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RESUMO

A piscicultura € um setor bastante promissor para producdo de alimentos, porém,
ainda existem varios gargalos para o seu desenvolvimento. Um destes entraves é a
sanidade dos peixes. Sao poucos 0s estudos a respeito das formas de tratamento
que podem ser utilizados nos sistemas piscicolas, principalmente em doencas
causadas por agentes bacterianos. Isso é um grande problema, visto que, muitas
das doencas na piscicultura sdo de etiologia bacteriana, e estas vem adquirindo
cada vez mais resisténcia aos antibitticos utilizados tradicionalmente. Uma das
espécies de grande importancia na piscicultura por causar grandes mortalidades é a
Aeromonas hydrophila, microrganismo que também vem se tornando cada vez mais
resistente aos antibiéticos utilizados comumente devido ao seu uso indiscriminado.
Consequentemente, o interesse por produtos naturais biologicamente ativos com o
intuito de serem utilizados como profilaxia e no tratamento de doencas em peixes
tem aumentado nos ultimos anos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade antibacteriana dos extratos diclorometanico (DCM), metandlico (MeOH) e
aquoso (H2O) dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia contra
Aeromonas hydrophila e fracionar o extrato mais ativo. Os testes de atividade
antibacteriana foram realizados em duplicata pelo método de difusdo em agar pela
técnica do poco e por bioautografia. A determinacdo da concentracdo inibitéria
minima (CIM) foi realizada por macrodiluicdo e a concentracdo minima bactericida
(CMB), a partir da CIM. O extrato DCM nao apresentou atividade antibacteriana,
porém, os extratos MeOH e H,O apresentaram atividade contra A. hydrophila.
Dentre os dois extratos ativos, o MeOH foi escolhido para posterior fracionamento,
devido as caracteristicas das moléculas presentes nele. A CIM e a CBM para o
extrato metandlico foram 4 mg/mL e 32 mg/mL, respectivamente, mostrando-se
entdo bacteriostatico e bactericida. O fracionamento deste extrato comecgou pela
particdo liquido-liquido, com os solventes DCM, acetato de etila (AcOEt), butanol
(BUOH) e H,O. Em seguida, foi realizada uma nova avaliacdo da atividade
antibacteriana destas fases, onde todas mostraram-se ativas, porém com
intensidades distintas e devido as suas caracteristicas moleculares e quantidade de
massa, foi escolhida a fase AcOEt para posterior fracionamento. Assim, a fase
AcOEt foi submetida a uma cromatografia em coluna de Florisil, usando gradiente de
DCM, AcOEt e MeOH, obtendo-se 86 fracbes, que foram reunidas apos analise em
cromatografia em camada delgada comparativa, totalizando 10 fracdes. Foi realizado
teste de atividade antibacteriana das ultimas fracbes que continham massa
suficiente para continuar o fracionamento, porém nao apresentaram atividade.
Assim, foram realizadas andlises de bioautografia, com a fase AcOEt (original), para
determinar se havia a possibilidade das substancias ativas terem ficado retidas na
coluna, e ainda se havia a possibilidade de ocorrer sinergismo entre todas as fracdes
e, pelos resultados obtidos, ambas as possibilidades foram descartadas. Desta
forma, o que pode ter ocorrido é que a escolha da fase estacionaria ou movel foi
incorreta, gerando a degradacdo das moléculas ativas. Outras metodologias de
fracionamento dever&o ser realizadas com o extrato metandlico dos frutos de C.
asperifolia subsp. magnifolia visando isolar as moléculas antibacterianas.



Xii

ABSTRACT

The fish farming is a promising sector for food production, however, there are still
several bottlenecks to its development. One of these impediments is the fish’'s health.
They are few studies regarding the treatment forms that can be used on fish farming
systems, mainly about diseases caused by bacterial agents. This is a great problem,
because many of the fish farming diseases are of bacterial aetiology, and they are
acquiring more and more resistance to the antibiotics traditionally used. One of the
species that causes great mortalities in fish farming is Aeromonas hydrophila,
microorganism that is becoming more and more resistant to the antibiotics used
commonly due to its indiscriminated use. Consequently, the interest for biologically
actives natural products with the intention of use them as prophylaxis and in fish
diseases treatment has been increased in the last years. Therefore, the aim of this
work was to evaluate the antibacterial activity of dicloromethanic (DCM), methanolic
(MeOH) and aqueous (H,O) extracts of Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia
fruits against Aeromonas hydrophila and to fractionate the most active extract. The
antibacterial activity assays were accomplished, in duplicate, using the agar diffusion
method by well technique and bioautography. The minimum inhibitory concentration
(MIC) determination was made by macrodilution and the minimum bactericidal
concentration (MBC), from MIC. The DCM extract didn't show antibacterial activity,
however, the MeOH and H,O extracts showed activity against A. hydrophila.
Between the two active extracts, the MeOH was chosen for subsequent fractioning,
due to the characteristics of the molecules present in it. The MIC and MBC for the
MeOH extract were 4 mg/mL and 32 mg/mL, respectively and showing both
bacteriostatic and bactericidal activities. The fractionation of this extracts began by
liquid-liquid partition using DCM, ethyl acetate (AcOEt), buthanol (BuOH) and H,O,
as solvents. Then, a new assay to evaluate the antibacterial activity of those phases
was accomplished and all phases showed activity, however, with different intensities,
and due to their molecular characteristics and mass amount, AcCOEt phase was
chosen for the subsequent fractioning. So, the AcOEt phase fractionation was
performed by using Florisil column chromatography and DCM, AcOEt and MeOH
gradient, yielding 86 fractions, which were combined after thin layer chromatography
comparison totalizing 10 fractions. The antibacterial test was made with the last
fractions containing enough mass to follow the fractionation, but showed no activity.
Thus, tests were carried out bioautography assay with the phase AcOEt (original), to
determine whether there was a possibility of the active substances have been held in
the column, and if still had the possibility of synergism occurring between all the
fractions and, by the results obtained, both possibilities were discarted. Thus, what
may have happened is that the choice of stationary or mobile phases was incorrect,
yielding the degradation of the active molecules. Other fractionation methods should
be carried out with the fruit methanolic extract of C. asperifolia subsp. magnifolia in
order to isolate the antibacterial molecules.



