav. ex Klotzsch usadas no tratamento da malaria,
Cephaelis ipecacuanha (Brot.) Rich. como emética (PORTO et al., 1997), Uncaria
tomentosa D.C. util no tratamento de cancer, alergias, artrites e infecgdes por virus

(WURM et al., 1998), Mitragyna ciliata Aubrév & Pellegr., para doencas pulmonares,
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disenteria, reumatismo e gonorréia, além de atividade antiinflamatoéria e analgésica
(DONGMO et al., 2006).

Alguns géneros possuem relacdo com a fauna, sendo os frutos de
representantes da tribo Gardenieae consumidos por muitos mamiferos e passaros. A
variedade nos tamanhos, formas e cores das flores s&o atrativos para polinizadores
como abelhas, beija-flores, borboletas por suas caracteristicas nectariferas e
odoriferas (GOMES, 1996).

Os compostos presentes na familia sdo alcaldides (PHUONG et al., 1999),
antraquinonas (LING et al., 2002), cumarinas (KOHLER, et al., 2001), saponinas
(SAHPAZ et al., 2000), e lignanas (CARBONEZI et al., 1999).

3.3.1 Género Coutarea Aublet

O género conta com seis espécies espalhadas na América Latina do México
até a Argentina. A C. latiflora e a C. hexandra séo as Unicas espécies do género com
menc¢des na medicina popular. S&o utilizadas como abortivas (RAO et al., 1988),
antimalaricas (BRANDAO et al., 1992), antidiabéticas (ALMEIDA et al., 1991), contra
febre tiféide, antidiarréicas, contra dermatites, nefrites e como ténicos (PEREZ et al.,
1984), antiinflamatérias (REHER et al., 1983; ALMEIDA et al., 1991), antidiuréticas
(LOZYA, 1977), contra problemas de vesicula (WINKELMAN, 1986; BYE, 1986),
hepatite (WINKELMAN, 1986) e enfermidades gastrointestinais (BYE, 1986).

Com relacé&o aos estudos quimicos deste género foram descritos flavonodides
(REHER et al., 1983; IINUMA et al.,, 1987; DELLE MONACHE et al., 1989), e 4-
fenilcumarinas (AQUINO et al., 1988; D’AGOSTINO et al., 1989; 1990; DELLE
MONACHE et al., 1983; 1984; 1990).

3.3.2 Espécie C. hexandra (Jacq.) K. Schum

C. hexandra (Figura 6A, p. 30) tem distribuicdo neotropical sendo encontrada
no México, América Central e do Sul (ANDERSSON, 1992). No Brasil € amplamente
distribuida, nos estados do Rio de Janeiro, Amazonas, Minas Gerais, Parana, Séao
Paulo, Mato Grosso, entre outros (PEREIRA;BARBOSA, 2004). Barbosa e
colaboradores (1996) citaram a presenca desta espécie no Nordeste Brasileiro em
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varios ecossistemas desde o litoral ao semi-arido, e na Paraiba foi registrada numa
area remanescente de Mata Atlantica.

Esta espécie possui entre 3 a 5 metros de altura, com ramos lisos a
parcialmente estriados, folhas pecioladas, e inflorescéncias terminais. Floresce nos
meses de fevereiro, margo, abril, maio e novembro e frutifica nos meses de
fevereiro, maio e junho (PEREIRA;BARBOSA, 2004)

No Nordeste é conhecida como “quina-quina”, na regiao Sudeste € chamada
de “murta-do-mato”, “quina-quina-branca”, “quina-do-Para”, “quina-do-Piaui” e
“amora-do-mato” (PEREIRA, 2007).

Esta espécie encontra-se comercializada para ser usada no tratamento de
anemias, febres e inflamacfes, em formulacdes para lo¢des, xampus e chéas (Figura
6B, p. 30). No estado de Sergipe o cha da entrecasca de C. hexandra é utilizado

como diurético, abortivo, antinociceptivo e antiinflamatério (LUCENA et al., 2006).

Figura 6 - A) Flores de Coutarea hexandra; B) Produto proveniente de cascas de
Coutarea hexandra, comercializado para preparacdo em forma de cha.
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Fonte: URL: A) http://bosque-santa.blogspot.com/2008/09/coutarea-hexandra.html. B):
http://shopping.tray.com.br/oferta/quina-quina-murta-do-mato-coutarea-hexandra-100-
grm/id:257253.

3.4 Atividade antimicrobiana

Denominam-se antimicrobianos aqueles farmacos capazes de inibir o
crescimento e proliferacdo de bactérias e fungos. Este termo foi introduzido com a
descoberta da penicilina por Fleming no ano de 1928, sendo o primeiro antibiético
produzido em escala mundial (PEREIRA; PITA, 2005).

Os antimicrobianos contribuiram para a diminuicdo da morbidade e

mortalidade das doencas infecciosas de origem bacteriana. Com o surgimento da


http://bosque-santa.blogspot.com/2008/09/coutarea-hexandra.html
http://shopping.tray.com.br/oferta/quina-quina-murta-do-mato-coutarea-hexandra-100-grm/id:257253
http://shopping.tray.com.br/oferta/quina-quina-murta-do-mato-coutarea-hexandra-100-grm/id:257253

31

penicilina e das sulfonamidas houve aumento no isolamento e desenvolvimento de
farmacos para o tratamento e profilaxia de patologias de origem microbiana (SILVA,
2006).

O uso de plantas medicinais na terapia antimicrobiana tem sido observado
desde os tempos antes de Cristo quando os Babildnios usavam cataplasmas de alho
(Allium sativum L.) para o tratamento de feridas contaminadas. Isto acontece gracas
a atividade da alicina presente no alho, que lhe confere acdo antimicrobiana
(CAVALLITO; BAILEY, 1944). Saravanan e colaboradores (2010) estudaram a
atividade antimicrobiana do A. sativum e constataram o alto poder antimicrobiano
para varias bactérias.

Devido a resisténcia bacteriana aos antibidticos padrdes disponiveis no
mercado, surge a necessidade de pesquisas para obtencdo de novos produtos,
inclusive naturais, com propriedades antibioticas (OLIVEIRA et al., 2008d). A procura
de novos farmacos com acdo antimicrobiana tem levado os cientistas a investigar a
interacdo do microrganismo com o medicamento, visto que desde a década de 80 o
namero de antibidticos em desenvolvimento tem diminuido, enquanto a resisténcia
dos microrganismos tem crescido (FILE Jr, 2000). Estes estudos sdo conduzidos
com microrganismos epidemiologicamente importantes como o Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e fungos leveduriformes como
Candida albicans (OLIVEIRA et al., 2006).

Os microrganismos podem escapar da acdo dos antimicrobianos por varios
caminhos entre eles: alteracdo na estrutura molecular dos antimicrobianos, producao
de enzimas que inativam o principio ativo, alteracdo das proteinas ligadoras da
penicilina, alvos modificados da DNA-girase, mutacdes de permeabilidade e
modificacdes cromossémicas (FILE Jr., 2000)

Extratos, infusbes ou emplastros sao as formas de uso de plantas medicinais
mais comuns no Brasil para o tratamento de infec¢des, sem nenhuma comprovagao
cientifica. Estudos farmacoldgicos realizados com 6leos essenciais de 15 espécies
aromaticas do Nordeste brasileiro demonstraram atividade coerente com 0 UusO
destas plantas na medicina popular com efeitos na contracdo muscular, analgésico,
antiinflamatdrio, anticonvulsivante e antibacteriano (HOLETZ et al., 2002).

Pesquisas com a finalidade de encontrar novos agentes antimicrobianos entre
a flora nativa sdo de particular interesse principalmente em um pais que detém uma

grande biodiversidade a exemplo do Brasil (MENG et al., 2000). Existem diversas
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técnicas de triagem para avaliar se um extrato vegetal tem ou ndo atividade
antimicrobiana, porém poucos sdo os estudos que determinam qual o melhor
método a ser usado. Os dois métodos mais utilizados sdo o de difusdo em agar
através das técnicas do disco, po¢o ou template e diluicdo em caldo, conforme
recomendacdo do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2003).

O teste de difusdo em agar é um método no qual o microrganismo é
desafiado contra uma substancia biologicamente ativa num meio de cultura sélido. A
atividade é avaliada através da relacdo entre o tamanho da zona de inibicdo de
crescimento com a concentracdo da substancia testada (PINTO et al.,, 2003). A
aplicacdo da substancia em analise pode ser por meio de discos, cilindros de aco
inoxidavel ou vidro e perfuracdo do meio. Este método é utilizado para
microrganismos de crescimento rapido e para alguns de crescimento dificil. O
meétodo padronizado recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009) baseia-se no descrito por Bauer e colaboradores (1966).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana de extratos de origem vegetal é feita
através da determinacdo da menor quantidade de substancia capaz de inibir o
crescimento do microrganismo em estudo, denominada Concentragdo Inibitoria
Minina (CIM) (PINTO et al., 2003). Este valor pode ser determinado através do
método das diluicdes sucessivas realizadas tanto em caldo como em agar (ALVES
et al., 2008).

3.4.1 Microrganismos estudados

O Staphylococcus aureus (Figura 7, p. 33) é uma bactéria Gram-positiva da
familia. Staphylococcaceae, que apesar de fazer parte da microbiota normal do
corpo humano € um patdgeno de grande importancia visto que atua numa ampla
gama de infeccbes. As doengas causadas por este microrganismo podem ser
classificadas como superficiais, invasivas ou téxicas. E uma bactéria capaz de
causar infeccdo em feridas cirdrgicas, sendo mais grave em individuos com a
imunidade comprometida (TEIXEIRA et al.,2008).
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Figura 7 - Staphylococcus aureus. A- Corado pelo método de Gram; B- Micrografia
eletronica.

