UNIVERSIDADE ﬁi /
DO ESTADO DO

AMAZONAS

"'WVEW D ESTAOD O

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO
AMAZONAS

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E
RECURSOS NATURAIS

Atividade antimicrobiana de Derris negrensis Benth (Fabaceae)

Paulo Edson Santos da Silva

M anaus-Amazonas
2011



Paulo Edson Santos da Silva

Atividade antimicrobiana de Derris negrensis Benth (Fabaceae)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
Graduagcdo da Universidade do Estado do
Amazonas, para obtencdo do grau de Mestre em
Biotecnologia e Recur sos Natur ais.

Orientador: Prof. Dr. Wilson Castro Silva

Co-orientadora: Dra. Ormezinda C. Cristo Fernandes

M anaus-Amazonas
2011



DEDICATORIA

Este trabalho dedico:

A minha esposa Benaia Mady, e aos meus filhos
Leandro Mady, Fabricio Mady e Paulo Edson
Mady (In memorian).



AGRADECIMENTOS

A Deus, sempre, e em primeiro lugar;

A Dr? Ormezinda Fernandes pela co-orientaco, e por conceder o espaco fisico
do laboratdrio de micologia-ILMD;

Ao Dr. Carlos Cleomir por conceder o espaco fisico e estrutura para obtencao
dos extratos-CPPN/INPA;

Ao Dr. Newton Facdo da CPCA/INPA por conceder o0 espago hesta
coordenagao para realizagao de alguns trabal hos;

A Jozi da Silva, do Laboratério de Micologia/ILMD pela disposicdo e pela

gentilezaem me gjudar;

A Michele Silva do Laboratério de Microbiologia/ILMD que cedeu as cepas-
padréo utilizadas neste trabal ho;

Aos professores e funcionérios do Programa de Mestrado em Biotecnologia da

Universidade do Estado do Amazonas;

Aos meus pais, Pedro Rosa da Silva (In memorian), Elza Maria Santos da Silva

e ao meu irmao Plinio Eudson;

Aos colegas do curso de Mestrado: Cecilia, Aaron, Andrey, Bruno, Eunice,
Sandro, Douglas pela amizade ao longo desta jornada;

A todos os colaboradores do Instituto Lednidas & Maria Deane que durante
esses meses participaram direta e indiretamente para a realizagdo do referido
trabalho.



“Uma coletanea de pensamentos deve ser umafarmacia
onde se encontre remédios para todos os males”

Voltaire



Vi

RESUMO

Os vegetais sdo excelentes fontes de matéria prima em busca de novas drogas,
tendo-se em vista a sua diversidade de moléculas. O aumento de infeccbes e o
aparecimento de resisténcia microbiana reforcam essa pesquisa. O presente trabalho
teve como objetivo avaiar a atividade antimicrobiana de Derris negrensis Benth
(Fabaceag). O extrato aquoso de caule e raiz de D. negrensis foi obtido pelo método de
maceracao, e submetido a avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo
em agar-técnica do poco para 0s micro-organismos S aureus, C. albicans, K.
pneumoniae, P. aeruginosa e E.coli. As atividades fungicida e bactericida foram
analisadas utilizando placas de Petri devidamente preparadas com meio de cultura
especifico para cada micro-organismo. Os extratos foram preparados nas concentragdes
de 300, 400 e 500mg/mL. A determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM)
foi feita através do método de microdiluicéo em placa, frente aos micro-organismos: S.
aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e E.coli. Foram redizadas cromatografia em
camada delgada (CCD) e bioautografia. Os resultados revelaram presenca de atividade
antimicrobiana no extrato da raiz para todas as bactérias testadas, sendo mais eficaz
para as bactérias S. aureus e P. aeruginosa. No método da CIM, os extratos foram
capazes de inibir o crescimento microbiano nas concentragdes que variaram de 300 a
75mg/mL. Foi possivel observar que o extrato da raiz proporcionou melhor atividade
antimicrobiana em relacdo ao extrato do caule no método de difusdo &gar técnica do
poco. Substancias com caracteristicas de alcalGides, terpenos e compostos fendlicos
foram observadas na CCD. Os resultados deste trabalho constituem uma alternativa no
combate aos micro-organismos resistentes a antibiéticos e possibilita a descoberta de
novos constituintes quimicos derivados de produtos naturais, a fim de minimizar a
resisténcia microbiana. Sugere-se a continuagdo de estudos complementares no sentido
de isolar as substancias responsaveis por esta atividade e a redizacdo de testes

toxicol gicos para viabilizar a sua utilizag&o.

Palavras chaves. Timborana, atividade antimicrobiana, extratos vegetais, Derris
negrensis.
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ABSTRACT

The vegetables are excellent matter sources it excels in search of new drugs, is
tended in view your diversity of molecules. The increase of infections and the
emergence of microbial resistance reinforce that research. The present work had as
objective evaluates the activity antimicrobial of Derris negrensis Benth (Fabaceag). The
agueous extract of stem and root of D. negrensis was obtained by the maceration
method, and submitted to the evaluation of antimicrobial activity by the diffusion
method in agar - technique of the well for the personal microorganisms: S. aureus, C.
albicans, K. pneumoniae, P. aeruginosa and E.coli. The fungicide and bactericide
activities were analyzed using plates of Petri properly prepared with middle of culture
specific for each personal microorganism. The extract was preparated in the
concentrations of: 300, 400 and 500mg/mL.The determination of the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC) it was done through the microdilution method in plate,
front to the personal microorganisms. S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa and
E.coli. Cromatography were accomplished in thin layer (PC) and bioautography. The
results revealed presence of antimicrobial activity in the extract of the root for al the
tested bacterias, being more effective for the bacteries S aureus and P. aeruginosa. In
the method of MIC, the extracts were capable to inhibit the microbial growth in the
concentrations that varied from 75 to 300mg/mL. It was possible to observe that the
extract of the root provided better antimicrobial activity in relation to the extract of the
stem in the method of diffusion technica agar of the well. Substances with
characteristics of: alkaloids, terpens and composed phenolics they were observed in PC.
The results of this work constitute an alternative in the combat to the resistant personal
micro-organisms to antibiotic and it makes possible the new derived chemical
representatives of natural products discovery, in order to minimize the microbial
resistance. The continuation of complemental studies is suggested in the sense of
isolating the responsible substances for this activity and the accomplishment of

toxicological tests to make possible your use.

Keywords: Timborana, antimicrobial activity, vegetable extracts, Derris negrensis.
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1 INTRODUCAO

Os vegetais sd0 excelentes fontes de matéria prima na busca de novas drogas, tendo
em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior aquela derivada
dos processos de sintese quimica. A fantastica variedade e complexidade de metabdlitos
biossintetizados pelas plantas sofrem a influéncia dos estimulos ambientais, bastante
variaveis, de naturezas quimica, fisica e biolégica, sobre sua composicdo quimica,
sintetizando moléculas de estruturas complexas e com grande diversidade de esqueletos e
grupos quimicos funcionais (Alves, 2005).

Os compostos de origem vegetal na medicina moderna s&o de grande importancia,
pois entre os anos de 1984 e 1994, dos medicamentos aprovados pelo Ministério da Salide,
6% foram extraidos diretamente de espécies vegetais, 24% foram produzidos a partir de
produtos derivados de vegetais e 9% foram desenvolvidos por meio de modelagem molecular
de estruturas quimicas de compostos vegetais que serviram como protétipos. Metade dos 25
medicamentos de maior utilizagdo no mundo foi originada de metabdlitos secundérios de
vegetais (Alves, 2005).

As plantas produzem dois tipos distintos de metabdlitos: primério e secundario.
Metabdlitos primarios sdo encontrados em todos 0s sistemas vivos e S0 essenciais ao
crescimento e a vida da prépria planta, como exemplo: 0os aminoécidos, monossacarideos,
acidos carboxilicos etc. Os metabdlitos secundarios séo produtos de metabolismo especifico,
resultantes de processos adaptativos e constituidos por uma variedade de substéncias
bioativas. A producéo de determinados metabdlitos secundérios pode ser caracteristicarestrita
de certas plantas e sdo caracterizados por uma enorme diversidade quimica. Essas substancias
sdo0 de importancia relevante nos mecanismos de defesa das plantas contra predadores
(Botsaris & Machado, 1999; Lima, 2001) e o interesse cientifico por elas tem aumentado
devido a busca por novos medicamentos oriundos de plantas (Sato et al., 2002; Paiva et al.,
2003).

A pesquisa de novas substancias com finalidade terapéutica pode ser executada por
meio de varios processos. Os mais utilizados sdo a sintese de novas moléculas, a modificacdo
molecular de substancias naturais, bem como extracdo, isolamento e purificagdo de novos
compostos de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma fonte inesgotavel de
substancias potencia mente ativas como medicamentos (Brito et a., 1993).

As pesguisas com o proposito de obter novos medicamentos a partir de plantas, ou de

aprimorar fitoterépicos j& existentes, vém reassumindo papel importante. Menos de 10% de



espécies de plantas no mundo foram investigadas com o objetivo de descobrir propriedades
tergpéuticas. Podem ser pesquisadas ndo somente plantas empregadas diretamente na
terapéutica, mas também aquelas que possam congtituir matéria prima ou fornecer
intermedidrios para a fabricacdo de farmacos sintéticos (Ferreira et al., 1998; Sixe &
Pecinalli, 2002).

O farmacéutico deméo Friedrich Wilhelm Adam isolou em 1804, a morfina, que
inspirou a descoberta posterior dos derivados 4-fenil-piperidinicos como uma nova classe de
hipoanalgésicos de emprego mais efetivo e seguro. Esta simplificagdo molecular permitiu
posterior otimizacdo e a melhor compreensdo do mecanismo de acdo analgésica deste
alcal6ide, originamente isolado de Papaver somniferum (Barreiro & Manssour, 2008).

Segundo estimativa da Convencdo de Diversidade Bioldgica (CDB), o Brasil
hospeda entre 15% e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerado o maior pais
do planeta em numero de espécies endémicas. A biodiversidade do Brasil ndo é totalmente
conhecida devido a sua complexidade, mas estima-se que existam 55.000 espécies
catalogadas, num total estimado entre 350.000 e 550.000 (Toledo, 2002; Barreiro, 2009).

Os estudos com plantas no Brasil estdo se intensificando, devido a necessidade da
busca de novos agentes antimicrobianos para combater a resisténcia dos micro-organismos
frente a automedicagdo, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA), antitumorais, entre
outros fatores. Considerando a evolucdo de genes bacterianos resistentes a antibioticos,
extratos originarios de plantas tém se tornado objeto de estudo das indUstrias farmacéuticas. O
interesse por compostos naturais esté crescendo significamente, e um dos fatores € o grande
nimero de efeitos adversos causados pelos medicamentos sintéticos (Ferreira et al., 1998;
Lima, 2001; Amorim et al., 2003; Turolla & Nascimento, 2006).

Embora existam diversas publicagdes sobre os usos tradicional e farmacéutico de
espécies de plantas encontradas no Brasil, ainda ha poucos estudos cientificos sobre
propriedades téxicas e farmacoldgicas de plantas. Existem, também, poucos exemplos da
descoberta de substancias bioativas, o qual serviu como protétipo para o desenvolvimento de
agentes fitoterapéuticos e farmacéuticos. Vérias substancias ativas, presentes em extratos de
plantas nativas, ainda ndo foram identificadas; entdo essa é uma érea que precisa ser
explorada. Como exemplos de produtos derivados de plantas comercializados no Brasil
podemos citar lerobina®, cujo uso € indicado para tratamento de indigestdo, e o agente
fitoterapéutico anti-inflamatério Acheflan® (Botion et a., 2005; Fenner et al., 2006; Moreira
et a., 2006; Giorgetti et a., 2007).



A Amazbnia € a maior floresta tropica no mundo. Ela ocupa quase metade do
continente sul-americano e é um centro de diversidade biolégica, ao lado da sua importancia
no equilibrio ecolégico global. Essa regido € uma fonte rica de espécies para agricultura,
plantas domeésticas e aplicacfes medicinais. Aproximadamente 125.000 espécies de plantas
estdo na floresta tropical, a qual continua a ser um bom reservatério para a descoberta de
moléculas bioativas e agentes fitotergpicos. Entretanto, apenas 1% do potencia farmacol 6gico
de todas as espécies de plantas tropicais estudadas foi avaliado (Montanari & Bolzani, 2001,
Gurib-Fakim, 2006).

Plantas nativas da Amazonia foram pouco pesguisadas e ndo existem estimativas do
nimero de espécies que foram estudadas ou tém aplicacdo para a salde humana. O uso da
flora dessa regi&o tem sido modesto em relacdo a seu valor estratégico no desenvolvimento de
produtos locais. Além disso, pesguisas, na regido, de plantas com potencial larvicida e
inseticida, propriedades citotoxicas e atividades antimicrobianas tém sido pouco investigadas
(Quignard et a., 2004; Pohlit et a., 2004).

Os extratos vegetais s8o0 uma alternativa para a descoberta de um novo produto com
alto potencia antimicrobiano. Em face disso, e da necessidade de desenvolvimento de novos
medicamentos, no sentido de minimizar os problemas relacionados a resisténcia microbiana,

foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato de Derris negrensis.



20BJETIVOS

2.1 Geral

Avdliar a atividade antimicrobiana in vitro de extrato aquoso de Derris negrensis
Benth.

2.2 Especificos

e Avadiar a propriedade antimicrobiana do extrato aquoso de caule e raiz de D.
negrensis;

e Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos micro-organismos;

e Anadlisar, por cromatografia em camada delgada (CCD), as caracteristicas dos grupos
de metabdlitos secundérios presentes nos extratos;

e Avadliar por bioautografia, a atividade antimicrobiana



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Descricéo botanica da familia Fabaceae

A familia Fabaceae € a segunda maior entre as dicotileddneas, composta por 740
géneros e mais de 16.000 espécies mundialmente distribuidas, desde florestas tropicais até
desertos quentes (Ribeiro et a., 1999; Wink et al., 2003).

Esta subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e
Papilionoideae, as quais sdo consideradas familias independentes por alguns taxonomistas. A
subfamilia Papilionoideae € considerada a mais evoluida e mais amplamente distribuida
dentre as trés, sendo facilmente diferenciada do grupo pelos caracteres vegetativos, florais e
frutiferos (Ribeiro et al., 1999; Dutra et al., 2005).

A importancia econbmica da familia Fabaceae é grande, pois apresenta vasta
variedade de espécies alimenticias, aém de fornecer madeira de boa qualidade, racéo para
animais, laex, resinas, matéria-prima na fabricacdo de tintas, inseticidas, drogas medicinais
no seu estado bruto (Dioclea megacarpa, Vatairea paraensis e Dipteryx puncata) e arvores
ornamentais. As espécies mais conhecidas empregadas como fontes alimenticias sdo: o gréo-
de-bico (Cicer arietnum), ervilha (Pisum sativum), feijdo (Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens
cultivaris) e a soja (Glycine max) (Sannomiya, 1994; Ribeiro et al., 1999).

