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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO E IN VIVO DE
Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Margaridinha do Campo) e Macrosiphonia velame
(A. St.-Hil.) Mall. Arg. (Velame Branco) Paula, C.C. Dissertacdo submetida a coordenacéo
do curso de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Departamento de Ciéncias Bésicas em
Saude da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Mato Grosso, como
requisito parcial para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude. Orientadora:
Profa. Dra. Regilane Matos da Silva Prado.

As infeccbes humanas constituem um sério problema de saude publica e muitos patdgenos
como bactérias e fungos estdo se tornando cada vez mais resistentes aos antimicrobianos.
Testes antimicrobianos in vitro permitem a selecdo de extratos brutos de plantas com
propriedades potenciais de uso em estudos quimicos e farmacoldgicos. O presente estudo teve
por objetivo realizar uma triagem da atividade antibacteriana in vitro de extratos das plantas
Anacardium humile (EMAh), Caesalpinia ferrea (EACf e ETCf), Cariniana rubra (EMCr),
Cecropia pacystachya (EMCp), Conyza bonariensis folha (EMCb-f) e raiz (EMCb-r),
Gossypium barbadense (EMGD), Lafoensia pacari (EMLp), Macrosiphonia velame (EHMv),
Plantago major (EMPm), Strychnos pseudoquina (EHSp), Stryphnodendron obovatum
(EMSo) e Tabebuia impetiginosa (EMTi) para selecionar plantas com atividade
antimicrobiana e aprofundar os estudos farmacolégicos. As plantas foram selecionadas apds
levantamento etnobotanico e etnofarmacolégico em trabalhos de conclusdo de curso e
dissertacGes de mestrado, publicados na Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT) no
periodo de 1996 — 2008, referente a plantas utilizadas por comunidades de Mato Grosso no
tratamento de sinais e sintomas do processo infeccioso. Foram citadas 268 plantas com ac6es
antimicrobianas, distribuidas em 87 familias. Foi realizada uma busca relativa a estudos de
atividade antimicrobiana nas bases de dados MEDLINE-PubMed e Bireme com as 12
espécies mais citadas. Para a triagem, utilizando o método de difusdo em disco, 0s extratos
EMLp, EMGb, EMPm, EACf, ETCf, EHMv e EMCb apresentaram atividade antibacteriana e
antifingica enquanto que, pela determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), os
extratos EMAh, EMCr, EMCp, EMGb, EMLp, EMSo, EMTi, EHMv e EHSp apresentaram
essas atividades. A partir destes resultados, os extratos EHMv e EMCb foram selecionados
para continuacdo dos estudos. A fitoquimica realizada do EHMv revelou a presenca de
flavondides, taninos, alcaloides, saponinas, cumarinas e triterpendides, sendo alguns
metabdlitos secundarios dotados de atividade antimicrobiana. O EMCb-f revelou somente a
presenca de flavonoides, cumarinas e esterdides livres, enquanto que o EMCb-r revelou a
presenca de mais metabdlitos secundarios como: flavondides, taninos, antraquinonas
reduzido, cumarinas e esterdides livres. A toxicidade aguda do EHMv e dos EMCb foi
avaliada por meio do teste hipocratico e do bioensaio em Artemia salina Leach. Os resultados
indicaram toxicidade aguda para EHMv e nenhuma para o EMCb. No modelo de infeccdo
sisttmica induzida em camundongos, os resultados obtidos pelos extratos EHMv e EMCb
folhas e raizes apresentaram atividade antibacteriana, com atividade profilatica as infeccGes
causadas pelos microrganismos gram-positivo e gram-negativo (S. aureus e E. coli)
envolvidos neste estudo. Os extratos apresentaram atividade antimicrobiana nos testes
realizados nesse estudo frente as bactérias gram positivas e negativas testadas, justificando o
uso popular dessas plantas como agentes antiinfecciosos.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Cerrado; Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF
Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Margaridinha do Campo) e Macrosiphonia velame
(A. St.-Hil.) Mall. Arg. (Velame Branco) Paula, C. C. Thesis submitted to the coordination
of the course of Post-Graduation in Health Sciences, Department of Basic Sciences in Health
of the College of Medical Sciences of the Federal University of Mato Grosso, as partial
requirement for obtaining the title of Master of Health Sciences. Guide: Regilane Matos da
Silva Prado.

The human infections are a serious public health problem and many pathogens such as
bacteria and fungi are becoming increasingly resistant to the antibiotics. In vitro antimicrobial
tests allow the selection of crude extracts of plants with potential properties of use in chemical
and pharmacological studies. This study was aimed to perform a screening of the in vitro
antibacterial activity of the plants Anacardium humile (EMAh) ), Caesalpinia ferrea (EACT
and ETCf), Cariniana rubra (EMCr), Cecropia pacystachya (EMCp), Conyza bonariensis
leaf (EMCb-f) and root (EMCb-r), Gossypium barbadense (EMGb), Lafoensia pacari
(EMLp), Macrosiphonia velame (EHMv), Plantago major (EMPm), Strychnos pseudoquina
(EHSp), Stryphnodendron obovatum (EMSo) and Tabebuia impetiginosa (EMTi) to select
plants with antimicrobial activity to further the pharmacological studies. The plants were
selected after ethnobotanical and ethnopharmacological survey in finals performances and
Master’s degree thesis, published in the Federal University of Mato Grosso (UFMT) between
1996 and 2008, about the plants used by communities of Mato Grosso in the treatment of
signs and symptoms of infection. 268 plants were cited having antimicrobial activities,
distributed in 87 families and 12 species most mentioned, a search was conducted on
antimicrobial activity studies in MEDLINE, PubMed and BIREME databases. For screening,
using the disk diffusion method, the extracts EMLp, EMGb, EMPm, EACf, ETCf, EHMv and
EMCDb showed antibacterial and antifungal activity, while for the determination of minimum
inhibitory concentration (MIC), the extracts EMSo, EMCr, EMCp, EMGb, EMLp, EMSp,
EMTIi, EHMv and EHSp presented that activities. From these results the extracts EHMv and
EMCb were selected for further experiments. The performed phytochemistry of EHMv
revealed the presence of flavonoids, tannins, alkaloids, saponins, coumarins and triterpenoids,
some being secondary metabolites endowed with antimicrobial activity. The EMCb-frevealed
only the presence of flavonoids, coumarins and free steroids, while EMCb-r revealed the
presence of more secondary metabolites such as flavonoids, tannins, reduced anthraquinones,
coumarins and free steroids. The acute toxicity of the EHMv and EMCb was evaluated by
hippocratic test and bioassay with Artemia salina Leach. The results indicated acute toxicity
to EHMv and any to EMCb. In the model of systemic infection induced in mice, the results
obtained by extracts EHMv and EMCb (leaves and roots) presented antibacterial activity, with
prophylactic activity against infections caused by gram-positive and gram-negative (S. aureus
and E. Coli) involved in this study. The plants presented antimicrobial activity, through tests
performed in this study, versus gram positive and gram negative bacteria tested, confirming
the popular use of these plants as anti- infective agents.

Keywords: Medicinal plants; Cerrado; Antimicrobial activity.



INTRODUCAO

1. BIODIVERSIDADE

Nas ultimas décadas tem sido observado mundialmente um crescente interesse no
aproveitamento da biodiversidade, particularmente no que se refere as plantas medicinais, que
tém sido utilizadas em varias areas da saude como uma expressiva forma alternativa de
tratamento e prevencdo. Nos ultimos vinte anos no Brasil, 0 nimero de informacgdes sobre
plantas medicinais tem crescido 8% anualmente. Isso mostra que em um pais com uma
biodiversidade biologicamente tdo rica, e com ecossistemas tdo ameacados, pesquisas com
plantas medicinais devem ser incentivadas.

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do
namero total de espécies vegetais do planeta. Esse imenso patrimdnio genético, ja escasso nos
paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico inestimavel em varias
atividades; mas € no campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua
maior potencialidade. A razdo dessa afirmacdo é facilmente comprovada quando se analisa o
nimero de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a partir de produtos naturais.?

O bioma do cerrado (também chamado de savana), é a segunda vegetacdo mais
importante apos a floresta amazonica, domina grande parte do Brasil e tém grande potencial
econdmico, especialmente na area de medicamentos. Nos cerrados muitos recursos naturais
ndo estdo suficientemente estudados, mas sabe-se que essa vegetacdo é formada por dois
grupos de espécies: um composto por arvores e arbustos com caules grosseiros e outro
composto por espécies rastejadoras, incluindo ervas.®

A biodiversidade deste bioma conta com a presenca de diversos ecossistemas,
riquissima flora com mais de 10.000 espécies de plantas, sendo 4.400 endémicas. Ainda

incompletamente conhecida, pode-se estimar cerca de 3.000 espécies, sendo 1.000 delas do



extrato arb6reo-arbustivo e 2.000 do herb4ceo-subarbustivo.* O cerrado (Figura 1) é um dos

biomas que mais sofre problemas de alteragdo da cobertura vegetal original.®

Cerrado

FIGURA 1 - Biomas brasileiros, com destaque para o Cerrado (em verde). Fonte:
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Agencial6/AG01/arvore/ AG012390
1200574232.html, em 01/11/2009.°

Mais de 200 espécies de plantas medicinais ja foram catalogadas, mas em funcdo do
extrativismo predatorio e da falta de regulamentacdo estima-se que aproximadamente 40% da
area do bioma Cerrado ja perdeu a cobertura primitiva (flora nativa).”®° Em vista dessa
situacdo, varias espécies de plantas, muitas delas ainda desconhecidas pela botanica e
farmacologia, podem estar em risco de extingao.°

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial faz uso
de plantas medicinais, sendo a maioria de paises em desenvolvimento.!! Dentre os fatores que
definem o emprego popular das plantas nos cuidados com a salde, esta o alto preco dos
medicamentos industrializados.'? A idéia primordial na indicacdo do uso de fitoterapicos na

medicina humana ndo € substituir medicamentos registrados e ja comercializados, mas sim



aumentar as opcdes terapéuticas dos profissionais de salde ofertando medicamentos
equivalentes, também registrados, talvez mais baratos, com espectros de acdo mais adequados
e com indicacOes terapéuticas complementares as medicacfes existentes, mas sempre em
estrita obediéncia aos preceitos éticos que reagem o emprego de xenobidticos na espécie

humana.*®

1.1. Plantas Medicinais

A etnobotanica é o campo interdisciplinar que compreende o estudo e a interpretacéo
do conhecimento, significado cultural, manejo e usos tradicionais dos elementos da flora.*

O uso de plantas medicinais € milenar e difundido por todo 0 mundo, seja no uso em
rituais magicos/religiosos ou como medicamentos.>*® O emprego empirico de produtos
naturais €, e sempre foi, uma das formas usuais de se buscar cura e alivio para moléstias,
ferimentos e males de conceituagdo popular que sempre acompanharam o homem.*’

A utilizacdo de plantas para o tratamento e cura de enfermidades € tdo antigo quanto a
espécie humana, representando muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de algumas
comunidades. Desde entdo, o homem adquiriu conhecimentos empiricos sobre plantas
medicinais, repassando-os as demais geracdes. Os produtos naturais exerceram importante
papel na descoberta de muitos medicamentos e constituiram a base da medicina moderna, a
qual esta estritamente ligada as plantas medicinais.'®*?%? As plantas medicinais e seus
derivados constituiram, durante muito tempo, a base da terapéutica e, representam atualmente,
cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de origem vegetal, enquanto 50% deles séo de
origem sintética, mas relacionados aos principios isolados de plantas medicinais.?

A forte dependéncia que as comunidades tradicionais tém dos recursos naturais, o

simbolismo e as crengas que envolvem o0 uso desses recursos e 0s sistemas de manejo



desenvolvidos ao longo do tempo, além do isolamento, fazem com que essas comunidades
sejam parceiros necessarios aos esforcos de conservacdo.?? A tilizacdo de plantas na
prevencdo e cura de enfermidades, condicionados a um processo de experimentacdo empirica,
transmitidos através de geracOes e as vezes em compéndios fitoterapicos, constitui a base da
medicina popular.?3

A utilizacdo desta pratica no Brasil iniciou-se por influéncia européia com os
primeiros jesuitas, com a finalidade de catequizar os indios. Estes religiosos formulavam
receitas a base de plantas, a maioria de origem européia. Grande parte desses vegetais
reproduziu-se espontaneamente no Brasil, formando gendtipos ou variedades distintas
daquelas que vieram com os europeus durante a colonizacio.?*

As plantas medicinais sdo meios naturais, resultando em valiosos produtos herbais,
freqlentemente usados no tratamento de Varias doencas,?® e constituem uma importante fonte
de novos componentes biologicamente ativos.2®

As infeccbes humanas constituem um sério problema de saude publica porque muitos
patdgenos como bactérias e fungos estdo se tornando cada vez mais resistentes aos
antimicrobianos.?” O uso das plantas e preparacdes feitas a partir delas para tratar infeccdes é
uma pratica antiga, utilizada por uma boa parte da populacdo mundial, principalmente em
paises em desenvolvimento, onde ha uma dependéncia da medicina tradicional para uma
variedade de doencas.?® Entre as plantas medicinais mais utilizadas pela populacdo poucas
tém acdo comprovada, Contudo, o uso popular tradicionalmente consolidado tem sido
utilizado como guia para pesquisas farmacolégicas.?® E crescente, porém a preocupacdo em
fazer uso de produtos menos agressivos de origem natural ou 0 mais proximo possivel desta
origem.®°

Ha entre 250.000 e 500.000 espécies de plantas na terra e apenas uma pequena

porcentagem delas sdo utilizadas para tratamento das doengas. Esta pequena porcentagem tem



sido investigada fitoquimicamente e uma porcentagem ainda menor tem sido apropriadamente
estudada quanto as suas propriedades farmacolégicas.'> No entanto, na Ultima década tem
aumentado o interesse em produtos naturais, e as plantas medicinais tém sido avaliadas para
determinar eventuais compostos bioativos.®

A terapéutica moderna, composta por medicamentos com acfes especificas sobre
receptores, enzimas e canais ibnicos, ndo teria sido possivel sema contribui¢do dos produtos
naturais, notadamente das plantas superiores, das toxinas animais e dos microrganismos. %% %

As plantas medicinais desempenham um papel muito importante também na medicina
moderna. Primeiramente porque podem fornecer farmacos extremamente importantes, 0s
quais dificilmente seriam obtidos via sintese quimica; em segundo lugar, as fontes naturais
fornecem compostos que podem ser levemente modificados, tornando-os mais eficazes ou
menos tdxicos; em terceiro lugar, os produtos naturais podem ser utilizados como protétipos
para obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos
originais.®

Desde 1986, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) tem incentivado o estudo de
plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais, com o objetivo de avaliar
cientificamente os beneficios da utilizacdo de medicamentos fitoterapicos e de conhecer, ao
mesmo tempo, o0s riscos de seu uso indevido. Muitos centros de pesquisa, em todo 0 mundo,
vém desenvolvendo estudos sobre atividades de produtos naturais, visando principalmente as
atividades destes sobre microrganismos, mesmo assim, faltam ainda evidéncias laboratoriais e
clinicas sobre a eficicia e a seguranca de muitas plantas medicinais com suposta atividade
antimicrobiana, onde seus méritos terapéuticos restringem-se quase exclusivamente as
informacdes contidas na literatura etnofarmacoldgica. Assim, existe a necessidade de novas
pesquisas com extratos vegetais e fitoquimicos de conhecida atividade, que podem adquirir

significado nos tratamentos terapéuticos.



Na determinacdo desses efeitos terapéuticos dos produtos oriundos das plantas
medicinais, € muito importante a colaboragdo de grupos multidisciplinares, das &reas:
fitoquimica, farmacologia, microbiologia, toxicologia, farmacotécnica e outras areas afins.**°

Muitas plantas séo utilizadas no Brasil na forma de extrato bruto, infusdes ou emplasto
no tratamento de infecgBes comuns, sem qualquer evidéncia cientifica. Devido a diversidade
biologica brasileira, muitos estudos tém sido conduzidos, focados na flora natural de
determinadas regides ou cidades especificas, na tentativa de validar as propriedades
antimicrobianas de uso popular em determinada regiéo.*’

Os testes antimicrobianos in vitro permitem a selecdo de extratos brutos de plantas
com propriedades potenciais de uso através de estudos quimicos e farmacolégicos.® Por isso
0s componentes antimicrobianos encontrados nas plantas podem inibir o crescimento

bacteriano e fangico por diferentes mecanismos daqueles presentes nos antimicrobianos em

uso e tem um significativo valor clinico.®



1.2. Conyza bonariensis

O género Conyza pertencente a familia Asteraceae, ordem evolutiva thallophyta
(Algae), subclasse dicotyledoneae, classe Angiospermae, segundo classificacdo de Engler.
Esse género possui cerca de 100 espécies, distribuidas por todo o mundo.*?4*

A Conyza bonariensis (L.) Cronquist (Figura 2) € conhecida popularmente como
buva, margaridinha-do-campo, capiocaba, enxota, erva- lanceta, salpexinho, caticoba, rabo-de-
foguete, rabo-de-raposa, voadeira, acatia, capeticoba.*” E uma planta anual, herbacea, ereta,
cuja altura depende das condigcdes do seu desenvolvimento. O caule apresenta-se como vara
reta, cilindrica, com até 15 mm de espessura, em geral com pequenas ramificacdes, glabro ou
curto-piloso em seu &pice. As raizes principais sdo do tipo pivotante.** As folhas s&o alternas
e pubescentes de 1,5 a 10 cm de comprimento por 0,5 a 2,5 mm de largura.** A inflorescéncia
é terminal e axilar, formada por capitulos isolados e pedunculados. As flores sdo marginais de
corola ligulada e esbranquicadas, e as flores centrais sdo hermafroditas de corola tubulosa e
branco-amarelada. A reprodugdo ocorre por sementes, em ciclos de 100 a 120 dias. O
florescimento predomina nos meses de setembro a outubro.*?

Na medicina popular, a Conyza bonariensis é utilizada para tratar reumatismo, gota,
cistite, nefrites, dismenorréia, dor de dente, dor de cabeca,*® Glceras estomacais, verminoses,
alteracBes digestiva e renais,*® anti-hemorroidal, leucemia e anemia,** e na forma de infuso ou
decocto de diversas partes da planta, como anti-séptico, anti-ulcerativo e hepatoprotetor. 4!

E uma planta nativa da América do Sul e encontrada na Argentina, Uruguai, Paraguai,
Coldmbia, Venezuela e, no Brasil ocorre nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. E
considerada uma planta invasora, sendo facilmente encontrada em lavouras, beira de estradas

e campos baldios,*” muito resistente a acdo de herbicidas, sendo por isso considerada uma

planta de dificil controle.*®



FIGURA 2 - Aspectos gerais da Conyza bonariensis.
Fonte: Favila, 2007%

1.3. Macrosiphonia velame

Macrosiphonia pertence a familia Apocynaceae, ordem Gentianales, a qual inclui
4.545 espécies em 415 géneros. Esta espécie € popularmente conhecida no Brasil pelos nomes
de velame, velame-do-campo, velame-branco, Velame-grande, Losna-do-campo, Guaranitica,
Boleadinha, Barbasco e Jalapa-branca, de acordo com a regi&o em que se desenvolve.*

Macrosiphonia velame (A.St.-Hil) Mull. Arg. (Figura 3) é um subarbusto ereto,
simples ou ramificado com altura média de 20 - 40 cm, muito raramente até 1m de altura, seus
ramos sdo densamente albo-lanatos. Apresenta folhas com peciolo de 0,2 — 1 cm de
comprimento, lanoso, opostas cruzadas, oblongo-lanceoloadas, base obtusa e é&pice
acuminado, lamina com 3,9 - 6,5 cm e comprimento e 1 - 4,2 cm de largura, membranacea,
inteira, face superior inteiramente coberta por pelos albo-lanosos, face inferior com nervuras
proeminentes e densa lanugem branco-amarelada.*® !

A inflorescéncia é terminal, com 2 - 6 flores e quando florida, produz latex branco.

Penduculo com 2 - 8 cm de comprimento, bracteas 2, com 1 - 2 cm de comprimento,



filiformes, pilosas. Célice com sépalas de 2 -3 cm de comprimento, linear-lanceoladas, base
alargada e apice acuminado recurvado, extremamente lanosas, internamente glabras com 7 — 8
escamas. Corola densamente lanosa, parte inferior do tubo com cerca de 2 cm de
comprimento e 1 cmde largura, lacinios de bordos crispados, obovados. Anteras com cerca de
1 cmde comprimento. Ovario com 3 mm de comprimento, glabro, circundado por nectarios
com cerca de 1 mm de comprimento mais ou menos unidos: estilete com 8 — 10 cm de
comprimento e estigma com 0,5 cm de comprimento. Foliculo atingindo até 30 cm de
comprimento, toruloso, densamente branco- lanos.*®: >

Cada flor produz dois frutos alongados verde-avermelhados. Suas sementes tém cerca
de 1 cm de comprimento e tufo de pelos com 2 — 3 cm de comprimento. Possui raizes
tuberosas e caules normalmente pouco ramificados. O M. velame floresce de outubro a abril,
com grande predomindncia nos meses de novembro a fevereiro. Sua frutificagdo ocorre entre
0s meses de janeiro a junho, com maior predominancia nos meses de marco e abril.*

Na medicina popular a Macrosiphonia velame é indicada para o tratamento de
inflamag0es, gripe, febres e hemorragia, depurativa, sifilis, doengas reumaticas e nas ulceras
gastricas. No Estado de Mato Grosso seu uso é bem difundido na terapia de processos
inflamatdrios e como depurativo.>!" >

Macrosiphonia velame ocorre em boa parte de Brasil, € encontrado em Mato Grosso,
Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, podendo ser mais
raramente encontrada no Uruguai. Seu habitat € o cerrado aberto, seco sujeito ao fogo,
podendo também aparecer em campo e ocasionalmente em floresta de galeria.>

Apesar da utilizagdo das plantas Conyza bonariensis e Macrosiphonia velame com

fins medicinais, foram encontradas poucas informacdes sobre as mesmas, fundamentando-se,

assim, a realizacdo dessa pesquisa como contribuicdo ao estudo das espécies.