Fonte: A) URL: http://www.life.umd.edu/cbmg/faculty/asmith/smith2.html
B) URL.: http://www.textbookofbacteriology.net/staph.html)

As bactérias do género Staphylococcus podem ser divididas em coagulase
positivas e negativas, devido a capacidade de coagular plasma, considerado
importante marcador de patogenicidade. Das espécies coagulase positiva a principal
responsavel por infeccdes € o S. aureus. Ja as coagulase negativas, como por
exemplo, o Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus sp coagulase negativo,
também s&o causas de infeccdes especialmente no ambiente hospitalar em
pacientes imunocomprometidos (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

S. aureus é responsavel por infeccbes na pele e no tecido subcuténeo,
infecgbes poés-cirdrgicas, osteomielites, pneumonias, abcessos, endocardite e
bacteremia (LOWY, 1998). As infec¢cdes podem ser causadas por bactérias que
colonizam o proprio individuo, por amostras provenientes de outros pacientes ou de
portadores sadios. As infec¢cbes podem ser graves em recém-nascidos, pacientes
cirirgicos portadores de cancer, e diabéticos, sendo as cepas de S. aureus mais
resistentes aquelas provenientes de ambiente hospitalar (TEIXEIRA et al., 2008).

Segundo o Comité de Doencas Infecciosas e Imunizacdo da Sociedade de
Pediatria Canadense (CPS—-IDIC), sdo incomuns as transmissfes ambientais e por
vias aéreas, exceto em unidades de queimados e unidades de terapia intensiva,
onde podem ocorrer casos de pacientes tragueostomizados com pneumonia por S.
aureus (CPS-IDIC, 1999). O portador exerce papel importante na epidemiologia e
na patogénese da infeccdo, sendo a maioria das infecgbes por este microrganismo
endoégenas (CAVALCANTI et al., 2006).

Até a década de 1960 o S. aureus era sensivel & penicilina porém, por meio

de selec¢do, cepas resistentes a este antibiético tornaram-se um problema de saude
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publica uma vez que o referido antibiético ndo surtia efeito. A criacdo do beta-
lactamico sintético (meticilina) foi a solugdo encontrada. Porém, surgiram evidéncias
de que este microrganismo era também resistente a meticilina. Essas cepas foram
entdo denominadas S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), apresentando
igualmente resisténcia a todos os antibidticos beta-lactamicos (LOWY, 1998). A
vancomicina passou a ser utilizada em portadores de MRSA, porém em 1996 foi
registrada no Japdo uma resisténcia reduzida e, em 2002, surgiram 0sS primeiros
registros de resisténcia plena de S. aureus frente a vancomicina (MIMICA; MENDES,
2007).

Pseudomonas aeruginosa (Figura 8, p. 35) é um bacilo Gram-negativo nao
fermentador encontrado no solo, 4gua, vegetais, animais, alimentos e ambientes
hospitalares. E um dos principais agentes causadores de infeccdes em pacientes
imunocomprometidos, apesar de também provocar danos em pacientes
imunocompetentes. E considerado um dos mais importantes patogenos de infec¢io
hospitalar (LINCONPAN; TRABULSI, 2008). Este microrganismo foi isolado pela
primeira vez em 1882 e recebeu o nome de Bacillus pyocyaneus, devido ao
pigmento piocianina produzido por ele (FERRAREZE et al.,, 2007). Pertencente a
familia Pseudomonadaceae, € uma bactéria aerobia, porém pode crescer em meio
anaeroébico desde que haja nitrato com aceptor terminal de elétrons. Sao capazes de
produzir pigmentos solUveis em agua, que se difundem em meios de cultivo como a
piocianina (azul), pioverdina (verde), piomelanina (marrom), e piorrubina (vermelho)
(LINCONPAN; TRABULSI, 2008). Esses pigmentos s&o facilmente visiveis a olho nu
(Figura 8C, p. 35).

P. aeruginosa permanece como um dos microrganismos mais prevalentes
como causadores de infec¢do hospitalar. Gracas as suas caracteristicas naturais de
resisténcia ocupa lugar de destaque quando se trata de terapéutica (ARRUDA,
1998). Varios tipos de resisténcia foram identificados com relagdo a P. aeruginosa,
como hiper-expressdo de bombas de efluxo, produgéo de B-lactamases, perda ou
pouca expressdo das proteinas de membrana. Podem ser resistentes a diferentes
antimicrobianos como cefalosporina de terceira e quarta geracao e carbapenémicos,
por isto infec¢cdes causadas por cepas multirresistentes sdo um desafio na terapia
antimicrobiana (FUENTEFRIA et al., 2008).

Para transmissdo de P. aeruginosa ha necessidade de alteracdes das

barreiras cutaneas e mucosas como traumas, cirurgias, queimaduras, transplante, e
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imunodepressao fisiologica, terapéutica ou clinica (LINCONPAN; TRABULSI, 2008).
Esta bactéria esta frequentemente associada a infec¢cdo pulmonar em individuos
com fibrose cistica. E considerada a maior causa de morbidade e mortalidade para
este grupo de pacientes, permanecendo nas vias respiratérias e contribuindo para

casos de insuficiéncia pulmonar (STEHLING et al., 2008).

Figura 8 - Pseudomonas aeruginosa. A- Corada pelo método de Gram; B-
Micrografia eletrbnica; C- Placa de Petri contendo colonias de P.
aeruginosa, evidenciando a pigmentacdo produzida por esta bactéria

Fonte: A) URL: http://www.pseudomonasaeruginosa.net/wp-content/uploads/2010/08/Pseudomonas-
aeruginosal.jpg; B) URL:http://www.pseudomonas.com/p_aerug.jsp; (03] URL:
http://www.emlab.com/s/sampling/env-report-03-2007.html.

O fungo Candida albicans (Figura 9, p. 36), pertence a familia das
Saccharomycetaceae, é polimorfo, e pode ser oportunista ou patogénico (NOBRE et
al., 2002). Esta espécie pode causar infec¢des superficiais variando de doencas da
pele e mucosas aos tecidos profundos, sendo responsavel por 85% dos casos de
candidiase (VAL; ALMEIDA FILHO, 2001; CROCCO et al., 2004).

A candidiase expressa a variedade de relagbes que ocorrem entre o
hospedeiro e a microbiota autéctone, ou seja, do comensalismo a doenca. Estas
leveduras séo responsaveis pela colonizacéo, infecgcdes fungicas superficiais em
imunocompetentes e sistémicas em imunodeprimidos. A infeccdo do tecido
subcutédneo provocada por C. albicans pode ser por contato direto, lesdo ou
disseminacdo hematogénica. Em alguns pacientes as lesfes de pele podem ser o
anico sinal de infeccao fungica sistémica (TUON; NICODEMO, 2006).

Segundo Menezes e colaboradores (2004), a candidiase pode apresentar-se:
a) na forma cutanea, presente principalmente nas dobras do corpo humano, nos
espacos interdigitais, nas pregas axilares, na nuca, na regiao interglitea e inguinal;

b) na forma mucosa, sendo a mais comum a pseudomembranosa, caracterizada por
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placas brancas removiveis, chamadas de aftas, ou vermelhas, lisas, pruriginosas e
ardentes, que atingem principalmente a genitalia feminina; e c) na forma sistémica,
com manifestacdes clinicas como candidiase pulmonar, endocardite, nefrite e
fungemia, que podem levar o portador a 6bito.

Por apresentar-se de vérias formas essa doenca necessita de utilizacdo de
diferentes métodos terapéuticos (CROCCO et al.,, 2004). Apesar da continua
introducdo de novos medicamentos com atividade antifingica, estes ainda sdo em
namero limitado. Portanto, a demanda por novos antifungicos justifica a busca por
compostos mais eficazes e menos téxicos do que aqueles ja em uso (ZENG et al.,
2011).

Figura 9 - Candida albicans. A- Microscopia optica; B- Micrografia eletronica.

Fonte: A) URL: http://naturalhealthbites.com/tag/candida/;
B) URL: http://medicineworld.org/news/news-archives/infectious-disease-news/787685315-
Feb-14-2008.html
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

O material vegetal proveniente de Coccoloba mollis foi coletado no municipio
de S&o Miguel dos Campos—AL em marco de 2003. A espécie Triplaris americana foi
coletada na Area de Protecio Ambiental de Santa Rita, na cidade de Marechal
Deodoro—-AL, e a Coutarea hexandra nas proximidades da Usina Coruripe, no
municipio de Coruripe—AL, ambas em abril de 2005. Todo material vegetal foi
coletado e identificado pela botanica Rosangela Pereira de Lyra Lemos do Instituto
de Meio Ambiente (IMA-AL) onde as exsicatas foram depositadas sob os nameros
MAC-17274, MAC-22953 e MAC-22943 para C. mollis, T. americana e C. hexandra,

respectivamente.

4.2 Preparacdo das Amostras

As diferentes partes das plantas apds secagem a temperatura ambiente foram
trituradas e individualmente maceradas com acetona e/ou etanol a 90%, exceto os
frutos frescos e pedunculo de frutos de T. americana que foram extraidos em
hexano (Ce¢H14) seguido de metanol (MeOH).