A maioria das espécies pertencentes a essa familia possui uma caracteristica comum,
que é a presenca de nédulos nas raizes contendo bactérias do género Rhizobium, as quais sdo
capazes de captar nitrogénio atmosférico e converté-lo em outros compostos nitrogenados.
Por esta razdo, um grande nimero de leguminosas € adaptada a habitats éridos ou
semidesérticos, aém de algumas espécies da subfamilia Papilionoideae como Trifolium
repens, Medicago sativa serem utilizadas como fertilizantes (Sannomiya, 1994; Wink et al.,
2003).

Uma grande variedade de metabdlitos secundarios € produzida por plantas da familia
Fabaceae, tais como alcadides, aminoacidos ndo proteicos, aminas, fenilpropandides,
flavondides, isoflavondides, antraguinonas, di-, sesqui- e tri-terpenos. Entre essas classes de
substancias, destacam-se os flavondides, devido a freqiiéncia e diversidade de esqueletos que
sd0 encontrados nas trés subfamilias. Deste modo, como sdo produtos naturais encontrados
em quase todas as subfamilias de Fabaceae estudadas, séo de importancia taxonémica restrita
apenas a essa familia (Wink et al., 2003).

Na familia Fabaceae, a ocorréncia de flavondides resulta no uso etnoboténico das
espécies, como tintura, inseticidas e drogas medicinais; a quimiotaxonomia, 0s quais podem



ser utilizados na determinacéo de parentesco de hibridos e de novos cultivares, e funcfes
guimioecoldgicas, como defesa da planta contra herbivoros ou agentes patol 6gicos e atracdo
de polinizadores (Hegnauer et al., 1993).

3.2 Flavonoides

Os flavondides sdo uma classe de compostos naturais de consideravel interesse
cientifico e terapéutico. Eles sdo um grupo de substancias naturais com estrutura fendlica
varidvel. As variagbes das estruturas resultam na diversidade de classes de flavonoides
encontrados na natureza, como: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanal, flavanondis,
antocianidinas, chalconas entre outros (Behling et al., 2004).

A diversidade desses metabdlitos secundérios contribui para importantes fungdes nos
vegetais e apresentam diversas atividades bioldgicas. Nos vegetais, que produzem flores e
frutos, sdo fontes de pigmentos para sua coloragdo, componentes importantes para o
armazenamento quimico da planta contra insetos, fungos, virus, bactérias, antioxidantes,
controle da agdo de horménios vegetais, agentes aelopaticos, inibidores de enzimas.
Fornecem elementos importantes na protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios
ultravioleta e visivel (Salisbury & Ross, 1991; Harbone & Williams, 2002; Rije et al., 2006).

As chalconas e auronas (Figura 1) sdo grupos de flavondides encontrados geralmente
nas mesmas plantas, sendo responsdveis pela coloracdo amarela, enquanto as coloragdes
escarlate, laranja, rosa, azul e violeta derivam das antocianidinas (Figura 1), substancias
constituidas de sais flavilicos solaveis em agua, também encontradas em outros 6rgdos das
plantas como raizes e folhas. Esses pigmentos tém como uma das mais importantes funcdes, a
de atrair polinizadores e dispersores de sementes, resultando na disseminagdo de espécies
vegetais por meio da interacdo entre plantas e animais. Também sdo responsaveis pela
atividade inibidora do crescimento de larvas de alguns insetos (Dewick, 2001; Schenkel et al.,
2004; Raven et al., 2007).
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Figura 1 - Esqueleto basico de algumas classes de flavonoides com fungéo de
pigmentacdo na planta ( Harbone et al., 2002)



3.3 Isoflavondides

Os isoflavondides sdo caracterizados, como os demais flavondides, por uma cadeia
arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano. Em contraste com outras classes de
flavondides, os isoflavondides tém um determinado limite de distribuicdo taxonémica e sua
ocorréncia é exclusiva da familia Fabaceae (Schijlen et al., 2004; Simdes et al., 2004)). Estes
metabdlitos secundérios apresentam uma diversidade estrutural importante, como as
isoflavonas, isoflavenos e aril-3-cumarinas, e também estruturas ciclicas como 0s
pterocarpanos, cumestanos, cumaronocromonas, sendo que alguns possuem um carbono
suplementar (rotendides). Nos vegetais, a maioria destas substéncias comporta-se como
fitoalexinas, como o0s pterocarpanos, faseorlina e medicarpina, cujos componentes sdo
produzidos pela planta como defesa contra agentes patogénicos, como virus, fungos e
bactérias (Salisbury & Ross, 1991; Firmino, 1998). Na natureza, a ocorréncia de isoflavonas €
maior que a de isoflavanona.

Os rotenGides ndo possuem uma nomenclatura sistematica e sdo conhecidos
frequentemente por nomes triviais. Podem ser divididos em rotendides, 12a-hidréxi-
rotendides e di-hidrorotendides. A maior parte dos rotendides possui um substituinte
isoprenila. Os pterocarpanos representam a maior classe de isoflavondides, depois das
isoflavonas. Apresentam um nUcleo tetraciclico derivado do nacleo fundamental das
isoflavonas (Simdes et al., 2004).

Flavondides tém apresentado uma série de propriedades benéficas ao metabolismo
do nosso organismo. Entre as propriedades, podem-se citar as atividades antialérgicas,
antivirais e fungicidas. As atividades anticancer, anti-inflamatorias e a reducéo de risco de
doencas cardiovasculares tém sido atribuidas as propriedades antioxidantes que estdo
relacionadas a prevencdo da peroxidacao lipidica da membrana celular e com a protecéo de
substéncias de importante papel fisiolégico, como a vitamina C e a adrenalina (Cushine &
Lamb, 2005; Magalhées et al., 2007). Os flavon6ides com maior importancia terapéutica séo
os derivados de flavonas. Eles sdo bem absorvidos por via digestiva e sua toxicidade é baixa
(Boltsaris & Machado, 1999).

Muitos flavondides, quando introduzidos no organismo humano, sdo capazes de
aterar sua fisiologia, isto € possuem atividade farmacologica. Por isso eles séo de interesse
medicinal, podendo exercer efeitos medicinais ou téxicos, dependendo da quantidade
introduzida no organismo humano (Lopes & Rosso, 2010).



3.4 Biossintese

Os flavonbides podem ser encontrados em diversas formas estruturais que, em
comum, possuem 15 atomos de carbono em seu esqueleto basico, arranjados na forma C,-C,-
C, que corresponde a dois anéis arométicos (A e B) interligados por uma cadeia de trés
atomos de carbonos entre si, que podem vir ou ndo dar origem a um terceiro anel benzopirano
ou cromano (C), de cinco ou seis membros entre os anéis arométicos (A e B) (Figura 2)
Pietta, 2000; Costa, 2002;Behling et a., 2004).

Figura 2 - Nucleo fundamental dos flavondides e sua numeracdo (Simdes et al., 2004)

S0 conhecidos mais de 4.200 flavondides diferentes, sendo que o nimero de novas
estruturas identificadas praticamente dobrou nos Ultimos vinte anos. Os flavondides de origem
natural apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande nimero ocorre conjugado
com aglcares, também conhecido como heterosideo (Simdes et a., 2004).

A rota biossintética dos flavonGides apresenta a singularidade de seus anéis
aromaticos serem formados de rotas metabdlicas distintas: chiquimato e acetato. Estes anéis
sdo originados de uma via biossintética mista, onde através de uma sequéncia de reacoes de
condensacdo, mediados por enzimas, trés moléculas de malonil CoA derivadas da via do
acetato sdo condensadas juntamente com uma molécula de 4-hidroxicoumaril-CoA, derivada
davia do chiquimato. As unidades oriundas da via do acetato ddo origem ao anel A enquanto
a unidade proveniente da via do chiquimato da origem ao anel B e aos trés &omos de carbono
que intreligam os anéis A e B. A ciclizagdo resultando na formagéo do anel A produz a
chalcona que se equilibra com a flavanona correspondente. Os outros tipos de flavonoides sdo
formados por subsequentes etapas de Oxi-reducdo deste intermediario comum (Figura 3)
(Salisbury & Ross, 1991; Andersen et a., 2006).
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Figura 3 - Biossintese dos diversos flavonbides (Simdes et al., 2004)

A flavanonona é formada pela sintese de adicdo, no qual o grupo hidroxilico age
como nucledfilo e ataca a cetona , -insaturada, sendo o intermedidrio biossintético da
maioria das classes de flavon6ides. Em alguns casos, tem sido mostrado por meio de estudos
de incorporagdo de precursores, que os flavondides sdo biossintetizados a partir da chalcona
Apbs a formagdo deste metabdlito secundario, uma série de reagdes enziméticas envolvendo
oxidacOes, reducdes e alquilacdes originam os mais distintos esqueletos de flavondides. As
diversas classes de flavondides diferem principalmente no nivel de oxidagdo e no padrdo de
substituicdo dos anéis A e B (Schentel et al., 2004).

O padrdo de hidroxilacdo do esqueleto basico dos flavondides, geramente, ocorre
nas posi¢cdes 5, 7 e 4 . Entretanto, podem ocorrer modificagdes, como perda do grupo OH da
posicdo 5, cujo processo é readlizado pela enzima redutase, a qual, quando atua
simultaneamente com a enzima chalcona-sintase, promove a reducéo deste grupo, antes da
formac&o do primeiro flavonoide na via biossintética. Estas alteracOes sdo uma das principais
caracteristicas dos flavondides (Hegnauer et al., 1993; Dewich, 2001).
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Nas espécies da familia Fabaceae, a grande diversidade estrutural de flavon6ides
ocorre devido a quatro fatores: 1) introducdo de grupos hidroxilicos nas posicdes 6, 8 e 2 dos
anéis A e B, respectivamente, no esqueleto basico, o qual geralmente apresenta um padréo de
substituicdo 5, 7 e 4 -triidroxi; 2) perda do grupo hidroxila na posicdo 5, como citado
anteriormente; 3) metilacéo de grupos hidroxilicos ou formacdo de grupos metileno dioxidos;
4) insercdo de grupo C-aquilicos, tais como metil e especialmente grupos C-prenil, os quais
podem sofrer diversas modificacdes, resultando em anéis de cinco ou seis membros
(Hegnauer & Grayer-Barkmeyer, 1993; Kaufman et a., 1999).

Os grupos prenila sdo derivados da via do mevalonato e flavondides prenilados;
ocorrem quase que exclusivamente na subfamilia Papilionoideae da familia Fabaceae
(Dewick, 2001).

As reagOes de ciclizacdo do C-prenila ocorrem por ataque nucleofilico do grupo
hidroxila ao epdxido, iniciamente formado pela oxidacdo da ligacdo dupla deste grupo
alquilico. Dependendo da orientagdo do ataque nucleofilico, o produto sera um anel de cinco
membros: o furano. O anel furano dissubstituido € biossinteticamente formado pela acdo da
enzima mono-oxigenase citocromo P450 dependente, que utiliza os cofatores NADPH e
oxigénio molecular para clivagem do grupo hidroxi-isopropila, cujo fragmento é liberado em
forma de acetona. Nesta etapa ndo ocorre a formacéo de nenhum intermediario hidroxilado e
0 processo € iniciado por um mecanismo viaradicalar (Dewich, 2001).

Algumas classes de flavondides, como chalconas, di-hidrochalconas e flavanonas,
tendem a ser encontradas na sua forma livre, ou sgja, ndo associadas as moléculas de
acUcares, altamente metilados e prenilados nas raizes, caule e sementes de espécies de plantas
das familias Fabaceae, Rutaceae, Compositae, enquanto estruturas mais simples e glicosiladas
sdo encontradas em folhas, flores e frutos de espécies destas familias (Hegnauer & Grayer-
Barkmeyer, 1993; Boltsaris & Machado, 1999).

Os flavondides encontrados nas folhas podem ser diferentes dagueles presentes nas
flores, nos caules ou ramos, raizes ou frutos. Os mesmos compostos ainda podem ocorrer em
diferentes concentracdes, dependendo do érgéo vegetal em que se encontram (Simdes et al.,
2004).

Segundo Simdes et a. (2004), o interesse econdmico pelos flavondides é decorrente
de suas diferentes propriedades, como, por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e
poderem ser usados como pigmento. Além disso, esses compostos possuem também
importancia farmacoldgica, resultado de algumas propriedades atribuidas a aguns
representantes da classe.
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3.5 Timbd

Timb6 ou tingui é a designacdo popular atribuida, em todo o Brasil, a um grande
nimero de plantas empregadas por populagbes primitivas na pesca pelo envenenamento. A
prética de tinguijar, deixar no rio ou lago, a planta previamente esmagada, remonta a tempos
pré-colombianos, onde foi adotada pelos caboclos e indios da Amazénia nas pescarias, sendo
empregada até os dias atuais. Esmagada na &gua, os peixes comecam a boiar e podem ser
facilmente apanhados com a méo. Deixados na agua, recuperam-se, podendo ser consumidos
sem inconveniente. A planta era também usada, em algumas tribos, no preparo de veneno de
flechas (Lima, 1987; Schvartsman, 1992; Razzini & Mors, 1995).

Segundo Heizer (1986), o uso de venenos vegetais de pesca € provavelmente um
velho e arraigado hébito cultural. Seu uso estende-se para algumas regides da América
Central até o norte do México e em algumas regides da América do Norte (Leste do
Mississipi e California). Estima-se que no mundo, cerca de 140 espécies sdo utilizadas como
veneno de pesca, com aproximadamente 340 nomes.

A pesca com timbd ocorre geralmente nas estacOes de aguas baixas, quando a
diluicdo do veneno na é&gua € maior. Este méodo consiste basicamente em introduzir o
ictiotéxico a partir de um determinado ponto do rio ou igarapé, a fim de coletar os peixes
entorpecidos. Aparentemente ndo deixam residuos toxicos nos peixes, sendo apropriados para
consumo humano, sem maiores tratamentos. Os principios ativos destes venenos podem ser
divididos em oito grupos. rotenona, 0s saponaceos, glucosideos cardiacos, alcaldides,
terpenos, taninos, compostos cianogénicos e ictioterol (Acevedo-Rodriguez, 1990).

O nome timbd serve para designar numerosas plantas pertencentes a diversas
familias botanicas, principal mente Sapindaceae e Fabaceae, as quais apresentam propriedades
ictiotoxicas e contém, em quantidades variaveis, o alcal6ide timboina, o qual € um notéavel
analgésico empregado sob a forma de tintura alcodlica ou extrato fluido contra nevralgias
cronicas e insbnias (Corréa, 1984). Na medicina tradiciona tailandesa, é utilizado como
expectorante, antitussigeno e antidiarréico (Tiangburanathan, 1996), tendo sido relatada
atividade imunoestimulante (Sriwanthana e Chavalittumrong, 2001) e atividade anti-
inflamatoria (L aupattarakassem et a., 2004).
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Os timbds encontrados na Amazoénia brasileira sdo plantas do género Derris, que
vem se destacando pela producdo de compostos pertencentes as classes dos rotenoides, os
guais apresentam acg&o antibacteriana (Bearez, 1998; Arruda, 2005; Borges et al., 2006).

