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RESUMO

Atividade Antimicrobiana de Extratos Vegetais de Plantas do Estado do
Tocantins. Hebert Lima Batista. Orientadora: Maria Elisabete Amaral de Moraes.
Dissertacdo de Mestrado. Programa de Poés-Graduacdo em Farmacologia.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara, 2008.

A busca de novos medicamentos eficazes para o combate das infeccbes por bactérias
multiresistentes é uma das grandes preocupacgdes da area cientifica mundial, desde o relato
de existéncia de cepas resistentes a penicilina observada por Kirby em 1966. A
preocupagcao € crescente devido a disseminacdo destas estirpes resistentes, tanto em
ambito ambulatorial quanto hospitalar e a diminuicdo de registro nos ultimos anos de novas
drogas com potencial de controle das infecgées. No intuito de contribuir com o
desenvolvimento de novos farmacos através de isolamento de moléculas provenientes de
plantas com potencial antimicrobiano, foi proposto o screening dos extratos hexanicos,
alcodlicos 95°GL e a 70% de seis plantas - Jenipapo (Genipa americana L.), - Folha da
Fortuna (Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken), - Meracilina (Alternanthera cf. brasiliana (L.)
Kuntze), - Mangabeira (Lafoensia pacari St. Hil), - Mesocarpo do Babacu (Orbignya spp.), -
Bacuri (Attalea phalerata Mart.); contra oito estirpes de bactérias, cinco Gram-positivas e
trés Gram-negativas. Os referidos extratos secos de cada planta foram obtidos por
maceragao, seguido de evaporagdo do solvente e liofilizacdo. Estes extratos foram
solubilizados em DMSO:H.0 — 1:1 até concentra¢des que variaram de 1000 a 1mg/mL para
avaliacao microbiolégica, pela técnica de difusdo em agar, com deposito de 50uL do extrato
em pocos de 6x8mm. As bactérias ensaiadas demonstraram-se resistentes a todos os
extratos hexanicos das plantas experimentadas, além dos extratos alcodlicos das folhas de
A. brasiliana. Os extratos alcodlicos 95°GL e 70% de folhas de L. pacari e folhas de B.
pinnatum inibiram o crescimento de todas as espécies de bactérias apresentando halos de
inibicdo superiores a 15mm e concentracao minima inibitéria - CMI entre 250 a 1mg/mL. Os
extratos alcodlicos 95°GL e 70% Mesocarpo de Orbignya spp inibiu o crescimento de
bactérias Gram-positivas, com halos de inibicao maiores que 10 mm e menores de 20 mm e
CMI entre 250 a 100mg/mL. Ja o fruto de G. americana e o mesocarpo e epicarpo de A.
phalerata inibiram tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, mas com
resisténcia a varias estirpes para os extratos alcodlicos 95°GL e 70% com halos de inibicao
superior a 10mm e inferior a 20mm e CMI de 1000 a 500mg/mL. Os resultados da
entrecasca da G. americana obtiveram halos de inibi¢cdo entre 10 e 15mm com CMI variando
entre 1000 a 250 mg/mL. Posteriormente, o extrato alcodlico 70% do Mesocarpo de
Orbignya spp foi submetido fracionamento bioguiado por técnicas quimicas, cromatograficas
e Bioautografia, obtendo 24 fracbes com potencial para atividade antimicrobiana. Assim, a
maioria dos extratos ensaiados mostrou-se eficazes contra microrganismos patogénicos,
compreendendo ser uma fonte promissora de farmacos antimicrobianos.

Palavras chaves: Genipa americana L. - Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken - Lafoensia
pacari St. Hil. - Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze — Orbignya spp. - Atividade
Antimicrobiana.



ABSTRACT

Antimicrobial Activity of Plant Extracts of the Tocantins State - Brazil. Hebert
Lima Batista. Advisor: Maria Elisabete Amaral de Moraes. Master’s Dissertation.
Post-Graduate Program in Pharmacology. Department of Physiology and

Pharmacology, Federal University of Ceara, 2008.

The research for new drugs efficient to combat multiresistant bacteria infections is a
great concern of the scientific world, since account to existence of resistant strains to
penicillin noticed by Kirby in 1966. The concern is growing due to spread of these
resistant strains at hospital and outpatient department, and the lower record new
drugs with potential for control of infections in recent years. Aiming to contribute to
the development of new drugs through the isolation of molecules from plants with
potential antimicrobial, we evaluated the hexane extract, 95°GL alcohol and 70% of
six plants - Jenipapo (Genipa americana L.), -Folha da Fortuna (Bryophyllum
pinnatum (Lam.) Oken), -Meracilina (Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze ), -
Mangabeira (Lafoensia pacari St. Hil), - Mesocarpo do Babacu (Orbignya spp.), -
Bacuri (Attalea phalerata Mart.); against eight bacteria strains, five Gram-positive and
three Gram-negative strains. The dried extracts of each plant were obtained by
maceration, followed by solvent evaporation and lyophilization. These extracts were
solubilized in DMSO:H20 solution (1:1) to concentrations ranging from 1 to
1000mg/mL for microbiological evaluation by technique of diffusion in agar with 50uL
of extract for well of 6x8mm. The bacteria tested showed resistance to all hexane
extracts evaluated, besides the alcoholic extracts of A. brasiliana leaves. The leaves
95°GL and 70% extracts alcoholic of L. pacari and B. pinnatum inhibited growth of all
bacterias species, and showing inhibition halos upper to 15mm and minimum
inhibitory concentration (MIC) ranging from 1 to 250mg/ml. The mesocarp Orbignya
spp 95°GL and 70% alcoholic extracts inhibited the Gram positive bacteria growth
with inhibition halos ranging from 10 to 20mm and MIC from 100 to 250mg/mL. The
G. americana fruit, the A. phalerata mesocarp and epicarp 95°GL and 70% alcohol
extracts inhibited Gram positive and Gram negative bacteria, with halos of inhibition
ranging from 10 to 20mm and MIC from 500 to 1000mg/mL, already the 95°GL and
70% alcoholic extracts these plants showed resistance to bacterial strains evaluated.
The Orbignya spp mesocarp 70% alcoholic extract was fractionated by chemical
techniqgues guided by biological activity, followed by chromatography and
bioautography, were obtained 24 fractions with antimicrobial activity potential. Thus,
the most of extracts tested showed to be effective against pathogenic
microorganisms, comprising a promising source of antimicrobial agents.

Keywords: Genipa americana L. - Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken - Lafoensia
pacari St. Hil. - Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze — Orbignya spp. -
Antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

O homem e o0s microrganismos partilham uma vida comum a bilhdées de
anos. Certamente, desde a pré-histéria 0os microrganismos causam doengas no
homem. Doencas estas, que s6 comecaram a serem estudadas efetivamente a partir
de 1878, gracas a trabalhos de Pasteur (1822-1895), do médico Robert Koch (1843-
1910) e de seus contemporaneos, que além de demonstrar a origem infecciosa de
varias enfermidades do homem e de animais, definiram ainda um “postulado”, que
infere os procedimentos para que seja determinado a um microrganismo o seu
envolvimento e a sua responsabilidade em uma patologia. Este postulado é valido
até hoje, mesmo com o advento da genética molecular.

Embora, a natureza infecciosa de muitas doencas ja se tenha definido, o
homem sempre utilizou de substancias para combater as infeccbes, como téem
demonstrado a histéria da humanidade, desdes 2500 a 3000 a.C.; quando os
Chineses, Hindus, Babil6nios, Sumérios e Egipcios j& empregavam as plantas
medicinais e seus derivados, além de produtos de origem animal € ou de origem
mineral no combate das infec¢coes (ROBBERS & col., 1997). Mas, somente a partir
do século XVI, com o desenvolvimento da “Alquimia”, os medicamentos passaram a
ser obtidas por métodos laboratoriais.

Diversos farmacos, em sua descoberta, tiveram seus principios artivos
isolados de plantas medicinais, como o Quinino, uma das primeiras substancias
antimicrobianas descoberta, obtido de uma arvore chamada Cinchona, existente em
florestas tropicais sul-americanas, de acao notavel na terapéutica da malaria. Seu
uso é conhecido desde 1633, empregada sob forma de p6 de casca de Cinchona
para tratamento da febre, tendo sua substancia ativa, quinina, apenas sido isolada
laboratorialmente em 1820. Outra substancia também isolada de plantas foi a
Emetina, utilizada contra amebiase e obtida da raiz da Ipecacuanha, um arbusto
nativo do Brasil e usado pelos indigenas no tratamento de diarréias (Simoes et al.,
2002).

A demonstracdo, no século XIX, da origem infecciosa de varias doencas
estimulou a pesquisa no sentido de se descobrir substancias especificas no combate
dos agentes infecciosos. Em resultado destas pesquisas, no inicio do século XX,

surgiram os primeiros Quimioterapicos de acao sistémica.
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Os trabalhos pioneiros neste campo devem-se a Paul Ehrlich (1854-
1915), que elaborou as teorias sobre a acao dos antimicrobianos e estabeleceu os
principios basicos da quimioterapia.

O préximo grande passo na histéria das drogas antimicrobianas ocorreu
em 1928, quando Alexandre Fleming (1881-1955) estudando culturas de
Staphylococcus aureus, verificou a inibigdo do seu crescimento. Uma ag&o causada
pelo fungo Penicillium notatum. Mais tarde, juntos Felming, Howard Florey (1898-
1968) e Ernst Chain (1906-1979) isolaram a penicilina, que foi empregada como uma
realidade da prética clinica a partir de 1943. Este farmaco se mostrou eficaz nos
tratamentos de Pneumonias, Sifilis, Difterias, Amidalites, Septicemias, Endocardites
bacterianas, Meningites entre outras infeccées causadas por microrganismos gram
positivos e negativos, inclusive as decorrentes de ferimentos ocorridos em soldados
em luta na Guerra.

Naquele momento, houve necessidade de producdo do farmaco em
grande quantidade, o que obrigou os laboratérios farmacéuticos esforcarem-se na
busca de novas técnicas para refinamento e controle da qualidade laboratorial,
gerando assim, maior grau de pureza da droga. Nascia entdo, a “Era da
Antibioticoterapia”, envolvendo novas técnicas, novos cientistas, novos
equipamentos e materiais relacionados com a Quimica, Biologia, Farmacologia. Isso
exigiu a montagem de estruturas de producdo e comercializagdo de novos
medicamentos, revolucionando n&o s6 a interface técnico-cientifica, mas também a
comercial. Esta grande revolugdo acarretou na necessidade de descobertas de
medicamentos e tratamentos, além da mudanca da expectativa de inUmeras
doencas infecciosas, elevando-se o indice de cura com pouquissimas sequelas
(TAVARES, 1996).

A descoberta de antibiéticos foi acompanhada pelo desenvolvimento de
técnicas de laboratério que permitiram verificar “in vitro” seu espectro antimicrobiano.
Esses métodos demonstram que determinados microrganismos da mesma espécie,
porém, de linhagens diferentes, poderiam comportar-se de modo diversificado frente
a um mesmo antimicrobiano, enquanto, uma linhagem era sensivel, outra poderia
ser resistente. A necessidade de conhecer quantitativamente o fendmeno, com
obtencdo de informacbes mais répidas, associada ao interesse em tornar o
antibiograma uma técnica utilizada para medir a sensibilidade de microrganismos a

determinadas substancias quimicas mais praticas e econdmicas, fizera que
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desenvolvesse numerosas técnicas de execucado dessa prova, mesmo de modo
qualitativo (AMATO et al., 1994).

Dentre estas técnicas, os principais antibiogramas sao:

- Método de diluicdo, que é a medida da sensibilidade através da
Concentracao Inibitéria Minima - CIM, menor concentracdo da droga que ainda inibe
o crescimento dos microrganismos (RIBEIRO & SOARES, 2000);

- Método de difusdo em agar, com depésito de substancias em células de
3-8mm e/ou com discos impregnados com antibidticos; onde a medida de atvidade é
dada pelo halo de inibicdo formado ao redor do disco ou da cavidade (BAUER &
cols., 1966);

- Método da microdiluicdo em microplacas de 96 wells com posterior
revelacdo pelo teste de viabilidade celular com MMT, 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolina bromida que além de determinar CIM, revela concentra que
inibe 90% das bactérias, 1C90, ou 50%, IC50 (MOSMANN, 1983; GABRIELSON, et
al., 2002).

Partindo-se do pressuposto de que uma das etapas essenciais para
escolha de um antimicrobiano de maneira correta na utilizagéo clinica €, sem duvida,
o conhecimento da sensibilidade ou resisténcia desses microrganismos infectantes.
Esta preocupacao tem sido uma constante, desde a introducédo dos antimicrobianos
na pratica médica, a partir da década de 40, quando Kirby em 1944, isolou cocos
gram positivos resistentes a penicilina (TAVARES, 2000).

Com o auxilio destas técnicas, o perfil epidemiolégico da resisténcia
microbiana vem sendo tragado ha décadas. Partindo de um percentual de 5% de
resisténcia em Staphylococcus aureus em isolados de hospitais norte-americanos no
ano de 1946, ultrapassando em 1959 a 80% de resisténcia. No Brasil nao foi muito
diferente. Os dados apresentam que 80% dos isolados em hospitais de estirpes de
Staphyloccocus aureus sao resistentes, enquanto, na comunidade este numero € de
70% de resisténcia a penicilina (TAVARES, 2000). Assim, estas técnicas sao
consideradas padrdo para o controle de ambientes hospitalares e infecgdes
nosocomiais, bem como servem para analise da epidemiologia da resisténcia
microbiana e base metodoldgica para descobertas para novos farmacos (NCCLS,
2000).

Uma das observagdes encontradas nestes estudos € que alguns

microrganismos conservam praticamente o mesmo padrao de sensibilidade através
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de anos, independente da utilizacdo maior ou menor de farmacos sobre eles,
chamada resisténcia natural. Outros, em contrapartida, demonstraram habilidade
extraordinaria de desenvolver resisténcia a esses agentes com relativa rapidez,
constituindo-se um dificil problema terapéutico e numa constante preocupacao
(LACAZ, 1975), conhecidos como resisténcia bacteriana adquirida. A resistencia
adquirida € comum a todas as bactérias, sendo conhecidos detalhes dos
mecanismos moleculares (TAVARES, 2000), sugerindo assim, a existéncia de
microrganismos resistentes ou multiresistentes em todas as espécies. Este fato tem
dificultado a terapéutica clinica direcionada as infec¢cées microbianas, que aumenta
a morbidade, mortalidade e os custos dos tratamentos (INFECTIONS DISEASES
SOCIETY OF AMERICAN, 2004; LEVY & MARSHAL, 2004; SHLAES et al., 1997;
HUDSON, 2001; HAMBURGUER & HOSTETTMANN, 1991; MARTINEZ et al., 1996;
RITCH-KRC et al., 1996; FINCH et al., 2003).

Com o passar dos anos, 0 avango da tecnologia associado a probleméatica
da resisténcia antimicrobiana e a propria necessidade da clinica terapéutica, fez com
que a pesquisa de antimicrobianos buscasse novas substancias, com eficacia
superior ou igual aos da terapéutica usual, ou ainda que sejam nao convencionais e
que tenham acao sobre aos microrganismos multiresistentes (OESTERHELT et al.,
2005).

Estes novos medicamentos devem trazer consigo alta resolubilidade, mas
sem esquecer o0s preceitos da ética profissional da “ndo maleficéncia”, buscando
medicamento menos tdéxico que a usuais. Esta caracteristica de menor toxicidade é
necessaria devido ao tipo dos pacientes usuarios dos farmacos de ultima geracao,
que por sua vez, fazem uso de associagcdes medicamentosas ou possuem uma
deficiéncia orgdnica momentanea ou permanente, como 0s pacientes submetidos a
tratamentos de quimioterapia com farmacos imunossupressores, quadros
patologicos de imunossupressao (SIDA), faléncia de 6rgaos. Junto a estes pacientes
podemos observar a necessidade de novos antimicrobianos devido ao incremento
do numero de procedimentos cirurgicos e técnicas invasivas (cateteres centrais e
nutricado parenterais), que elevam a prescricdo de antibiéticos de largo espectro
(FINCH et al., 2003).

Apesar desta constante busca pelas industrias farmacéuticas e
universidades, observa-se, segundo IDSA - Infections Diseases Society of

American, que o numero de novos medicamentos aprovados para atividade
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antimicrobiana entre os anos de 1983 & 2004 vem diminuindo gradativamente,
passando de 16 novos agentes no primeiro ano para apenas 3 agentes em 2004
(INFECTIONS DISEASES SOCIETY OF AMERICAN, 2004).

Além da preocupacdo de desenvolvimento de novos farmacos
antimicrobianos, observa-se que uma das fontes para descoberta € o uso de
plantas. Esta fonte tem se tornado uma boa area de estudo, em virtude de plantas
deterem um metabolismo diferenciado de substancias (metabolismo secundario) e
do uso popular como fonte de medicagdao e consequentemente selecao terapéutica
empirica de seu uso (YUNES E CALIXTO, 2001; HAMBURGUER &
HOSTETTMANN, 1991).

A Organizacdo Mundial de Saude — OMS, desde 1977, recomenda o
incentivo do uso de plantas como fonte terapéutica, além dos estudos da eficacia e
toxicidade. Dados ainda da OMS estimam que 80% da populagédo mundial ja fizeram
ou fazem uso de alguma planta como fonte terapéutica. Outro fator determinante em
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento é o uso de plantas medicinais
como fonte para os “Primeiros Cuidados de Saude”. Exemplos como Etiopia, Benin,
india, Ruanda, Tanzania e Uganda, onde se registra uma porcentagem de 60 a 90%
da populacédo aproximadamente utilizam esta forma de tratamento (OMS, 2002).

Associado a estes fatores podemos observar que a utilizacdo de técnicas
direcionadas para o isolamento de substancias quimicas ou fracdes de extratos de
plantas através de screening, seguido de prospeccao direcionada por Bioensaio,
também conhecida como “estudo quimico de plantas medicinais orientado para
analise biologica” (CALIXTO: in YUNES, 2001B), sdo essenciais para obtencdo de
bons resultados com uma relagéo interessante de custo-beneficio. Esta relacao de
beneficio € visto através da reducédo do tempo e menor gasto de materiais, quando
comparado a outros modelos descritos na literatura, pois, durante o isolamento e
selecdo dos compostos, estes sdo monitorados diretamente a atividade biol6gica de
interesse (HAMBURGUER & HOSTETTMANN, 1991; MARTINEZ et al., 1996;
RITCH-KRC et al., 1996).

Assim, este trabalho utilizou plantas pré-selecionadas como
antimicrobianas por uma analise de dados secundarios de um estudo etnobotanico,
pertencente do Projeto Bosque da Biodiversidade UNITINS/MINISTERIO DA
SAUDE/ MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE DE 1998-2000, disponibilizado pelo
convénio FMT/UNITINS, apontando as plantas: Meracilina, Alternathera cf. brasiliana
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(L.) Kuntze; Bacuri, Attalea phalerata Mart.; Babacgu, Orbignya ssp; Mangabeira,
Lafoensia pacari St. Hill.; Jenipapo, Genipa americana L. e Folha da Fortuna,
Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken.

Para avaliar a propriedade antibacteriana a partir de plantas medicinais,
foi selecionada a técnica de difusdo em meio sélido por deposito do extrato diluido
em cavidades de 5-8mm, observando-se a susceptibilidade ou resisténcia das
bactérias selecionadas. Para isolamento de fragcdes de extratos de planta foi
utilizado técnicas quimicas como particao liquido:liquido, cromatografia de adsorcao
em coluna, cromatografia em camada delgada (TLC) , e bioautografia por imprint de
TLC (LIMA: in YUNIS, 2001; LIMA e col., 2004).

A parte da planta selecionada para o fracionamento foi o Mesocarpo do
Babacu, Orbignya ssp (Palmae), devido a fatores ecoldgicos, sociais, econémicos,
tecnolégicos, como: ser abundante na regido norte do Estado do Tocantins
formando florestas de babacguais, processamento industrial e padronizado (facil
obtencdo) e significativos resultados no “screening* para bactérias gram positivas.
Outros pontos relevantes na producdo do mesocarpo do babacu € a preservacao
ambiental de grande area de extragdo, com possivel impacto s6cio-eonémico em um
eventual desenvolvimento de um farmaco proveniente deste produto, onde a
atividade extrativista, hoje, beneficia aproximadamente 3000 familias que vivem em
comunidades impactadas, como assentamentos e ribeirinhos, nos estados do
Tocantins, Para, Maranhao.



26

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Antimicrobianos

Antibiose, antibiético, antimicrobiano sdo termos que evoluiram com a
histéria para designar substancias utilizadas em pequenas concentracdes, que
devem possuir dentre outras as seguintes propriedades: atividade letal ou inibitéria
contra muitas espécies microbianas, prevenir o desenvolvimento de microrganismos
resistentes, auséncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro e estabilidade quimica
(LIMA: in YUNES et al., 2001).

“Atualmente, antibiético e antimicrobiano sédo considerados como sinonimia,
designando assim toda substancia oriunda de seres vivos, microrganismos
ou vegetais, como também aquelas sintetizadas em laboratério” (LIMA: in
YUNES et al., 2001).

A base da quimioterapia antimicrobiana tem como alicerce o conceito de
toxicidade seletiva. Esta seletividade é demonstrada nos alvos terapéuticos de
substancias que atinge a parede celular e ribossomos, enquanto, outras substancias
ndo sao tao seletivas, apresentando toxicidade as células humanas, como os
farmacos que atuam na sintese de 4cidos nucléicos, sintese de folato e alteragédo da
efetividade da membrana celular.

Os exemplos de drogas que atingem a parede celular sédo as Penicilinas e
Celalosporinas, interagindo com as transpeptidase, inibindo ou desorganizando-as.
A isoniazida também tem como alvo terapéutico a parede celular sendo que este
farmaco leva a desnaturacdo dos acidos graxos da parede celular (KOCH, 2003).
Outro exemplo classico de alvo seletivo que inibem a sintese protéica sdo os
Aminoglicosideos, Tetraciclinas e Cloranfenicol, que interagem com o ribossomo
bacteriano. Os ribossomos bacterianos apresentam diferenciagdo dos animais por
apresentarem um coeficiente de sedimentagdo 70S, composto por suas
subunidades 30S e 50s, enquanto os ribossomos de células de animais da classe
mamalia apresentam coeficiente de 80S, formados por subunidades 40S e 60S
(FINCH et al., 2003).
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Farmacos menos seletivas a alvos bacterianos podem inibir os sistemas
do animal (homem) também, como as Quinolonas, que interage com a DNA-Girase-
subunidade-a e Topoisomerase IV; a Novobiocina, que interage com DNA-Girase-
subunidade-B; a Rifampicina ao se ligar a RNA-polimerase; os Nitrofuranos e
Nitroimidazois que se complexa com a fita de DNA, inibem a sintese de acidos
nucléicos bacteriano. Ja as Sulfonamidas e Diaminopirimidinas inibem a sintese de
folato, por interagir respectivamente com as enzimas piruvato sintetase e
dihidrofolato redutase (FINCH et al., 2003).

Os farmacos que afetam a permeabilidade da membrana, também né&o
sdo seletivos, como a Polymixina, que € um desestabilizador de membrana por agir
como um “detergente cati6nico” e a Gramicidina age como bloqueadores de canais

transportadores da membrana celular (ionoférico) (FINCH et al., 2003).

2.2 Resisténcia aos antimicrobianos

Desde a descoberta da penicilina em 1929, evidencia-se a resisténcia aos
antibidticos, independente o seu mecanismo de acdo. Fleming foi o primeiro a
observar a resisténcia natural de microrganismos aos antibiéticos, descrevendo que
as bactérias do grupo coli-tiféide e Pseudomonas aeruginosas (Bacillus pyocyaneus)
ndo eram inibidas pelo antibidtico. A causa desta resisténcia natural foi depois
descoberta por Abraham e Chain, em 1940, um ano antes da primeira publicacdo do
uso clinico da penicilina, através do extrato de cultura de E. coli capaz de destruir a
acao da penicilina, chamada de penicilinase. (FINCH et al., 2003).

A resisténcia a outros antibidticos e mesmo a penicilina pode ser
observada em diversos microrganismos, sendo esta originalmente natural ou
adquirida (FINCH et al., 2003).

A resisténcia a antimicrobianos é definida pelo NCCLS — US National
Committee for Clinical and Laboratory Standards como: “bactérias que ndo sao
inibidas pelas concentragbes sistémicas normalmente administradas em doses e
horarios realizaveis do agente (substancia antibi6tica) e/ou observada sobre teste “in
vitro”, ponderando a concentracdo minima inibitéria, ndo eficaz sobre um padrao

universal, percorrendo  mecanismos de resisténcia  especificos, que
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interpretavelmente seja clinicamente ndo seguro para o tratamento em estudo”
(FINCH et al., 2003).

Entretanto, a EUCAST, European Society of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases Committee for Antmicrobial Susceptibility Testing, separa a
resisténcia a antibiéticos em dois conceitos especificos, como sendo Resisténcia
Clinica e Resisténcia Microbiologica.

“A Resisténcia Clinica € definida como sendo, a infec¢ao que é altamente
nao respondente a uma maxima dosagem de um dado antibiético”. Enquanto,
Resisténcia Microbiolbgica € a bactéria que possui algum mecanismo de resisténcia
demonstrado fenotipicamente ou genotipicamente.

A EUCAST também definiu uma outra classe néo especifica, a
Susceptibilidade Intermediaria, que é determinada pela existéncia de um ponto, que
deixa duvida interpretativa, entre a susceptibilidade e a resisténcia clinica, observada
pela biodisponibilidade do antibidtico e a sua concentragdo minima inibitoria (FINCH
et al., 2003).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno genético, relacionado
com a existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acado das drogas. A resisténcia pode ser
oriunda de resisténcia intrinseca ou adquirida.

A resisténcia intrinseca ou natural pode ser exemplificada como em
organismos produtores de um antibiotico, Streptomyces erythraeus, que € produtor
de Eritromicina e assim, naturalmente resistente a esta droga. Também podem ser
considerados microrganismos naturalmente resistentes aqueles que desenvolveram
resistencia devido a mutacdes. Estas mutacées ocorrem no germe durante seu
processo reprodutivo e resultam de erros de copia na sequéncia do DNA
cromossOmico (TAVARES, 2000).

Outra forma de aquisicdo de resisténcia € a adquirida, por meio de
mecanismos de transferéncia e/ou importacdo de genes causadores de fendémenos,
consistindo na resisténcia transferivel. Este mecanismo faz-se por mecanismos de
traducao, transformacao e conjugacéao e, freqiientemente, envolve genes situados
em plasmidios e transposons (TAVARES, 2000).

Sendo assim, Tavares em 2000, concluiu que devido mecanismos de
autoprotecdo de produtores de antibioticos, mutagdes, transferéncia de material
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genético entre microrganismos nao patogénicos resistentes e patogénicos,
possibilita a uma permeabilidade deste material genético resistente.

Mecanismos bioquimicos distintos de resisténcia sédo codificados por
estes genes. Um destes mecanismos € a inativacdo de uma droga por enzimas
especificas, anterior ou posterior a parede celular bacteriana, como a enzima
penicilinase (B-lactamase) que quebra o anel lactdmico da Penicilina, inativando-a
(FINCH et al., 2003).