Os extratos brutos obtidos, apos eliminacdo do solvente em evaporador
rotatério foram suspensos numa solucéo de MeOH:H,0 (3:2) e extraidos em CgH4,
diclorometano (CH,Cl,) ou cloroférmio (CHCI3) e acetato de etila (AcOEt). Em alguns
casos as fracbes foram tratadas com base e/ou filtradas em gel de silica com
solventes de diferentes polaridades (Figura 10, p 38).

Os extratos, fracbes e filtracbes obtidos foram testados quanto ao seu
potencial antimicrobiano frente as cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e Candida albicans. Todo processo de preparacdo das amostras foi
realizado pela equipe do Laboratério de Pesquisa Quimica de Produtos Naturais do
Instituto de Quimica de Biotecnologia da UFAL sob supervisdo da Professora Dra.

Ldcia Maria Conserva.
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Figura 10 - Esquema geral da obtengao das amostras testadas.
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4.3 Difusao em Disco

A técnica de difusdo em disco descrita por Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966),
foi realizada para triagem com todas as amostras, para avaliacdo da atividade

antimicrobiana.

4.3.1 Preparacao das Amostras e dos Discos Teste

A 50 mg do extrato, fracdo ou subfracdo adicionou-se 1 mL de MeOH para
obtencdo de uma solucéo estoque de 5000 pg/mL. Quando necessério, para facilitar
a solubilizacdo, a mistura era deixada alguns minutos em sonicador (banho Maria de
ultra-som). Discos de papel de filtro Whatman n°® 1 de 6 mm foram confeccionados
com auxilio de perfurador de papel e esterilizados em autoclave a 121 °C por 15 min.
Posteriormente, os discos foram colocados um a um, com auxilio de uma pinga
estéril, em placas de poliestireno com 96 orificios. Adicionou-se em cada poco 20 pL
da solucado estoque em triplicata (1000 pg/mL). Os discos foram mantidos na capela
de fluxo laminar e, apés secagem, eram tampados e levados a geladeira até o

momento do uso.

4.3.2 Meios e Reagentes Utilizados

a) Brain-Heart Infusion (BHI): Utilizou-se 37g do p6 dissolvido em 1 litro de agua
destilada. O meio era esterilizado em autoclave por 15min. a 121°C e

posteriormente mantido em de geladeira até 0 momento do uso.

b) Agar Miiller Hinton (AMH): Este meio foi utilizado para os testes com as bactérias.
Para prepara-lo utilizou-se 38 g do pé solubilizados em 1 litro de 4gua destilada e
esterilizado em autoclave por 15 min. a 121 °C. Em seguida, o0 meio era vertido em
placas de Petri descartaveis de 90x15 mm em capela de fluxo laminar, onde
permanecia por 24 horas para verificacdo da esterilidade. Ap0s esse periodo as
placas eram identificadas e guardadas em geladeira para serem usadas nos ensaios

bioldgicos.

c) Agar Sabouroud Dextrose (ASD): Este meio foi utilizado nos testes com fungo. Em
seu preparo utilizou-se 65 g do po6 dissolvido em 1 litro de agua destilada. Apos
esterilizacdo em autoclave por 15 min. a 121 °C, o meio era depositado em placas
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de Petri descartaveis de 90x15 mm na capela de fluxo laminar, e deixado por 24h
para verificacdo de sua esterilidade. Apds este periodo as placas eram identificadas

e levadas a geladeira até momento do uso.

d) Solucdo Salina Tamponada (SST): No preparo da SST utilizou-se 5,61 g de
Cloreto de Sdédio, 0,11 g de Cloreto de Potassio, 1,0 g de Fosfato de Potassio
Monobasico e 2,0 g de Fosfato de Sodio Dibasico, solubilizados em 1 litro de agua
destilada e levados a autoclave a 121°C por 15 min. A SST era mantida em

geladeira até o momento do uso.

e) Solucdo de Sulfato de Béario da Escala de McFarland: Foram utilizadas solucdes
padrdes de turbidez, conhecida como Escala de McFarland (Figura 11, p 41), para
padronizacdo do inéculo dos microrganismos nos testes in vitro. Esta escala foi
preparada utilizando-se 10 tubos de ensaio com tampa rosqueavel, os quais
receberam quantidades sequenciais de solugdo de Sulfato de Bario (BaSO,) a 1%
(0,1; 0,2;0,3; 0,4; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 mL) e &cido sulftrico (H.SO4) a 1% g.s.p. 10
mL. A turbidez de cada tubo corresponde respectivamente as seguintes densidades

do inéculo (Unidades Formadoras de Coldnias-UFC):

Tubo 1 —1,5 x 10° UFC/mL Tubo 6 — 3,0 x 10° UFC/mL
Tubo 2 — 3,0 x 10° UFC/mL Tubo 7 — 6,0 x 10° UFC/mL
Tubo 3 — 6,0 x 10° UFC/mL Tubo 8 — 9,0 x 10° UFC/mL
Tubo 4 — 9,0 x 10° UFC/mL Tubo 9 — 1,5 x 10’ UFC/mL
Tubo 5 - 1,5 x 10° UFC/mL Tubo 10 — 3,0 x 10" UFC/mL

Nos testes utilizou-se o tubo n°®5 como referéncia para a densidade de
1,5x10° UFC/mL (SILVA, 1999).
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Figura 11-Escala de McFarland. Destaqgue do tubo 5, equivalente
a 1,5x10° UFC/mL.

Foto original gentilmente cedida por Maria Lysete de Assis Bastos

4.3.3 Preparo dos Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos ensaios, oriundos do American Type Cell
Colection (ATCC), foram as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e o fungo Candida albicans (ATCC 10231).
A selecdo dos microrganismos foi baseada na dificuldade em tratar as infec¢des
causadas pelos mesmos, em decorréncia da resisténcia aos antimicrobianos
padroes.

Para ativacdo dos microrganismos foram colocados 10 a 15 mL de BHI em
dois tubos de ensaio. Em cada tubo adicionava-se um disco do microrganismo, que
era incubado por 24h a 35 °C para as bactérias, e durante 48h a 28 °C para o fungo.
ApoOs esse periodo o BHI assumia uma coloracao turva, caracteristica da presenca
do microrganismo ativado.

Com auxilio de uma alca de platina, os inéculos eram repicados em duas
placas de Petri, contendo o meio apropriado para cada microrganismo. ApOs
incubacdo em estufa por 24h a 35 °C para as bactérias, e durante 48h a 28 °C para
o fungo, as placas com o0s microrganismos estavam prontas para a realizacado dos

bioensaios.
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4.3.4 Bioensaio

Com auxilio de uma alca de platina os microrganismos eram colocados em
um Erlenmeyer contendo SST de modo a se obter uma densidade correspondente a
1,5x10° UFC/mL, determinada por comparacédo com a escala de McFarland. Com
ajuda de swab estéril as placas eram semeadas com esta suspensao microbiana.

Em cada placa eram depositados trés discos testes impregnados com 20 pL
da amostra a ser testada, um disco de controle negativo impregnado com 20 pL de
metanol, e um disco controle positivo. Como controles positivos foram utilizados
discos de gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg) e miconazol (50 pg) para os
testes com S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans, respectivamente. Todos os
ensaios foram conduzidos em triplicata.

As placas com as bactérias eram incubadas por 24h a 35 °C, e com o fungo
durante 48h a 28 °C. Os halos de inibicdo dos controles positivos e dos testes,
gquando presentes, eram medidos utilizando paquimetro (Figura 12, p 42). O

percentual de inibicdo das amostras foi calculado pela seguinte formula:

% de inibicdo = Média do halo de inibicdo das amostras testes x 100

Média do halo de inibicdo do controle

Figura 12 - Placa de Difusdo em Disco. Destaque para os halos da amostra teste
(seta vermelha) e do controle positivo (seta verde).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras foi realizada levando

em consideragdo os critérios adotados por Caceres et al. (1998), no qual amostras
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com zona de inibicdo 275% sao considerados ativas, 225% e <75% moderadamente

ativas e < 25% inativas.

4.4 Microdiluicdo em Caldo BHI
As amostras que no teste de difusdo em disco apresentaram zona de inibicdo
= 25% foram submetidas ao teste de microdiluicdo em caldo para a determinacao da

Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

4.4.1 Preparo das Amostras e Material Utilizado

Para preparo de uma solucédo estoque de 4.400 pg/mL, utilizou-se 4,4 mg da
amostra em 1 mL de metanol, deixada em sonicador para auxiliar a solubilizac&o.

Para realizagéo deste teste utilizou-se BHI duas vezes concentrado (BHI 2x),
obtido usando-se 74g do pé solubilizado em 1L de agua destilada, esterilizado em
autoclave por 15 min a 121 °C e mantido em geladeira até o0 momento do uso.
Utilizou-se como revelador cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (CTT) (C19H15N4Cl) a
0,02%. A preparacdo da SST bem como os microrganismos foi conduzida da mesma

maneira que no teste de difusdo em disco.

4.4.2 Microdiluicdo (Adaptada de Ayres et al., 2008)

O teste foi realizado em placas estéreis de poliestireno com 96 poc¢os. Todos
0s pocos foram preenchidos com 100 puL de meio de cultura. Uma aliquota de 100
pL do extrato, fragdo ou subfracdo foram adicionados aos pocgos da primeira fileira.
Apds homogeneizacgéo foi realizada a diluicio em série nos pogos seguintes, e ao
final o excedente era descartado. Em todos os pocos foram adicionados mais 100 uL
de meio para obtencéo, ao final, das concentracdes teste de 1000 pug/mL até 0,5
ng/mL. Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra teste.
Posteriormente, adicionou-se 20 pL do inéculo solubilizado em SST (1,5x10°
UFC/mL).