1. INTRODUCAO

A floresta Amazodnica se destaca por possuir a maior diversidade floristica do
mundo. Sendo assim, apresenta varias espécies vegetais que podem ser portadoras
de principios ativos, com potencial terapéutico contra varias doencas, principalmente
no que diz respeito a doencas causadas por agentes bacterianos (CUNICO et al.,
2006; TANAKA et al., 2005). Isso se torna de grande importancia, visto que, os
antibacterianos disponiveis no mercado estdo se tornando cada vez mais
ineficientes gracas ao aparecimento de cepas com resisténcia a seus principios
ativos, 0 que tem se tornado uma preocupacao mundial.

O problema da resisténcia bacteriana afeta varios setores da sociedade,
desde a area da saude humana a setores do agronegocio, como no caso da
piscicultura (producdo de peixes em cativeiro). Os sistemas piscicolas sdo afetados
em grande escala devido ao fato, que varias doencas sao de etiologia bacteriana, e
estas vém adquirindo cada vez mais resisténcia aos antibioticos utilizados
comumente (AKINBOWALE et al., 2007), entre estas estd a espécie Aeromonas
hydrophila, uma das espécies bacterianas de grande importancia na piscicultura por
causar grandes perdas (RICHARDS; ROBERTS, 1978) e que também esta se
tornando cada vez mais resistente aos antibidticos usados tradicionalmente (HATHA
et al., 2004). Consequientemente, o interesse pelos produtos naturais biologicamente
ativos com o intuito de serem utilizados como profilaxia e no tratamento de doencas
em peixes tem aumentado nos ultimos anos.

Sabendo-se dos beneficios de diferentes produtos naturais utilizados como
antibacterianos, varios estudos vém sendo realizados demonstrando que a utilizacao

destes produtos como fonte de substancias ativas contra bactérias patogénicas de



peixes, pode ser uma alternativa promissora (DAS et al., 2007; HARIKRISHNAN et
al., 2003; KIM et al., 1999; ZILBERG et al., 2004).

Véarias espécies vegetais nativas apresentam propriedades medicinais tais
como: atividade antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoéria, cicatrizante,
antioxidante (RASMUSSEN, et al., 2000; SANTOS et al.,, 2007; SHARMA, 1993).
Entre estas espécies, o0 apui, Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia, da familia
Cecropiaceae, apresenta uma alta atividade antioxidante nos extratos obtidos dos
seus frutos e folhas, e provavelmente esta atividade esta relacionada a presenca se

flavondides (JEFFREYS et al., 2006).



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Principios ativos naturais

As regibes que abrigam a maior diversidade de espécies sédo as florestas
tropicais, devido as suas caracteristicas favoraveis. Dentre estes ecossistemas se
destaca a floresta Amazonica, com a maior biodiversidade do planeta. A riqueza da
flora compreende aproximadamente 30.000 espécies, cerca de 10% das plantas de
todo o planeta (MUSEU PARAENSE EMILIO GOELDI, 2009).

Sendo a maior diversidade floristica do mundo, apresenta varias espécies
vegetais que nao foram bem estudadas, e outras ainda nem descobertas pela
ciéncia. Plantas estas, que podem ser portadoras de principios ativos, com potencial
terapéutico contra varias doencas.

Principios ativos sao substancias que exercem efeito farmacolégico ou
terapéutico. Nos vegetais, estes se concentram nas flores, folhas, raizes, frutos,
caules e cascas (SANTOS, 2004). Sua concentracdo nao € homogénea, variando de
acordo com o habitat, a parte da planta e a sazonalidade (NOLDIN, et. al., 2003).

Muitos desses principios ativos sédo originarios do metabolismo secundario das
plantas, produtos estes que, mesmo ndo sendo necessariamente essenciais para o
organismo produtor, garantem vantagens para sua sobrevivéncia e perpetuacao da
sua espécie no ambiente em que vive. Estas substancias pertencem a varios grupos,
dentre estes podemos citar os heterosideos cianogénicos, fendis, triterpenoides (e
seus derivados metabolicos, os esteroides), taninos, alcal6ides, dentre outros
(SANTOS, 2004).

Estas classes de metabdlitos secundarios exercem fungdes como, por exemplo,
a defesa contra herbivoros, a atracdo de polinizadores ou animais dispersores de

sementes, alelopatia, dentre outras (SANTOS, 2004; MALHEIROS; PERES, 2001).



Estudos mostram que plantas com estas classes de metabdlitos apresentam efeito
terapéutico contra varias doencas, principalmente no que diz respeito a doencas
causadas por agentes bacterianos (CUNICO et al., 2006; TANAKA et al., 2005).

Sendo assim, o estudo dos vegetais torna-se de grande importancia, pois 0s
antibacterianos disponiveis no mercado estdo cada vez mais se tornando
ineficientes gracas ao aparecimento de cepas com resisténcia a seus principios
ativos, o que tem se tornado uma preocupacado mundial. A resisténcia bacteriana &
um fenbmeno natural entre 0os microrganismos, mas 0 uso indiscriminado de
medicamentos tem acentuado este problema.

Dentre as medidas que podem ser tomadas para evitar ou diminuir essa
resisténcia, estd o uso racional de antibacterianos e o desenvolvimento de novos
medicamentos (WANNMACHER, 2004). Os vegetais tém sido visto como uma fonte
promissora de novas substancias antibacterianas, e as pesquisas nessa area vém
ganhando importancia mundial.