FIGURA 3 - Macrosiphonia velame em ambiente natural (Cerrado de Acorizal /

MT).>® Flor de Macrosiphonia velame, desabrochando de uma s6 vez

em poucos segundos.®!

1.4. Bactérias

As bactérias sdo organismos procarioticos, unicelulares simples sem membrana
nuclear, mitocéndria, corpusculo de Golgi ou reticulo endoplasmatico, que se reproduzem por
diviséo assexuada.>*

As células bacterianas possuem um nucledide contendo DNA envolto pelo citoplasma,
no qual as proteinas sdo sintetizadas e a energia é gerada. Sdo desprovidas de organelas e
possuem ribossomos (69S). Possuem parede celular rigida composta por peptideoglicano,
polimeros de aminoacidos e aglcares.>® Entre as possiveis estruturas externas a parede celular

procaridtica, estdo o glicocalice (capsula), os flagelos, os filamentos axiais, as fimbrias e
pi"_54,55,56

Os tamanhos e formas das bactérias variamde 0,2 a 2,0 um de didmetroe de 2a 8 um
de comprimento, possuindo algumas formas béasicas: coco esférico, bacilo em forma de bastéo
e espiral;®® podem distinguir em gram-positivas e gram-negativas, as diferencas entre esses
dois grupos residem principalmente nas suas propriedades de permeabilidade e nos

componentes de superficie. As diferencas reveladas na coloracdo pelo método de Gram estdo

relacionadas a presenca de uma membrana externa nas bactérias gram-negativas e de uma



espessa camada de peptideoglicano nas gram-positivas (Figura 4).°’

Além da morfologia as
bactérias ainda podem ser distinguidas umas das outras por caracteristicas metabdlicas,

antigénicas e genéticas.>*

Gram positivo Gram negativo
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FIGURA 4 - Diferencas da parede celular das bactérias Gram positivas e Gram

negativas. Fonte:http://images.google.com.br®®

1.4.1. Bactérias gram-positivas

Os cocos Gram positivos sdo grupos heterogéneos de bactérias. As caracteristicas que
apresentam em comum sdo forma esférica, coloracdo de Gram e auséncia de enddsporos.®’
Entre as bactérias gram positivas hd dois géneros de importancia médica: Staphylococcus e
Streptococcus. Os Staphylococcus séo primariamente encontrados na microbiota humana
normal; causam doenca tanto por producdo de toxinas quanto por multiplicacdo em tecidos e
causam inflamag&o. Os Streptococcus produzem um grande variedade de infecces.>*°

Os Staphylococcus sdo cocos esféricos, organizados em aglomerados formando cachos
de uva irregulares, também podem aparecer como células isoladas, aos pares ou cadeias curtas
sdo catalase positivos. Os Streptococcus sdo normalmente dispostos aos pares ou em cadeias;

séo catalase negativos.>* >



Enterococcus faecalis

S&0 cocos gram-positivos entéricos, classificados inicialmente como Streptococcus do
grupo D de Lancefield, por possuir o antigeno de parede celular do grupo D. Em 1973 foram
incluidos no novo género Enterococcus (atualmente com 29 espécies). S&0 microrganismos
comensais com limitado potencial de produzir doenca, pois ndo apresentam toxinas potentes
ou outros fatores de viruléncia bem definidos.>* E causa de doengas comensais (adquiridas em
hospitais), sendo responsével por 10% das infec¢fes, comum em pacientes que fazem uso de
cateteres urinarios ou intravascular ou nagqueles hospitalizados por um longo periodo e que
receberam antibidticos de amplo espectro de acdo. Desta forma pode ser causa de bacteremia,

endocardite, Infeccdes do Trato Urinario (ITU), infeccdes de ferimentos.>* *°

Staphylococcus aureus

Estdo regularmente presentes na microbiota normal e nas membranas mucosas,
envolvidas em infeccbes humanas tanto de origem comunitaria como hospitalar. As
manifestacdes clinicas de algumas doencas resultam quase que exclusivamente da atividade
de toxinas: sindrome da pele escaldada, intoxicacdo alimentar e sindrome do choque txico.
As infecgbes relacionadas com a pele sdo denominadas de infecgdes estafilococicas
piogénicas localizadas que incluem impetigo, foliculite, furinculos e carblnculos. E causa
comum de bacteremia, endocardite, pneumonia, empiema, osteomielite e artrite

Séptica.54’55 57,59



Streptococcus pyogenes

Sdo pertencentes ao grupo A B-hemoliticos. Possui a capacidade de aderir a superficie
das células do hospedeiro, de invadir células epiteliais, apresenta formas de escape da
fagocitose e capacidade de elaboracdo de enzimas (estreptocinase A e B, desoxirribonuclease,
hialuronidase) e exotoxinas (estreptolisina O e S, eritrogenicas), desta forma contribuindo
para sua vuruléncia e patogenicidade. Desenvolve infeccdes das vias respiratorias superiores,
pele e tecidos moles, ou seja, faringite, celulite, erisipela, impetigo, fascite necrosante,
sindrome do choque toxico estreptocOcico, bacteremia, doencas estreptococicas ndo

supurativas (febre reumatica e glomerulonefrite aguda).®*>>°

1.4.2. Bactérias gram-negativas

As bactérias Gram negativas s80 mais complexas tanto estruturalmente quanto
quimicamente (Figura 4). A parede celular apresenta uma camada mais delgada e Unica de
peptideoglicano que € superposta por uma membrana externa, ancorada a moléculas
lipopoliprotéicas, lipopolissacarideos e fosfolipideos; entre a membrana citoplasmatica e o
peptideoglicano esta o espaco periplasmatico, no qual em algumas espécies estdo as enzimas
B-lactamases que degradam as penicilinas e outras drogas B- lactamicas.>**°

Os lipopolissacarideos (LPS) complexos constituem as endotoxinas que in Vvivo
desencadeiam varios aspectos da reacdo inflamatéria, e atua como fator de viruléncia,
causando febre, diarréia, destruicdo das células vermelhas do sangue e pode levar ao choque
potencialmente fatal. Existe uma proteina de membrana que formam canais transmembranicos

repletos de dgua denominados porinas, através dos quais os antibioticos hidrofilicos podem

deslocar-se livremente.>#%%616283 pevido & dificuldade de penetrar nesta camada externa, a



barreira de lipopolisssacarideos também contribui para a resisténcia das bactérias gram-
negativas a varios antibidticos incluindo a benzilpenicilina, meticilina, macrolideos,

rifanpicina, acido fusidico, vancomicina, bacitracina e a novobiocina.®?

Escherichia coli

O género E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, sdo bacilos gram-negativos,
pertencentes a microbiota intestinal, encontrado no c6lon, vagina e uretra externa, talvez por
isso ela normalmente ndo seja patogénica. Entretanto, a Escherichia coli apesar de ser uma
bactéria comum € clinicamente importante, pois, € uma das causas principais de meningite
neonatal e o agente mais freqiiente associado com a “diarréia dos viajantes”. Estd associada
ainda a uma variedade de doencas como a sepse, as ITU’s (infeccBes do trato urinario
superior) e gastroenterites. Os antigenos O, H e K estdo relacionados com sua patogenicidade
e também sdo Uteis para a classificacdo. Possuem ampla variedade de fatores de viruléncia,
como as adesinas e as exotoxinas. Das infec¢Oes causadas por esta bactéria, com excecdo da
meningite neonatal e das gastroenterites, se tratam de infec¢Ges enddgena, isto é, quando o

paciente se encontra com as defesas comprometidas.>#*>~°

Klebsiella pneumoniae

Sd0 bacilos gram-negativos, normalmente encontrados no intestino grosso de
individuos saudaveis. Possui endotoxinas, fimbrias e outras adesinas, apresentam capsulas
gue dao aspecto mucdéide as colénias e contribui para sua viruléncia. A K. pneumoniae esta
relacionada com infeccbes oportunistas em pacientes imunocomprometidos, como

pneumonias e infec¢des do trato urinério; também é importante patdgeno do trato respiratdrio



fora dos hospitais, podendo causar pneumonia lombar primaria adquirida na comunidade,
sendo os alcodlatras os mais comprometidos a desenvolver este tipo de pneumonia. Mostram-

se resistentes a Varios antibioticos, resisténcia esta geralmente mediada por plasmideos.>*>>*

Pseudomonas aeruginosa

Sdo bastonetes Gram negativos, algumas cepas parecem ser mucoides devido a
abundante presenca da capsula polissacaridica. Encontrado no célon e na pele de individuos
saudaveis, pode colonizar o trato respiratorio superior de pacientes hospitalizados. Patogeno
oportunista de plantas, animais € do homem. Encontrado no ambiente hospitalar, em
reservatérios Umidos, como alimentos, pias, sanitarios, equipamentos de tratamento
respiratorio e dialise. >**

A P. aeruginosa possui Vvarios fatores de viruléncia, as adesinas, capsula, toxinas
(endotoxina A), exotoxinas e enzimas. E causa de infeccbes oportunistas, em processos
cirdrgicos, queimaduras, portadores de doencas respiratorias cronicas (fibrose cistica),
pacientes imunodeprimidos, pneumonia ap6s procedimentos de intubacdo, podendo resultar
em bacteremias severas. Pode causar infeccdo em qualquer parte do corpo, mas as infecgdes
do trato urinario, pneumonia (pacientes com fibrose cistica) e ferimentos (queimaduras)

predominam. Apresenta resisténcia a muitos antibiéticos.>*°>%



Enterobacter aerogenes

Normalmente encontrada no intestino grosso, também presente no solo e agua. Sao
raras as infeccGes primarias causadas em pacientes imunocompetentes, sdo causas mais
comuns de infecgOes hospitalares em neonatos e pacientes imunocomprometidos, pois, estéo
associadas com hospitalizacdo, principalmente procedimentos invasivos como cateterizacdo
intravenosa, intubacdo respiratoria (pneumonia) e manipulagdes no trato urinario. A

resisténcia aos antibidticos é um problema grave relacionada a este género.>*°

Proteus mirabilis

Microrganismo presente no cdlon humano, no solo e na agua. A infeccdo mais comum
causada por este microrganismo € a infeccdo do trato urindrio hospitalar e ndo hospitalar,
provavelmente devido a sua presenca no coOlon e colonizacdo da uretra, especialmente nas
mulheres. Sua motilidade talvez seja caracteristica importante na sua capacidade de invadir o
trato urinario. Ao contrario de Escherichia coli, seus pili podem diminuir sua viruléncia por

estimular a fagocitose das bactérias.>*>°

Shigella flexneri

A S. flexneri ndo pertence a microbiota normal do intestino humano, sdo responsaveis

por diarréia muitas vezes graves. Causa doenca por invadir e replicar nas células que revestem

a mucosa gastrica. E causa comum de Shigellose, sendo uma das principais doencas

infantis,>*>>5!



Sao os patdgenos mais efetivos entre as bactérias entéricas, as que causam doenca
guase que exclusivamente no trato grastrintestinal, provocam diarréia hemorragica, pela
invasdo da mucosa do ileo distal e do cOlon. Apesar de algumas produzirem enterotoxina
(Shiga toxina), a invasdo é um fator critico na patogenicidade.>>

Segundo Rang, et al. (2007),°> muitos patégenos estdo desenvolvendo ou ja
desenvolveram resisténcia aos farmacos comumente usados. Dentre os citados pelos autores e
os escolhidos para realizagdo deste trabalho constam: P. aeruginosa, S. pyogenes, S.

pnemoniae, S. aureus, Enterococcus sp.

1.5. Fungos

Durante as Ultimas décadas ocorreu um aumento significativo das infecgdes fungicas
nos humanos como resultado das deficiéncias do sistema imunolégico associadas com a
quimioterapia anticancerigena, transplantes, nutricdo parenteral, uso de antibiéticos de amplo
espectro, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, entre outras.®*% Outro fator contribuinte é
0 uso generalizado de antibidticos de amplo espectro, que eliminam ou diminuem as
populacdes bacterianas ndo-patogénicas que normalmente competem com os fungos.®?

Os fungos sdo organismos eucaridticos que possuem um nucleo bem definido,
mitocondria, corplsculo de Golgi e reticulo endoplasmatico. Podem existir na forma
unicelular — leveduras, que se replica de forma assexuada, quanto na forma filamentosa —
bolores, que pode se reproduzir assexuadamente ou sexuadamente. A maioria dos fungos
existe como leveduras ou bolores, porém alguns podem assumir ambas as morfologias —
dimérficos.>*

Os fungos possuem um nicleo verdadeiro contendo varios cromossomos circundados

por uma membrana nuclear. Contém organelas, como as mitocéndrias, 0s lisossomos, e 0s



ribossomos (79S). A membrana nuclear contém esterGis. S&0 organismos imoveis e
desprovidos de parede celular com peptideoglicano, porém rigida composta por quitina.®® As
colonias de Candida sdo cremosas ou pastosas, moles, brancas ou branco-amareladas, de
crescimento rapido (48 a 71 horas), pequenas, com cheiro de fruta fermentada, em alguns

casos apresentando franjas nas bordas.®®

Candida spp

Candida spp. é o mais comum dos patdgenos flngicos oportunistas, colonizam a
mucosa gastrointestinal e atinge a corrente sanguinea por translocacdo gastrointestinal ou
através de cateteres vasculares contaminados, interage com defesas do hospedeiro e deixa o
compartimento intravascular invadindo tecidos profundos de 6rgdos-alvo como figado, baco,
rins, coracao e cérebro.>*

O termo candidiase ou candidose tem conotacdo genérica, sendo utilizado para
denominar doengas causadas pela C. albicans, como por outras espécies de leveduras
relacionadas.®*® As manifestacdes clinicas das candidiases apresentam grande diversidade
podendo ser: candidiase cutaneo-mucosa, candidiase sisttmica ou visceral e candidiase

alérgica.®



1.6. Antimicrobianos

O descobrimento dos componentes antibacterianos do Penicillium notatum por
Alexander Fleming permitiu o desenvolvimento dos antibioticos que sdo as principais armas
no combate as infeccdes bacterianas.®’

O termo antimicrobiano ¢ comumente usado para designar um antibiético. Agente
antimicrobiano pode ser definido como compostos quimicos que matam ou inibem o
crescimento de microorganismos, podendo ser de origem natural, semi sintética ou sintética.
Os antibidticos sdo substancias quimicas, produtos metabdlicos naturais produzidos por varias
espécies de microorganismos ou de origem sintética, capazes de impedir 0 crescimento ou
destruir microorganismos (fungos, bactérias, virus). Embora a maioria dos agentes
antimicrobianos em uso atualmente, seja derivada de produtos naturais de fermentacéo, a
maioria deles sdo modificados quimicamente a fim de aprimorar as propriedades
antimicrobianas ou farmacologicas.®®%

Apesar das indUstrias farmacéuticas produzirem um expressivo nimero de novos
antibioticos nas ultimas trés décadas, a resisténcia microbiana a essas drogas também
aumentou. Em geral, as bactérias ttm a habilidade genética de adquirir e de transmitir
resisténcia as drogas utilizadas como agentes terapéuticos.

O conhecimento sobre determinadas espécies \vegetais com propriedades
antimicrobianas tem sido revisto e ampliado, em funcdo dos crescentes problemas associados
ao uso de diversos antibidticos comerciais, incluindo efeitos colaterais no hospedeiro, tais
como hipersensibilidade, imunossupressdo e reacdes alérgicas.?® O interesse em plantas com
propriedades antimicrobianas também tem sido incrementada, devido ao surgimento de

resisténcias bacterianas, geralmente ocasionadas pelo uso indiscriminado e inadequado de

antibioticos.”*"™ Com a crescente prevaléncia de bactérias multi-resistentes, a pesquisa por



extratos de plantas, frente a esses microrganismos, oferece potencial consideravel para o

desenvolvimento de novos agentes efetivos contra infecgdes, comumente dificeis de tratar.*

1.7. Resisténcia farmacoldgica

O corpo humano é habitado por milhares de diferentes espécies bacterianas, algumas
vivendo de forma transitdria e outras numa relacdo de parasitismo permanente. A doenca pode
resultar dos efeitos toxicos de produtos bacterianos (toxinas) ou quando bactérias habitam
partes do corpo normalmente estéreis.>*

Desde muito cedo, 0 aparecimento de patdgenos resistentes aos antibidticos, vém
sendo reconhecido como um significante problema clinico, e intensas pesquisas estao voltadas
para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos alternativos.”

Apesar da producdo de novos antibioticos ter aumentado nas Ultimas trés decadas, a
resisténcia microbiana a essas drogas também aumentou. Em geral, as bactérias ttm a
habilidade genética de adquirir e transmitir resisténcia as drogas utilizadas como agentes
terapéuticos. O problema da resisténcia bacteriana é crescente e a perspectiva futura da
producdo e do uso das drogas antimicrobianas continua incerta. Assim, 0 uso de extratos
vegetais e fitoquimicos de conhecida atividade antimicrobiana podem adquirir significado nos
tratamentos terapéuticos.”*

O aparecimento de resisténcia resulta em diversos fatores, tais como: uso crescente e
inadequado de antimicrobianos, procedimentos invasivos, grande nimero de hospedeiros
susceptiveis e falhas terapéuticas, entre outros, ocasionando aumento da transmissdo de
organismos multirresistentes.”>

Muitos prejuizos tém sido enumerados devido a resisténcia microbiana e a auto-

medicacdo, por outro lado, estudos etnobotanicos feitos em varias regibes do pais tém



sinalizado positivamente mostrando a intensificagdo da medicina tradicional. A vasta
biodiversidade vegetal pode ser uma forma alternativa no combate as infeccdes microbianas. "

Algumas estruturas externas a parede celular dos procarioticos podem estar
relacionadas com a resisténcia bacteriana, como exemplo, as capsulas que sdo importantes
para a contribuicdo da viruléncia, elas frequentemente protegem as bactérias patogénicas da
fagocitose pelas células do hospedeiro. A capsula pode ainda ter uma funcdo na aderéncia da
bactéria aos tecidos humanos, que é um passo inicial importante na infeccdo.>*> Algumas
bactérias produzirdo um biofilme de polissacaridio sob certas condi¢Ges, protegendo-as dos
antibiéticos e das defesas do hospedeiro.>* Os esporos formados no interior de algumas
células agem, inibindo certas vias metabolicas da bactéria, tornando-as ineficientes aos
antibidticos. Além disso, o revestimento dos esporos também € impermeadvel aos antibidticos,
aumentando a resisténcia bacteriana.>

A terapia antimicrobiana altera a microbiota diretamente via erradicacdo ou super-
colonizagéo, ou indiretamente, selecionando cepas resistentes. O aumento da incidéncia de
infeccbes provocadas por bactérias Gram-positivas deve-se, geralmente, ao uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos.” """

A maioria dos fungos ndo é afetada pelos agentes antibacterianos. Existem poucos
agentes antifungicos especificos e o emprego de muitos deles ainda é restrito pela relativa
toxicidade. Paralelamente ao aumento de infec¢fes fungicas, tem ocorrido a introducdo de
novos agentes antifingicos e o isolamento de cepas resistentes a essas drogas. O uso
prolongado de agentes azdlicos para o tratamento de pacientes com AIDS é um fator que
seleciona microrganismos mais resistentes a terapia com esses agentes. ®

Os farmacos antifingicos disponiveis produzem recorréncia ou causam resisténcia,
aléem de apresentarem importante toxicidade, por esta razdo, h4 uma busca continua de novos

antifGngicos mais potentes e mais seguros que os existentes.?” 80



),>> existem Vérias razdes ndo genéticas para uma

Segundo Levinson, et al. (2005
resisténcia bacteriana, como por exemplo: as bactérias podem proteger-se dentro da cavidade
de um abscesso no qual a droga antimicrobiana ndo penetra; as bactérias podem permanecer
em um estagio estacionario, tornando-se assim insensiveis aos inibidores de parede celular; os
organismos que normalmente seriam mortos pela penicilina podem perder sua parede celular
e sobreviver na forma de protoplastos e se tornarem insensiveis as drogas que tem a parede
celular como alvo; e ainda hé varios artefatos que podem fazer com que 0 organismo pareca
resistente, como a administracdo de uma droga ou de uma dosagem errada, uma falha na
droga em atingir o seu sitio de acdo (ex.: liquido cefalorraquidiano) ou uma falha do paciente
emtomar a droga.