Ao longo do tempo, plantas toxicas foram consideradas de modo muito diverso. Em
épocas remotas, e também neste século, em algumas regides, plantas toxicas exercem papel
importante para prover alimentagdo por meio do uso de veneno de flechas na caga ou veneno
para peixes. Mais recentemente, no inicio do século XX, plantas toxicas comecaram a
despertar interesse de pesquisadores por possuirem substancias bioativas, capazes de propiciar

model os moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos (Simdes et al., 2004).

3.6 O géneroDerris

Os timboés verdadeiros, plantas pertencentes ao género Derris, compreendem varias
espécies, tais como: Derris negrensis, Derris urucu, Derris nicou e Derris dliptica. E um
cip6 trepador originario do Brasil, encontrado nas matas da Amazonia. E revestido de uma
substancia pegajosa e possui raizes com extensas ramificagdes. Suas flores sd0 peguenas,
assumindo a forma de espigas e as folhas tém foliolos ovais (Aragéo & Vale, 1973; Martins,
1989).

A espécie D. negrensis pertence a subfamilia Papilionoideae (Figuras 4 e 5). E uma
liana lenhosa, com caule cilindrico, casca marrom claro, rigida, com lenticelas salientes e
elipticas e desprendimento puverulento, exsudacdo vermelha (Figura 6). Suas folhas séo
subguinadas ovais ou oblongas acuminadas, com base arredondada, coriéceas, glabras em
cima, embaixo com pélos esparsos pequenos, racemos com muitas flores, femigineos
tomentosos, pedicelos fasciculados. Os foliolos sdo coriaceos e elipticos, ocasiond.
Conhecida popularmente como timborana, E encontrada em éreas de vertentes e baixios na
bacia do Rio Negro (Le Cointe, 1947; Corréa, 1984; Ribeiro et al., 1999).



Figura 5 - Ramo de D. negrensis. Foto: Silva, P.E.S., 2009.
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Figura 6 - Ritidoma (caule): exsudagdo. Foto: Silva, P.E.S., 2009.

Papilionoideae € a maior das trés subfamilias da familia Fabaceae. Tem distribuicdo
bastante ampla nas zonas tropicais, subtropicais, estendendo-se as regifes temperadas, mas
sua maior diversidade encontra-se nos tropi cos americanos e africanos. Algumas espécies sdo
utilizadas por apresentarem importantes propriedades medicinais como levodopa, usado no
tratamento do mal de Parkinson, pitiriases, sarnas e no tratamento de pneumonia (Martins,
1989; Ribeiro et al., 1999).

3.7 Estudo fitoquimico e atividade biologica de plantas dos géneros Derris,
Lonchocarpus, Tefrosia e Poiretia

A rotenona € o congtituinte ativo de vérias espécies de plantas leguminosas dos
géneros Lonchocarpus e Derris, popularmente conhecidas como “tuba” na Malésia, “cube” no
Peru e timbo no Brasil (Corbett, 1940). Os géneros Lonchocar pus e Derris abrangem espécies
produtoras de diversos tipos de substancias fendlicas, como por exemplo, estilbenos,
chalconas, flavanonas, isoflavonas e rotenonas (Magalhdes et al., 2000).

Maia & Vasconcelos (1976), realizando estudos fitoguimicos, cromatogréficos,
espectrométricos e de ressonancia magnética com Derris negrensis, identificaram a presenca
de 28,5% de rotenona e de-hidrorotenona. A rotenona foi encontrada na proporcéo de 3% a
11% na planta Lonchocar pus nicou (Gomes, 1946).

Nas leguminosas dos géneros Derris e Tefrosia, o principio ativo mais importante € a
rotenona. Entretanto, sdo encontrados outros flavonGides de estruturas semelhantes,

englobados pela designacéo geral de rotendides. S&o insolGveis em agua, e provavelmente, as
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saponinas que 0s acompanham promovem sua suspensdo no meio, gudando a exercer a sua
funcdo toxica (Razzini & Mors, 1995).

Os flavondides ocorrem principamente nas familias Rutaceae, Compositae e
Fabaceae. As acbes farmacoldgicas comuns dos flavondides sdo anti-inflamatérias,
estabilizadoras do endotélio vascular e cardiocirculatoria. Entre as acdes farmacol bgicas
comuns, apresentadas pela saponina, estéo as atividades antimicrobianas e anti-inflamatorias
(Botsaris & Machado, 1999).

Os principais componentes do género Tefrosia, encontrados nas folhas e ramos
tenros, sdo: tefrosing, rotenona, deguelina e toxicarol. A tefrosina mostrou ser o principio
toxico mais potente sobre os peixes (Schvartsman, 1992). Rotenona e rotendides séo
substancias ictiotdxicas e inseticidas, encontradas em espécies de Derris, Tefrosia e outras
plantas da familia Fabaceae (Geissman, 1962).

Nas espécies Derris urucu e Derris nicou, sGo encontrados nas suas raizes, 0s
metabdlitos secundérios rotenona e rotendides isoflavondicos, entre os quais se destacam a
deguelina, tefrosina e toxicarol (Lima, 1987).

Mascaro et al. (1998) utilizaram po de raizes de Derris spp. e observaram valores de
DL s em trés espécies de peixes, filogeneticamente diferentes, nas concentracdes de 2,6pg/mL
para Collosoma macropomum (tambaqui) 4,8ug/mL para Oreochromis niloticus (til&pia)
14,2ug/mL para Plecostomus sp (cascudo) e 100,0mg/kg para Rattus norvegicus (rato),
sugerindo a menor susceptibilidade dos mamiferos em relacéo aos peixes, possivelmente
devido a fatores farmaco-cinéticos que se relacionam com as diferentes barreiras teciduais
géstricas, encontradas pel os rotendides, quando administrados por via oral, em mamiferos.

Costa et al. (1997), a partir de ensaios com dosagem crescente, avaliaram o efeito do
po daraiz de duas espécies de timbd: D. urucu e D. nicou sobre populactes de larvas de duas
linhagens de Musca domestica, proveniente de duas localidades do Estado de S&o Paulo:
Jaboticabal (jab) e Brodosgui (bro). Os resultados mostraram que D. urucu foi mais eficiente
no controle das moscas das duas linhagens, pois com o tratamento de 0,7g de pé de raiz, as
populacdes jab e bro atingiram percentagem de mortalidade maior que 80%, enquanto o
mesmo tratamento com D. nicou controlou cerca de 10% da linhagem jab e nas popul agtes de
moscas da linhagem bro n&o ocorreram reaces negativas aparentes no nUMero de moscas
emergidas.

A suspensdo aquosa de extrato etandlico de raiz de D. urucu foi avaliada quanto a

sua atividade em larvas de quarto estédio de Aedes aegypti (Diptera: culicidag). A curva
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exponencia para DLsp nas concentragfes de 17,6pg/mL, 33,32ug/mL, 55,4ug/mL e 83,68
pg/mL, apds 24 horas de tratamento, mostrou que o extrato foi mais efetivo na concentragéo
de 17,6ug/mL. No entanto, a concentracdo de 150ug/mL, apds 4 horas, causou completa
destruicdo da membrana peritréfica das larvas (Gusméo et al., 2002).

O extrato aguoso de Derris amazonica, contendo 3,7% de rotenona, foi toxico para
Cerotoma arcuatus, via ingestéo de folhas tratadas (DLso - 15,14 pL.g-1). A aplicagdo tépica
(CLso= 1,44 pl.mL-%) induziu a mortalidade de insetos, superior a 80% (Alécio, 2007).

Ao avdiar a aplicacdo topica dos extratos aquoso e acodlico de raiz de
Lonchocarpus floribundus (timbo) sobre Toxoptera citricidus Kirkaldy, nas concentracbes de
5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 30mg/mL e 40mg/mL, Corréa (2006) constatou que as
concentragdes de 30mg/mL e 40mg/mL apresentaram maior taxa de mortalidade para os dois
extratos testados. Ressaltando que as concentracfes de 5mg/mL do extrato etandlico e 10
mg/mL do extrato aguoso, controlaram mais de 50% dos individuos.

Costa Janior et al. (2002) avaliaram a eficiéncia de rotendides extraidos D. urucu em
teledginas do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Foram testadas cinco
diferentes concentracfes (1,0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0mg/mL) utilizando como solvente a agua
destilada. Os rotendides extraidos do timb6é mostraram-se eficazes nas concentragdes de
7,5mg/mL e 10,0 mg/mL, controlando a reproducéo dos acaros em 92,40% e 97,85%
respectivamente.

Santos et al. (2007) verificaram a atividade alelopética dos extratos etandlicos de
folhas e raizes de D. urucu e D. nicou, sobre duas plantas invasoras de pastagem: Mimosa
pudica (malicia) e Senna obtusifolia (mata-pasto) e observaram que os extratos de folhas das
espécies avaliadas inibiram a germinacéo de sementes de M. pudica, acima de 40%, enquanto,
0s extratos de raizes inibiram abaixo de 28%. Para a espécie S. obtusifolia, os extratos de
folhas das Derris avaliadas inibiram a germinacdo das sementes entre 40% e 45% e os
extratos de raizes entre 22% e 26%.

O estudo fitoquimico de Tefrosia toxicaria permitiu o isolamento e a identificacéo
das flavanonas (iso-obovatina e obovatina) e dos rotendides (6a,12a-desidro-p-toxicarol,
6a,12a-desidro-a-toxicarol e a-toxicarol). Dentre os extratos das raizes testados com larvas de
Aedes aegypti, verificou-se que as fragdes hexano e cloroformio apresentaram alto potencial
larvicida, estimando CLsp = 23,99 ppm e CLso = 13,80 ppm respectivamente (\V asconcel os et
al., 2009).
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Braz Filho et al. (1980) avaliaram fitoquimicamente o extrato de éter de petréleo de
raizes da espécie Lonchocar pus longifolius. Os autores identificaram o isoflavonéide rotenona
e o0s roten6ides 12a-hidroxirotenona, 6a e 12a-deshidrorotenona, deguelina e 12a
hidroxideguelina (tefrosina).

O extrato etandlico de um cipd de uma espécie do género Derris, coletado na estrada
de Xapuri, no Estado do Acre, foi analisado fitoquimicamente por Zoghbi et a. (1988), os
quais identificaram a presenca do isoflavondide cumestrol e do triterpeno a-amirina. Segundo
0s autores, plantas deste género se caracterizam por apresentarem, nas suas composicoes
quimicas, flavonoides e isoflavonoides e, entre estes, destacam-se 0s rotenoides.

Em estudos realizados, a fim de avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de
raizes da espécie Lonchocarpus montanus, Magalhdes et al. (2007) verificaram que os
extratos foram ativos contra as cepas de Saphilococcus aureus, Bacillus subtilis,
Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporium e Rhizopus oryzae.

Ganapaty et a. (2006), utilizando a técnica cromatogréfica, isolaram de Derris
heyneana, quatro flavondides. heyneana chalcona, lupinifalin, hiravarone e derrubone, e
verificaram que heyneana chalcona apresentou atividade antimicrobiana contra cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris e Bacillus pumilis.

Os compostos jayacanol, mundulinol, mundulin e minimiflorin, isolados de raizes de
Lonchocarpus oaxacensis por Alavez-Solano et a. (2000), foram analisados quanto a
atividade antifungica contra o fungo da madeira Postia placenta. V erificou-se que somente o
jaycanol apresentou atividade antifungica.

Araljo (2002) avaliou o efeito fungitéxico de rotenona e 12a-hidroxirotenona,
isoladas de extrato hexanico de Poiretia bahiana, verificando que foram efetivos contra
esporos de fungos fitopatogéni cos da espécie Cladosporium sphaerosper mum.

Os metabdlitos secundérios derricina e lonchocarpina, isolados do extrato hexéanico
de raizes de Lonchocarpus sericeus, apresentaram atividade citotoxica contra células
leucémicas (Cunha et al., 2003). Em estudos farmacol égicos realizados por Fontenele et al.
(2005), demonstraram in vitro atividade antiplaguetéria.

O isoflavondide pumilanol, o flavonéide tephrinone, rotenona, lupeol e estigmasterol
foram isolados da raiz de Tephrosia pumila. O isoflavondide apresentou inibi¢cdo contra os
protozoarios do género Trypanosoma, Leishmania e Plasmodium em estudo in vitro
(Pannakal et al., 2008).
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A partir de estudos fitoquimicos das folhas e galhos de Poiretia bahiana (Fabaceae),
apos a extracdo com hexano, foram isoladas seis isoflavonas, duas rotenonas, uma mistura
contendo os triterpenos lupeol e B-amirina, 0s esterdides estigmasterol e sitosterol. Os extratos
foram submetidos a bioensaios e apresentaram atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans. Foram inativos contra
Pseudomonas aeruginosa e Penicillium notatum. A citotoxicidade foi determinada contra
Artemia salina, apresentando uma CL sy de 459,03mg/mL (Araujo, 2009).

Com o objetivo de avaiar a citotoxicidade de rotendides, Inécio et a. (2007)
realizaram bioensaios de letalidade com larvas de Artemia salina. O extrato etandlico obtido
de raizes de D. urucu, submetido ao teste de letdidade frente as larvas de A. salina,
apresentou DLsy de 108 ppm (a DLso menor ou igual a 1000 ppm é considerada ativa). Os
extratos das cascas das raizes de Lonchocarpus filipes mostraram-se fortemente ativos no
ensai o de toxicidade sobre A. salina, podendo essa atividade ser correlacionada com atividade
antitumoral e/ou inseticida (Santos et al., 2009).

3.8 Doencas infecciosas

As doencas infecciosas sdo a principal causa de morte no mundo. Elas contribuem
com os atos indices de morbidade e mortalidade nas populagdes dos paises em
desenvolvimento desde tempos remotos (Coura & Castro, 2002; Tortora, 2005).

As infecgOes incluem a presenca e multiplicagdo de micro-organismos, tais como
bactérias e fungos em um hospedeiro vivo, com estimulagdo de uma resposta evidente,
podendo ser localizada ou generalizada (Koneman et al., 2001).

As infecgdes bacterianas atingem o hospedeiro a partir de um reservatério externo,
por meio de diversas vias de transmissdo, tais como: contato direto, alimento, &gua, solo,
poeira, dentre outros. O agente patogénico reside no proprio corpo do hospedeiro, podendo ou
ndo pertencer a microbiota normal, causando doenca quando ocorre um favorecimento nas
condi¢cdes do hospedeiro pelo uso de antibidticos, procedimentos cirdrgicos, ocorréncia de
carcinomas ou diabetes e imunossupressdo (Lacerda & Egry, 1997). Os patdégenos mais
frequentes isolados em hospitais brasileiros sdo Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (Sader et al., 2001).

