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RESUMO

RESUMO

Atividade antimicrobiana e larvicida de 6leos fixos e extratos brutos de cinco
espécies vegetais da Amazbdnia

Introduc&o: Nas ultimas décadas, a utilizagdo de farmacos naturais ou sintéticos de
forma abusiva e indiscriminada, tem levado muitas cepas de microrganismos a
evoluirem a cepas resistentes e multirresistentes, tornando-se um problema mundial,
sendo um confronto aos pesquisadores. De igual modo, o uso continuo e
indiscriminado de inseticidas quimicos no combate a vetores transmissores de pragas
e doencas, como por exemplo o Aedes aegypti transmissor da dengue, chikungunia,
zica e febre amarela, promovem a selecao de resisténcia. OBJETIVO: O objetivo
deste estudo foi investigar o efeito antibacteriano e larvicida in vitro dos 6leos fixos
(OFs) de Bertholletia excelsa HBK e Astrocaryum aculeatum Meyer e dos extratos
metandlicos brutos (EBMs) da Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze, Parahancornia
amapa (Huber) Ducke e Amasonia campestris (Aubl.) Moldenke. Métodos: Os OFs
da B. excelsa e do A. aculeatum foram obtidos por prensagem hidraulica. Os EBMs
da P. macroloba, P. amapa e A. campestris através de solventes (metanol). Para a
atividade antibacteriana, foi empregado o método de difusdo em agar (disco e pocos)
nas concentracdes de 125, 250 e 500 mg/mL dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO)
e 2,3-diclorometano (A. aculeatum) e a determinacdo da concentracao inibitoria
minima, pelo método de microdiluicho em placas de 96 pocos, contra cepas
padronizadas das bactérias: Staphylococos aureus (3 cepas), Streptococos
pneumoniae subsp. pneumoniae, Escherichia coli (2 cepas), Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa. Para a
atividade larvicida as larvas de Aedes aegypti (linhagem Rockefeller) no 3° instar,
foram expostas as concentragées de 12.5, 25.0 e 50.0 pg.mL* dos OFs e EBMs no
periodo de 24 e 48 h e os dados obtidos foram submetidos a analise Probit para
determinacdo da CLsoe CLoo. Resultados e discussdes: O EBM da P. macroloba
apresentou potencial inibitério contra 80% das bactérias do estudo (S. aureus - 3
cepas, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, S. typhimurium e P. aeruginosa). Na
atividade larvicida apresentou CLs0=9,338 e CL90=73,528 apos 24 h e CLs0=5,39649
e CL90=46,2339 apos 48 h de exposicdo larval. O EBM da P. amapa apresentou
potencial inibitério contra 40% das bactérias do estudo (S. aureus - 2 cepas, E. coli e
P. aeruginosa) e ndo apresentou atividade larvicida. O EBM da A. campestris
apresentou potencial inibitério contra 40% das bactérias do estudo (S. aureus - 3
cepas e P. aeruginosa) e baixa atividade larvicida nas concentra¢des do estudo. Os
OFs nédo apresentaram eficacia inibitéria contra as bactérias do estudo, porém na
atividade larvicida o OF da B. excelsa apresentou CLs50=28,89 apos 48 h de exposicéo
larval. O OF do A. aculeatum n&o apresentaram atividade larvicida. Conclusdes: A
espécie P. macroloba tem se mostrado farmacologicamente promissora, demostrando
melhor efetividade em ambas atividades, se destacando das demais. Os estudos
sobre as propriedades farmacoldgicas das espécies P. amapa e A. campestris séo
escassos. Os resultados da atividade antimicrobiana para a espécie A. campestris sédo
pioneiros, assim como na atividade larvicida para estas duas espécies.

Palavras-chave: Antibacteriano, Larvicida, Resisténcia, Aedes aegypti.
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ABSTRAT

ABSTRACT

Antimicrobial and larvicidal activity of fixed oils and crude extracts of five
Amazonian plant species

Introduction: In recent decades, the use of natural or synthetic drugs in an abusive
and indiscriminate manner, has taken many strains of microorganisms from a series of
resistors and multiresistants, becoming a worldwide problem, being a confrontation to
the researchers. Similarly, the continuous and indiscriminate use of chemical
insecticides does not apply to transmitters of pests and diseases, such as the Aedes
aegypti transmitter dengue, chikungunia, zica and yellow fever, resistance selection.
OBJECTIVE: The objective of this study was to investigate the in vitro antibacterial
and larvicidal effect of the fixed oils (FOs) of Bertholletia excelsa HBK and Astrocaryum
aculeatum Meyer and the crude methanolic extracts (CMEs) of Pentaclethra
macroloba (Willd.) Kuntze, Parahancornia amapa (Huber) Ducke and Amasonia
campestris (Aubl.) Moldenke. Methods: The FOs of B. excelsa and A. aculeatum were
obtained by hydraulic pressing. The CMEs of P. macroloba, P. amapa and A.
campestris through solvents (methanol). For the antibacterial activity, the agar diffusion
method (discs and wells) at the concentrations of 125, 250 and 500 mg/mL dissolved
in dimethylsulfoxide (DMSO) and 2,3-diethylcloroethane (A. aculeatum) were used and
the determination of Minimum inhibitory concentration, by the 96-well plate
microdilution method, against standard strains of bacteria: Staphylococcus aureus (3
strains), Streptococcus pneumoniae subsp. pneumoniae, Escherichia coli (2 strains),
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium and Pseudomonas
aeruginosa. For the larvicidal activity the larvae of Aedes aegypti (Rockefeller Lineage)
in the 3rd instar, the concentrations of 12.5, 25.0 and 50.0 pg.mL* were exposed of
the FOs and CMEs in the period of 24 and 48 h and the data obtained were submitted
to Probit analysis for LCso and LCoo determination. Results and discussion: The CME
of P. macroloba presented inhibitory potential against 80% of the bacteria in the study
(S. aureus - 3 strains, E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae, S. typhimurium and P.
aeruginosa). In the larvicidal activity it presented LCs0=9,338 and LC90=73,528 after 24
h and LCs0=5,39649 and LCgeo= 46,2339 after 48 h of larval exposure. The CME of P.
amapa showed inhibitory potential against 40% of the study bacteria (S. aureus - 2
strains, E. coli and P. aeruginosa) and did not present larvicidal activity. The CME of
A. campestris showed inhibitory potential against 40% of the study bacteria (S. aureus
- 3 strains and P. aeruginosa) and low larvicidal activity at study concentrations. The
FOs did not present inhibitory efficacy against the bacteria of the study, but in the
larvicidal activity the FO of B. excelsa presented LCs0=28.89 after 48 h of larval
exposure. The FO of A. aculeatum had no larvicidal activity. Conclusions: The
species P. macroloba has been shown to be pharmacologically promising, showing a
better effectiveness in both activities, standing out from the others. Studies on the
pharmacological properties of P. amapa and A. campestris species are scarce. The
results of the antimicrobial activity for the species A. campestris are pioneers, as well
as in the larvicidal activity for these two species.