Outros mecanismos biogquimicos de resisténcia aos antimicrobianos séo: producao de
enzimas que inativam o farmaco (ex.: B-lactamases); alteragdo dos locais de ligacdo do
farmaco (ex: aminoglicosideos); reducdo da captura do farmaco pela bactéria (ex.:
tetraciclinas) e alteragbes das vias enzimaticas (ex.: diidrofolato redutase torna-se insensivel a
trimetropina). Na maioria das vezes, a resisténcia a droga é devida as modificacdes genéticas
no organismo, por uma mutacdo cromossomal ou pela aquisicdo de um plasmideo ou
transposon. >>-%61.62
Como exemplo de microrganismos resistentes aos antimicrobianos tem-se:

Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae, Salmonella

enteritidis, Salmonela typhi, S. aureus, Streptococcus faecalis e C. albicans.



1.8. Classificagao dos Antimicrobianos

Os antimicrobianos podem ser de amplo ou estreito espectro. Alguns atuam em grupos
seletos de microorganismos, sendo denominados como espectro de agdo pequeno ou espectro
seletivo. Outros atuam sobre um grande grupo de microorganismos, sendo entdo denominados
de amplo espectro de acdo. Como exemplo de antibidticos com amplo espectro de acdo, tem-
se as algumas penicilinas, carbapenens, ticarcilina, cefalosporinas, tetraciclinas, cloranfenicol,
etc.>**%%2 Exeplos de antifiingicos com amplo espectro de acdo tem-se a anfotericina B,
nistatina, caspofungina, cetoconazol, entre outros.?

Os efeitos dos antimicrobianos sobre os microrganismos podem ser classificados em
bacteriostaticos ou bactericidas (Quadro 1). Bacteriostaticos sdo aqueles que inibem o
crescimento bacteriano e/ou fungico o qual retorna a multiplicar-se com a interrupcédo do
tratamento. Bactericida e/ou fungicida sdo o0s que possuem capacidade de destruir os

microrganismos, sendo sua ago terapéutica irreversiva.%88

QUADRO 1. Classificacdo dos antimicrobianos segundo o efeito sobre as bactérias e fungos.

BACTERICIDAS/FUNGICIDAS BACTERIOSTATICOS/FUNGISTATICOS

Penicilinas Anfotericina B Tetraciclinas Anfotericina B
Cefalosporinas Nistatina Sulfonamida Nistatina
Aminoglicosideos Az0is Novobiocina Az0is
Rifampicina Equinocandinas Cloranfenicol Terbinafina
Quinolonas Terbinafina Macrolideos Griseofulvina
Monobactamicos Isoniazida

Polimixina B Trimetoprima
Cefamicinas Ciclosserina

Bacitracina Dapsona
Carbapenems

Colistina




Segundo Murray et al. (2006),>* Tortora et al. (2005),°° Range et al. (2007)%? e Mims
et al. (2005),%! os antimicrobianos também podem ser classificados de acordo com o seu
mecanismo de acdo, tendo como alvo de acdo as estruturas da célula bacteriana e/ou fungica,

podendo atuar como:

a) Inibidores da Sintese da Parede Celular

A parede celular das bactérias € um envoltério de protecdo. O principal constituinte é
0 peptidoglicano, cuja sintese consiste de trés etapas principais, cada uma destas etapas €
afetada por diferentes grupos de antibidtico. A inibi¢do da sintese da parede celular exerce um
efeito bactericida. Os farmacos pertencentes a este grupo sdo denominados de antibioticos 13-
lactamicos. A este grupo de farmacos estéo:

e Penicilinas: benzilpenicilina, fenoximetilpenicilina, ampicilina, amoxicilina,
pivampicilina, carbenicilina, ticarcilina, flucoxacilina;

e Cefalosporinas: cefalexina, cefaclor, ceftriaxona, cefadroxil, cefalotina, cefazolina,
cefproxil, cefoxitina;

e Cefamicinas: cefuroxima, cefixima, cefotaxima, cefpima, cefpiroma;

Carbapenens: imipenem, meropenem;

Monobactamicos: aztreonam.

Bacitracina, fosfomicina, teicoplanin.

b) Inibidores da Sintese dos Acidos Nucléicos

Sao antibidticos que impedem que a bactéria seja capaz de produzir componentes
fundamentais do seu material genético como o acido desoxiribonucléico (DNA ou ADN) que
sdo genes empregados de transmitir as caracteristicas proprias de cada espécie.

e Sulfonamidas: sulfadiazina, sulfadimidina, sulfametoxazol, sulfassalazina,

sulfametopirazina, sulfassalazina;



e Trimetoprima;

Essas duas classes de farmacos citadas interferem na sintese ou acdo do folato:

e Fluoroquinolonas e quinolonas: ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina,
norfloxacina, moxifloxacina, gatifloxacina, acido nalidixico (quinolona). Esta classe afeta a
atividade da topoisomerase Il girase ou topoisomerase tipo IV bacterianas as quais s&o

necessarias para a replicacdo, recombinacao e o reparo do DNA.

c) Inibidores da Sintese de Proteinas

Estes antibioticos impedem a sintese das proteinas bacterianas que sdo elementos
indispensdveis para a sua sobrevivéncia. Interferem na formacdo do RNAm, na fixacdo do
RNAm ao ribossoma, por alteragdo no ribossoma e na fixagdo do RNAt ao ribossoma.

e Tetraciclinas: tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina, demeclociclina, limeciclina,
minocicling;

e Aminoglicosideos: gentamicina, estreptomicina, amicacina, tobramicina,
netilmicina, neomicina, canamicing;

e Macrolideos: eritromicina, claritromicina, azitromicina;

e Estreptograminas: quinopristina, dalfopristina;

e Lincosamidas: clindamicina;

e Cloranfenicol, 4&cido fusidico, linezolida.

d) FArmacos antibacterianos diversos
e Vancomicina: principal antibiético glicopeptidico;
e Teicoplamina: semelhante a vancomicina, porémcom acdo mais longa;

o Nitrofurantoina: composto sintético de amplo espectro de agéo;



o Polimixina B e colistina: exibem propriedades catidnicas, interagem com o
fosfolipideo de membrana celular e a desagregagdo de sua estrutura;
e Metronidazol: é um agente antiprotozoario que apresenta atividade sobre bactérias

anaerobicas (Bacteroides).

e) Novos antibidticos

e Everninomicina: oligossacarideo com atividade contra Staphylococcus aureus
resistente, em estudo clinico de fase IlI;

e Cetolidieos: derivado macrolideo eficaz contra microorganismos resistentes a
multiplos farmacos, em estudos de fase Il1;

e Gemifloxanona: novos fluoroquinolonas eficazes contra  Streptococcus

pneumoniae resistente a maltiplos farmacos;

f) Grupo poliénico dos agentes antifngicos

Os locais de acdo desses antifungicos sdo nas membranas celulares, interferindo na
permeabilidade e funcdes de tranportes. Ex.: anfotericina B, nistatina.

Os antifingicos azois impedem a conversdo do lanosterol em ergosterol, o principal
esterol na membrana celular fangica, alterando a fluidez da membrana. Ex.: azdis —

cetoconazol, fluconazol, itraconazol, miconazol, etc.

g) Interacdo com microtubulos fungicos e interferéncia com a mitose
Sdo antifingicos que possuem acdo fungistatica pela interacdo com os microtdbulos

fungicos e pela interferéncia coma mitose, como por exemplo a griseofulvina.



h) Sintese de enzimas

A flucitosina é um agente antifingico que é convertida no antimetabélito 5-
fluorouracil que inibe a timidilato sintetase (sintese de DNA) nas células fangicas. A
terbinafina age inibindo seletivamente a enzima esqualeno epoxidase, responsavel pela sintese

do ergosterol; o seu cimulo dentro da celula é toxico para 0 microrganismo.

h) Farmacos antifungicos diversos
e Anfotericina B

o Nistatina

e Griseofulvina

e Equinocandinas

e Flucitosina

e Terbinafina

i) Antifangicos sintéticos Azois

Clotrimazol

e [Econazol

e Fenticonazol

e Cetoconazol

¢ Miconazol

e Tioconazol

e Sulconazol



J) Novos Antifangicos

Equinocandinas
Papulocandinas
Muluncandinas
Sordarinas
Nicomicinas

Triazbis de 32 geragdo: Posaconazol, Rovuconazol,



OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana das plantas Cariniana rubra, Lafoensa pacari,
Stryphnodendron obovatum, Anacardium humille, Tabebuia heptaphylla, Gossypium
barbadense, Plantago major, Macrosiphonia velame, Cecropia pachystachyaa, Caesalpinia
ferrea, Conyza bonariensis e Strychnos pseudoquina, em diferentes modelos antimicrobianos

in vitro e in vivo.

2.2. Especificos

% Realizar triagem da atividade antimicrobiana dos extratos das plantas
selecionadas pelo método de difusdo emdisco;

%+ Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de diluicdo em
microplaca dos extratos das plantas selecionadas;

s Determinar o perfil fitoquimico e cromatografico dos extratos das plantas
selecionadas;

« Realizar bioautografia com os extratos metandlico de Conyza bonariensis folhas
e raizes, e hidroetandlico de Macrosiphonia velame xilopddio contra bactérias gram-positivas,
gram-negativas e fungos;

s Avaliar os extratos metandlico da Conyza bonariensis folhas e raizes, e

hidroetandlico da Macrosiphonia velame xilopédio em modelos in vivo de infecgéo sistémica

em camundongos induzidos por E. coli e S. aureus.



MATERIAIS

3.1. Material botanico

3.1.1. Coleta das Plantas

As plantas foram coletadas pela aluna de mestrado em Ciéncias da Salde, Area de
Farmacologia, Cristiane Coimbra de Paula, com a ajuda de mestrandos e bolsistas PIBIC/VIC
do Laboratério de Farmacologia, como também do técnico Libério Amorim Neto do
Departamento de Boténica e Ecologia (BOTECO) do Instituto de Biociéncias (IB) e Ms.
Joaquim Corsino da Silva Lima, do Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Mato Grosso.

As folhas e o caule da Anacardium humile foram coletadas no municipio de Cuiaba —
bairro Pedra 90 na beira da estrada (E0604500 N8170573) em 17 de fevereiro de 2009. As
folhas de Cecropia pachystachyaa foram coletadas no bairro Pedra 90 na chacara S&o Jose —
Espaco Flor do Cerrado (E0525249 N8152367) em 10 de fevereiro de 2009. As folhas do
Gossypium barbadense foram coletadas no municipio de Poconé, na comunidade Chafariz,
distrito Nossa Senhora Aparecida do Chumbo (E0507236 N8146142) em 01 de dezembro de
2008. As folhas do Plantago major foram coletadas no municipio de Santo Antonio do
Leverger na fazenda Séo Judas Tadeu (E628866.0890 N8143833.2200) em 17 de maio de
2009.

Os outros extratos foram adquiridos no setor da farmacologia de Produtos Naturais da
UFMT, sendo eles coletados no campo, e realizada a mesma metodologia para a obtencéo dos
extratos: Cariniana rubra — folhas, Lafoensia pacari — entrecasca, Stryphnodendron

obovatum — entrecasca, Tabebuia impetiginosa — entrecasca, Caesalpinia ferrea — vagem +



semente, Macrosiphonia velame — xilopddio, Conyza bonariensis — folhas e raizes, Strychnos

pseudoquina — entrecasca. Identificacbes descritas na Tabela 1.

3.1.2. Identificacdo Botanica

Para identificacdo botanica, uma amostra testemunha do material florifero das plantas

foi depositada no Herbario Central da UFMT, cuja identificacdo foi realizada pela

pesquisadora Rosilene Rodrigues Silva do Herbario da Universidade Federal do Mato Grosso.

Abaixo, segue 0 numero das exsicatas de todas as plantas inseridas no trabalho (Tabela 1).

TABELA 1 - Plantas coletadas, local de coleta, n° exsicata e triagem farmacoldgica

PLANTA NOME PARTE LOCAL EXSICATA
POPULAR COLETADA

Cariniana rubra Jequitiba Folhas Serra de S&o Vicente 18.337
Lafoensia pacari Mangava Entrecasca Vérzea Grande 35.577

brava
Stryphnodendron obovatum Barbatimdo Entrecasca Santo Antonio do 35.584

Leverger

Anadardium humile Cajuzinho do Folhas Pedra 90 31.789

Campo Caule
Tabebuia impetiginosa Ipé roxo Entrecasca Serra de S&o Vicente 39.140
Gossypium barbadense Algodao Folhas Distrito Nossa 31.755

Senhora Aparecida
do Chumbo — Poconé
Plantago major Tanchagem Folhas Fazenda S&o Judas 31.790
Tadeu- Santo
Antonio do Leverger

Macrosiphonia velame Velame Xilopédio Acorizal-MT, 38.289

branco proximo a MT-010
Cecropia pachystachyaa Embauba Folhas Pedra 90 — Chacara 34.119

D. Helena
Caesalpinia ferrea Juca Vagem + semente Fazenda N&, Sr2 34.407
Aparecida Capéo
Grande, Varzea
Grande
Conyza bonariensis Margaridinha Folhas Km 411 BR 70 — 21.438
do campo Raizes Campo verde

Strychnos pseudoquina Falsa quina Entrecasca Fazenda Terezinha, 38.621

Serra de Sao Vicente
— Cuiaba-MT




3.2. Animais Experime ntais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss Webster, adultos, machos e
fémeas, pesando entre 25-35¢g variando ndo mais que 5 g para cada teste microbioldgico,
provenientes do Biotério Central/PROPEQ da Universidade Federal de Mato Grosso. Os
animais foram acondicionados em caixas de polipropileno contendo telas anticoprofagicas, a
temperatura entre 22 + 1 °C, com ciclos de claro/escuro de 12 h, recebendo racdo padrdo
Purina® (Labina) e 4gua ad libitum. Os animais permaneceram no laboratério por um periodo
de adaptacdo de pelo menos de 24 h antes da realizacdo do experimento e submetidos, quando
necessario, a privacdo de racdao por 18 horas sendo mantidos em gaiolas, com livre acesso a
agua até 1h antes do ensaio.

Os experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos da
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), apds a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal de Mato Grosso (CEPA-UFMT), sob o n° 23108.047577/09-1 (Anexo 1). O nlimero
de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram 0s minimos necessarios para
demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos.

Para o bioensaio de toxicidade, foram utilizadas Artemia salina Leach adquiridas em

lojas de pet shop.

3.3. Microrganis mos

Todas as cepas bacterianas e fungicas utilizadas nos modelos experimentais in vitro
foram cepas ATCC, adquiridas comercialmente, da marca Newprov® que estdo relacionadas
na Tabela 2. Para 0 experimento in vivo as cepas bacterianas foram de isolados clinicos. Para

a realizacdo dos experimentos, as bactérias foram repicadas em agar Muller Hinton e os



fungos em Sabouraud, 24 h antes dos ensaios, para se tornarem vidveis e 0 experimento

reprodutivel.

TABELA 2 - Relag&o das cepas bacterianas utilizadas nos ensaios antimicrobianos.

Modelos in Vitro

Cepas ATCC Cepas ATCC
Enterococcus faecalis 29212 Candida albicans 10231
Enterobacer aerogenes 13048 Candida albicans 64550
Escherichia coli 25922 Candida grablata 90030
Klebsiella pneumoniae 13883 Candida kruzei 6258
Pseudomonas aeruginosa 27853 Candida parapsilosis 40058
Proteus mirabilis 25933
Shigella flexneri 12022
Staphylococcus aureus 25923
Streptococcus pyogenes 19615

Modelos in vivo

Ce pas ATCC
Staphylococcus aureus Isolado clinico
Escherichia coli Isolado clinico

3.4. Drogas e Reagentes

As drogas, reagentes e corantes utilizados durante a realizacdo dos ensaios

microbiologicos e abordagem fitoquimica estao relacionados no Quadro 2.



QUADRO 2 - Relagdo das drogas, reagentes e corantes

microbioldgicos e abordagem fitoquimica.

utilizados nos

ensaios

Drogas / Reagentes / corantes Marca
Acido cloridrico Synth®
Acetato de Etila Synth®
Acetona Dindmica™
Acido sulfirico Dindmica”™
Agar BHI (Brain Heart Infusion) Viboras”
Agar Muller Hinton Oxoid”™
Agar Muller Hinton com 5% sangue Oxoid™
Agar nutritivo Biobras®
Agua destilada
Agua oxigenada volume 10 Miyako®
Alcool 70%
Alcool acetona Newprov®
Alcool metilico P.A. Synth®
Anfotericina B 100 pg — solucio Sigma”®
Anidrido acético Merck®™
Benzeno Vetec®
Caldo BHI Viboras®
Caldo Muller Hinton Oxoid®
Cloreto de sodio Index”
Cloroférmio P. A. Quimis ©
Cristal violeta Newprov™
Discos para antibiograma — cloranfenicol 30 pug Cecon”
Discos para antibiograma — anfotericina B 100 pg Sigma™
Fosina Merck®™
Eter etilico P.A. Cromolin®®
Fucsina fenicada Newprov®
Hidroxido de so6dio Synt"®
Hidroxido de amdnia Vetec®
Hidroxido de potassio Vetec®
Lugol Newprov®
Meropenem Biochimico®
Oleo de imerso Newprov®
Reagente de Dragendorff
Sulfato de quinidina Sigma”
Sulfato de sddio anidro Vetec™
Tolueno Vetec”
Tween 80 Synth”

Cloridrato de metiltiazoiltetrazélico (MTT)

Sigma-Aldrich”




3.5. Equipamentos e utensilios

Os equipamentos e utensilio utilizados durante a realizacdo dos experimentos estdo

relacionados no Quadro 3.

QUADRO 3 - Utensilios e equipamentos utilizados nos ensaios microbiologicos e abordagem

fitoquimica.

Marca
Equipamentos / utensilios
Alcas bacterioldgicas plasticas descartaveis Pleion®
Alcas descartaveis de platina Newprov™
Algodao Cremer”
Agulhas descartaveis (20x5,5 mm; 10x13,5 mm) BD®
Autoclave Phoenix®
Balanga analitica Q-500 L210 C QUIMIS
Balancas capacidade 500 gramas Giro’s®

Balancga pesar animal

Digital Scale LE 2066°

Baldo volumétrico fundo chato 500 mL

Vidrolabor®

Banho-maria

Tecnal®

Bastdo de vidro

Bico de mamadeiras para ratos/camundongos

Pyrex®

Béckers vidro 25 mL

Vidrolabor®

Béckers vidro 500 mL

Vidrolabor®

Céamara de UV Prodici™
Capela de fluxo laminar Labconco™
Capela de exaustdo Quimis®
Capilar Perfecta™
Cromatofolhas de Silicagel 60 F254 Merck™
Cronbmetro digital Technos®
Discos estéreis brancos para antibiograma Cecon”

Eppendorf

Vidrolabor®

Erlemeyer

Escala de MacFarland Probac do Brasil®
Estufa Marcon™
Funil de vidro Pyrex®
Gaiolas polietileno
Geladeira consul ®
Grades para tubos de ensaio
L&minas para microscopia Formarios™

Mamadeira para ratos/camundongos




Microplaca de 96 cavidades

TPP®

Microscopio Oleman®
Papel de filtro Qualy”
Pipetas automaticas Pipetman™
Pipetas de vidro Poliglass®
Placas de petripequenas e grandes Pyrex”
Placa quente de areia Quimis®

Ponteiras descartaveis

Plastibrand®

Proveta Vidrolabor ®
Rotaevaporador Marconi®
Suporte para ponteiras Physiocare®
Swabs descartaveis estéreis Newprov®
Tampas para gaiola
Termdmetro digital Termomed®
Tubos de ensaio de vidro Pyrex, Vidrolabor®
Vidro borel Vidrolabor ®
Vortéx Phoenix®

3.6. Fluxograma do protocolo expe rimental

Apos o levantamento etnobotanico e etnofarmacologico das plantas medicinais do
cerrado matogrossense nos trabalhos de conclusédo de curso e dissertacbes do mestrado da
UFMT no periodo de 1996 a 2008, foram selecionadas as 12 plantas mais citadas para
tratamento de infecgBes bacterianas e fungicas. Foi realizada uma busca relativa aos estudos
de atividade antibacteriana e antifungica nas bases de dados MEDLINE-PubMed e Bireme
destas 12 plantas. Em seguida foi realizada a triagem de difusdo em disco, fitoquimica e a
determinacdo da CIM para todos os extrados selecionados.

Partindo dos resultados antimicrobianos, foram selecionados os dois extratos que
apresentaram melhores resultados nos testes in vitro para realizacdo dos seguintes
experimentos: bioensaio com Artemia salina Leach, teste hipocratico, cromatografia de
camada delgada, bioautografia e acdo dos extratos sobre os camundongos na infeccéo

sistémica.



FIGURA5 - Fluxograma do protocolo experimental



METODOS

4.1. Obtencdo dos Extratos Brutos

Os extratos brutos das plantas foram preparados no Laboratorio de Farmacologia de
Produtos Naturais, da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UFMT, sob a supervisdo da
Prof. Dra. Regilane Matos da Silva Prado.