Nas Ultimas décadas, as infecgbes fungicas tornaram-se importantes causas de

infeccbes hospitalares, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Vérios fatores
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contribuem para a prevaléncia e dificuldade de controle dessas infec¢bes, como 0 aumento do
nimero de procedimentos invasivos, pela utilizacdo de cateteres, ventilagdo mecanica,
didises, entre outros (Miranda et al., 2003; Mundim et a., 2003).

As condi¢Bes que facilitam a proliferacéo de leveduras do género Candida séo:
menor grau de defesa, geralmente, em criangas e idosos, gravidez, uso de anticoncepcionais,
diabetes, terapia com antibioticos, corticoides e citostéticos, uso de coletores urinarios ou
intravenosos de demora (Jawetz et al., 1998; Cowen et al., 2002; Sampaio & Rivitti, 2007).

A resisténcia do hospedeiro a infeccdo causada por este género de fungo é devida a
mediadores imunes e ndo imunes, entre estes, a presenca de fatores inibidores no soro e, entre
os imunes, os linfacitos T e a fungdo fagocitaria dos neutrofilos. Anticorpos tém pouco valor
na defesa do hospedeiro (Sampaio & Rivitti, 2007).

3.9 Micro-organismos
3.9.1 Fungos

Os fungos sd um grupo diverso de organismos eucariotos, saprofiticos,
heterotroficos, ndo sintetizam clorofila nem qualquer pigmento fotossintético. Em sua maioria
s30 aerobios obrigatdrios, micréfilos, uni ou pluricelulares, com parede celular composta de
um modo geral, por quitina, glucanas, mananas, proteinas, lipideos, além de polissacarideos, e
requerem fontes organicas de carbono pré-formado para o crescimento (Trabulsi et al., 1999).

Estudos citoguimicos demonstraram que cada camada possui um polissacarideo
dominante. As camadas mais internas (8 e 5) contém beta 1-3 glucanas e mananas, enquanto
as camadas mais externas contém mananas e beta 1-6 glucanas. A primeira e a terceira
camadas s80 mais ricas em mananas (Trabulsi et al., 1999).

As glucanas nas células fungicas s@o normamente polimeros de D-glicose, ligados
por meio de pontes betaglicosidicas. As mananas, polimeros de manose, representam o
material amorfo da parede. A quitina é o principa componente estrutural da parede celular
fungica. Os lipidios estéo presentes como compostos polares e apolares. Os principais lipidios
apolares sdo os triacilglicerdis e os esterdis, e os polares séo os diacilglicerofosfocolinas e
diacligliceroctanolaminas (Trabulsi et al., 2008).

Outro componente da célula flngica € a membrana plasmética, que atua como uma
barreira semipermeavel nos transportes ativo e passivo, para dentro e para fora da célula,

sendo constituida de uma por¢do hidrofdbica e uma hidrofilica. As membranas das células dos
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fungos possuem em sua constituicdo quimica esterdis, que sdo encontrados nas células
bacterianas (Schaechter et al., 2002).

A nutricdo da-se por absor¢do. S&o obrigados a viver em estado de saprofitismo,
parasitismo ou mutualismo. Reproduzem-se por brotamento ou esporulacdo. Os esporos
podem ser gerados tanto sexuada como assexuadamente (Strohl et al., 2004; Trabulsi et a.,
2008).

Os fungos sdo capazes de se desenvolverem sobre a superficie de outros organismos
superiores como plantas e animais, ou até mesmo viver em seu interior. Ao estudar o habitat
dos fungos, é importante considerar que diferentes fatores ambientais, como temperatura, pH,
disponibilidade de agua e oxigénio afetam diretamente seu crescimento (Esposito & Azevedo,
2004).

Os fungos patogénicos podem ser divididos com base na forma de crescimento ou
conforme o tipo de infeccdo produzida. De acordo com a micose causada, podem ser
divididos em micoses superficia ou profunda e, de acordo com a forma de crescimento, sao
classificados em filamentosos ou leveduriformes (Lacaz et al., 1991).

As morfologias do género Candida em gera apresentam-se em abundantes
aglomerados de filamentos micelianos e blastésporos, dimorfismo caracteristico das infecgbes
por Candida (Lacaz et a., 1991). Os blastdsporos aparecem como estruturas arredondadas ou
ovaladas, didmetro variando em torno de 4um, podendo ocorrer gemulagéo inicial. Quando no
interior de lesbes dos tecidos, sdo facilmente confundidos com neutréfilos. O micélio €
usualmente longo, de espessura varidvel com numerosas constricdes. Podem-se observar
septacles a curtos intervalos, conferindo a hifa aspecto caracteristico, bem como numerosas
ramificages (pseudomicélio) (Lacaz, 1980; Jawetz et a., 1998).

Segundo MacGinnis (1964), 14 espécies de fungos do género Candida sdo
consideradas de interesse médico, como: C. albicans, C. stelladoidea, C. krusei, C.
guilliermondii, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. parapsilosis, C. humicola, C. vini, C.

viswanathii, C. zeylanoides, C. rugosa, C. curvata e C. norvegensis.

3.9.1.1 Infecgbes fungicas oportunistas

Diversos fungos, presentes no meio ambiente ou integrantes da flora normal, podem,
em determinadas situacfes, passarem de sapréfitos a patogénicos, provocando quadros
clinicos varidvel's, desde processos febris benignos a septicemias, algumas vezes fatais (Lacaz
etal., 1991).
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Dentre as principais patologias fungicas oportunistas destacam-se a candidiase,
aspergilose, criptococose e fusariose. Candidiases ou candidose sdo infec¢bes provocadas por
leveduras do género Candida, principalmente, C. albicans. A maior parte das infecgbes € de
origem enddgena, ou sgja, S0 causadas por micro-organismos que fazem parte da microbiota
norma do ser humano. A transmissdo exdgena ocorre, principalmente, em pacientes
debilitados pelo tratamento com antibidticos e drogas imunossupressoras, e no transcurso de
doencas cronicas (Strohl et a., 2004; Sampaio & Rivitti, 2007; Abbas et al., 2008).

As enzimas proteoliticas secretadas por C. albicans, assim como outras espécies
desse género, podem degradar, destruir ou transformar constituintes da membrana celular do
hospedeiro, induzindo a uma disfuncéo ou destruicéo fisica. As enzimas proteoliticas tém a
funcdo unicamente de digerir as proteinas do hospedeiro, promovendo uma fonte de
nitrogénio para a célula parasitaria e contribuindo para a adesdo e invasdo dos tecidos do
hospedeiro (Hube & Naglik, 2001).

As candidiases podem ser superficiais ou profundas, com localizagdo cutanea,
mucosa, mucocuténea, visceral ou sistémica. Na candidiase mucocutanesa, os tecidos das
mucosas oral e vaginad sd0 mais atingidos. A candidiase cuténea envolve as areas
intertriginosas da pele das méos, virilha e axilas. Na candidiase sistémica, o fungo pode
invadir diversos 6rgaos causando candidiase pulmonar, endocardite, fungemia e nefrite
(Sidrim & Moreira, 1999; Sampaio & Riviti, 2007).

O agente etiolégico mais comum da candidiase, em ambiente hospitaar, é C.
albicans, mas outras espécies tém sido também identificadas nos ultimos anos, como C.
tropicalis, C. glabrata, C. Krusei, C. parapsilosis, C. kefur, C. guilhermondii, C. lusitaniae,
as gquais se destacam em todo o mundo, inclusive no Brasil (Fuchs et al., 2004; Trabulsi et al.,
2008).

3.9.1.2 Agentesantifungicos

Durante as Ultimas décadas, as micoses passaram a ser uma das principais causas de
morte em pacientes imunocomprometidos. Devido principalmente as infecgdes como a AIDS,
quimioterapia cancerigena e transplante, houve um aumento das infeccBes fungicas em
humanos. InfecgBes fangicas produzidas por agentes que eventual mente apresentam baixa
viruléncia e podem ser letais (Zacchino et al., 2003).
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Com o aumento das infecgdes fungicas, aumenta também a necessidade de novos
agentes antifungicos. Os antifungicos existentes no mercado possuem limitagdes terapéuticas,
principalmente quando se leva em consideracdo os efeitos colaterais (Tavares, 1996).

Grande quantidade de farmacos obtidos por meio da sintese organica tem sido
utilizada no tratamento de infecgdes micoticas, como os antissépticos a base de tintura de
iodo, violeta de genciana, &cido sdlicilico e benzdico, derivados sulfamidicos, corantes,
guinonas e antifungicos poliénicos (nistatina, anfotericing). Além desses, utilizam-se também
antifingicos, como os azdis (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol e
fluconazol) e anfotericina B. Porém as infecgfes fungicas sdo de dificil tratamento devido a
elevada resisténcia da Candida a agdo de alguns antifungicos (Araujo et a., 2004).

Os agentes antifungicos, atuamente utilizados, apresentam, na sua grande maioria,
uma acdo fungistética ou fungicida, fato este que proporciona o aparecimento de cepas
resistentes, sem contar que sdo dotados de outras limitacfes terapéuticas, sobretudo no que se
refere a possibilidade do desenvolvimento de efeitos colaterais como nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade (Rang & Dale, 1997; Zacchino et a., 2003).

Os agentes antifungicos podem ser divididos em duas categorias: drogas que afetam
amembrana celular e drogas que atuam intracelularmente, interrompendo processos celulares
vitais, como sintese de DNA, RNA ou proteinas (Fuchs et al., 2004).

Como exemplo de drogas que afetam a membrana celular podem ser citados os
derivados poliénicos e imidazdlicos. Estas substdncias combinam-se com esterGis da
membrana, rompendo a mesma ou tornando-a incapaz de efetuar suas fun¢bes normalmente
(permeabilidade e transporte). A droga forma um poro na membrana e o centro hidréfilo da
molécula cria um canal i6nico transmembrana. Podem ocorrer ateragdes na permeabilidade
celular e causar a perda de constituintes essenciais das células, como potassio, aglcares,
proteinas, fosfatos inorgéanicos, acidos carboxilicos e ésteres de fosfato (Rang & Dale, 1997,
Trabulsi et a., 1999).

A terapia de imunossupressdo tem se tornado crescente e comum, € como 0 uso de
antibi6ticos de amplo espectro ser frequente, Candida spp. tem assumido um papel de grande
importancia entre os patdgenos hospitalares e somente foi superada pelos Saphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp e Enterococos como causa de infeccdo na corrente
sanguinea (Henry, 1999), sendo de grande interesse por serem responsaveis por quadros de
candidemias nos hospitais, estimando-se entre 10% a 12% suas ocorréncias sobre todas as
infecgdes (Trabulsi et al., 2008).
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Devido a ocorréncia de cepas resistentes ou mais adaptadas aos antiflingicos
existentes, ha uma necessidade mundial no desenvolvimento de novas pesquisas destinadas a
investigacdo de agentes antifungicos que atuem de forma mais seletiva contra a célula
fangica, sem, contudo, interferir em nenhum sistema bioquimico da célula do hospedeiro
(Sartori, 2005; Botelho et al., 2007).

3.9.2 Bactérias

Bactérias sdo céulas procaridticas unicelulares com organizacdo celular
relativamente simples. Apresentam tamanhos em média de 1 a 2um por 1 a 4um, com
membrana citoplasmatica sem esterdides, apresentando cadeias de peptidoglicanos que vao
influenciar na forma da bactéria dependendo do tamanho destas cadeias e da quantidade de
interligagOes existentes entre os peptidoglicanos. Suas membranas nucleares estdo ausentes e
o &cido desoxirribonucléico (DNA) é uma macromolécula em forma de dupla fita circular,
com comprimento de aproximadamente 1.100um, altamente empacotado e os ribossomos 70S
estdo distribuidos no citoplasma. Podem ser autotroficas (fotossintéticas ou quimiossintéticas)
ou heterotroficas (saproéfitas e parasitas) (Trabuls et al., 1999).

A manutencdo da forma bacteriana (bacilo, coco etc.) é devido a presenca da parede
celular bacteriana. Além disso, a parede desempenha um papel importante na diviséo celular
como primer para sua propria biossintese, dando origem ao septo que separa as duas novas
células oriundas da divisdo celular. Na maioria das bactérias, a parede celular deve a sua
rigidez a uma substancia somente encontrada em procariotos e que recebe diferentes
denominagdes como mureina, peptidioglicano, mucopeptideo (Trabulsi et al., 2008).

De acordo com a constituicdo da parede, as bactérias podem ser divididas em dois
grandes grupos. Gram-negativas e Gram-positivas. As diferencas entre esses dois grupos
residem principamente nas suas propriedades de permeabilidade e nos componentes de
superficie. As principais diferencas reveladas pela coloragdo de Gram estéo relacionadas a
presenca de uma membrana externa nas bactérias Gram-negativas e de uma espessa camada
de peptidoglicano nas bactérias Gram-positivas (Tortora et al., 2005; Trabulsi et al., 2008).

As paredes das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam diferencas
marcantes (Figura 7). As bactérias Gram-negativas possuem uma parede composta de varias

camadas que diferem na sua composi¢cdo quimica e, conseguentemente, € mais complexa que
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a parede das Gram-positivas, que apesar de mais espessa, apresenta predominantemente 90%
de peptidoglicanos (Jawetz et al., 1998; Tortora et al., 2005).

As bactérias Gram-positivas protegem sua membrana citoplamética com uma parede
celular espessa. As muitas camadas de peptidoglicanos impedem a passagem de compostos
hidrofébicos, devido a presenca de acucares e aminoacidos. A parede celular das bactérias
Gram-negativas é formada por uma ou poucas camadas de peptidoglicano e por uma
membrana externa. Como a maioria das membranas biologicas, a membrana externa das
bactérias Gram-negativas é formada por dupla camada lipidica: uma camada interna composta
de fosfolipideos e uma externa contendo lipopolissacarideos e proteinas. O seu interior possuli
caracteristicas hidrofébicas devido aos écidos graxos e a parte polissacaridica externa
constitui um ambiente hidrofilico. A membrana externa constitui uma barreira adiciona a
entrada de algumas substancias como antibidticos (Trabulsi et al., 1999; Strohl et al., 2004).

O sistema de dupla membrana das bactérias Gram-negativas origina um
espacamento. O espaco que separa a membrana citoplasmatica da membrana externa é
chamado de espago periplasmético, sendo 0 mesmo composto por uma camada de
peptidoglicano e um gel constituido por varios elementos. Nesse espaco podem-se encontrar
algumas enzimas capazes de inativar farmacos tornando a célula resistente a eles, como as
beta-lactamases (Fuchs et al., 2004; Trabuls et al., 2008).