Trés colunas foram reservadas para os controles. No controle de crescimento
utilizou-se 150 pL de BHI duas vezes concentrado, 50 pL de solucéo salina e 20 pL
do in6culo bacteriano. Para o controle negativo usou-se 150 puL de meio, 20 pL de

in6culo e 50 puL do solvente utilizado para solubilizacdo da amostra, e finalmente no
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controle positivo 150 puL de meio, 20 pL de inéculo, e 50 pL do antibiético especifico
para cada microrganismo, na forma liquida. Ao final todos os pog¢os continham o
volume de 220 pL (Figura 13, p 44).

As placas eram entdo levadas a estufa, e apos 24 horas adicionavam-se
20 pL do revelador CTT. Depois de nova incubacdo por mais trés horas, procedia-se
a leitura. O revelador confere a coloragdo vermelha na presenca do microrganismo.

A auséncia de coloracgéao foi interpretada como atividade da amostra avaliada.

Figura 13 - Placa de microdiluicdo. Em destaque as linhas reservadas para 0s
controles do experimento

4.5 Toxicidade Frente a Artemia salina Leach

4.5.1 Teste Preliminar

Utilizou-se 7,5 mg das amostras solubilizadas em 2,5 mL de agua do mar com
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 1%, levadas ao banho de ultrassom para auxilio na
solubilizac&o. A solucéo estoque continha 3.000 pg/mL da amostra.

Para realizacdo do teste cistos de Artemia eram deixados em agua do mar.
Apbés um periodo de 24 a 48 horas as larvas eclodidas eram recolhidas para
realizacdo dos testes de toxicidade (CARBALLO et al., 2002).

No presente trabalho, os cistos foram colocados para eclosdo em uma cuba
plastica artesanal opaca, contendo agua do mar filtrada, tampadas até a metade
(Figura 14a, p 45). Apés um periodo de 24 horas sob a luz artificial as larvas de
primeiro instar que eclodiram (nduplios) eram transferidas para placas de Petri e
mantidas por mais 24 horas sob luz artificial para o desenvolvimento de larvas de
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segundo instar (metanauplios), apropriadas para a realizacdo do teste de toxicidade
(MOLINA-SALINAS; SAID-FERNANDEZ, 2006) (Figura 14b, p 45).

Figura 14 - a) Cistos de Artemia salina em cubas de cor opaca e mantidas sob
luz artificial. b) Placas contendo larvas de primeiro instar mantidas
sob iluminacéo.

O teste foi realizado em microplacas de poliestireno de 96 pocos (Figura 15a,
p. 46). Cada poc¢o recebeu 100 pL de agua do mar com 10 a 15 larvas. Foram
testadas as concentracfes de 1000, 100, 10 e 1 pg/mL. Uma aliquota de 50 pL da
solucdo estoque foi colocada nos trés primeiros pocos para obtencdo da
concentracdo de 1000 pg/mL. Para as demais concentragdes retirava-se 50 uL da
solucdo anterior e adicionava-se a 450 L de agua do mar com DMSO a 1%. Esta
mistura foi entdo homogeneizada e transferida aos trés pocos seguintes,
procedimento este repetido até obtencdo da menor concentracao.

Como controle negativo foi usado 50 yuL de agua do mar com DMSO 1% e
como controle positivo Timol 0,01%. As placas foram tampadas e mantidas sob luz
artificial durante 24 horas. ApGs este tempo realizava-se a contagem das artemias
com ajuda de microscoépio estereoscopico. Os testes foram realizados em triplicata.

A mortalidade das larvas foi calculada de acordo com a férmula:

% de mortalidade = NUmero de artemias mortas por poco x 100
Numero de artemias vivas por pogo

4.5.2 Teste Quantitativo

As amostras que apresentaram no ensaio preliminar mortalidade maior ou
igual a 30% na concentracdo de 1000 pg/mL foram consideradas toxicas. Estas

amostras foram submetidas ao teste bioldgico quantitativo, a fim de determinar a
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concentracéo atoxica.

O teste foi conduzido em triplicata em placas de poliestireno contendo 12
orificios (Figura 15b, p 46). Em cada um foram depositados 1 mL de agua do mar
contendo 10 larvas de Artemia salina, amostras em diferentes diluicdes (1000, 500,
250, 125, 100, 50, 25, 12,5, 10, 5, 2,5, 1,25 e 1 ug/mL), completando o volume total
para 5 mL/poco de agua do mar com 1% de DMSO. Como controle negativo usou-
se 1 mL de agua do mar com 10 larvas e 4 mL de 4gua do mar com DMSO a 1%. As
placas foram mantidas sob luz artificial por 24 horas e lidas ao microscépio
estereoscopico para verificar a mortalidade.

Os valores de CLso (concentracdo que causa 50% de mortalidade), e os
respectivos intervalos de confianca (ICgs), foram calculados e analisados usando o
método de Probit (FINNEY, 1972).

Figura 15 - a) Placa utilizada na realizagéo do teste preliminar. b) Placa de 12 pocos
usada no teste quantitativo.

4.6 Analise Estatistica

O método estatistico de Finney (1972) de andlise Probit (Probit analysis) foi
utilizado para calcular os valores de CLsp € 1Cgs. A CLsp € 1Cg5 das amostras que
foram toxicas em concentracdo < 1ug/mL foram calculadas pelo pacote estatistico
SAEG - Software Analysis and Experimentation Group, da Universidade Federal de
Vicosa—-MG. A andlise de regressao foi realizada pelo programa GraphPad Prism

versao 5.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Difusdo em Disco
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Das 69 amostras (extratos brutos, fragbes e subfracdes) avaliadas pelo

método de difusdo em disco contra 0os microorganismos Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, 21 foram obtidas da espécie

Coccoloba mollis (Quadro 1, p. 47), 38 da espécie Triplaris americana (Quadro 2, p.

48), e dez amostras da espécie Coutarea hexandra (Quadro 3, p. 49).

Quadro 1 - Extratos, fracdes e subfracdes oriundas da espécie vegetal Coccoloba

mollis
Parte da Planta Extrato Bruto | Fracao Subfracéao
EtOH - -
CsHg O CH,Cl, -
Folha CaHe O AcOEt i
Cs3Hg O MEOH/HzO -
EtOH - -
CH,Cl, - -
EtOH MeOH/H,0O -
Casca do caule EtOH CeH1s -
EtOH AcOEt -
- CH,CI, CH,CI,:AcOEt 1:1
- CsH14 Neutra MeOH
- CH2C|2 MeOH
EtOH - -
EtOH CeH14 -
EtOH AcOEt -
Caule com cupim - CeHu4 -
- AcOEt AcOEt:MeOH
- AcOEt MeOH
- AcOEt AcOEt
Caule EtOH MeOH/H,O -
EtOH AcOEt MeOH
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Quadro 2 - Extratos brutos, fracfes e filtracdes oriundas da espécie vegetal Triplaris

americana.
Parte da Planta Extrato Bruto Fracao Subfracéo
MeOH - -
Pedunculo dos MeOH CeHu14 -
frutos
C3HgO - -
EtOH - -
CeH14 EtOH -
C3HeO MeOH/H,0 -
CeH14 CeH14 Acida -
C3HgO CHCIs -
C3HO CsH14 -
Folha Cs3HgO AcOEt CgH14:AcOEt (11)
C3HeO CHC’:|3 AcOEt
C3HeO CeH14 Acida AcOEt
C3HsO CHCl3 CH.Cl,
C3HeO CeH14 CeH14:ACOEL (11)
CgHso C6H14 C6H14:ACOEt (82)
C3HeO CeH14 MeOH
C3HeO CeH14 Neutra AcOEt
C3HeO CeH14 Neutra CeH14
EtOH - -
Casca do Caule EtOH CH,CI, -
EtOH CeH14 -
EtOH - -
Raiz EtOH CHCl3 -
- CH,CI, CH,CI,
EtOH MeOH/H,0 -
EtOH CHCl3 -
Caule CeH14 CeH14 Acida -
EtOH CHCIs MeOH
EtOH CHCIs AcOEt:MeOH (1:1)
- CeH1a -
Fruto MeOH AcOEt MeOH
MeOH CHCl3 MeOH
MeOH CHCIs CHCI3:AcOEt(1:1)
MeOH CHCl3 -
MeOH MeOH/H,0 -
Fruto Fresco MeOH AcOEt AcOEt:MeOH (1:1)
MeOH MeOH/H,0 MeOH
MeOH MeOH/H,0 AcOEt:MeOH (1:1)
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Quadro 3 - Extratos brutos, frac6es e filtracdes obtidas da espécie vegetal Coutarea
hexandra.

Parte da Planta | Extrato Bruto | Frac&o | Subfragéo
Casca do caule EtOH - -
C6H14 C6H14MeOH (1:1) -
CH-ClI, MeOH -
Raiz AcOEt MeOH -
ACOEt ACOEt-MeOH (1:1) i
C6H14 C6H14 -
EtOH - -
EtOH CeH14 -
Folha EtOH CHCls -
ACOEt ACOEt-MeOH (8:2) i

Das 69 amostras testadas na concentragcdo de 1000 pg/disco, 17 (24,6%)
apresentaram halo de inibicdo frente a bactéria Gram-positiva S. aureus (Tabela 1,
p. 50). A média dos halos do controle positivo (gentamicina 10 pg/disco) foi de 27,4
mm e a média dos halos das amostras com atividade foi de 11,6 mm (Tabela 1, p.
50; Figura 16, p. 51).