Os extratos brutos das folhas e caule da Anacardium humile, e folhas das plantas
Gossypium barbadense, Plantago major e Cecropia pachystachyaa, foram obtidos pelo
processo de maceracao seqiencial a frio do pé de cada parte no solvente metanol 100% (1:10
p/v), por 7 dias a 25 °C. Os extratos foram filtrados e concentrados em rotaevaporador a
vacuo e o solvente residual eliminado em estufa a 40 °C (obtendo-se assim quatro extratos
brutos das folhas e um extrato bruto do caule). No momento de uso os extratos foram
dissolvidos em Tween 80 (Synth®) e 4gua destilada estéril.

Os restantes dos extratos brutos foram adquiridos prontos, os procedimentos sdo
padronizados pelo Laboratdrio para preparacdo dos extratos, por isso que 0s mesmos foram
obtidos no Laboratorio de Farmacologia de Produtos Naturais da UFMT: Cariniana rubra —
folhas, Lafoensia pacari — entrecasca, Stryphnodendron obovatum — entrecasca, Tabebuia
impetiginosa — entrecasca, Caesalpinia ferrea — vagem + semente, Macrosiphonia velame —

xilopddio, Conyza bonariensis — folhas e raizes, Strychnos pseudoquina — entrecasca.



4.2. Determinacgéo do Peso Seco

Trés aliquotas de 100 mg de cada extrato bruto foram retiradas e colocadas em

frascos-ampola previamente tarados, secas em estufa a 60 °C e pesadas sucessivamente em

balanca analitica até obtencdo de peso constante e as concentracbes expressas em mg %,

foram obtidas pela média aritmétrica dos trés Gltimos pesos.

4.3. Determinacéo do Rendimento

A determinacdo do rendimento (R%) de cada extrato foi feita utilizando-se a formula:

R (%) = Peso seco (g/g) X quantidade de extrato obtido (g) X 100
quantidade de po utilizado (g)

4.4. Ensaios Microbiologicos in vitro

4.4.1. Difusdo em Disco

No método de difusdo, todos os extratos foram colocados num reservatério, neste caso
o disco de papel, em contato com um meio de cultura solido, inoculado com um determinado
microorganismo. Ap6s o tempo de incubacdo mede-se o halo de inibicdo, zona clara onde ndo
houve o crescimento bacteriano, ao redor do disco onde estd depositada a substancia em
pesquisa. Neste método a informacéo € apenas qualitativa, Util para estabelecer a sensibilidade
do microorganismo & droga teste.®

Para triagem da atividade antimicrobiana de todos os extratos, foi realizado o ensaio

de difusdo emdisco em&gar Muller-Hinton (Oxoid®) e 4gar Saubouraud (Ox0id®), segundo o



método de Bauer et al (1996),%* frente a um painel de nove bactérias (6 gram-negativas e 3
gram-positivas) e 5 fungos (candidas), todas ATCC. As placas testes foram preparadas com
agar Muller Hinton e agar Saubouraud e inoculadas sobre sua superficie a respectiva
suspensdo bacteriana e fungica respectivamente, preparada em salina 0,9% estéril. A
concentracdo da suspensdo bacteriana foi ajustada a escala 0,5 de MacFarland (1x10°
UFC/mL) e a suspensdo fungica foi ajustada a escala 1 de MacFarland (1x10° UFC/mL).

Os extratos foram testados em diferentes doses (0,009; 0,019; 0,039; 0,077; 0,156;
0,313; 0,615; 2,5; 5, 10 e 20 pg/disco) utilizando-se como droga padréo, o cloranfenicol
(Cecon®30 pg/disco e anfotericina B Cecon®, 100 pg/disco). Foram usados como controles
negativos, agua destilada estéeril para os extratos aquoso e etandlico da Caesalpinia ferrea,
Anacardium humile, hidroetandlico da Macrosiphonia velame, metandlicos da Cariniana
rubra, Tabebuia heptaphila, Stryphnodendron obovatum e Tween 80 em agua destilada (3-5
%) para os extratos metandlicos da Plantago major, Gossypium barbadense, Cecropia
pachystachya, Conyza bonariensis (folhas e raizes), Lafoensia pacari e Strychnos
pseudoquina.

Os discos de papéis estéreis (Cecon®) foram impregnados com o extrato teste (20 uL)
nas diferentes doses e depositados sobre a superficie das placas e estas acondicionadas em
geladeira por 4 horas, com a finalidade da droga teste se difundir ao meio. Apds esse periodo,
as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e, logo ap0s, procedeu-se a mensuracao das
zonas de inibicdo de crescimento bacteriano, considerando-se ativos os halos de inibicdo de
crescimento bacteriano > a 10 mm (Figura 6). A triagem antibacteriana foi realizada em

duplicata.348°



Droga
teste

FIGURA 6 — Triagem da atividade antimicrobiana dos extratos metandlicos, hidroetanolicos,
etandlico e aquoso das plantas em estudo e do cloranfenicol e anfotericina B

(droga padréo) pelo ensaio de difusdo em disco.

4.4.2. Determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)

Os metodos de diluicdo in vitro detectam possiveis atividades antimicrobianas de
compostos, utilizando métodos celulares sem alvo especifico.®® Esta técnica de microdiluicéo
consiste em dissolver a substancia em um meio liquido conveniente. Possuia vantagem de ser
quantitativo, ou seja, € possivel a determinacdo da quantidade minima de agente
antimicrobiano necessaria para inibir o crescimento de um microorganismo especifico.

Para este ensaio foram utilizados todos os extratos Cariniana rubra, Lafoensia pacari,
Stryphnodendron obovatum, Anacardium humile, Tabebuia heptaphylla, Gossypium
barbadense, Plantago major, Macrosiphonia velame, Cecropia pachystachyaa, Caesalpinia
ferrea, Conyza bonariensis e Strychnos pseudoquina a CIM obtida através da metodologia de
microdiluicdo em caldo, contra nove bactérias (6 gram-negativas e 3 gram-positivas) e 5

fungos (candidas), todas ATCC.



Para determinar os valores da CIM foram usadas microplacas de 96 cavidades. Da
solucdo mde (1000 pg/mL) de cada extrato foi feita a diluicdo seriada (1,9; 3,9; 7,8; 15,62;
31,25; 61,5; 125; 250; 500 e 1000 pg/mL) e adicionados 100 pL de cada diluicdo aos caldos
de Muller-Hinton e Sabouraud. Em seguida, as microplacas foram inoculadas com 100 uL de
cada bactéria ou fungos, ajustadas a escala 1 de MacFarland (1x10® UFC/mL), incubadas a 37
°C por 24 horas e realizada a leitura das microplacas. O preenchimento das microplacas de
microdiluicdo procedeu-se da seguinte forma: na coluna 1 e linhas de A a H foram
adicionados 200 puL de meio de cultura como controle de esterilidade (CE). Nas colunas de 2
a1l e linhas de A a H foram adicionados 100 pL do meio de cultura, 100 pL da droga teste e
100 pL do inéculo bacteriano. Da solucdo mae foram feitas diluicdes seriadas na propria
microplaca. E na coluna 12 adicionados 100 pL do meio de cultura e 100 pL do inoculo como
controle de crescimento (CC). Para este ensaio, também foi utilizado como droga padrdo o
cloranfenicol nas concentracdes de 3,1; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL e anfotericina B nas
concentracOes de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. A leitura das microplacas foi realizada pelo
método de Elisa (Figura 7).

A CIM representa a menor concentracdo da droga teste capaz de inibir completamente
0 crescimento bacteriano no meio. O critério utilizado para classificacdo da atividade dos
extratos foi: a CIM menor que 100 pg/mL considerado como boa atividade antimicrobiana;
quando a CIM entre 100 a 500 pg/mL foiconsiderado moderadamente ativo; a CIM acima de
500 a 1000 pg/mL considerado pouco ativo e CIM maior que 1000 pg/mL inativo. Os testes

foram realizados em duplicata.®*:5"58



FIGURA 7 — Preenchimento da microplaca para determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minina (CIM) dos extratos e do cloranfenicol e anfotericina B (droga padréo).

CE: controle de esterelidade; CC: controle de crescimento.

4.5. Estudo Fitoquimico

A abordagem fitoquimica dos extratos metandlicos Anacardium humile, Gossypium
barbadense, Plantago laceolata, Cecropia pachystachyaa, Cariniana rubra, Lafoensia
pacari, Stryphnodendron obovatum, Tabebuia impetiginosa, Conyza bonariensis, extratos
hidroetanolicos da Macrosiphonia velame e Strychnos pseudoquina, e 0s extratos agquoso e
etandlico da Caesalpinia ferrea foram realizadas para determinar quais os metabdlitos

secundarios presentes nas plantas e compara- los com sua a¢do antimicrobiana.



4.5.1. Abordagem Fitoquimica Preliminar

Procedeu-se a andlise fitoquimica por via umida. Os testes para o estudo fitoquimico
de compostos dos extratos foram realizados no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade
de Farmécia da Universidade de Cuiab&d (UNIC) sob orientacdo do prof. Ms. Rogério
Alexandre Nunes dos Santos, segundo a metodologia adotada por Matos (1997)%° e Costa
(1982)*°. Foram realizados testes para identificagdo dos seguintes grupos quimicos:

v' Taninos: quando em contato com a solucao de gelatina a 1% contendo 10% de
Cloreto de sédio, fornece um precipitado ou mesmo turvacéo.

v" Flavonobides: em contato com hidroxido de soédio 1N intensifica a coloracdo
amarelada da solucdo. Outro teste é colocar o extrato em contato com cloreto de aluminio 5%,
onde ocorre o aparecimento da fluorescéncia ou mudanga/intensificacdo da coloragdo
amarelo-esverdeada indicara a presenca dos flavondides. Na reacdo de Shinoda os flavondides
em contato com HCI concentrado e fitas de magnesio metalico apresentara formagao de cor
roseo a vermelho.

v' Esteroides e triterpendides: os esterdides sdo caracterizados por uma coloracéo
azul esverdeada e os triterpenos apresentam coloragdo parda até vermelha quando é tratada
comanidro acético e gotas de &cido sulfurico.

v' Saponinas: produgdo de espuma abundante e persistente por agitacdo da solucéo
aquosa.

v' Alcalbides: caracterizados pela formacdo de precipitado floculoso em contato
comHCI 3N e com o reagente de Dragendorf (iodobismutato de potassio).

v' Cumarinas: apresentara fluorescéncia em manchas feitas em papel de filtro com

solucdo alcalinizada (KOH).



v" Quinonas: formara coloracdo résea ou vermelho-cereja quando 0s extratos sdo
tratados com NaOH 2N, HCI 2N, benzeno e ainda na presenca de NH,OH 6N, sob agitacdo e
posterior repouso. O filtrado alcalino, ou seja, as quinonas na presenca de NaOH em contato

com FeCl; formaréa precipitado de coloracdo avermelhada.

4.5.2. Estudo Analitico - Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A cromatografia € um método moderno e Util de analise que permite efetuar separacéo,
identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas por si mesmas ou em conjunto a outras
formas instrumentais de analise, que também permite um isolamento bioguiado de compostos
ativos.® A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separagdo dos componentes
de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada de adsorvente retido sobre
uma superficie plana.®*

A CCD e um método fisico de separagdo, na qual os compostos a serem separados sao
distribuidos entre duas fases, uma fase fixa - silica gel, de grande &rea superficial, denominada
fase estacionaria e outra, onde um fluido elui através dela, chamada fase mowvel. Utiliza-se
para fase movel solventes com polaridades crescentes.®

Para a realizagdo da cromatografia em camada delgada foram utilizadas cromatoplacas
em aluminio silicagel 60 F254 (Merck®). Os compostos testes, extratos metanlicos,
hidroetandlicos, etandlicos e aquoso, foram dissolvidos em agua destilada em concentracdo
equivalente a 1000 pg/mL. As solugdes testes foram aplicadas na placa de CCD com auxilio
de uma micropipeta (20 pL) e em seguida submetidas a eluicdo em sistema de solventes
apropriados: Conyza bonariensis folhas e raizes com cloroférmio/éter etilico (5050 v/v) e

Macrosiphonia velame com metanol (100 v/v)



Apds a eluicdo, procedeu-se a revelacdo utilizando um revelador cléssico, o iodo
ressublimado, e observagdo sob luz U.V. em comprimento de onda 253 nm e 265 nm. As
cromatoplacas foram submetidas ao ensaio de bioautografia. Neste experimento foi utilizado
como droga padrdo o cloranfenicol (30 pg/mL), sendo a CCD desenvolvida com sistema

eluente.®19293

4.6. Bioautografia®*

A bioautografia € um metodo qualitativo Util para a localizacdo de compostos com
acdo antimicrobiana em um cromatograma, de um extrato ou fracdo complexa de produtos
naturais, permitindo o isolamento bioguiado de compostos ativos. A técnica bioautografica
pode ser denomida bioautografia por imersdo, onde um meio de cultura s6lido fundido
inoculado é aplicado sobre a placa cromatografica na qual foi eluido o extrato ou fracdo.
Durante a incubacédo das placas, os compostos deverdo passar para 0 meio por um processo de
difusdo, formando zonas de inibigdo bacteriana.

A atividade antibacteriana e antifingica pelo método bioautografico s foi realizada
com os extratos metanolicos da Conyza bonariensis (folhas e raizes) e hidroetanolico da
Macrosiphonia velame e o cloranfenicol (droga padrdo), devido aos mesmos apresentarem
boa atividade na técnica de disco difusdo e MIC e por ndo possuirem estudos antimicrobianos.
Para a realizacdo da bioautografia uitlizou-se como meio de cultura o agar Muller-Hinton e
Saubouraud, sendo este inoculado com as bactérias CGP, BGN e Candida albicans, que foi
aplicado sobre a cromatoplaca e desenvolvido com uma fase mdvel adequada para a
separacdo dos seus componentes como descrito no item anterior.

A suspensdo bacteriana e fungica foi preparada em salina estéril ajustando a escala 1

de MacFarland (1x10° UFC/mL) ¢ 100 pL do indculo foi transferido para um tubo de ensaio



contendo caldo Muller-Hinton ou caldo Sabouraud (5 mL). O agar foi mantido sob o estado
liquido em banho-maria a 45 °C para proceder a inoculagdo antimicrobiana e homogeinizado.
Em seguida, o agar foi distribuido sobre as cromatoplacas acondicionadas em camara Umida
(conjunto de placa de petri estéreis e algodao umedecido com &dgua destilada estéril).

Apos a solidificacdo do &gar, as cromatoplacas foram submetidas a refrigeracdo por 4
horas (4°C) e em seguida incubadas a 37 °C por 24 horas. Decorrido esse periodo procedeu-se
a leitura. A inibicdo do crescimento bacteriano é indicada por uma zona clara no
cromatograma e sobre as bandas formadas. Como um dos possiveis incovenientes desta
técnica é a dificuldade na vizualizagdo do halo de inibicdo por contraste, foram utilizados
reveladores para auxiliar na leitura dos resultados obtidos. Foi usado, sobre a placa
bioautografica o corante vital cloridrato de metiltiazoiltetrazélico (MTT: 1 mg/mL) e em
seguida incubadas a 37 °C por mais 30 minutos, procedendo-se a leitura.

Os resultados foram indicados como positivos ou negativos de acordo com a cor
desenvolvida pelo corante. Resultado positivo (inibicdo de crescimento da bactéria) foi
apresentado pela formacdo de halo claro de cor amarelo-acastanhada, o qual indica que o
extrato inibiu o crescimento bacteriano, pois houve reducdo do corante (MTT). A observacéo
da coloracdo azul-violeta a roxo indica auséncia da inibicdo do crescimento bacteriano, ou
seja, presenca do metabolismo bacteriano. As placas bioautograficas do cloranfenicol foram
reveladas com a eosina (2 mg/mL), observando uma coloracdo amarelo a laranjae halo claro

indicando inibicdo do crescimento bacteriano.®



4.7. Avaliacdo Toxicolégica Aguda

4.7.1. Bioensaio com Artemia Salina Leach®®

Os cistos de Artemia salina Leach foram acondicionados em um recipiente contendo
agua marinha artificial (sal marinho 3%), mantidos ao abrigo da luz a temperatura de 25°C e
com aeracdo continua, por meio de uma bomba de ar de aquério. Decorridos 48 h, procedeu-
se a contagem das larvas em estagio de nauplio, colocando-as em recipiente proximo a uma
fonte de luz, e com a ajuda de pipeta pasteur, foram retiradas aquelas larvas com bastante
movimentos, depositando-as em tubos de ensaio (10 larvas/tubo). Foram preparados tubos de
ensaio, em triplicata, num volume final de 10 mL, para teste dos extratos Conyza bonariensis
folhas e raizes e Macrosiphonia velame nas concentracdes de 0,1, 10, 60, 100, 300, 600,
1.000, 2.500 e 5.000 pg/mL usando-se como padréo o sulfato de quinidina (controle positivo),
e o proprio sal marinho 3% como controle negativo.

Apos 24 h, com auxilio de uma lupa estereoscépica, realizou-se a contagem das larvas
mortas (sem movimentos) e vivas (com movimentos), para calculo da percentagem de larvas
mortas, usando-se a média de cada triplicata e assim determinar a Concentracdo Letal

Mediana 50 - CLsp, com intervalo de confianga de 95%.

4.8. Teste hipocratico®’®

Foram utilizados camundongos albinos Swiss Webster pesando entre 25-30g. Testou-
se quatro doses de cada planta (500, 1.000, 2.000 e 5.000 mg/kg), para avaliagdo de cada dose
utilizou-se um grupo com quatro animais cada, sendo que trés deles receberam por via oral o
extrato e 0 quarto recebeu o veiculo (10 mL/kg). Todos os animais foram observados

individualmente em campo aberto ap6s a administragdo do extrato, nos tempos 0 (antes) e 15,



30 min. 1, 2, 4 e 8 h e, uma vez, a cada dia, por um periodo de 14 dias, de acordo com a
resolucdo - RE N° 90 de 2004 da Anvisa.”® Os resultados das observacdes comportamentais
gerais foram anotados em tabela adaptada do trabalho de Malone.®’

4.9. Infecgdo Sistémica em Camundongos®%

Para os experimentos de infeccdo sistémica foram usadas as plantas Conyza
bonariensis (folhas e raizes) e Macrosiphonia velame e duas cepas bacterianas,
Staphylococcus aureus (bactéria gram-positiva) e a Escherichia coli (bactéria gram-negativa).
Foram separados 10 grupos de 10 camundongos cada, Swiss albinos machos e fémeas,
pesando entre 25-30 gramas. O grupo controle recebeu dgua destilada (veiculo) via oral e o
grupo padréo recebeu meropenem (Biochimico®) 20 mg/kg, via subcutdnea, como tratamento.
Nos grupos testes, diferentes doses (0,01; 0,1; 1; 10; 50; 100; 200; 300 e 500 mg/kg) do
EHMv e dos EMCb foram testadas via oral. As cepas bacterianas foram repicadas 24 horas
antecedentes ao experimento em agar N utritivo (Biobrés®).

O indculo bacteriano da S. aureus foi ajustado & escala 6 (21x108 UFC/mL) e da K.
pneumonia & escala 3 (9x10®8 UFC/mL) de MacFarland, sendo estas as concentracdes
bacterianas capazes de induzir a infecgdo sisttmica nos animais. A infeccdo bacteriana foi
induzida pela administracdo intraperitoneal (0,2 mL) da suspencdo bacteriana em caldo BHI
(Biobras®). O tratamento dos animais foram feitos imediatamente e 4 horas ap6s a inoculagdo
dos animais. Os animais foram observados por 14 dias, verificando a porcentagem de
mortalidade dos animais. Foi determinado a dose efetiva mediana 50% (DEsp), segundo o
método de probitos e regressao linear para a razdo de sobrevivéncia apds os 14 dias de

observacgdo dos animais.



ANALISE ESTATISTICA

Os valores experimentais obtidos no modelo de infeccdo sisttémica em camundongos
foram expressos como media + desvio padrdo da media (D.P.M.) segundo o método de

probitos e regresséo linear.



RESULTADOS

6.1. Determinacao dos pesos secos e rendimentos dos extratos das plantas

Na Tabela 3 sdo mostrados 0s pesos secos e rendimentos dos extratos brutos das
folhas e caule de Anacardium humille, e das folhas de Cecropia pachystachyaa, Gossypium
barbadense e Plantago major. Os pesos secos variaram entre 87,45 a 93,22 % com

rendimento entre 0,11 a 1,35 %.

TABELA 3 - Pesos secos e rendimentos dos extratos das folhas e caule de Anacardium
humille, e das folhas de Cecropia pachystachyaa, Gossypium barbadense e
Plantago major.