S&o inameros os relatos na literatura a respeito de espécies vegetais com
atividade contra agentes bacterianos (BEHERA et al., 2008; LOGUERCIO et al.,
2005; MAHASNEH; EL-OQLAH, 1999; SISTI et al., 2008). Varias pesquisas estdo
sendo realizadas com o objetivo de purificar e identificar substancias de origem
vegetal com propriedades antibacterianas.

Estudo realizado por Panizzi et al., (2002) demonstrou por meio de teste de
atividade antibacteriana in vitro, que o extrato e bruto de Rubus ulmifolius
(Rosaceae) e suas fragdes contendo triterpendides, flavondides e outros compostos,
foram capazes de inibir o crescimento de bactérias patogénicas para humanos. Na

literatura, varios outros estudos de atividade antibacteriana in vitro demonstram a



eficacia de extratos brutos e fragcdes contra bactérias patogénicas (RAUHA et al.,
2000; SANTOS et al., 2007; TANAKA et al., 2005; XIANG et al., 2008).
Todos estes estudos comprovam o grande potencial de espécies vegetais no

tratamento de doencas de etiologia bacteriana.

2.2. Antibioticos versus Resisténcia Microbiana

Antibidticos s&do substancias produzidas pelos organismos vivos (vegetal,
animal ou microrganismo), capazes de inibir o crescimento ou matar outros
microrganismos em pequenas concentracbes (TAVARES, 2001; LANCINI,
PARENTI; GALLO, 1995). Os antibioticos diferem muito em suas propriedades
fisicas, quimicas, farmacologicas, espectro antimicrobiano e mecanismos de acao.
Atuam sobre as bactérias de duas maneiras, a partir da interrupcdo de seu
crescimento e reproducédo (efeito bacteriostatico) e/ou inducdo da morte bacteriana
(efeito bactericida) e seu mecanismo de acdo varia de acordo com as suas
caracteristicas quimicas, determinadas pela sua biossintese (TAVARES, 2001). Os
antibioticos interferem em varios processos celulares que sdo essenciais para o
crescimento e sobrevivéncia das bactérias. Dentre os mecanismos de acdo dos
antibioticos podemos citar inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese
protéica, alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica, inibicdo da sintese
dos acidos nucléicos e antimetabolismo, ou seja, o bloqueio do metabolismo da
bactéria pela adicdo do antibidtico (TAVARES, 2001; TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

Apesar dos mais diversificados mecanismos de acdo dos antibidticos, esses
microrganismos desenvolvem varias estratégias para contornar essas acdes e

conseguir sobreviver. Algumas espécies de bactérias se protegem evitando que o



antibiotico atinja o seu alvo, impedindo que ele seja absorvido, ou expulsando-o para
fora da célula; outras bactérias respondem alterando a estrutura do alvo de modo
que o antibidtico ndo possa mais reconhecé-lo ou se ligar a ele; e ainda existem
outras acOes mais drasticas como a capacidade de destruicdo destes antibioticos
(PELCZAR; REID; CHAN, 1996; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Muitos desses mecanismos sdo inerentes as bactérias, entretanto, existem
espécies que nao desenvolveram resisténcia a um antibidtico em particular e podem
adquirir resisténcia de uma outra bactéria da mesma espécie, ou de espécies
diferentes (TAVARES, 2001). O processo de resisténcia ocorre de varias maneiras,
e pode ser transmitida de geracdo em geracao. Este fato vem fazendo com que os
medicamentos percam sua eficacia e se tornando preocupacdo mundial, visto que
muitas das infec¢des sédo causadas por bactérias. Este processo de resisténcia € um
fendbmeno natural, entretanto, ele vem sendo otimizado pelo uso inadequado destes
antibioticos. Dai a importancia do uso racional de medicamentos, e aliado a isso o
incentivo a novas pesquisas para a busca de novos produtos.

O problema da resisténcia microbiana afeta varios setores da sociedade, desde
a area da saude humana a setores do agronegoécio, como no caso da piscicultura
(producéo de peixes em cativeiro). Os sistemas piscicolas sado afetados em grande
escala devido ao fato que varias doencas sdo de etiologia bacteriana, e estas vém
adquirindo cada vez mais resisténcia aos antibidticos utilizados comumente
(AKINBOWALE et al., 2007). Isso € um fator determinante para producao de peixes,
uma vez que, muitas vezes 0s sistemas aquicolas sédo dizimados por estes
microrganismos. Essa resisténcia provavelmente esta relacionada as grandes
pressdes sofridas pelo uso excessivo destes produtos nos sistemas de cultivo, pois,

estudos mostram que essa espécie bacteriana apresenta multipla resisténcia a



antibioticos (VIVEKANANDHAN, 2002; PETTIBONE et al., 1996; SON et al., 1997), e
esta relacionada geralmente aos plasmideos, resisténcia horizontal (CHANG,;

BOLTON, 1987; ANSARY, et al., 1992).

2.3. Doencas causadas por bactérias do género Aeromonas

Dentre as doencas infecciosas em peixes, as de origem bacteriana sao as
que representam maior significancia patogénica em cultivo intensivo (THUNE et al.,
1993). Bactérias do género Aeromonas sdo responsaveis por grandes perdas na
piscicultura, muitas vezes aparecendo como agente primario causador de lesbes
ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de agua doce (GHENGHESH et al.,
2001; RADU et. al., 2003; SAHA; PAL, 2002; SOUZA, SILVA-SOUZA, 2001). Estas
sdo bacilos ou coco-bacilos, Gram-negativas, anaerObias facultativas, n&o
esporulantes (ROBERTS, 1993). As espécies de bactérias deste grupo que causam
problemas nos peixes sdo: Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria, Aeromonas
cavia e Aeromonas salmonicida, sendo esta Ultima espécie a Unica desse complexo,
nao movel e patogénica obrigatoria de peixes. O restante pode causar enfermidades
nos animais pecilotérmicos (por exemplo, répteis e peixes) e homeotérmicos (por
exemplo, mamiferos, incluindo o homem) (SALTON; SCHNICK, 1973).