Dentre as 17 amostras que apresentaram algum grau de inibicdo do
crescimento microbiano, sete (41,2%) foram oriundas de fracGes e dez (58,8%) de
subfracdes. Nenhum extrato bruto apresentou atividade microbicida. A maior
atividade bioldgica das fracBes e principalmente das subfracfes pode ser explicada
pelo fato de se tratar de misturas menos complexas, em comparacdo ao extrato
bruto. Segundo Andrade e colaboradores (2004), os extratos brutos sdo constituidos
de misturas complexas de substancias e pigmento que podem causar efeito
antagonista, podendo interferir no resultado final do experimento.

De acordo com os parametros adotados por Caceres e colaboradores (1998)
(descritos no item 4.3.4), das 17 amostras, uma (5,9%) pode ser considerada ativa
(halo de inibigdo 275%), 15 (88,2%) moderadamente ativas (inibi¢ao 225% e < 75%)
e uma (5,9%) inativa (inibicdo <25%). O percentual de inibicdo variou entre 10,9% a
123,1% (Tabela 1, p. 50).
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Tabela 1 - Média dos halos e % de inibicdo das amostras oriundas das trés espécies
vegetais ativas contra S. aureus (100 pg/disco).

Espécie Parte Extrato Fracdo Subfracdo Médiado % de
vegetal planta bruto halo inibicdo
(mm)
Casca do - CH,.CIl, CH,CIl>:AcO 3,0 10,9
caule Et (1:1)
c. mollis - CeH14 MeOH 7,0 25,6
Neutra
Caule com - AcOEt AcOEt 9,3 34,1
cupim
CeHis  CeHug - 13,7 49,9
Acida
Folha C3HeO CHCI; - 8,3 30,5
C3HeO AcOEt CgHis:AcOE 11,7 42,7
t(1:1)
CsHsO CHCI3 AcOEt 9,7 35,3
CsHsO CgHia AcOEt 13,7 49,9
acida
CsHsO CgHia AcOEt 19,0 69,5
Neutra
Casca do EtOH CH,Cl, - 9,0 32,9
caule
T. americana 366
Raiz - CH,Cl, CH,Cl, 10,0 '
Caule  EtOH CHCl i 8.3 30,5
CeHia  CeHaa - 8,0 29,3
Acida
Fruto MeOH CHCIl; CHCI3:AcO 12,0 43,9
Et (1:1)
Fruto  MeOH MeOH/ i 8.7 31,7
fresco H,O
MeOH AcOEt AcOEt:MeO 12,3 451
H
C. hexandra Raiz CH,Cl, MeOH - 33,7 123,1
Controle Gentamicina 10 pg/disco 27,4 100

positivo
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As espécies estudadas ndo apresentaram atividade contra P. aeruginosa e
C. albicans. Como controles positivos foram utilizados os antimicrobianos:
ciprofloxacina (5 pg/disco) para P. aeruginosa e miconazol (50 pg/disco) para
C. albicans. A média dos halos dos antimicrobianos foi de 28,3 mm e 21,1 mm para
ciprofloxacina e miconazol, respectivamente (Figura 17, p. 52).

Das duas amostras com atividade antibacteriana provenientes da espécie
C. mollis, a mais promissora foi a subfracdo em acetato de etila oriunda da fragao
em acetato de etila do caule com cupim (Tabela 1, p. 50). Oliveira (2007) avaliou os
constituintes quimicos por meio da cromatografia em camada delgada do caule da
espécie C. mollis e verificou ndo haver diferenca entre os compostos quimicos
mesmo quando havia associacdo com cupim em seu caule, portanto a atividade
antibacteriana encontrada nédo sofreu interferéncia do inseto.

Com relacdo as amostras provenientes da espécie T. americana a mais ativa
foi a subfracdo em acetato de etila oriunda da fragdo hexanica neutra do extrato da
folha em acetona com percentual de inibicdo de 69,5%. A subfracdo em acetato de
etila proveniente de fracdo hexanica &cida do extrato em acetona da folha de T.
americana também apresentou atividade frente S. aureus, com percentual de
inibicdo de 49,9%. Pode-se observar que a amostra oriunda da fracdo neutra foi
mais promissora do que a de fra¢do acida (Tabela 1, p. 50).

Dentre todas as espécies avaliadas a mais promissora foi a fragdo em
metanol proveniente de extrato em diclorometano da raiz de C. hexandra com média
de halo de inibicdo de 33,7 mm e percentual de inibicdo de 123,1% (Tabela 1, p. 50),
portanto, superior ao halo da gentamicina que foi de 27,4 mm.

Figura 16 — Halos de inibicdo dos extratos de: A) Coutarea hexandra, B) Triplaris

americana e C) Coccoloba mollis frente a S. aureus. Controle positivo
(CP) — gentamicina (10ug) e controle negativo (CN) — Metanol.
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De acordo com os parametros de Caceres e colaboradores (1998), esta
amostra pode ser considerada ativa contra S. aureus, sendo a mais promissora para

a producédo de um medicamento fitoterapico de acéo bactericida.

Figura 17 - A) P. aeruginosa e B) C. albicans. Controles positivos (CP) —
Ciprofloxacina (5pg) e Miconazol (50ug), para P. aeruginosa e C.
albicans, respectivamente. Controle Negativo (CN) — Metanol.

Oliveira e colaboradores (2008b) avaliaram o potencial antimicrobiano in vitro
do latex in natura seco, e extratos brutos de Croton urucurana (Euphorbiaceae)
contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus
pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium e Shigella flexneri, pela técnica de difusdo em disco
utilizando 1,0x10° UFC/mL nas concentracdes de 0,062; 0,125; 0,250; 0,5 e 1,0
mg/disco. Os autores verificaram que todas as amostras avaliadas apresentaram
potencial antimicrobiano contra pelo menos um dos microrganismos testados, exceto
0 extrato em acetato de etila que foi inativo. Observaram também que a acéo
antimicrobiana sofria variacdo na zona de inibicdo entre os extratos polares e
apolares. Resultado semelhante foi encontrado no presente trabalho, uma vez que,
grande parte das amostras que tiveram atividade frente S. aureus foi oriunda de
extratos polares. Apesar das amostras oriundas de fragbes neutras serem menos
polares que as acidas, por serem ricas em acidos graxos, e as acidas em esteroides,
no presente estudo a subfracdo em acetato de etila, oriunda da fracdo hexanica
neutra do extrato da folha de T. americana em acetona, foi a mais promissora desta

espécie quando comparada com a fracdo acida.
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Segundo Virtuoso e colaboradores (2005) o tamanho do halo de inibigdo é
influenciado pela velocidade de difusdo da amostra no meio. Portanto, as amostras
apolares sdo mais lentas neste processo, 0 que pode contribuir para que
apresentem pouca ou nenhuma atividade antimicrobiana.

Caetano e colaboradores (2002) avaliaram extratos de plantas popularmente
utilizadas como antiinflamatérias, quanto ao seu poder antimicrobiano frente cepas
de S. aureus (1,5x10° UFC/mL). Extratos provenientes do babacu (Orbignya
martiana, Arecaceae), na concentracdo de 30 mg/mL, apresentaram halo de inibicdo
de 14 a 18 mm, sendo que a atividade antiinflamatéria desta planta ja havia sido
descrita. A planta conhecida como cardo santo (Argemone mexicana,
Papaveraceae) na concentracao de 24,8 mg/mL apresentou tamanho médio do halo
de inibicdo de 18 mm, e o extrato bruto de terramicina (Alternanthera brasiliana,
Amaranthaceae) na concentracdo de 65 mg/mL apresentou didametro médio do halo
igual a 22 mm.

Neste estudo a média da zona de inibicdo foi de 11,6 mm, valor inferior aos
descritos acima. Provavelmente a concentracdo da amostra avaliada deve
influenciar no tamanho do halo uma vez que a concentracdo testada no presente
trabalho foi de 1000 pg/mL (1 mg/mL). E possivel que, se as amostras submetidas a
analise fossem testadas em concentracdes maiores, a média dos halos seriam
superiores as encontradas.

Ulukanli e colaboradores (2005) avaliaram extratos de raiz e parte aérea de
Rumex crispus (Polygonaceae), quanto ao potencial antimicrobiano pelo método de
difusdo em poco, frente a diversos microrganismos entre eles S. aureus,
P. aeruginosa e C. albicans, alvos do presente estudo. Os extratos hexanicos e em
acetato de raiz apresentaram atividade antimicrobiana frente P. aeruginosa com
zona de inibicdo de 18 e 16 mm, respectivamente. Os extratos em acetona e
metanol apresentaram atividade contra S. aureus com halos de 23 e 17 mm cada,
mas apenas o extrato em acetona foi ativo frente C. albicans com halo de inibi¢cdo de
17 mm. O extrato hexanico da parte aérea foi inativo contra esses microganismos.

As amostras provenientes da familia Polygonaceae mostraram atividade
apenas contra S. aureus. Ulukanli e colaboradores (2005) observaram maior
atividade de extratos vegetais frente a bactérias Gram-positivas em comparacdo a
bactérias Gram-negativas. Resultado semelhante foi encontrado no presente estudo.
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Segundo Essawi e Srour (2000) isto pode ser explicado pela complexidade da
parede celular das bactérias Gram-negativas.