Parte da Rendimento Peso seco
Espécie Planta Extrato (%) (mg %)
Anacardium humille Folhas Metanol 1,35 92,44
Anacardium humille Caule Metanol 0,86 89,7
Cecropia pachystachyaa Folhas Metanol 0,75 87,45
Gossypium barbadense Folhas Metanol 0,43 92,43
Plantago major Folhas Metanol 0,11 93,22

6.2. Ensaio de Difusdo em Disco

Os resultados antibacterianos do ensaio de difusdo em disco estdo apresentados nas
Tabelas de 4 a 18. O cloranfenicol (30 pug/disco), droga padrio utilizada como controle
positivo para as bactérias gram positivas e gram negativas, exibiu larga zona de inibicdo de
crescimento (25 - 33 mm). A anfotericina B utilizada como controle positivo para os fungos
exibiu zona de inibicdo de crescimento (11 - 25 mm). Os extratos metandlicos das plantas
Cariniana rubra, Stryphnodendron obovatum, Anacardium humile (folhas) e Strychnos

pseudoquina nas doses de 0,009 a 20 pg/disco foram inativos (Tabelas 4,5, 6 e 7).



TABELA 4 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico das folhas da
Cariniana rubra (Jequitibd) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibigdo (mm)
Bactérias
Kp
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia
coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus
mirabilis; Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

TABELA 5 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico da entrecasca do
Stryphnodendron obovatum (barbatiméo) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)
Bactérias
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia
coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus
mirabilis; Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




TABELA 6 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico das Folhas do

Anacardium humile (Cajuzinho do Campo) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea
= Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

TABELA 7 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato hidroetandlico da entrecasca da

Strychnos pseudoquina (Falsa quina) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)
Dose Bactérias

(ug/disco) E Kp
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf= Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea
= Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




O extrato metandlico da entrecasca da Lafoensia pacari mostrou-se ativo para S.
aureus e E. aerogenes formando zona de inibicdo de 10 e 11 mm (Tabela 8). Enquanto que o
extrato metandlico do caule da Anacardium humile mostrou-se ativo somente para E. coli
formando zona de inibigdo de 10 mm (Tabela 9).

O extrato metandlico da entrecasca da Tabebuia impetiginosa mostrou-se ativo para E.
faecalis, E. coli formando zona de inibicdo de 10 e 12 mm nas doses de 0,009 a 20 pg/disco

(Tabela 10).

TABELA 8 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metanolico da entrecasca da

Lafoensia pacari (Mangava brava) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Dose Bactérias
(ug/disco)  Ef Sa Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 ~ b b _b _b _b _b _b _b ~ b
10 b 10mm P bbb b b b
5 - 10mm P o-Polb bbb 11 mm
Lafoensia 2,5 --b L L L --b
pacari 0615 b b _b _b _ b _b _b b b
0313 b b _b _b _b _b _b __b b
0.156 b b b b _b _b _b  _b b
0,077 b b _b _b _b _b _b __b b
0,039 --b e L L 10 mm
0,019 b 10mm b .bo_b bbb b
0,009 b b _ b _b _b _b _b b b
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia
coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus
mirabilis; Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




TABELA 9 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico do Caule do

Anacardium humile (Cajuzinho do Campo) pelo método de difusdo em disco.
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis;
Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

TABELA 10 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico da entrecasca da

Tabebuia impetiginosa (Ipé roxo) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Dose Bactérias
(ug/disco)  Ef Sa Sp Ec Kp Pa St Pm Ea
20 10mm P _.p _b _B _B b . b _.b
10 b b _b b _b b b _b _b
5 b b _b b _b b b _b  _.b
Tabebuia 2,5 10mm --° bbb b bbb
impetiginosa 0,615 10mm --° --® 12mm - - b b D
0313 b b _b b _b b b _b _b
0,156 _b b b b b b b _b _b
0,077 b b _b b _ b b b _b b
0,039 b b _b b _ b _b b _b _b
0,019 b b _b . b _b b b _b  _.b
0,009 b b _b b _b b b _b _b
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli; Kp
= Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea =
Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




O extrato metandlico das folhas do Gossypium barbadense mostrou-se ativo para E.
faecalis, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa formando zona de inibicdo de 10 a 12 mm (Tabela
11). Entretanto o extrato metanolico das folhas da Plantago major mostrou-se ativo para E.
faecalis e E. aerogenes formando zona de inibigdo de 10 a 16 mm (Tabela 12).

O extrato metanolico das folhas da Cecropia pachystachyaa mostrou-se ativo para S.
aureus formando zona de inibicdo de 10 e 12 mm (Tabela 13).

No entanto o extrato etanolico da vagem + semente da Caesalpinia ferrea mostrou-se

ativo para E. faecalis, e E. coli, formando zona de inibi¢do de 10 a 14 mm (Tabela 14).

TABELA 11 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico das folhas do

Gossypium barbadense (Algodéo) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibigdo (mm)

Dose Bactérias
(ug/disco) Ef Sa Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 12 mm bbb -> 10mm --P PP
10 10mm 10mm --° bbb bbb
: 10mm 10mm --° bbb bbb
Gossypium o5 b 10mm --® b _b b b _b b
barbadense 0 615 b b b b b _b b _b b
0:313 _b b b _b _b b b _ b _b
0.156 _b _b _b b _b _b b _b _b
0,077 __b b b _b _b _b b _b  _b
0,039 - e ] e L
0,019 - b tm P e b D
0,009 _b _b __b __b _b __b b b _b
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea
= Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




TABELA 12 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico das folhas do

Plantago major (Tanchagem) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Dose ——
Bactérias
(ug/disco)  Ef Sa Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 16 mm b ~_ b __D L — b _ b _D L
10 15mm -.P b _b b _b b _b __b
5 3mm - bbb bbb o mm
Plantago 25 mm P b b b _b b b __b
major 0615 10mm --° bbb bbb -
0313 __b b _b _b _b _b _b _b __b
0.156 __b b b _b _ b _b _b _b _b
0,077 b b _b _b _b b _b _b __b
0,039 __b b _b _b _b _b _b _b __b
0,019 __b b _b _b _b _b _b _b __b
0,009 __b b _b _b _b _b _b _b __b
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes;

Ec = Escherichia

coli; Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus
mirabilis; Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

TABELA 13 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato metandlico das folhas do

Cecropia pachystachyaa (Embauba) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Dose -~
Bactérias

(ug/disco)  Ef Sa Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 __b __b b b _b _b _ b _b _b
10 __b __b b _ b _b _b _ b _b _b
5 b 10mm P .b b b _b __b _b
Cecropia 2.5 __b __b __b __b __b __b b __b __b
pachystachyaa 0,615 __b __b b _b _b _b _b _b __b
0313 __b __b b b _b _b _ b _b _b
0.156 _b _b b b b _b _b _b _b
0,077 __b __b b b _b _b _b _b _b
0,039 - 122mm P bbb D
0,019 __b b b b _b _b _b _b _b
0,009 __b __b b _ b _b _b _ b _b _b
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis;
Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




Tabela 14. Triagem da atividade antibacteriana do extrato etandlico da vagem + semente do

Caesalpinia ferrea (Jucd) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibicdo (mm)

Dose Bactérias
(ug/disco) Ef As Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 10mm --P b b b b b b b
10 b b b qomm b b b b b
5 b b b fomm b b _b b b
Caesalpinia 2,5 --P --poe --P L --P
ferrea 0615 b b b b b b _b  __b b
0313 b b b qomm b b b b b
0,156 --b b 10mm - Lb b --b --b
0,077 b b b b b _ b _b  __b b
0,039 --b 1 1111 W L --P
0,019 --b /11171 | W L R --P
0,009 --b b b 12mm --Pohb --P
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea
= Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

Enquanto que o extrato aquoso vagem + semente desta planta mostrou-se ativo para P.
aeruginosa e E. faecalis, formando zona de inibigdo de 11 a 12 mm (Tabela 15).

O extrato hidroetandlico do xilopédio da Macrosiphonia velame mostrou-se ativo para
E. faecalis, formando zona de inibicdo de 10 a 22 mm nas doses de 0,009 a 20 pg/disco
(Tabela 16).

O extrato metandlico das folhas da Conyza bonariensis mostrou-se ativo para E.
faecalis e S. pyogenes, formando zona de inibicdo de 10 a 16 mm (Tabela 17), porém o
extrato metandlico da raizes desta planta mostrou-se ativo para E. faecalis e E. aerogenes,

formando zona de inibicdo de 10 a 13 mm (Tabela 18).



TABELA 15 - Triagemda atividade antibacteriana do extrato aquoso da vagem + semente do

Caesalpinia ferrea (Jucd) pelo método de difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibi¢do (mm)

Dose Bactérias

w
jab]
w
©
m
()
w
—
O
3
m
QD

(ug/disco)  Ef Kp Pa

20 -- - 11 mm
10 -- --b
5 --
Caesalpinia 25 -
ferrea 0,615 -
0,313 --
0,156 --
0,077 --
0,039 --
0,019
0,009
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1
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1
1
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Cloranfenicol 30
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o
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea
= Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

TABELA 16 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato hidroetandlico do xilopddio da

Macrosiphonia velame (Velame) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro dos halos de inibigdo (mm)

Dose Bactérias
(ug/disco) Ef Sa Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 >mm -P b _b _b _b _b _D — b
10 13mm b b b _b _ b _b _b b
5 15mm --b b b _b _b _b _b b
Macrosiphonia 25 _.b bbb b _ b __b __b _.b
velame 0,615 22 mm __b __b __b __b __b __b __b __b
0313 b b b _b _b _b _b _b b
0.156 _b _b b _b _b _b _b  _b _b
0,077 __b b _ b _b _b _b _b __b b
0,039 b b _ b _b _b _b _b _b b
0019 10mm --° b bbb bbb
0009 15mm --° b bbb b b D
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis; Ea
= Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




TABELA 17 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato do extrato metandlico das
folhas da Conyza bonariensis (Margaridinha do Campo) pelo método de

difusdo em disco.

Diametro dos halos de inibigdo (mm)

Dose
Bactérias
(ug/disco) Ef Sa Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 14mm --° 16mm --*> b b bbb
10 13mm --° 15mm --° b P b b D
5 b b qomm b bbb _ b _b
Conyza 2,5 - ..t 10mm P B bbb b
bonariensis 0,615 bbb bbb bbb
0313 b _b b _b _b _b _b _b _b
0,156 b b b b b b b _ b _b
0,077 b _b b _b _b _b _b _b _b
0,039 b _b b _b _b _b _b _b _b
0,019 b _b b _b _b _b _b _b _b
0,009 b _b b _b _b _b _b _b _b

Cloranfenicol 30
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Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis;
Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano

TABELA 18 - Triagem da atividade antibacteriana do extrato do extrato metandlico da raizes

da Conyza bonariensis (Margaridinha do Campo) pelo método de difuséo

emdisco.
Dose Didmetro dos halos de inibi¢cdo (mm)
Bactérias
(ug/discoy Ef  As Sp Ec Kp Pa Sf Pm Ea
20 11mm --° b bbb b b 13 mm
10 b _b _b _b _b b b b b
5 b _b _b _b _b b b b 10mm
Conyza 25 b _ b _b _b _b b b b b
bonariensis 0,615 bbb b b _-b _-b _-b _-b
0313 b _b _b _b b b b b b
0.156 _b b _b _b b _b b _b _b
01077 b _b _b _b b b b b b
0,039 b _b _b _b _b b b b b
0.019 b _b _b _b b b b b b
0.009 b _b _b _b _b b b b b
Cloranfenicol 30 30 30 30 28 25 25 30 28 28

Ef = Enterococcus faecalis; Sa = Staphylococcus aureus; Sp = Streptococcus pyogenes; Ec = Escherichia coli;
Kp = Klebsiella pneumoniae; Pa = Pseudomonas aeruginosa; Sf = Shigella flexneri; Pm = Proteus mirabilis;
Ea = Enterobacter aerogenes; --b = auséncia crescimento bacteriano




Os resultados antifngicos do ensaio de difusdo em disco estdo apresentados nas
Tabelas de 19 a 33. A anfotericina B, droga padrdo quando utilizada como controle positivo
para as Candidas, exibiu zona de inibicdo de crescimento de 11 e 25 mm.

Os extratos metandlicos das plantas Stryphnodendron obovatum, Anacardium humile
(folhas), Tabebuia impetiginosa, Cecropia pachystachya, Conyza bonarienis e 0 extrato
etandlico da Caesalpinia ferrea, nas doses de 0,009 a 20 pg/disco foram inativos. (Tabelas

19, 20, 21, 22, 23, 24 e 25).

TABELA 19 - Triagem da atividade antifungica do extrato metandlico da entrecasca do

Stryphnodendron obovatum (barbatiméo) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 b b b b b
10 b b b b b
5 b b b b b
Stryphnodendron A N X A X
obovatum - - - - -
0,615 b b b b b
0313 b b b b b
0.156 b b b b b
0.077 b b b b b
0.039 b b b b b
0.019 b b b b b
0.009 b b b b b

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




TABELA 20 - Triagem da atividade antifungica do extrato metandlico das folhas do

Anacardium humile (Cajuzinho do Campo) pelo método de difusdo em

disco.
Diametro do halo de inibigdo (mm)
Fungos

Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis  glabrata albicans albicans

pg/ disco

(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 b " b " b b b
10 b b b b b
. 5 b b b b b
Anacardium

humile 2.5 - - - - -
0615 b b b b b
0.313 b b b b b
0.156 b b b b b
0.077 b b b b b
0.039 b b b b b
0.019 b b b b b
0.009 b b b b b
Anfotericina B 100 11 20 18 18 25

TABELA 21 - Triagem da atividade antifingica do extrato metandlico do caule do

Anacardium humile (Cajuzinho do Campo) pelo método de difusdo em

disco.
Diametro do halo de inibicdo (mm)
Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 __b __b __b __b __b
10 b b _b _b b
. 5 _b b b b _b
Anacardium X X A A X
; 2,5 - -- - - --
humile ’
0,615 _b b _b b _b
0,313 _b b b b _b
0,156 b _b _b b b
0,077 _b b _b b _b
0,039 b b b b b
0,019 b _b _b _b b
0,009 _b b _b b _b

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




TABELA 22 - Triagem da atividade antifungica do extrato metandlico da entrecasca da

Tabebuia impetiginosa (Ipé roxo) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro do halo de inibigdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC 6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 b b b b b
10 b b b b b
) 5 b b b b b
Tabebuia X A A A X
impetiginosa '
0,615 b b b b b
0.313 b b b b b
0.156 b b b b b
0,077 b _b b b b
0.039 b b b b b
0.019 b b b b b
0.009 b b b b b
Anfotericina B 100 11 20 18 18 25

TABELA 23 - Triagem da atividade antifingica do extrato metandlico das folhas do

Cecropia pachystachya (Embauba) pelo método de difusdo em disco

Diametro do halo de inibigdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
b b b b b
20 - - - - -
10 b b b b b
b b b b b
Cecropia °
25 b b b b b
pachystachya ’
0,615 b b b b b
0,313 b b b _b _b
0,156 b b b b b
0,077 b b b b b
0,039 b b b b b
0,019 b b b b b
0,009 b b b b b

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




TABELA 24 - Triagem da atividade antifungica do extrato etandlico da vagem + semente da

Caesalpinia ferrea (Jucd) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC6B4550 ATCC10231
20 __b __b __b __b __b
10 b _b b b _b
L 5 _b b b b b
Caesalpinia X X N A .
ferrea 'S - - - - -
0.615 _b b b b b
0.313 _b b b b b
0.156 b b b b b
0.077 _b b b b b
0.039 _b _b b b b
0.019 _b b b b b
0.009 b b b b _b
Anfotericina B 100 11 20 18 18 25

TABELA 25 - Triagem da atividade antifingica do extrato metandlico da raizes da Conyza

bonariensis (Margaridinha do Campo) pelo método de difusdo emdisco

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis  glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 b b b b b
10 b b b b b
5 b b b b b
Con_yza_ 25 b b b b b
bonariensis ' - - - - -
0,615 _b b b b b
0313 b b b b b
0.156 b b b b b
0.077 b b b b b
0.039 b b b b b
0.019 b b b b b
0.009 b b b b b

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




O extrato metandlico das folhas da Cariniana rubra mostrou-se ativo para C. albicans

ATCC 63540 formando zona de inibigdo de 13 mm (Tabela 26).

O extrato metanolico da entrecasca da Lafoensia pacari mostrou-se ativo para C.

parapsilosis e C. albicans ATCC 10131 formando zona de inibigdo de 10 e 13 mm (Tabela

27).

O extrato metanolico das folhas do Gossypium barbadense mostrou-se ativo para C.

kruzei, C. parapsilosis e C. glabrata formando zona de inibicdo de 10 mm (Tabela 28).

TABELA 26 - Triagem da atividade antifingica do extrato metandlico das folhas da

Cariniana rubra (Jequitibd) pelo método de difusdo em disco.

Didmetro do halo de inibigdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 — b b — b b " b
10 b b b b _b
o 5 b b b b b
Cariniana . b b b b b
rubra '
0,615 b b b b _b
0,313 P - P 13 mm —-
0.156 b b b b b
0.077 __b __b __b __b __b
0.039 b b b b b
0.019 b b b b b
0.009 __b __b __b __b __b
Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




TABELA 27 - Triagem da atividade antifungica do extrato metandlico da entrecasca da

Lafoensia pacari (Mangava brava) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC 64550 ATCC10231

20 b b b b b
10 --b 10 mm --b b 10 mm

) 5 b b b b b

Lafoens_la )5 b b b b b

pacari :

0,615 --b -b --b b 10 mm

0313 b b b b b

0.156 b b b b b

0.077 b b b b b

0.039 b b b b b
0,019 --b --b --b S 13 mm
0,009 -b 10 mm - b 10 mm

Anfotericina B 100 1 20 18 18 25

TABELA 28 - Triagem da atividade antifingica do extrato metandlico das folhas do
Gossypium barbadense (Algodédo) pelo método de difusdo em disco.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC®64550 ATCC10231
20 10 mm b ) b )
10 10 mm --b --b --b --b
b b b b
Gossypium ¥ 10 mm . . . .
barbadense 2,5 - - - - -
0,615 b b b b b
0,313 --P P 10 mm --P --P
0.156 b b b b b
0.077 b b b b b
0.039 b b b b b
0.019 b b b b b
0,009 — 10 mm b - -

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




O extrato metandlico das folhas da Plantago major mostrou-se ativo somente para C.
parapsilosis formando zona de inibigdo de 15 mm (Tabela 29). O extrato aquoso da vagem +
semente da Caesalpinia ferrea mostrou-se ativo para C. parapsilosis, C. glabrata e C.
albicans ATCC 10131, formando zona de inibicdo de 10 a 13 mm nas doses de 0,009 a a 20
pg/disco (Tabela 30). No entanto o extrato hidroetandlico do xilopddio da Macrosiphonia
velame mostrou-se ativo para C. parapsilosis, C. glabrata, C. albicans ATCC 10131,
formando zona de inibigdo de 10 e 11 mm (Tabela 31).

Enquanto o extrato metandlico das folhas da Conyza bonariensis mostrou-se ativo
para C. kruzei, C. parapsilosis, C. albicans ATCC 63540 e C. albicans ATCC 10131
formando zona de inibicdo de 10 a 15 mm (Tabela 32). Ja o extrato hidroetandlico da
entrecasca da Strychnos pseudoquina mostrou-se ativo para C. kruzei, C. parapsilosis, C.

glabrata e C. albicans ATCC 10131, formando zona de inibigdo de 10 a 13 mm (Tabela 33).

TABELA 29 - Triagem da atividade antifingica do extrato metandlico das folhas do

Plantago major (Tanchagem) pelo método de difusdo em disco.

Diametro do halo de inibigdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 " b " b b " b " b
10 b b b b b
5 b b b b b
Planyago )s b B o B b
major '

0,615 b b b b _b
0.313 b b b b b
0.156 b b b b b
0,077 --b 15 mm --P =P --P
0,039 --P 15 mm --b --b --b
0.019 b b b b b
0.009 b b b b b

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




TABELA 30 - Triagem da atividade antifungica do extrato aquoso da vagem + semente da

Caesalpinia ferrea (Jucd) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis  glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC 6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 __b __b __b __b __b
10 --b 11 mm 10 mm --b --b
Caesalpinia Z 11 mm 10 Tm z 10 Tm
ferrea 2,5 - 10 mm - - -
0,615 --b 11 mm 10 mm --b =P
0,313 --b 10 mm - --b --b
0,156 -0 10 mm 10 mm P 12 mm
0,077 =P --b 10 mm _ --b
0,039 P 12 mm 10 mm --P =P
0,019 o 10 mm --b --b 12 mm
0,009 =P 10 mm 13 mm --b 10 mm
énfOte ficina 100 11 20 18 18 25

TABELA 31 - Triagem da atividade antifungica do extrato hidroetandlico do xilopddio da

Macrosiphonia velame (Velame) pelo método de difusdo em disco.

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis  glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC 6258 ATCC 40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 b b b b b
10 _b _b _b b _b
b b b

Macrosiphonia > 11 mm 10 mm
velame 2,5 - 10 mm - - -
0,615 _b _b _b b _b
0.313 b b b b b
0.156 _b _b _b b _b
0.077 _b _b _b _b _b
0.039 _b b b b b
0.019 _b _b _b b _b
0,009 --b 10 mm 10 mm --b --b
Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




TABELA 32 - Triagem da atividade antifngica do extrato metandlico das folhas da Conyza

bonariensis (Margaridinha do Campo) pelo método de difusdo emdisco.