Dentre as espécies de bactérias citadas acima, as que provocam maior
mortalidade na piscicultura de agua doce € a espécie Aeromonas hydrophila
(RICHARDS; ROBERTS, 1978). Esta é uma bactéria tipicamente oportunista,
patogénica facultativa, que quando ha desequilibrio dos sistemas bactéria-
hospedeiro-ambiente, podem desencadear o aparecimento de doencas (PAVANELLI
et al., 1998; VENTURA; GRIZZELE, 1998). Fazem parte da comunidade bacteriana

normal da agua, e podem atacar as branquias, tegumento e intestino de peixes



perfeitamente saudaveis, sendo especialmente abundantes em aguas eutrofizadas
(PAVANELLI et al., 1998). Geralmente os sinais clinicos de infeccbes causadas por
A. hydrophila em peixes sdo: perda de apetite, perda de equilibrio, lesdes
epidérmicas (despigmentacdo, necroses da pele, Ulceras com exposicdo da
musculatura), hiperplasia (aumento de tamanho) do figado, do baco e dos rins,
dentre outras (HARIKRISHNAN et al., 2003; KUBITZA, 2004; PLUMB, 1994).

Por estarem presentes naturalmente no ambiente aquatico e fazerem parte da
microbiota natural de organismos aquaticos torna-se dificil seu controle. No mercado
sao disponiveis varios antibioticos e quimioterapicos destinados ao tratamento

contra doencas bacterianas em peixes (Tabela 1).



Tabela 1. Antibiéticos comumente utilizados na Piscicultura.

Antibidtico Estrutura Quimica

Tratamento

Oxitetraciclina

Furunculoses em salmonideos
causados por Aeromonas
salmonicida

Septicemia hemorragica causada
por Aeromonas hydrophila, A.
sobria e Pseudomonas

i F
Florfenicol i \©\/E o
i Cl
Premix . NJ\(
: H

Tratamento de furunculoses
causada por susceptibilidade de
cepas a Aeromonas salmonicida.

Sarafloxacino |

Tratamento de furunculoses,
vibrioses e doenca da boca
vermelha em salmonideos.

CH, SEH,

Tratamento da doenca renal

OH bacteriana (Renibacterium
. .. CH, CH, .
Eritromicina CHafhn,, nicH, NS salmoninarum) e
o N Estreptococoesis em yellowtalil
CHyCHp™ “, E:Z no Japéo.
0 CH,
8]
Cx OCH,
CH,
o
OH
CH,
_ O
Sulfonamidas 1l Tratamento de furunculoses,
potencializadas HN ﬁ_NH_R doenca da boca vermelha e
com Trimetoprim ou O vibrioses.
Ormetoprim

(FAO, 2005; PAVANELLI, 2008)
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Entretanto, o uso desses produtos pode trazer efeitos negativos, tais como:
acumulo de residuos nos tecidos, imunossupressado, resisténcia bacteriana ao
principio ativo da droga e poluicdo do meio ambiente (ELLIS, 1988; RIJKERS et al.,
1980; VAN MUISWINKEL et al., 1985).

Assim, se torna necessaria a busca por medidas profilaticas e de tratamento
contra as doencas de etiologia bacteriana, que minimizem tais efeitos colaterais
causados pelos tratamentos convencionais. Portanto, o uso dos vegetais como fonte

de produtos antibacterianos é uma alternativa a ser considerada.

2.4. O uso de produtos naturais contra bacterioses em peixes

A utilizacdo dos vegetais no tratamento de doencas € empregada no mundo
todo por milhares de anos (NOVAES et al., 2003). Plantas com finalidade terapéutica
eram, e ainda sao, utillizadas empiricamente pelas populacdes tradicionais.
Atualmente é sabido que as plantas produzem substancias que apresentam um alto
poder curativo (KOO, 2000), e a busca por estas substancias vem se tornando cada
vez mais intensa.

S&o inumeros os relatos a respeito de espécies vegetais com atividade contra
patogenos humanos (BEHERA et al., 2008; LOGUERCIO et al., 2005; MAHASNEH,;
EL-OQLAH, 1999; SISTI et al., 2008; TAKAHASHI, et al., 2004). Entretanto, sédo
poucos os dados a respeito dos efeitos contra patdgenos de peixes.

Apesar do expressivo numero de antibidticos e outros quimioterapicos
utilizados na aquicultura (KUBITZA, 2004; PAVANELLI et al.,1998; SHARIFF et al.,
2001), a resisténcia microbiana a essas drogas tem aumentado nos ultimos anos, e
aliado a isso, 0 uso destes produtos tem sido bastante criticado pelos efeitos

negativos, inclusive ao meio ambiente (ELLIS, 1988; RIJKERS et al., 1980; VAN
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MUISWINKEL et al., 1985). Consequientemente, o interesse pelos produtos naturais
biologicamente ativos com o intuito de serem utilizados como profilaxia e no
tratamento de doencas em peixes tem aumentado nos ultimos anos.

Sabendo-se dos beneficios de diferentes produtos naturais utilizados como
antibacterianos, varios estudos tém sido realizados demonstrando que a utilizacao
destes produtos como fonte de compostos contra bactérias patogénicas de peixes,
pode ser uma alternativa promissora. Estudo realizado por Bansemir et al. (2006),
testando a atividade antibacteriana in vitro dos extratos brutos de varias espécies de
algas marinhas contra cinco espécies de bactérias patogénicas para peixes,
encontrou resultados satisfatérios para a maioria das espécies de algas. Trabalhos
semelhantes foram realizados por outros autores, também encontrando resultados
positivos (DUBBER; HARDER, 2008; NAVINER et al., 1999).

Segundo Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn (2007), alguns compostos
da classe dos flavonoides, tais como, morina e quercetina, isolados da folha de
Psidium guajava, demonstraram efeito bacteriostatico sobre Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Flavobacterium columnare,
Lactococcus garvieae, Streptococcus agalactiae, Vibrio salmonicida.