Duarte e colaboradores (2002) ao avaliarem o potencial antimicrobiano de
Polygonum hispidum, também da familia Polygonaeceae, verificaram que tanto a
decoccdo como a infusdo do vegetal foram inativos contra S. aureus. No entanto,
apresentaram atividade frente a P. aeruginosa. Embora a espécie P. hispidum
pertenca a mesma familia de duas das espécies estudadas, os resultados
encontrados por esses autores contrastam com os resultados da presente pesquisa.

Nifio e colaboradores (2006) ao avaliarem Dioicidendron diocum e
Gonzalagunia rosea, ambas da familia Rubiaceae, contra varios microrganismos,
inclusive os utilizados no presente estudo, verificaram que as amostras em
diclorometano e metanol apresentaram atividade apenas contra C. albicans e
Fusarium solani.

Neste estudo a fracdo metandlica oriunda de extrato em diclometano da raiz
de Coutarea hexandra, também da familia Rubiaceae, apresentou-se ativa contra
S. aureus com halo de inibigdo de 33,7 mm (Tabela 1, p. 50).

5.2 Microdiluicdo em Caldo BHI

As amostras ativas ou moderadamente ativas no teste de difusdo em disco
foram submetidas ao teste de microdiluicdo em caldo BHI para determinacdo da
Concentracao Inibitoria Minima (CIM). A CIM é a menor concentragcado capaz de inibir
satisfatoriamente o crescimento microbiano. O méetodo de diluicdo em caldo permite
fazer relacdo entre a propor¢céo do crescimento do microrganismo no meio liquido e
a concentracdo da substancia testada comparado com um padrdo biolégico de
referéncia.

Como controle positivo utiliza-se o quimioterapico padréo juntamente com a
suspensao bacteriana em teste, e no controle negativo usa-se 0 meio de cultura, o
reagente utilizado na solubilizacdo da amostra, e a suspensédo bacteriana
(OSTROSKY et al., 2008).

Segundo Silva Junior e colaboradores (2009), a microdiluicdo € uma das
técnicas mais utilizadas quando se deseja realizar uma triagem. Além de apresentar
boa reprodutibilidade e possibilitar a avaliacdo da atividade antimicrobiana,

proporciona a determinacéo da CIM dos extratos ativos.
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A diluicdo em microplacas € uma técnica barata, 30 vezes mais sensivel que
outros métodos utilizados na literatura, e permite a avaliacd de um grande namero
de amostras ja que a quantidade necessaria para o0 ensaio € menor se comparada a
outros testes (OSTROSKY et al., 2008).

O cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazolio (CTT) é um reagente comumente utilizado
na deteccdo de metabdlitos de células eucaridticas. Ele produz hidrénio (H*) na sua
forma reduzida formando o trifenil formazan que possui coloracdo vermelha,
indicador de atividade bacteriana (Figura 18, p. 55). Na auséncia de um
espectofotdbmetro de microplacas, costuma-se utilizar este revelador na avaliacao
dos resultados do ensaio de microdiluicdo. Segundo Venzke e colaboradores (2008),
o uso de CTT é eficiente na deteccdo do crescimento bacteriano pelo método de
diluicdo em microplacas.

Das 16 amostras que apresentaram atividade contra S. aureus, 14 foram
submetidas ao teste de microdiluicdo em caldo. A fracdo em cloroférmio proveniente
de extrato de caule em etanol e a fracgdo em MeOH/H,0 oriunda de extrato bruto de
fruto fresco em MeOH, ambas da espécie vegetal T. americana, embora tenham
apresentado resultado satisfatorio na técnica de difusdo em disco (percentual de
inibicdo maior que 30%), foram descartadas devido a contaminagéo por fungo. O
resultado das amostras submetidas a avaliacdo da CIM esta apresentado na
Tabela 2, p. 56.

Figura 18: Esquema de reducédo do TTC. (Adaptado de VIEIRA, 2008).
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Tabela 2 - Concentracéo inibitéria minina (CIM) obtida pela técnica de microdiluicéo
em caldo BHI, de fracdes e subfracdes ativas contra S. aureus.

Espécie Parte da Extrato Fracao Subfracéao CIM
vegetal planta bruto (ug/mL)
- CH,Cl, CH,Cl,:AcOEt 500
Casca do (1:2)
C. mollis caule - CeH1a MeOH 500
Neutra
Caule com - AcOEt AcOEt 500
cupim
CeH14 CeH14 acida - 125
C3HeO CHC|3 - 500
C3HeO AcOEt CeH14:ACOEL 250
(1:1)
Folha CsHsO CHCls ACOEt 500
C3HeO CeH14 acida AcOEt 500
C3HeO CeH14 AcOEt 125
T. americana Neutra
Cascado  pgyo CH,Cl, . 500
caule
Raiz - CH2C|2 CH2C|2 500
Caule EtOH CHCI3 - SR**
CeH14 CeH14 acida - 250
Fruto MeOH CHCl; CHC('f_ﬁ)COEt 250
Fruto MeOH MeOH/H,0 - SR**
fresco MeOH AcOEt AcOEt:MeOH 500
C. hexandra Raiz CH,CI, MeOH - 250

** SR: Sem Resultado.

As amostras de plantas que apresentam valor de CIM até 0,5 mg/mL sdo
consideradas ativas, entre 600 a 1.500 mg/mL sdo moderadamente ativas, e as que
apresentam CIM maior que 1.600 mg/mL sdo consideradas fracamente ativas
(Aligiannis et al., 2001; Barbosa, 2008). De acordo com este critério todas as
amostras submetidas a CIM no presente estudo podem ser consideradas ativas uma
vez que a inibicho minima variou entre 500 a 125 pg/mL (0,5 a 0,125 mg/mL).
Apesar da fracdo em MeOH oriunda de extrato bruto em diclorometano da raiz de
C. hexandra ter apresentado percentual de inibicdo elevado na técnica de difusédo
em disco, a CIM encontrada foi de 250 pug/mL. Esperava-se encontrar um valor
menor de CIM, uma vez que quanto menor o valor da CIM mais ativo é o extrato.

O DMSO ¢é o solvente utilizado pela maioria dos autores na solubilizacdo de

suas amostras, por nao interferir no crescimento do microrganismo em baixas
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concentracfes. Zgoda & Porter (2001) e Karaman et al. (2003), utilizaram em seus
trabalhos com microdiluigdo, DMSO como solvente e controle negativo. O primeiro
utilizou o DMSO a 2,5%, uma vez que concentracfes maiores poderiam inibir o
crescimento de microrganismos como o fungo Cryptococcus albidus. O segundo
adaptou a técnica desenvolvida por Zgoda & Porter (2001), utilizando DMSO a 10%.

No presente estudo foram realizados testes utilizando como solvente o DMSO
a 10%, que ndo resultou em uma boa solubilizacdo das amostras, sendo 0s

resultados da microdiluicdo contraditorios aos de difusdo em disco (Figura 19, p 57).

Figura 19 - Placa de microdiluicdo na qual foi utilizado DMSO a 10% como solvente.
Pocos com coloragdo vermelha, indicando a presenca de
microrganismo. Nas setas verde, vermelha e preta estdo o controle de
crescimento, o controle negativo e o controle positivo, respectivamente

Optou-se, portanto, pelo uso do metanol uma vez que esse solvente foi o
mesmo utilizado na difusdo em disco. As amostras foram totalmente solubilizadas e
os resultados do teste corroboraram com os apresentados na difusdo em disco.
Apesar de ser considerado téxico o metanol na quantidade utilizada néo foi capaz de
inibir o crescimento de S. aureus, levando a conclusdo que a agao antimicrobiana
apresentada nos resultados encontrados foi devido a amostra teste e ndo ao
solvente (Figura 20, p. 58).

Originalmente a técnica € realizada utilizando como meio de cultivo Caldo
Muller Hinton (CMH), porém ao adapta-la optou-se por utilizar o meio BHI duas
vezes concentrado, tanto pelo fato deste meio ser utilizado na ativacdo dos
microrganismos como pela disponibilidade do mesmo no laboratério.
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Figura 20 - Placa de microdiluicdo das amostras solubilizadas em metanol. Pocos
com amostras (A). Auséncia de vermelho ndo h& crescimento de
S. aureus. Nas setas verde, vermelha e preta estdo o controle de
crescimento, o controle negativo e positivo, respectivamente.
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Serpa e colaboradores (2006) avaliaram o potencial antimicrobiano de
Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) utilizando a microdiluicdo em caldo com o BHI
como meio de cultivo e observaram que o 6leo oriundo desse vegetal apresentou-se
ativo quando testado contra cepas hospitalares da bactéria Escherichia coli e contra
as bactérias E. coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Listeria
monocytogenes (ATCC 19117), além de cepas isoladas de alimentos, como E. coli,
S. aureus, Shigella flexneri, e Salmonella spp.

Bretanha e colaboradores (2008) investigaram o potencial antimicrobiano de
Achillea millefolium (Asteraceae) pela técnica de microdiluicdo em BHI e verificaram

que o extrato hexanico desta espécie foi ativo contra S. aureus apresentando uma
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CIM de 1,25 mg/mL (1.250 pg/mL). Os autores concluiram que este extrato
apresentou acdo antibacteriana satisfatoria contra o microrganismo alvo. No
presente estudo a fracdo hexanica acida oriunda de extrato em hexano e a filtracdo
em acetato proveniente da fracdo hexanica neutra do extrato em acetona, ambos
obtidos da folha de T. americana, apresentaram para S. aureus CIM de 125 pg/mL,
valor muito menor do encontrado por Bretanha e colaboradores (2008), indicando
uma melhor atividade antimicrobiana.