Key words: Antibacterial, Larvicide, Resistance, Aedes aegypti.
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INTRODUGCAO 1

1 INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICINAIS

Desde os tempos antigos, diferentes espécies de plantas tém sido exploradas
como importante recurso ao alcance do homem, sendo esta tradigdo difundida de
geracdo para geracdo (LOPES et al., 2010; FEIJO et al., 2012). O conhecimento
tradicional etnobotanico e etnofarmacolégico, associado a pesquisa cientifica,
desempenha um papel fundamental no processo de geracdo de inovagbes na
industria farmacéutica, seja na localizacdo de novas plantas ou na sugestao de sua
atividade farmacolégica (CARNEIRO et al., 2014). Muitas plantas produzem
metabdlitos secundarios que apresentam atividade inibitéria de microrganismos e de
crescimento de insetos (SILVA et al.,, 2017). Nas Uultimas décadas, as pesquisas
relativas a substancias bioativas, tém aumentado consideravelmente (GADELHA et
al., 2013). O Brasil, em toda a sua extensao, apresenta uma flora bastante
diversificada, com vegetacfes de diferentes caracteristicas e muitos principios ativos
ainda desconhecidos (COSTA et al., 2015). Porém, é na regido Norte, em especial na
Floresta Amazo6nica onde se concentra uma das mais ricas biodiversidades do pais,
com cerca de metade das espécies vegetais do planeta, sendo de maior destaque na
busca de alternativas terapéuticas e no sentido de descobrir inseticidas naturais,
efetivos, seguros e menos toxicos (FIORAVANTI, 2016). Em decorréncia a isso, 0
comercio de produtos a base de plantas se tornou uma alternativa econdmica muito
lucrativa, em relacdo aos produtos sintéticos. Porém, este grande potencial econémico

das plantas medicinais, tornou-se uma questdo complexa. Um novo medicamento ou
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inseticida natural pode ter um custo muito alto, mas pode dar um retorno muito maior.
Neste estudo foram analisadas cinco espécies de uso tradicional da populacdo do
Estado do Amapa, que séo: A Bertholletia excelsa HBK, Lecitidaceae (castanha-do-
brasil), o Astrocaryum aculeatum Meyer, Arecaceae (tucumd), a Pentaclethra
macroloba (Wild) O. Kuntze, Fabaceae (pracaxi), a Parahancornia amapa (Huber)
Ducke, Apocynaceae (Amapazeiro) e a Amasonia campestres (Aubl.) Moldenke,
Lamiaceae (rabo-de-arara). Na atividade antimicrobiana, as bactérias Gram-negativas
utilizadas sao da familia das Enterobacteriaceae que dentre outros agravos, também
sao responsaveis por doencas diarreicas, principal causa de morbimortalidade infantil
(até 5 anos) na regido Norte do Brasil (DIAS et al., 2010; ANVISA 2013) e as Gram-
positivas sdo amplamente difundidas em ambientes hospitalares, caracterizando um
desafio as Comissbes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), Na atividade
larvicida a avaliacdo foi sobre larvas de estagio trés da espécie Aedes aegypti
(inhagem Rockeffeler), importante vetor de arboviroses da atualidade, tais como a
dengue, chikungunya, zica e febre amarela (DONALISIOL et al., 2017).

Visando este contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
antibacteriano e larvicida de O6leos fixos e extratos metandlicos de plantas

popularmente conhecidas na Regido Norte do Brasil.

1.2 PLANTAS DE ESTUDO

1.2.1 Bertholletia excelsa HBK (castanha-do-brasil)

Classificacao botanica: Classe: Equisetopsida; Subclasse: Magnoliidae; Super-
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Ordem: Asteranae; Ordem: Ericales; Familia: Lecythidaceae; Género: Bertholletia
(TROPICOS, 2017).

O género Bertholletia € derivado do nome do quimico Berthollet (1748-1822),
sendo a espécie descrita por Bonpland, em 1807, que propuseram a denominacéo
excelsa pelo fato da espécie destacar-se frondosamente acima do dossel (BRAGA,
2007).

A area de distribuicdo geogréfica desta planta estende-se pelos Estados do
Maranhdo, Mato Grosso, Para, Acre, Rondbnia, Amapa, Roraima e Amazonas
(LORENZI; MATOS, 2002; SILVA et al., 2013) e em paises vizinhos como Venezuela,
Bolivia, Peru, Coldmbia e Guianas (FERREIRA et al., 2006).

Popularmente conhecida como castanha-do-brasil, castanha-da-amazonia e
castanha-do-para. E uma espécie arbérea de grande porte, podendo medir de 50 a
60 m de altura (Figura 1). Seu tronco € escuro, liso com ramos apenas proximos da
extremidade; as flores sé@o brancas e grandes. o fruto é globoso (ouri¢co), chegando a
pesar 1,5 kg e abriga de 12 a 22 sementes, que sdo as castanhas (Figura 2) e é

considerada uma espécie nativa da Amazonia (BRASIL, 2007).

Figura 1. Arvore da B. excelsa.
——

Fonte: Autoria prépria, 2018.
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A castanha-do-brasil € uma rica fonte de ferro, zinco e possui as mais altas
concentracfes conhecidas de selénio (126 ppm), com propriedades antioxidantes
(FREITAS; NEVES, 2010). Possui alto teor de potassio e a reduzida concentracéao de
sédio, cuja composicdo pode favorecer o controle hidroeletrolitico e da presséo

arterial, contribuindo assim para a manutencao da saude (COSTA; JORGE, 2015).

Figura 2. Ouricos da B. excelsa: A — Ouricos integro; B — Ouricos expondo as castanhas; C —
Castanhas.

Fonte: Autoria prépria, 2018.

Dentre os minerais, o fésforo € o componente mais abundante em sementes
da castanha-do-brasil (Tabela 1), seguido pelo potassio, magnésio e calcio (SILVA et
al., 2010).

O ch& de sua casca é usado na Amazobnia para tratamento do figado, e a
infusdo de suas sementes para problemas estomacais (LORENZI; MATOS, 2002).
Possui em seu OF extraido da améndoa (prensagem) uma composi¢do de 85% de
acidos graxos insaturados e 13% de acidos graxos saturados, 0s quais auxiliam nos
processos oxidativos de fracbes de gorduras prejudiciais ao organismo, como as
fracbes de LDL colesterol (SANTOS et al., 2011). O acido oleico, seu principal

constituinte, € muito utilizado pela industria de cosméticos.



https://pt.wikipedia.org/wiki/Amaz%C3%B4nia
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Tabela 1. Composicdo de macronutrientes e micronutrientes da castanha-do-brasil:
Centensimal, minerais e vitaminas/100 gramas (parte comestivel).