Outros estudos demonstram o efeito benéfico do uso de algumas espécies
vegetais no controle de doencas bacterianas in vivo (DAS et al., 2007;
HARIKRISHNAN et al., 2003; KIM et al., 1999; ZILBERG et al., 2004). Dentre estas
espécies, algumas agem como imunoestimulantes naturais, aumentando a atividade
dos mecanismos de defesa ndo especificos e conferindo protecdo contra doencas
quando adicionados a racdo dos peixes. Segundo Christybapita et al. (2007), o
extrato aquoso da folha de Eclipta alba acrescentado a dieta de Oreochromis

mossambicus aumenta a resposta imune n&o-especifica e a resisténcia a
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Aeromonas hydrophila. J&, as sementes de Magnifera indica, quando adicionadas a
dieta, também aumentaram a resposta imune e a sobrevivéncia de Labeo rohita
contra infeccdo por A. hydrophila (SAHU et al., 2007).

Estes produtos também podem ser usados, aléem de suplemento alimentar,
como banhos terapéuticos. Segundo Harikrishnan et al. (2003), carpa comum
(Cyprinus carpio) tratados com banhos terapéuticos com folhas de Azadirachia
indica apresentaram diminui¢cdo no diametro das lesdes causadas por infeccao de A.

hydrophila.

2.5. Espécie vegetal

Véarias espécies vegetais nativas apresentam propriedades medicinais tais
como: atividade antibacteriana, antifingica, antiinflamatéria, cicatrizante,
antioxidante (RASMUSSEN, et al., 2000; SANTOS et al.,, 2007; SHARMA, 1993).
Entre estas espécies nativas se destaca o apui, Coussapoa asperifolia subsp.
magnifolia. Pertencente a familia Cecropiaceae esta distribuida no Brasil, Col6mbia,
Equador, Panama, Peru, Venezuela. Na literatura disponivel, ha apenas dois
trabalhos realizados com esta espécie, sendo um realizado por Jeffreys et al. (2006)
mostrando que as folhas e os frutos dessa espécie apresentam uma alta atividade
antioxidante, e provavelmente esta atividade esteja relacionada a presenca de
flavondides, e outro de Nunez et al.,, (2008), onde foi analisada a composicéo
quimica dos frutos maduros e observou-se a presenca de triglicerideos esterificados
com os acidos palmitico, linoléico, oléico e estearico nas ceras e um teor baixo de
acucares nos extratos polares.

Os flavonoides ja foram encontrados em Cecropia obtusifolia, outra espécie

da mesma familia (ANDRADE-CETTO; WIEDENFELD, 2001). Em Cecropia
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lyratiloba, além dos flavonoides, foi detectada a presenca de terpendides (ROCHA et
al., 2007). Estas duas classes de substancias apresentam varias atividades
biolégicas, incluindo antibacteriana (RATTANACHAIKUNSOPON,;
PHUMKHACHORN, 2007). Sendo assim, a espécie C. asperifolia subsp. magnifolia
pode se tornar um vegetal com grande potencial para ser utilizado como tratamento

e profilaxia de doencas de etiologia bacteriana na piscicultura.

Figura 1. Frutos verdes de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos dos frutos de Coussapoa

asperifolia subsp. magnifolia contra Aeromonas hydrophila.

3.2. Objetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

Realizar o ensaio de atividade antibacteriana com o0s extratos
diclorometéanico, metandlico e aquoso dos frutos de C. asperifolia subsp.

magnifolia contra A. hydrophila;

Realizar o fracionamento cromatografico do extrato mais ativo dos frutos de

C. asperifolia subsp. magnifolia.;

Determinar a fracdo ativa do extrato mais ativo dos frutos de C. asperifolia

subsp. magnifolia contra o microrganismo teste A. hydrophila;

Determinar a Concentragcdo Minima Inibitoria (MIC) e Concentracdo Minima

Bactericida (CMB) do extrato bruto mais ativo e da fracdo ativa.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Origem e identificacdo do material vegetal

O material vegetal foi coletado na Reserva Florestal Adolpho Ducke (Reserva
Ducke), localizado no Km 26, rodovia AM 010, cidade de Manaus (Figura 2). Apos a
coleta, parte do material foi levado a Coordenacéo de Botanica do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia (INPA), para confirmacédo da espécie. A exsicata foi
depositada no herbario do mesmo Instituto (n° de registro: 183483). O restante do
material vegetal coletado foi transferido para a Coordenacdo de Pesquisas em
Produtos Naturais - CPPN/INPA, onde foram realizadas as extracdes e o0s

fracionamentos cromatograficos.

£+ B. Amazonas

Figura 2. Local de coleta do material vegetal - Reserva Ducke

4.1.1. Secagem e Moagem do material vegetal
Os frutos foram secos em estufa de ventilacdo a 45°C, por 2-3 dias, e em

seguida pulverizados em moinho de facas (marca Tecnal, modelo TE-650).



16

4.2. Preparo dos extratos vegetais

Os extratos dos frutos de Coussapoa asperifolia subsp. magnifolia foram
preparados utilizando solventes orgéanicos e agua com aumento crescente de
polaridade (diclorometano, metanol e agua). Apos extracdo realizada em banho de
ultra-som por 20 minutos, os extratos diclorometanico (DCM) e metandlico (MeOH)
foram concentrados em rota-evaporador e o aquoso (H,O) liofilizado (Esquema 1).

Em seguida estocados em freezer até a realizacado dos experimentos.

Frutos Secos
e Moidos

1) Extracdo com

3x { ultrassom (20 min.)
2) Filtracdo

3) Concentracao Material
Vegetal

1) Extracdo com

3X { ultrassom (20 min.)

2) Filtracéo

3) Concentragéo

Material
Vegetal 1) Extrag&o com

3x { ultrassom (20 min.)