Barbosa (2008) mostrou a atividade do 6leo de jenipapo (Genipa americana,
Rubiaceae) contra S. aureus, pela técnica de microdiluicdo utilizando BHI, com valor
da CIM igual a 3,12 pg/mL. No presente estudo a CIM da fragdo em MeOH oriunda
de extrato bruto em diclorometano da raiz de C. hexandra (Rubiaceae), foi de
250 pg/mL contra a mesma bactéria.

Ruiz-Bustos e colaboradores (2009) avaliaram o potencial antimicrobiano e
antifingico de Coutarea latiflora (Rubiaceae) pela técnica de microdilui¢cdo utilizando
CMH e verificaram que a CIM do extrato em metanol para S. aureus ficou entre 500
a 700 pg/mL. No presente estudo a fracdo em metanol oriunda de extrato da raiz em
diclorometano de C. hexandra apresentou CIM de 250 pg/mL, mostrando que apesar
de pertencerem ao mesmo género, a espécie aqui avaliada possui atividade

microbicida maior do que C. latiflora.

5.3 Teste de Toxicidade Frente Artemia salina Leach (TAS).

Popularmente conhecido como camardo de agua salgada, Artemia salina
(Artemiidae) € um microcrustdceo usado em ensaios de letalidade para avaliagéo
preliminar de toxicidade geral. Ensaios de toxicidade com A. salina demonstram uma
boa correlagdo com atividade citotoxica de alguns tumores e como pesticida (LUNA
et al., 2005). Esses microcustaceos, facilmente obtidos comercialmente, sé&o
utilizados para alimentagao de peixes.

Esse método tem o objetivo de avaliar ou prever o efeito de substancias
toxicas e averiguar toxicidade relativa das substancias consideradas biologicamente
ativas (Barbosa et al., 2003). A utilizagédo de A. salina se deve pela capacidade de
formar cistos dormentes de facil manuseio e cultivo. O ensaio com esta espécie de
crustaceo é de baixo custo e rapido, e pode servir como indicador de toxicidade pré-

clinica. E um método utilizado por diferentes pesquisadores, com o intuito de avaliar
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a toxicidade, que tem sido relacionada aos estudos farmacoldgicos realizados para
diferentes compostos quimicos como um método de triagem, principalmente para
produtos de origem vegetal (BARBIERI et al., 1980).

Atualmente hd uma tendéncia em substituir a utilizacdo de animais de
laboratério nos testes de toxicidade, tanto pelo custo como pelo sofrimento aos quais
estes animais sdo submetidos. E um método alternativo e preliminar com o intuito de
Reduzir a quantidade de animais utilizados nos testes de toxicidade in vivo, Refinar
metodologia ja existente, e Reduzir o estresse, de acordo com a politica dos 3 Rs
(KANWAR, 2007). Espécies de invertebrados séo utlizadas como organismos
sentinela com base na sua abundancia, facilidade de amostragem, amplo espectro
de caracteristicas ecolbégicas e sensibilidade a substancias quimicas (CALLEJA,
PERSONE, 1992).

Parra e colaboradores (2001), ao avaliarem métodos de investigacdo de
toxicidade em extratos de plantas, verificaram que o TAS é tao eficaz quanto o teste
de citotoxicidade aguda em ratos, sendo um importante indicador na conducdo de
experimentos pré-clinicos.

O timol é utilizado como controle positivo do TAS por apresentar a capacidade
de romper a membrana citoplasmatica, matar por desidratacdo as larvas de A.
salina, apresentando boa atividade artemicida (ELLIS; BAXENDALE, 1997).

ApoOs serem submetidas aos testes antimicrobianos as amostras foram
testadas quanto a sua toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach.
Inicialmente foi feito o teste preliminar, no qual das 69 amostras avaliadas 32
(46,4%) foram atoxicas (Quadro 4, p. 61) e 37 (53,6%) apresentaram mortalidade
2 30% na concentragédo de 1000 pg/mL. Estas amostras foram entdo submetidas ao
teste quantitativo para determinagao do grau de toxicidade e da CLsp, concentragao

capaz de matar 50% da populagéo de A. salina.
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Quadro 4 - Amostras de C. mollis e T. americana atéxicas quando submetidas ao
teste preliminar de toxicidade frente Artemia salina (TAS).

Espécie Extrato ~ ~
Vegetal Parte da Planta Bruto Fracao Subfracéao
Folha C3HeO MeOH/HZO -
CH,CI, - -
EtOH CeHia -
EtOH AcOEt -
. *k
Casca do caule - CH,Cl, CHZCI"I_?COEt
C. mollis - |\(I:6H14 MeOH**
eutra
- CH,CI, MeOH
EtOH - -
Caule com cupim - AcOEt AcOEt:MeOH
AcOEt MeOH
Caule EtOH MeOH/H,O -
EtOH AcOEt MeOH
Pedlnculo dos MeOH . -
frutos MeOH CeHug -
C3HeO MeOH/H,0 -
C3HeO CHClz** -
C3HeO CeHi4 -
C3HgO CHCI; AcOEt**
C3HeO CeH1a acida AcOEt**
CesH14:AcOEL
Folha CsHeO CeHa4 ° ail)
CesH14:AcOEL
C3HeO CeH1a 6 %?3:2)
T. americana C3HgO CeH14 MeOH
CeHa4 -
C3HgO Neutra AcOEt
EtOH CH,Cl,** -
Raiz EtOH - -
EtOH CHCI; -
EtOH MeOH/H,0O -
CeHia
CeHia acida** )
Caule EtOH CHCI; MeOH
MeOH AcOEt MeOH
MeOH CHCls CHCIg:,)ASPEt(lzl
MeOH MeOH/H,0 MeOH

*Amostras ativas frente S. aureus.
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O critério usado para avaliacdo foi o de Déciga-Campos e colaboradores
(2007), que considera atdxicas as amostras que apresentam CLso = 1000 pg/mL,
baixa toxicidade as que apresentam CLso= 500 pg/mL e < que 1000 ug/mL, e téxicas
aguelas cujo CLsp < 500 pg/mL. De acordo com os critérios acima descritos, das 37
amostras submetidas ao teste quantitativo, 27,03% (10/37) foram atoxicas, 72,97%
(27/37) apresentaram algum grau de toxicidade. Os valores de CLs variaram entre
2,68 a 953,9 ug/mL (Tabela 3, p. 63).

Observou-se que a toxicidade para as larvas de A. salina foi independente da
polaridade do solvente utilizado na amostra. Esta toxicidade pode estar relacionada
com o0s metabdlitos secundarios presentes nos extratos, fracbes e subfracbes
testados. Desmarchelier e colaboradores (1996) avaliaram a toxicidade de
T. americana frente a A. salina e verificaram que tanto o extrato da casca em
metanol como em diclorometano apresentaram CLsp>1000 pg/mL  sendo
considerados, portanto, atoxicos.

No presente estudo a fragdo em diclorometano oriunda de extrato da casca
do caule em etanol foi atoxica. Apesar das fracdes serem uma parte mais refinada
do extrato este resultado corrobora com o encontrado por Desmarchelier e
colaboradores (1996).

Krishnaraju e colaboradores (2006) verificaram que amostras oriundas de
raizes de Polygonum cuspidatum, Rheum emodi e Rumex crispus, plantas da familia
Polygonaceae, apresentaram ClLsy de 13,5 pg/mL, 1.152 pg/mL e 1.125 pg/mL,
respectivamente. A espécie P. cuspidatum, que apresentou alta toxicidade, é usada
como antitumoral. No presente estudo das 27 amostras toxicas, 17 foram de
espécies da familia Polygonaceae, cinco delas inclusive tiveram atividade
bactericida frente S. aureus. Estas amostras toxicas poderdo futuramente ser

testadas quanto ao seu potencial antitumoral.
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Tabela 3 - Resultado quantitativo do TAS e valores de CLsg e ICgs das amostras de
C. mollis, T. americana e C. hexandra.