25

Peptideoglicano
w Membrana =

i L B Plasmatica
N R

"“s |I"' -".'l.'j' '.. T -
::"f;‘ L'Ir;, | chuplﬂsmﬂ f"
CE AW Ve

Parede de bactérias gram-positivas

Capsula -
T A /Memhrﬁnﬁ
' : Externa

. o Peptideoglican
e et BN A * : U\
x Membrana

Plasmatica

Citoplasma

Farede de bactérias gram-negativas

Figura 7 - Diferencas estruturais entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

3.9.2.1 Bactérias Gram-positivas

As bactérias pertencentes a0 género Saphylococcus sdo patdgenos humanos e de
outros mamiferos, O S. aureus € uma bactéria bastante comum e causadora de diversos tipos
de infecgbes. A gravidade da infeccdo vai desde uma intoxicagdo alimentar ou infecgdo
cutdnea de pouca importancia, até infeccbes graves potencialmente fatais. Quando as
infeccOes estéo localizadas na pele, podem causar furiincul os, conjuntivites, impetigos, feridas
infeccionadas, foliculites, pustulas ou abcessos profundos, osteomielites, endocardites,
flebites, mastites e meningites. Sdo também associadas as infec¢les relacionadas a cateteres,
bem como com dispositivos cardiovascul ares e valvulas cardiacas (Henry, 1999).

As principais doengas associadas aos estreptococos ocorrem, principalmente, no trato
respiratério, corrente sanguinea ou na pele. Os estreptococos do grupo B sdo lideres em

septicemias neonatais e meningites. Os indices de mortalidade em recém-nascidos séo de 8%,
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mas em pré-maturos podem chegar a 30%. Nas doencas em neonatos, com até seis dias de
vida, atransmissdo ocorre, na maioria das vezes, verticalmente (méae/filho(a) (Strohl, 2004).

A maioria dos membros do género Bacillus é constituida por micro-organismos
saprofitos que prevalecem no solo, na &gua, no ar e na vegetacdo. Podem desenvolver-se em
alimentos e produzir uma enterotoxina ou uma toxina emética, causando intoxicacdo
aimentar. Algumas vezes estes micro-organismos podem produzir patologias em seres
humanos imunocomprometidos (meningites, endocardites, conjuntivite, gastroenterite aguda
(Jawetz et al., 1998).

As infeccBes hospitalares ou nosocomiais causadas por bactérias gram-positivas,
representam um motivo de preocupacdo, pois as mesmas sd0 as principais causas de
complicagdes para a salde de pacientes hospitalizados, aumentando a mortalidade entre eles,

ocasionando um grave problema médico-socia (Villas Boas, 2005).

3.9.2.2 Bactérias Gram-negativas

As manifestagdes clinicas das infec¢des causadas por Escherichia coli dependem do
local da infeccZo, do tipo da cepa e do sitio de agdo. E a causa mais comum de infecgéo do
trato urinario, sendo responsavel por cerca de 90% das primeiras infecgdes das vias urinérias
em mulheres jovens (Schaechter et al., 2002).

Algumas cepas patogénicas de E.coli podem provocar diarréia. Essas cepas sao
classificadas pelas suas propriedades de viruléncia, e cada grupo provoca diarréia por meio de
um mecanismo diferente. Quando as defesas normais do hospedeiro ndo estéo adequadas, aE.
coli pode atingir a corrente sanguinea e provocar sepse. E.coli e os estreptococos do grupo B
constituem as principais causas de meningites em lactentes (Trabuls et a., 1999).

Pseudomonas aeruginosa € um tipicamente oportunista, que pode causar as mais
variadas patologias, como infecgdes localizadas, que ocorrem em consequéncia de processos
cirtrgicos ou queimaduras. Infecgfes urindrias podem estar associadas ao uso de cateteres,
pneumonias associadas a0 uso de respiradores, entre outras. Pode ser encontrada nos
hospitais, e sua elevada frequéncia nesse ambiente pode ser explicada pela elevada resisténcia
a antibidticos e antissépticos leves (Mouraet a., 2002).

Klebsiella pneumoniae causa uma pneumonia lombar necrotizante em individuos

comprometidos por acoolismo, diabete ou doenca pulmonar obstrutiva cronica. Também
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causa infecgbes do trato urindrio e bacteremia, especialmente em pacientes hospitalizados
(Strohl et a., 2004).

Espécies de Enterobacter raramente sd0 agentes primarios de infecgdo.
Frequentemente sdo isoladas de diferentes espécimes clinicos, de pacientes hospitalizados.
Vérios casos de bacteremias, decorrentes de aplicacdo endovenosa de liquidos contaminados,
tém sido descritos (Trabulsi et al., 1999).

3.9.2.3 Agentes antibacterianos

A vida em comum entre 0 homem e 0s micro-organismos se perde na sombra do
tempo, e, certamente, desde a pré-histéria estes provocam doencas a0 homem. Porém as
causas dessas doencas somente foram descobertas séculos atras, a partir de 1878, gracas aos
trabalhos de Pasteur e Koch, que demonstraram a origem infecciosa de vérias enfermidades
do homem e animais (Tavares, 1996).

Os produtos do metabolismo natural de fungos actinomicetos ou bactérias, que séo
capazes de impedir o crescimento ou destruir micro-organismos, denominam-se antibiéticos.
Embora a maioria dos agentes antimicrobianos sgja derivada de produtos naturais de
fermentagdo, grande parte deles € modificada quimicamente a fim de aprimorar as
propriedades antimicrobianas ou farmacol 6gicas (Mims et al., 1999).

No inicio do século XX surgiram os primeiros quimioterapicos de acdo sistémica. As
descobertas de Ehrlich e seus contemporaneos revolucionaram a terapéutica e provocaram o
desenvolvimento da pesguisa e da industria quimico-farmacéutica, objetivando a obtencéo de
novas substancias medicamentosas sintetizadas em laboratorio (De Souza et al., 2003).

O maior conhecimento dos métodos laboratoriais permitiu também o estudo das
plantas com propriedades terapéuticas, procurando-se isolar seus principios ativos. O
plangiamento dessas pesgquisas conduziu a descoberta das primeiras substancias que,
utilizadas em doses adequadas, eram capazes de destruir os micro-organismos sem destruir a
vida humana (Tavares, 1996).

Uma das primeiras substancias antimicrobianas, oriunda de plantas, foi a quinina,
obtida de uma arvore chamada chinchona, existente no Peru, utilizada na terapéutica da
maléria. Outra substancia também isolada de planta foi a emetina utilizada contra amebiase e

aipecacuanha utilizada no tratamento de diarréia (Botsaris & Machado, 1999).
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Os primeiros agentes anti-infecciosos importantes ndo eram verdadeiros antibiéticos,
mas sim, antimetabdlicos sintéticos, como o prontosil, que in vivo, é metabolizado a
sulfonamida. A descoberta da penicilina, o primeiro antibiético de utilidade clinica por
Alexander Fleming, deu inicio a era da antibioticoterapia (Tavares, 1996).

A partir do desenvolvimento das sulfanamidas, na década de 1930, da penicilina e
estreptomicina, em 1940, novas classes de agentes antibacterianos foram desenvolvidas, como
atetraciclina, quinolona e aminoglicosideos. V&rias doencas estédo sendo combatidas por meio
de uma moderna terapia antimicrobiana que reduziu acentuadamente a taxa de morbidade e de
mortalidade humana (Fuchs et al., 2004).

Agentes antimicrobianos sdo, via de regra, classificados como sendo especificos ou
inespecificos. Os especificos atuam, principalmente, sobre micro-organismos invasores, sem
afetar significativamente o hospedeiro. Os antimicrobianos inespecificos, ou seja, compostos
capazes de, in vitro, matar ou inibir o crescimento de qualquer micro-organismo, ndo sao
considerados quimioterdpicos, e sim desinfetantes, antissépticos, germicidas, biocidas,
esterilizantes, sanitizantes. Seu uso € exclusivamente topico (De Souza et al., 2003).

Os agentes antimicrobianos podem alterar a estrutura da parede celular e membrana
plasmatica em relagdo a atividade enzimética ou estrutura do protoplasma, blogueando certas
reacOes biogquimicas ou sinteses de enzimas na célula microbiana, podendo levar a destruicéo
desses micro-organismos (Trabulsi et al., 1999; Fuchs et al., 2004).

Os mecanismos do desenvolvimento de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos
podem ser naturais ou adquiridos. Os naturais sd0 caracteristicas intrinsecas de algumas
espécies que conferem resisténcia a todas as cepas dessas espécies a um determinado
antimicrobiano. A resisténcia adquirida ocorre devido a uma mutacdo genética durante seu
processo reprodutivo, tanto em nivel cromossomal (pela alteracéo do DNA bacteriano), como
extracromossomal (pela transferéncia de DNA), geramente, pelos plasmidios de resisténcia
(Tavares, 1996; Trabulsi et a., 2008).

Alguns fatores contribuem para a ocorréncia, frequéncia e persisténcia da resisténcia
bacteriana, como uso abusivo dos antibiéticos, a utilizacdo de antibioticos para o tratamento e
prevencao de infeccBes em animais e, no controle de infeccdo bacteriana em frutas e legumes,
causando 0 aumento da transmisséo de organismos multirresistentes para os seres humanos
(Rodrigues, 2001).

A resisténcia antibacteriana congtitui-se, atualmente, a despeito dos avangos da

medicina, num dos maiores problemas de salde publica. O uso excessivo de antibidticos de



29

forma indiscriminada e o ndo cumprimento do regime posoldgico sdo alguns dos fatores que
contribuem para 0 aumento do nimero de cepas resistentes. Essa é uma situagdo preocupante
em todas as éreas da infectologia. No ambiente hospitalar, encontra-se a maior quantidade de
bactérias resistentes, devido ao grande fluxo de pessoas com patologias ocasionadas por
diversos agentes etiol 6gicos, onde a doenga pode se encontrar em diferentes estégios (Corréa,
2007).

4 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As amostras (caule e raiz) da espécie D. negrensis foram coletadas na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, Km 27 da estrada AM-010 (s 02° 54.778; w 59° 58.802), no
Municipio de Manaus-AM. A espécie botanica encontra-se registrada na reserva florestal sob
0 numero 3797. A exsicata da espécie encontra-se depositada no herbario do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), com o nimero 235648.

4.1.2 Processamento do material botanico

Os caules e raizes de D. negrensis foram lavados em &gua corrente e colocados para
secar em casa de vegetacdo a temperatura ambiente, variando de 35°C a 40°C, durante 5 dias
(Figuras 8 e 9). Apds este periodo, foram cortados em pedacos, com tamanho aproximado de
2 cm. Em seguida, foram triturados em moinho de faca, 721g de caule em peso bruto,

obtendo-se 6959 de po; e 732g de raiz em peso bruto, obtendo-se 716,189 de po.

Figura 8- Raiz de D. negrensis. Foto: Silva, P.E.S., 20009.
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Figura9 - Caule de D.negrensis. Foto: Silva, P.E.S., 20009.
4.1.3 Obtencdo do extrato

Os extratos aquosos de caule e raiz de D. negrensis foram obtidos pelo método de
maceracdo (Figura 10). Em um frasco Mariotte de 4 (quatro) litros, foram colocados o
material triturado e dois litros de agua destilada, permanecendo por 48 horas. ApOs esse
periodo, o extrato foi filtrado, colocado em recipiente de vidro de (trés) litros e acondicionado
em geladeira a temperatura de 8°C.

Foram usados recipientes de vidro, de 4,5cm de didmetro e 6cm de atura, nos quais
os extratos filtrados foram distribuidos e levados para congelamento em freezer, a uma
temperatura de -20°C. Apds o congelamento, os recipientes foram colocados em aparelho
liofilizador (Figura 11), & temperatura aproximada de -20°C, durante 24 horas, para obtencdo
do extrato bruto. Foram obtidos 13,99 de extrato bruto de caule e 15,8g de extrato bruto de

raiz.

Figura 10 - Maceragdo e filtracdo. Foto: Silva, P.E.S., 20009.
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Figura 11 - Liofilizagdo. Foto: Silva, P.E.S., 2009.
4.1.4 Atividade antimicrobiana
4.1.4.1 Obtencgdo dos micro-organismos

Foram utilizadas cepas de levedura, bactérias gram-positivas e gram-negativas,
obtidas no acervo da Colegdo Biolégica do Laboratério de Biodiversidade em Salde do
Instituto Lebnidas & Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ-AM (Quadro 1). Estes micro-
organismos foram escolhidos por serem recomendados como padrdo para testes de
suscetibilidade antimicrobiana (CLSI, 2003), sendo os responsaveis por varias formas de
infecgbes em humanos, e adquirem, com mais frequéncia, resisténcia aos antimicrobianos
(Trabulsi et al., 2008).

Quadro 1 — micro-organismos utilizados para testes.

Escherichia coli CBAM 001
Saphylococcus aureus CBAM 324
Klebsiella pneumoniae CBAM 332

Pseudomonas aeruginosa CBAM 232

Candida albicans CFAM 1285

L egenda: CBAM - Colegao de bactérias da Amazonia; CFAM — Colecéo de fungos da Amazonia
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4.1.4.2 Método de difusdo em agar -técnica do poco

O teste para determinagdo da atividade antimicrobiana foi realizado pelo método de
difusdo em agar, com base na técnica do poco em camada dupla, conforme descrito por
Groove & Randall (1955).

4.1.4.3 Preparo do meio decultura

Foram preparados 2L de &gar Mueller Hinton (MHA) desidratado (Himedia
Laboratories) para os testes bacterianos na proporcdo 34g/L de &gua deionizada, conforme
especificacdo do fabricante. O materia foi deixado em repouso, durante 45 minutos, a
temperatura aproximada de 25°C, para hidratar. Para o teste da levedura, foram preparados
500mL de &gar Sabouraud a 4% (Difco), os quais foram submetidos a esterilizacdo, por calor
Umido, em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apos a esterilizacdo, deixou-se esfriar até a
temperatura de 50°C. Com uma pipeta graduada esterilizada, dispensaram-se em placas de
Petri (90mm x 15mm) 25mL do agar MH e 25mL do &gar Sabouraud a 4%.

4.2 Preparo das solugdes (Extratos)
Foram preparadas solugdes do extrato de raiz e caule de D. negrensis em trés

concentragdes diferentes, 300, 400 e 500mg/mL, utilizando como solvente agua deionizada.

4.3 Preparo do indculo microbianao

Com o auxilio de uma a¢a de platina esterilizada, as suspensdes foram preparadas a
partir de cada micro-organismos testados (Quadro 1). No tubo de ensaio, previamente
preparado com 10mL de &gua deionizada estéril, partindo-se de culturas recentes (24 horas),
ajustou-se a densidade das suspensdes ao equivalente a escala 1 de MacFarland (MF), para as

bactérias e levedura (Murray, 1999).

4.4 Controlesutilizados
Foram utilizados como controles positivos, os antimicrobianos comerciais de
referéncia, respeitado o perfil de sensibilidade de cada grupo e individualidade dos micro-
organismos, e como controle negativo, o solvente utilizado no preparo dos extratos.
Cloranfenicol foi utilizado para as bactérias gram-positivas e gram-negativas,

Itraconazol paraalevedura.
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Preparo das solugdes-controle:
e Cloranfenicol (FB) — (Reagente Analitico-ACS, Proguimica): pesou-se 0,3mg e
adicionaram-se 10mL de Alcool Etilico (PA) (Farmacopéia Brasileira, 1988);
e lItraconazol (Neoquimica): pesou-se 1mg e adicionaram-se 10mL de dimetil sulféxido
(DM SO) (Santos, 2008).