A parede celular € um alvo em destaque para acao destes mecanismos,
por ser morfologicamente inexistentes nas células animal. Mas, na parede celular
pode surgir mecanismo que envolva a modificacdo do envelope da parede, que por
sua alteracao estrutural, torna-se menos permeavel aos antibiéticos. Exemplo, a
sintese de capsula de lipopolissacarideos, tornando mais hidrofilica, diminuindo a
permeabilidade de antibidticos mais hidrofobicos. Ou ainda, sistemas de refluxo de
drogas, que sao proteinas transmembranicas em formato de canal, que podem
“expelir” as drogas antibiéticas de dentro de seu citoplasma, exemplo dos canais
(bombas) de refluxo da superfamilia MFS Classe Nor-A em Staphylococcus aureus.
Estes canais do S. aureus transportam Fluoroquinas e Cloranfenicol que permearam
para o meio intracelular expelindo para o meio extracelular. Outras Bombas de
refluxo podem estar atuantes em espécies de bactérias, expulsando uma
diversidade maior de drogas, no caso das MATE Classe NorM , RND classe Acrb,
MexA, MexC, MtrC, dentre outras. Estes canais relacionados anteriormente
conduzem o0s microrganismos a resisténcia a drogas como Flouroquina,
Aminoglicosideos, Tetreciclinas, B-lactamicos, Macrolideos e Cefalosporinas (FINCH
et al., 2003).

A Modificacéo de alvos especificos de ligacao dos antibiéticos com perda
da expressado e interacdo antibiética é considerada mecanismos bioquimicos de
resisténcias também. Estes mecanismos envolvem em situagbes que levam a
alteracdo de peptideos, promovendo um remodelamento da enzima, tornando-se
ineficaz a ligacdo antibiético-molécula alvo, como as expressadas pelas cepas de
Streptococcus pneumoniae produtoras PBPs (PBP 12, PBP 2x, PBP 2a), produzindo
inUmeras codificacdes em varios niveis da B-Lactamase, reduzindo a habilidade da
ligagéo Penicilina (FINCH et al., 2003).

Quanto ao padrao de expressao de resisténcia, pode-se observar que em
Staphylococcus aureus Meticilina Resistente, MRSA, um mesmo espécime de uma
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mesma cepa, demonstra um padrdo de heterogeneidade na expressdo da
resisténcia. O que explica uma maior ou menor expressao, demonstrando, em
algumas células, alto nivel de resisténcia, enquanto outra mais baixa expressao de
resisténcia (FINCH et al., 2003).

Mecanismos inusitados de resisténcia podem surgir em uma nova via
metabdlica, pois um determinado antibiético pode perder sua efetividade em virtude
do germe construir outra via metabdlica na qual ele atua, garantindo a sua
sobrevivéncia, mesmo com a interagdo da droga com seu alvo. Isto € observado
quanto a resisténcia a Sulfonamidas e Trimetropim, ao produzirem uma enzima
dihidrofolato sintetase modificada, que reduz afinidade a sulfonamidas. Este tipo de
alteragcdo pode ser espontdnea ou envolver a sintese de codificagdo por gene
plasmidial, que por sua vez pode ser transferida por plasmidios associados a
transposons, tornando-se assim adquirida a outras bactérias (FINCH et al., 2003).

“Um mecanismo de resisténcia nao existe isoladamente, dois ou mais
distintos mecanismos podem interagir determinando o nivel de resisténcia a
uma droga. Assim, microrganismos multidrogas resistentes sao isolados
diariamente em ambientes hospitalares e ou em comunidades” (FINCH et
al., 2003).

Como anteriormente revelado por FINCH, diversos genes que expressam
esta resisténcia podem ser identificados através de biologia molecular, sendo uma
alternativa para observacdo do padrdo de resisténcia, mas tem um alto valor na
implementagdo de rotina, principalmente no Brasil. O que agrava o quadro de
controle das bactérias multiresistentes.

Associado ao quadro da inviabilidade econdmica da utilizacdo da biologia
molecular para deteccao destes tipos de bactérias corriqueiramente, observa-se que
ainda a selecdo de microrganismos resistente pela pressdo positiva do uso de
antibioticos. Sendo este um fator de selegédo e nédo de resisténcia direta, pois facilita
a disseminagcdo de microrganismos resistentes. Esta pressdo positiva deve-se ao
emprego macico de antibidticos em uso Clinico (humano e veterinario), industrial
(conservacao de alimentos), comercial (engorda de animais) e experimental.

O consumo dos antimicrobianos é elevado em todas as areas, podendo
ser detectado em niveis residuais em aguas de rios, mananciais e reservatorios de
cidades, tabela 1 (BOXALL, 2004). O uso indiscriminado de antibidticos pela
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comunidade e o uso clinico hospitalar, segundo Tavares, exerce papel fundamental

na selecao e disseminacao destas estirpes resistentes (TAVARES, 2000).

Tabela 1: Concentracao de antibioticos detectados em aguas superficiais em
estudos nos Estados Unidos até 2004.

Antibiéticos detectados Maxima concentracao ng/l
Cloranfenicol 355
Clorotetraciclina 690
Ciprofloxacina 30
Lincomicina 730
Norfloxacina 120
Oxytetraciclina 340
Roxithromicina 180
Sulfadimetoxina 60
Sulfametazina 220
Sulfametazol 130
Sulfametoxazol 1900
Tetraciclina 110
Trimetropim 710
Tilosin 280

FONTE: Adaptado de BOXALL, 2004, p. 1113.

A resisténcia antimicrobiana dos microrganismos a antibiticos na
terapéutica é observada através de técnicas epidemioldgicas, sendo possivel até a
observacdo dos mecanismos bioquimicos de resisténcia. Estudos feitos em 1946
nos Estados Unidos apresentavam 5% de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina, em 1949 ja eram 29% resistentes, em 1950 era de 50% e
por fim em 1959 era de 80% as cepas isoladas resistentes a penicilina. No Brasil,
atualmente a propor¢ao de resisténcia em isolados bacterianos para Staphylococcus
aureus em ambientes hospitalares é de 80% e em comunidade 70%. O mesmo
crescimento das taxas de resisténcia € observado para outras espécies de bactérias,
sendo gram positiva ou gram negativa, como Klebsiella sp, Pseudomonas
aeruginosas, Acinetobacter sp, E. coli, Staphylococcus epidermides, Staphylococcus
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saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus, Enterecoccus faecalis e Enterococcus

faecium e Streptococcus pneumoniae (TAVARES, 2000).

Assim, propde segundo Tavares:

“[...] uma reflexdo sobre o caminho da humanidade, envolvida com
problemas primarios de saneamento basico, analfabetismo, desnutricao,
mortalidade infantil, injurias contra grupos minoritarios, perseguicées étnicas
e religiosas, exterminio de povos e culturas, guerras, violéncia, agressao ao
meio ambiente. E € aqui, neste ultimo contexto, que surgem os
microrganismos resistentes... Estes microrganismos sado frutos do uso, do
mal uso e, sobretudo, do abuso das substancias antimicrobianas, num
desvario sem precedentes e com as mais intoleraveis justificativas”
(Tavares, 2000; p.291).

A necessidade de novas drogas surge como fundamental meio para se
conseguir controlar estes microrganismos altamente resistentes, associadas as
medidas educativas, preventivas, de controle epidemiolégico e acbes padronizadas
internacionalmente nas praticas clinicas e laboratoriais, como os “Guidelines’. Estes
“Guidelines” sao protocolos de estratégias de uma classe ou 6rgao, com
consideracoes de aplicacbes em todos os paises, referendadas por organizagdes
especializadas no combate a resisténcia microbiana e estdo descritas e
disponibilizadas on line. Diversas sociedades e 6rgdos de controle desenvolvem
estes protocolos como Centers for Disease Control and Prevention (CDC), Infectious
Desease Society of America (IDSA) que sao publicados pela NCCLS e a
Organizagao Mundial de Saude (INFECTIOUS DESEASE SOCIETY OF AMERICA,
2004; LEVY & MARSHAL, 2004).

Estes protocolos sdo validos quando usado de maneira recomendada,
como foi demonstrou Gilligan em 2004, quando aplicado as diretrizes padronizadas
em praticas laboratoriais de microbiologia, este, tém impacto positivo no controle de
infeccdes e epidemiologia da resisténcia antimicrobiana.
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2.3 Novos antibacterianos de origem natural

O desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas é realizado por
diversos grupos de pesquisadores em todo mundo, ndo sé para combate as
infecgbes por bactérias resistentes e em uso clinico, mas também, para utilizagao
em diversas atividades industriais e comerciais. Sdo exemplos de utilizagdo como
conservantes em alimentos, na racdo como fator de engorda e outras aplicacoes
especificas.

Segundo Newman e colaboradores em 2003, em revisdo de novas drogas
desenvolvidas no periodo de 1981 a 2002; a “Droga Antibacteriana” é o principal
grupo de drogas desenvolvidas, apresentado o maior numero de descobertas.
Representado mais de 10% de novas descobertas, com 90 novas substancias.
Destes 90 novas drogas, 71 eram isolados ou derivados de produtos naturais e ou
modificados por semi-sintese. Apenas 19 eram derivados exclusivamente de sintese
organica. Produtos naturais sejam eles plantas, microrganismos e animais devem
estar relacionados as principais fontes de isolamento e ou desenvolvimento de
novos antibacterianos.

Além de planta e microrganismos (fungos) com fonte natural de
antimicrobianos devemos destacar os anfibios, principalmente a classe dos
peptideos secretados por anuros. Dos peptideos isolados, as Maganininas sao os
principais antimicrobianos com potencial terapéutico em estudo clinico (ROLLINS-
SMITH et al., 2005).

Apesar desta constante busca observa-se que o numero de novos
medicamentos aprovados para atividade antimicrobiana entre os anos de 1983 a
2004 tem diminuindo gradativamente, passando de 16 novos agentes em 1983, para
apenas 3 agentes em 2004. Reforcando a necessidade de novos estudos
(INFECTIONS DISEASES SOCIETY OF AMERICAN, 2004).

Ao falar em produtos naturais como fonte de antimicrobianos, milhares de
trabalhos foram e/ou sao realizados mundialmente com intuito de colaborar para
desenvolvimentos de novas drogas.

No Brasil, estudos desta natureza com vegetais datam desde 1948, com
Cardoso e Santos, que avaliaram extratos de 100 plantas usadas na terapéutica
medicamentosa com cicatrizantes e antiinflamatérias. Somente 5 extratos

apresentaram atividade inibitoria para S. aureus, E. coli e Proteus X-19. Até meados
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de 1970, os testes baseavam em extratos brutos ou totais, sendo posteriormente
isoladas e testadas fracbes e compostos com atividade antimicrobiana, gracas a
técnicas de isolamento quimico e identificacdo molecular. Os estudos de
pesquisadores brasileiros até 0 momento revelam, um grande potencial dos produtos
naturais obtidos de diversas espécies de vegetais, devendo estes, serem
aprofundados para que possam ser aplicados na terapéutica (LIMA: in YUNES,
2001).

2.4 Plantas

2.4.1 Mesocarpo do Babacu

O mesocarpo do Babacu é uma parte do fruto abaixo da casca (epicarpo)
e que envolve o endocarpo. O endocarpo é o local onde se encontra a améndoa de
caracteristicas lenhosa. O mesocarpo apresenta uma estrutura composta de fibras e
uma farinha. Esta farinha é a parte do fruto que é utilizado neste estudo, sendo
fornecida pela TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A.

L, [ F 1B o,
4 L8 4 1 ! \
{ B N | "R R (R B y
{ < ikt Y fAL
’ Lo | ': : A\l . i \
{ \ . ", d - » A ‘*.
44 b LeL 4 YRR g |
& R P 3
W 7 N
o ¥ pr ey 4 S £

Figura 1: Individuos adultos de Orbignya ssp, Babacu.
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Figura 2: Corte transversal do fruto do Babacu, Orbignya ssp e componentes. A — epicarpo, B —
mesocarpo, C — endocarpo, D — améndoa. Fonte: Teixeira, 2000.

O Babagu, palavra do tupi-guarani significa Ba = fruto e acu = grande, é
dotado de frutos drupaceos com sementes oleaginosas e comestiveis, das quais se
extrai um 6leo empregado, sobretudo na alimentacdo. Apresenta inimeras variagdes
e sinbnimos como: bauagu, baguacu, auagu, aguagu, guaguagu, oauagu, uauacu,
coco-de-macaco, coco-de-palmeira, coco-naia, coco-pindoba, palha-branca (BALICK
& PINHEIRO In: CLAY & CLEMENT, 1993; FERREIRA, 1999).

O Babagu pertence a familia das palmaceas do género Orbignya. Este
género possui uma dificultosa identificacdo das espécies, sendo usados marcadores
taxonbmicos para identificagdo, como os marcadores Lupeol-metil-éter e p-metoxi-
lupano (GARCIA et al., 1995).

Esta palmeira € encontrada em toda area da floresta semi-decidua
equatorial. No Brasil a area de ocorréncia dos babacuais corresponde a 18,5
milhdes de hectares, situados especialmente nos estados do Maranhao, Piaui, Para,
Minas Gerais, Bahia, Ceara, Mato Grosso, Matogrosso do Sul, Amazonas e
Tocantins (TOCANTINS, 2004; TEIXEIRA, 2000).

O Babacu, uma planta nativa brasileira importante no ciclo natural de
conservacao e melhoramento do solo, € de grande porte, podendo atingir 20 metros
de altura, (dependendo da espécie), possui tronco cilindrico e copa em formato de
taca. O fruto é uma drupa composto por: epicarpo (camada externa, grossa e
fibrosa, com espessura de 1-4 mm), mesocarpo (camada abaixo do epicarpo,
constituida de uma farinha rica em amido, com espessura de 2-12 mm), e endocarpo
(lenhoso com 35-75 mm de didametro, onde se alojam as améndoas), com elevado

nuamero de frutos por cacho. As améndoas s&o brancas, recobertas por uma pelicula
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de cor castanha, geralmente tem entre 03 a 04 améndoas por fruto e rica em 6leo
(BALICK & PINHEIRO In: CLAY & CLEMENT, 1993; CORREA, 1978).

O uso do Babacu pelas quebradeiras de coco e em comunidade rural é de
grande importéncia para os indicadores socio-econdmicos regionais. Na regido do
norte do Tocantins, Sudoeste do Para, Sul do Maranhdo é um recurso de
subsisténcia, beneficiando aproximadamente 30.000 familias, que dependem desta
atividade para sua sobrevivéncia econémica (BALICK & PINHEIRO In: CLAY &
CLEMENT, 1993).

Os subprodutos deste fruto tém valor intrinseco, destinando-se a
atividades como:

- casca do coco, utilizada pelas siderurgias como carvao, devido ao alto
teor calérico (TEIXEIRA, 2005);

- endocarpo, lenhoso utilizado para confeccao de carvao ativado e como
carvao em siderurgicas;

- palha das folhas, confecgcéao de artesanatos;

- améndoa, producdo de 6leo, biodiesel e racdo animal (torta que sobra
da prensagem da améndoa), e

- mesocarpo, racao animal e alimentacado humana como suplementacao e
dieta.

Existem leis de protecdo ao corte, extracdo de palmito e uso
indiscriminado deste fruto “in natura” em fornos industriais € em carvoarias.
Somente, pode ser utilizado em industrializacdo a partir de uma planta de
aproveitamento do fruto em fracionamento dos seus subprodutos (TOCANTINS,
2008).

A farinha fornecida pela TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A. tem a
possibilidade de ser composta pelas espécies Orbignya oleifera, O. especiosa e O.
pharelhata. Conforme laudo da empresa TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A. existe uma
maior quantidade nos frutos recebidos da espécie O. especiosa, seguida pela O.
phalerata. Assim, ao analisarmos descreveremos como analise do género e ndo da
espécie.

O mesocarpo do fruto de Orbignya ssp € caracterizado por valores
nutricionais de interesse nutricional com: 80,6% de carboidratos, 1,56% lipideos,
2,2% proteinas, e 0,7% de fibras. Segundo Maciel em 2004, possui concentracao
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meédia superior ou pelo menos equivalente as fontes tradicionais de alimento, sendo

considerado sob o ponto de vista nutricional um complemento alimentar.

Tabela 2: Analise Bromatoldogica do Mesocarpo (farinha fina) do Babacu,

Orbignya especiosa.

ANALISE (UNIDADE) RESULTADO
Umidade % 13,1
Proteina Bruta % 5,2
Extrato Etéreo % 0,5
Fibra Bruta % 4,6
Matéria Mineral % 1,9
Célcio % 0,10
Fosforo % 0,06
NDT Valor Estimado % 72,9

NDT: Proteina Digestiva + Fibra Digestiva + Extrato Etéreo Digestivo + Extrato Etéreo Nao Digestivo.
DADOS: Lote 01158-06. Laudo SOLOCRIA LABORATORIO AGROPECUARIO LTDA de 24/12/2006.

Estes dados sdo confirmados na tabela 2, em analise bromatolégica
realizada por SOLOCRIA Laboratérios Agropecuarios Ltda., a pedido da TOBASA
BIOINDUSTRIAL S.A. com o interesse do uso do mesocarpo de Orbignya especiosa
como ragao animal.

GAITAN & cols. em 1994, questiona 0 uso do mesocarpo como alimento
usual, correlacionando o alto indice de bo6cio endémico em uma area do Maranhao
com a ingesta de um preparado do fruto de Orbignya ssp com mandioca. Neste
estudo, 38% das criangas em sala de aula em 1986 tinham bb6cio, mesmo com
ingesta diaria de iodo adequada. Foi observado que a principal fonte de alimentagao
destas criancgas era o preparado do mesocarpo de Orbignya ssp com a mandioca. A
avaliacao das partes comestivel do coco de Orbignya ssp para o efeito anti-tiredide
“in vivo” e “in vitro”, apresentou resultados significantes, similar ao encontrados para
drogas anti-tiroidianas como propiltiouracil e metilmazol.

Além de ser utilizado como alimentacdo humana, o mesocarpo de
Orbignya ssp é empregado pela populacdo para tratamento de dismenorreias,

constipagao, cdlicas, obesidade, artrites, leucemia, reumatismo, Ulceras, tumores e
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inflamacéo. Algumas destas indicagdes sem estudo de comprovacédo da atividade
(BALICK & PINHEIRO In: CLAY & CLEMENT, 1993).

Silva & Parente em 2001, isolou do mesocarpo de Orbignya ssp o0 MP1,
um composto polissacarideo, o a-(1—4) D-glicopyranose residual com ramificacao
(3—4), (4—6), ou com (3—6). O MP1 estimula a fagocitose em camundongos balb,
machos com 15 a 20g em doses de 100mg/kg, via oral, quando comparado a Salina
e Zymozan. A atividade antiinflamatéria do MP1 foi testada em modelo de
permeabilidade vascular induzida por acido acético intraperitoneal em dose de
100mg/kg, sendo o resultado significante quando comparando com o padrao
indometacina.

Nascimento et al., 2006; utilizando extrato aquoso da farinha do
mesocarpo de Orbignya ssp promoveu a inducdo por ativacdo e migracdo de
macroéfagos, com um aumento significativo na producao de anticorpos auto-reativos
(IGM especialmente) no bago, e ativagdo de macrofagos levando ao aumento na
producdo de TNF-a, peroxido e de 6xido nitrico. A atividade inibidora em tumores
experimentais obteve resultado positivo para o mesocarpo (MORAES, 1990). A
avaliagdo antioxidante do endocarpo foi significativa, inclusive para parte
mesocarpica do fruto (SILVA et al., 2005).

Estudos sobre cicatrizacdo do mesocarpo de Orbignya phalerata foram
feitas por diversos autores, demonstrando efeito protetor sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol e indometacina em camundongos (FREITAS & cols., 1998), e
confirmado por Batista e col. em 2006, em estudo morfoldgico e tensiométrico em
cicatrizacdo de estébmagos de ratos. No ano de 2006 véarios outros estudos foram
realizados na Universidade Federal do Maranhao apresentando resultados menos
expressivos na cicatrizagdo, mas importantes na regeneracdo dos tecidos
lecionados, como o0s ensaios em bexiga de ratos (FERREIRA & col., 2006),
cicatrizacdo da pele (MARTINS et al., 2006) parametros de cicatrizacdo da “linha
alba (BRITO FILHO et al., 2006). Todos estes estudos na Universidade Federal do
Maranhao foram feitos com ratos wistars macho adulto, em dosagem de 50mg/kg do
extrato do mesocarpo aquoso.

As analises para atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico (1:1)
do mesocarpo de Orbignya ssp foi realizado para Staphylococcus aureus e sua
concentragdo minima inibitéria (CMI) foi de 30mg/mL com halos de inibicdo médio de
14-18 mm, destacando-se inclusive a atividade para cepas resistentes a meticilina
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(MRSA), como o S. aureus AM189 e AM211. Neste experimento, foi relatado que a
técnica de poco, difusdo em agar, permite a difusao radial da substancia e o tempo
de perfusdo a temperatura ambiente, favorecendo a expressdao da acao
antimicrobiana (CAETANO e cols., 2002).

Devido a este numero de implicagdes cientificas correlacionadas ao
mesocarpo do Babacu, Orbignya ssp e pouca informacao sobre o comportamento do
extrato frente a outras espécies de bactérias, tanto gram-positivas como gram-
negativas, bem como de dados de extratos ndo aquosos, fizeram utiliza-la neste
experimento. Entretanto, ndo se pode deixar de citar que essa planta destacou na

analise de selecao para o estudo, como sendo um antimicrobiano.

2.4.2 Mangabeira

Lafoensia pacari Jaume St. Hilaire é uma arvore do cerrado, mas
encontrada em regides de transicdo com a mata Amazénica, pertencente a familia
Lythraceae, conhecida como “dedaleira”, “mangava brava” (SOLON et al., 2000) e
mangabeira (ANDRADE, SANTOS, BATISTA, 2003), descrita pelo botanico francés
Auguste de Saint Hilaire, que passou pela Serra dos Cristais, em Goias, no ano de
1818, sendo 0 nome uma homenagem ao Duque Dom Juan de Laféens (1719-
1806), da casa de Braganca, membro da Academia de Lisboa (POTT E POTT, 1994
apud SANTOS, 2006; CARVALHO, 1994 apud SANTOS, 2006).

A Lafoensia pacari € uma arvore decidua, com 5 a 15 m de altura e 20 a
40 cm de diametro, podendo atingir até 25 m de altura e 60 cm de didmetro na idade
adulta, na floresta ombréfila mista. Apresenta tronco cilindrico, reto ou levemente
tortuoso com diametros de até 26 cm; ramificacdo cimosa, em forquilha com copa
arredondada, umbeliforme, larga e densifoliada com ramos terminais jovens
avermelhados. A casca com espessura de até 20 mm, sendo externa (ritidoma) é
cinzenta, rugosa, com cicatrizes e sulcos rasos longitudinais. Quando a arvore é
velha, a casca apresenta fendas longitudinais mais profundas. A casca interna é
amarelada (SILVA JUNIOR, 2005 apud SANTOS, 2006).

As folhas sao simples, opostas, cruzadas, elipticas, oblongas ou
obovadas, com 5 a 17 cm de comprimento € 2 a 9 cm de largura; apices obtusos,

retusos ou agudos, bases obtusas; margens inteiras e onduladas; nervuras salientes
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na face inferior, nervuras secundarias quase paralelas; peciolos de até 1 cm de
comprimento; com estipulas diminutas e caducas; folhas coriaceas, glabras
discolores, brilhantes na face superior (SILVA JUNIOR, 2005 apud SANTOS, 2006)
e com um calo apical conspicuo As flores sdo grandes com receptaculo
desenvolvido (JOLY, 1987 apud SANTOS, 2006), de até 8 cm de diametro; com até
16 pétalas livres; de cor branca ou amarelada. O fruto € seco, deiscente do tipo
capsula semi-lenhosa, semiglobosa, com 4 a 8 cm de comprimento por 2,3 a 5,3 cm

de diametro, com &pice arredondado, terminando em cone, (SILVA JUNIOR, 2005
apud SANTQOS, 2006).

Figura 3: Imagens de espécime adulto e detalhes de orgaos de Lafoensia pacari. A — Lafoensia
pacari individuo adulto. B — Caule. C —.Flores D — Folhas e galhas.



41

Esta planta tem sido usada empiricamente nas regides Sudeste, Centro-
oeste e Norte do Brasil, inclusive no Estado do Tocantins, além do leste do Paraguai,
no tratamento de inflamagdes sistémicas e locais, Ulceras gastricas, cicatrizacdo de
feridas, dermatomicoses e para o tratamento de cancer (ROGERIO, 2002; SOLON
et al., 2000).

A acado antimicrobiana dos extratos das folhas de L. pacari sobre
Staphylococcus aureus e Candida albicans foi demonstrada, enquanto o extrato
obtido a partir da casca, somente inibiu a C. albicans, com formacao de halos de
inibicdo de médias de 13 a 17mm para extrato metandlico, hidroalcodlico, aquoso e
acetato de etila para Céandida albicans e a cepas de Staphylococcus aureus .
(PIRES et al.,, 2007?). Alves & col. (2000) também demonstrou atividade
antimicrobiana para extrato metanélico, enquanto que para atividade antifungica foi
encontrada no extrato etandlico.

Em experimentos apresentados em 2006 por Lima & cols, demonstrou
que extrato hidroalcodlico, acetato de etila e frac6es cromatograficas da entrecasca
e extrato etandlico das folhas apresentaram atividade antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus cepas ATCC25923 e cepas multidrogas resistentes com
gene de bomba de efluxo. Neste estudo, verificou efetividade da atividade
antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de L. pacari contra bactérias alcool-
acido resistentes (Mycobacterium spp), Proteus mirabilis, Micrococcus flavus e
Staphylococcus aureus. O extrato comportou-se com valores da CMI de 625 pug/mL
para todos os Staphylococcus aureus, e halos de 10 a 12mm (LIMA et al., 2006).

Até o momento, somente o trabalho de Souza & col. (2002); indicou
atividade antimicrobiana negativa.

Outras atividades biologicas foram evidenciadas para os extratos
etandlico da casca do caule de L. pacari, como atividade antiinflamatéria em modelo
da peritonite aguda induzida em camundongos pela carragenina (ALBUQUERQUE
et al., 1996). Rogério e cols. (2003), demonstraram atividade inibitéria do extrato
etandlico sobre a produgédo de Interleucina 5 e Solon et al. (2000) isolaram do
extrato metandlico da casca do caule de L. pacari o acido elagico, que demonstrou a
atividade sequestradora de espécies reativas de oxigénio. O acido elagico exibe
atividade anti-mutagénica, anti-carcinogénica e inibitéria da arilamina N-

acetiltransferase em Helicobacter pylori (CHUNG, 1998).
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O estudo fitoquimico das folhas e flores de Lafoensia densiflora Pohl,
Lithraceae, apresentou em seu fracionamento com métodos cromatograficos e
identificacdo por métodos espectrométricos, a presenca de compostos fendlicos
glicosilados, além dos &cidos: betulinico, ursélico e derivados; saponinas como
tetrahidroxioleanenoato de B-D-glucopiranosila, alcool tetrahidroxioleaneno;
flavondides como kaempferol glucopiranosil-kaempferol e quercetina; e a
floroacetofenona hidroxi-glucopiranosilmetoxi-acetofenona, sendo que estes
compostos com atividade biologica. Ja o estudo quimico de Lafoensia glyptocarpa,
Lithraceae, isolou e identificou saponinas  glicopiranosilsitosterol e
arabinopiranosiloleanenooato de glicopiranoila e sitosterol (RODRIGUES, 2000).

Esta diversidade de atividades e o destaque para numero de indicacdes
como antimicrobiano em uso popular, levou-nos a curiosidade de observar se a
Lafoensia pacari coletada em area de transicdo dos biomas (ec6tono) Mata
Amazénica e Cerrada do Estado do Tocantins, apresentava-se o0 mesmo
comportamento de sensibilidade dos extratos apresentados anteriormente.