Descartado
2) Filtracéo

3) Concentracao

Figura 3. Preparo dos extratos vegetais.
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4.3. Prospeccao dos constituintes dos extratos metandlico e aquoso

Os extratos MeOH e H,O foram analisados em CCDC, utilizando como fase
estacionaria silica e fase movel (AcOEt/MeOH 8:2) e reveladas com LUV, no
comprimento de onda de 254 nm, anisaldeido, DPPH e cloreto férrico. O anisaldeido
mostra a possivel presenca de terpenos, o cloreto férrico a presenca de substancias
com anéis aromaticos e o DPPH indica a presenca de substancias antioxidantes.

O extrato metandlico dos frutos foi submetido a outros testes de prospeccao
fitoquimica para verificar a presenca das seguintes classes de compostos:
flavondides e terpendides. A deteccdo dos flavondides foi realizada através de
CCDC. ApoOs a preparacdo da cromatoplaca, esta foi borrifada com reagente
especifico AICIl; seguido de revelacdo em LUV 365 nm conforme os ensaios
descritos por Simdes (2004). Os terpenos tiveram sua presenca detectada pelo
método de Liebermann-Buchard. Apds a preparacdo da CCDC, seguiu-se a
revelacdo por nebulizacdo da cromatoplaca com o reagente especifico seguida de

visualizacdo em LUV 254 nm (COSCIA, 1984).

4.4. Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): As analises em
CCDC foram realizadas em cromatoplacas utilizando como fase estacionaria, silica
gel 60 (didxido de silicio), marca Merck, com indicador de fluorescéncia UV3s4, COM
suporte em aluminio. E como fase movel foram utilizados os solventes DCM, AcOEt
e MeOH em diversas propor¢cdes de acordo com a necessidade. A revelacdo das
substancias eluidas foi realizada através de meétodos fisicos (luz ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm) e quimicos (iodo ressublimado, DPPH,

cloreto férrico, sulfato cérico, anisaldeido e cloreto de aluminio).
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4.5. Particao

O extrato metandlico foi submetido a uma particdo (extracao liquido-liquido).
Para isso, quarenta gramas do extrato bruto foram ressuspendidos em &agua
destilada e realizada particAo com os solventes diclorometano, acetato de etila e
butanol. Para tanto, foram feitas extracdes com 300 mL de cada solvente. Apos cada
adicdo de solvente, o material foi agitado e logo em seguida decantado, sendo
posteriormente concentrado (Figura 2). As quatro fracdes obtidas (diclorometanica,
acetato de etila, butandlica e aquosa) foram submetidas ao teste de atividade

antibacteriana (item 4.4.1).

remover tampa na
separagao

anel

interioce liquido-liquide

— Camada mals densa
fomeina aberia

Parg separagao

Figura 4. Particdo (extracao liquido-liquido).
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4.6. Fracionamento cromatografico

4.6.1. Cromatografia em coluna (CC): Uma aliquota da fase acetato de etila obtida
da particdo (6 g) foi submetida a uma CC. Como fase estacionaria foi utilizado o
adsorvente Florisil (silicato de magnésio), marca Merck, 0,075-0,150 mm, e para
eluicdo das substancias foram utilizados solventes com aumento crescente de
polaridade (diclorometano, acetato de etila e metanol). As fragdes obtidas da coluna
(86 fracbes) foram analisadas através de CCDC, sendo as fragbes semelhantes,

novamente reunidas.

Extrato
MeOH

Particdo (DCM/AcOEt/BuOH/H,0)

Fase Fase
BuOH Hzo

CC Florisil

Fase
DCM

Gradiente (DCM/AcOEt/MeOH)

Fr. [60-71] Fr. [72-74]
556 mg 202 mg

AcOEt/MeOH (9:1 — 6:4)

Fr. [47-59] Fr. [75-86]
820 mg 1, 532 mg

Figura 5. Fracionamento do extrato metandélico (MeOH).

4.7. Microrganismo-teste
O microrganismo escolhido para o teste de atividade antibacteriana (item
4.4.1) foi a bactéria Aeromonas hydrophila. Esta cepa foi cedida pela Professora

Doutora Alicia Estévez-Toranzo do grupo de Ictiopatologia da Universidade de
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Santiago de Compostela (Galicia, Espanha) e transportadas, via aérea, para
Manaus, AM, onde se encontram preservadas a -20 °C (MURO e LUCHI, 1989) na
Colecao de Culturas Bacterianas do Laboratorio de Microbiologia, do Instituto de

Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Amazonas — UFAM.

4.7.1. Testes de atividade antibacteriana

Os testes de atividade antibacteriana do extrato metanolico e de suas
respectivas fracoes, foi realizado, em duplicata, segundo a metodologia proposta por
Hu et al. (2004) modificada. O microrganismo-teste (Aeromonas hydrophila) foi
inoculado em placa de Petri contendo o meio de cultura Agar Mueller-Hinton através
da técnica de spread-plate onde foram feitas incisdes circulares com diametro de 6,0
mm, de modo a obter-se uma cavidade.

Inoculou-se 0,1 mL do extrato vegetal (correspondendo a 5 mg da massa do
extrato bruto) e das fracdes (correspondendo a 5 mg de cada fracdo) na cavidade do
meio preparado anteriormente. Foi utilizado como controle negativo de atividade
antibacteriana o dimetilssulféxido e a oxitetraciclina (10 pug) como controle positivo
da atividade antimicrobiana. Apos evaporacgédo, as placas foram incubadas a 30 °C
por um periodo de 18-24 horas.

Ao final do periodo de incubacgéo, procedeu-se a verificagdo da formacao dos
halos de inibicdo de crescimento e a afericdo do didmetro dos halos foi realizada

com o auxilio de um paquimetro.
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| "] Extrato vegetal

i Bl 0,1 mL (5mg) inoculado em cada pogo
! ‘ ' Controle negativo: DMSO
Controle positivo: oxitetraciclina 10ug

Agar
Miueller-Hinton

Suspenséo de
A. hydrophila

Incubacéo
30°C / 24h

Medicéo do halo
Inibicdo Crescimento

Figura 6. Atividade antibacteriana dos extratos DCM, MeOH e H,0.