Diametro do halo de inibigdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC 6258 ATCC 40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 10 mm 15 mm -b b D
10 10 mm 15 mm b b b
5 15 mm 14 mm -b . b
Conyza N X X X
bonariensis 2,5 15 mm - - - -
0,615 =P --b --b -b 10 mm
0,313 =P _b _.b b b
0,156 - 10 mm - - --P
0.077 b b b b b
0,039 b b .b b b
0,019 --b --b --b 10 mm --b
0,009 =P --b --b 10 mm --b
Anfotericina B 100 11 20 18 18 25

TABELA 33 - Triagem da atividade antifungica do extrato hidroetandlico da entrecasca da

Strychnos pseudoquina (Falsa quina) pelo método de difusdo em disco

Diametro do halo de inibicdo (mm)

Fungos
Candida Candida Candida Candida Candida
Dose kruzei parapsilosis  glabrata albicans albicans
(ug/disco) ATCC6258 ATCC40058 ATCC90030 ATCC64550 ATCC10231
20 10 mm 10 mm 10 mm --b =P
10 10 mm 10 mm _ --b --b
b b b b
- 10 - - -
Strychnos mm
; 2,5 P P -.P - 11 mm
pseudoquina :
0,615 —_ 10 mm -0 --P --b
0,313 _ 11 mm - _ -b
0,156 _ 10 mm --P --P =P
0,077 b b _b _b b
0,039 --P 10 mm --b --b =P
0,019 --P 13 mm --P --P =P
0,009 _ 10 mm --b --b 11 mm

Anfotericina B 100 11 20 18 18 25




6.3. Determinacdo da Concentragédo Inibitoria Minima (CIM)

Este ensaio avaliou a capacidade das drogas testes em inibir o desenvolvimento

microbiano in vitro (Figura 8).
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FIGURA 8 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minina (CIM) dos extratos
metanolicos, hidroetanolicos, etandlico e aquoso das plantas e das drogas
padrdes Cloranfenicol e Anfotericina, pelo método de diluicdo em
microplaca.

Na Tabela 34 sdo apresentados os resultados da determinacdo da atividade
antibacteriana dos extratos metandlicos das plantas Anacardium humile caule, Anacardium
humile folhas, Cariniana rubra, Cecropia pachystachyaa, Conyza bonariensi folhas, Conyza
bonariensi  raizes, Gossypium barbadense, Lafoensia pacari, Plantago major,
Stryphnodendron adstringens, Tabebuia impetiginosa. O cloranfenicol foi usado como droga
padrdo para todos os ensaios antimicrobianos, contra as bactérias gram-positivas e gram-
negativas.

A partir dos resultados apresentados pelos extratos metandlicos, Anacardium humile

caule mostrou atividade antibacteriana moderada para S. pyogenes, E. coli e E. aerogenes



(CIM=250 pg/mL), e S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e S. flexineri (CIM=500
pg/mL), e baixa atividade para E. faecalis e P. mirabilis (CIM=1000 pg/mL). Anacardium
humile folhas mostrou atividade antibacteriana moderada para S. flexineri (CIM=250) , S.
pyogenes, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P. mirabilis (CIM=500
pg/mL), e baixa atividade para E. faecalis e S. aureus (CIM=1000 pg/mL). Enquanto
Cariniana rubra mostrou atividade antibacteriana moderada para P. aeruginosa (CIM=250
pmg/mL), E. faecalis, S. pyogenes (CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para S. aureus, E.
aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000 pg/mL).

Cecropia pachystachyaa mostrou atividade antibacteriana moderada para P.
aeruginosa (CIM=250 pg/mL), S. pyogenes, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae e P.
mirabilis (CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para E. faecalis, S. aureus e S. flexineri
(CIM=1000 pg/mL); porém, a Conyza bonariensi folhas mostrou atividade antibacteriana
moderada para E. faecalis (CIM=250 pg/mL), S. pyogenes, E. aerogenes, P. aeruginosa
(CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e S.
flexineri (CIM=1000 pg/mL); e a Conyza bonariensi raizes mostrou atividade antibacteriana
moderada para E. faecalis, S. pyogenes, P. aeruginosa (CIM=500 pg/mL), e baixa atividade
para S. aureus, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000
pg/mL).

Gossypium barbadense mostrou atividade antibacteriana moderada para E. faecalis, S.
pyogenes, E. aerogenes (CIM=250 pg/mL), K. pneumoniae, P. aeruginosa (CIM=500
pg/mL), e baixa atividade para S. aureus, E. coli, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000
pg/mL). Lafoensia pacari mostrou atividade antibacteriana moderada para S. pyogenes, P.
aeruginosa (CIM=5000 pg/mL), e baixa atividade para E. faecalis, S. aureus, E. aerogenes,
E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000 pg/mL). Mas, Plantago major

mostrou atividade antibacteriana moderada para E. faecalis, S. aureus, S. pyogenes (CIM=500



pg/mL), e baixa atividade para E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa P.
mirabilis e S. flexineri (CIM=1000 pg/mL).

Stryphnodendron obovatum mostrou atividade antibacteriana moderada para E.
aerogenes (CIM=125 pg/mL), E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, P.
mirabilis, S. flexineri (CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para S. aureus, S. pyogenes
(CIM=1000 pg/mL), e Tabebuia impetiginosa mostrou atividade antibacteriana moderada
para E. faecalis (CIM=250 pg/mL), S. aureus, S. flexineri (CIM=500 pg/mL), e baixa
atividade para S. pyogenes, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e P. mirabilis

(CIM=1000 pg/mL).

TABELA 34 - Atividade antibacteriana dos extratos metandlicos das plantas no ensaio de

microdiluicdo em caldo.

CIM (png/mL)
Plantas Bactérias
Ef Sa Sp Ea Ec Kp Pa Pm Sf

Cloranfenicol (pg/mL) 20 10 10 05 10 20 20 10 10

Anacardium humile caule 1000 500 250 250 250 500 500 1000 500
Anacardium humile folhas 1000 1000 500 500 500 500 500 500 250

Cariniana rubra 500 1000 500 1000 1000 1000 250 1000 1000
Cecropia pachystachyaa 1000 1000 500 500 500 500 250 500 1000
Conyza bonariensi folhas 250 1000 500 500 1000 1000 500 1000 1000
Conyza bonariensi raizes 500 1000 500 1000 1000 1000 500 1000 1000
Gossypium barbadense 250 1000 250 250 1000 500 500 1000 1000
Lafoensia pacari 1000 1000 250 1000 1000 1000 250 1000 1000
Plantago major 500 500 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Stryphnodendron obovatum 500 1000 1000 125 500 500 500 500 500
Tabebuia impetiginosa 250 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000 500

Boa atividade: < 100 pg/mL; Atividade Moderada: 100 - 500 pg/mL;
Baixa atividade: > 500 - 1000 pg/mL; Inativo: > 1000 pg/mL.



Na Tabela 35 séo apresentados os resultados da determinagdo da atividade
antibacteriana dos extratos hidroetandlicos das plantas Macrosiphonia velame que mostrou
atividade antibacteriana moderada para E. faecalis (CIM=250 pg/mL) e S. pyogenes
(CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para S. aureus, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000 pg/mL), e também da planta Strychnos
pseudoquina com moderada atividade E. faecalis (CIM=250 pg/mL), S. aureus, S. pyogenes,
P. aeruginosa (CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para E. aerogenes, E. coli, K.

pneumoniae, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000 pg/mL).

TABELA 35 - Atividade antibacteriana dos extratos hidroetandlicos das plantas no ensaio

de microdilui¢cdo em caldo.

CIM (ug/mL)
Plantas Bacteérias
Ef As Sp Ea Ec Kp Pa Pm Sf

Cloranfenicol (jug/ml) 2.0 10 10 05 10 20 20 10 10

Macrosiphonia velame 125 1000 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Strychnos pseudoquina 250 500 500 1000 1000 1000 500 1000 1000

Na Tabela 36 sé&o apresentados os resultados da determinagdo da atividade
antibacteriana dos extratos aquoso e etandlico da vagem + semente da planta Caesalpinia
ferrea que mostraram atividade antibacteriana moderada somente para S. pyogenes (CIM=500
pg/mL), e baixa atividade para E. faecalis, S. aureus, E. aerogenes, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, P. mirabilis e S. flexineri (CIM=1000 pg/mL).

O cloranfenicol apresentou boa atividade para todas as bactérias testadas com a CIM

variando entre 0,5 e 2,0 pg/mL. A partir dos resultados apresentados, as plantas que



apresentaram melhores atividades antibacterianas foram: Anacardium humile caule,

Gossypium barbadense, Stryphnodendron obovatum e Macrosiphonia velame.

TABELA 36 - Atividade antibacteriana dos extratos da vagem + semente da planta

Caesalpinia ferrea no ensaio de microdiluicdo em caldo.

CIM (pg/mL)
Plantas Bactérias
Ef Sa Sp Ea Ec Kp Pa Pm Sf

Cloranfenicol (pg/ml) 20 10 10 05 10 20 20 10 10

Extrato aquoso 1000 1000 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000
Extrato etanolico 1000 1000 500 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Na Tabela 37 séo apresentados os resultados da determinacdo da atividade antifingica
dos extratos metandlicos das plantas Anacardium humile caule, Anacardium humile folhas,
Cariniana rubra, Cecropia pachystachyaa, Conyza bonariensi folhas, Conyza bonariensi
raizes, Gossypium barbadense, Lafoensia pacari, Plantago major, Stryphnodendron
adstringens, Tabebuia impetiginosa. A anfotericina B foi usada como droga padrdo para todos
0s ensaios antimicrobianos, contra os fungos candidas.

A partir dos resultados apresentados pelos extratos metanolicos, Anacardium humile
caule mostrou atividade antifiungica moderada para C. albicans ATCC 63540 (CIM=250
pg/mL), e C. albicans ATCC 10131 e C. glabrata (CIM=500 pg/mL), e baixa atividade para
C. kruzei e C. parapsilosis (CIM=1000 pg/mL). Anacardium humile folhas mostrou atividade
antifingica moderada para todas as cepas C. albicans ATCC 10132, C. albicans ATCC
63540, C. glabrata, kruzei e C. parapsilosis (CIM=500 pg/mL). Cariniana rubra mostrou

atividade antifingica moderada somente para C. albicans ATCC 10132 (CIM=250 pg/mL), e



baixa atividade para C. albicans ATCC 63540, C. glabrata, kruzei e C. parapsilosis
(CIM=1000 pg/mL).

Cecropia pachystachyaa mostrou atividade antifungica moderada para C. albicans
ATCC 10132, C. albicans ATCC 63540, C. glabrata e C. parapsilosis (CIM=500pug/mL), e
baixa atividade para C. kruzei (CIM=1000 pg/mL); e Conyza bonariensi folhas mostrou
atividade antifungica moderada para C. parapsilosis (CIM=125 pg/mL), C. albicans ATCC
10132, albicans ATCC 63540 e C. kruzei (CIM=500pg/mL), e baixa atividade para C.
glabrata, (CIM=1000 pg/mL); no entanto a Conyza bonariensi raizes mostrou atividade
antifingica moderada para C. albicans ATCC 10132, C. parapsilosis (CIM=125 pg/mL), C.
albicans ATCC 63540 e C. glabrata (CIM=500ug/mL), e baixa atividade para C. kruzei
(CIM=1000 pg/mL).

Gossypium barbadense mostrou atividade antifingica moderada para C. kruzei e C.
parapsilosis (CIM=250 pg/mL), C. albicans ATCC 10131, C. albicans ATCC 63540 e C.
glabrata (CIM=500pg/mL); Lafoensia pacari mostrou atividade antifingica moderada para
C. albicans ATCC 10131, C. kruzei e C. parapsilosis (CIM=250 pg/mL), C. albicans ATCC
63540, (CIM=500pug/mL), e baixa atividade para C. glabrata (CIM=1000 pg/mL). Enquanto
Plantago major mostrou atividade antifingica moderada para C. parapsilosis (CIM=250
pg/mL), C. albicans ATCC 10131, C. albicans ATCC 63540, C. glabrata e C. kruzei
(CIM=500pg/mL).

Stryphnodendron obovatum mostrou atividade antifungica moderada para C. glabrata
(CIM=125 pg/mL), C. albicans ATCC 10131, C. albicans ATCC 63540 e C. kruzei
(CIM=500pg/mL), e baixta atividade para C. parapsilosis (CIM=1000ug/mL); ja Tabebuia
impetiginosa mostrou atividade antifungica moderada para C. albicans ATCC 10131
(CIM=125 pg/mL), C. parapsilosis (CIM=250 pg/mL), C. glabrata e C. Kkruzei

(CIM=500pg/mL) e baixa atividade para C. albicans ATCC 63540 (CIM=1000 pg/mL).



TABELA 37 - Atividade antifingica dos extratos metandlicos das plantas no ensaio de

microdiluicdo em caldo.

CIM (png/mL)
Plantas Fungos
C. albicans C. albicans C. glabrata C. kruzei C. parapsilosis
Anfotericina B 1.0 1.0 0.5 1.0 0.25
Anacardium humile caule 500 250 500 1000 1000
Anacardium humile folhas 500 500 500 500 500
Cariniana rubra 250 1000 1000 1000 1000
Cecropia pachystachyaa 500 500 500 1000 500
Conyza bonariensi folhas 500 500 1000 500 125
Conyza bonariensi raizes 250 500 500 1000 250
Gossypium barbadense 500 500 500 250 250
Lafoensia pacari 250 500 1000 250 250
Plantago major 500 500 500 500 250
Stryphnodendron obovatum 500 500 125 500 1000
Tabebuia impetiginosa 125 1000 500 500 250

Na Tabela 38 sdo apresentados os resultados da determinacdo da atividade antifungica

dos extratos hidroetandlicos das plantas Macrosiphonia velame que mostrou boa atividade

antifungica para C. albicans ATCC 63540 (CIM=061 pg/mL), moderada para C. glabrata

(CIM=125 pg/mL), C. albicans ATCC 10131 e C. parapsilosis (CIM=250 pg/mL), e baixa

atividade para C.kruzei (CIM=1000 pg/mL), e também da planta Strychnos pseudoquina com

moderada atividade para C. glabrata (CIM=125 pg/mL), C. albicans ATCC 10131, C.

albicans ATCC 63540, C. kruzei e C. parapsilosis (CIM=250 pg/mL).



TABELA 38 - Atividade antifingica dos extratos hidroetandlicos das plantas no ensaio de

microdilui¢do em caldo.

CIM (ug/mL)

Plantas Fungos

C.albicans C.albicans C.glabrata C. kruzei C. parapsilosis

Anfotericina B 1.0 1.0 0.5 1.0 0.25
Macrosiphonia velame 250 062 125 1000 250
Strychnos pseudoquina 250 250 125 250 250

Na Tabela 39 séo apresentados os resultados da determinacao da atividade antifungica
dos extratos aquoso e etandlico da vagem + semente da planta Caesalpinia ferrea que
mostraram atividade antifingica moderada para C. albicans ATCC 63540, C. glabrata, C.
kruzei e C. parapsilosis (CIM=250 pg/mL), e C. albicans ATCC 10131 (CIM=500 pg/mL).

O cloranfenicol apresentou boa atividade para todas as bactérias testadas com a CIM
variando entre 0,5 e 2,0 pg/mL. A partir dos resultados apresentados, as plantas que
apresentaram melhores atividades antibacterianas foram: Anacardium humile caule,
Gossypium barbadense, Stryphnodendron obovatum e Macrosiphonia velame e as com
melhores atividades antifungicas foram: Macrosiphonia velame, Conyza bonariensi folhas,

Stryphnodendron obovatum, Tabebuia impetiginosa e Strychnos pseudoquina.

TABELA 39 - Atividade antifungica dos extratos da vagem + semente da planta Caesalpinia

ferre no ensaio de microdiluicdo em caldo.

CIM (pg/mL)
Plantas Fungos

C.albicans C.albicans C. glabrata C. kruzei C. parapsilosis
Anfotericina B 1.0 1.0 0,5 1.0 0.25

Extrato aquoso 500 250 250 250 250
Extrato etandlico 500 500 250 500 250




6.4. Estudo fitoquimico

6.4.1. Abordagem Fitoquimica Preliminar

A analise fitoquimica realizada com os extratos metandlicos revelaram no extrato do

Anacardium humile caule a presenca de taninos, antraquinonas reduzido, cumarinas e

ester6ides livres. Anacardium humile folhas flavondides, taninos, antraquinonas reduzido,

sanponina, cumarina e esterdides livres. Carininana rubra flavondides, taninos, antraquinonas

reduzido, saponinas, cumarinas e triterpendides. Cecropia pachystachyaa flavondides,

taninos, antraquinonas reduzido, cumarinas e esterdides livres (Quadro 4).

QUADRO 4 - Analise fitoquimica preliminar dos extratos metandlicos das plantas

Anacardium humile (caule), Anacardium humile (folhas), Cariniana rubra

e Cecropia pachystachyaa.

Analise fitoquimica preliminar das plantas em estudo

Metabolito secundario A. humille A. humille C.rubra | C. pachystachya
(caule) (folhas)
Flavondides Negativo Positivo Positivo Positivo
Taninos Positivo Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas reduzido Positivo Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas livres Negativo Negativo Negativo Negativo
Alcaléides Negativo Negativo Negativo Negativo
Saponinas Negativo Positivo Positivo Negativo
Cumarinas Positivo Positivo Positivo Positivo
Triterpendides Negativo Negativo Positivo Negativo
Esterdides livres Positivo Positivo Negativo Positivo

A andlise fitoquimica realizada com os extratos metandlicos revelaram: Conyza

bonariensis folhas a presenca de flavondides, cumarinas e esterdides livres. Conyza




bonariensis raizes flavondides, taninos, antraquinonas red uzido, cumarinas e esteroides livres.
Gossypium barbadense taninos, antraquinonas reduzido, cumarinas e esterOides livres.
Lafoensia pacari flavondides, taninos, antraquinonas reduzido, alcaloides, saponinas e

cumarinas (Quadro 5).

QUADRO 5 - Analise fitoquimica preliminar dos extratos metandlicos das plantas Conyza

bonariensis (folhas e raizes), Gossypium barbadense e Lafoensia pacari.

Analise fitoquimica preliminar das plantas em estudo

C. bonariensis | C. bonariensis
Metabolito secundario _
(folhas) (raizes) G. barbadense L. pacari
Flavonoides Positivo Positivo Negativo Positivo
Taninos Negativo Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas reduzido Negativo Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas livres Negativo Negativo Negativo Negativo
Alcaldides Negativo Negativo Negativo Positivo
Saponinas Negativo Negativo Negativo Positivo
Cumarinas Positivo Positivo Positivo Positivo
Triterpenoides Negativo Negativo Negativo Negativo
Esterdides livres Positivo Positivo Positivo Negativo

A andlise fitoquimica realizada com os extratos metandlicos revelaram: Plantago
major a presenca de flavondides, antraquinonas reduzido, cumarinas e esteroides livres.
Stryphnodendron obovatum flavonodides, taninos, antraquinonas reduzido, saponinas,
cumarinas e esteroides livres. Tabebuia heptaphylla flavonoides, antraquinonas reduzido e

cumarinas (Quadro 6).



QUADRO 6 - Analise fitoquimica preliminar dos extratos metandlicos das plantas Plantago

major, Stryphnodendron obovatum e Tabebuia heptaphylla.

Andlise fitoquimica preliminar das plantas emestudo
Metabolito secundario P. major S. obovatum T. heptaphylla
Flavonoides Positivo Positivo Positivo
Taninos Negativo Positivo Negativo
Antraquinonas reduzido Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas livres Negativo Negativo Negativo
Alcaléides Negativo Negativo Negativo
Saponinas Negativo Positivo Negativo
Cumarinas Positivo Positivo Positivo
Triterpendides Negativo Negativo Negativo
Esterdides livres Positivo Positivo Negativo

A analise fitoquimica realizada com o0s extratos hidroetandlicos revelaram:
Macrosiphonia velame a presenca de flavondides, taninos, alcaloides, saponinas, cumarinas e
triterpendides. Strychnos pseudoquina flavonodides, taninos, antraquinonas reduzido,
alcal6ides, cumarinas e esterdides livres. O extrato aquoso da Caesalpinia ferrea apresentou
taninaquinonas reduzido, cumarinas e esterdides livres. O extrato etandlico da planta
Caesalpinia ferrea flavondides, taninos, antraquinonas reduzido, cumarinas e esterdides livres

(Quadro 7).



QUADRO 7 - Andlise fitoquimica preliminar dos extratos hidroetandlicos das plantas
Macrosiphonia velame e Strychnos pseudoquina, e dos extratos aquoso e

etandlico da planta Caesalpinia ferrea.