Composicao Valor
Lipideos 63,50
_ Carboidratos 15,10
Macronutrientes (g) Proteinas 14.50
Fibra alimentar 7,90
Fosforo 853
Potassio 651
Magnésio 365
Calcio 146
Micronutrientes (mg) Zinco 4,20
Minerais Ferro 2,30
Cobre 1,70
Manganés 1,10
Sadio 1,00
Selénio 0,425
Tocoferol e Y 14,10
Acido ascérbico 10,00
Tocoferol a 2,50
Niacina 1,70
Microngtrieptes (mg) Tocoferol & 1,60
Vitaminas T '
Tiamina 1,09
Piridoxina 0,44
Riboflavina 0,12
Retinol 0,07

Fonte: TACO, 2006; Balbi et al., 2014.

1.2.2 Astrocaryum aculeatum Meyer (tucuma)

Classificacao botanica: Classe: Equisetopsida; Subclasse: Magnoliidae; Super-
Ordem: Lilianae; Ordem: Arecales; Familia: Arecaceae; Geénero: Astrocaryum
(TROPICOS, 2017).

No Brasil ocorre nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para e Rondonia. E

uma espécie excepcionalmente tolerante a solos acidos e pobres em nutrientes, carac
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teristica marcante do solo da regido amazoénica. Normalmente, sdo propagadas por
sementes que, muitas vezes, apresentam germinacdo lenta, irregular e em baixa
porcentagem (FERREIRA; GENTIL, 2006).

Conhecido popularmente como tucuma, tucum, tucuma-acu, tucuma-arara. O A.
aculeatum é uma palmeira que chega a medir em torno de 20 metros de altura e 30
cm de diametro (Figura 3), geralmente solitaria, apresenta um caule com faixas,
espinhos negros, folhas ascendentes, flores dispostas de forma ereta com frutos de
cor amarela e tons avermelhados, e de ampla distribuicdo na Amaz6nia, que por sua
vez, apresenta grande biodiversidade do género Astrocaryum (BACELAR-LIMA et al.,

2006; MILL; KAHN, 2010).

Fonte: amazonoil, 2015.

O fruto tem formato ovoide (Figura 4), cujo mesocarpo é fibroso e possui alto
teor lipidico, calérico e de B-caroteno (YUYAMA et al., 2008), apresentando 29% de
acidos graxos saturados e apenas 1% de poliinsaturados. Os acidos monoinsaturados
representam 68%, tendo como representante principal o acido oleico que constituiu

67% da composic¢do quimica (FERREIRA et al., 2008). O valor da vitamina A encontra
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do em tucuma é maior do que outras frutas, como papaia, acerola e vegetais, como
cenouras e brécolis (JOBIM et al., 2014) e apresenta substancias bioativas como
rutina e quercetin (Tabela 2). No 6leo de tucuméd sdo encontradas quantidades
significativas de rutina, acido galico, acido caféico e acido clorogénico, todos com

grande potencial anti-oxidante (SAGRILLO et al., 2015).

Tabela 2: Composicao de macronutrientes e micronutrientes do tucuma: Centensimal,
minerais e vitaminas/100 gramas (parte comestivel).

Composicao Valor (mg/qg)
Lipideos 47,20
] Fibra alimentar 19,20
Macronutrientes (g) )

Carboidratos 6,80

Proteinas 5,50

Caélcio 88,09

Potéassio 85,72

Sodio 11,99

Magnésio 7,32

Macro e micr_onutrientes (mg) Eésforo 563

Minerais

Ferro 0,577

Zinco 0,213

Cobre 0,204

Manganés 0,189

Micronutrientes (mg) Acido ascorbico 18,0

Vitaminas Retinol 5,170
Piridoxina 0,1

[-caroteno 27,55

*Qutros (mg/g) Rutina 19,06
Quercetina 6,53

Fonte: TACO, 2006; LEITAO, 2008; SAGRILLO et al., 2015.

Uma relagéo positiva tem sido observada entre a ingestao de vegetais e frutas
contendo carotendides e prevencao de varios doengas cronico-degenerativas, como
cancer, inflamacao, doenca, cataratas, e degeneracdo macular relacionada com a

idade cardiovascular, entre outras (DE ROSSO; MERCADANTE, 2007).
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Figura 4. A. aculeatum: Frutos

Fonte: amazonoil, 2015.

1.2.3 Pentaclethra macroloba (Wild) O. Kuntze (pracaxi)

Classificacao botanica: Classe: Equisetopsida; Subclasse: Magnoliidae; Super-
Ordem: Rosanae; Ordem: Fabales; Familia: Fabaceae; Subfamilia: Mimosoideae;
Género: Pentaclethra (TROPICOS, 2017).

Ocorre em todo o Brasil setentrional, Trinidad, Venezuela, Guianas e algumas
regibes da América Central (PESCE, 2009). No Brasil, a ocorréncia se da nos estados
do Roraima, Par4, Amazonas, Amapa em parte da Bahia e em toda a Regido
Amazonica (SILVA et al., 1989).

Conhecida popularmente como pracaxi, mulateiro, paracaxi, parauaxi,
paroacaxi, pau-mulato, pracaqui. E uma arvore leguminosa fixadora de nitrogoénio no
solo, constituindo uma espécie pioneira que mistra um grande potencial na
regeneracao florestal e recuperacdo de areas degradadas. Tronco de madeira
avermelhada e resistente. Casca adstringente, folhas bipenadas, foliolos luzidios,
flores alvas e vagens coriaceas e achatadas, cujas sementes venenosas sao lancadas
a grandes distancias (FREITAS et al., 2003). Em florestas tropicais € uma arvore de

dossel dominante, alcangcando 30-35m (Figura 5).
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Fonte: Autoria propria, 2017.