4.5 Procedimento-atividade antimicrobiana
45.1 Determinacdo da atividade antifungica

Nas placas de Petri (90mm x 15mm), preparadas com meio de cultura agar
Sabouraud 4%, dispensaram-se 150pL de suspensdo de fungo. Em seguida com um swab
estéril, distribuiu-se o0 in6culo fungico uniformemente sobre a superficie do agar até a
completa secagem da suspensdo. Com um tubo de ensaio esterilizado, foram feitos trés pogos
por placa, medindo aproximadamente 8mm. Dispensaram-se 80pL dos extratos de raiz e/ou
caule nas concentragdes de 300, 400 e 500mg/mL, juntamente com os controles positivo e
negativo, nos pocos devidamente identificados, utilizando-se uma pipeta automatica. I ncubou-
se em estufa a 27°C por 48 horas. Os didmetros formados pelos halos de inibicéo promovidos
pelos extratos e controles positivos foram usados como parémetros do poder de inibicdo de
cada substancia contra 0 micro-organismo testado, e foram mensurados por meio de uma
régua milimetrada. O valor considerado foi a média dos halos das 10 repeticdes (Cunico et al.,
2004).

4.5.2 Determinagéo da atividade antibacteriana

Dispensaram-se 150uL da suspensdo bacteriana em placa de Petri (90mm x 15mm),
contendo o meio de cultura &gar Mueller Hinton (MHA). Com auxilio de um swab estéril, a
suspensdo bacterianafoi distribuida, formando uma camada uniforme até a completa secagem
dessa suspensdo. Com um tubo de ensaio estéril, foram feitos trés pogos por placa, medindo
aproximadamente 8mm. Dispensou-se 80uL dos extratos de raiz e/ou caule nas concentracfes
de 300, 400 e 500mg/mL e os controles positivo e negativo, nos pogos devidamente
identificados, utilizando-se uma pipeta automatica. As placas de Petri foram deixadas a
temperatura aproximada de 25°C por, aproximadamente, uma hora, para que ocorresse a

difusdo da solucéo pelo &gar, antes do crescimento bacteriano. Em seguida, incubou-se em
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estufa a 35°C por 24 horas. O halo de inibicdo do crescimento foi medido em milimetros,
utilizando-se régua milimetrada, e o valor considerado foi a média dos halos das 10 repeticdes
(Groove & Randall, 1955).

4.6 Méodo de determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) em placa de
microdiluicdo
4.6.1 Preparo das solugdes

Foram preparados 100mL do meio de cultura liquido Mueller Hinton Both (MHB)
desidratado (Difco), na proporc¢éo 2,19/100mL de &gua deionizada. O material foi deixado em
repouso para hidratar. Em seguida, foi submetido a esterilizagdo por calor umido, em
autoclave a 121°C, por 15 minutos;

Foram preparadas as solugBes dos extratos de raiz e caule na concentragcdo de
300mg/mL de agua deionizada;

Pesou-se 1g de Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazolio (Inlab) 1% (p/v) e adicionou-se
100mL de &gua deionizada.
4.6.2 Preparo doindculo microbiano

Com auxilio de uma al¢a de platina esterilizada, inocularam-se as bactérias testadas
(Quadro 1) no tubo de ensaio, previamente preparado com 10mL de agua deionizada estéril,
partindo-se de culturas recentes (24 horas). Ajustou-se a densidade da suspensdo ao da escala
1 de MacFarland (MF) (Murray et al., 1999).

4.6.3 Procedimento
Em microplaca estéril de 96 orificios, distribuidos em oito linhas identificadas de A

até H e doze colunas, dispensaram-se 100uL de meio de cultura liquido (MHB) em todos os

orificios. Na linha A da microplaca foram adicionados 100pL da solugéo do extrato vegetal,
na concentracdo de 300mg/mL. Em seguida, com uma pipeta de microdilui¢cdo, foram feitas
as diluigdes seriadas, transferindo-se 100pL da linha A para a linha B, e assm
sucessivamente, até alinha G da microplaca, sendo que a tltima linha, H, ndo se dispensou o
extrato, pois foi utilizada como controle do crescimento bacteriano. Foram inoculados, em

cada um dos orificios da microplaca, 25uL da suspensdo bacteriana padronizada e da solucéo

indicadora TTC — Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazdlio (Inlab) a 1% (p/v), o qua indicou uma

coloragdo vermelha nas microplacas que apresentaram crescimento bacteriano. A microplaca
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foi selada e incubada a 37°C por 24 horas e aleiturafeitavisualmente. A CIM foi determinada

como amenor concentracdo do extrato capaz de impedir a mudanca de cor, ou sgja, deinibir o
crescimento celular (Telles & Mosca, 2000).

Para classificagdo da atividade antimicrobiana, utilizaram-se os seguintes critérios:
atividade entre 10 e 100 mg/mL, foi considerado boa; entre 100 e 500mg/mL, como atividade
moderada; entre 500 e 1000mg/mL, como fraca atividade; e maior que 1000mg/mL, foi
considerado inativo (Holetz et al., 2002).

4.7 Avaliacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)
4.7.1 Procedimento

Para determinar a concentracdo bactericida minima (CBM), foram selecionadas as
trés menores concentragdes capazes de impedir a mudanca de cor do desenvolvimento de
bactérias, no ensaio da CIM mais a solucgéo controle. As aliquotas foram retiradas com pipeta
de microdiluico e inoculadas em placa de Petri (150mm x 15mm), dividida em quatro partes,
preparada em meio &gar Mueller Hinton (subcultura), isento de composto e incubada por 24
horas, a 37°C. Apbs a incubagdo, as subculturas foram inspecionadas por meio da verificagio
visual do crescimento microbiano.

A concentracdo bactericida minima é a quantidade minima de agente antimicrobiano
necessario para inviabilizar a célula microbiana, ou sgja, provocar danos irreversiveis as
bactérias.

Quando os vaores da CBM sdo comparados com a CIM, pode-se avaliar se o

composto € bacteriostético ou bactericida (Baron & Finegold, 1999).

4.8 Analise dosextratos por cromatografia de camada delgada (CCD)

Os extratos aquosos de caule e raiz, obtidos do material vegetal, foram analisados por
CCD. Os cromatogramas foram obtidos usando-se cromatoplacas de 9cm x 4cm de silica gel
60 (Alugran® SlLssm G). As amostras foram aplicadas com auxilio de um capilar em um
ponto préximo ao extremo inferior da fase estacionéria, experimentando varias combinagdes
de solventes organicos em proporgdes volumétricas. As cromatoplacas foram colocadas em

um recipiente contendo a Fase Movel (mistura de solventes). A polaridade dos solventes é
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especifica a substancia que se desgja separar; neste caso foram usados no sistema: acetato de
etila, &cido formico, &cido acético glacial e &gua (6:1:1:2 mL). Ap6s uma migracdo de 8cm
dos solventes nas cromatoplacas, as mesmas foram retiradas do recipiente que contém a Fase
Movel. Logo apds o desenvolvimento e evaporacdo do eluente, os cromatogramas foram
observados sob luz ultravioleta (UV) de 254nm e 365nm e revelados com reativo de
Dragendorff, vanilina sulfarica e cloreto férrico, a fim de determinar classes de metabdlitos
secundérios e os respectivos Rf. As revelacBes dos cromatogramas apresentaram cores as
bandas, indicando a substancia de interesse (Balinova, 1998).

4.9 Andlise qualitativa por bioautografia

Nos ensaios bioautograficos, em placa de cromatografia de camada delgada (CCD), o
cromatograma foi colocado dentro de uma placa de Petri medindo 150mm x 15mm. Foram
utilizados 20 mL do meio a 40°C (&gar Mueller-Hinton), suplementado com 500uL de
suspensdo bacteriana equivalente a escala 1 de MacFarland (MF) e 500uL de Cloreto de
2,3,5-Trifeniltetrazdlio-TCC 1,0% (p/v), os quais foram vertidos no cromatograma, a fim de
formar uma fina camada. Apos solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. A atividade antibacteriana foi avaliada, visualizando-se a érea de inibicdo
(Schmourlo et al., 2005).
4.10 Analise estatistica

O delineamento foi inteiramente casualizado com trés tratamentos, dez repeticoes,
mais dois grupos controle, perfazendo um tamanho amostral n=50. Os dados foram analisados
por meio de estatistica paramétrica, teste de Andlise de VaridnciaaANOV A, seguido do teste
de Tukey; e por meio de estatistica ndo-paramétrica, teste de Kruskal Wallis, seguido do teste
de Dunn: O intervalo de confianga foi de 95%, sendo considerado estatisticamente diferente
(P > 0,05). Para elaboracdo das andlises estatisticas foi utilizado o programa computacional
Statistical Package for the Social Science (SPSS 17.0).
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5 Resultados e discussao

5.1 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de raiz e caule de D.
negrensis

A determinagdo das concentragOes utilizadas neste trabalho de 300, 400 e 500mg/mL
foi subjetivamente definida, com intuito de verificar a variagdo na atividade antimicrobiana
dos extratos.

A determinagdo da atividade antimicrobiana dos extratos frente aos micro-
organismos testados, mediante a utilizagdo de dois extratos de diferente parte da planta, teve
como objetivo verificar a ocorréncia de variagdo nos resultados entre eles. Os resultados
mostraram que o extrato daraiz possui melhor atividade em relacdo ao extrato do caule.

Os resultados obtidos com extratos de raiz de D. negrensis apos a realizacdo dos

ensaios de difusdo em &gar, pelo método preconizado por Grove & Randall (1955),
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ocasionaram inibi¢&o microbiana pela constatagdo da formagéo de halo de inibicéo ao redor
dos pocos onde foram depositados os extratos testados.

Os vaores das médias dos diametros dos halos de inibi¢do para as concentragdes de
300, 400 e 500mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis nos tempos de 12 e 24 horas
estdo demonstrados nas tabelas 1,2 e 3.

Tabela 1 — Média dos diametros dos halos de inibi¢éo de crescimento dos micro-organismos,
obtidos por meio da acdo do extrato agquoso de raiz de D. negrensis, na concentracdo de 300
mg/mL, em 12 e 24 horas

Micro-organismo 12h (raiz—300mg/mL) 24h (raiz - 300mg/mL) Controle (+)
S aureus 17,2b 159a 30,0c
C. albicans 0,0d 0,0d 13,0d
E. coli 16,5b 133¢c 40,0b
K. pneumoniae 156¢c 13,7¢c 410a
P. aeruginosa 196 a 151b 30,0c

M édias seguidas pela mesmaletra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de a = 0,05.

Tabela 2 — Média dos diametros dos halos de inibi¢éo de crescimento dos micro-organismos,
obtidos por meio da acdo do extrato agquoso de raiz de D. negrensis, na concentracéo de 400
mg/mL, em 12 e 24 horas

Micro-organismo 12h (raiz—400mg/mL)  24h (raiz-400mg/mL) Controle (+)
S aureus 180a 180a 30,0c
C. albicans 00c 0,0d 13,0d
E. coli 152b 147 ¢ 40,0b
K. pneumoniae 150b 16,0b 410a
P. aeruginosa 18,0a 179a 30,0c

M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de a = 0,05.
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Tabela 3 — Média dos diametros dos halos de inibi¢éo de crescimento dos micro-organismos,
obtidos por meio da acdo do extrato agquoso de raiz de D. negrensis, na concentracdo de 500
mg/mL, em 12 e 24 horas

Micro-organismo 12h (raiz—500mg/mL)  24h (raiz-500mg/mL) Controle (+)
S aureus 20,0 8b 200a 30,0c
C. albicans 00c 0.0d 13,0d
E. coli 20,1 ab 169b 40,0b
K. pneumoniae 18,5b 155¢ 410a
P. aeruginosa 21,1a 191a 30,0c

M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey em nivel de a = 0,05.

Analisando a concentracdo de 300mg/mL do extrato agquoso de raiz de D. negrensis,
no tempo de 12 horas, sobre os micro-organismos S aureus, P. aeruginosa, E. coli, K.
pneumoniae e C. albicans (Tabela 1), observou-se que essa concentragao apresentou 0 mesmo
efeito quanto a inibicdo do crescimento de S aureus e E. coli. Para os micro-organismos P.
aeruginosa e E. coli apresentou efeito diferente. A concentracdo avaliada desse extrato foi
mais eficaz para P. aeruginosa e ndo inibiu o crescimento de C. albicans.

A concentracdo de 300mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, ho tempo
de 24 horas (Tabela 1), apresentou 0 mesmo efeito em relagdo a inibicdo de crescimento de
E.coli e K. pneumoniae. Para os demais micro-organismos o efeito foi diferente, sendo mais
eficaz para S aureus, apresentando média do diametro do halo inibicdo de crescimento de

15,90. Para C. albicans, ndo apresentou efeito inibitdrio.

O extrato aquoso de raiz de D. negrensis, na concentragdo de 400mg/mL, avaliado
sobre os micro-organismos E. coli, S aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e C. albicans, no
tempo de 12 horas (Tabela 2), indicou que E. coli e K. pneumoniae ndo apresentaram
diferenca estatistica em relagdo ao didmetro do halo, ou sga, a concentracdo avaliada teve o
mesmo efeito quanto a inibicdo de crescimento dos dois micro-organismos. A concentracéo
de 400mg/mL apresentou, também, o mesmo efeito de inibicdo de crescimento e maior
eficacia para S aureus e P. aeruginosa, porém para C. albicans, ndo apresentou efeito
inibitorio.

Quanto a concentracdo de 400mg/ml do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, no

tempo de 24 horas (Tabela 2), obervou-se que E. coli e K. pneumoniae apresentaram diferenca
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estatistica quanto a média dos didmetros dos halos, ou sgja, a concentragdo avaliada teve
efeito diferente sobre a inibi¢do do crescimento desses micro-organismos. Apresentou maior
eficacia e, também, o mesmo efeito em relacdo a inibicdo de crescimento de S. aureus e P.
aeruginosa. Em relacéo a C. albicans, ndo apresentou efeito inibitério.

No tempo de 12 horas, 0 extrato aguoso de raiz de D. negrensis, na concentragéo de
500mg/mL (Tabela 3), apresentou maior eficacia e o mesmo efeito inibitério sobre o
crescimento dos micro-organismos S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, porém o efeito sobre P.
aeruginosa foi diferente em relacdo a K. pneumoniae. A concentragdo de 500mg/mL n&o
inibiu o crescimento de C. albicans.

A concentragdo de 500mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, ho tempo
de 24 horas (Tabela 3), apresentou efeito diferente quanto a inibicdo do crescimento de E.
coli, K. pneumoniae. Essa concentragdo foi mais eficaz e apresentou o0 mesmo efeito de
inibicdo de crescimento para S. aureus e P. aeruginosa, porém ndo inibiu o crescimento de C.
albicans.