4.7.2. Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracéao
Minima Bactericida (CMB)

Foram determinadas a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao
Minima Bactericida (CMB) do extrato metandlico conforme metodologia descrita em

Tavares (2001).

4.7.2.1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada em
meio liquido, através da técnica de macrodiluicdo. Para isto, foram feitas diluicbes
sucessivas do extrato (128 mg/mL até 0,065 mg/mL). Em seguida, foi inoculado o
microrganismo-teste e os tubos foram incubados a 30 °C por um periodo de 18 a 24
horas. A CIM foi considerada a menor concentragcdo do extrato onde ndo houve

crescimento bacteriano visivel.



22

4.7.2.2. Concentracdo Minima Bactericida (MBC)

Os tubos incubados para determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) em meio liquido foram utilizados para determinacdo da CBM. Uma aliquota
(100 pL) de cada concentracdo a partir da CIM foi inoculada em placas de Agar
Mueller-Hinton e posteriormente incubadas em ambiente a 30 °C de 18 a 24 horas. A
CBM foi considerada a menor concentragdo do extrato onde nao houve crescimento

celular sobre a superficie do agar inoculado (99,9 % de morte microbiana).

Controle
negativo

0 0,06 012 025 05 4 8 16 32 64 128

Concentracdo do extrato mg/mL

CBM

Nao crescimento
CMB

Figura 7. Esquema da determinacéo da concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracéo da
minima bactericida (CMB).

4.7.3. Bioautografia

A avaliacédo da atividade antibacteriana do extrato metandlico e das fases da
particdo foi realizada através da técnica de bioautografia (BETINA, 1973) modificada.
Para os testes, as amostras das fragcbes do extrato foram aplicadas em

cromatoplacas de CCDC e eluidas com solventes apropriados. Em seguida, foi
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adicionado sobre a mesma, Agar Mieller-Hinton a 45°C contendo uma suspens&o
do microrganismo teste, em solucédo salina. Para melhor visualizacdo da zona de
inibicdo de crescimento, foi incorporado ao meio de cultura o revelador cloreto 2,3,4-
trifeniltetrazolio.

Apobs solidificacdo do meio de cultura, a placa foi incubada a 30°C durante 24
horas. Ao final do periodo de incubacdo, os resultados foram avaliados
qualitativamente observando-se a existéncia ou ndo de halos de inibicdo de

crescimento bacteriano.



24

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de atividade antibacteriana contra Aeromonas hydrophila realizado
com os extratos DCM, MeOH e H,0 dos frutos de C. asperifolia subsp. magnifilolia
(Figura 8) mostra que o extrato DCM néo apresentou atividade, ja os extratos MeOH
e H,O apresentaram atividade contra o microrganismo teste, com um halo de

inibicdo de 7mm (média atividade) observado para cada extrato.

Figura 8. Atividade antibacteriana do extrato dos
frutos (DCM, MeOH e H,0).

Dentre os dois extratos ativos, o MeOH foi escolhido para posterior
fracionamento. Esta escolha foi devido as caracteristicas das moléculas presentes
nesse extrato. Como pode ser observado na Figura 9, os extratos MeOH e H,0O
foram analisados em CCDC e reveladas com LUV (254 nm), anisaldeido, DPPH e
cloreto férrico. O anisaldeido mostra a possivel presenca de terpenos, o cloreto

férrico a presenca de substancias com aneéis aromaticos e o DPPH indica a presenca
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de moléculas antioxidantes. A presenca destas classes quimicas no extrato MeOH

detectada pelas analises em CCDC incentivou o seu fracionamento.

LUV

Anisaldeido

FeCla

Figura 9. Revelacdo CCDC dos extratos MeOH e H,O, respectivamente.

Além disso, o extrato MeOH foi revelado com cloreto de aluminio, o que

indicou a presenca de flavondides nesse extrato (Figura 10). Varios trabalhos

mostram que extratos vegetais e/ou suas fragcdes, contendo flavonoides apresentam

atividade antibacteriana contra varias espécies, inclusive Aeromonas hydrophila

(KUETE et al.,, 2006; PEREIRA, et al,

2006; RATTANACHAIKUNSOPON;

PHUMKHACHORN, 2007). Outra classe de substancias detectada no extrato MeOH

foi a dos terpenodides (Figura 11). Essa mesma classe ja havia sido relatada em

Cecropia lyratiloba, outra espécie da mesma familia (ROCHA et al., 2007).

AICl3

Figura 10. Revelacéo
em CCDC do extrato

MeOH.

LUV

Figura 11. Revelacao
em CCDC do extrato
MeOH.



26

Diversos estudos mostram que os extratos MeOH de varias espécies vegetais
sao constituidos por diversas substancias que apresentam atividade antibacteriana.
Dentre estas substancias, além dos flavonoides, tém-se os triterpendides, alcaloides,
antraquinonas, dentre outras (CONEGERO, et al.,, 2003; KUETE et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007).

O teste de atividade antibacteriana por difusdo em agar € um teste qualitativo.
A fim de obter um dado quantitativo, foi determinada a concentracédo inibitéria
minima (CIM) e concentracdo minima bactericida (CMB) do extrato metandlico, para

uma melhor avaliacdo de sua atividade (Figura 12).

CBM

8 ma/mL 16 rﬁq/mL 32 ma/mL

Figura 12. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo minima bactericida (CBM) do extrato
metanolico dos frutos.

A CIM foi avaliada entre as concentracdes de 128 a 0,0625 mg/mL. A CIM
obtida para o extrato metandlico foi de 4 mg/mL e a CBM foi de 32 mg/mL. Estes

resultados indicam que o extrato MeOH possui tanto atividade bacteriostatica quanto
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bactericida, ou seja, tanto inibem o crescimento quanto possuem a capacidade de
matar a bactéria.