Seu fruto apresenta-se inseridos em grandes vagens (Figura 6), uma das
caracteristicas das leguminosas. Encontrada em areas de altitude de 0-600 m com
mais de 3500 mm de chuva por ano e entre 24°C-30°C de temperatura. Germina
raramente em terra firme (LORENZI, 1998), porém ocorre preferencialmente em
capoeiras e capoeirdes situados em beiras de igap0s e de rios onde o solo é inundado
durante parte do ano (JOKER; SALAZAR, 2000). As sementes apresentam
caracteristicas medicinais, sendo Uteis principalmente para cicatrizar Ulceras e
picadas de cobra (SILVA et al., 2005). Oleo, sab&o e extrato sdo citados como tendo
utilidade no tratamento da asma, inflamagcdo, bronquite e cortes (JOHNSTON;
COLQUHOUN, 1996). Sua casca € adstringente e o uso interno cura a diarréia e a
disenteria (REVILLA, 2002). A casca e as folhas tém propriedades contra a diarréia,
vermes, disenteria e lesfes externas na Venezuela. O p6 da casca € aplicado em
Ulceras e ferida, possuindo saponinas, esterois, flavonoides, polifendis, além de
taninos como componentes (VIEIRA, 1996). Saponinas isoladas dos extratos
etandlicos das sementes e casca dos galhos, apresentam atividades larvicida contra

0 mosquito Ae. aegypti, que € o vetor da febre amarela e da dengue (SANTIAGO et
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al., 2005). Dentre os acidos graxos encontrados na composic¢ao do Oleo de pracaxi, 0
acido behénico (16%) é referido como uma das maiores concentracdes encontradas
em 6leo de origem vegetal (COSTA, 2014). E popularmente usado contra a erisipela,

gue € uma infeccao da pele geralmente causada por bactérias.

Figura 6. P. macroloba: Fruto

4 - ~——
-

Fonte: floraflora, 011.

1.2.4 Parahancornia amapa (Huber) Ducke (amapazeiro)

A area de distribuicdo desta espécie € no Norte da América do Sul, Guiana
Francesa, Guiana, Suriname, Venezuela, no Delta do Amacuro e Brasil, mais
especificamente na floresta amazbnica. Conhecida popularmente como
“Amapazeiro”, “mapa” ou “amapa”. Classificagao botanica: Classe: Equisetopsida;
Subclasse: Magnoliidae; Super-ordem: Asteranae; Ordem: Gentianales; Familia:
Apocynaceae; Género: Parahancornia (TROPICOS, 2017).

E uma arvore lactifera da qual obtém-se um latex popularmente chamado de
“leite do amapa” (Figura 7). Os géneros Parahancornia e Couma apresentam um latex
comestivel ndo elastico, conhecido como amapéa amargosa. Seu latex é considerado

de uso medicinal contra afeccées pulmonares e feridas na pele, gastrite, fraqueza,

cicatrizacdo e como tbénico, especialmente por mulheres apés o parto (SHANLEY; ME



http://www.floraflora.com.br/
http://adf.ly/1GGGLq
https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%A1tex
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DINA, 2005). O leite do amapéa doce € um exsudato de sabor adocicado, procedente
de espécies do género Brosimum (BEZERRA, 2013). No extrato metandlico do latex
da P. amapa identificou-se grande quantidade de carboidratos, metilmioinositol e
derivados de feniletandides tendo como principal constituinte o cornosideo

(CARVALHO et al., 2008).

Figura 7. Latex da P. amapa.

Fonte: plantasquecuram, 2015.

O amapazeiro (Figura 8) possui folhas opostas, lanceoladas de 4 a 6
centimetros, 4pice arredondado e obtuso, margens inteiras, peciolo de 2,5 a 5 mm de
comprimento, inflorescéncia cimosas terminais, junto a flores brancas, muito
perfumadas, calice tetrapartido. Segundo Henriqgue et al. (2014), do extrato
diclorometéanico dos galhos, foram isolados o B-sitosterol, estigmasterol, além de
triterpendides pentaciclicos, a-amirina, B-amirina, lupeol e friedelina e do extrato

metandlico das cascas foi isolado o alcaloide inddlico isositsiriquina.



http://www.plantasquecuram.com.br/
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Figura 8. Arvore da P. amapa.

Fonte: plantasquecuram, 2015.

1.2.5 Amasonia campestris (Aubl.) Moldenke (rabo de arara)

Esta espécie esta amplamente distribuida nas regides Norte, Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil, ocorrendo desde o0 Amazonas até o Espirito Santo, sendo
encontrada no Amapa, Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Pernambuco, Bahia e Goias.
Esta espécie habita no dominio amazbénico em locais sombreados e bordas de
florestas, em latossolos, e em ambientes savandides; no cerrado, cerraddo e campo
rupestre, e em areas de transicao entre caatinga e cerrado (SANTOS, 2011).

Conhecida popularmente como Rabo-de-arara ou mendoca. Classificagdo
botanica: Classe: Equisetopsia; Subclasse: Magnoliidae; Super-Ordem: Asteranae;
Ordem: Lamiales; Familia: Lamiaceae; Género: Amasonia. E um subarbusto de 0,2-1
m. Apresenta ramos de 4-7 mm diametro, castanhos a vinaceos, com folhas
geralmente agrupadas na regido mediana, pecioladas, cilindricas e subguadrangular,

oboval a oblanceolada, com apices agudas e margens serradas (Figura 9).



http://www.plantasquecuram.com.br/
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Figura 9. Arbusto da A. campestris
.

Fonte: chiviaggiaimpara, 2015.

Com flores tubulares pequenas e amarelas acompanhadas de bracteas florais
avermelhadas (Figura 10) (RAMIREZ, 2007; SANTOS, 2011). Suas raizes sao muito
utilizadas na medicina popular como antimalarico (COSTA, 2013), no tratamento de
problemas no utero, hemorragias e inflama¢des de mulher (COELHO-FERREIRA,
2009) e na toxicidade aguda e atividade hipoglicemiante (GUIMARAES JR, 2015).

Ressalta-se que estudos sobre o género Amasonia Sao0 muito escassos,
tornando-o promissor para condugdo de estudos quimicos, farmacoldgicos e

toxicoldgicos.

Figura 10. A. campestris: Flores tubulares

Fonte: flickriver, 2016.



http://chiviaggiaimpara.blogspot.com.br/
http://www.flickriver.com/photos
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1.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

1.3.1 Atividade antimicrobiana dos 6leos fixos e extratos brutos

Os antimicrobianos sdo uma classe de substancias com acgédo farmacologica
gue mata ou inibe o desenvolvimento de microrganismo, como bactérias, fungos, virus
ou protozodrios. Podem ser compostos naturais ou sintéticos. (GUIMARAES et al.,
2010). O uso de antimicrobianos (para tratamento e/ou profilaxia) promove a
adaptacdo ou a morte dos microrganismos, em um fenbmeno conhecido
como pressdo de selecdo. Mesmo com toda tecnologia, h4 microrganismos que
sobrevivem, pois possuem genes de resisténcia, que podem ser passados a outros
microrganismos da mesma espécie ou até mesmo, de outras espécies (ANVISA,
2013). O uso de extratos vegetais e fitoquimicos com finalidade medicinal é uma das
mais antigas formas de aplicacdo medicinal da humanidade (ARAUJO; LEON, 2001).
Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, podem ter o seu crescimento controlado
por 6leos essenciais e extratos brutos de diversas espécies da planta. Segundo
Sartoratto et. al. (2004), estes podem controlar o crescimento dos microrganismos
relacionados a pele, a cérie dental. Nas indlstrias de alimentos, cosméticos e
farmacos, as plantas aromaticas tém grande importancia. Folhas de Origanum vulgare
L., O. applii L., O. basilicum L., O. gratissimum L., Mentha spicata L. e Mentha piperita
L. var. citrata tém sido utilizadas como chas, embora o 0leo essencial seja utilizado
em cosmeéticos e farmacos. Os indices dos 6leos essenciais em espécies diferentes
sao influenciados pelo material, pelas condi¢cfes da cultura e pelo ambiente genético,
e finalmente, a colheita e o processamento da colheita (SARTORATTO et al., 2004).