2.4.3 Meracilina

A Meracilina, Althernathera cf. brasiliana (L.) Kuntze é uma planta
herbacea, perene, de base lenhosa, com ramos decumbentes ou semi-eretos, de
0,60 a 1,20 m de altura, nativa de areas abertas de quase todo o Brasil com
predominancia de ocorréncia em ecossistemas com fisionomias campestres e ou
cultivadas com propésito ornamental devido a coloracdo de suas folhas de verde a
violeta. Pertencente a familia Amarantaceae, ordem Centrospermae, conhecida
popularmente com “terramicina, penicilina, caaponga, cabeca branca, doril e acénito
do mato” (LORENZI & MATQOS, 2001).

O género Althernathera apresenta 170 espécies, sendo descritos por
varios autores acbes farmacologicas como analgésicas (DE SOUZA, 1998),
antiinflamatéria (BROCHADO, 2003) imunomodulatéria (GUERRA, 2003), diuréticas
(CALDERON et al., 1998), antiviral (YANG et al., 1989), muluscida (NDIFON &
UKOLI, 1984) depurativas, digestivas e antidiarréica (ALONSO, 2004).

A Alternanthera cf. brasiliana (L) Kuntz, embora os estudos fitoquimicos

especifico desta espécie sejam raros, alguns autores tém demonstraram a presenca
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de terpenos, esterdides, compostos fendlicos (DE SOUZA et al., 1998) e flavonédides
(BROCHADO et al., 2003

Figura 4: Detalhe da parte aérea Alternanthera brasiliana cultivada no horto da Fundacao de
Medicina Tropica do Estado do Tocantins - FMT/TO.

Figura 5: Canteiro de Alternanthera brasiliana cultivadas no horto da Fundacdao de Medicina
Tropica do Estado do Tocantins - FMT/TO
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Alguns estudos de outras espécies deste mesmo género apresentaram a
presenca de 6leos essenciais composto principalmente por: acetato de bornilo,
acetato de elemenol, alcanfor, a-cimeno, a-pineno, a-terpineol, azuleno, canfeno,
curcumeno, eudesmol, limoneno, linalol, mirceno, p-cimento, terpinoleno, turjona,
1,8-cineol, além de triterpenos do tipo esteroidal (a-y-B—espinasterol); B-sistosterol e
estigmasterol, leucoantocianidinas, alcaléides, saponinas (acido aleanico como
aglicona, raminose e glicose como acucar) cloreto de colina (ALONSO, 2004,
MACEDO et al., 1999).

Sao relatados efeitos analgésicos de extratos hidroalcodlicos obtidos de
partes aéreas da A. brasiliana e as andlises fitoquimicas preliminares indicam a
presenga de terpenos, esterdides e compostos fendlicos, sendo encontrado o (-
sitosterol (SOUSA et al., 2004). Alguns estudos demonstraram que apresenta
atividade “in vitro” contra varios virus, incluindo o “herpes simplex’. Em outro ensaio
foi demonstrado que o extrato extraindo com solvente organico apresentou uma
citotoxicidade em tumores, sendo esta toxicidade relacionada com a presenca de
turjona no 6leo essencial (ALONSO, 2004).

A infusdo das folhas apresentou carater digestivo, depurativo. Ja infusdo
da inflorescéncia € considerada béquicas. Suas folhas sdo usadas como
adstringentes, enquanto que a planta inteira macerada é usada contra prisdo de
ventre (LORENZI & MATQOS, 2004).

Salvador (2004) observou atividade antimicrobiana de Alternanthera
maritima contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. A concentracao inibitéria
minima variou de 25 a 500 ug/mL, sendo encontrado na analise cromatografica:
esterdides, acidos orgéanicos, saponinas e flavondides agliconas, flavondides
glicosideos. J& a Alternanthera pungens possui atividade farmacoldgica similar a
furosemida, que tem como fungdo diminuir a reabsorcdo do cloreto de sédio e
aumentando a excrecao de potassio no tubulo distal.

Assim, foi de interesse de nosso estudo, a observacao da A. brasiliana
que foi considerada como antimicrobiana pela analise secundaria dos dados

etnobotanicos.
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2.4.4 Jenipapo

Genipa americana L. é o nome cientifico para o jenipapo. Arvore nativa da
América do Sul e Central de areas tropicais da familia Rubiaceae. O Jenipapo (figura
6) demonstra formas elegantes, de caule reto, que atinge 14 metros de altura e 60
cm de largura, apresenta casca lisa, espessa, cinza esverdeada com manchas cor
cinza mais claras; folhas decussadas, curto peciolo opostas obovadas até oblongas,
com frutos carnosos, de 8 a 10 cm de comprimento por 6 a 7 de didmetro de casca
mole e rugosa, amarelado-apardacenta ou castanho ferruginea ou verde lavada de
castanho, com popa aromatica, vinosa, mole, com numerosas sementes (CORREA,
1978).

O efeito antimicrobiano da G. americana foi observado para substancias
isoladas no fruto, da folhas casca e entrecasca, como as substancias
monoterpénicas ciclopentandidico, acido genipico e acido genipinico e seus
derivados carboxilados (TALLENT, 1964).

O triterpeno 2a,3B-dihidroxilato cicloartane, conhecido como Genipatriol,
foi isolado de Genipa spruceana (Rubiaceae) em 2003, por combinacdo de métodos
cromatograficos com métodos espectrométricos (espectrometria de massa e
ressonancia magnética nuclear). Este composto reverte a multiresisténcia a
compostos azoélicos de Candida glabrata identificada com sistemas de bomba de
efluxo (HOSSAIN et al., 2003).

Os constituintes volateis G. americana marcantes da fragrancia do fruto
foram determinados por GC-MS, apresentando como constituintes o &cido
hexadecandico, &cido octadecandico, &cido tetradecandico, linalol, lomoneno e
acidos carboxilicos (PINO, MARBOT, VAZQUEZ, 2005).

Atividade antitumoral “in vitro” foi avaliada para produtos isolados de
frutos, folhas e inducado de callus “in vitro” do jenipapo, como glicosideos iriddides,
sendo significativos os resultados para Tarenosideo, Acido Geniposidico,
Geniposideo, Genipino (UEDA & IWAHASHI, 1991).

Outros glicosideos iridbides foram isolados do fruto do jenipapo, sendo
que nao foi reportado resultado ainda para atividade bioldégica, sdo os
Genamesideos A, Genamesideos-B, Genamesideos C e Genamesideos D (ONO et
al., 2005).
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Figura 6: Imagens de espécime adulto e partes de Genipa americana L. A — Espécime adulto de
Jenipapo. B — Casca. C — Flor. D — Fruto integro e corte transversal do fruto.

Analogos de cryptolepitinas, classe de alcaldides, isolados de uma
mistura Genipa americana L. e Microphilis guyanensis (A. DC) Pierre (Sapotaceae)
de plantas coletadas no Suriname, que tiveram atividade antifungica expressiva,
mas, nao seletiva para leveduras mutantes 1138, 1140 e 1353 de Saccharomyces
cerevisiae. Estas leveduras neste ensaio faziam parte de um modelo de screening

para drogas anticancer, apresentando danos no DNA. Alguns destes isolados pelo
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ensaio bioguiado, tiveram sua estrutura elucidada e foram significativamente ativos,
com concentragcdes menores que 400 mg/mL para IC12 e citotoxicidade “in vitro”
com linhagem de células M109, utilizando cloreto de Cryptolepina (Cloreto de 5-N-
Metilquidolina), Cryptolepina, Quindolina e outros derivados de 5-N-Metilquindolina,
de 5-N-Propylquindolina, de N-Acetilquinolina, de 5,10-N,N-Dimetilquindolina, além
de carbamato. Os derivados de 5-N-Metilquindolina e 5-N-Metil-10-N-alilquindolina
foram testados para outras 25 diferentes linhagens de células com observacao de
inducéo do ciclo celular dependente de disturbios de crescimento, que caracteriza
alteracoes tipicas de agentes danificadores de DNA (YANG et al., 1999).

Uma curiosidade interessante é que a Vedic Hindus —Ind. Comercio e
Importagéo e Exportacdo LTDA, desenvolveu um produto cosmético para tatuagem
nao permanente, patenteado sob o registro (W0O2005105020-A2; BR200403011-A),
que teve como fonte de “inspiracdo” a técnica de pintura dos indios para rituais
religiosos e de guerra, de cor azul escuro, sendo um dos produtos possiveis para
confeccao de “tatuagem de Henna”.

O efeito repelente foi demonstrado em moscas antropofilicas do fruto de
“Jdenipapo” e do “Meldao de Sao Caetano”, Mormodica charantica, (Familia
Curcumbitaceae). Neste experimento observou o efeito sobre 9 geracdes sucessivas
de Lutzomyia gomezi e L. trapidoi que no Panama é vetor da Leishmaniose e prop6s
a inferéncia para as outras espécies do género Lutzomyia (DAVILA, 1986).

2.4.5 Folha Santa

Folha da Fortuna, Folha Santa, Sempre Viva, Saido, Planta de
Ressurreicdo e Coirama sdo alguns nomes populares no Estado do Tocantins -
Brasil, para Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken, sendo descrito na literatura outras
200 espécies (RAINTREE NUTRITION, 2006). Sao sinonimia cientifica Kalanchoe
brasiliensis, K. pinnatum, Bryophyllum calycinum, B. germinans, Cotyledon calycina,
C. calyculata, C. pinnata, C. rhizophilla, Crassuvia floripendia, Crassula pinnata,
Sedum madagascariense e Verea pinnata.

Esta planta € da familia Crassulaceae, sendo a espécie identificada e
considerada neste trabalho do género Bryophyllum espécie pinnatum, conforme
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identificagdo boténica realizada por Eduardo Ribeiro dos Santos do Herbario da
UNITINS, onde amostras representativas estao depositadas.

Bryophyllum pinnatum € uma planta de regides tropicais, perene,
suculenta e que cresce de 90 &4 150cm de altura. Apresentam flores em forma de
sinos, talos ocos; suas folhas sdo verdes escuras e carnudas, com alto teor de agua
e capacidade de multiplicacao por geminagéao ou brotamento nas bordas das folhas,
gerando em diversos pontos um grande numero de raizéides, que em contato com
solo ou substrato desenvolve uma nova planta, por isso 0 nome de sempre viva e

planta da ressurreicao (figura 8).

Figura 7: Detalhe da parte aérea de Bryophyllum pinnatum cultivada no horto da Fundacao de
Medicina Tropica do Estado do Tocantins - FMT/TO.

Figura 8: Detalhe da reproducao por propagacao direta (geminacado ou brotamento na borda
lateral) das folhas de Bryophyllum pinnatum cultivadas no horto da Fundacao de Medicina
Tropica do Estado do Tocantins - FMT/TO. Evidencia-se a explicagdo do nome sempre viva

Uma variedade de indicagdes populares foi apresentada para esta planta
no Tocantins, pelo levantamento etnobotanico “Bosque da Biodiversidade”, dentre
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estas como: antimicrobiano, antiinflamatorio, cicatrizante, em diarréias, problemas
estomacais, ulcera gastrica, depurativo do sangue, no tratamento de canceres e sua
prevengdo, problemas de veia, ma circulagdo, alivio nas pernas e inchago nas
pernas.

Outras citacdes relacionadas a medicina folclérica em outros estados do
Brasil apresentam indicagées como sedativa, diurética, no tratamento de asmas,
bronquites, dores de cabeca, pedra nos rins, em picadas de insetos. Em outros
paises apresentam a repeticdo de varias indicagdes observadas na medicina
folclérica do Brasil, sendo que no México e Nicaragua esta planta é indicada para
promocao da menstruacao e auxiliar nos partos (RAINTREE NUTRITION, 2006).

A atividade antimicrobiana do extrato alcodlico 60% (4:6 de agua em
etanol) das folhas de Bryophyllum pinnatum foi demonstrada por Akinpelu (2000),
em plantas coletadas na Obafemi Awolowo University, lle-Ife — Nigéria; utilizando a
técnica de difusdao em agar com deposito do extrato em pogos de 6mm de diametro
em uma unica diluicao, 25mg/mL, obtendo o halo de inibicdo de crescimento para
uma selecao de 7 bactérias e um fungo Candida albicans LIO (Organismo Isolado
Localmente) usando como controle positivo Estreptomicina em 1 mg/mL. Obtiveram-
se médias dos halos de inibicdo do ensaio entre 13,4 & 16,8mm e Concentracao
Mininima Inibitéria (CIM) de 2,19 a 4,38 mg/mL. As bactérias utilizadas foram
Bacillus subtilis (NCIB 3610), Escherichia coli (NBIC 86), Klebsiella penumoniae
(NCIB 418), Proteus vulgaris (NCIB 67), Pseudomonas aeruginosas (NCIB 950),
Shigella dysenteriae (LIO) e Staphylococcus aureus (NICB 8588). O extrato etandlico
60% nao foi sensivel apenas para K. pneumoniae, P. aeruginosas e C. albicans. Foi
determinada para este extrato a presenca de alcaldides e flavondides.

Para Kalanchoe farinacea foi determinado a atividade antimicrobiana dos
extratos cloroférmico, metandlico e aquoso, pela técnica de difusdo em agar
utilizando os seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC6538, Bacillus
subtilis ATCC6059, Micrococcus flavus SBUG16, Escherichia coli ATCC11229,
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Candida maltosa SBUG, Staphylococcus
epidermidis 847, Staphylococcus haemolyticus 535 e Staphylococcus aureus
(isolada de paciente hospitalizado pelo Instituto de Higiene de Mecklenburg-
Vorpommern, Greifswald, Alemanha). O extrato cloroférmico e aquoso néo inibiram o

crescimento das bactérias para uma concentracdo equivalente a 4 mg de extrato
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seco, sendo demonstrado atividade para o extrato metandlico com halo de inibicdo
variando de 12 a 17mm (MOTHANA & LINDEQUIST, 2005).

Além da atividade antimicrobiana a revisdo literaria para Bryophyllum
pinnatum apresentou artigos com resultados significativos para o extrato aquoso de
suas folhas, considerando a atividade antinocepitiva, antiinflamatéria, antidiabético
(OJEWOLE, 2002). A atividade neurosedativa e relaxante muscular do extrato
aquoso das folhas frescas secas extraidas com solugéo salina foram reportadas por
YEMITAN & SALAHDEEN em 2005. O efeito como anti-hipertensivo do extrato
aquoso e metandlico das folhas de Bryophyllum pinnatum foi observado em ratos
normotensos e hipertensos, usando técnicas invasivas e nao invasivas (OJEWOLE,
2005). O efeito cicatrizante de extratos fluido de folhas de Bryophyllum pinnatum
com 4,5% de sdlidos totais foi testado em Cuba, demonstrando em ratos favorecer
os processos fisiolégicos da cicatrizagdo (SUAREZ, ULLOA, CUELLO, 2001).

Um estudo de farmacologia clinica sobre Bryophyllum pinnatum foi
realizado envolvendo gravidas em trabalho de parto, e impactos nos seus neonatos,
comparando o Beta-agonista com extrato isolado da planta, “Weleda AG, D-73525
Schwabsch Gmund” a 5% em ampolas de 10 mL de uso intravenoso como
tocoliticos. Os resultados foram similares entre as duas drogas para acao tocolitica e
observou uma diminuicdo da morbidade nos neonatos em sindrome respiratoria,
namero de eventos adversos por recém nascido e prematuridade (<37semanas),
além de diminuicao dos efeitos colaterais nas parturientes (PLANGGER et al., 2006).
Testes com tecido humano uterino biopsiado, demonstrou ser dose dependente para
cronocidade e intensidade da contratibilidade uterina (GWEHENBERGER et al.,
2004). Demonstrando ser “in vitro” como “in vivo” uma droga promissora como
tocolitico.

O género Bryophyllum apresenta em sua composicdo uma grande gama
de substancias como terpendide, alcaldides, taninos, flavondides, esterdides e
lipideos. As folhas apresentam um grupo quimico intrigante, os Bufadienolideos (que
apresentam estrutura e atividade semelhante aos glicosideos cardiacos, como
digoxina e digitoxina). Outras substancias sao encontradas nas Bryophyllum como o
acido  araquidénico, astragalina, B-Amarina, benzendides, [B-sitosterol,
bryopholenona, bryopholona, bryophylina, bryophylina A-OC, bryophylol, bryophynol,
bryotoxina C, bufadienolideos, &cido caféico, campesterol, cardenolideos, &cido

cindmico, clerosterol, clionasterol, codisterol, acido cumarinico, epigalocatequinas,



51

acido ferrulico, friedelina, glutinol, hentriacontane, isofucosterol, kaempferol, acido
oxalico, oxaloacetato, &cido palmitico, patuletina, peposterol, fosfoenolpiruvato,
acido protocatequinico, pseudotaraxasterol, piruvato, quercetina, estigmasterol,
acido succinico, acido syringico, taraxerol, and triacontano (STEVENS et al., 1995;
RAINTREE NUTRITION, 2006).

2.4.6 Bacuiri

O Bacuri é uma planta da familia Palmae (Arecaceae), subtribo Attaleeae
Drude, do género maxiliana Mart. ou phalerata Mart., segcdo Scheelea, segundo
Flora Brasiliensis, 2006. Considera-se como nome cientifico da planta Attalea
phalerata Mart., sendo depositada amostra representativa no Herbario da UNITINS.
Outras sinonimias cientificas sdo apontadas para esta planta como Maximiliana
insignis Mart., Maximiliana tetrasticha Drude, Scheelea phalerata Mart.. Esta
palmeira tem distribuicdo por quase todo o cerrado brasileiro em éareas férteis,
principalmente no Tocantins, onde é conhecida popularmente também como acuri ou
acurizeiro.

O fruto apresenta um tamanho variando entre 10 a 15 cm de comprimento
por 5 de circunferéncia. O mesocarpo da Attalea phalerata € uma parte do fruto
abaixo da casca (epicarpo) e que envolve o endocarpo (local onde se encontra a
améndoa). O mesocarpo apresenta uma estrutura composta de fibras e uma polpa
amarela e de paladar apreciavel, quando o fruto maduro. Do fruto para este estudo
utilizada a polpa (mesocarpo) e a casca (epicarpo), figura 9 e 10.

A polpa do fruto que se considera o mesocarpo, apresenta caracteristica
fibrosa com uma massa (farinha) de cor amarelada a laranja, devido a presenca de
carotendides principalmente os precursores de vitamina A. Apresentam valores
aproximados de 17ug/g e 5ug/g de carotendides pré-vitamina A, respectivamente a
B—caroteno e B—zeacaroteno (HIANE, 2003). Observando-se a sua utilizagdo para as
doencas por déficit de vitamina A.



52

7O

Figura 9: Individuo adulto de Bacuri, Attalea phalerata Mart.; com cachos de frutos imaturos
em destaque.

Figura 10: Frutos e corte transversal do fruto do Bacuri, Attalea phalerata Mart. A — Epicarpo
(casca). B — Mesocarpo. C — Endocarpo (parte escura). D — Amendoa.

Do mesocarpo de Attalea phalerata foram isolados compostos
polissacarideos Hetroxylan, um &cido complexo heteroxylan com uma ligacao
(1 — 4)-B-Xylp (SIMAS et al., 2004).



53

Sao encontrados diversos trabalhos ecoldgicos desta planta com
associacdes a refugio de artrépodes, devido sua grande quantidade de folhas e a
forma de sua insercdo ao caule, formando uma rede densa de dificil acesso a
animais e a luz. Nao foram encontrados trabalhos na literatura referentes a atividade

antimicrobiana do fruto, nos motivando a inclusdo nestes testes.

3 JUSTIFICATIVA

As infeccbes bacterianas é uma das maiores preocupacoes na area da
saude, desde o postulado de médico Robert Koch (1843-1910) sobre a origem das
patologias. Esta preocupacao é crescente devido a resisténcia bacteriana frente aos
antimicrobianos, causada por selecdo positiva, mau uso desta classe de
medicamentos, de mutagdes e outros processos genéticos que “burlao” as tentativas
de eliminar uma bactéria do sitio de infeccdo em determinadas patologias
(TAVARES, 2000; FINCH et al., 2003).

Observa-se que em paises que possuem servicos de vigilancia e controle
de infecgdes, neste caso, o Brasil faz parte da SENTRY - Antimicrobial Surveillance
Program, a “difusdo” de resistencia microbiana € confirmada, causando morbidade e
mortalidade elevada nas popula¢cdes em ambiente hospitalar quanto comunitario. Os
dados obtidos por levantamentos epidemiol6gicos de bactérias isoladas de infec¢oes
comunitdrias e ou nosocomiais, demonstram elevada resisténcia aos
antimicrobianos convéncionais e mesmos os de ultima escolha (SADER, et al.,
2004).

Em alguns paises os casos de resistencia aproximam-se de 60 a 90% de
isolados bacterianos resistentes, enquanto para os antibiéticos de auto custos e
esclusivos a ambiente hospitalar estes podem chegar a 30%. Observa-se também
em estudo referenciados pelo SENTRY que as bactérias “superesistentes” podem
chegar a 5% de isolados. A morbidade destas infeccbes causadas por estas
bactérias resistentes é elevada, o que diminui a perspectivas dos infectados, as
chaces de recuperacdao sem lesdo (INFECTIONS DISEASES SOCIETY OF
AMERICAN, 2004; SADER, et al., 2004).

Em decorréncia da crescente resisténcia microbiana e da necessidade de

munir a terapéutica médica com medicamentos eficazes para o tratamento de seus
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pacientes, é sempre bem vindo o desenvolvimento e a descoberta de novas
moléculas ativas, que possam interferir nos processos “biodinamicos e homeostase”
das infecgdes bacterianas (TAVARES, 2000; FINCH et al., 2003; OESTERHELT et
al., 2005, INFECTIONS DISEASES SOCIETY OF AMERICAN, 2004; LEVY &
MARSHAL, 2004).

Esta preocupagédo é relatada pela Organizagdo Mundial da Saude e
praticamente de quase todos os autores da area Médica, Microbiol6gica e da prépria
Industria Farmacéutica, que durante os ultimos anos vem observando o decréscimo
de registro de novos antibiétiocos com perspectivas de controle destas infeccoes
(INFECTIONS DISEASES SOCIETY OF AMERICAN, 2004).

Assim, este trabalho propde contribuir para o desenvolviemento de novos
farmacos através do estudo de sensibilidade de extratos de 6 plantas do estado do
Tocantins, que direciona para futuros trabalhos fitoquimicos de isolamento de
substancias potenciais para se tornarem antimicrobianos.

Para tanto, selecionou-se bactérias tipagem conhecidas
internacionalmente e também isoladas localmente, que foram testadas contra os
extratos utilizando técnicas padronizadas. As bactérias de colegbes internacionais
sao sepas usadas para padronizar e realizar controle de qualidade de antibiogramas
em centros de estudos e padronizagdes internacionais como NCCLS. (NATIONAL
COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS, 2000 ; SADER, et al.,
2004).

O estudo a partir de plantas é recomendado por diversos autores, devido
ao metabolismo secundario dos vegetais serem fontes de substancias quimicas com
estruturas ndo convencionais, além do aproveitamento da grande biodiversidade
brasileira. (CALIXTO:YUNES, 2001; LEVY & MARSHAL, 2004; HAMBURGUER &
HOSTETTMANN, 1991; OMS, 2002).

Diversos trabalhos fitoquimicos para antimicrobianos, bem como outras
classes medicamentosas, tiveram seus estudos iniciais desenvolvidos a partir de
origem natural, que culminaram em um protétipo ou mesmo um medicamento hoje
empregado no mescado, caso este da artemisina, cloroquina, quinino, penicilina,
outros antimicrobianos derivados de fungos, alcaldides da vinca (vincristina e
vinblastina), codeina, reserpina, atropina, ergotamina, efedrina, terpenois

(cariofileno, mentol e mirceno), fenilpropanois (eugenol), favonadis (ginkgolideos A, B,
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C, J e M), glicosideos (digitoxina e digoxina) e outras classes (CALIXTO:YUNES,
2001 e LEVY & MARSHAL, 2004).

Outro ponto favoravel a utilizacdo de plantas sado os estudos
etnofarmacol6gicos, que apontam para uma possivel indicagdo de acao bioldgica,
pois em alguns paises em desenvolvimento até 80% da populagdo tém como a
Unica fonte de medicamento as plantas, assim selecionando empiricamente o seu
uso (OMS, 2002).

Para isolamento de fracbes de uma das plantas testadas utilizamos a
tecnica de isolamento direcionada pela atividade bioldgica, observado sobre um
extrato de uma parte da planta, para estudos futuros de isolamento e elucidacao
estrutural das substancias ativas.

A planta selecionada foi o Babacu, Orbignya ssp (Palmae), sendo a parte
utilizada o seu mesocarpo, devido a atividade seletiva, atuando em bactérias gram
positivas, além de caracteristicas socio, ambientais, culturais e econémicas.

Pontua-se nestas caracteristicas o processo de obtencao industializada
do mesocarpo de maneira padronizada e em quantidade significativa, em caso de
desenvolvimento de um produto para utilizagdo em grande escala. Portanto,
economicamente viavel, pois a sua extracdo independe da proposta Unica de
obtencdo do mesocarpo, onde hoje ja se coleta para obtencdo de produtos como
6leo da améndoa, o bagaco e o endocarpo. E ainda, ecologicamente sustentavel,
onde o extrativismo deste fruto propde-se maior protecdo a area de manejo,
objetivando maior producdo e consequentemente manutencdo da flora e fauna
associada, bem como os mananciais e nascentes destas regides. Sob o aspecto
socioeconbmico regional, a operacdo extrativista deste fruto beneficia
aproximadamente 3000 familias em comunidades em situacao de risco, dentre estes
assentados rurais e ribeirinhos, onde um incremento de valor ao produto poderia ter
impacto positivo.

Dentro desta perspectiva de descoberta de novas moléculas de acao
antimicrobiana, buscamos estudar o potencial de cada planta relacionada.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar a sensibilidade “in vitro” de extratos de plantas do Estado do
Tocantins contra algumas bactérias patogénicas de colecdes internacionais e de
isolados de pacientes do Estado do Tocantins.
4.2 Especificos

Avaliar a atividade antibacteriana e a concentracdo minima inibitéria dos
extratos hexanico, hidroalcodlico e etandlico de Jenipapo, Folha Santa, Meracilina,

Mangabeira, Babagu e Bacuri, sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Isolar fragbes com atividade antibacteriana do extrato do Mesocarpo do
Babacu, Orbignya ssp (Palmae) ,por prospeccéo fitoquimica.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Do Material Vegetal

5.1.1 Sele¢ao das plantas

As plantas estudadas foram selecionadas a partir de analise retrospectiva
de dados secundarios, obtidos através do levantamento Etnofarmacolégico do
Projeto Bosque da Biodiversidade — 1999 da UNITINS, pertencentes ao banco de
dados da Fundacao de Medicina Tropical do Tocantins.

Foram usados critérios de selegdo a partir do nome popular da planta
como:

1 — porcentagem de indicacao antimicrobiana

2 — facilidade de obtencéo da planta

3 — revisao bibliografica ndo consistente ou inexistente da parte da planta
a ser experimentada

4 — tipo de extrato produzido.

5.1.2 Material botanico

As amostras do vegetal pré-definido etnofarmacologicamente foram
coletadas no Estado do Tocantins em regido de confluéncia dos biomas (&rea
ecotonal) Cerrado e Mata Amazénica, caracterizada por floresta ombrofita aberta de
vegetacdo semi-decidual e do cerrado, antropisada, com exceg¢do das plantas
cultivadas no horto da Fundacao de Medicina Tropical do Tocantins e do mesocarpo
do babacu que foi fornecido pela empresa TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A.

Os espécimes foram separados por érgaos vegetais como folha, caule,
casca, raiz e fruto na qual se obteve o respectivo extrato da planta, conforme a
indicacao popular.