Apés o teste de atividade antibacteriana e determinacdo da CIM e CBM, o
extrato MeOH dos frutos foi submetido ao fracionamento. Inicialmente foi submetido
a uma particdo que originou quatro fases, a diclorometanica (FDCM), a acetato de
etila (FACOEt), a butandlica (FBUOH) e a aquosa (FH,0). Estas fases foram testadas
guanto a atividade antibacteriana, onde todas as fases demonstram ser ativas
(Figura 13). A FDCM apresentou baixa atividade (halo de inibicdo 5 mm), FACOEt,
FBUOH e FH,O apresentaram média atividade (7 mm, 9 mm e 7 mm)

respectivamente.

Controle

Positivo

Controle
Negativo .

Figura 13. Atividade antibacteriana das fases da Parti¢&o.

As fases AcOEt, BUOH e H,O foram analisadas em CCDC, utilizando como
fase estacionaria silica e fase moével (AcOEt/MeOH 8:2) e reveladas com LUV (254 e
365 nm), anisaldeido e cloreto férrico (Figura 14). A partir da analise das CCDC,

verificou-se que a fase AcCOEt apresentava melhor resolucdo para realizar o
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fracionamento no sistema utilizado. Além disso, apresentava massa suficiente para

seguir o fracionamento e os testes de atividade antibacteriana.

LUV

Anisaldeido

FEC|3

Figura 14. Revelacdo CCDC das fases da particdo (FACOEt, FBUOH,

FH,0, respectivamente).

Para o fracionamento, parte da FACOEt foi submetida a uma CC, utilizando

como fase estacionaria florisil, e para eluicdo das substancias, solventes com

aumento crescente de polaridade (diclorometano, acetato de etila e metanol). Com

isso, foram obtidas da coluna 86 fracbes, que foram analisadas através de CCDC,

sendo as fracdes semelhantes, novamente reunidas. Ao final de todas as reunifes

possiveis, restaram apenas 10 fracdes, das quais apenas quatro ([47-59], [60-71],

[72-74], [75-86]), continham massa suficiente para realizagéo dos testes de atividade

antibacteriana e posteriormente, continuacao do fracionamento. Foi realizado o teste

de atividade antibacteriana entdo apenas destas quatro ultimas fragdes (Figura 15).
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sl

' Fr.[60-71]

Contgole
positivo

Fr.[75-86]

Figura 15. Atividade antibacteriana das
fracBes da particdo FACOEt.

As fracdes obtidas do fracionamento da FACOEt ndo apresentaram atividade
antibacteriana. Esse resultado pode ser devido a dois fatores. Primeiramente
algumas substéncias a medida que vao sendo purificadas, aumentam sua atividade,
porém, outras substancias tém sua atividade diminuida ou mesmo inativadas
conforme vao sendo purificadas. A diminuicdo da atividade pode ser devida ao
sinergismo existente entre diversas substancias que compdem o vegetal e que |Ihe
conferem uma determinada atividade biol6gica. O segundo fator pode ser devido a
uma alta retencdo da amostra na CC, onde o0 principio ativo responsavel pela
atividade antibacteriana pode nao ter sido eluido. Portanto, foi realizado um teste de
atividade antibacteriana por bioautografia a fim de identificar a fracdo ativa, e

confirmar se as substancias ativas presentes nao ficaram retidas na CC (Figura 16).
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Fingl da

Ponto dejapli

Figura 16. (a) Bioautografia da FACOEt e antibidtico padrao,
eluida com Acetona 100% e (b) FACOET e antibidtico padrao,
eluida com AcOET / MeOH 6:4.

A determinacdo da atividade antibacteriana por bioautografia da FACOEt
mostrou que as substancias ativas presentes nao ficaram retidas na coluna
cromatografica de Florisil. Uma vez que o adsorvente Florisil € menos polar que a
silica, espera-se que as substancias fiqguem ainda menos aderidas nele. Como o
sistema de eluicdo da coluna foi um gradiente de AcOEt em DCM e depois de MeOH
em AcOEt, e a placa cromatogréfica do teste foi eluida com AcOEt/MeOH 6:4 e o
halo de inibicdo do crescimento da bactéria esta bem visivel acima do ponto de
aplicacdo da amostra na placa, confirma que as moléculas ativas nao ficaram retidas
na CC. Outra confirmacéo deste fato, foi obtida ao eluir outra placa com a FAcCOEt
com acetona, solvente menos polar que o MeOH, e mais uma vez, as substancias
ativas encontravam-se bem distantes do ponto de aplicacéo.

Outra hipbétese entdo, é a possibilidade de haver sinergismo entre as
substancias presentes na FACOEt. Para avaliar se isto ocorreu, foram feitos diversos

testes de sobreposicdo das fragbes e nenhuma atividade antibacteriana foi

observada.
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A Ultima hipdtese sugerida, é que possa ter ocorrido degradacdo das
substancias ativas pelo tipo de fracionamento escolhido. Para comprovar se isto
ocorreu, uma parte do extrato que nao foi fracionada, devera ser submetida a novo

fracionamento, desta vez com outro adsorvente que nao Florisil.



32

6. CONCLUSAO

A partir da andlise dos resultados observamos que, o extrato metandlico dos
frutos de C. asperifolia subsp. magnifolia € ativo contra Aeromonas hydrophila,
apresentando tanto atividade bacteriostatica quanto bactericida.

A perda de atividade do extrato apos seu fracionamento pode ser devido a
degradacédo pelo sistema escolhido para o fracionamento. A possibilidade de
sinergismo ou do material ativo ter ficado retido na coluna cromatografica € minima,
uma vez que testes de avaliacdo do sinergismo e a bioautografia foram feitos e o
material ndo se mostrou tdo polar a ponto de ter ficado retido e nem apresentou

sinergismo quando testado em blocos.
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