No Brasil, mesmo com sua rica biodiversidade, muitas plantas possuem poucos
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estudos referentes a atividade antibacteriana, como por exemplo, 0 amapazeiro e o

rabo-de-arara, plantas de escolha neste estudo.

1.3.2 Resisténcia bacteriana

Uma bactéria € considerada resistente quando consegue crescer em
concentracfes mais altas do que a maior concentracdo da droga no sitio da infec¢céo
(TORTORA et al.,, 2005; FERREIRA, 2007). Uma acao conjunta de multiplos
mecanismos pode produzir um acentuado aumento da resisténcia aos antimicrobianos
(Figura 11). Com frequéncia bactérias utilizam mais de uma estratégia para evitar a

acao dos antimicrobianos.

Figura 11. Resisténcia bacteriana da castanha-do-brasil
e tucuma contra E. coli e K. pneumoniae.

Fonte: Autoria brépria, 2017.

A resisténcia a determinado antimicrobiano pode constituir uma propriedade
intrinseca de uma espécie bacteriana, sendo decorrente da auséncia de estruturas de
atuacao de antimicrobianos ou a impermeabilidade, por parte de estruturas periféricas
das bactérias, ou uma capacidade adquirida que ocorre por mecanismos genéticos

diversos, tais como: producdo de enzimas inativadoras, interferéncia com a entrada e
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acumulo de droga na bactéria, alteracdo do receptor para acdo da droga, via
metabdlica alternativa. E originada através de uma alteracdo a nivel genético da
célula, de natureza cromossdémica pelos processos de mutacdo, transducédo e
transformacao ou extra cromossdmica (plasmidial) (ANVISA, 2013).

Na tentativa de bloqueio na resisténcia bacteriana existem estratégias basicas
comportamentais que podem contribuir, tais como: educacdo dos profissionais de
saude, implementacdo de isolamento por contato para pacientes
colonizados/infectados, uso de Equipamento de Protecdo Individual (EPI) e coletivo
(EPC), higienizacdo das maos, desinfeccdo de superficies, restricdo/controle do uso
de antimicrobianos. Estudos realizados por McGowan (2001) apontam que o maior
fator para a disseminacdo da resisténcia microbiana, € a transmissdo cruzada,
principalmente pelas maos dos profissionais de salude, seguido da presséo de selecao
do uso de antimicrobianos e a introducdo de novos microrganismos. Segundo Duarte
(2006), outro importante fator de risco para o aparecimento e disseminacdo da
resisténcia microbiana é o uso abusivo e incorreto dos antimicrobianos no ambiente

hospitalar e na comunidade.

1.3.3 Métodos de avaliacdo de atividade antibacteriana

Existem inUmeros bioensaios utilizados para avaliar a atividade antibacteriana
de OFs e EBs de plantas, bem como de compostos isolados. Dentre os testes
disponiveis e utilizados neste estudo sdo: Teste de difusédo em agar (disco e poco) de
acordo com o protocolo M2-A8 (Figuras 12 e 13) (NCCLS, 2015a) e Determinacéo da
Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) de acordo com o protocolo M7-A10 (Figura 14)

(NCCLS, 2015b).




Figura 12. Difusdo em agar (disco e poco)
A. campestris contra P. aeruginosa.
Concentragdo de 500 mg/mL.

Fonte: Autoria propria, 2017.

Figura 13. Difuséo em agar (disco e pogo)
P. macroloba contra E. coli.
Concentragdo de 500 mg/mL.

Fonte: Autoria propria, 2017.

Figura 14. Microdiluicdo em placa
CIM: P. macroloba
CIM: P. macroloba

m-;
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Fonte: Autoria prépria, 2017.
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1.3.4 Importancia clinica das bactérias

As bactérias Gram negativas em estudo sdo pertencentes a familia das
Enterobacteriaceae. Esta € constituida por bacilos Gram negativos, classificados
atualmente em 44 géneros, 176 espécies e quatro grupos entéricos ainda néo
nomeados. E um grupo amplamente disperso na natureza. Seu potencial patogénico
para o homem, animais e vegetais, assim como sua ecologia sao variaveis (ANVISA,
2013). Amplamente estudadas sobre sua resisténcia em infeccbes hospitalares
(SEIBERT et al., 2014; ATAIDE et al., 2015), as enterobactérias tem grande
representatividade (cerca de 80% ou mais) na rotina microbiolégica de todos os Gram
negativos isolados de importancia clinica. Doencas diarreicas, infeccdes em feridas e
gueimaduras, infeccdo no trato respiratério, meningite, infec¢des urinarias (70% dos
casos) e septicemias (50% dos casos), sdo causadas por varias espécies de
enterobactérias patogénicas ao homem. (ANVISA, 2013).

As bactérias Gram positivas em estudo sdo amplamente difundidas em
ambientes hospitalares, caracterizando um desafio as Comissfes de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIH), devido apresentaram ampla resisténcia aos

antimicrobianos.

1.4 ATIVIDADE LARVICIDA

1.4.1 Atividade larvicida de espécies vegetais

Cerca de 400 a.C. o “p6 da Pérsia”, assim conhecido o pireto, substancia deri




INTRODUGAO 19

vada do crisantemo (Chrysanthemum cineraria folium (Trev.) Bocc) ja era utilizado no
controle de pragas. Os primeiros fitoinseticidas usados foram a nicotina (Nicotiana
tabacum L.), a rianodina (Ryania speciosa Vahl), a sabadina e outros alcal6ides
extraidos de Schoenocaulon officinale Schltdl. & Cham., as piretrinas extraidas do
piretro C. cinerariae folium (Trev.) Bocc e a rotenona (Derris spp e Lonchocarpus spp)
(RODRIGUEZ, 1992; ROEL, 2001). Na década de 1940, os inseticidas de origem
natural foram muito utilizados no combate as pragas agricolas. Como inseticidas, as
plantas sdo fontes importantes de substancias bioativas com estruturas quimicas
diferentes e com diversas atividades contra insetos (BRASIL, 2007). Dentre os
inseticidas organicos, cujas substancias ativas sdo provenientes de plantas destacam-
se: o alcaloide nicotina, isolado de espécies de Nicotiana; os piretroides piretrina e
aletrina, extraidos das flores de Chrisanthemum cinerariae folium (Trev.) Bocc, e o
rotendide rotenona, isolado de espécies dos géneros Derris e Lonchocarpus, e, mais
recentemente, o limonoide azadiractina, obtido de Azadirachta indica A. Juss
(GUARDA et al., 2016).