Em conjunto com a coleta do material vegetal para os experimentos foram
retiradas amostras representativas para herborizagdo. As amostras foram tratadas
adequadamente e encaminhadas em exsicatas na forma de quadruplicatas para
identificacdo botanica, onde receberam guarda e catalogacdo do Herbario da
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Universidade do Tocantins pelo Prof. Eduardo Ribeiro dos Santos. Em anexo ao
material de identificacdo foram registadas imagens digitalizadas das espécies e
dados da coleta, conforme ficha de coleta que se encontra no Anexo -1 (DI STASI et
al., 1996; FIDALGO et al., 1989).

Tabela 3: Identificacao das plantas analisadas, relacionando nomenclatura
botanica e popular, partes usadas nos experimentos e indices estatisticos
facilitadores de selecao por indicacoes encontrados no levantamento

etnofarmacoldgicos.
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Bryophyllum
Folha-santa pinnatum Crassulaceae Folhas 62 28,1% 3,1% (216)
(Lam.) Oken
. Genipa .
Jenipapo . Rubiaceae Casca, Fruto 52 0,9% 0,1% (7)
americana L.
. Lafoensia
Mangabeira ) , Lythraceae Folhas 24 41,4% 4,5% (317)
pacari St. Hil.
Alternanthera
Meracilina  cf. brasiliana Amaranthaceae Folhas 21 4,0% 0,4% (31)
(L.) Kuntze
Attalea
Bacuri phalerata Palmae Fruto 30 0,9% 0,1% (7)
Mart.
Mesocarpo Orbignya Mesocarpo
Palmae * 0,5% 0,06% (4)
do Babacu ssp. do Fruto

* Material fornecido pela TOBASA Bioindustrial de Babacu S. A. 1- Identificacdo botanica realizado
pelo Sistemata Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos responsavel pelo Herbario da Universidade do
Tocantins. Dados de valores absolutos, relativos analisados sdo do total de 7028 indicacoes
populares registradas na pesquisa etnofarmacoldgica do do Projeto Bosque da Biodiversidade —
UNITINS/FMT.

As partes coletadas para posterior utilizagdo na fase experimental

passaram pelo processo de secagem a temperatura ambiente e sob ventilacao
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forcada com protecao da radiacao solar. A temperatura média nos dias de secagem

em Araguaina-To foi

aproximadamente

26,3°C.

Posteriormente,

foram

acondicionadas em frascos escuros ou caixas de papeldo e armazenadas ao abrigo

da luz em ambiente seco, com temperatura de 21°C e umidade 60% (DI STASI,
1996; FIDALGO, 1989).

Tabela 4: Dados da coleta, localizacao de cada espécime estudada.

Nome Data de Localizacao, Altitude Posicao Tipo de
Cientifico' Coleta Regiao (m) Geografica vegetacao
Canteiro do W:48214'39.7"
Horto da FMT,
Bryophyllum _
innat 10/04/2005 Bairro de 221
pinnatum _ -
Fatima, s: 07014707.3» Cultivada
(Lam.) Oken ]
Araguaina,
To.
Horto da FMT, W: 48°14°43.1”
, Bairro de ,
Genipa 10/04/2005 Fati 238 ecotono
. atima, Amazonia
americana L. S:07914°03.8”
Araguaina, Cerrado
To.
Loteamento W: 48°14°07.6"
Xavante,
proximo  JP
em uma
Lafoensia Ecétono
St Hil 14/07/2005 estrada que 235 Amazonia
Bentinho,
Araguaina,
To.

* area de coleta com abrangéncia de 100 km da cidade de Tocantinépolis (ver figura 11).
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Nome Data de Localizacao, Posicao Tipo de
Cientifico1 Coleta Regiao Geografica vegetacao
Canteiro do W:48214'39.9"
Horto da FMT,
Alternanthera
B Bairro de
cf. brasiliana 15/07/2005 Far Cultivada
atima, . 704 A »
(L) Kuntze , S:07°14'07.5
Araguaina,
To.
BR - 153 - W: 48222'11.3”
km 210,
Attalea entrada lado )
- Ecétono
phalerata  24/10/2005 direito da Amazonia
Mart. pista, antes da S:07°26'90.4 Cerrado
Ponte sentido
norte-sul.
Producédo dia
23/08/2005 as
Orbi 16 h TOBASA
rbignya
98 23/08/2005 BIOINDUSTRI x Florestas
ssp. de Babacu
AL S.A,

Tocantinépolis
, To.

* area de coleta com abrangéncia de 100 km da cidade de Tocantinépolis (ver figura 11).

O mesocarpo do babacu fornecido pela TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A.
foi obtido por processo industrializado automatizado do fruto, em sua sede no Distrito

Industrial de Tocantinépolis, Rua Tobasa, 900 — Estado do Tocantins, por tecnologia

de descorticagem, corte transversal do coco, separacdo da castanha, fibras e das

farinhas do mesocarpo fina e grossa, patenteada no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (Patentes n° PI18106829-8; PI18106828-0 e PI0005365-1).
Considerando mesocarpo, 0 mesmo que a industria chama de farinha fina separada

por filtros com controle da porosidade (peneiras ou tamis). Foi fornecida uma
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quantidade de 30 kg para a realizacdo do experimento. A amostra é representativa
da producéo do dia 23 de agosto de 2005. Os frutos maduros utilizados no processo
de industrializagdo sdo coletados de maneira extrativista por familias em

assentamentos, comunidades rurais e ribeirinhos dos estados do Tocantins e

Maranhao, em florestas da palmeira Orbignya ssp, considerando que somente sao
coletados frutos caidos ao chdo (TOBASA, 2006).

Figura 11: Imagem de uma Floresta de Babacu, Orbigynia ssp, Babacual; e diagrama de
localizacdo de area de exploracao de recursos naturais para extracao do Babacu, segundo
TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A.; com indicacao de areas de ocorréncia do Babacu no Brasil,
segundo Teixeira, 2000. Local em destaque (circulo amarelo): regido de abrangéncia de coleta de
babagu pela TOBASA BIOINDUSTRIAL S.A, Imagem de satélite utilizada do programa Google Earth
versao 4.3.7204.0836 (beta).
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5.1.3 Preparacéao de extratos para testes e analises

Depois de confirmada a classificacao botanica do vegetal, entre 3 a 5 kg
de cada espécie de suas respectivas partes selecionadas foram secas em ambiente
ventilado sob protecéo solar e posteriormente triturada com auxilio de um moinho de
facas WILLI®. A excec¢ao foi do mesocarpo do babacu, em virtude de ser um produto
manufaturado e entregue em estado adequado para o experimento.

O material triturado foi depositado em um recipiente tipo percolador de
Aco Inox, modelo PE, ERLY MAQUINA® e tratado com um volume de solvente
correspondente a 20% de peso da planta por volume, a temperatura ambiente por
15 (quinze) dias de maceracdo com agitacao de 12 em 12 horas. Foram utilizados os
solventes hexano, alcool 95°GL e alcool 70%, nesta respectiva ordem.

O hexano, apoés este periodo de maceracao foi filtrado e o solvente
removido sob pressao controlada, em um gradiente decrescente de 280 a 230mbar
por 30 minutos, para um volume de 500mL de extrato por ciclo; com auxilio de um
rota evaporador (evaporador rotativo) modelo R-205 e controlador de vacuo V-805
BUCHI®, com banho a temperatura controlada de 40°C. O residuo final de hexano foi
removido por insuflacdo de “Ar Comprimido” seco, obtendo-se assim, o extrato
hexano da respectiva parte da planta analisada.

Entre a maceracdo com hexano e o alcool 95°GL o material vegetal
triturado foi removido do percolador para uma bandeja de Acgo-inoxidavel,
aguardando a evaporacdo de residuo de solvente hexano, diminuindo a
contaminacgao posterior ao alcool, no procedimento de maceracao seguinte.

Assim, o material livre de hexano, era novamente depositado ao
percolador e o segundo solvente utilizado alcool P.A. (para analise) graduacao
alcodlica 95°GL (Merck) foi submetido novamente a maceracdo e agitacao pelo
mesmo periodo tempo, sendo mantida a proporcdo de massa/volume. O extrato
alcodlico retirado foi filtrado e o alcool removido com auxilio do rotaevaporador com
gradiente de pressao decrescente de 180 a 60mBar por um periodo de 60 minutos,
para um volume de 500mL de extrato por ciclo e temperatura do banho controlada a
40°C.

O material liquido obtido deste extrato foi submetido a congelamento a -
45°C e posterior a liofilizagdo, no aparelho Liofilizador TERRONI® LS3000, tornando-

se extrato alcodlico 95°GL ° da respectiva parte da planta analisada.
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Por final, foi submetido a mesma metodologia de maceracéo da parte da
planta com uma solugdo hidroalcodlica 70% (30:70, H20:C.OHs), mantendo a
propor¢cao de 20% de peso por volume. A solugéo recolhida foi filtrada e submetida a
evaporacao do alcool com auxilio do rotaevaporador a um gradiente de pressao
decrescente de 140 a 50mBar por um periodo de 60 minutos, para um volume de
400mL de extrato por ciclo. O volume obtido foi congelado e liofilizado, tornando-se
extrato alcodlico 70% da respectiva parte da planta analisada.

5.2 Da analise microbioldgica

O uso dos testes de atividade antimicrobiana “in vitro” é uma prética
usual, padroniza por Kirby e Bawer desde 1966, sendo revistas e modificadas por
diversos autores. Atualmente sdo adotados métodos padronizados por diversos
organismos como: NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards,
como "Methods for Determining Bacterial Activity of Antimicrobial Agents; Approved
Guideline”, norma M26-A, ISBN 1-56238-384-1 de James H. Jorgensen, 1999, que

foi seguido realizando pequenas adaptagdes conforme discutidas abaixo.

5.2.1 Analise microbioldgica dos extratos brutos

Uma aliquota do extrato do respectivo solvente da parte da planta
analisada foi solubilizada em solucao de Dimetil-Sulfoxido (DMSO) em agua 1:1 e
posteriormente diluida, obtendo respectivamente uma concentragdo de extrato
brutos de 1000mg/mL, 500mg/mL, 250mg/mL, 100mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 10
mg/mL e 1 mg/mL. Estes estratos diluidos foram submetidos aos testes
microbioldgicos, em placas estéreis de 20x150mm onde era depositado 1mL de
solucdo fisiolégica, contendo microrganismo em suspensdes (solugdo salina a
0,85%NaCl e Tween 80 0,05%), padronizada pelo tubo 0,5 na escala de Mac
Farland, ajustada para 90%T (530nm). Em seguida, era adicionado por placa 50mL
de meio sélido Agar Mueller Hinton, preparados segundo as normas do fabricante
(Reagen), fundido a 50°C, utilizando a técnica “Pour Plate”’, homogeneizadas pela
técnica de “oito” (MC GINNIS, 1980; BAUER & cols., 1966).
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Apoés a solidificacdo do meio, foram feitas cavidades com 6X8mm de
diametro, através de auxilio de um tubo de Durhan, para deposito de 50ul de cada
amostra de diluicdo do extrato. As placas sofreram pré-encubacédo em temperatura
ambiente por 2 horas na posicdo normal, isto é, tampa para cima. Posterior a
incubacao foi colocada na mesma posicdo em uma estufa por um periodo de 6
horas. Este periodo de pre-incubacao foi necessario para que o extrato fosse
absorvido pelo agar, proporcionando assim, a formacao de halos de inibicdo mais
favoraveis a leitura. O restante do ciclo de incubacdo em estufa foi realizado na
posicdo invertida, tampa para baixo, até completar as 24 — 48 horas, a uma
temperatura de 37°C para todas as bactérias, sendo observada a leitura nestes

respectivos momentos (Lima, 1997).

Figura 12: Imagem do ensaio microbioldgico. Aplicacio de extrato bruto de mesocarpo de Babagu
(Orbignya ssp.) 95°GL em cavidade de 6X8mm no meio de cultura Agar Mueller Hinton em Placa de
Petri 150x15mm, apoés solidificacao do meio e inéculo de bactéria pela técnica de Puor Plate.

Os ensaios foram feitos em triplicata para cada linhagem selecionada. Os
resultados finais foram determinados pela média aritmética dos halos de inibicao
com valores obtidos nos ensaios. Os Parametros de comparacao de crescimento e
formacdo dos halos de inibicdo foram realizados frentes aos antibidticos
convencionais utilizados pela terapéutica e comparados entre si por analise de

variancia - ANOVA, utilizando teste de Tukey.
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A interpretacdo dos resultados foi feito segundo LIMA em 2004 e ALVES
em 2000, onde bactérias sensiveis ao extrato obtiveram halo de inibicdo com
diametro igual ou superior (=) a 10mm. Para bactérias ndo sensiveis ao extrato

testado, os halo de inibicdo eram de didmetro menor (<) a 10mm ou ausentes.

5.2.2 As espécies de microrganismos

Os microrganismos usados no trabalho foram isolados de amostras
clinicas de pacientes com infecgcdes patogénicas Hospital Regional de Porto
Nacional-TO, pelo Laboratério de Microbiologia e Saude Publica da UFT — Compés
de Porto Nacional e ou de colecbes de cultura cedidos e registrados no Laboratério
de Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade da Paraiba /
Jodo Pessoa (tabela 5).

O critério de selecao das cepas utilizadas foi da utilizagdo de cepas de
colecdes internacionais, com padrao de fenotipagem e utilizagdo como controle para
testes antimicrobianos conhecidos internacionalmente. Enquanto para bactérias
isoladas localmente de pacientes da regidao de estudos, foram utilizadas cepas
resistentes a antibiéticos convéncionais. Os microorganismos isolados localmente
sédo utilizados para confirmagdo ou ndao de uma real atividade microbiana, que
poderiam justificar o uso da(s) planta(s) para tal indicacao regional.

Os antibidticos utilizados como controle positivo de sensibilidade aos
antimicrobianos foram selecionados a partir de uma prévia analise de sensibilidade.
(Anexo, tabela 36).

A tabela 5 apresenta o resultado da escolha dos antimicrobianos para as
respectivas cepas utilizadas neste trabalho.
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Tabela 5 - Classificacdao segundo critérios de gram para as bactérias testadas
indicando o antibiético utilizado como parametro de controle positivo das

analises microbioldgicas.

Classe da Bactéria, . o
Bactéria Antibidtico
segundo Gram:

Escherichia coli (B4);

Pseudomonas aeruginosa* Sulfonamida

Bactérias

Gram negativa:
Klebsiella spp*

Staphylococcus aureus ATCC6538
Staphylococcus epidermidis
Bactérias ATCC12228 Penicilina
Gram positivas Staphylococcus spp*
Streptococcus pyogenes*
Streptococcus ssp™* Vancomicina

*Cepas isoladas clinicamente de pacientes com infeccao do Hospital Regional de Porto Nacional-TO,
pelo Laboratério de Microbiologia e Saude Publica da UFT — Compés de Porto Nacional. ** A cepa de
Streptococcus ssp mesmo sendo Gram Positivo apresentou-se resistente a penicilina e outros
antibiéticos sendo selecionado a Vancomicina para utilizagdo de controle positivo de inibicado de
crescimento.

5.3 Andlise estatistica dos resultados dos halos de inibicao

Para os resultados obtidos foi realizada analise estatistica descritiva dos
ensaios microbioldgicos, seguido de uma Analise de Variancia (ANOVA) dos halos
de inibicdo dos extratos testados em sua respectiva concentracao e seu solvente,
devido ao grande numero de tratamento neste ensaio. Com o estudo de ANOVA
foram possiveis a a comparacdo das médias dos resultados, objetivando identificar
quais plantas, extratos e solventes eram significativamente diferentes entre si e qual
tinha maior expressao do halo de inibigdo, através do teste de Tukey, com auxilio do
software SISVAR® Versao 4.3.

Para analise comparativa dos halos de inibicdo dos extratos de

concentragdes positivas com o halo de inibicdo do antibidtico padrdo, necessitou-se
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Teste T de Student, com a utilizacdo dos softwares Bioestat®, devido ao antibiético

padrao nao sofrer tratamento para solvente, inviabilizando analise via ANOVA.

5.4 Fracionamento bioguiado do extrato alcoodlico 70% do mesocarpo do

Babacu, Orbignya ssp.

Para o fracionamento bioguiado de um extrato, objetivando isolamento de
fracbes ativas, foi selecionado o extrato seco alcoolico 70% do mesocarpo do
Babagu, Orbignya ssp. A escolha deste estrato foi condicionada a seletividade da
atividade antimicrobiana para bactérias gram positivas, alem de nao encontrar
analise fitoquimica descrita na literatura, para atividade antimicrobiana. Assim,
desenhou a seguinte sequéncia de atividades para isolamento de fragdes ativas
(WAGNER & BLADT, 1996).

5.4.1 Partigéo liquido:liquido

A particdo liquido:liquido foi realizado a partir de 87,2821gr do extrato
alcodlico 70% do mesocarpo do Babacu - MB, Orbignya ssp, solubilizando-o com
200mL de metanol:agua 1:1.

Posteriormente, esta solugdo sofreu particdo de 3 porcées de 100mL de
hexano, cloroférmio, acetato de etila e N-butanol, respectivamente. O resultando
apos evaporagao do solvente com auxilio de rotaevaporador sob pressao reduzida
obteve-se uma quantidade de 14,2119g de extrato MB particionado com hexano,
16,6623g de extrato MB particionado com cloroférmio, 12,72156g de extrato MB
particionado com acetato de etila, 16,4504g de extrato MB particionado com N-
butanol, 19,3012g de extrato metanol:agua, conforme esquema 1.
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Dissolugéo do Extrato Alcodlico

70% em Metanol:Agua 1:1

Hexano*
Porcao Hexanica™ Porcao
MB Particdo Hexano MetanoI:Agua
Cloroférmio*
Porcao Cloroférmica™* Porcao
MB Parti¢ao Cloroformica Metanol:Agua
Acetato de Etila*
Porcao Acetato de Etila** Porcao
MB Particdo Acetato de Etila Metanol:Agua
n-Butanol*
Porcao Butandlica** Porcao
MB Partigdo Butandlica Metano|;Agua
Evaporacao do Metanol e
Liofilizagdo da Agua
* 3x 100mL. . ]
** Posterior Cromatografia Liquida em Coluna MB Particdo Metanol:Agua

ESQUEMA 1 — Seqiiéncia de particoes Liquido-Liquido utilizado para obtencao das fracoes a
partir do extrato seco alcodlico 70% do mesocarpo do Babacu, Orbignya ssp.

5.4.2 Cromatografia liquida em coluna

Para a etapa de cromatografia liquida em coluna por adsorcédo em silica
gel foram escolhidos as porgcées hexanica (MB porcao hexano) e cloroférmica (MB
porcao cloroférmio), provenientes das particaos liquido:liquido do mesocarpo do fruto
de Orbginya ssp. Estas partiicbes foram submetidas ao fracionamento por
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cromatografia liquida de adsorgdo com gradiente de eluidores, sendo utilizados
solventes apolares a polares, na seguinte ordem: 1) hexano, 2) hexano:cloroférmio
1:1(v/v), 3) cloroférmio, 4) cloroférmio:acetato de etila 1:1(v/v), 5) acetato de etila, 6)
acetato de etila:metanol 1:1(v/v), 7) metanol e 8) agua.

A escolha das porcdes hexanica e cloroférmica esta relacionada aos
resultados da formacgéo de halos de inibicdo no teste de autobiografia (Secao 6.3).

Na preparacdo da coluna foram utilizados 90g de Silica Gel Mach 60
SORBAT® depositadas em uma coluna de vidro de 560x70mm. Para adsorcédo e
introdugdo dos 14,2119g extrato MB porcdo hexano na coluna foram utilizados
31,3271g de Silica. A eluicado do extrato MB porcao hexano foi feita utilizando 300mL
dos solventes supracitados e recolhidos a mesma quantidade em volume,
denominando o0 nome respectivo do extrato, que tiveram seus solventes removidos
com auxilio do rotaevaporador sob pressao reduzida e secagem por insuflacao de
nitrogénio gasoso, com auxilio de um concentrador de amostra da TECHNE®
(Sample Concentrator — TECHNE®) associado ao Dry Block — BD3 da TECHNE®,
obtendo uma quantidade de: 1) 0,301g de MB particao hexano fracdo hexano, 2)
1,181g de MB particdo hexano fragdo hexano:cloroférmio 1:1, 3) 1,220g de MB
Particdo hexano fracao cloroférmio, 4) 3,205g de MB particido hexano fragcéao
cloroférmio: acetato de etila 1:1, 5) 2,805g de MB particdo hexano fracdo acetato de
etila, 6) 1,302g de MB particao hexano fracdo acetato de etila:metanol 1:1, 7) 1,204g
de MB particdo hexano e fragcdo metanol e 8) 1,890g de MB particdo hexano fragao
aquosa. Aliguotas destas fracées foram submetidas a cromatografia em camada
delgada e posterior autobiografia para selecdo da fragdo do extrato de atividade
microbiana, esquema 2.

Para preparacao da coluna do extrato de MB porcéao cloroférmica usou-se
14,1970g de silica para adsorcdo de 16,6623g extrato. Neste experimento foi
adotado mesma medida de eluientes e sequiéncia da por¢cao hexanica, obtendo apds
remocéao do solvente: 1) 0,345g de MB particao cloroférmio fracdo hexano, 2) 0.890¢g
de MB particao cloroférmio fracdo hexano:cloroférmio 1:1, 3) 3,254g de MB particao
cloroférmio fracdo cloroférmio, 4) 3,047g de MB particdo cloroférmio fracao
cloroférmio: acetato de etila 1:1, 5) 1,457g de MB particao cloroférmio fracao acetato
de etila, 6) 1,231g de MB particao cloroférmio fracdo acetato de etila:metanol 1:1, 7)
0.987g de MB particdo cloroférmio fracdo metanol e 8) 0,994g de MB particao



cloroférmio fracado metanol, que também foi submetido a cromatografia em camada

delgada e posterior autobiografia, esquema 3.

MB Particao
Hexano
MB — PHF MB — PHF MB — PHF MB — PHF MB — PHF MB — PHF MB — PHF MB — PHF
Hexano Hexano: Cloroférmio Cloroférmio: Acetato de Acetato de Metanol Agua
Cloroférmio, Acetato de Etila Etila:
11 Etila, 1:1 Metanol 1:1

ESQUEMA 2: Fracionamento do extrato do mesocarpo do fruto de Orbignia ssp 70°GL porcao
hexanica da particao Liquido-Liquido. MB — PHF: extrato do mesocarpo do fruto de Orbignia ssp

70°GL porcao hexanica da fragao do eluente

MB Particao
Cloroférmio
MB - PCF MB - PCF MB - PCF MB - PCF MB - PCF MB - PCF MB - PCF MB - PCF
Hexano Hexano: Cloroférmio Cloroférmio: Acetato de Acetato de Metanol Agua
Cloroférmio, Acetato de Etila Etila:Metan
11 Etila, 1:1 ol 1:1

ESQUEMA 3 - Fracionamento do extrato do mesocarpo do fruto de Orbignia ssp 70°GL porcao
cloroférmica da particao Liquido-Liquido. MB — PCF: extrato do mesocarpo do fruto de Orbignia
ssp 70°GL porcao cloroférmica da fragao do eluente

5.4.3 Cromatografia em camada delgada

Ap6s a particdo liquido-liquido e o fracionamento por cromatografia
liquida por adsorgdo em coluna, as fragdes foram posteriormente submetidas a uma
cromatografia em camada delgada, depositando cuidadosamente em pequenas
quantidades, para que os “spots” de amostragem das particbes ndo superasse a
2mm de diametro até um volume final de 50uL de uma solugdo/suspensdo em

solvente cloroférmio ou metanol a uma concentragcdo de 200mg/mL.
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A placa utilizada para corrida foi de Silica Gel TLC marca Merck® (placa
W/UV-254nm aluminum backe, 200nm, 20x20cm, 25pK), sendo o experimento
realizado em quadruplicata. Para eluicdo das cromatofolhas utilizou-se uma mistura
de 20% de metanol e 80% de cloroférmio a temperatura ambiente, 24 °C.

Uma das cromatofolhas de cada particao sofreu revelacdo com Vanilina
Sulfurica (ativacdo da revelacdo a 80°C), enquanto as outras foram utilizadas no
experimento de autobiografia.

5.4.4 Bioautografia

A selecao das fracbes a serem analisadas para posterior isolamento das
substancias foi direcionada pela atividade antimicrobiana, segundo técnica de
autobiografia (ROMEIRO, 2006; HADACEK & GREGER, 2000). Para esta técnica foi
escolhido a bactéria Staphylococcus aureus ATCC6538.

Antes de realizar a autobiografia as cromatofolhas eram expostas por 12
horas em ambiente de fluxo de ar estéril, CaAmara de Fluxo Laminar com exaustéo, a
temperatura ambiente, para evaporacéao total do eluente.

A preparacao da placa de Petri com meio de cultura para o recebimento
da cromatofolha foi realizado utilizando o mesmo procedimento para avaliacao da
atividade antimicrobiana (antibiograma), sesséo 5.2.1, com excecao da perfuracao
do meio.

Ap6s a solidificacdo do meio foi depositado a cromatofolha
cuidadosamente, com inclinacao suficiente, para que uma das bordas entrasse em
contato com o meio anteriormente ao lado oposto, favorecendo a ndo formacao de
bolhas de ar que impecam a formacao do “imprint”.

As placas eram encubadas por 24 horas a 37°C com as cromatofolhas
sobrepostas a superficie do meio, para que o contato proporcionasse uma difusao
das substancias que foram eluidas na cromatografia. Apds, este periodo de
incubacao as cromatofolhas eram retiradas, imagengrafadas, medido os RF (fator de
retencdo) determinados pelos halos de inibicdo presentes no meio de cultura e
comparadas com as manchas das cromatofolha revelada.

Uma posterior incubacdo por mais 24 horas, com placas na posicao
invertidas, foi necessario para melhor evidenciar os halos de inibicdo formados. As
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placas foram novamente imagengrafadas e comparadas com a cromatofolhas

reveladas para identificar as fracdes e posicdes em que tiveram atividade inibitoria

para o crescimento do Staphylococcus aureus ATCC6538.

5.5 Equipamentos e reagentes

Tabela 6: Descricao dos equipamentos utilizados nos ensaios.

Laboratério de Microbiologia e Saude Publica — UFT

Descricao de Equipamento N° de Série Procedéncia
Autoclave Vertical PHENIX® AV75 6347 Araraquara/Brasil
Balanca de Analitica - BIOPRECISA® SER/EQ/00108 Brasil
Modelo FA 2104N. Ano 2003.

Bico de Meyer sn Brasil
Destilador de 4gua QUIMS® Modelo — Modelo — 341-25. Ano Brasil
341-25. Ano 2003. 2003.

Estufa Microbiolégica QUIMS® Modelo 980245 Brasil
— Q316-25 - Ano 2003.

Estufa Microbiolégica QUIMS® Modelo Sn Brasil
— Q316M-4 - Ano 2003.

Geladeira BRASTEMP® — D440 litros Sn Brasil

Frost Free. Ano 2003.

Laboratério de Pesquisa — FMT-TO
Descricao de Equipamento N° de Série

Procedéncia

Banho Ultratermotizado MARCONI® — 909336
Modelo Q304-2105 Ano 2003

Bomba de Vacuo — BUCHI® Vacuum 0400020765
Line V-500 — Ano 2004.

Cabine de Seguranca Bioldgica

PACHANE® Modelo 720 w 638 - Ano

2006. - Capela de Fluxo Laminar 008-06
Unidirecional _  1S0:14644-1 N°5.

Certificagao: 09-fev-2006 Mr Quality.

Brasil

Switzerland

Piracicaba. SP.
Brasil.
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Descricao de Equipamento

Coluna Cromatografica Simples de
Vidro 560x70mm, com torneira de PVC
Compressor de Ar PRESSURE®

Cuba Cromatografica com tampa
esmerilhada, sem Ranhuras
300x300x100mm, PIREX®.