As tabelas 4 e 5 mostram a comparacdo da atividade antimicrobiana entre as
concentragdes de 300, 400 e 500mg/mL do extrato de raiz de D. negrensis, para cada micro-
organismo avaliado nesse estudo (S aureus, C. albicans, E. coli, K. pneumoniae e P.

aeruginosa), nos tempo de 12 e 24 horas.

Tabela 4 — Comparacéo da atividade antimicrobiana entre as concentragdes de 300, 400 e
500mg/mL do extrato de raiz de D. negrensis para cada micro-organismo avaliado, no tempo
de 12 horas.

Concentracéo Micro-organismo
(mg/mL) Tempo 12 horas
S. aureus C. albicans E. cali K. pneumoniae  P. aeruginosa
300 17,2¢c 00a 16,5b 156b 196b
400 18,0b 00a 152c 150b 180c
500 20,0a 0,0a 20,1a 185a 21,1a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunn em nivel de a = 0,05.
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Tabela 5 — Comparacéo da atividade antimicrobiana entre as concentragdes de 300, 400 e
500mg/mL do extrato de raiz de D. negrensis para cada micro-organismo avaliado, no tempo
de 24 horas.

Concentragéo Micro-organismo
(mg/mL) Tempo 24 horas
S. aureus C. albicans E. cali K. pneumoniae  P. aeruginosa
300 159c 00a 13,3¢ 13,7b 151c
400 18,0b 0,0a 14,7b 16,0a 179b
500 20,0a 00a 169a 155a 191a

M édias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunn em nivel de o = 0,05.

Analisando atabela 4, observou-se que as trés concentragdes avaliadas, no tempo de
12 horas, apresentaram diferenca estatistica quanto aos valores das médias dos diametros dos
halos de inibicdo de crescimento dos micro-organismos S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.
Para K. pneumoniae, as concentragdes de 300 e 400mg/mL ndo apresentaram diferenca
estatistica, ou sgja, tiveram a mesma atividade antibacteriana. O extrato de raiz nédo
apresentou atividade antifungica para C. albicans nas concentractes avaliadas.

No tempo de 24 horas (Tabela 5), verificou-se resultados semel hantes aos obtidos no
tempo de 12 horas, sendo que o extrato de raiz, nas concentragdes de 400 e 500mg/mL, n&o
foi, estatisticamente, diferente quanto ao didmetro do halo de inibicdo, para a bactéria K.
pneumoniae, ou Seja, apresentaram a mesma eficiéncia na inibicdo do crescimento desse
micro-organismo.

As concentragdes de 300, 400 e 500mg/mL, do extrato aquoso de caule de D.
negrensis, nos tempos de 12 e 24 horas, ndo apresentaram atividade antimicrobiana sobre E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e C. albicans. Observou-se que essas concentracfes
somente tiveram efeito sobre o crescimento de S aureus.

As concentragdes de 300, 400 e 500mg/mL, do extrato aquoso de caule de D.

negrensis, nos tempos de 12 e 24 horas, causaram halos de inibi¢do com médias de didmetros
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estati sticamente diferentes entre si, ou sgja, apresentaram efeitos diferentes quanto a inibicéo
do crescimento de S. aureus (Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Média dos didmetros dos halos de inibigéo utilizando as concentragdes de 300,
400 e 500 mg/mL do extrato de caule de D. negrensis frente a S. aureus, no tempo de 12 e 24
horas.

Em relacdo ao método utilizado, verificou-se que a ocorréncia de maiores halos, no
método de difusdo, deu-se em algumas bactérias Gram-negativas em todas as concentragdes
inibicdo do crescimento microbiano esté correlacionada a uma maior ou menor atividade do
extrato testado. Este acontecimento ja foi observado em alguns trabalhos cientificos que
testaram a atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em é&gar, e correlacionaram os
maiores halos auma maior atividade (Alves et a., 2000; Andrade et al., 2005).

A atividade antimicrobiana de D. negrensis sobre S aureus e E. coli corrobora a
atividade da planta do género Derris sobre esses micro-organismos no trabalho realizado por
Sittiwet & Puangpronpitag (2009), os quais utilizaram a espécie Derris scandens sobre S.
aureus e E. coli e verificaram atividade antibacteriana. Os fatores determinantes na escolha

das espécies de bactérias, utilizadas no presente trabalho, foram a suaimportancia em doencas
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infecciosas nos seres humanos e 0 aumento do desenvolvimento da resisténcia aos
antimicrobianos nos Ultimos anos.

Existem diversos trabalhos cientificos relacionados com avaliacdo da atividade
antimicrobiana de varios vegetais. As plantas pertencentes a familia Fabaceae, objeto do
nosso estudo, tém se destacado nessas pesquisas devido aos seus constituintes quimicos,
principalmente, os flavondides e alcal 6ides (Botsaris & Machado, 1999).

Os resultados obtidos em nosso trabalho quanto a atividade antimicrobiana se
assemelha aos resultados encontrados no estudo realizado por Souza et al. (2007), os quais
avaliaram a atividade antibacteriana do extrato de Stryphnodendron adstringentes, uma planta
nativa do cerrado brasileiro, pertencente a familia Fabaceae, que apresenta propriedades
bactericida e fungicida, frente aos micro-organismos S aureus e E.coli, utilizando o método
de difusdo em &gar pela técnica do poco, a qual demonstrou atividade para as bactérias
testadas. A atividade dessa planta e da planta utilizada em nossa pesquisa, provavelmente, se
caracteriza pela presenca de compostos fendlicos, que sdo metabdlitos secundérios presentes
nas plantas da familia Fabaceae, e que, na andlise cromatogréfica realizada (Figura 15),
indicou a presenca dessa classe de constituintes quimicos em D. negrensis.

Em outro estudo com 0 mesmo objetivo, foi testado o extrato etandlico das folhas de
Ficus benjamina, pertencente a familia Moraceae, frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e
K. pneumoniae, pelo método de difusdo em agar. Foi demonstrada atividade antibacteriana
paratodas as bactérias. Alcadides, flavondides, terpendides e tanino, poderiam justificar essa
atividade antibacteriana (Reschke et al., 2007). Em nossos estudos cromatogréficos realizados
com o extrato de D. negrensis, apontou a presenca dessas classes de compostos quimicos
encontrados em F. benjamina, provavelmente, responsaveis pela atividade antibacteriana
sobre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e, também, observou-se que as
espécies Moreaceae e Fabaceae possuem classes de metabdlitos secundarios semelhantes,
mas, provavel mente, em concentragtes diferentes.

A presenca de flavondides, isoflavondides e compostos terpénicos no mecanismo de
acdo antibacteriana, ainda ndo esté elucidado, mas existem relatos de que envolva aruptura de
membrana. O comportamento anfétero de saponinas, e a capacidade de formar complexos
com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas, podem ser responsaveis pela acéo
antimicrobiana. Essa agdo pode ser devido a alteracéo da permeabilidade da membrana e sua
posterior destruicéo (Avato et a., 1997; Simbes et al., 2004).
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A presenca de flavondides pode estar diretamente relacionada com a atividade
antimicrobiana. Neste sentido, Ganapaty et al. (2006) testaram os flavonoides isolados de
Derris heyneana: heyneana chalcona, lupinifalin, hiravarone e derrubone, e verificaram que
heyneana chalcona apresentou atividade antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris e Bacillus pumilis.

O extrato da raiz de D. negrensis mostrou ter uma atividade antibacteriana mais
eficiente tanto para S. aureus como para P. aeruginosa, o que sugere a possivel presenca de
sinergismo entre as substéncias responsavels pelo efeito antibacteriano ou a menor
concentracdo de rotenona, isoflavondide presente em espécies de plantas do género Derris,
encontrada no caule de timb6 e a maior concentragdo deste constituinte quimico estar nas
raizes, podendo variar de 5 a 13%, dependendo da espécie (Costa et al., 1999).

O Saureus mostrou sensibilidade tanto para o extrato de caule como de raiz de D.
negrensis, e K. pneumoniae foi inibida pelo extrato daraiz. Esses resultados sdo interessantes,
partindo-se da grande dificuldade no controle e tratamento de micro-organismos
multirresistentes, principalmente em doencas infecciosas hospitalares.

A atividade antimicrobiana de D. negrensis, possivelmente, esta relacionada a agdo
de metabdlitos secundérios polifendis. Os trabalhos realizados por Franca & Kuster (2009)
relataram a atividade antibacteriana de floroglucindis e do extrato hexanico de Hypericum
brasiliense Choysi, os quais foram efetivos contra os S aureus resistentes a meticilina
(MRSA). O H. brasiliense € quimicamente constituido de flavondides, xantonas e
floroglucindis, com significativos efeitos farmacol 6gicos e biol 6gicos.

As plantas toxicas e medicinais, como espécies de Fabaceae, que contém compostos
fendlicos na sua composicdo quimica, a qual pertence a espécie D. negrensis, sdo de grande
importancia no combate aos micro-organismos patogénicos, conforme demonstraram Ahmad
& Beg (2001) em estudo pelo método de difusdo em pogo, a agdo antibacteriana do extrato
etandlico de véarias plantas medicinais indianas, tradicionamente utilizadas na medicina
popular, ricas em flavondides e taninos, contra bactérias multirresistentes.

Podemos sugerir, com base nos nossos resultados, que os extratos de D. negrensis
possuem compostos fendlicos, os quais, provavelmente, agiram positivamente sobre as
bactérias avaliadas. Observando os trabalhos readizados por Rauha et a. (2000), os quais
avaliaram, pelo método de difusdo em &gar com pogo, hove espécies de micro-organismos em
alguns extratos ricos em flavondides e outros compostos fendlicos, verificou-se que foram

efetivos tanto para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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Na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de raiz e caule de D.
negrensis, foi observado que os dois extratos ndo foram ativos, nas concentracoes testadas,
contra o fungo leveduriforme C. albicans, corroborando os estudos realizados por Souza et al.
(2008), que avaliaram os extratos brutos e fragdes das raizes de duas espécies vegetais do
género Derris em micro-organismos do género Candida e ndo verificaram atividade
antifungica. Esses resultados vao de encontro a prevaléncia da resisténcia desses aos supostos
agentes antifingicos presentes em espécies do género Derris, utilizados nos testes de
sensibilidade com células fungicas. Esse fato pode ser observado devido a parede celular
fangica atuar na célula como uma barreira protetora. Essa parede pode estar impedindo a
entrada dos extratos, ou 0s mesmos podem ndo estar interferindo em processos que resultem
na inibicdo da parede ou na sua mé formagdo. Devido a essas dificuldades, a parede se
mantém intacta e a viabilidade celular € mantida (Selitrennikof, 1992; Trabuls et al., 2008).

O ideal para um antifngico que exerca sua agdo por meio da inibicdo da sintese do
ergosterol € a inibicdo de enzimas especificas para sua formac&o. Apos o zimosterol, a rota
sintética do ergosterol difere do colesterol. Se 0 agente antifungico atuar em uma enzima
conversora de zimosterol em 24-metilzimosterol, ou de 24-metilzimosterol em ergosterol, ele
sera especifico para células fungicas e, possivelmente, apresentara efeitos colaterais reduzidos
(Zacchino et al., 2003).

O potencial antifungico de compostos fendlicos, especialmente da classe dos
flavonoides, é relatado por diversos autores, como Lopes et al., (1998), os quais observaram a
atividade antifungica de flavondides isolados de plantas, verificando que os metabdlitos
secundérios, dessa classe de constituinte quimico, apresentaram acdo 10 vezes mais potente
gue a nistatina, um antibidtico utilizado para tratamento de infecgdes vaginais causadas por C.
albicans e outros da mesma espécie, que age sobre o fungo pela inibicdo do ergosterol. A
atividade antimicrobiana de flavon6ides é provavelmente devido a sua habilidade de se
complexar com proteinas e com a parede celular do micro-organismo. Quanto mais lipofilico
for o flavondide, mais facilmente pode ocorrer a atividade antifungica (Cowan, 1999; Somchit
et al., 2003).

Em nossos estudos, apés leitura de 6 horas para o cultivo da levedura C. albicans,
exposta a acdo dos extratos de raiz e caule de D. negrensis, observou-se halo de inibig&o,
porém, apos 12 horas de cultivo, ndo foi observado halo de inibicdo, ou sgja, ndo apresentou
mais atividade antifingica. Segundo Arthington-Skaggs et al. (2002), esse fenbmeno ocorre

com aproximadamente 5% dos isolados de Candida spp. Esse crescimento “trailing” pode ser
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t8o vigoroso que faz com que um isolado sgja interpretado como susceptivel nas primeiras
horas de incubacdo, mas se apresente como resistente apos 48 horas.

Os extratos de D. negrensis, avaliados em nossa pesquisa, ndo apresentaram
atividade frente a0 micro-organismo C. albicans, nos testes empregando a metodologia de
difusdo em agar. Esses resultados estéo de acordo com o ensaio realizado por Pretto (2005), o
gual realizou uma triagem de extratos de plantas medicinais brasileiras e testou-os contra o
fungo leveduriforme C. albicans, observando que os extratos foram inativos. No entanto,
Alves et a. (2006) encontraram resultados positivos ao avaliarem a atividade antimicrobiana
do extrato de Psidium guajava sobre |evedura do género Candida.

Costa et a. (2009) também avaliaram a atividade antiflngica in vitro de extratos
vegetais de Rosmarinus officinalis e Syzygium cumini, 0s quais apresentaram, sobre cepas de
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, atividade inibidora. A planta Rosmarinus officinalis &
rica em terpeno, metabdlito secundario com caracteristica lipofilica, que tende a compartilhar
a fase aguosa das estruturas da membrana fungica, causando sua expansdo, aumentando a
fluidez ou desordem da estrutura da mesma (Sikkema et al., 1995). Nos extratos avaliados de
D. negrensis, de acordo com nossos estudos cromatograficos, sugere-se a presenca de
compostos terpénicos, porém, provavelmente, em concentracfes insuficientes para promover

acao frente C. albicans.

5.2 Determinagdo da concentracao inibitoria minima

Foi realizada a determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos de raiz
e caulede D. negrensis, apartir da concentragdo de 300mg/mL. Os extratos foram ativos até a
concentracdo de 75mg/mL, frente a todas as bactérias (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae e P.
aeruginosa) (Tabelas 6 e 7). Considerando os parametros estabelecidos por Holetz et al.
(2004), aCIM igua a 75mg/mL possui boa atividade antimicrobiana (Figura 12).
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Figura 12 — Teste da Concentracdo Inibitéria Minima deraiz e caule para S. aureus em placa

de microdiluigéo.

Tabela 6 - Resultados da Concentragdo Inibitéria Minima obtidos pelo método de

microdiluicéo.
Micro-organismo CIM — Extrato de Raiz (mg/mL)
300 150 75 37,5 18,7 9,37 4,68
Ec - - - + + + +
Kp - - - + + + +
Pa - - - + + + +
Sa - - - + + + +

Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa - Pseudomonas aeruginosa; Sa-
Saphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano negativo.
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Tabela 7 - Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima obtidos pelo método de

microdiluicdo.
Micro-organismo CIM — Extrato de caule (mg/mL)
300 150 75 37,5 18,7 9,37 4,68
Ec - - - + + + +
Kp - - - + + + +
Pa - - - + + + +
Sa - - - + + + +

Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa - Pseudomonas aeruginosa; Sa-
Staphyl ococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano negativo.