Os testes laboratoriais tém como objetivo determinar o biopotencial larvicida do
material vegetal. Para esta avaliacdo, larvas de mosquito criadas em laboratério de
cepa e idade conhecida (ou instar) sdo expostos por 24 a 48 horas ou mais em agua
tratada com o larvicida em varias concentracdes dentro de sua faixa de atividade
sendo a mortalidade registrada, determinando assim a concentragao letal (CL) do

larvicida para 50% ou 90%. (WHO, 2005).

1.4.2 Resisténcia a inseticidas quimicos

O homem e 0 meio ambiente, podem sofrer uma série de problemas devido aos
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inseticidas sintéticos, gerando efeitos indesejaveis como o ressurgimento de pragas-
alvo, o surgimento de pragas secundarias em funcéo dos efeitos toxicos sobre os
inimigos naturais dessas pragas, desenvolvimento de resisténcia das pragas destes
produtos, intoxicacfes dos trabalhadores rurais, contaminacdo da agua e do solo,
impactos negativos sobre os organismos néo-alvo e presenca de residuos toxicos nos

alimentos (BISSET et al., 2003; MENEZES, 2005).

1.4.3 O mosquito Aedes aegypti

As espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus pertencem ao Filo Arthrophoda
(pés articulados), a Classe Hexapoda (trés pares de patas), a Ordem Diptera (um
par de asas anterior funcional e um par posterior transformado em halteres), a
Familia Culicidae e ao Género Aedes (BRASIL, 2001).

De acordo com estudos, o Ae. aegypti € originario da Africa onde diferenciou-
se e adaptou-se aos centros urbanos, sendo que a variedade doméstica, somente
tem sido encontrada nas Américas, a qual se acredita tenha sido transportada em
barris que vinham dos navios de exploradores e colonizadores. Sendo oriundo da
floresta tropical Asiatica, o Ae. albopictus, posteriormente passou a adaptar-se ao
ambiente urbanizado preferindo éareas abertas com florestas em torno das
habitacdes (CATAO, 2012).

O agente etiologico da febre amarela foi o primeiro microrganismo a ser
denominado de virus, em 1902 e o da dengue, em 1907, sendo descritos como
filtraveis e submicroscopicos. No periodo da Segunda Guerra Mundial, ocorreu o

isolamento do primeiro virus da dengue por Kimura e Hotta e por Sabin e Schlesinger.
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Estes ultimos isolaram a cepa durante a ocorréncia de uma epidemia no Havai e, mais
tarde, também conseguiram isolar o segundo sorotipo. Em 1956, em um curso
epidémico hemorragico na Asia, os tipos 3 e 4 foram descobertos. A partir dai os
quatro sorotipos foram identificados e conhecidos como DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

A expansao geografica mundial e a alta incidéncia da dengue (Figura 15), sao
influenciadas por varios fatores, como a falta de infraestrutura dos sistemas publicos
de saude, o acelerado desmatamento e/ou a expansao das zonas urbanas para areas
anteriormente de floresta, os descuidos no controle do vetor, entre outros (CATAO,

2012; MACIEL et al., 2013).

Figura 15. Mapa global da distribuicdo do Aedes aegypti em 2015. O mapa representa a probabilidade
de ocorréncia (de 0 azul para 1 vermelho) em uma resolucdo espacial de 5 km x 5 km.

%

Fonte: elifesciences.org/content/content/4/e08347.

A dengue é transmitida através da picada do inseto fémea do Ae. aegypti
contaminado pelo virus. A maturacdo dos ovos € viabilizada pelos repastos
sanguineos. O periodo de transmissibilidade da doenca ocorre tanto no mosquito
quanto no homem através de dois ciclos: periodo de incubacgéo extrinseco e periodo

de incubacéo intrinseco, respectivamente (BRASIL, 2009a).
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O ciclo de vida do Ae. aegypti compreende quatro fases, a conhecer: ovo, larva

(quatro estados), pupa e adulto (Figura 16).

Figura 16. Ciclo de Vida do Ae. aegypti

0 1 2 3 4 8 \
Milimetros ’f }

Fonte: ioc.fiocruz.br, 2015.

a) OVO

A fémea do mosquito deposita 0os ovos na parede interna de recipientes
préximos a superficie aquatica sendo de coloracdo esbranquicada, mas logo
adquirem cor enegrecida brilhante (BRASIL, 2001). Caso o0 mosquito hdo encontre
recipientes adequados, a fémea, em casos excepcionais, pode voar a grandes
distancias em busca de outros locais para realizar a oviposi¢do (BRASIL, 2009a).
Seu tamanho varia de 0,6 a 0,7 mm e podem persistir na natureza por cerca de um
ano e meio sem sofrer influéncias externas (CATAO, 2012). Uma fémea produz cerca
de 120 ovos por postura. Por volta de 4 a 7 dias o embrido esta apto a surgir caso a
umidade e a temperatura estejam favoraveis (ACIOLE, 2009). O ovo é a forma mais
resistente do ciclo bioldgico, fato que possibilita ampla sobrevida ao mosquito, devido

a resisténcia as adversidades climaticas (SILVA; SILVA, 1999).
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b) LARVA

Por ser holometabdlico, € neste estagio que ocorre o periodo de alimentacao
e crescimento e subdivide-se em quatro fases evolutivas. Estas dependem de
condicbes ideais como temperatura, densidade das larvas no criadouro e
disponibilidade de alimento. Desta forma, a duracdo dos instares pode nao
ultrapassar os cinco dias. Ao contrario, o quarto estagio pode perdurar por semanas
(BRASIL, 2001).

A larva vem a superficie para respirar ficando em posicdo quase vertical
(Figura 17). Para se deslocar, movimenta-se em forma de serpente. Sob
luminosidade e movimentos bruscos na agua, local onde se passa tal fase, a larva

retorna ao fundo do depdsito com rapidez (SANTA CATARINA, 2008).