Liofilizado TERRONI® Modelo
LS3000

Percolador em Aco Inox - ERLY

MAQUINA®, modelo PE.

Rota evaporador BUCHI® R-205 com
controlador de vacuo BUCHI® V-805 —
Ano 2004.

N° de Série Procedéncia
- VidroLabor,
Brasil
Compressor - 6473
Baldo - 15/806/0605  Drasil
- Alemanha
SERIE 001LS3000-
Brasil
H1605
- Brasil
0400028936
Switzerland

Tabela 7: Descricao de reagentes utilizados nos ensaios.

Reagente

Grau Produtor, Pais

Acetato de Etila

Agar Mulher Hinton

Agua Deionizada

Alcool etilico

Algodao Hidrdfilo
Cloroférmio
Cromatofolha-Aluminio CCF-C/25,
Silica Gel 60 20x20cm.
Diclorometano

Gase Tipo Queijo, 8 dobras.
Metanol

N-Butanol

N-Hexano

TEDIA®, USA.
REAGEN®, Brasil
MILLIPORE®, Brasil

Analitico (HPLC)
Analitico (PA)
Ultrapura — Tipo 1

Analitico (PA) 95°GL  MERCK®, Brasil.
- S S PLUS®, Brasil
Analitico (HPLC) TEDIA®, USA.

Analitico MERCK®, Alemanha.
Analitico (HPLC) TEDIA®, USA.

- CREMER®, Brasil.
Analitico (HPLC) TEDIA®, USA.
Analitico (PA) TEDIA®, USA.
Analitico (PA) 85% TEDIA®, USA.
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Reagente Grau Produtor, Pais

Papel de Filtro Analitico Quantitativo J.PROLAB, Brasil.
Silica Gel Mach, SORBENT®. 60A, 63-

200um (65-250mesh), 500-600m?/g, Standard Grade SORBENT®, USA.
0,5g/mL, pH 6.5-7.5.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Etapa microbiolégica

O desenho deste trabalho consistiu de uma avaliacdo de sensibilidade
e/ou resisténcia dos extratos de 6 plantas, selecionadas conforme critérios
etnofarmacoldgico, levando em consideracdo seus respectivos 6rgaos e partes,
utilizando a técnica de difusdo em agar; seguido de prospecc¢ao fitoquimica dirigida
pela atividade biolégica para o extrato do mesocarpo da fruta da planta Babacu
(Orbignya ssp). Foram utilizados neste ensaio extratos hexanico, alcodlico 95°GL° e
alcodlico 70% de cada planta e sua respectiva parte analisadas em concentragdes
decrescente de 1000 mg/mL & 1mg/mL.

Os resultados da atividade antibacteriana das plantas, com os solventes
para confecgdo de seu extrato, foram observados através da interpretagéo do halo
de inibicdo de crescimento da bactéria testada “in vitro”, figura 13, demonstrada na
tabela de resultados as suas respectivas concentracdes minimas inibitorias, tabela 8.

Para construcdo da tabela 8, observou-se o critério interpretativo do
tamanho do halo de inibicdo do extrato da planta em relacdo a um solvente a uma
concentragdao de 1000mg/mL para respectiva legenda de cruzes, conforme critério
adotado por Lima em 1997, que determina que o tamanho do halo de inibicdo seja
dependente estatisticamente da concentracdo do extrato em mL do solvente
(DMSO-H20,1:1) quando a bactéria apresentar sensibilidade (ANOVA — Tukey
P<0,05 IC: 95%).
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Figura 13: Imagen de uma placa de Petri 150X15mm com meio de cultura Agar Mueller-Hinton
com inoculo de Staphylococcus aureus apds 24h de incubacao durante analise microbiologica
com extrato em alcool 70% de Lafoensia pacari. Observa-se em tracejado a forma da tomada da
medida do halo de inibicdo ao redor do pogo com indicacdo das respectivas concentracdes e no
centro o antibiético padrao.

Para tanto, o poder de expressao do halo de inibicdo sera considerado
pelo numero de cruzes de positividade, conforme o significado:

+ (uma cruz) - significa que a expressao do halo de inibicdo da planta do
respectivo extrato para a respectiva bactéria com valores maiores que 10 e menores
que 15mm,

++ (duas cruzes) - valores superiores a 15mm e inferiores a 20mm,

+++ (trés cruzes) - valores de halos superiores a 20mm e

— (negativo) para halos de inibi¢do inexistente ou inferiores a 10mm.

Entretanto, ndo se pode dizer que, o numero de cruz esta diretamente
ligado a poténcia de uma droga em relacdo a inibicdo do crescimento, mas na
expressao da observacao “in vitro” desta variavel.

A poténcia de uma droga € considerada a minima concentragdo que inibe
o crescimento da bactéria — CIM' para ensaios de difusdo em agar e diluicio em
tubos multiplos (DRUSANO: in FINCH et al., 2003), ou a concentracao que elimina
50% dos microrganismos - IC50 ou a IC90 que elimina 90% dos microrganismos em
ensaios de microdiluicdo (HADACEK & GREGER, 2000).

' CIM — Concentragéo Inibitdria Minima.
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Assim, a concentracdo minima inibitéria do respectivo extrato bruto em
um determinado solvente sera informada abaixo da expressdo da variavel halo, para
a respectiva bactéria, tabela 8.

Os resultados observados para o extrato hexanico de todas as plantas
para todas as bactérias, ndo apresentou atividade, o considerado ineficaz para
inibicdo do crescimento bacteriano, confirmado estatisticamente (ANOVA — Tukey
P<0,05 IC: 95%). Propondo-se ndo ser um solvente para preparacado de extrato
diretamente sobre a planta.

No entanto, este solvente ¢é significativo quando utilizados nos
experimentos de isolamento de compostos ou fracées de extratos antimicrobianos
ativos, em que seu solvente de extracao inicial foi hidroalcodlico.

Para conclusdes e extrapolacées maiores sobre o solvente hexano, como
0s possiveis mecanismos da nao atividade antimicrobiana dos extratos produzidos,
sugere que seja realizado outros estudos. Entretanto, pressupde-se que este efeito
possa estar relacionado 4 agdo mecéanica de nao rompimento da parede e
membrana celular do vegetal quando usado solventes apolares, por menor,
possuirem menor permeabilidade que solventes polares, como o etanol. Ou ainda
pode ser devido a dificuldade das substancias extraidas com solventes apolares
difundirem no meio agar Mueller Hinton (meio aquoso, polar).

A planta Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze ndo apresentou nenhuma
atividade antimicrobiana em todos o0s solventes e concentragdes testadas.
Entretanto, foi observado pelo levantamento bibliografico, que poucos trabalhos
apresentaram resultados antimicrobianos para este género, com exe¢ao da espécie
Alternanthera maritima que exeistem relatos de atividade antimicrobiana e
isolamento de compostos como: acidos organicos, saponinas, flavondides agliconas
e glicosidicas, esteréides e compostos fendlicos (DE SOUZA et al.,, 1998;
BROCHADO et al., 2003; ALONSO, 2004).



Tabela 8: Resultados da avaliacao de resistencia e sensibilidade de bactérias patogénicas frente a extratos vegetais do

Estado do Tocantins selecionados etnofarmacologicamente.
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(7)) * (2] (72}
Solvente , e o . 0 % 3 2 S Y
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Extracao ; > oy E & g $ o w 3 § g
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7 2 & @ < Qa w
()
i L ++ ++ ++ ++ + } } +
Bry.ophy//um Alcool 95°G (100mg/mL)  (100mg/mL)  (50mg/mL)  (250mg/mL)  (50mg/mL) (100mg/mL)
pinnatum folhas
(Lam.) Oken Alcool 70% ++ ++ + + ++ +++ ++ +
(100mg/mL)  (100mg/mL) (100mg/mL) (250mg/mL) (100mg/mL) (100mg/mL) (100mg/mL) (100mg/mL)
fruto : Alcool 95°GL - - - - - - - -
endocarpo e
> Alcool 70% s s s s . ) - -
) mesocarpo (1000mg/mL) (1000mg/mL)
Genipa
americanal.  casca do Alcool 95°GL + - + - - - - M
(1000mg/mL) (1000mg/mL) (1000mg/mL)  (1000mg/mL)
caule
Alcool 70% ++ + + + + + ; +
(250mg/mL)  (250mg/mL) (500mg/mL) (250mg/mL)  (1000mg/mL) (1000mg/mL) (1000mg/mL)
A +++ ++ +++ +++ ++ +++ ++ +++
, Alcool 95°GL jorgml)  (toomgml)  (somgiml)  (Tomgiml)  (somgimL)  (10mgiml)  (100mg/mL)  (100mgimL)
Lafoensia folhas
pacari St. Hil. Alcool 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+
70% (10mg/mL)  (250mg/mL)  (10mg/mL) (10mg/mL) (50mg/mL) (1mg/mL) (10mg/mL)  (100mg/mL)

LL
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Alternanthera Alcool 95°GL - - - - - - - -
cf. brasiliana Folhas
(L.) Kuntze Alcool 70% - - - - - - - -
Alcool 95°GL - . . - - + - +
Fruto epicarpo (1000mg/mL) (1000mg/mL) (1000mg/mL) (1000mg/mL)
Attalea Alcool 70% - - - - - - - -
phalerata
Mart. ,
el Alcool 95°GL ++ + ; ] + + + +
Fruto (500mg/mL)  (500mg/mL) (500mg/mL) (500mg/mL)  (500mg/mL)  (500mg/mL)
mesocarpo p
P Alcool 70% N + - - + + + -
(500mg/mL)  (500mg/mL) (500mg/mL) (500mg/mL)  (500mg/mL)
Alcool 95°GL + + - - - - - -
(100mg/mL)  (250mg/mL)
Orbignya ssp Fruto Aloool 70% 4 4 ] ] 4 ] ] ]
Mesocarpo (100mg/mL)  (250mg/mL) (100mg/mL)
COhtrOle . -y *%x 1 *%x 1 *%2 *x 1 *% 2 *%x 3 *%x 3 *%x 3
Positivo ** Quimioterapico ++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++

- Halo de inibigdo ausente ou inferior a 10mm. + Halo de inibicdo em 1000 mg/mL entre 10 e 15mm. ++ Halo de inibigdo em 1000 mg/mL maior que 15 e inferior
a 20 mm. +++ Halo de inibicdo em 1000 mg/mL superior a 20 mm. * Estirpes isoladas de pacientes do Hospital(N) Menor valor de concentracdo em mg/mL que
obteve halo de inibigdo superior a 10 mm no experimento, CMI. ** Média aproximada em mm dos halos de inibicdo dos quimioterapicos utilizados com controle
positivo. 1- Penicilina G 10Ul. 2- Vancomicina 30ug. 3- Sulfonamidas 300ug. Todos os resultados positivos foram significativos quando utilizados o teste T em
comparacao com 0s seus respectivos antibiéticos padrao, chamado de controle positivo, inclusive para as diluicbes. Extrato hexano para todas as plantas
formaram halos de inibicdo menores que 10mm ou ausentes.

8L
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A planta Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze apesar de nao
apresentar atividade antimicrobiana tem nome popular de Meracilina, Terramicina e
Penicilina, que s&o nomes de antibidticos da terapéutica convencional.
Demonstrando assim, uma necessidade real de investigacdes cientifica em plantas
utilizada tradicionalmente por comunidades e posterior repasse de informacdes,
desmestificando seu uso. Este tipo de associacdo de nomes a uma planta com
possivel atividade farmacoldégica € comum na medicina popular, o que pode
acarretar em um maleficio ao usuario, seja pela nao recuperagao, agravamento da
sua enfermidade ou mesmo por intoxicagcdo, em virtude de inumeras plantas
utiizadas pela populagdo ndo terem sido estudadas toxicologia e
farmacologicamente.

O fato da nao confirmacdo desta atividade, apesar da populacao
indicala-la como sendo antimicrobiana, pode estar relacionada a possibilidade de
confusdo do diagnéstico popular. Onde uma acéo antiinflamatéria, analgésica e
antiviral, pode ter sido interpretada como sendo antimicrobiana, envirtude do uso
do extrato da planta proporcionar uma diminuicdo de sinais e sintomas em
patologias como, das vias aéreas superiores, cortes superficiais infectados ou
outras infeccdes e ou afecgdes.

Assim, sugere-se que em novos estudos na area etnofarmacologica,
com aplicacdo de questionarios, devam ser realizados com a utilizacdo de formas
de abordagem mais explicitas que diminuam este viés, como:

- aprofundamento dos quetionario nos sinais e sintomas (formacao ou
ndo de pus, aparecimento de mau cheiro, febre intensa e outros),

- pesquisa etnofarmacolégica com numero menor de pessoas e
convivéncia com grupo selecionado de individuos da pesquisa,

- inteiracdo com o médico do Programa da Saude da Familia e o
prontuario do paciente, para confirmacao e ou recuperacao de informagdes quanto
a infecgoes.

O resultado negativo para Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze
corrobora com as consideracées da OMS 2002, em relacdo ao uso de plantas
medicinais e a necessidade de comprovacdes cientificas de seu uso e de

informacdes toxicologicas.
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Para a planta Lafoensia pacari, mangabeira, o extrato alcodlico 95°GL e
hidroalcodlico 70% apresentou um comportamento inibidor para todas as estirpes
de bactérias testadas, fossem estas gram positivas ou gram negativas; sugerindo-
se atuar como um modelo ndo seletivo, mas de amplo espectro.

Os resultados encontrados neste trabalho sdo compativeis aos
encontrados por Lima em 2006; que testou extratos hidroalcodlico, acetato de etila
e fracbes cromatograficas da entrecasca e extrato etandlico das folhas de
Lafoensia pacari em estirpes de Staphylococcus aureus ATCC25923 e cepas
multidrogas resistentes com gene de bomba de efluxo.

A concentragédo inibitoria minima (CIM) dos extratos testados neste
trabalho para L. pacari obtiveram valores inferiores a 100mg/mL. Nao pode precisar
o valor real da CIM para bactéria E. coli devido a resposta de inibi¢gdo ser inferior a
1mg/mL, que era o valor maximo padronizado na metodologia utilizada.

A média dos halos de inibicdo encontrados para os dois extratos
hidroalcodlicos de L. pacari, quando observados para as cepas de Staphylococcus
aureus foram superiores a 20mm, sendo médias superiores as encontradas por
Pires em 200?, que foide 13 a 17mm.

O extrato alcodlico 70% de Bryophyllum pinnatum, Folha Santa,
apresentou o mesmo comportamento de sensibilidade da planta Lafoensia pacari
neste ensaio, inibindo o crescimento de todas as bactérias. Entretanto, as médias
dos halos de inibicdo de Bryophyllum pinnatum obtiveram valores inferiores as
encontradas pela L. pacari, com halos que variaram entre 10 a 15mm. A CIM
revelou valores 250mg/mL a 1mg/mL.

O comportamento de inibicdo do extrato alcodlico 95°GL da B. pinnatum
frente as estirpes de bactérias testadas apresentou-se parcialmente semelhante ao
alcodlico 70%, inibindo todas bactérias gram positivas e uma espécies de bactéria
gram negativa. Neste caso considera-se seu espectro de atuacdo nao seletiva, isto
€ amplo espectro, inibindo os dois tipos de grams.

Akinpelu em 2000, utilizando a técnica de difusdo em aguar com
aplicacdo de extrato em pogos de 6mm, encontrou comportamento semelhante
para atividade antimicrobiana, com resultados dos halos de inibigdo variando entre
13,4 a 16,8mm e a CIM de 2,19 a 4,38mg/mL. Entretanto, para este ensaio,
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Akinpelu, utilizou extrato alcodlico a 60% e estires bacterianas diferentes, mas as
espécies foram iguais.

O Jenipapo, Genipa americana L., apresentou resultados significativos
para o extrato hidroalcodlico 70% da casca do caule (entrecasca), inibindo o
crescimento de bactérias gram positivas e gram negativas, com exceg¢dao da
espécie Klebsiella ssp. O extrato Alcodlico 95°GL apresentou atividade para as
duas cepas de S. aureus, a ATCC6538 e isolado da comunidade, além de K. ssp e
P. aeruginosas. Os halos de inibicdo formados para os extratos alcodlicos
obtiveram valores entre 10 e 20mm e CIM entre 1000 mg/mL a 250mg/mL.

O fruto de G. americana apresentou atividade apenas para o extrato
alcodlico 70%, inibindo as estirpes de Streptococcus ssp e E. coli B4, com valores
dos halos de inibicao entre 10 e 15mm, para uma CIM de 1000mg/mL.

Os resultados obtidos por este trabalho sdo compativeis a diversos
trabalhos encontrados na literatura, que avancaram até o isolamento e elucidacao
de substancias com atividade antimicrobiana (YANG et al., 1999). Destaca-se para
esta planta na literatura consultada, maior numero de trabalhos para atividade
antifngica do que para atividade antibacteriana que foi objetivo deste trabalho
(YANG et al., 1999; TALLENT, 1964; HOSSAIN et al., 2003 e PINO & col., 2005).

O Bacuri, Attalea phalerata Mart. apresentou resultados significativos
para o extrato alcodlico 95°GL do epicarpo (casca) do fruto para duas cepas de
bactérias gram positivas (S. epidermides ATCC12228 e S. aureus’) e duas gram
negativas (E. coliB4 e P. aeruginosa), com CIM de 1000mg/mL e halos de inibi¢cao
que variaram entre 10 e 15mm.

A parte mesocéarpica do extrato alcodlico 95°GL de A. phalerata,
apresentou inibicdo para trés das cinco bactérias gram positivas testadas (S.
aureus ATCC6538, S. epidermides ATCC12228 e S. ssp*) e para todas as
bactérias gram negativas (E. coli B4, K. ssp* e P. aeruginosa®), com halos de
inibicdo entre 10 e 20mm. Destacando-se a estirpe S. aureus ATCC 6538 que
comportou-se com halos de inibicdo superiores a 15mm com uma CMI de
500mg/mL para o extrato alcoolico 95°GL da parte mesocérpica de A. phalerata.

* Cepas isoladas de pacientes no HRPN-TO.
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O extrato alcodlico 70% da parte mesocarpica de A. phalerata Mart.
evidenciou a mesma concentracdo para a CIM, 500mg/mL, com um halo de
inibicdo entre 10 e 15mm. Inibindo trés das cinco bactérias gram positivas testadas
(S. aureus ATCC6538, S. epidermides ATCC12228 e S. ssp*) e duas das trés
espécies de bactérias gram positivas, com excecdo da bactéria Pseudomonas
aeruginosas®.

Nao foram encontrado na literatura analisada resultados anteriores
referente a atividade antimicrobiana para o bacuri, Attalea phalerata, 0 que nos
proporcionou uma andlise de uma espécie ainda pouco estudada. Os trabalhos
mais relevantes existentes estdo relacionados a area de ecologia. O resultado
obtido sugere ser esta planta uma nova opg¢do para o estudo de prospeccgao
fitoquimica de substancias com atividade antimicrobiana.

O mesocarpo do Babacgu, Orbignya phalerata Mart. e Endl., apresentou
para o extrato alcodlico 70% um comportamento seletivo para bactérias gram
positivas, inibindo o crescimento de trés das cinco testadas, S. aureus ATCC6538,
S. epidermides ATCC12228 e Streptococcus ssp, nao inibindo bactérias gram
negativas. A CMI do extrato alcodlico 70% do mesocarpo de Orbignya phalerata
Mart. foi de 250 e 100mg/mL com formacao de halos de inibicao entre 15 e 20mm.

A caracteristica de inibicdo seletiva sugeriu um aprofundamento dos
estudos do extrato alcodlico 70% de Orbignya phalerata Mart. e Endl., com
fracionamento de fracdes ativas e futuros estudos para elucidagdo das substancias
ativas.

Esta seletividade para bactérias gram positivas sugere que a atuagéao do
extrato de O. phalerata podera estar relacionado a mecanismos que envolvam a
construgcdo ou desestabilizacdo da parede celular bacteriana, necessitando de
estudos mais aprofundados para evidenciacdo e elaboragdo de um modelo de
atuacdo. Devido o extrato alcodlico 70% do mesocarpo de Orbignya phalerata Mart.
ser capaz de inibir o crescimento de Streptococcus ssp*, resistente a penicilina,
sugere-se que o modelo de atuacdo do extrato sobre as bactérias serem diferente
ao mecanismo da penicilina.

Para o extrato alcodlico 95°GL do mesocarpo de O. phalerata o
comportamento de seletividade para gram positivo também foi expresso, inibindo
as bactérias S. aureus ATCC6538 e S. epidermides ATCC12228. As outras
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bactérias ndo demonstraram ser sensiveis a este extrato. A CMI foi de 100 e 250
mg/mL respectivamente para S. aureus ATCC6538 e S. epidermides ATCC12228,
com formagéao de halo de inibicdo de 10 a 15mm.

Estes resultados sdo compativeis aos encontrados em outros estudos
sobre atividade antimicrobiana dos extrados alcoolicos do mesocarpo de O.
phalerata. CAETANO em 2002, encontrou para o extrato hidroalcodlico 50% (1:1)
do mesocarpo de O. phalerata, resultados com expressao de halos de inibicao de
14 4 18mm, utilizando apenas a espécie Staphylococcus aureus; inclusive cepas
meticilina resistentes, como a S. aureus AM189 e AM211. Esta expressdo de
valores dos halos de inibicao é préximo aos valores aqui encontrados, onde nos
ensaios foram utilizandos cepas de Staphylococcus aureus ATCC6538 em solvente
alcodlico 95°GL e 70%.

Entretando, os valores obtidos de CIM por CAETANO sao inferiores.
Esta diferenca entre os resultados podem estar relacionado ao tipo de solvente
utilizado na dissolugdo do extrato liofilizado, ou na proporcdo do solvente para
extracdo do extrato bruto, na prépria matéria prima coletada e na expressao das
cepas utilizadas pelo ensaio.

6.2 Classificacao dos extratos das plantas, em relacao a seus solventes e

concentracoes.

A ordem de classificacao dos extratos das plantas ensaiadas foi obtida
através da andlise de variancia das médias dos halos de inibicdo de crescimento
dos extratos vegetais em relacdo as estirpes de bactérias, considerando as
variaveis solventes utilizadas no preparo do extrato e sua concentragao.

Esta analise apresentou-se significativa para todas as possivies
variaveis empregadas. Demonstrando assim, existir médias com comportamentos
idénticos ou aproximados dentro dos eventos, sugerindo-se que os extratos e suas
variaveis devem ser analizadas de duas a duas, utilizado o Teste de Tukey,
chamado também de Teste de Amplitude Estudantizadas (MOTTA, 2006).

Para tanto, as variaveis foram separadas em tabelas e quadros, que
para facilidade de observacdo das andlises, foram empregados caractéres
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alfabéticos maiusculos e minusculos na identificacdo de médias estatisticamente

identicas e ou diferentes.

6.2.1 Staphylococcus aureus ATCC6538

Para a bactéria Staphylococcus aureus ATCC6538 os extratos das
plantas com suas varidveis solventes e concentracdes, obtiveram um padrao
significativo de varidncia para a media do tamanho do halo de inibicdo de
crescimento (ANOVA, Tukey, P<0,05, 1C:95%), conforme quadro 1, determinando
que sua discussao fosse realizada independentimente as suas relagdes.

Para tanto, foram construidas as tabelas 9, 10 e 11, que determinam as
classificacées dos extratos segundo as variaveis: 1) solvente, 2) concentracéo e 3)

solvente x concentragdo, respectivamente; e as sas relagoes.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 9802,9 | 1400,39* | 1084.9 | <0,001
Solventes 2 3697,0 | 1848,49* | 1432.0 | 0,001
Concentracdes 7 3944,1 | 563,43* | 436.5 | 0,001
Plantas x Solvente 14 5182.9 | 370,20 | 370.2 | 0,001
Planta x Concentracao 49 | 3462.5 | 70,66* 70.7 | <0,001
Concentrdagéo x Solvente 14 | 16471 | 117,65 | 117.7 | 0,001
Planta x Concentragdo x Solvente | 98 | 2264.2 | 23,10* 23.1 <0,001
Erro 382 | 4931 1.29

Total Corrigido 575 | 30496.5

QUADRO 1: Analise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC6538, segundo o tipo de solvente utilizado para extracdo e concentracao.
(ANOVA, Tukey, P<0,05, IC:95%). Se * significativo a 5%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado
Médio, Fc: Fator de correcao, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, ndo havera
diferenga significativa entre os tratamentos. CV: 30,12%; Média Geral: 3,7716; Numero de
observagoes: 576.
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Os solventes alcodlicos 95°GL e 70% para Staphylococcus aureus

ATCC6538 apresentaram comportamento estatisticamente idéntico (ativos),
enquanto, o solvente hexano apresentou ser diferente, quando relacionamos ao
conjunto de plantas estudas, confirmado pela falta de atividade dos extratos

produzidos com solvente hexano.

Tabela 9 — Determinacao do melhor solvente para producao de extratos,
utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Staphylococcus aureus ATCC6538.

Solvente
média dos halos de inibicdo mm o
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%
Mesocarpo de Orbignya 0,42 9,70 7,54 5,89
Ssp. abA eC dB c
Folha de Bryophyllum 0 7,96 8,10 5,35
pinnatum (Lam.) Oken aA dB dB c
Folhas de Lafoensia 0 18,66 20,32 12,99
pacari St. Hil. aA fB e C d
Epicarpo de Attalea 0 0 0 0,00
phalerata Mart. aA aA aA a
Mesocarpo de Attalea 0 5,45 2,87 2,77
phalerata Mart aA cC b B b
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0,00
cf. brasiliana (L.)
Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 0 0 0 0,00
americana L. aA aA aA a
Casca e Entrecasca do 1,08 2,81 5,55 3,14
Genipa americana L. b A b B cC b
. 0.18 5,57 5,54
Média 3,76
A B B

Médias seguidas de uma mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. As Médias dos Halos de
Inibicdo é referente a média nas concentragbes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenca Média
Significativa — DMS: 0,577251838757062 (ANOVA, Tukey, P<0,05, 1C:95%).
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A planta que apresentou maior inibicdo para a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC6538 foi o extrato produzido pelas folhas de Lafoensia pacari, seguido
pelos extratos de médias estatisticamente semelhantes do mesocarpo de Orbignya
ssp e folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken e, posteriormente, por outro
grupo formado pelos extratos preparados a partir da casca e entrecasca de Genipa

americana L. e mesocarpo de Attalea phalerata Mart.

Tabela 10 — Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a
concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC6538.

Concentracao (mg/mL)

Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1
1 11,33 10,2 9,05 8,66 3,72 411 0 0 5,89
bcD ¢CD cC cC bB bB aA aA o}
5 12,05 1258 10,58 7,63 0 0 0 0 5,35

cCD dD cC cB aA aA aA aA c
18,2 17,11 16,27 15,15 13,66 11,91 8,75 2,86 12,99

3
DG eFG dEF dDE <¢cD ¢cC DbB bA d
4 0 0 0 0 0 0 0 o 000
AA aA aA aA aA aA aA aA a
s 989 744 311 177 0 0 0 o 277
BD bC bB bB aA aA aA aA b
6 0 0 0 0 0 0 0 o 000
AA aA aA aA aA aA aA aA a
7 0 0 0 0 0 0 0 o 000
AA aA aA aA aA aA aA aA a
g 1188 850 358 122 0 0 0 o 314
CD bC DbB abA aA aA aA  aA b
wega 790 698 532 430 217 20 1,09 035
édia 3,76

G F E D C C B A

Médias seguidas de uma mesma letra mintscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS: 0,577251838757062. (ANOVA, Tukey, P<0,05, 1C:95%).
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As outras plantas, epicarpo de Attalea phalerata (bacuri), Alternanthera
brasiliana (meracilina) e fruto de Genipa americana (jenipapo) nao apresentaram
atividade inibitoria.