Espécie Parte da Amostra®®*® Grau de ClLsg ICos (Ug/mL)
vegetal planta Toxicidad (pug/mL
e )
2EtOH Alto 7,7 47 -21,7
Folha °CH,Cl, Alto 3,3 21-6,9
Casca do caule EtOH Alto 23,0 9,0-37,0
®MeOH/H,0 Alto 203,0 140,4 - 276,0
C. mollis Caule com ‘AcOEt Alto** 3,6 2,1-10,1
cupim ®AcOEt Alto 5,3 41-73
PCsH14 Alto 5,8 2,8-322
“CgH14:ACOEL Alto** 9,2 3,8-91,0
Folha (2:2)
‘CH,CI, Alto 383,0 142,0 - 624,0
“CeH1a Alto 58,0 47,4 -74,5
Casca do caule EtOH? Alto 4.8 2,71 -16,2
T. Raiz ‘CH,CI, Alto** 264,1 99,5 - 358,6
americana
Fruto ‘MeOH Alto 2,7 1,84 -5,2
bMeOH/HZO Alto** 5,85 2,8-32,21
Fruto fresco ®CHCI, Alto 3,69 22-99
*AcOEt:MeOH Alto** 5,05 2,7-18,5
°AcOEt: CgH14 Alto 100,4 52,6 —931,0
(1:2)
°CeH14:MeOH Alto 259,0 172,9 —
(1:1) 529,5
. ®MeOH Baixo** 954,0 612,0 —
Raiz
2.577,0
C. "MeOH Alto 3,4 2,7-179
hexandra "ACOEt:MeOH Alto 473,6 290,9 —
(1:1) 1260,9
PCesH14 Alto 18,0 12,6 — 23,8
Casca do caule *EtOH Alto 2,7 1,8-5,2
2EtOH Alto 2,7 1,8-5,2
Folha ®CeH14 Alto 5,9 2,7-448
PCHCl, Alto 12,2 4,2 -302,1
*AcOEt:MeOH Alto 12,2 4,2 -302,1
(8:2)

**Amostras ativas frente S. aureus. *Extrato bruto, "Fracéo, *Subfrac&o.
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Pesquisa realizada com as espécies Cinchona spp, Gardenia gummifera,
Paedaria foetida e Rubia cordifolia, da familia Rubiaceae, a primeira e a ultima foram
toxicas com ClLso de 47 pg/mL e 370 pg/mL. A Cinchona € utilizada como
estimulante do apetite, e a Rubia cordifolia como antibacteriana (KRISHNARAJU et
al., 2006).

Todas as amostras da espécie C. hexandra, também pertencente a familia
Rubiaceae apresentaram toxicidade. A fracdo em MeOH oriunda do extrato da raiz
em CH,Cl, apresentou baixo grau de toxicidade e foi a espécie que apresentou
maior zona de inibicdo contra S. aureus no teste de difusdo em disco.

Barros (2009) também observou toxicidade em extratos provenientes de
C. mollis, corroborando com os resultados obtidos no presente estudo.

Wanyoike e colaboradores (2004) ao avaliarem extratos da folha e raiz de
Penta longiflora (Rubiaceae) encontraram para A. salina valores de CLso de 12,3 e
6,4 pg/mL para folhas e raiz, respectivamente. Esta espécie também foi avaliada
como antimalarica, apresentando potente atividade contra o Plasmodium falciparum.
Em muitos casos a toxicidade esta associada com a propriedade farmacoldgica,
sendo esses resultados significativos.

O potencial toxico de algumas espécies da familia Polygonaceae contra
A. salina foi avaliado por Hussain e colaboradores (2010b). A espécie Rumex
australe ndo apresentou atividade citotoxica, mas R. hastatus, R. dentatus, R.
nepalensis, Polygonum plebejum e P. persicaria apresentaram valores de CLso que
variaram entre 1.701 a 11,06 pg/mL. Nesta pesquisa das 59 amostras oriundas da
familia Polygonaceae 17 foram toxicas e 42 foram atoxicas.

J& foi observada correlagdo entre a atividade larvicida de extratos vegetais,
contra 0 mosquito transmissor da dengue Aedes aegypti, e a alta toxicidade de
A. salina (LUNA et al., 2005). Portanto, extratos que apresentem CLsy < 500ug/mL
embora sejam considerados toxicos devem ser avaliados quanto ao seu potencial
antitumoral e larvicida. O grupo de Solis e colaboradores (1992) associaram a
toxicidade frente A. salina com a atividade cercaricida de extratos vegetais.

A espécie Gonzalagunia rosea citada anteriormente por sua atividade
fungicida, apresentou atividade citotoxica, sendo o extrato em metanol o que
apresentou maior CLso (10 pg/mL) (NINO et al., 2006). Nos testes com essa amostra
foram observados os menores valores de CIM para C. albicans (250 pg/mL) e
F. solani (310 pg/mL).
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Das 27 amostras com algum grau de toxicidade, 17 apresentaram valores de
CLso estatisticamente significativos (p<0,05) havendo correlagdo entre a dose e a
mortalidade das artemias (Figuras 21-24, pp. 65 - 68). Para as demais os valores de
CLso ndo foram estatisticamente significativos (p>0,05), ndo havendo correlacéo
dose-resposta (Figuras 25-27, pp. 69 - 70).

Figura 21 - A) Extrato bruto em EtOH das folhas de C. mollis; B) Extrato bruto em
EtOH da casca do caule de C. mollis; C) Fracdo CHCI; oriunda do
extrato em MeOH do fruto fresco de T. americana; D) Fracdo CH,CI,
oriunda do extrato em acetona da folha de C. mollis. * p < 0,05.
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Figura 22 - A) Fragdo AcOEt oriunda do extrato em EtOH do caule com cupim de C.
mollis; B) Fracdo MeOH/H,O oriunda de extrato bruto em EtOH da casca
do caule de C. mollis; C) Subfragdo CH,Cl, oriunda da fragdo em CHCl3
do extrato em Acetona das folhas de T. americana; D) Subfracdo CgHy4

proveniente de Fracdo em CgHy4 neutra oriundo do extrato em acetona
das folhas de T. americana. * p < 0,05.
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Figura 23 - A) Subfracdo MeOH proveniente de fracdo em CHCI; oriunda do extrato
em MeOH do fruto de T. americana; B) Subfracdo AcOEt:MeOH (1:1)
proveniente de fracdo em MeOH/H,O oriunda de extrato bruto em MeOH
do fruto fresco de T. americana; C) Extrato bruto em EtOH da casca do

caule de C. hexandra; D) Fragcdo CHCI; oriundo de extrato bruto em
AcOEt da folha de C. hexandra. * p < 0,05.
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Figura 24 - A) Fracdo AcOEt:MeOH (1:1) oriunda do extrato em AcOEt da folha de

Mortalidade (%)

Mortalidade (%)

C. hexandra; B) Fracdo MeOH oriunda de extrato bruto em CH,Cl, da
raiz de C. hexandra; C) Fracdo AcOEt:MeOH (1:1) oriundo do extrato
bruto em AcOEt da raiz de C. hexandra; D) Fracdo Cg¢Hi4 oriunda do
extrato bruto em CgHi4 da raiz de C. hexandra; E) Subfragdo CH,Cl,
oriundo do extrato em CH,Cl, da raiz de T. americana. * p < 0,05.
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Figura 25 - A) Extrato bruto em EtOH da casca do caule de T. americana; B) Fracao

CeH14 oOriunda do caule com cupim de C. mollis; C) Extrato bruto em
EtOH da folha de C. hexandra. * p > 0,05.
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Figura 26 - A) Fracdo CgHi4 oriunda de extrato bruto em EtOH da folha de C.
hexandra; B) Fracdo CgH14:MeOH (1:1) oriunda do extrato bruto em
CH.Cl, da raiz de C. hexandra; C) Fracdo MeOH proveniente de
extrato bruto em AcOEt da raiz de C. hexandra. * p > 0,05.
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Figura 27 -: A) Fragdo MeOH/H,0 oriunda de extrato em MeOH de fruto fresco de T.
americana; B) Subfracdo AcOEt:MeOH proveniente da fracdo em
AcOEt do extrato bruto em MeoH de fruto fresco de T. americana; C)
Filtragdo CgH14:AcOEt (1:1) proveniente da fracdo em AcOEt do extrato
da folha em acetona de T. americana; D) Filtragdo AcEOt proveniente
de fracdo em AcOEt do caule com cupim de C. mollis. *p > 0,05.
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6 CONCLUSOES

e As trés espécies vegetais estudadas apresentam potencial antibacteriano, sendo
as mais promissoras: a subfracdo AcOEt oriunda da fragcdo em AcOEt do caule
com cupim da espécie C. mollis, a subfracdo AcOEt oriunda da CgHi4 neutra do
extrato da folha em acetona da espécie T. americana, e a fracdo MeOH

proveniente de extrato da raiz em CH,Cl, da espécie C. hexandra,

o As trés espécies possuem atividade contra a bactéria Gram positiva

Staphylococcus aureus;

e A amostra com maior potencial frente Staphylococcus aureus foi a fracdo MeOH
proveniente de extrato da raiz em CH,Cl, da espécie C. hexandra;

e Nenhuma das espécies vegetais apresenta atividade contra a bactéria Gram

negativa Pseudomonas aeruginosa ou contra o fungo C. albicans;

e Com relacéo a toxicidade frente Artemia salina 27 das 69 amostras apresentaram
algum grau de toxicidade, sendo as demais consideradas atéxicas. Das 27
amostras toxicas, 17 sdo das espécies da familia Polygonaceae, todas as

amostras da espécie C. hexandra apresentaram algum grau de toxicidade.
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7 PERSPECTIVAS

Pretende-se em estudos posteriores produzir uma pomada para uso em
testes in vivo com o0 objetivo de avaliar o potencial cicatrizante e antimicrobiano. A
subfracdo AcOEt oriunda da fracdo CeHi4 neutra do extrato da folha em acetona de
T. americana apresentou percentual de inibicdo com 69,5% e valor de CIM de 125
pHg/mL. Esta amostra foi atoxica no teste de toxicidade frente A. salina, podendo ser
utilizada em experimentos in vivo.

A fracdo MeOH oriunda de extrato bruto em CH,Cl, da raiz de C. hexandra foi
a mais promissora nos testes antimicrobianos (CIM de 250 pug/mL) apresentou baixa
toxicidade frente Artemia salina. Este resultado indica que a fracdo deve ser mais
investigada quanto ao potencial citotoxico com outros testes, como o de células da
linhagem murina (MTT), com vistas a continuar os estudos antimicrobianos em

ensaios pré-clinicos.
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