Figura 17. Ae. Aegypti: Larvas

Fonte: ioc.fiocruz.br, 2015.

c) PUPA

Nesta fase o mosquito sofre sua ultima metamorfose até a fase adulta. A pupa
se desenvolve por completo em dois dias. Sua cabeca une-se ao térax (cefalotorax),

portanto vem a possuir aspecto de virgula (Figura 18) (ACIOLE, 2009).
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Figura 18. Ae. Aegypti: Pupa

Fonte: ioc.fiocruz.br, 2015.

d) ADULTO

O adulto representa a fase reprodutora do inseto (Figura 19). Posteriormente
a fase pupal, o adulto procura pousar sobre as paredes do recipiente, ficando ali por
horas, para possibilitar o endurecimento do exoesqueleto, das asas. O acasalamento
se da geralmente durante o voo e uma Unica inseminagao € suficiente para fecundar

todos os ovos gque a fémea venha a produzir durante toda a sua vida (BRASIL, 2001).

Figura 19. Ae. Aegypti: Fase adulta

Fonte: ic.fiocruz.br, 2015.

As fémeas alimentam-se de sangue e de sucos vegetais. A nutricdo sanguinea
é realizada para maturacéo dos ovos e quando o repasto ndo € completo o mosquito
a realiza mais de uma vez entre duas posturas. Em condi¢des ideais, o intervalo entre

a alimentacéo e oviposicao € de trés dias (SANTA CATARINA, 2008).




INTRODUGAO 25

Desta forma, quanto as manifestacfes clinicas tém-se: a manifestacdo da
dengue pode ser assim elucidada: Dengue Classica (DC) Febre Hemorragica da
Dengue (FDH) e Sindrome do Choque da Dengue (SCD). Na forma classica (duracéo
de 5 a 7 dias), a primeira manifestacédo é a febre (39 a 40°C), com inicio abrupto,
associada a dores de cabeca, articulares, musculares e ao redor dos olhos, e
exantema (vermelhiddo generalizada), acompanhado, ou néo, de coceira. A FHD
apresenta seus sintomas iniciais semelhantes aos da DC, porém com posterior
agravamento do quadro, diminuicdo da febre, aparecimento de manifestacbes
hemorragicas, trombocitopenia (diminuicdo de plaquetas) e perda de plasma. A SCD
€ um agravamento da FHD, frequentemente precedido por dor abdominal. Com curta
duracédo, a SCD pode levar a ébito ou a recuperacao rapida caso ocorra tratamento

adequado (BRASIL, 2009a).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade antibacteriana e larvicida dos 0leos fixos da B. excelsa,
(castanha-do-brasil), A. aculeatum (tucuma) e dos extratos brutos metandlicos da P.

macroloba (pracaxi), da P. amapa (amapazeiro) e da A. campestris (rabo-de-arara).

2.2 ESPECIFICOS

a) Avaliar atividade antimicrobiana dos OFs e EBMs das espécies de estudo, pelo

método de difusdo em agar (disco e poco);

b) Determinar a concentracgao inibitéria minima (CIM) dos OFs e EMBS;

d) Avaliar atividade larvicida dos OFs e EBMs das espécies de estudo, sobre larvas

de estagio trés da espécie Aedes aegypti (Linhagem Rockeffeler);

e) Estimar a CLso e CLoo de espécie Aedes aegypti (Linhagem Rockeffeler) por

analise Probit.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Para o presente estudo, foram utilizadas cinco espécies vegetais: pracaxi
(améndoas), tucuma (polpa), pracaxi (cascas do caule), amapazeiro (cascas do caule)
e o rabo-de-arara (raizes).

Os oOleos fixos da castanha-do-brasil e do tucuméa, foram fornecidos pelo
Laboratorio do Nucleo de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (NUCTECNAL), do
Instituto de Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica do Estado do Amapé (IEPA).

As cascas do caule do pracaxi foram coletadas no distrito de Fazendinha,
Macapda, Amapa, Brasil (GPS Lat. -51°09'54”N; Long. -0°04’12"W). Uma exsicata foi
depositada no Herbario Amapaense (HAMAB), do IEPA, recebendo o nimero de
018803.

As cascas do caule do amapazeiro foram coletadas na Rodovia BR 156, km 9,
linha D, no municipio de Macapa, Amapa, Brasil (GPS Lat. -51°13'37”N; Long.
0°06’76”"W). Uma exsicata foi depositada no HAMAB, recebendo o numero de 18350.

As raizes da rabo-de-arara foram coletadas no Residencial Alphaville, Macapa,
Amapa, Brasil (GPS Lat. -0,041004"N; Long. -51.111626"W), em um raio de 25

metros. Uma exsicata foi depositada no HAMAB, recebendo o nimero de 001-2016.

3.2 OBTENCAO DOS OLEOS FIXOS E EXTRATOS BRUTOS METANOLICOS

Os oleos fixos foram fornecidos pelo Laboratério NUCTECNAL, do IEPA. Foi
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utilizada a técnica de extracdo por prensagem hidradlica para as améndoas da
castanha-do-brasil e para as polpas do tucuma.

Para a obtenc&o dos Oleos fixos, os materiais vegetais foram distribuidos em
bandejas e desidratadas em estufa (Q314 m, Quimis) a temperatura de 50°C por 10
horas e resfriado a temperatura ambiente. Os materiais secos foram pressionados em
prensa hidraulica (FM3, Siwa) e os 6leos fixos obtidos foram armazenados em frascos
ambar para posterior andlise.

Os extratos brutos foram obtidos no Laboratério de Experimentacdo Animal
(LEA), da Universidade Federal do Amapa-AP. Foi utilizada a técnica de extracao por
solvente (metanol), para as cascas do caule do pracaxi, para as cascas do caule do
amapazeiro e para as raizes do rabo-de-arara.

Para obtencdo dos extratos brutos, os materiais vegetais foram secos em
estufa (EL 1.4, Biodonte) a uma temperatura de 40°C, por 72 h. O material seco foi
fragmentado e triturado em moinho de facas (LQ.8, Metvisa) e macerado com metanol
(solvente), numa proporcao de 1:5 (1 kg de material vegetal / 5 L de metanol) com
agitacdo a cada 24 h, durante sete dias (0 amapazeiro sofreu agitacdo a cada 24 h
por dez dias). Decorrido o tempo, a solugéo extrativa foi filtrada e concentrada em
evaporador rotatério (802, Fisatom) a 65 rpm (50°C) e armazenado em um frasco

ambar para posterior analise.

3.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS OLEOS E EXTRATOS

3.3.1 Microrganismos utilizados e preparo do inéculo bacteriano
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Para este estudo, foram utilizadas espécies bacterianas de referéncia ATCC
(American Type Culture Collection), cedidas da colecdo de bactérias da Fundacédo
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ (FIOCRUZ / RJ), sendo as Gram positivas:
Staphylococos aureus ATCC 29213, ATCC 25923 e ATCC 33951, Streptococos
pneumoniae ATCC 49619 e as Gram negativas: Escherichia coli ATCC 10536 e ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC 4352, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Proteus mirabilis
ATCC 15290.