A concentracdo de extrato que apresentou maior inibicdo nos referidos
solventes testados foi o de maior concentracdo. Sendo, demonstrado
proporcionalidade entre concentragdo e atividade, isto é, quanto maior
concentragdo maior expressao do halo de inibicdo, tabela 10. Este dado foi
importante para construcao da tabela 8, que contém os resultados interpretativos
dos halos de inibicdo por uma escala da cruz, que foi determinado pela expressao
dos halos formados em cada extrato na concentracao de 1000mg/mL.

A andlise da tabela 11, revelou que o comportamento do extrato do
mesocarpo de Orbignya ssp frente a S. aureus ATCC6538 apresentou maior
expressdao dos halos de inibicdo para extrato alcool 70% na concentracao de
1000mg/mL. Enquanto, as concentracées de 500 mg/mL a 100 mg/mL do extrato
de babacu, Orbignya ssp, em alcool 70% e, as concentracées de 1000mg/mL a
25mg/mL do alcodlico 95°GL, séo estatisticamente idénticas e ativas.

Para as demais concentracbes menores dos solventes alcodlicos e
todas as concentragdes do solvente hexano formam outro grupo de médias, s6 que
sdo ineficazes, por considerar o valor de referéncia para positividade halos iguais e
ou superiores a 10mm.

Para a planta B. pinnatum o comportamento do solvente alcool 95°GL e
a 70% para as concentragdes entre 1000mg/mL e 100mg/mL s&o idénticos e
considerados ativos, enquanto a menores concentracées ineficientes, assim, como
para o extrato hexanico.

A L. pacari, apresentou ser para os extratos alcodlico 70% e 95°GL nas
concentragbes de 1000mg/mL a 10mg/mL eficiente e estatisticamente idénticas.
Enquanto, a concentragdo de 1mg/mL dos extratos alcodlicos apresentou ser
ineficazes, resultado idéntico ao seu extrato hexanico.

O mesocarpo do A. phalerata obteve resultados estatisticamente
idénticos para concentracao de 1000mg/mL e 500mg/mL dos extratos preparados
com solvente alcool 95°GL. As concentracbes de 250mg/mL e 100mg/mL do
extrato alcodlico 95°GL, sdo estatisticamente idénticas, mas ineficiente, por

apresentarem halos menores que 10mm, bem como as concentragdes inferiores.



Tabela 11: Analise de Variancia (ANOVA) das média dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria

Stpahylococcus aureus ATCC 6538, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano (mg/mL)

Alcool 95°GL (mg/mL)

Alcool 70% (mg/mL)

Planta _
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 X
1 3,41 0 0 0 0 0 0 0 13.16 15,0 12,5 13,5 11,16  12.33 0 0 17,44 15,75 14,66 12,5 0 0 0 0 589¢
bA Aa aA aA aA aA aA aA bB cB cB cB bB bB aA aA cC cB cB cB aA aA aA aA
2 0 0 0 0 0 0 0 0 17,66 18,75 15,75 11,58 0 0 0 0 18,50 19,0 16,0 11,33 0 0 0 0 535¢
aA aA aA aA aA aA aA aA cB dB dB cB aA aA aA aA cB dB cB cB aA aA aA aA
3 0 0 0 0 0 0 0 0 28,23 26,25 24,5 21,5 19,5 17,5 11,83 0 26,41 25,08 24,3 24,0 21,5 18,25 14,41 8,58 12,99 d
aA aA aA aA aA aA aA aA dB eB eB dB cB cB bB aA dB eB dB dC bB bB bC bB
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00a
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA
5 0 0 0 0 0 0 0 0 16.66 12,33 9,33 5,33 0 0 0 0 13,0 10,0 0 0 0 0 0 0 277b
aA aA aA aA aA aA aA aA cC cC bB bB aA aA aA aA bB bB aA aA aA aA aA aA
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00a
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,00a
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA
8 6,0 2,66 0 0 0 0 0 0 13.5 9,0 0 0 0 0 0 0 16,16 13,83 10,75 3.66 0 0 0 0 3,14b
bA aA aA aA aA aA aA aA bB bB aA aA aA aA aA aA cC cC bB bB aA aA aA aA
>—< 118 033 0.00 0.00 0.00 000 0.00 0.00 1115 1017 7.76 6.49 3.83 3.73 148 0.00 11.44 10.46 8.21 6.44 269 2.28 1.80 1.07 3,77

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.; 4)
Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa
americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 1,63271475855009. (ANOVA, Tukey, P<0,05, 1C:95%).

88
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O extrato alcoolico 70% do mesocarpo do A. phalerata apresentou
atividade para as concentragcées de 1000mg/mL e 500mg/mL tendo as médias dos
halos de inibicdes estatisticamente idénticas. Enquanto, as concentragcdes menores
dos extratos alcodlicos e do extrato hexano desta planta, ndo séo eficientes.

O extrato produzido pela casca e entrecasca de G. americana foi
significativo nas concentragdes de 1000mg/mL em &lcool 95°GL e 1000mg/mL a
250mg/mL do extrato alcodlico 70%. A concentracdo do extrato a 250mg/mL em
alcool 70% ¢€ idéntica a média dos halos de inibicdo do extrato alcodlico 95°GL na
concentragdao de 1000 mg/mL e considerada inibidora de crescimento para bactéria
S. aureus ATCC6538. Para as demais concentracées destes extratos e para o
solvente hexano foram ineficientes.

Para as plantas A. brasiliana, fruto de G. americana e epicarpo do A.
phalerata, nao apresentou significancia, por apresentarem halos de inibicao

menores que 10mm.

6.2.2 Staphylococcus epidermides ATCC12228

Para a bactéria Staphylococcus epidermides ATCC12228 os extratos
das plantas com suas variaveis solventes e concentragdes, obtiveram um padrao
significativo de varidncia para a media do tamanho do halo de inibicdo de
crescimento (ANOVA, Tukey, P<0,05, IC:95%), conforme quadro 2, determinando
que sua discussao fosse realizada independentimente as suas relagdes.

Para tanto, foram construidas as tabelas 12, 13 e 14, que determinam as
classificacées dos extratos segundo as variaveis: 1) solvente, 2) concentragéao e 3)
solvente x concentragao, respectivamente; e as sas relagdes.

Os solventes alcodlicos 95°GL e 70% e o hexanico para esta bactéria
apresentaram comportamento de formagédo de halos de inibicdo estatisticamente
diferentes, tabela 12, sendo o alcool 70% de maior eficiéncia, seguido do extrato
alcodlico 95°GL, enquanto os extratos produzidos por hexano séo ineficientes.

As concentracdes para todos os solventes testados obtiveram um
comportamento de proporcionalidade entre sua concentracao e média dos halos de
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inibicdo. Quanto maior a concentracdo maior o tamanho médio do halo de inibicao

para a bactéria Staphylococcus epidermides ATCC12228, tabela 13.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 1701.6 | 243,1* 363.5 | <0,001
Solventes 2 1612.0 | 806,0" | 1205.3 | 0,001
Concentracdes 7 4207.2 | 601,0* 898.8 <0,001
Plantas x Solvente 14 1257.6 | 89,8" 134.3 | <0,001
Planta x Concentracao 49 | 1977.6 | 404" 60.3 <0,001
Concentracao x Solvente 14 1974.7 | 141,0* 210.9 <0,001
Planta x Concentracao x Solvente | 98 | 1776.2 | 18,1* 27 .1 <0,001
Erro 382 | 2555 0,67

Total Corrigido 575 | 14762

Quadro 2: Anadlise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Staphylococcus
epidermides ATCC12228, segundo o tipo de solvente utilizado para extracao e concentracao.
(ANOVA, Tukey, P<0,05, 1C:95%). Se * significativo a 5%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado
Médio, Fc: Fator de correcdo, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, nao havera
diferenga significativa entre os tratamentos. CV: 30,07%; Média Geral: 2,4726; Numero de
observagodes: 576, (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

O resultado da andlise estatistica aplicada as plantas, em ordem
decrescente de atividade segundo média do halo de inibicdo para bactéria S.
epidermides ATCC12228 foram: B. pinnatum e L. pacari com comportamento
idéntico, posteriormente o mesocarpo de Orbignya ssp seguido do mesocarpo do A.
phalerata, casca e entrecasca do G. americana, epicarpo do A. phalerata, fruto do
G. americana e A. brasiliana que diferenciaram entre si, tabela 12.

O mesocarpo do Babagu, Orbignya ssp, quando comparadas as médias
dos halos de inibigdo individualmente, apresentaram maior expressdo para a
concentragdo de 1000mg/mL do extrato alcodlico 70%. As concentracdes de
1000mg/mL a 250mg/mL do extrato alcodlico 95°GL e de 500mg/mL a 250mg/mL
do extrato alcodlico 70% tiveram comportamento idéntico estatisticamente, mas de
menor eficacia do que a concentracdo de 1000mg/mL do extrato alcodlico 70%.
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Para as demais concentracdes e para o solvente hexano foram ineficazes, tabela
14.

Tabela 12: Determinacao do melhor solvente para producado de extrato,
utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria
Staphylococcus epidermides ATCC12228.

Solvente
média dos halos de inibicao mm
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%

Mesocarpo de Orbignya 0 5,35 5,85 3,73
ssp Mart. ex Endl. aA cB fB f
Folha de Bryophyllum 0 6,70 7,69 4,79
pinnatum (Lam.) Oken aA dB hC g

Folhas de Lafoensia 0 7,15 6,88 4,68
pacari St. Hil. aA dB gB g
Epicarpo de Attalea 0 2,16 1,13 1,10
phalerata Mart. aA bC b B C
Mesocarpo de Attalea 0 5,20 3,51 2,90
phalerata Mart aA cC dB e
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.) Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 0 0 2,02 0,67
americana L. aA aA cB b
Casca e Entrecasca do 1,08 0 4.56 1,88
Genipa americana L. bB aA eC d
Média 0,13 3,32 3,95 2,47
A B C

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigdo nas concentragdes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenga Média Significativa — DMS:
0,196429000469203. (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).
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Tabela 13: Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a
concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Staphylococcus
epidermides ATCC12228.

Concentracao (mg/mL)

Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1
8,94 8,33 7,61 5,0 0 0 0 0 3,73
1 dD dDC cC cB aA aA aA aA f
10,60 9,71 9,55 8,61 0 0 0 0 4,79
. eC eBC dBC eB aA aA aA aA g
12,50 9,97 8,36 6,61 0 0 0 0 4,68
? fE eD cC dB aA aA aA aA g
6,52 2,27 0 0 0 0 0 0 1,10
¥ cC bB aA aA aA aA aA aA C
8,38 7,27 4,91 2,66 0 0 0 0 2,90
> dD dD bC b B aA aA aA aA e
3 0 0 0 0 0 0 0 0 .
aA aA aA aA aA aA aA aA
. 3,05 2,35 0 0 0 0 0 0 0,67
b B b B aA aA aA aA aA aA b
6,18 5,07 3,80 0 0 0 0 0 1,88
® CcC cC bB aA aA aA aA aA d
Média 7,01 5,62 428 2,86 0 0 0 0 2 47
E D C B A A A A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS: 0,415477463944808. (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

O comportamento para Folha Santa, Bryophyllum pinnatum, demonstrou
ser estatisticamente idénticas para as concentragdes de 1000mg/mL a 100mg/mL
em alcool 95°GL e para o extrato alcodlico 70% em concentracdées de 1000 mg/mL
e 250 mg/mL. Entretanto, outro grupo é formado pelas concentracées de 500mg/mL
e 100mg/mL do extrato alcodlico 70%, considerando-o ainda eficazes. As demais
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concentragbes dos solventes alcodlicos e todas as concentragdes do solvente
hexano foram ineficazes.

Para a Lafoensia pacari Mangabeira, foi observado que as
concentragdes de 1000mg/mL a 100mg/mL do extrato alcodlico 95°GL e 1000mg
do extrato alcodlico a 70% demonstraram ser estatisticamente idénticas e eficazes,
seguidamente, pela concentracdes de 500mg/mL e 250 mg/mL do extrato alcodlico
70% e alcodlico 95°GL consideradas de menor expressdo dos halos de inibicao,
mas equivalentes entre si. As demais concentracées dos extratos alcoodlicos e
hexanico de L. pacari sao ineficazes.

O epicarpo do Bacuri, Attalea phalerata Mart, apresentou para S.
epidermides ATCC12228 médias de halos de inibigdo estatisticamente idénticas
para o solvente alcool 95°GL em concentragdes de 1000mg/mL e 500mg/mL e
alcool 70% a concentracdo de 1000mg/mL. Porem, apenas a concentragdo de
1000mg/mL do extrato alcoodlico a 95°GL € considerada eficaz, pois sua média foi
superior a 10mm na formacao do halo de inibicdo. As demais concentracdes e
solventes foram ineficientes.

O mesocarpo do Bacuri, A. phalerata, obteve medias idénticas para o
alcool 95°GL e alcool 70% sendo em concentracdes representativamente eficazes
de 1000mg/mL a 500mg/mL, enquanto as demais concentracées néo sao eficazes.

A Meracilina, Alternanthera cf. brasiliana e o fruto do Jenipapo, Genipa
americana L., apresentaram médias de halos de inibicao ineficazes.

Entretanto, a casca do Jenipapo apresentou ter halos de inibicao
significativos e eficientes nas concentracbes de 1000mg/mL e 500 mg/mL do
extrato alcodlico a 70%, enquanto as demais concentragdes deste extrato e demais
solventes de preparacao do extrato foram ineficazes.



Tabela 14: Analise de Variancia (ANOVA) das médias dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria

Stpahylococcus epidermides ATCC 12228, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano (mg/mL)

Alcool 95°GL (mg/mL)

Alcool 70% (mg/mL)

Planta _
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 X

1 0 0 0 0 0 0 0 0 11,2 12 11,8 7,83 0 0 0 0 15,6 13 11 7,16 0 0 0 0 3,73
aA aA aA aA aA aA aA aA bc B cB cB bB aA aA aA aA dC dB cB b B aA aA aA aA f

) 0 0 0 0 0 0 0 0 15,3 12,7 14 11,5 0 0 0 0 16,2 16,3 14,6 14,3 0 0 0 0 4,79
aA aA aA aA aA aA aA aA dB cB dB cB aA aA aA aA dB eC dB cC aA aA aA aA g

3 0 0 0 0 0 0 0 0 16,8 15,9 13,7 10,7 0 0 0 0 20,6 14 11,3 9,08 0 0 0 0 4,68
aA aA aA aA aA aA aA aA dC dC c¢dC cC aA aA aA aA eC dB cB b B aA aA aA aA g

4 0 0 0 0 0 0 0 0 10,5 6,83 0 0 0 0 0 0 9,08 0 0 0 0 0 0 0 1,10
aA aA aA aA aA aA aA aA bB bB aA aA aA aA aA aA b B aA aA aA aA aA aA aA [

5 0 0 0 0 0 0 0 0 13 11 9,66 8 0 0 0 0 12,2 10,9 5,03 0 0 0 0 0 2,90
aA aA aA aA aA aA aA aA cB cB bC bB aA aA aA aA cB cB b B aA aA aA aA aA e

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9,16 7,06 0 0 0 0 0 0 0,67
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA b B b B aA aA aA aA aA aA b

8 6 2,6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12,6 12,5 11,4 0 0 0 0 0 1,88
b B b B aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA cC cdC cB aA aA aA aA aA d

R 0.75 033 0.00 0.00 000 000 000 0.00 835 7.31 6.16 4.76 0.00 0.00 0.00 0.00 11.9 9.23 6.68 382 0.00 000 0.00 000 247

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.; 4)
Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa

americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 1,17514772874225. (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

¥6
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6.2.3 Staphylococcus aureus*

O comportamento do extrato das plantas para a bactéria Staphylococcus
aureus* apresentou ter um comportamento aproximado ao comportamento das
outras bactérias analisadas.

Assim, para todos possiveis estudos de varidncia para bactéria
Staphylococcus aureus® sao significativos, em relacdo a média dos halos de
inibicado dos extratos das plantas, solventes utilizados na confeccao dos extratos e
suas concentragdes (quadro 3) e, serdo discutidas independentemente as suas
relagdes. Para tanto, foram construidas as tabelas 15, 16 e 17, que determinam as
classificacées dos extratos segundo as variaveis: 1) solvente, 2) concentragéao e 3)

solvente x concentragao, respectivamente.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 5592,2 |798,9* | 364,35 | <0,001
Solventes 2 1526,5 | 763,2* 348,1 <0,001
Concentracdes 7 1743,7 | 249,1* 113,61 <0,001
Plantas x Solvente 14 | 2972,4 | 96,8 96,83 <0,001
Planta x Concentracao 49 | 22943 | 21,3* 21,35 <0,001
Concentrdagéo x Solvente 14 943,4 | 30,7* 30,73 | <0,001
Planta x Concentracdo x Solvente | 98 | 1842,3 | 8,6* 8,57 <0,001
Erro 382 | 837,6 2,2
Total Corrigido 575 | 17759.7

Quadro 3: Anadlise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Staphylococcus
aureus* comunidade, segundo o tipo de solvente utilizado para extracao e concentracao.
(ANOVA, Tukey, P<0,05, 1C:95%). Se * significativo a 5%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado
Médio, Fc: Fator de correcdo, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, nao havera
diferenga significativa entre os tratamentos. CV: 63,07%; Média Geral: 2,3476563; Numero de
observagoes: 576.

Analisando os solventes referente ao comportamento frente a bactéria
Staphylococcus ssp* os extratos hexanicos nao apresentaram eficacia, enquanto,

os solventes alcodlicos foram idénticos estatisticamente (tabela 15).
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Em relagdo a concentracdo de cada extrato, o comportamento
demonstrou ser novamente de proporcionalidade entre, o tamanho do halo de

inibicdo e a concentracéo utilizada no estudo (tabela 16).

Tabela 15: Determinacao do melhor solvente para producado de extrato,
utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Staphylococcus aureus®.

Solvente
média dos halos de inibicdo mm o
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%

Mesocarpo de Orbignya 0 0 0 0
ssp Mart. ex Endl. aA aA aA a
Folha de Bryophyllum 0 9,97 7,5 5,82
pinnatum (Lam.) Oken aA dC cB c

Folhas de Lafoensia 0 13,23 14,06 9,10
pacari St. Hil. aA e B dB d

Epicarpo de Attalea 0,41 2,62 1,05 1,36
phalerata Mart. aA cB aA b

Mesocarpo de Attalea 0 2,08 1,28 1,12
phalerata Mart aA bcB aB b
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.) Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 0 0 0 0
americana L. aA aA aA a

Casca e Entrecasca do 0 1,25 2,85 1,36
Genipa americana L. aA abB bC b

3,64 3,34
Média 0,05 2,35
A B B

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigdo nas concentragdes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenga Média Significativa — DMS:
1,0060353135844; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

A relacdo das médias de inibicao proporcionadas pelos extratos das
plantas considera-se que Mangabeira, Lafoensia pacari apresentou uma
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superioridade de expressao; seguido da Folha santa, Bryophyllum pinnatum; e um
grupo de menor expressdao formado pela entrecasca do Jenipapo, Genipa
americana e epicarpo do Bacuri, Attalea phalerata e mesocarpo de A. phalerata,
enquanto, as demais plantas foram ineficientes para inibir o crescimento da bactéria

Staphylococcus aureus* (tabela 17).

Tabela 16: Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a
concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Staphylococcus

aureus*
Concentracao (mg/mL)
Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1
’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA a
5 10,83 11,13 10,02 9,16 5,44 0 0 0 5,82
dC cC bC bC b B aA aA aA c
3 15 13,25 12,16 9,11 936 7,05 6,86 0 9,10
eF cEF cE bCD c¢cD bBC bB aA d
4 6,41 2,83 1,66 0 0 0 0 0 1,36
cC b B aAB aA aA aA aA aA b
5 3,88 3,52 1,55 0 0 0 0 0 1,12
bC bBC aAB aA aA aA aA aA b
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA a
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA a
8 7,61 3,33 0 0 0 0 0 0 1,36
cC b B aA aA aA aA aA aA b
Média 5,46 4,26 317 228 185 0,88 0,85 0 235

F E D C C B B A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS: 0,752332974617622; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).



Tabela 17: Analise de Variancia (ANOVA) das médias dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria

Staphylococcus aureus*, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano (mg/mL)

Alcool 95°GL (mg/mL)

Alcool 70% (mg/mL)

Planta _
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 X

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a

) 0 0 0 0 0 0 0 0 17,66 18,75 16,08 16 11,33 0 0 0 14,83 14,66 14 11,5 5 0 0 0 5,82
aA aA aA aA aA aA aA aA dB cC cB bB b B aA aA aA ¢c¢B dB b B b B b B aA aA aA c

3 0 0 0 0 0 0 0 0 22,83 20,5 19,83 17 16,58 5 4,16 0 22,16 19,25 16,66 10,33 11,5 16,16 16,41 0 9,10
aA aA aA aA aA aA aA aA eD cD dC bC cC bB bB aA dD eC bC b B b B bC bC aA d

4 0,83 25 0 0 0 0 0 0 10 6 5 0 0 0 0 0 8,41 0 0 0 0 0 0 0 1,36
aA aA aA aA aA aA aA aA cB bB bB aA aA aA aA aA bB aA aA aA aA aA aA aA b

5 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 4,66 0 0 0 0 0 5,66 4,53b 0 0 0 0 0 0 1,12
aA aA aA aA aA aA aA aA b B bB b B aA aA aA aA aA bB B aA aA aA aA aA aA b

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a

8 0 0 0 0 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 12,83 10 0 0 0 0 0 0 1,36
aA aA aA aA aA aA aA aA cB aA aA aA aA aA aA aA ¢c¢B cB aA aA aA aA aA aA b

R 0.1 0.31 0 0 0 0 0 0 8.31 6.41 5.70 413 349 0.63 052 O0A 799 6.06 3.83 273 2.06 202 205 O0A 2.35

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.; 4)
Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa
americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 3,68566380896685; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

86
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A planta de maior atividade, L. pacari, obteve no extrato alcodlico 70% e
95°GL, maior expressao dos halos de inibicdo com concentragcdo 1000mg/mL.
Seguido das demais concentracbes do extrato de B. pinnatum alcodlico 95°GL e
70% 1000mg/mL a
hidroalcodlicos 70% e 95°GL da entrecasca de G. americana e A. phalerata foram

em concentracdo de 100 mg/mL. Para os extratos
ativas e suas médias estatisticamente idénticas, porem, com menor expressao dos
halos de inibicAo que apresentaram L. pacari e B. pinnatum. As outras
concentragdes, extratos e plantas ndo apresentaram eficiéncia, por terem halos de

inibicdo inferiores a 10mm.

6.2.4 Streptococcus B-Hemolitico*

O comportamento do extrato das plantas para a bactéria Streptococcus

B-Hemolitico* apresentou um padrao significativo de variancia quando utilizado o
teste de Tukey, com IC: 95% e P<0,05, quadro 4.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 8116,3 | 1159,2* | 1559,22 | <0,001
Solventes 2 1560,4 | 780,2" | 1049,17 | <0,001
Concentracdes 7 1255,8 | 242,2* 241,24 | -0,001
Plantas x Solvente 14 4206,1 404,0* 404,02 | <0,001
Planta x Concentracao 49 2456 67,5* 67,51 | <0,001
Concentrdagéo x Solvente 14 669,2 64,5* 64,28 | <0,001
Planta x Concentracao x Solvente | 98 1516,5 20,8* 20,81 | <0,001
Erro 382 284,1 0,74
Total Corrigido 575 | 20073,7

Quadro 4: Anadlise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Streptococcus -
Hemolitico*, segundo o tipo de solvente utilizado para extracao e concentracdao. (ANOVA,
Tukey, P<0,05, 1C:95%). Se * significativo a 1%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado Médio, Fc:
Fator de correcdo, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, ndo havera diferenca
significativa entre os tratamentos. C.V.: 37,33%; Média Geral: 2,3103299; Numero de observagdes:
576.
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Para os possiveis estudos de variancia para bactéria Streptococcus (-
Hemolitico* em relagcédo aos extratos das plantas, solventes utilizados na confec¢ao
dos extratos e suas concentracdes sao significativas; portanto, deverdo ser

discutidas independentemente as suas relagoes.

Tabela 18 — Determinacao do melhor solvente para producao de extrato,
utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Streptococcus B-Hemolitico*

Solvente
média dos halos de inibicao mm o
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%

Mesocarpo de Orbignya 0 0 0 0
ssp Mart. ex Endl. aA aA aA a
Folha de Bryophyilum 0 6,45 6,37 4,27
pinnatum (Lam.) Oken aA cB dB d

Folhas de Lafoensia 0 17,75 16,77 11,50
pacari St. Hil. aA dcC eB e
Epicarpo de Attalea 0 0 0 0
phalerata Mart. aA aA aA a
Mesocarpo de Attalea 0 0 0 0
phalerata Mart aA aA aA a
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.) Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 0 0 1,84 0,61
americana L. aA aA b B b
Casca e Entrecasca do 0 1,55 4,69 2,08
Genipa americana L. aA b B cC C
0 3,22 3,71
Média 2,31
A B C

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigdo nas concentragbes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenga Média Significativa —
DMS:0,585877962711491; (ANOVA, Tukey; P<0,05; IC:95%).
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Analisando os solventes referentes ao comportamento frente a bactéria
Streptococcus B-Hemolitico* os extratos hexanicos nao apresentaram eficacia,
enquanto o solvente alcodlico a 70% expressou maiores halos de inibicdo que o
alcodlico 95°GL, ndo sendo idénticos estatisticamente (tabela 18). A relacdo da
concentragdo de cada extrato revelou ser novamente de proporcionalidade entre o
tamanho do halo de inibicdo e as concentracdes utilizadas no estudo (tabela 19).

A planta Mangabeira, Lafoensia pacari, apresentou maior halo de
inibicdo, seguido pela Folha Santa, Bryophyllum pinnatum; da entrecasca e do
Jenipapo, Genipa americana. As demais plantas foram ineficientes para inibir o
crescimento da bactéria Streptococcus B—Hemolitico*.

A Mangabeira, Lafoencia pacari, através dos extratos alcodlico 95°GL e
70 % nas concentracbes de 1000mg/mL e 500mg/mL obteve maiores halos de
inibicdo do crescimento de Streptococcus B-Hemolitico*. Posteriormente, formam
grupos equivalentes as demais concentragbes de L. pacari até 10mg/mL e as
concentragbes de 1000mg/mL a 250mg/mL de Folha Santa, B. pinnatum, para
alcool 95°GL e 70%, seguido por outro grupo formado por extrato alcodlico 95°GL e
70% de entrecasca de jenipapo, Genipa americana, nas concentracdes de
1000mg/mL a 500mg/mL.

Os demais extratos das plantas, com seus respectivos solventes e

concentragdes apresentaram ser ineficientes.
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Tabela 19 — Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a

concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Streptococcus B-

Hemolitico*
Concentracao (mg/mL)
Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA a
. 9,75 9,63 8,27 6,55 0 0 0 0 4,27

dD dD cC cB aA aA aA aA d
16,38 16,22 14,94 13,16 12,16 9,88 9,27 0 11,50

? ek ek dE dC bC b B b B aA e

0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 aA aA aA aA aA aA aA aA a

0 0 0 0 0 0 0 0 0

> aA aA aA aA aA aA aA aA a

0 0 0 0 0 0 0 0 0

° aA aA aA aA aA aA aA aA a
3,02 1,88 0 0 0 0 0 0 0,61

! b B b B aA aA aA aA aA aA b
7,02 4,36 3,47 1,8 0 0 0 0 2,08

® cD cC bC b B aA aA aA aA C
Total 4,52 4,01 333 269 152 1,23 1,15 0 231

F E D C B B B A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS: 1,23922175211947; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).