Analise fitoquimica preliminar das plantas em estudo

Metabélito secundario M. velame S. pseudoquina C. férrea C. férrea
Ext. hidroetandlico | Ext. hidroetandlico| Ext. aquoso | Ext. etandlico
Flavonoides Positivo Positivo Negativo Positivo
Taninos Positivo Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas reduzido Negativo Positivo Positivo Positivo
Antraquinonas livres Negativo Negativo Negativo Negativo
Alcaldides Positivo Positivo Negativo Negativo
Saponinas Positivo Negativo Negativo Negativo
Cumarinas Positivo Positivo Positivo Positivo
Triterpenoides Positivo Negativo Negativo Negativo
Esterdides livres Negativo Positivo Positivo Positivo

6.4.2. Estudo Analitico - Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatoplaca desenvolvida do extrato metandlico da Conyza bonariensis folhas
com cloroformio/éter etilico (50:50 v/v) apresentou a separacdo de quatro bandas com Rfs
(fator de retencdo) de 0,16, 0,28, 0,39 e 0,65. Enquanto na cromatoplaca do extrato
metandlico da Conyza bonariensis raizes usando o mesmo sistema eluente apresentou a
separacdo de apenas uma banda com Rfs de 0,39 (Figura 9). A cromatoplaca desenvolvida do
extrato hidroetanolico da Macrosiphonia velame com metanol (50:50 v/v) apresentou a
separacgdo de duas bandas com Rfs (fator de retengéo) de 0,19 e 0,58.

De acordo com os resultados obtidos referentes as bandas separadas da planta Conyza
bonariensis folhas e raizes, apresentaram um composto de natureza e polaridade

aparentemente iguais em conjunto aos valores de Rf, as folhas apresentaram mais compostos




de natureza e polaridades diferentes. Em relacdo a planta Macrosiphonia velame indicam que
0 extrato hidroetandlico apresenta compostos de natureza e polaridades diferentes (Tabela

40).

TABELA 40 - Valores dos fatores de retencdo do extrato metandlico da planta Conyza
bonariensis folhas e raizes e do extrato hidroetandlico da planta

Macrosiphonia velame.

Valores dos fatores

Plantas Extratos de retencdo (RF’s)
Conyza bonariensis folhas Metanolico 0,16; 0,28; 0,39 e 0,64
Conyza bonariensis raizes Metandlico 0,39
Macrosiphonia velame Hidroetandlico 0,19e 0,57
“
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FIGURA 9 - Perfil cromatografico do extrato metandlico da planta Conyza bonariensis
folhas e raizes e do extrato hidroetandlico de Macrosiphonia velame. Rf: fator

de retencao.



6.5. Bioautografia

A CCD do extrato metandlico da Conyza bonariensis folha apresentou a separacdo de
quatro bancas com Rfs 0,16, 0,28, 0,39 e 0,65. A banda com Rf 0,16 e 0,28 mostrou atividade
frente a bactéria S. aureus, ndo apresentou atividade frente a E. coli e C. albicans (Figura 10).
As plantas Conyza bonariensis raizes e Macrosiphonia velame neste ensaio bioautografico
ndo apresentaram atividade frente as bactérias S. aureus, E. coli e C. albicans (Figura 11 e
Figura 12). Para este bioensaio utilizou-se o cloranfenicol como droga padrdo, o qual

mostrou atividade frente as bactérias testadas.

CGP BGN Fungos

FIGURA 10 - Atividade antibacteriana e antifungica do EMCb folhas da Conyza bonariensis

e a droga padrdo cloranfenicol (C) pelo método de bioautografia



CGP BGN Fungos

FIGURA 11 - Atividade antibacteriana e antifungica do EMCb raizes e a droga padrdo

cloranfenicol (C) pelo método de bioautografia.

CGP BGN Fungos

FIGURA 12 - Atividade antibacteriana e antifungica do EHMv xilopddio.



6.6. Toxicidade Aguda

6.6.1. Bioensaio com Artemia Salina Leach

A Tabela 41 mostra a comparacdo entre 0s grupos tratados com os diferentes extratos
e sulfato de quinidina no ensaio com Artemia salina Leach, onde é demonstrada a
concentragdo letal para 50% das larvas (CLso). O sal marinho 3 % serviu de controle negativo
e ndo causou morte de nenhuma das larvas de A. salina.

Entre os extratos testados, 0 EHMv foio que promoveu maior letalidade das larvas dos
crustaceos com Clsg de 299 + 78 pg/mL, valor mais proximo ao do sulfato de quinidina,
padrdo, apresentando uma CLso de 163,5 + 14 pg/mL. Por outro lado, os EMCb folhas e raizes
mostraram-se menos letais, com uma CLso de 2.639,7 + 514,3 pug/mL e 3.693,9 = 474,6

pg/mL respectivamente.

TABELA 41 - Determinagdo da CLso do EHMv e EMCD folhas e raizes frente ao modelo de

bioensaio por Artemia salina.

Planta/Extrato CL 50 (Mg/mL)
Macrosiphonia velame (EHMv)*° 299 + 78
Conyza bonariensis folhas 2.639,7 £514,3
Conyza bonariensis raizes 3.693,9 £ 474,6
Sulfato de quinidina 1635+ 14

Analise de Probitos. IC de 95%. Fonte: Ribeiro, R.V.>°



6.6.2. Teste hipocréatico

O EHMv ndo promoveu qualquer alteracdo com as doses de 500 e 1000 mg/kg, porém
com a dose de 2000 mg/kg, os animais apresentaram reducdes da mobilidade e frequéncia
respiratoria. A dose de 5000 mg/kg produziu analgesia discreta e intensificou os efeitos
anteriores levando 2/3 dos animais a Obito com até 24 h ap6s o tratamento. Esses efeitos
comecaram a aparecer apés 30 minutos do tratamento e se prolongaram durante as primeiras
24 h. Todos os efeitos observados foram reversiveis, exceto com 0s animais que receberam
EHMv na dose de 5.000 mg/kg, que levou a ébito 2/3 animais nas primeiras 24 h.°® O EMCb
tanto folhas quanto raizes ndo promoveram qualquer alteracdo com as doses de 500, 1000,

2000 e 5000 mg/kg.

TABELA 42 - Efeito da administracdo oral do EHMv e do EMCb usada na triagem

antiedematogénica sobre as atividades comportamentais gerais em

camundongos.
Dose . .
Grupo Efeitos Compo rtame ntais Mortes
i (mgrkg) P
500 Sem alteracdes 0/3
1.000 Sem alteracOes 0/3
Diminuicdo da mobilidade e da frequéncia
6
EHMv> 2.000 respiratoria. 0
Analgesia discreta e intensificacdo dos
5.000 efeitos anteriores, com morte ematé 24 h. 213
500 Sem alteracOes 0/3
1.000 Sem alteracbes 0/3
EMCb folhas 2.000 Sem alteracOes 0/3
5.000 Sem alteracOes 0/3
500 Sem alteracOes 0/3
. 1.000 Sem alteracOes 0/3
EMCD raizes 2.000 Sem alteracdes 0/3
5.000 Sem alteracOes 0/3

Fonte: Ribeiro, R.V.>°



6.7. Modelo de infecgao sistémica em camundongos

A eficacia do extrato metandlico da planta Conyza bonariensis folhas e raizes e o
extrato hidroetanolico da Macrosiplhomia velame xilopddio na prote¢cdo dos animais quanto a
morte causada pela infeccdo bacteriana induzida pelas bactérias gram-positiva e gram-
negativa é mostrada na Tabela 43.

No experimento de infeccdo sistémica, a infeccdo causada pelo microrganismo S.
aureus foi repetido com camundongos Swiss albinos fémeas e os resultados encontrados
foram: nas doses de 10, 50, 100 e 500 mg/kg para infeccdo causada pelo S. aureus, 0 EMCb
folhas preveniu a morte dos animais em 100%; enquanto que o EMCDb raizes protegeu melhor
0s animais somente nas doses de 10 e 50 mg/kg com sobrevida de 85%, nas doses se 100
mg/kg s6 sobreviveram 43% e nas doses de 500 mg/kg a protecdo foi ainda menor,
sobrevivendo apenas 29% dos animais. A protecdo de 50% dos animais para 0 EMCDb raizes
seria entre as doses de 50 e 100 mg/kg, como mais doses ndo foram testadas, a dose mediana
efetiva (DEso) calculada para o EMCb raizes foi de 232,1+ 153,3 mg/kg. O EHMv assim
como 0 EMCb, nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg protegeu o0s animais em 100% s6 diminuindo
sua protecdo nas doses de 500 mg/kg com sobrevida de 85%. O meroponem, droga padréao (20
mg/kg) protegeu 100 % dos animais.

Nas doses de 10 e 50 mg/kg para infecgdo causada pela E. coli realizaddo com
camundongos Swiss albinos machos, 0 EMCb folhas conseguiu prevenir a morte dos animais
nas doses de 10, 50, 100 e 500 mg/kg em 50, 50, 60 e 30%, respecitivamente. Com as doses
de 10 e 50 mg/kg a protecdo foi de 50% dos animiais, apresentando a DEsg de 106,9 + 188,7;
aumentando a sobrevida dos animais na dose de 100 mg/kg com 60% de vida e diminuindo a
protecdo com o aumento da dose para 500 mg/kg com somente 30% de sobrevida; o EMChb

raizes para esta bactéria, somente preveniu a morte dos animais na dose de 10mg/kg, com



apenas 10% dos animais vivos, e nas maiores doses 50, 100 e 500 mg/kg o extrato ndo
apresentou atividade profilatica em relacdo a morte causada pela infeccdo. Os resultados para
0 EHMv foram os seguinte, nas doses de 10 e 50 mg/kg a sobrevida dos animais foram de 30
e 50% respectivamente, enquanto que nas doses de 100 e 500 mg/kg o extrato ndo conseguiu
prevenir a morte dos animais, portanto com a dose de 50 mg/kg houve a protecdo de 50% dos
animias, apresentando a DEsp de 106,9 +188,7. Meroponem, droga padrdo (20 mg/kg)
protegeu 100 % dos animais.

A droga padrdo mostrou eficacia profilatica de 100% para os animais infectados
tanto pela S. aureus quanto pela E. coli, apresentando a DEsp de 7,3 £ 0,7 € 5,2 £ 1,1 mg/kg,

respectivamente.



TABELA 43 - Atividade antibacteriana in vivo do extrato metandlico das folhas e raizes de

Conyza bonariensis e do extrato hidroetandlico do xilopddio da

Macrosiphonia velame no modelo de infec¢do sistémica em camundongos

induzida pela Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Doses Sobrevida DEso+ D.P.M.
Plantas (mg/kg, v.0.) (mg/kg)
Sa Ec Sa Ec
Conyza bonariensis folhas 10 100 50
50 100 50 106,9 £188,7
100 100 60
500 100 30
Conyza bonariensis raizes 10 85 10
50 85 00 232,1+ 153,3
100 43 00
500 29 00
Macrosiphonia velame 10 100 30
50 100 50 106,9 £188,7
100 100 00
500 85 00
Meropenem 20 100 100 7,3x0,7 5211

DEso = dose mediana efetiva 50 %; D.P.M. = desvio padrdo da média.



DISCUSSAO

No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, mais de 70% das bactérias que
causam infecgbes hospitalares sdo resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
comumente utilizados para o tratamento dos pacientes. Ainda, pessoas infectadas com esses
patdgenos apresentam maior permanéncia hospitalar e requerem tratamento com farmacos de
segunda e terceira geracdo, que podem ser menos efetivos, mais tdxicos ou mais caros. *%

Geralmente, a atividade antimicrobiana de produtos naturais, sdo estudadas, avaliadas
e confirmadas através de ensaios bioldgicos in vitro em testes de susceptibilidade ou
sensibilidade.!®® Para os ensaios usados na avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro
muitas metodologias tem sido proposta. Os métodos comumente usados séo os de difusdo em
disco e em agar, diluicdo em &gar e em caldo para a determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM). Os resultados obtidos por cada um desses métodos podem diferir devido a
fatores variaveis entre os testes, como o crescimento microbiano, microorganismos testados,
exposicdo do microorganismo ao extrato teste, a sua solubilidade, a concentragéo testada e o
agente solubilizante.'%

Varias plantas foram selecionadas em estudo etnobotanico, mas somente as plantas
Conyza bonariensis e Macrosiphonia velame tiveram seus estudos aprofundados devido aos
poucos trabalhos realizados quanto a sua avaliacdo antimicrobiana, os quais trazem poucas
informacdes, e de acordo com seu uso popular em ferimentos, inflamacGes e infeccdes,
fundamentaram-se assim, a realizacdo dessa pesquisa como contribuicdo ao estudo das
espécies.

Inicialmente foi realizada uma triagem da atividade antibacteriana in vitro, pelos
métodos de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo, considerados os mais comumente

utilizados para a triagem de extratos de plantas com potencial antibacteriano. %



Na triagem utilizando o método de difusdo em disco, os extratos EMLp, EMAh caule,
EMTi, EMGb, EMPm, EACp, EECf, EACf, EECf, EHMv e EMCb folhas e raizes
apresentaram atividade antibacteriana. A atividade antifungica foram os extratos EMCr,
EMLp, EMGb, EMPm, EACf, EHMv, EMCb folhas e EHSp enquanto que, para a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), os extratos EMAh caule e folhas,
EMCr, EMCp, EMCDb folhas e raizes, EMGb, EMLp, EMSo, EMTi, EHMv, EHSp e EACT,
EECT, apresentaram melhores atividades antibacterianas e os extratos EMAh caule e folhas,
EMCr, EMCp, EMCb folhas e raizes, EMGb, EMLp, EMPm, EMSo, EMTi, EHMv, EHSp,
EACf e EECf apresentaram atividade antifungica. A partir destes resultados somente 0s
extratos EHMv e EMCb foram selecionados para continuacdo dos experimentos.

A triagem da atividade antibacteriana inicial foi realizada de Conyza bonariensis e
Macrosiphonia velame pelo método de difusdo em disco. O EHMv apresentou potente agdo
antibacteriana contra E. faecalis formando zona de inibicdo de 10-22 mm (0,019 e 20
pg/disco) tabela 15; 0 EMCb folhas apresentou maior espectro de acéo para as bactérias gram
positivas com poténcia para a E. faecalis e S. pyogenes formando zonas de inibicdo de 10-16
mm (2,5 e 20 pg/disco) tabela 16; o EMCDb raizes apresentou espectro de acdo com poténcia
para a E. faecalis e E. aerogenes formando zonas de inibicdo de 10-13 mm (5 e 20 pg/disco)
tabela 17. Chaudhry e colaboradores (2001)'°¢, avaliaram a atividade antibacteriana do extrato
metandlico e diclorometanico das folhas de Conyza bonariensis utilizando o método de
difusdo em &gar frente a E. coli e 0 mesmo apresentou atividade para 0 microrganismo
testado, em contraposicdo ao resultado deste trabalho cujo EMCb folhas foi inativo para E.
coli.

Em relacdo a acdo antifungica, o EHMv apresentou acdo para C. parapsilosis, C.
glabrata e C. albicans ATCC 10231 formando zona de inibicdo de 10-11 mm (0,009 e 5

pg/disco) tabela 30; o EMCb folhas apresentou espectro de agdo para os fungos testados: C.



kruzei, C. parapsilosis, e C. albicans 64550 e 10231 formando zonas de inibicdo de 10-15
mm (0,019 e 20 pg/disco) tabela 31; 0 EMCDb raizes ndo apresentou espectro de acao fungica.

No teste de difusdo em disco o EHMv apresentou atividade antibacteriana com
espectro de acdo e poténcia maiores que a atividade apresentada pelos EMCb folhas e raizes.
Quanto & agdo antifungica o extrato com melhor acdo foi do EMCb folhas.

Os resultados da CIM na tabela 34 mostra que o EMCb folhas apresentou atividade
antibacteriana moderada para E. faecalis (CIM=250 pg/mL) e S. pyogenes, E. aerogenes e P.
aeruginosa (CIM=500 pg/mL); enquanto que o EMCb raizes teve atividade antibacteriana
moderada para E. faecalis, S. pyogenes e P. aeruginosa (CIM=500 pg/mL). Esses extratos
apresentaram maior poténcia para as bactérias gram-positivas.

Enquanto que o EHMv na tabela 35 mostrou atividade antibacteriana moderada para E.
faecalis (CIM=125 pg/mL) e S. pyogenes (CIM=500 pg/mL), também com maior poténcia
para as bactérias gram positivas. Em estudos anteriores Aratjo (2004)%" no teste da CIM, o
0leo de Conyza bonariensis apresentou sensibilidade para S. aureus e ndo apresentou agédo
antibacteriana para a bactéria gram negativa testada (Salmonella spp). Avancini (2008)*,
também pelo método de diluicdo (10 UFC mL™) do macerado hidro-alcodlico das partes
aéreas de Conyza bonariensis apresentou atividade antibacteriana contra 0 microrganismo S.
aureus. Estes resultados discordam dos resultados encontrados nesse trabalho, pois verificou-
se que, os EMCb folhas e raizes apresentaram sensibilidade para microrganismos diferentes
como as bactérias gram positivas (E. faecalis e S. pyogenes) e a bactéria gram negativa (P.
aeruginosa).

Em relagdo a atividade antifungica pela CIM o EMCb folhas na tabela 37 mostrou
atividade antifingica moderada para C. parapsilosis (CIM=125 pg/mL) e C. albicans ATCC
10231 e 64550 e C. kruzei (CIM=500 pg/mL); enquanto que o EMCb raizes teve atividade

antifungica moderada para C. albicans ATCC 10231 e C. parapsilosis (CIM=125 pg/m) e C.



albicans ATCC 64550 e C. glabrata (CIM=500 pg/mL). Dubey (1982)!%° em seus
experimentos também confirma a atividade antifingica da planta Conyza bonariensis folhas.

O EHMv na tabela 38 mostrou boa atividade antifingica para C. albicans ATCC
64550 (CIM=062 pg/mL) e atividade moderada para C. glabrata (CIM=125 pg/mL), C.
albicans ATCC 10231 e C. parapsilosis (CIM=250 pg/mL). O extrato com maior poténcia
antifingica foi o EHMv. Aratjo (2004)'%7 verificou atividade antifangica na CIM do 6leo de
Conyza bonariensis para C. albicans e insensibilidade para C. kruzei, cepas de isolados
clinicos. As nossas cepas nesse experimento foram todas ATCC, podendo ser um fator
discordante, pois verificamos sensibilidade para os EMCb folhas frente a C. albicans e C.
kruzei e acdo do EMCb raizes para C. albicans, tendo resultados semelhantes na
insensibilidade de C. kruzei para 0 EMCb raizes.

O EHMv apresentou boa atividade antifingica contra C. albicans ATCC 64550 com
CIM de 062 pm/mL embora ndo tenha apresentado acdo no teste de disco difusdo. Isso se
deve ao fato de o método de microdiluicdo em caldo apresentar maior sensibilidade as drogas
do que 0 método de difusdo emdisco, pois permite um contato direto entre a droga, 0 meio de
cultura e os fungos, que sdo incubados sob agitacdo continua, de acordo com Oliveira
(2007).1%* O mesmo extrato nos dois testes confirma sua inatividade quanto & acéo antifangica
frente & C. kruzei.

O EHMv confirma sua agdo antibacteriana nos dois testes, tanto disco difusdo quanto
MIC apresentaram boa inibicdo do crescimento bacteriano de E. faecalis. O EMCb folhas
também confirma sua acdo antibacteriana nos testes de difusdo em disco e MIC para E.
faecalis e S. pyogenes, ou seja com boa agdo contra 0s cocos gram positivos. Diverge nos
testes tendo acdo somente na CIM para E. aerogenes e P. aeruginosa. O EMCb raizes no
método de difusdo em disco s teve acdo antibacteriana para E. faecalis e E. aerogenes, nao

tendo acdo para E. aerogenes na CIM. O mesmo extrato teve acdo antibacteriana na CIM para



E. faecalis confirmando sua acdo no teste de difusdo em disco e ainda teve acdo para S.
pyogenes e P. aeruginosa, confirmando sua agdo contra cocos gram positivos e gram
negativos.

O EMCb folhas ndo apresentou atividade antifingica no método de difusdo em disco e
CIM para C. glabrata; e o EMCb raizes ndo apresentou atividade no método de difusdo em
disco para nenhum fungo testado, discordando da CIM que foi ativa para os fungos C.
albicans ATCC 10231 e 64550, C. glabrata e C. parapsilosis; e ndo tem acdo antifungica
para C. kruzei.

Neste estudo ocorrem algumas divergéncias nos experimentos de difusdo em agar e
CIM, como exemplo tem-se a insensibilidade ao método pela bactéria S. aureus e a
sensibilidade por bactérias gram negativas como E. aerogenes e P. aeruginosa, tais fatos
podem ser devido a alguns fatores como:

1°) Na avaliacdo da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco ocorre
variagdo da zona de inibicdo formada, pois 0 tamanho da zona de inibicdo de crescimento é
influenciado pela velocidade de difusdo das substancias no agar de acordo com Virtuoso
(2005).110

2°) Difusdo negativa / MIC positiva = difusdo do extrato no disco é mais lenta, a
solubilidade em caldo é mais rapida, e neste trabalho, a concentracdo usada na MIC foi maior
do que a usada no difusdo emdisco.

3% Difusdo positiva / MIC negativa = sinergismo x antagonismo

Dose dependente, com o aumento da dose pode ocorrer: dessensibilizacdo dos
receptores por excesso de estimulagdo; aparecimento em doses altas do extrato de compostos
gue ndo apresentam guantidades suficientes da atividade antimicrobiana para produzirem seus
efeitos; perda da especificidade do efeito com estimulacdo vias antagbnicas em virtude das

concentracOes elevadas do agonista; intoxicacdo que inibe qualquer efeito.