Em testes de atividades antimicrobianas utilizando extratos de plantas, tanto para as
bactérias Gram-positivas como para as Gram-negativas, tem demonstrado um perfil de
seletividade. Entretanto este fendbmeno também ocorre para a maioria dos agentes
antimicrobianos (Trabuls et a., 2008; Basile et a., 1999).

Foi observada, nos testes da CIM, a atividade dos extratos de D. negrensis para as
bactérias Gram-negativas. Essa observacdo € interessante, pois a resisténcia das bactérias
Gram-negativas aos agentes antimicrobianos tem sido associada a presenca de uma membrana
externa existente nesses micro-organismos. Com isso, 0 agente antimicrobiano encontra
grande dificuldade de penetrar na célula, ou, quando consegue, a concentracdo ndo é alta o
suficiente para apresentar resultado esperado (Fuchs et a., 2004; Trabulsi et al., 2008).

Em pesquisa microbioldgica, tem sido demonstrado que as bactérias, sobretudo as
Gram-negativas, possuem mecanismos especializados em expulsar substancias estranhas para
fora de sua célula, mecanismo esse chamado de bomba de efluxo. Esses mecanismos atuam
limitando o acesso do agente antimicrobiano ao seu alvo de ag&o. Esse sistema previne o
acumulo de droga no interior da célula, evitando assim que 0 agente antimicrobiano atinja a
guantidade necessaria para tornar o ambiente letal a célula, ndo exercendo o seu efeito
(Hancock & Bell, 1988).
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As concentragdes que apresentaram atividade no ensaio para determinar a CIM
também foram submetidas para determinar a CBM. Observou-se que, utilizando o extrato de
raiz de D. negrensis, o perfil de atividade bactericida encontrado foi semelhante aos valores
encontrados para CIM, pois as diferenca entre CIM e CBM foram relativamente pequenas em
relacdo ainibicdo do crescimento dos micro-organismos (Tabela 8). Entretanto, para 0 extrato
de caule, os vaores de CIM e CBM néo foram semelhantes, pois para CBM somente houve
inibicdo de crescimento de um micro-organismo, Klebsiella pneumoniae, na concentragdo de
300mg/mL (Tabela9).

O critério empregado para interpretacdo dos resultados foi o crescimento do micro-
organismo na subcultura, que significou acdo bacteriostética e a auséncia de crescimento que
significou agéo bactericida (Baron & Finegold, 1990).

O crescimento bacteriano € paralisado pela adicdo de agente bacteriostético, porém
alguns organismos permanecem viavels. Agente bactericida mata as bactérias e o nimero total
de organismos viéveis decresce. Apesar de prética, essa classificagdo pode ser muito
simplista, pois é possivel gue um agente sgja bacteriostético para um organismo e bactericida
paraoutro (Strohl et a., 2004; Trabulsi et al., 2008).

Tabela 8 — Resultados da Concentragcdo Bactericida Minima para o extrato daraiz.

Micro-organismo CBM — Raiz (mg/mL)
300 150 75
Ec - - +
Kp - - +
Pa - - -
Sa - - +

Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa - Pseudomonas aeruginosa;
Sa- Saphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano
negativo.
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Tabela 9 - Resultados da Concentragdo Bactericida Minima para o extrato do caule

Micro-organismo CBM — Raiz (mg/mL)
300 150 75
Ec + + +
Kp - + +
Pa + + +
Sa + + +

Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniag; Pa — Pseudomonas aeruginosa;
Sa- Saphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano
negativo.

Os extratos de raiz de D. negrensis apresentaram CBM de 300 e 150mg/mL para os

micro-organismos S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. Somente para P. aeruginosa, obteve
efetividade nas concentracbes de 300 a 75mg/mL. Para os extratos de caule, houve
crescimento nas concentragdes de 300 a 75mg/mL, para as bactérias S. aureus, P. aeruginosa
e E. coli, porém para K.pneumoniae, a efetividade foi somente na concentracéo de
300mg/mL. Portanto, considerando a CBM de 75mg/mL, o extrato de raiz somente foi
eficiente para a bactéria P. aeruginosa (Figura 13). A partir das concentractes de 37,5mg/mL

a4,6mg/mL, os resultados apresentaram crescimento bacterianos nas subculturas.

Figura 13— CBM de extrato de raiz para P. aeruginosa.
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As técnicas da CIM e CBM utilizadas no presente estudo, também foram utilizadas
no trabalho de Sittiwet & Puangpronpitag (2009). Foi testado o extrato aguoso do caule de
Derris scandens frente aos micro-organismos. S aureus, E. coli, Sepidermidis. As mesmas
demonstraram somente atividade para S. aureus e E. coli, nas concentracfes de 4 a 16mg/mL.

Em relacdo ao trabalho de Sittiwet & Puangpronpitag (2009), foi observada uma
grande variagdo em relacdo aos resultados da nossa pesquisa quanto a atividade
antibacteriana. Para Fennel et al. (2004), as variagdes referentes a determinacdo da CBM e
CIM, de extratos de plantas podem ser atribuidos a vérios fatores. Dentre eles podemos citar a
técnica aplicada, e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época de coleta, se 0s
extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extratos
testados. Assim, ndo existe método padronizado para expressar 0s resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais.

Dos micro-organismos utilizados neste trabalho, existem relatos na literatura da
atividade antimicrobiana de plantas do mesmo género e de espécies diferentes, devido
possuirem algum tipo de isoflavondide ou flavondide biossintetizado, mais especificamente o
rotenGide, com atividade somente para S. aureus e E. coli (Ganapaty et a., 2006; Araujo,
2009). Na Amazobnia brasileira sdo encontradas plantas do género Derris, que vem se
destacando pela producdo de compostos pertencentes as classes dos rotendides, os quais
apresentam agado antibacteriana (Bearez, 1998; Arruda, 2005; Borges et a ., 2006).

Neste sentido, ha trabalhos cientificos relacionados com a avaliagcdo da atividade
antimicrobiana de varios vegetais. As plantas pertencentes a familia Fabaceae tém se
destacado nesses estudos devido aos seus congtituintes quimicos, principamente
isoflavondides e os flavonodides, que ocorrem quase que exclusivamente na subfamilia
Papilionoideae (Dewick, 2001).

5.3 Andlise dos extratos por cromatogr afia em camada delgada (CCD)

Na Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos aquosos de raiz e caule de
D. negrensis, diversos euentes foram testados e foi possivel verificar que a fase mével
congtituida por acetato de etila, &cido formico, &cido acético glacia e &gua (6:1:1:2 mL), foi a

mais eficiente para a resolucéo dos cromatogramas.
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Sem a utilizagdo de revelador, verificou-se a presenca de duas bandas de cor cinza ao
visivel. Na revelagdo sob a luz ultravioleta (UV) de 254nm e 365nm, indicou o Rf: 0,50 para
o extrato de caule e Rf 0,42 para extrato de raiz, que apds a revelagdo com a vanilina
sulfdrica, mostrou manchas de coloracdo marrom avermelhada (Figura 14), possivelmente
tratando-se de compostos terpénicos presentes na composicdo quimica desses extratos, de
acordo com o trabalho realizado por Zoghbi et a. (1988), que identificaram a presenca do
triterpeno a-amirina no extrato etandlico de caule de uma espécie do género Derris, e Araljo
(2009) que também identificou a partir das folhas e galhos de Poiretia bahiana (Fabaceae),
apos a extragdo com hexano, os triterpenos lupeol e B-amirina.

Rf 0,50
Rf 0,42

Figura 14 - Cromatografia em camada delgada (CCD) revelada com a vanilina sulfarica.

Quando as fragbes dos extratos foram dissolvidas, houve a presenca de espuma,
indicando a existéncia de saponinas, que, segundo Bramley (1997), as saponinas s&o
constituidas de triterpenos ou esterdides como aglicanos e diferentes tipos de unidades de
carboidratos. S&o conhecidas como eficazes agentes antibacterianos e antifungicos.

A figura 15 apresenta a cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos de D.
negrensis, utilizando como fase mével acetato de etila, &cido formico, acido acético glacial e
agua (6:1:1:2 mL), revelada com cloreto férrico. Observou-se manchas de cor azul (Rf 0,78 e
0,95 para o0 extrato de caule e 0,75 para 0 extrato de raiz). Segundo Costa (2002), essas
manchas podem ser atribuidas a presenca de compostos fendlicos, possivel mente pertencentes
ao grupo dos flavondides.
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Rf 0,95

Rf 0,78 Rf 0,75

Figura 15 - Cromatografia em camada delgada (CCD) revelada com cloreto férrico.

De acordo com Fengel & Wegener (1989), os flavondides constituem uma classe de
substancias especiais encontrados facilmente em extratos de raiz e caule de plantas da familia
Fabaceae. Harbone et a. (1994) j& haviam dafirmado que plantas desta familia séo
excepcionalmente ricas em flavondides, com varios registros de estruturas Unicas existentes
somente ou em particular abundancia nesta familia.

Verificou-se uma forte indicagdo da presenca de alcal6ides ou um composto que
contenha dupla ligacéo (Rf 0,18 para extrato de caule e Rf 0,12 para extrato de raiz) nos
extratos revelados com reagente de Dragendorff (Figura 16). Algumas familias botanicas
apresentam alcal6ides, os mesmos sdo classificados de acordo com seu nucleo heterociclico,
gue é uma estrutura ciclica ligada a um grupo amina, e possuem atividade farmacoldgica
muito variavel. De todos os grupos de principios ativos, os acadides possuem a maior
atividade bioldgica (Di Stasi, 1996; Botsaris & Machado, 1999).
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Rf0.18 Rf0,12

Figura 16 - Cromatografia em camada delgada (CCD) com o revelador de Dragendorff.

A positividade no resultado do revelador de Dragendorff indica a presenca de
compostos que contém nitrogénio na estrutura, que sdo fortemente isolados de plantas nas
diversas familias. Varias atividades biolégicas sdo atribuidas a este tipo de compostos:
atividade antiproliferativa, citotdéxica, antitumora, imunomodeladora, antinematicida e
antibacteriana (Zhang et a., 2007).

Alcal6ides sdo grupos de constituintes quimicos muito peculiar em plantas dafamilia
Fabaceae, como foi verificado no trabalho realizado por Cunhaet a. (2003), os quais isolaram
os acadides derricina e lonchocarpina do extrato hexanico de raizes de Lonchocarpus
sericeus, que apoOs avaliacdo in vitro, apresentaram atividade citotdxica contra células

leucémicas.

5.4 Andlise qualitativa por bioautografia

A atividade antimicrobiana também foi detectada por bioautografia, que foi realizada
com os extratos de caule e raiz de D. negrensis para identificar os possiveis constituintes
responsaveis pela atividade antimicrobiana contra os micro-organismos teste.

Inicialmente foram testados vérios sistemas de solventes para a redizacdo da
cromatografia de camada delgada (CCD), para obtencdo de cromatogramas com boa

resolucdo, pois uma separacdo inadequada das substéncias pode interferir no resultado da
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inibicéo bacteriana. Dentre todos os sistemas testados 0s que apresentaram a melhor resolucéo
foi acetato de etila, acido formico, &cido acético glacia e agua (6:1:1:2 mL), justificando
assim seu uso neste ensaio.

Nos bioautogramas, observou-se que os extratos de caule apresentaram area de
inibicdo para as bactérias: S aureus, E.coli, P.aeruginosa e K.pneumoniae, nas bandas
correspondendo aos Rf: 0,18, e 0,95 (Figura 17). Para o extrato de raiz o Rf foi de 0,12
(Figura 17). A correlagdo da andise por bioautografia, com o método de difusdo em égar
(técnica do poco), indica que na planta (caule e raiz) existem substancias, possivelmente
pertencentes aos grupos dos flavonoides e/ou alcaloides, com atividade antibacteriana frente a

S aureus, apesar da diferenca das metodologias.

Rf 0,95

Rf 0,18 Rf0,12

Figura 17 — Bioautografia do micro-organismo S. aureus.

Esses resultados sd0 semelhantes aos obtidos por Magahées et al. (2007), que
avdiaram a atividade antibacteriana por biocautografia de alguns flavondides isolados de
Lonchocarpus montanus e verificaram que os extratos de derriobtusona, medicarpina e
lanceol atina foram efetivos contra Staphilococcus aureus e Bacillus subtilis.

Utilizando o sistema de solventes: acetato de etila, &cido formico, &cido acético
glacia e agua (6:1:1:2 mL), foi possivel localizar pelo menos dois grupos distintos de
substéncias com atividade antimicrobiana, sendo um grupo mais apolar, e outro mais polar,
demonstrando que na planta existe mais de uma substancia com diferente polaridade e
atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana apresentada por drogas vegetais pode
ser em fungdo da presenca de flavondides, taninos, alcaldides, saponinas e terpenos, 0s quais
apresentam polaridades diferentes (Scalbert, 1991; Harbone & Williams, 2000; Bylka et al.,
2004; Veluri et a., 2004; Kuete et al., 2006).
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6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos na presente pesquisa pode-se concluir que:

O extrato da raiz de D.negrensis apresentou atividade antimicrobiana frente as
bactérias testadas, utilizando-se o método de difusdo em agar pela técnica do poco;

e O extrato do caule apresentou atividade antibacteriana somente para S.aureus,

e Os extratos de raiz e caule de D. negrensis apresentaram atividades antimicrobianas
com CIM variando de 300 a 75 mg/mL, demonstrando efetividade para todas as
bactérias testadas;

e A Concentragdo Bactericida Minima, nas concentragbes de 300 a 150mg/mL, do
extrato de raiz de D. negrensis, apresentaram atividade para todas as bactérias,
demonstrando ser mais eficiente para P.aeruginosa em todas as concentracoes,

e A Concentragdo Bactericida Minima do extrato de caule de D. negrensis foi efetiva
somente na concentracdo de 300 mg/mL., para a bactéria K.pneumoniae;

e (Os cromatogramas apresentaram substéncias com caracteristicas de: alcaldides,
terpenos e compostos fendlicos, apos a revelacdo com 0s seus respectivos revel adores;

e A andlise qualitativa para bioautografia mostrou atividade frente a todas as bactérias
testadas.

Os resultados deste trabalho constituem uma alternativa no combate aos micro-organismos
resistentes a antibidtico e possibilita a descoberta de novos constituintes quimicos derivados de
produtos naturais, a fim de minimizar a resisténcia microbiana, que €, atuamente, o principa fator
preocupante em relacéo as infecgbes hospitalares. Sugere-se a continuagdo de estudos complementares
no sentido de isolar as substancias responsaveis por esta atividade e a redlizacdo de testes

toxicol 6gicos para viabilizar a sua utilizagdo.
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