Tabela 20 - Analise de Variancia das médias dos halos de inibicao dos

Streptococcus B-Hemolitico relacionado por solvente e concentracao.

extratos das plantas frente a bactéria

Hexano Alcool 95°GL Alcool 70%
Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
) 0 0 0 0 0 0 0 0 15,41 13,58 12,83 9,83 0 0 0 0 13,83 15,33 12 9,83 0 0 0 0 4,27
aA aA aA aA aA aA aA aA cB cB bB bB aA aA aA aA dB dC b B cB aA aA aA aA d
3 0 0 0 0 0 0 0 0 25,16 25 23,5 19,66 19,33 15b 14,33 0 24 2366 21,33 19,83 17,16 14,66 13,50 0 11,5
aA aA aA aA aA aA aA aA dB dB cC cB bC b B b B aA eB eB cB dB b B b B b B aA Oe
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA A
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9,08 5,66 0 0 0 0 0 0 0,61
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA b B b B aA aA aA aA aA aA b
8 0 0 0 0 0 0 0 0 9,66 2,75 0 0 0 0 0 0 11,41 10,33 10,41 5,41 0 0 0 0 2,08
aA aA aA aA aA aA aA aA b B bB aA aA aA aA aA aA cC cC b B b B aA aA aA aA c
R 0 0 0 0 0 0 0 0 6.28 5.17 4.54 3.69 242 1.88 1.79 0 729 6.87 5.47 4.38 2.15 1.83 1.69 0 2.31

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.; 4)
Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa

americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 0,585877962711491; (ANOVA, Tukey; P<0,05; I1C:95%).

€01



104

6.2.5 Streptococcus ssp*

O comportamento do extrato das plantas na formagcdo de halos de
inibicdo a bactéria Streptococcus ssp* em relacdo aos solvente, concentracao foi
estatisticamente significativo, para os possiveis estudos de ANOVA, sendo
necessarios a discussao individualizada das relagcbes entre as variaveis, quadro 5 e
tabelas 21, 22 e 23.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 2670,9 | 381,6" 712,9 | <0,001
Solventes 2 2451,6 | 1225,8" | 2290,3 | <0,001
Concentracdes 7 4026,8 | 575,2* 1074,8 | <0,001
Plantas x Solvente 14 2139,2 | 152,8* 285,5 | <0,001
Planta x Concentracao 49 1510,6 30,8* 57,6 | <0,001
Concentrdagéo x Solvente 14 | 1828,3 | 130,6* 244.0 | <0,001
Planta x Concentracao x Solvente | 98 1668,2 | 17,02* 31,8 | <0,001
Erro 382 | 204,45 0,69
Total Corrigido 575 | 16506,3

Quadro 5: Analise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Streptococcus ssp
comunidade, segundo o tipo de solvente utilizado para extracdo e concentracao. (ANOVA,
Tukey, P<0,05, 1C:95%). Se * significativo a 1%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado Médio, Fc:
Fator de correcdo, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, ndo havera diferenca
significativa entre os tratamentos. C.V.: 24,34%; Média Geral: 3,0056424; Numero de observagdes:
576.

Analisando o comportamento dos solventes frente a bactéria
Streptococcus ssp* revelou que os extratos hexanicos nao apresentaram eficacia,
enquanto o solvente alcodlico 70% apresentou formar halos de inibicdo de

tamanhos superiores ao extratos alcodlico 95°GL, (tabela 21). As concentracdes

" Estirpe isolada clinicamente no Hospital Regional de Porto Nacional-TO pelo Laboratério de

Microbiologia e Saude Publica da UFT — Campus de Porto Nacional.
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dos extratos apresentaram padrdao de proporcionalidade em relagdo ao tamanho

dos halos produzidos, tabela 22.

Tabela 21 — Determinacao do melhor solvente para a producao de extrato,
utilizando analise estatisitica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Streptococcus ssp*.

Solvente
média dos halos de inibicao mm o
Plantas i i Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%
Mesocarpo de Orbignya 0 2,08 8,13 3,40
ssp Mart. ex Endl. aA b B eC e
Folha de Bryophylium 0 7,34 7,66 5
pinnatum (Lam.) Oken aA dB eB f
Folhas de Lafoensia 0 11,40 10,81 7,40
pacari St. Hil. aA e C B g
Epicarpo de Attalea 0 1,98 2 1,32
phalerata Mart. aA b B b B b
Mesocarpo de Attalea 0 3,75 3,40 2,38
phalerata Mart aA cB cB d
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.) Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 1,93 0 3,81 1,91
americana L. bB aA cC c
Casca e Entrecasca do 0 2,04 5,75 2,59
Genipa americana L. aA b B dc d
0,24 3,58 5,19
Média 3.00
A B C

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigdo nas concentragdes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenga Média Significativa — DMS:
0,719628076952273; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).
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Tabela 22 — Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a

concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Streptococcus ssp*.

Concentracao (mg/mL)

Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1
8,27 7,86 4,33 3,66 3,11 0 0 0 3,40
deD dD cdC bBC <¢B aA aA aA e
9,11 8,89 8,33 7,52 6,16 0 0 0 5
. ED dD eCD ¢c¢C dB aA aA aA f
1463 11,72 10,47 9,08 7,33 4,72 0,89 0,39 7,40
] FG eF fE dD eC bB aA aA g
6,13 3,83 0,66 0 0 0 0 0 1,32
4 BC b B aA aA aA aA aA aA b
7,58 6,66 4,83 0 0 0 0 0 2,38
> cdC cC dB aA aA aA aA aA d
0 0 0 0 0 0 0 0 0
° AA aA aA aA aA aA aA aA a
7 5,80 2,52 0 0 0 0 0 1,91
! bcD cC bB aA aA aA aA aA c
6,77 5,69 3,75 295 1,61 0 0 0 2,59
8 bcE cD cC bC bB aA aA aA d
Total 7,44 6,30 436 290 227 0,59 0,11 0,05 3.00
G F E D C B A A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS: 1,175147728742(ANOVA, Tukey; P<0,05; IC:95%).

A Mangabeira, Lafoensia pacari; assim como as observagdes de ANOVA
para as outras bactérias anteriormente analisados, obtiveram-se halos de inibicao
superiores as outras plantas, seguido da Folha Santa, Bryophyllum pinnatum; do
mesocarpo do Babacgu, Orbignya ssp; da entrecasca do Jenipapo, Genipa
americana e mesocarpo do Bacuri, Attalea phalerata, formando um grupo
estatisticamente idéntico.
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A Unica planta que ndo conseguiu inibir o crescimento da bactéria
Streptococcus spp* foi a Alternantera brasiliana, (tabela 21).

A Mangabeira, L. pacari, para o extrato alcodlico 70% na concentra¢ao
de 1000mg/mL obteve maior expressdao de halos de inibicdo, e estatisticamente
diferente do GO grupo formado pelas concentracdes de L. pacari de 500mg/mL a
50mg/mL em alcool 70% e 1000mg/mL a 50mg/mL em alcool 95°GL (tabela 23).

Outro grupo, de menor eficiéncia do que os dois anteriores, sdo formado
por mesocarpo de babacu, Orbignya ssp em alcool 70% nas concentracbes de
1000mg/mL e 500mg/mL e a Folha Santa, B. pinnatum, em alcool 70% nas
concentragbées de 1000mg/mL e 500mg/mL. Um quarto grupo é formado pelas
plantas B. pinnatum extrato alcodlico 95°GL nas concentragbes de 1000mg/mL a
50mg/mL e, extrato alcodlico 70% nas concentra¢des de 250mg/mL e 100mg/mL e
Orbignya ssp nas concentracdes de 250mg/mL e 100mg/mL em alcool 70%.

O mesocarpo do Bacuri, Attalea phalerata, extrato alcodlico 95°GL -
1000mg/mL forma um grupo isolado. O fruto e entrecasca do Jenipapo, Genipa
americana, no extrato alcodlico 70% e 95°GL concentracdo de 1000mg/mL e o
mesocarpo de A. phalerata 500 mg/mL em alcool 70% e de 1000 a 500 mg/mL em
alcool 95°GL formam outro grupo ativo também, mas com médias de expressao
dos halos de inibicao inferior as anteriormente citadas.

As demais concentracdes nao relacionadas anteriormente e as plantas

néo citadas nesta discuss&o nao foram ativas (tabela 23).



Tabela 23 — Analise de Variancia (ANOVA) das médias dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria

Streptococcus ssp, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano Alcool 95°GL Alcool 70%
Planta Média
500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 8,5 8,17 0 0 0 0 0 0 16,33 15,42 13 11 9,33 0 0 0 340 e
aA aA aA aA aA aA aA aA b B bB aA aA AA aA aA aA eC dC dB cB cdB aA aA aA ’
> 0 0 0 0 0 0 0 0 12 12,17 12 11,75 10,83 0 0 0 15,33 14,5 13 10,83 7,67 0 0 0 5
aA aA aA aA aA aA aA aA cB dB cB bB bB aA aA aA eC dC dB cB cB aA aA aA
3 0 0 0 0 0 0 0 0 20 16,92 1542 13,41 11,83 9,83 2,67 1,16 23,92 18,25 16 13,83 10,17 4,33 0 0 740
aA aA aA aA aA aA aA aA dB eB dB bB bC bC b B aA fC eB eB dB dB b B aA aA ~09
4 0 0 0 0 0 0 0 0 9,25 6,66 0 0 0 0 0 0 9,16 4,83 2 0 0 0 0 0 132b
aA aA aA aA aA aA aA aA b B bC aA aA aA aA aA aA b B b B b B aA aA aA aA aA ’
5 0 0 0 0 0 0 0 0 12,66 10 7,33 0 0 0 0 0 10,08 10 717 0 0 0 0 0 238 d
aA aA aA aA aA aA aA aA cC cB bB aA aA aA aA aA bcB cB cB aA aA aA aA aA ’
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0a
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA
7 8 7,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 13 9,92 7,58 0 0 0 0 0 191¢
b B b B aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA dC cC cB aA aA aA aA aA ’
8 0 0 0 0 0 0 0 0 8,66 7,66 0 0 0 0 0 0 11,66 9,41 11,25 8,83 4,83 0 0 0 2,59
aA aA aA aA aA aA aA aA bB b B aA aA aA aA aA aA cdC cC dB b B b B aA aA aA d
Média 1,00 0,94 0 0 0 0 0 0 8,88 7,70 4,34 3,15 2,83 1,23 0,33 0,15 12,44 10,29 8,75 5,56 4 0,54 0 0 3,00

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.; 4)
Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa
americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS:1,17514772874225; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

801
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6.2.6 Escherichia coli B4

Para a bactéria E. coli B4 os extratos das plantas com suas variaveis
solventes e concentragdes, obtiveram um padréo significativo de variancia para a
media do tamanho do halo de inibicdo de crescimento (ANOVA, Tukey, P<0,05,
IC:95%), conforme quadro 6, determinando que sua discussao fosse realizada
independentimente as suas relagdes.

Para tanto, foram construidas as tabelas 24, 25 e 26, que determinam as
classificacoes dos extratos segundo as variaveis: 1) solvente, 2) concentragéao e 3)

solvente x concentragdo, respectivamente; e as sas relagoes.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 9530,8 | 1361,5" | 3335,6 | <0,001
Solventes 2 2105,6 | 1052,8" | 2579,2 | 0,001
Concentracdes 7 2024,5 289,2" | 708,5 | <0,001
Plantas x Solvente 14 5930 423,6* | 1037,7 | <0,001
Planta x Concentracao 49 1491,2 30,4* 74,5 | <0,001
Concentrdacao x Solvente 14 1134,0 81,0* 198,4 | <0,001
Planta x Concentragéo x Solvente | 98 2038 20,79* 50,9 <0,001
Erro 382 | 155,9 0,41
Total Corrigido 575 | 24410,8

Quadro 6: Analise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Escherichia coli B4,
segundo o tipo de solvente utilizado para extracao e concentracao. (ANOVA, Tukey, P<0,05,
IC:95%). Se * significativo a 5%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado Médio, Fc: Fator de
corregao, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, ndo havera diferenca significativa
entre os tratamentos. C.V.: 23,79%; Média Geral: 2,6853299; Nimero de observagdes: 576.

O comportamento dos solventes referente a bactéria Escherichia coli B4
para os extratos hexanicos nao apresentaram eficacia. Enquanto, os solventes
alcodlicos foram diferentes entre si, tendo como solvente de maior expressdao do

halo de inibig&o o alcodlico a 70% (tabela 24).



110

Tabela 24 - Determinacao do melhor solvente para producao de extrato,

utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Escherichia coli B4.

Solvente
média dos halos de inibicdo mm o
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%

Mesocarpo de Orbignya 0 0 0 0
ssp Mart. ex Endl. aA aA aA a
Folha de Bryophyllum 0 1,40 9,08 3,49

pinnatum (Lam.) Oken aA bB cC e
Folhas de Lafoensia 0 22,17 17,02 13,06
pacari St. Hil. aA eC dB f
Epicarpo de Attalea 0 2,24 0 0,75
phalerata Mart. aA cB aA b
Mesocarpo de Attalea 0 3,08 3,09 2,06
phalerata Mart aA dB bB d
Folhas de Alternanthera
- 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.)
aA aA aA a
Kuntze
Fruto do Genipa 0 0 2,56 0,85
americana L. aA aA b B b
Casca e Entrecasca do 0 1,12 2,65 1,26
Genipa americana L. aA bB bC C
0 3,75 4.3
Média 2,68
A B C

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigdo nas concentragdes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenga Média Significativa — DMS:
0,434070084842671; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

A concentracao de cada extrato demonstrou ser novamente proporcional
entre o tamanho do halo de inibigcdo e as concentracées utilizadas no estudo (tabela
25).
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A planta Mangabeira, Lafoensia pacari, apresenta superioridade de
expressao da formacao de halo de inibicdo em relacdo as outras plantas, seguido
da Folha Santa, Bryophyllum pinnatum; do mesocarpo do Bacuri, Attalea phalerata;
da entrecasca do Jenipapo, Genipa americana; do epicarpo do Bacuri e fruto do
Jenipapo. Enquanto, as demais plantas foram ineficientes para inibir o crescimento

da bactéria Escherichia coli B4 (tabela 25).

Tabela 25 — Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a
concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Escherichia coli BA4.

Concentracao (mg/mL)

Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA AA aA aA a
10,39 7,31 5,83 4.44 0 0 0 0 3,49

eE dD bC bB aA AA aA aA e
18,11 16,25 15,14 13,44 12,56 11,58 10,58 6,86 13,06

] fG eF cE cD b D BC b B b A f
4,47 1,05 0,44 0 0 0 0 0 0,75

4 bC b B aAB aA aA AA aA aA b
9,36 7,11 0 0 0 0 0 0 2,06

> dC dB aA aA aA AA aA aA d

0 0 0 0 0 0 0 0 0

° aA aA aA aA aA AA aA aA a
3,86 2,97 0 0 0 0 0 0 0,85

! b B cB aA aA aA AA aA aA b
7,17 2,92 0 0 0 0 0 0 1,26

8 cC cB aA aA aA AA aA aA C
Media 6,67 4,70 2,68 224 157 1,45 1,32 0,86 2 68

F E D C B B B A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS:0,918124806387823; (ANOVA, Tukey; P<0,05; IC:95%).
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Em relacdo a ANOVA, a Mangabeira, Lafoensia pacari, apresenta ser a
planta com maior expressdo de halos, em concentracdo de 1000mg/mL e o
solvente extrator alcool 95°GL. Os extratos da Mangabeira em &alcool 95°GL em
concentragbes de 500mg/mL a 10mg/mL e em &lcool 70% de 1000mg/mL a
10mg/mL, formaram um grupo de expressdes idénticas pela andlise estatistica,
bem como a planta Folha Santa, Bryophyllum pinnatum, na concentracdo de
1000mg/mL e 500mg/mL em &lcool 70% (tabela 26).

Um grupo de expressdao menor, mas eficiente ainda, foi formado por:
Folha Santa a 250mg/mL e 10mg/mL em alcool 70%; epicarpo de Bacuri, Attalea
phalerata, a 1000mg/mL em &lcool 95°GL; mesocarpo de Bacuri em concentracdes
de 1000mg/mL e 500mg/mL em solvente alcodlico 70% como 95°GL também, pelo
Fruto de Jenipapo, Genipa americana, em concentracao de 1000mg/mL do extrato
alcodlico 70% e de sua entrecasca no extrato alcodlico 70% em concentracao de
1000mg/mL. As demais concentragdes e as outras plantas ndo citadas nao foram

eficientes.



Tabela 26 - Analise de Variancia (ANOVA) das médias dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria
Escherichia coli B4, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano Alcool 95°GL Alcool 70%
Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1
] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a

aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA

» 0 0 0 0 0 0 0 0 8,50 2,75 0 0 0 0 0 0 22,67 19,16 17,5 13,33 0 0 0 0 3,49
aA aA aA aA aA aA aA aA bB bB aA aA aA aA aA aA dC dC b B b B aA aA aA aA e
5 0 0 0 0 0 0 0 0 30,67 28,08 26,8 236 21,92 19,67 1717 941 23,67 20,67 1858 16,67 1575 1508 14,58 11,17 13,06
aA aA aA aA aA aA aA aA dC dC 3bC 7bC bC bC bC bB dB dB b B cB b B b B b B bC f
4 0 0 0 0 0 0 0 0 13,42 3,17 1,33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,75
aA aA aA aA aA aA aA aA cB bB aB aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA b
5 0 0 0 0 0 0 0 0 14 10,67 0 0 0 0 0 0 14,08 10,67 0 0 0 0 0 0 2,06
aA aA aA aA aA aA aA aA cB cB aA aA aA aA aA aA cB cB aA aA aA aA aA aA d
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,58 8,92 0 0 0 0 0 0 0,85
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA b B b B aA aA aA aA aA aA b
8 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 12,50 8,75 0 0 0 0 0 0 1,26
aA aA aA aA aA aA aA aA bB aA aA aA aA aA aA aA bcC b B aA aA aA aA aA aA [

Média 0 0 0 0 0 0 0 0 9.45 5.58 3.52 2.96 2.74 2.46 2.15 1.18 10.56 8.52 4.51 3.75 1.97 1.89 1.82 1.40 2.68

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maiuscula na linha néo se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.; 4)
Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa
americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 1,59023881235305; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

ell
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6.2.7 Pseudomonas aeruginosa*

Para a bactéria Pseudomonas aeruginosa* os extratos das plantas com
suas variaveis solventes e concentracdes, obtiveram um padrao significativo de
variancia para a media do tamanho do halo de inibicdo de crescimento (ANOVA,
Tukey, P<0,05, 1C:95%), conforme quadro 7, determinando que sua discussao
fosse realizada independentimente as suas relagdes.

Para tanto, foram construidas as tabelas 27, 28 e 29, que determinam as
classificacées dos extratos segundo as variaveis: 1) solvente, 2) concentragéao e 3)

solvente x concentragdo, respectivamente; e as sas relagoes.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 | 4097,7 | 585,4* |1738,4 | <0,001
Solventes 2 1201,4 | 600,7* | 1783,9 | 0,001
Concentracdes 7 1811,8 258,8" | 768,7 | <0,001
Plantas x Solvente 14 | 2370,5 169,3* | 502,8 | 0,001
Planta x Concentracao 49 | 1973,6 40,3* 119,6 | <0,001
Concentrdagéo x Solvente 14 887,1 63,4* 188,2 | <0,001
Planta x Concentracao x Solvente | 98 | 1712,3 17,5* 51,9 <0,001
Erro 382 | 128,6 0,34
Total Corrigido 575 | 14184,4

Quadro 7: Analise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Pseudomonas
aeruginosa*, segundo o tipo de solvente utilizado para extracdao e concentracdao. (ANOVA,
Tukey, P<0,05, IC:95%). Se * significativo a 5%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado Médio, Fc:
Fator de correcdo, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, ndo havera diferenca
significativa entre os tratamentos. C.V.: 28,23%; Média Geral: 2,0552951; Numero de observagdes:
576.

Observando os solventes, o comportamento dos extratos frente a
bactéria Pseudomonas aeruginosas*, apresentou ineficaz quando o liquido extrator
foi 0 hexano. Entretanto, os solventes alcodlicos foram eficazes, sendo o alcodlico a

95°GL de maior expresséo do halo de inibigéao (tabela 27).
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O comportamento da concentracdo dos extratos demonstrou ser

proporcional a formagéo do tamanho halo de inibigéo (tabela 28).

Tabela 27 - Determinacao do melhor solvente para producao de extrato,
utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Pseudomonas aeruginosa®.

Solvente
média dos halos de inibicdo mm o
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%
Mesocarpo de Orbignya 0,65 0 0 0,22
ssp Mart. ex Endl. b B aA aA a
Folha de Bryophyllum 0 6,84 6,06 4,30
pinnatum (Lam.) Oken aA eC cB d
Folhas de Lafoensia 0 12,76 11,72 8,16
pacari St. Hil. aA fC dB e
Epicarpo de Attalea 0 1,54 0 0,51
phalerata Mart. aA b B aA b
Mesocarpo de Attalea 0 4,54 0 1,51
phalerata Mart aA dB aA c
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.) Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 0 0 0 0
americana L. aA aA aA a
Casca e Entrecasca do 0 2,28 2,92 1,74
Genipa americana L. aA cB bC C
Media 0,08 3,49 2,59 206
A C B

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigo nas concentragbes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferengca Média Significativa —
DMS:0,510650211265124; (ANOVA, Tukey; P<0,05; IC:95%).

Considerando ANOVA, usando teste de Tukey, para P<0,05 e IC: 95%,

agrupando os resultados das médias estatisticamente semelhantes em relacdo a
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um coeficiente de variancia, revela-se uma superioridade de eficacia da planta
Mangabeira, Lafoensia pacari; seguido da Folha Santa, Bryophyllum pinnatum;
entrecasca do Jenipapo, Genipa americana; mesocarpo e epicarpo do Bacuri,
Attalea phalerata. As demais plantas foram ineficientes para inibir o crescimento da
bactéria Pseudomonas aeruginosas* (tabela 28).

Tabela 28 — Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a
concentracao dos extratos estudados, frente a bactéria Pseudomonas
aeruginosa*

Concentracao (mg/mL)

Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1

1,73 0 0 0 0 0 0 0 0,22
bB aA aA aA aA aA aA aA a
9,56 8,81 8,11 7,94 0 0 0 0 4,30
eD dCD cBC bB aA aA aA aA d
16,78 12,44 10,22 7,75 45 4,97 5,31 3,31 8,16
3 fF e E dD bC bB bB bB bA e
p 4,11 0 0 0 0 0 0 0 0,51
cB aA aA aA aA aA aA aA b
4,67 4 2,67 0,78 0 0 0 0 1,51
> cC bC bB aA aA aA aA aA c
0 0 0 0 0 0 0 0 0
° aA aA aA aA aA aA aA aA a
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA a
7,86 6,03 0 0 0 0 0 0 1,74
8 dC cB aA aA aA aA aA aA c
Media 5,59 3,91 2,62 2,06 0,56 0,62 0,66 0,41 206
E D C B A A A A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS: 0,83388830309599; (ANOVA, Tukey; P<0,05; IC:95%).
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A L. pacari, demonstrou ser para esta bactéria o extrato de maior
expressao de halo de inibicdo, para uma concentragdo de 1000mg/mL do extrato
que teve como solvente extrator o alcool 95°GL, sendo considerando um grupo
isolado.

Foi considerado outro grupo formado pelo mesocarpo de A. phalerata
quando utilizando o mesmo solvente a uma concentracdo de 1000mg/mL, seguido
do seu epicarpo nesta mesma condicdo. Outro grupo de médias significativamente
idénticas € formado pela concentracdo de 1000mg/mL em &lcool 95°GL de B.
pinnatum e G. americana (tabela 29).

Outros grupos de médias estatisticamente identicas sao formados por L.
pacari de 500mg/mL a 100mg/mL e 1000mg/mL a 100mg/mL dos extratos
alcodlicos a 95°GL e 70 % respectivamente. Seguido pelo B. pinnatum nas
concentragdes de 250mg/mL e 100mg/mL onde o liquido extrator foi alcool 95°GL e
de 1000mg/mL a 100mg/mL em &lcool 70%.

O mesocarpo de A. phalerata de 1000mg/mL e 500mg/mL em alcool
95% apresentam menor expressdo das médias dos halos de inibicao em relacédo
aos grupos anteriores, mas ainda ativos.

Por fim, formam-se grupos distintos e de menor expressdo os extratos
alcodlicos 70% e 95°GL em concentracdo de 1000mg/mL da entrecasca de G.
americana. Os demais resultados dos extratos das plantas, seus respectivos

solventes e concentragdes sdo considerados ineficazes.



Tabela 29 — Analise de Variancia (ANOVA) das médias dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria

Pseudomonas aeruginosa*, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano Alcool 95°GL Alcool 70%
Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1
1 5,20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,22
b B aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
> 0 0 0 0 0 0 0 0 15 12,92 13,33 13,5 0 0 0 0 13,67 13,5 11 10,33 0 0 0 0 4,30
aA aA aA aA aA aA aA aA dC cB cC cC aA aA aA aA b B cB b B b B aA aA aA aA d
3 0 0 0 0 0 0 0 0 25,83 20,33 18 12,75 6,83 6,42 7,08 4,83 24,5 17 12,67 10,5 6,67 8,5 8,83 5,08 8,16
aA aA aA aA aA aA aA aA eC dC dC cC b B b B b B b B cB dB cB b B b B bC bC b B e
4 0 0 0 0 0 0 0 0 12,33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,51
aA aA aA aA aA aA aA aA cB aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA b
5 0 0 0 0 0 0 0 0 14 12 8 2,33 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1,51
aA aA aA aA aA aA aA aA dB cB bB bB aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA c
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
8 0 0 0 0 0 0 0 0 10 8,25 0 0 0 0 0 0 13,58 9,83 0 0 0 0 0 0 1,74
aA aA aA aA aA aA aA aA bB b B aA aA aA aA aA aA bC bC aA aA aA aA aA aA c
Média  0.65 0 0 0 0 0 0 0 9.65 6.69 4.92 3.57 0.85 0.80 0.89 0.60 6.47 5.04 2.96 2.60 0.83 1.06 1.10 0.64 2.06

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.;
4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa

americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 1,44433690879965; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

8I1
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6.2.8 Klebsiella ssp*

O comportamento do extrato das plantas para a bactéria Klebsiella ssp*
apresentou também padrdo significativo de Variancia (quadro 8)., portanto, foram
discutidos independentemente as suas relagdes.

Para tanto, foram construidas as tabelas 30, 31 e 32, que determinam as
classificacées dos extratos segundo as variaveis: 1) solvente, 2) concentragéao e 3)

solvente x concentragao, respectivamente.

Fatores de Variancia GL SQ QM Fc Pr>Fc
Plantas 7 4353,8 622* 499,5 | <0,001
Solventes 2 1422,2 711,1* 571 <0,001
Concentracdes 7 1591,2 227,3" 182,5 | <0,001
Plantas x Solvente 14 | 3599,8 257,1* | 206,5 | <0,001
Planta x Concentracao 49 1664 33,9* 27,3 <0,001
Concentrdacao x Solvente 14 855,4 61,1* 491 <0,001
Planta x Concentracao x Solvente | 98 | 2227,1 22,7 18,2 <0,001
Erro 382 | 475,7 1,24*

Total Corrigido 575 | 16205,7

Quadro 8: Anadlise de Variancia dos extratos das plantas frente a bactéria Klebsiella ssp*,
segundo o tipo de solvente utilizado para extracao e concentracao. (ANOVA, Tukey, P<0,05,
IC:95%). Se ** significativo a 5%. GL: Grau de Liberdade, QM : Quadrado Médio, Fc: Fator de
corregado, Pr>Fc: Fcalculado menor que o valor critico tabelado, ndo havera diferenca significativa
entre os tratamentos. C.V.: 54,83%; Média Geral: 2.0351563; Numero de observagdes: 576.