4°) Difusdo positiva / MIC positiva = inicio da acéo do extrato imediata, seria a acdo
esperada em todos os experimentos realizados nesse trabalho.

Muitos estudos estdo focados na determinacdo da atividade antimicrobiana de plantas
associadas a medicina popular, assim como é de interesse identificar as substancias
responsdveis por esta atividade, direcionando-as a identificagdo de compostos como os 6leos
essenciais ou o isolamento de substdncias como os alcaloides, flavondides, lactonas
sesquiterpénicas, diterpenos, triterpenos ou naftoquinonas.

A fitoquimica realizada do EHMv revelou a presenca de flavondides, taninos,
alcaldides, saponinas, cumarinas e triterpendides, sendo alguns metabdlitos secundarios
dotados de atividade antimicrobiana, segundo Simdes (1999).''* O EMCb folhas revelou
somente a presenca de flavondides, cumarinas e esterdides livres, enquanto que o EMChb
raizes revelou a presenca de mais metabdlitos secundarios como: flavondides, taninos,
antraquinonas reduzido, cumarinas e esterdides livres, de acordo com Favila (2007)** que em
seus estudos também evidenciou-se a presenca de varios metabolitos secundarios, sugestivos
de acdo antimicrobiana.

Todos os resultados apresentados na abordagem fitoquimica pelos EMCb e EHMv
apresentaram a presenca dos flavondides; de acordo com Violante (2009)*!2 os flavonéides na
biologia vegetal é, por vezes, aproveitado para explorar suas atividades terapéuticas como, por
exemplo, antifingica e bactericida, antioxidante e protetora dos raios ultravioletas.

De acordo com Salisbury (1992)*3

0s metabdlitos secundarios das plantas séo
compostos micromoleculares evolutivamente selecionados para conferir vantagens
adaptativas, essas substdncias participam diretamente das interacbes biogquimicas de
convivéncia e comunicacdo entre as plantas e os varios organismos Vvivos no sistema

ambiental. Ao longo do processo evolutivo as plantas desenvolveram mecanismos de defesa

para sua sobrevivéncia. Dentre as formas de protecdo adquiridas, foram desenvolvidas rotas



biossintéticas — hoje conhecidas como metabolismo secundario - para a producdo de
substancias nocivas e toxicas aos inumeros parasitas e predadores.

Os flavondides séo substancias hidroxiladas fendlicas que constituem a mais ampla
familia de fenodis naturais. S8o conhecidas por serem sintetizadas pelas plantas em respostas
as infec¢des bacterianas. Esta atividade € provavelmente devida a sua capacidade em formar
complexos com proteinas sollveis extracelulares e com a parede celular de forma similar as
quinonas. E ainda seu carater lipofilico pode ser responsavel pela ruptura da membrana

celular dos microorganismos. Lopes, et al (1998)*

observaram a atividade fungica de
flavonoides de isolados de plantas, que apresentaram acdo 10 vezes mais potente que a
nistatina,}%* sendo atribuida a eles uma série de efeitos contra microrganismos com agdo
antibacteriana de acordo com Wang (2000).1*® Havsteen (2002)!!° diz que a atividade
antibacteriana dos flavonodides parece estar relacionada com sua interferéncia com os canais
de ions, alterando o metabolismo do microrganismo. Varias espécies de plantas ricas em
flavondides relatam ter propriedades terapéuticas e preventivas as doengas segundo Abu-
Dhab (2007).1%’

Os taninos constituem um grupo de substdncias fendlicas poliméricas e podem-se
dividir em hidrolizaveis ou condensados. Plantas ricas em taninos sdo empregadas na
medicina tradicional para o tratamento de diversas moléstias organicas, como diarréia,
reumatismo, hemorragia, feridas, queimaduras, inflamagdo, dentre outras. Tem-se descrito
mais de 30 taninos que sdo capazes de inibir crescimento de fungos e bactérias de acordo com
Cowan (1999)% e Simdes (2002)%°.

Os alcaldides recebem esta denominagcdo por serem compostos nitrogenados

heterociclicos que apresentam atividade microbicida, incluindo espécies de Giardia e

Entamoeba e também atividade contra Tripanossoma. O mecanismo de acdo dos alcaloides



parece estar relacionado com a sua interagdo com a parede celular e o DNA dos
microorganismos, segundo O liveira (2007).1%4

O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar complexos com
esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas determinam um numero variado de
propriedades biologicas, destacando acdo sobre as membranas celulares, alterando a sua
permeabilidade, ou causando a sua destruicdo. Relacionando com essa acdo estdo as
atividades hemolitica, ictiotoxica, molusquicida, anti-helmintica, hipocolesterolemiante,
antifangica, antiviral, espermicida, expectorante, diurética e antiinflamatoria. %% 1%

As Cumarinas constituem uma classe de metabdlitos secundarios derivados do &cido
cindmico, amplamente distribuidos no reino vegetal, podendo também ser encontrados em
fungos e bactérias. A esses compostos atribui-se uma grande variedade de atividades
bioldgicas, como a antimicrobiana, antiviral, antiinflamatoria, antiespasmaédica, antitumoral e
antioxidante, as quais podem estar relacionadas com a inibicdo da atividade de enzimas, por
exemplo, daquelas envolvidas no metabolismo do &cido araquiddnico, e com a sua atividade
“scavenger” de espécies reativas de oxigé€nio. Cerca de 1290 cumarinas ja foram isoladas de
fontes naturais. Suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e aplicacGes terapéuticas
dependem de seus padrdes de substituicdo.*'® Absorbancias de freqiiéncias de infravermelho
de derivados cumarinicos podem ser utilizadas como parametros exclusivos para modelos de
previsdo de atividade bioldgica (atividade antiftingica), de acordo com Coberllini, 2004.°

Os triterpenos originam-se da ciclizacdo do esqualeno e podem ser triterpenos comuns,
ester6ides e saponinas, por exemplo, enquanto que os esterdides podem ser considerados
metabolitos dos triterpenos. Dentre os triterpenos e esteroides de origem vegetal de
importancia estdo as saponinas.!

Com base nos resultados apresentados pelo EMCb preparado a partir das folhas,

sugere-se que 0s principios ativos presentes nas folhas tenham maior polaridade e



possivelmente se tratam de flavondides. O mesmo acontecendo com o extrato, mais polar, o
EHMv preparado a partir do xilopddio, que apresentou atividade antibacteriana ainda mais
significativa. Sendo estes solventes bons extratores de substancias ativas como flavondides,
alcaldides e terpenos, conforme Cowan (1999).%?

O perfil cromatografico em conjunto aos resultados obtidos no ensaio antimicrobiano
de bioautografia dos EHMv e EMCb folhas e raizes sugerem que diferentes substancias ou
grupos de substancias quimicas e de diferentes polaridades sejam responsaveis pela atividade
antimicrobiana apresentada. Nos resultados obtidos na bioautografia observaram-se halos de
inibicdo de tamanhos variados para diferentes Rf's. Para 0 EHMv e 0 EMCDb raizes o sistema
eluente (fase movel) foi capaz de separar duas e uma bandas respectivamente, as quais ndo
apresentaram atividade antimicrobiana, indicando que as substancias ativas sejam de grupos
quimicos e polaridades distintas. Ja com relacdo ao EMCb folhas o sistema eluente foi capaz
de separar 4 bandas, as quais duas apresentaram atividade antibacteriana, somente para 0s
COoCos gram positivos, indicando que as substancias ativas sejam de grupos quimicos distintos
e polaridades semelhantes. De acordo com Favila (2007)* o seu extrato bruto e fragdes
testadas da Conyza bonarensis ndo inibiram significativamente o crescimento das bactérias
gram-negativas, gram-positivas e os fungos; no método ndo foi detectado essa atividade, pelo
pressuposto que as substancias estdo separadas em CCD, com suas substancias bioativas
separadas uma das outras, resultando em pequena ou nehuma atividade. Nossos resultados
discordam tendo atividade antibacteriana para 0 EMCb folhas frente ao microrganismo S.
aureus.

Esses resultados podem estar relacionados com os grupos de metabdlitos secundarios
identificados na abordagem fitoquimica. A partir desta bioautografia, pode-se direcionar um
isolamento bioguiado das plantas aqui testadas e de acordo com os Rf's apresentados pelas

drogas testes, mostram que as mesmas podem ser posteriormente isoladas, exceto para a



banda que apresentou um curto e um longo valor de Rs (Rs 0,16 e 0,65) respectivamente.?3

Muitos destes compostos podem ser isolados ou obtidos por ensaio bioguiado apds deteccao
prévia da atividade antimicrobiana da planta em estudo. %

Neste ensaio bioautografico € observado a possivel existéncia de substancias ou
grupos de substancias quimicas capazes de inibir o crescimento bacteriano, desta forma
mostrando que a planta possui este potencial a ser explorado. A bioautografia permite a
determinacdo da polaridade dos compostos ativos, como mostra os resultados obtidos,
sugerindo que as substadncias ou classes de substancias ativas presentes no EMCb folhas
sejam de caracteristicas polares.!®* Os flavondides, as cumarinas e os esterdides identificados
na abordagem fitoquimica preliminar e que apresentam caracteristicas polares podem ser
responsaveis pela atividade apresentada frente as bactérias gram positivas envolvidas neste
estudo. Em contrapartida, Favila (2007),*! no ensaio de bioautografia com 6leos volateis das
raizes da Conyza bonariensis apresentaram a¢do antimicrobiana frente aos microrganismos
gram-negativos Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e ao fungos Candida albicans, ndo
apresentando sensibilidade ao método pelas bactérias gram positivas.

O bioensaio de toxicidade com Artemia salina oferece numerosas vantagens, por ser,
em geral bem simples, rapido, sensivel e barato. E definido como a estimativa da
concentracdo ou poténcia de uma substancia através da medida de uma resposta bioldgica
produzida.>

Em estudo realizado por Dolabela (1997),'?! estabeleceu-se critério de classificacdo
toxicologica de extratos brutos hidroetandlicos com base nos niveis de CLso em Artemia
salina, em que: CLsp<80 mg/mL, altamente tdxicos; CLso entre 80 mg/mL e 250 mg/mL,
moderadamente toxicos; e CLso>250/mL, com baixa toxicidade ou ndo toxicos. Com base
nesta classificacdo, observou-se que o sulfato de quinidina apresentou toxicidade moderada

nos dois experimentos, 0 EHMv tem baixa toxicidade e os EMCb mostrou-se ndo toxicos



para A. salina, discordando do resultado encontrado por Favila (2007)*! onde o extrato bruto
de Conyza bonariensis e suas fracGes cloroférmica, acetato de etila e butandlica
demonstraram um alto indice de citotoxicidade frente a Artemia salina, uma vez que a CL50

foi menor que 1000 pg/mL e proxima ao padrio Cloridrato de Berberina. Azevedo (1999)*%2

também discorda dos nossos resultados dizendo em sua pesquisa que a Conyza bonariensis
como ac¢do antibidtica é restringida pela sua toxicidade.

O teste hipocratico consiste de uma avaliacdo qualitativa e preliminar das propriedades
toxicas de uma substancia. Os testes foram realizados em concordancia com a RE n° 90 da
ANVISA de 2004, que orienta como devem ser procedidos os estudos de toxicidade pre-
clinica de fitoterapicos.®® O teste verificou a toxicidade aguda dos extratos administrados por
via oral em doses crescentes (500, 1.000, 2.000 e 5.000 mg/kg), mediante observacfes das
principais alteragdes comportamentais manifestadas pelos animais, no periodo de 14 dias.

Nesse experimento, apenas 0s EHMv produziu sinais comportamentais agudos dignos
de nota, a partir da dose de 2.000 mg/kg. Sendo observados sinais de depressdo central através
diminuicdo da motilidade e da freqUéncia respiratoria. Na dose mais elevada (5.000 mg/kg)
foi verificado o aumento da passividade e moderada analgesia, seguida de perda de apreenséao
das patas e culminando com a morte de 2/3 dos animais que receberam EHMv. Estes sinais
indicam tanto a possibilidade de uma atividade antinociceptiva ao nivel central ou periférico,
guanto uma possivel acdo depressora do SNC, dose dependente, com possibilidade de
respostas antagonicas a mediada que se eleva a dose.>* No mesmo experimento, os EMCb
folhas e raizes ndo produziram sinais comportamentais diferenciados, apresentando baixo
grau de toxicidade, resultado que se encontra de acordo com Abu-Dahab (2007).}!” O estudo
da toxicidade aguda demonstrou que 0s extratos aquosos e etanolicos 70% da planta Conyza
bonariensis também ndo ocasionaram toxicidade, por via oral, em camundongos no trabalho

de Favila (2007).*



Confirmando o indicio de baixa toxicidade oral aguda, sugerido pelos testes de
Artemia salina e hipocratico, a DLsg, calculada para o EHMv foi de 4.146 + 218,5 mg/kg. A
legislacdo brasileira classifica os produtos de origem natural em 5 classes: produtos altamente
toxicos (I), produtos toxicos (Il), produto de média toxicidade (I11), produtos de baixa
toxicidade (IV) e produtos praticamente ndo toxicos (V). Portanto, a partir dos dados obtidos,
podemos admitir que 0 EHMv enquadra-se como “Produtos Fitossanitirios da Classe 1V”,
segundo a Portaria n.04 — DISAD/MS de 30 de abril de 1980, que classifica como produtos de
baixa toxicidade as formulacdes que apresentem DLsg oral entre 4.000 e 6.000 mg/kg.>

Neste trabalho foi reproduzido o modelo experimental de infeccdo sistémica em
camundongos para avaliacdo da atividade in vivo dos EHMv e EMCb folhas e raizes.!°%

No modelo de infeccdo sistémica induzida em camundongos, os resultados obtidos
pelos EMCb folhas e raizes e EMMv mostraram atividade antibacteriana, com atividade
profilatica as infecgdes causadas pelos microrganismos gram-positivo e gram-negativo (S.
aureus e E. coli). Na infeccdo induzida pelo S. aureus o EMCb folhas apresentou boa
atividade em todas as doses de 10, 50, 100 e 500 mg/kg, com prevencdo de morte superior a
100 % dos animais. Ndo sendo marcante a diferenca protetora entre essas doses. Na infeccao
induzida pelo S. aureus o EMCD raizes apresentou melhor atividade nas doses de 10 e 50
mg/kg, com prevencdo de morte superior a 50 % dos animais. Na infec¢do induzida pelo S.
aureus 0 EHMv xilopodio apresentou melhor atividade nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg, com
prevencdo de morte superior a 100 % enguanto que na dose de 500 mg/kg a prevencao de
morte foisuperior a 85% dos animais.

No caso da infeccdo induzida pela E. coli, os melhores resultados foram obtidos nas

menores doses. O EMCDb folhas apresentou boa atividade nas doses de 10, 50 e 100 mg/kg,

com prevencdo de morte entre 50 e 60 % dos animais. O EMCb raizes ndo apresentou boa



atividade, ndo prevenindo a morte dos animais. O EHMv xilopddio apresentou melhor
atividade na dose de 50 mg/kg, com prevencdo de morte de 50 %.

De acordo com Oliveira (2006)'?*, ha interferéncia dos 6leos essenciais presente nas
plantas medicinais de uso popular sobre a acdo antibacteriana de antibioticos utilizados na
clinica. O dleo essencial de C. bonariensis apresentou sinergismo com a maioria dos
antibidticos testados. A alcoolatura desta planta tem sido usada topicamente no tratamento de
dermatoses. Azevedo (1999)'% evidenciou que Véarios compostos acetilénicos presentes na
planta C. bonariensis possuem atividade antibiotica, nematicida, fungicida e larvicida.

De acordo com Souza (2003)24

, 0 6leo da Conyza bonariensis foi capaz de inibir a
inflamacdo induzida por LPS incluindo a migracdo celular, com um efeito semelhante
observado para limoneno puro, confirmando sua acéo antiinflamatéria.

Ha poucos estudos em relagdo a acdo antimicrobiana da planta Macrosiphomia
velame, mas j& ha comprovacdo da sua acdo antiinflamatéria no estudo do Ribeiro (2009)°° e
varias plantas pertencentes a familia Apocynaceae com acdo antimicrobiana comprovada
dentre elas destacam algumas como: Tabernaemontana stapfiana Britten,'*® Landolphia
owariensis, *2® Nerium indicum Mill,*?” Himatanthus lancifolius.'?® Rhazya stricta Dene.!?®

Em relacdo a planta Conyza bonariensis, ha um pouco mais de trabalhos publicados
quando comparado com a Macrosiphomia velame. Ha vérias plantas pertencentes a familia
Asteraceae com acdo antimicrobiana comprovada, eis apenas algumas em destaque:
Chamonmilla recutita L.** Pteronia onobromoides,** Vernonia cinerea Less,*** Baccharis
dracunculifolia e Baccharis uncinella.**®

De forma geral os resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos realizados, 0s
extratos testados apresentaram atividade antibacteriana e frente as bactérias gram-positivas e

gram negativas, embora com maior énfase nas gram positivas; e ainda apresentaram atividade

antifungica frente as Candidas testadas. O perfil de seletividade em relacéo as bactérias gram-



positivas tem sido geralmente encontrado nos testes de atividade antimicrobiana com plantas,
entretanto € um fendmeno também observado para a maioria dos agentes antimicrobianos
sintéticos.®’ A resisténcia intrinseca das bactérias gram-negativas aos agentes antimicrobianos
tem sido associada a presenca de enzimas e outras estruturas na membrana externa que sao
capazes de bular a atividade antibidtica. Com isso 0 agente antimicrobiano ndo consegue
penetrar na célula, ou quando consegue a concentracdo ndo é suficiente para apresentar o

resultado esperado.®”>°



CONCLUSAO

Os resultados obtidos no desenvolvimento do trabalho permitiram concluir que:

% Das 12 plantas selecionadas os extratos que apresentaram melhores resultados
foramdas plantas Conyza bonariensis e Macrosiphonia velame;

% Na triagem da atividade antibacteriana pelo ensaio de difusdo em disco as
plantas testadas apresentaram atividade antibacteriana com os melhores resultados observados
para 0 extrato hidroetandlico de Macrosiphonia velame xilopddio, seguido pelos extratos
metandlicos de Conyza bonariensis folhas e raizes; ja na triagem da atividade antifingica os
melhores resultados foram para o extrato metandlico da Conyza bonariensis folhas, seguido
pelo extrato hidroetandlico da Macrosiphonia velame xilop6édio e ndo apresentou atividade
antifangica para o extrato metandlico da Conyza bonariensis raizes;

% No teste de sensibilidade, na determinacdo da CIM dos extratos selecionados 0s
extratos metandlico da Conyza bonariensis folhas e extrato hidroetandlico da Macrosiphonia
velame apresentaram atividade antibacteriana, enquanto que o extrato metandlico da Conyza
bonariensis raizes ndo apresentou boa sensibilidade ao método. Na atividade antiflngica o
extrato hidroetandlico da Macrosiphonia velame apresentou melhor atividade, enquanto que
0s extratos metandlicos da Conyza bonariensis folhas e raizes apresentaram pouca atividade
antifangica;

% O perfil fitoquimico apresentado pelos extratos metandlicos da Conyza
bonariensis folhas e raizes e extrato hidroetandlico da Macrosiphonia velame Xxilopddio,
revelaram a presenca de grupos de metabdlitos secundarios, substancias bioativas, como
alcaldides, flavonoides, saponinas, taninos e esteroides, que sdo grupos de substancias dotadas

de atividade antimicrobiana;



% O perfil cromatografico em conjunto aos resultados obtidos no ensaio
antimicrobiano de bioautografia dos extratos metandlicos da Conyza bonariensis folhas e
raizes e extrato hidroetandlico da Macrosiphonia velame xilopddio sugerem que 0S mesmos
apresentam diferentes classes de metabdlitos secundarios, de polaridades distintas,
possuidoras de atividade antimicrobiana; principalmente o extrato metandlico da Conyza
bonariensis folhas que teve bioautografia positiva para a bactéria S. aureus;

% No bioensaio com Artemia salina a Concentragédo Letal (CLsg) foi melhor com os
extratos metandlicos da Conyza bonariensis folhas e raizes, do que com o extrato
hidroetandlico da Macrosiphonia velame. O teste hipocratico mostra que realmente os
extratos metandlicos da Conyza bonariensis folhas e raizes apresentam menor toxicidade
quando comparado com o extrato hidroetandlico da Macrosiphonia velame;

% No modelo de infecgdo sistémica, extrato metandlico da Conyza bonariensis
folhas e o0 extrato hidroetandlico da Macrosiphonia velame xilopodio apresentaram atividade
antibacteriana in vivo, com acdo profilatica, prevenindo os animais contra a morte causada
pela infeccdo sistémica induzida por S. aureus e E. coli;

% Os extratos metanolicos da Conyza bonariensis e extrato hidroetandlico da
Macrosiphonia velame apresentaram atividade antimicrobiana in vitro e antibacteriana in
vivo, nos modelos antimicrobianos frente a bactérias gram-positivas e gram-negativas,

justificando o uso destas plantas como antiinfecciosas.
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