Em relagcdo ao comportamento dos solventes frente a bactéria Klebsiella
ssp*, os extratos hexanicos ndo apresentaram eficacia, enquanto os solventes
alcodlicos foram eficazes apresentando grupos distintos estatisticamente, sendo o
extrato em que o liquido extrator foi alcool 70% obteve uma expressao de média

superior que o extrato alcodlico 95°GL (tabela 30).
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Tabela 30 — Determinacao do melhor solvente para producao de extrato,

utilizando analise estatistica da média dos halos de inibicao, frente a bactéria

Klebsiella spp*.
Solvente
média dos halos de inibicdo mm o
Plantas , , Média
Hexano Alcool Alcool
95°GL 70%
Mesocarpo de Orbignya 0 0 0 0
ssp Mart. ex Endl. aA aA aA a
Folha de Bryophyllum 0 0,75 7,65 2,79
pinnatum (Lam.) Oken aA aA dB d
Folhas de Lafoensia 0 8,62 17,73 8,78
pacari St. Hil. aA dB eC e
Epicarpo de Attalea 0 2,54 0 0,84
phalerata Mart. aA b B aA b
Mesocarpo de Attalea 0 4,04 3,19 2,41
phalerata Mart aA cC cB d
Folhas de Alternanthera 0 0 0 0
cf. brasiliana (L.) Kuntze aA aA aA a
Fruto do Genipa 0 0 0 0
americana L. aA aA aA a
Casca e Entrecasca do 0 2,28 2,04 1,44
Genipa americana L. aA b B b B C
Média ° 2,28 %02 2,03
A B C

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha ndo se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. X - Média dos Halos de
Inibigdo nas concentragdes de 1000mg/mL a 1 mg/mL. Diferenga Média Significativa — DMS:
0,982040366918472; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

Quando comparado as concentracado de cada extrato, 0 comportamento
demonstrou ser novamente proporcional entre, o tamanho do halo de inibicdo e a
concentragao utilizada no estudo (tabela 31).

Considerando o agrupamento de médias estatisticamente semelhantes

em relacdo a um coeficiente de varidncia, apresenta uma superioridade de
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expressao da formacao do halo de inibicdo a planta Mangabeira, Lafoensia pacari;
seguido da Folha Santa, Bryophyllum pinnatum; do mesocarpo do Bacuri Attalea
phalerata e da entrecasca do Jenipapo, Genipa americana, enquanto, as demais
plantas foram ineficientes para inibir o crescimento da bactéria Klebsiella ssp*
(tabela 31).

Tabela 31 — Comportamento das médias dos halos de inibicao em relacao a
concentracao do extratos estudados, frente a bactéria Klebsiella spp*

Concentracao (mg/mL)

Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1

0 0 0 0 0 0 0 0 0

1 aA aA aA aA aA aA aA aA a
6,78 5,94 517 3,72 0,78 0 0 0 2,79

cD c¢cdCD c¢cBC b B aA aA aA aA d
13,11 1456 13,22 9,17 5,78 6,22 6,56 1,67 8,78

? eD eD dD cC b B b B b B bA e
3,11 2,72 0,94 0 0 0 0 0 0,84

4 cB b B aA aA aA aA aA aA b
8,94 7,33 3 0 0 0 0 0 2,41

> dD dC b B aA aA aA aA aA d

0 0 0 0 0 0 0 0 0

° aA aA aA aA aA aA aA aA a

0 0 0 0 0 0 0 0 0

! aA aA aA aA aA aA aA aA a
6,22 5,30 0 0 0 0 0 0 1,44

cB cB aA aA aA aA aA aA C
Total 4,77 4,48 2,79 1,61 0,82 0,78 0,82 0,21 003

E D C B B B A

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao se diferem
estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya
ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St.
Hil.; 4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart.; 6) Folhas de
Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa americana L; 8) Casca e Entrecasca do
Genipa americana L. DMS:1,60366520384388; (ANOVA, Tukey; P<0,05; IC:95%).
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A andlise estatistica dos resultados das médias de inibicdo (tabela 32)
promovido pelos extratos em seus respectivos solventes e concentracoes, a
bactéria Klebsiella ssp revelou que: 0 mesocarpo de Lafoensia pacari apresentou-
se maior expressao e para concentra de 500mg/mL a 100 mg/mL em alcodlico
70%, seguido do grupo formado pelas concentragcdes de 1000mg/mL e de 50
mg/mL a 10mg/mL em &lcool 70% e de 1000mg/mL a 100mg/mL em alcool 95°GL.

Outro grupo foi formado pelas concentragdes do extrato de alcodlico
70% de B. pinnatum de 1000mg/mL e 500mg/mL, seguido por 250mg/mL e
100mg/mL do mesmo extrato.

O mesocarpo de A. phalerata nas concentragdes de 1000mg/mL e
500mg/mL em alcool 95°GL e 70% com o extrato alcodlico 95°GL da entrecasca de
G. americana na concentracao de 1000mg/mL formaram outro grupo.

Para as demais concentracdes das plantas citadas e as plantas
Alternanthera brasiliana, o mesocarpo de Orbignya phalerata, epicarpo de A.
phalerata e fruto de G. americana nao apresentaram eficiéncia,



Tabela 32 — Analise de Variancia (ANOVA) das médias dos halos de inibicao dos extratos das plantas frente a bactéria
Klebsiella ssp*, relacionado por solvente e concentracao.

Hexano Alcool 95°GL Alcool 70%
Planta Média
1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1 1000 500 250 100 50 25 10 1
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
5 0 0 0 0 0 0 0 0 3,33 2,67 0 0 0 0 0 0 17 15,17 15,5 11,17 2,33 0 0 0 2,79
aA aA aA aA aA aA aA aA b B aB aA aA aA aA aA aA dC dC b B b B aB aA aA aA d
3 0 0 0 0 0 0 0 0 18,67 19,33 19,5 11,5 0 0 0 0 20,67 24,33 20,17 16 17,33 18,67 19,67 5 8,78
aA aA aA aA aA aA aA aA eB cB dB bB aA aA aA aA eB eC cB cC b B b B b B b B e
4 0 0 0 0 0 0 0 0 9,33 8,17 2,83 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,84
aA aA aA aA aA aA aA aA cB bB bB aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA b
5 0 0 0 0 0 0 0 0 12,67 10,67 9 0 0 0 0 0 14,17 11,33 0 0 0 0 0 0 2,41
aA aA aA aA aA aA aA aA dB bB cB aA aA aA aA aA cB cB aA aA aA aA aA aA d
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA aA a
8 0 0 0 0 0 0 0 0 10 8,25 0 0 0 0 0 0 8,67 7.67 0 0 0 0 0 0 1,44
aA aA aA aA aA aA aA aA <c¢dB b B aA aA aA aA aA aA b B b B aA aA aA aA aA aA c
Média 0 0 0 0 0 0 0 0 6.75 6.14 3.92 1.44 0 0 0 0 7.56 7.31 4.46 3.40 2.46 2.33 246 0.63 2.03

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha nao se diferem estatisticamente, a um nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. 1) Mesocarpo de Orbignya ssp Mart. ex Endl.; 2) Folha de Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken; 3)Folhas de Lafoensia pacari St. Hil.;
4) Epicarpo de Attalea phalerata Mart.; 5) Mesocarpo de Attalea phalerata Mart; 6) Folhas de Alternanthera cf. brasiliana (L.) Kuntze; 7) Fruto do Genipa
americana L.; 8) Casca e Entrecasca do Genipa americana L. DMS: 2,77762961138791; (ANOVA, Tukey; P<0,05; 1C:95%).

€Cl
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6.3 Bioautografia

Para isolamento de fragbes ativas visando um futuro isolamento de
compostos que apresentarem atividade antimicrobiana e consequlente elucidagcao
estrutural, foi realizado a “Bioautografia” do extrato alcodlico 70% do mesocarpo do
Babagu, Orbignya ssp., utilizando como microrganismo guia a bactéria
Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Os resultados da Bioautografia demonstraram promissores em virtude de
encontrarmos regides de algumas fragcdes com significativa inibicdo de crescimento
da bactéria Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Apresentamos a seguir imagem das placas de silica gel TLC e respectiva
placa de petri do ensaio microbioldégico para cultura, Os resultados foram
apresentados em forma de tabelas que forneceram os dados observados no ensaio,

com seu respectivo calculo de fator de retencao das fracdes ativas.

Figura 14 — Bioautografia do Extrato Alcodlico 70% do mesocarpo do Babacu, Orbignya ssp,
frente a bactéria Staphylococcus aureus ATCC6538. 1- particio Hexanica, 2- particio
Cloroformica, 3- particao Acetato de Etila, 4- particao N-Butanol, 5- particao Metanol:H20. Fracoes: A,
B, C, D e E. Revelagao de Cromatofolha por Vanilina Sulfurica.lmagen: Hebert Lima Batista, 2006.
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Tabela 33 — Descricao da interpretacao dos dados da Bioautografia das
particoes do Extrato Alcodlico 70% do mesocarpo do Babacu, Orbignya ssp,
frente a bactéria Staphylococcus aureus ATCC6538, representativa da figura
14.

. . Valor de corrida da
Particao Fracao . Valor de RF*
fracao (cm)

1 A 0,2 0.0230
1 B 1,8 0.2069
1 C 2,3 0.2644
1 D 6,9 0.7931
2 E 5,1 0.5862

* Valor de corrida do solvente para calculo de RF: 8,7cm. 1- Particdo Hexanica, 2- Particao
Cloroférmica.

Foi definido, apesar de ter originadas fracoes, que as particées testadas
seriam tratadas como uma amostra Unica para cada solvente, mesmo obtendo em
sua corrida, posi¢cdes com halos de inibicdo de crescimento para bactéria S. aureus
ATCC 6538. Esta medida foi adotada para facilitar a selegdo de qual particdo era
ativa, direcionando para a realizagcdo da técnica cromatografica em coluna. O
registro dos resultados foi apresentado, obtendo os RF da tabela 33.

Assim, as fragbes ativas 1 e 2, sofreram conforme técnica descrita no
capitulo 5.4, tratamento por Cromatografia Liquida em Coluna, obtendo fragdes
coletadas por gradiente de polaridade.

Foram obtidas 8 fragdes, que tiveram seus solventes extraidos a pressao
reduzida. Estes extratos foram depositadas na placa Silica gel TLC marca Merck
(placa W/UV-254nm aluminum backe, 200nm, 20x20cm, 25/pK), apos eluicdo de
uma mistura de 20% de Metanol e 80% de cloroférmio a temperatura ambiente,
24°C, com resolucédo em conformidade a figura 15 e tabela 34 para por¢ao hexano e
figura 16 tabela 35 por¢ao cloroférmica.

Para a porcdo hexanica do mesocarpo do babacu apdés Cromatografia
liguida em coluna apresentou 8 fracbes de eluidores que pela técnica de

bioautografia resultou em 7 fragcdes ativas, figura 15.
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As fracbes de 1 a 5 nao obtiveram boa resolucdo de separacao,
sugerindo necessitar para posterior isolamento, eluicdo de uma mistura com forca de
polaridade maior. A fragdo 8 foi considerada ndo ativa por ndo apresentar na
revelacdo por imprint zonas de inibicdo de crescimento. A tabela 34 expressa as
interpretacdes para posterior isolamento e elucidacao dos compostos ativos.

s

Figura 15 - Bioautografia das fracoes obtidas da cromatografia liquida em coluna aplicadas
sobre cromatofolha eluicao Metanol:Cloroformio (20:80) da particdo hexanica do Extrato
Alcodlico 70% do Mesocarpo do Babacu, Orbignya spp, frente a bactéria Staphylococcus
Aureus ATCC6538. *Cromatofolha apds corrida da porcdo hexanica de Orbignya ssp com eluicdo
Metanol:Cloroférmio (20:80) revelada com Vanilina sulfarica. ** Imprint da cromatofolha apos eluicao,
nao revelada, em agar Mueler-Hinton em placa de petri 150x15mm com Staphylococcus aureus
ATCC 6538. 1- Fracao Hexanica, 2- Fragcao Hexano:Cloroférmio 1:1, 3- Fracao Cloroférmio, 4- Fracao
Cloroformio:Acetato de Etila(1:1), 5- Fragao Acetato de Etila, 6- Fracdo Acetato de Etila:Metanol (1:1),
7- Metanol, 8- H.0. Dados: Valor de corrida do solvente para céalculo de RF: 8,5cm

Observar-se que na Fracdo 7, a existéncia de 6 novas fragdes (P, O, N,
M, K e L) com boa resolugcdo, sendo um indicativo que para a fracao existam
diversas substancias com potencial antimicrobiano a ser elucidadas. A mesma
referéncia pode ser extrapolada para a fracdo 6 com 4 fracées com atividade (J, I, H
e G).

Para as fragdes 1, 2, 3, 4 e 5 nao foi possivel o detalhamento de fragdes
isoladas pela técnica selecionada, necessitando utilizacdo de outra mistura de
eluiente para se obter resolucao suficiente de separagcdo em novas tentativas de
isolamento. Mas, estas fracbes apresentaram efetividade antimicrobiana,
proporcionando uma expectativa promissora para isolamento quimico, desde que

adotado outro gradiente de solventes na eluigao.
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Tabela 34 - Descricao da interpretacao dos dados da Bioautografia das fracoes
obtidas da cromatografia liquida em coluna aplicadas sobre cromatofolha
eluicao Metanol:Cloroférmio (20:80) da particao hexanica do Extrato Alcodlico
70% do Mesocarpo do Babacu, Orbignya ssp, frente a bactéria Staphylococcus
aureus ATCC6538, representativa da figura 15.

. . Valor de corrida da
Particao Fracao . Valor de RF*
fracao (cm)

1 A 8.0 0.9412
2 B 7.5 0.8824
3 C 7.5 0.8824
4 D 6.5 0.7647
5 E 6.0 0.7059
5 F 5.0 0.5882
6 G 6.5 0.7647
6 H 3.8 0.4471
6 I 2.1 0.2471
6 J 0.2 0.0235
7 K 8.2 0.9647
7 L 6.1 0.7176
7 M 4.2 0.4941
7 N 2.8 0.3294
7 O 1.5 0.1765
7 P 0.2 0.0235

* Valor de corrida do solvente para calculo de RF: 8,5cm. Revelagdo de Cromatofolha por Vanilina
Sulfarica.1- Partigdo Hexéanica, 2- Partigdo Cloroférmica. 1- Fragdo Hexanica, 2- Fragéo
Hexano:Cloroférmio 1:1, 3- Fracao Cloroférmio, 4- Fracao Cloroférmio:Acetato de Etila(1:1), 5- Fracao
Acetato de Etila, 6- Fragao Acetato de Etila:Metanol (1:1), 7- Metanol.
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Para a realizacado da Bioautografia da Particdo Cloroférmica foi seguido o
mesmo procedimento realizado para particdo Hexanica, que apds cromatografia
liquida em coluna com eluicdo em gradiente de polaridade foi realizada o ensaio

7

microbiol6gico que o resultado € observado na figura 16, obtendo as seguintes

fracdes ativas descritas na tabela 35.

Figura 16 - Bioautografia das fracoes obtidas da cromatografia liquida em coluna aplicadas
sobre cromatofolha eluicao Metanol:Cloroférmio (20:80) da particao Cloroformica do Extrato
Alcodlico 70% do Mesocarpo do Babacu, Orbignya spp, frente a bactéria Staphylococcus
Aureus ATCC6538. *Cromatofolha pds corrida da porcao cloroférmica de Orbignya ssp com eluicao
Metanol:Cloroférmio (20:80) revelada com Vanilina sulfarica. ** Imprint da cromatofolha ap6s eluicao,
nao revelada, em agar Mueller-Hinton em placa de petri 150x15mm com Staphylococcus aureus
ATCC 6538. 1- Fracao Hexanica, 2- Fragao Hexano:Cloroférmio 1:1, 3- Fracao Cloroférmio, 4- Fracao
Cloroformio:Acetato de Etila(1:1), 5- Fragao Acetato de Etila, 6- Fracdo Acetato de Etila:Metanol (1:1),
7- Metanol, 8- H20. Dados: Valor de corrida do solvente para céalculo de RF: 8,6cm.
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Tabela 35 - Descricao da interpretacao dos dados da Bioautografia das fracoes
obtidas da cromatografia liquida em coluna aplicadas sobre cromatofolha
eluicao Metanol:Cloroférmio (20:80) da particao Cloroformica do Extrato
Alcodlico 70% do Mesocarpo do Babacu, Orbignya ssp, frente a bactéria
Staphylococcus aureus ATCC6538, representativa da figura 16.

. . Valor de corrida da
Particao Fracao . Valor de RF*
fracao (cm)

3 A 7.2 0.8372
4 B 5.5 0.6395
4 C 4.2 0.4884
5 D 3.2 0.3721
5 E 0.2 0.0233
6 F 2.5 0.2907
7 G 1.5 0.1744
8 H 7.3 0.8488

* Valor de corrida do solvente para céalculo de RF: 8,5cm. Revelagdo de Cromatofolha por Vanilina
Sulfarica.1- Partigdo Hexéanica, 2- Partigdo Cloroférmica. 1- Fragdo Hexanica, 2- Fragéo
Hexano:Cloroféormio 1:1, 3- Fragao Cloroférmio, 4- Fragdo Cloroférmio:Acetato de Etila (1:1), 5-
Fracao Acetato de Etila, 6- Fragao Acetato de Etila:Metanol (1:1), 7- Metanol, 8- H.0.

A porcao cloroférmica evidenciou atividade antimicrobiana, mas sem a
formacgao de halos com resolucao suficientes para separacdo, o0 que representariam
fracGes isoladas, auxiliando para um futuro isolamento e elucidacdo estrutural.
Porém, como ndo se conseguiu tamanha resolugcao, sugere que para os proximos
trabalhos os ensaios deveram prosseguir com novos eluentes que proporcione
melhor resolucéo.

Assim, consideramos promissores os extratos 3, 4,5, 6, 7 e 8, com uma
ressalva para as fragdes H e A, que apresentaram halos mais uniformes e de melhor
resolucao. As fragdes 1 e 2 ndo apresentaram halos de inibicao.

Para tanto, com os resultados obtidos nesta pesquisa, abre um leque de

possibilidades de trabalhos futuros com a Orbignya ssp, que evidenciamos seus
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resultados de seu fracionamento, mas também com as demais plantas avaliadas que

apresentaram ativas para as bactérias testadas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Os extratos hexanicos das plantas testadas sao inativos, compreendendo
ndo ser uma alternativa de solvente para preparacdo direta de extratos com
pretensao de atividade antimicrobiana.

Os extratos obtidos da planta Althernanthera brasiliana, testada e
coletada no estado do Tocantins, ndo foi eficaz na inibicdo das cepas testadas;
abrindo uma possibilidade de pesquisa, para verificacdo deste bidtipo, em virtude de
que outros autores em estudos desta espécie e outras deste género, obtiveram
resultados positivos para atividade antimicrobiana.

O extrato alcodlico 70% do mesocarpo do Babagu, Orbignya ssp,
demonstrou-se promissor para isolamento de substancias antimicrobianas,
necessitando de novos ensaios quimicos para o isolamento e identificacdo das
fracOes obtidas nos experimentos de Autobiografia.

Os extratos alcodlicos mesocarpo do fruto de Orbignya ssp séo seletivos
para bactérias gram positivas, necessitando de novos ensaios para comprovacao de
especificidade e seu mecanismo de agao envolvendo a inibicdo do metabolismo de
construgcdo da parede celular.
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8 CONCLUSAO

Os extratos hidroalcodlicos (95 e 70%) das folhas de Bryophyllum
pinnatum (Lam.) Oken, da casca de Genipa americana L., folhas de Lafoensia pacari
St. Hil., do fruto parte mesocarpica de Attalea phalerata Mart. e 0 mesocarpo do fruto
de Orbignya ssp mostraram-se eficazes contra microrganismos patogénicos,

compreendendo uma promissora fonte de farmacos antimicrobianos.
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9 GLOSSARIO

Antropisada: acdo do home sobre o ambiente, refere-se a um meio onde se nota a

influensia do homem.

Droga: é a matéria prima mineral, vegetal ou animal da qual se podem extrair um ou
mais principios ativos. De acordo com esta acepcdo, os agentes terapéuticos de

origem sintética ndo s&o drogas.

Farmaco: é a substancia quimica de constituicdo definida que pode ter aplicagao
em Farmacia, seja como preventivo, seja como curativo, seja como agente de
diagnéstico; a ser aceita esta definicdo, a matéria prima mineral, vegetal ou animal
da qual se podem extrair uma ou mais bases medicamentosas nao é farmaco, pois

sua constituicao quimica ndo € necessariamente conhecida.

Ecotonal: Area de transicdo entre duas comunidades ecolégicas adjacentes, tais
como floresta e campina, resultante da competicdo muatua entre organismos comuns

as duas.

Medicamento: produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado, com
finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico"(Lei n® 5.991, de
17/12/73). E uma forma farmacéutica terminada que contém o farmaco, geralmente

em associacdao com adjuvantes farmacotécnicos.

Tocolitico®: Drogas que previnem o parto antes do tempo e o0 nascimento imaturo,
suprimindo as contragdes uterinas (TOCOLISE). Os agentes usados para retardar a
atividade uterina prematura incluem o sulfato de magnésio, beta-miméticos,
antagonistas da ocitocina, inibidores dos canais de calcio e agonistas dos receptores
beta-adrenérgicos.

2 Termo descritor DeCS MeSH, categoria D27.505.696.875.825 e D27.505.954.705.825,

<http://www.bvs.br/php/decsws.php ?lang=pt&tree_id=D27.505.696.875.825&page=info>
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Fitoterapico: sdao substancias ativas presentes na planta com um todo, ou parte

dela, na forma de extrato total ou processado (OMS, 2002).
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ANEXO



Governo do Estado do Tocantins
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DO TOCANTINS

FORMULARIO PARA COLETA DE CAMPO

Numero de Coleta: Data da Coleta: __ / /
Hora da Coleta:
Formulério de Origem:

Nome Popular:

Cdédigo Nome Popular: Parte Coletada:

Localizacao:

149

Cidade: . Estado:

Localizagdo Geografica:

» Z

Habitat:
Solo:

Altitude:

Tipo de vegetacdo:

Vegetacdo associada:

Tipo de Planta: () Erva () Arbusto ( ) Arvore () epifita ( ) Liana
Altura da Arvore: Didmetro:
Caracteristica da casca:

Estruturas especiais de raiz:

Exsudados:

Caracteristica da Flor:

Caracteristica das Folhas:

Outras

Obs:

Coletada por: Data: / /2005.
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Tabela 36 - Avaliacao de Sensibilidade e ou Resisténcia de bactérias

patogénicas utilizadas neste estudo

referente a Antibioticos de uso

convencional na terapéutica segudo a NCCLS — M2-A8 e M100-S15.

GRAM POSITIVAS

GRAM NEGATIVAS

o Q 3 g i 5 F
Antibiéticos~ e g % : € % :‘i}) i% g A %
Concentragoes i C'Z:J i % é % $ % ¥ E
%) » Q

Acido Clavulinico +
Amoxicilina 30mcg S S S S S 3 S S
Acido Nalidixico 30mcg S S S S R R S R
Acido Pipemidico 20mcg S S S S R S S R
Amicacina 30mcg S S S S S S S S
Amoxicilina 10mcg S S S S R R S R
Ampicilina 10mcg S S S S R R S R
Azitromicina 15mcg S R S S S R S S
Aztreonam 30mcg R R R R R S S S
Cefalotina 30mcg S S S S R R S S
Cefazolida 30mcg S S S S S R S S
Cefepime 30mcg R S R R R S S S
Cefetamet 10mcg R R R R R R S S
Cefixina 5mcg R R R R R R S S
Ceflaclor 30mcg S S S S S R S S
Cefodizima 30mcg S S R R R S S S
Cefotaxima 30mcg R S S S S S S S
Cefoxitina 30mcg S S S S R R S S
Ceftazidima 30mcg R S R R R S S S
Ceftriaxona 30mcg S S S S R S S S
Cefuroxina 30mcg R S R S R R S S
Ciprofloxacina 5mcg S S S S S S S R
Claritromicina 15mcg S R S S S R S R
Cloranfenicol 30mcg S S S S S S S R
Doxicilina 30mcg S S S S S R S S
Eritromicina 15mcg S R S S S R R R
Estreptomicina 10mcg S S S S R S S S
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GRAM POSITIVAS GRAM NEGATIVAS

» © § = :u) b —

Antibisticos e 28 ¢ EB4§ ¢ A @

ce 2 5% g g a £ 8 2

Concentragoes 3 o = Ol S 2 S ¥ S

B < % o B > @ 8 i

%) 7p]
Gentamicina 10mcg S S S S S S S S
Imipenen 10mcg S S S S S S S S
Kanamicina 30mcg S S S S S S S R
Levofloxacina 5mcg S S S S S S S R
Licomicina 2mcg R R R R R R R R
Neomicina 30mcg S S S S R S S R
Nitrofurantoina 300mcg S S S S S R S S
Norfloxacina 15mcg S S S S S S S R
Ofloxacina 5mcg S S S S S S S S
Oxacilina 1mcg R S S S R R R R
Pefloxacina 5mcg S S S S S S S R
Penicilina G 10U.1. S S S S R R R R
Piiperaciclina +

S S S S S S S S

Tazobactram 110mcg
Rifampicina 5mcg S S S S S S S S

Sulbactan 10mcg +

Ampicilina 10mcg S S S S 3 3 S S
Sulfadiatrim 25mcg R S S S R S S S
Sulfazotrim

(Sulfametoxazol S S S S R R S S
+Trimetropim) 25mcg

Sulfonamidas 300mcg S R S S R S R S
Teicoplanina 30mcg S S S S S R S R
Tetraciclina 30mcg S S S S S S S S
Tianfenicol 30mcg R S R S S R S R
Ticarcilina 75mcg + Acido

Clavulanico 10mcg S S S : S S S
Tobramicina 10mcg S S S S S S S S
Vacomicina 30mcg S S S S S R R R

S- Bactérias sensiveis ao antibidtico, considerando inclusos valores intermediarios, segundo
interpretacdo dos valores de halo de inibicdo (mm) pela técnica de difusdo em Agua Mullher Hinton;
R- Bactérias resistentes ao antibiotico. ** Microrganismos isolados clinicamente do Hospital Regional
de Porto Nacional-TO, pelo Laboratério de Microbiologia e Saude Publica da UFT — Comp6s de Porto
Nacional.



Composicao do meio de cultrura agar Mueler Hinton.

Extrato de Carne........cccceeeeiiiiiiiiiiiiee, 29
Caseina hidrolisada...........ccccuueviiienieiiiennnnnn. 17,59
Y 3 11T (o T 1,59
AQA& ..o 179

ph ajustado para 7,3 a 25°C ap0s estereilizacao.

Modo de preparo:

152

38gr de meio de cultura foi pesado e diluido em 1 litro de agua tipo 1 em um

Erlenmayer de boca larga de 2 litros.

Apoés aquecer para completa dissolugcdo do meio, foi fracionado em tubos de ensaio

em volumes de 50ml

Esterelizado em altoclave vertical por 20 minutos a 121 °C.

Resfriado e mantido em Banho Maria, 50°C, até ser vertido pela técnica de puor

plate em placa estéreis.
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Atividade antimicrobiana de extratos vegetais de plantas do
Estado do Tocantins/ Hebert Lima Batista. 2008.
152f.

Orientador: Prof2. Dr2. Maria Elisabete Amaral de Moraes
Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal do Ceara.

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Fortaleza, 2008.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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