As cepas ATCC foram semeadas em agar Mueller-Hinton e incubadas a 35°C
por 24 h, sendo as Gram positivas previamente colocadas em jarras de anaerobiose.
Suspensbes de 5 mL de solucéo salina estéril 0,9%, pH 7,2, com colbnias de cada
bactéria, foram preparadas a partir de cada cultivo, atingindo a equivaléncia de 0,5 de

turbidez da escala de MacFarland (Figura 20) (NCCLS, 2003a).

Figura 20. Escala MacFarland de turbidez

.2 B

Fonte: fciencias, 2015.

3.3.2 Preparo (Diluicdo) dos oleos fixos e extratos brutos

Para realizacdo dos ensaios, foram preparadas solu¢des dos OFs e EBMs nas
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concentracdes de 125, 250 e 500 mg/mL. Nas preparacdes das solu¢des foi utilizado
o0 DMSO para dissolucdo do OF da B. excelsa e para os EBMs da P. macroloba, P.
amapa e A. campestris ha concentracdo maxima de 5%. Para dissolucdo do OF do A.
aculeatum foi utilizado o 2,3-diclorometano na mesma concentragdo maxima.

Foram preparadas 2 mL de cada de produto testado, nas concentracdes

desejadas.

3.3.3 Suscetibilidade e resisténcia no teste de difusdo em agar

Para avaliacdo antibacteriana dos OFs e EBMs, empregou-se o teste de
difusdo em agar (KIRBY; BAUER, 1966), considerando suscetivel a concentracdo dos
Oleos e/ou extratos que apresentou halo de inibicdo = 8 mm de didametro, medindo-se
o didmetro dos halos formados ao redor dos discos e pocos, com auxilio de uma régua
milimetrada (Figura 21). Auséncia de halos ou com diametros inferiores foram

considerados resistente (R) aos produtos testados (CARVALHO, 2014).

Figura 21. Medi¢&o do didametro dos halos

Fonte: Autoria propria, 2017.
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3.3.4 Teste de difusdo em agar (disco)

Em placas de 90 mm contendo agar Mueller-Hinton foram inoculadas, com o
auxilio de um swab, as suspensdes bacterianas. Discos de papel de filtro estéreis (6
mm) impregnados com 10 pL das concentracfes de cada OFs e EBMs e dos controles
(positivo e negativo), foram dispostos sobre as placas inoculadas. As placas foram
incubadas em estufa a 35°C por 24 h (Figura 22). Como controle positivo para as
bactérias Gram-positivas: disco de vancomicina (30 ug) e para as bactérias Gram-
negativas: disco de norfloxacina (10 yg). Como controle negativo foi utilizado discos
impregnados com os respectivos diluentes dos OFs e EBMs. Testes realizados em

triplicata.

Figura 22. Difuséo por disco: B. excelsa, A. aculeatum,
P. macroloba e P. amapa contra E. coli ATCC 25922,

e,
i

Fonte: Autoria préprié.

3.3.5 Teste de difusdo em agar (po¢o)

Em placas de 90 mm contendo agar Mueller-Hinton foram inoculadas, com o
auxilio de um swab, as suspensdes bacterianas. Foram perfurados pogcos com auxilio

de alcas descartaveis, onde foram dispensados 50 puL de OFs e EBMs e dos controles
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(positivo e negativo). As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 h (Figura
23). Como controle positivo para as bactérias Gram-positivas: vancomicina (0,2
mg/mL) e para as bactérias Gram-negativas: norfloxacina (0,2 mg/mL). Todos os
testes foram feitos em triplicata. Como controle negativo foi utilizado os respectivos

diluentes dos OFs e EBMs. Testes realizados em triplicata.

Figura 23. Difuséo por poco: B. excelsa, P. macroloba
e P. amapa contra S. aureus (33591).
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Fonte: Autoria prépria.

3.3.6 Determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Foram utilizadas placas de microdiluicdo de 96 pocos (KASVI — K12-096),
adicionando-se 100 pL do meio Brain Heart Infusion (BHI) com concentracdo dupla,
em todos os pocos. Foram adicionados a primeira linha da placa, 100 yL dos EBMs
(uma placa para cada extrato), e homogeneizados, retirou-se 100 uL de cada pocgo da
linha 1 para a linha 2 e assim sucessivamente até a linha 5, obtendo-se entédo, as
concentracbes (mg/mL) do extrato na linha 1=250, na linha 2= 125, na linha 3=62,5,
na linha 4=31,25 mg/mL e na linha 5=15,625. Em seguida, adicionou-se uma aliquota
de 10 pL dos inéculos bacteriano, que foram sensiveis aos OFs e EBMs, nos pocos

da microplaca e incubou-se a 35°C por 24 h. Decorrido o tempo, foram acresci
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dos a cada um dos orificios 10 pL de solucdo aquosa de cloreto de trifeniltetrazolio
(CTT) a 0,5%, e as microplacas foram novamente incubadas a 35°C por mais 4 h

(Figura 24).

Figura 24: Esquema representativo da determinagédo da CIM dos EBMs do estudo
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A CIM foi definida como a menor concentragéo do extrato em mg/mL, capaz de
impedir o crescimento microbiano (Figura 25). Como controle positivo para as
bactérias Gram-positivas: vancomicina (0,2 mg/mL) e para as bactérias Gram-
negativas: norfloxacina (0,2 mg/mL). Como controle negativo o DMSO. Todos os

testes foram feitos em triplicata.
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Figura 25. CIM da A. campestris contra S. aureus ATCC
29213, 25923, 33591 e P. aeruginosa ATCC 27853; (C+):
vancomicina 0,2 mg/mL; (C-): DMSO. Concentragao inicial de
125 mg/mL, devido a caracteristica escura do extrato,
dificultando a visualizacdo em concentracfes mais altas.

Fonte: Autoria propria

3.3.7 Andlise de dados da atividade antimicrobiana

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por andlise de variancia
(ANOVA) para experimentos inteiramente aleatérios, com o calculo da estatistica F e
de seus respectivos “p-value”. Nos casos em que P<0,05, as médias de tratamento
foram comparadas pelo método de Tukey, com o célculo da diferenca minima
significativa para a=0,05, através do software Graph Pad Prim 6 (CARNEIRO et al.,

2017).

3.4 ATIVIDADE LARVICIDA DOS OLEOS E DOS EXTRATOS

3.4.1 Bioensaio larvicida
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As larvas de Ae. Aegypti da linhagem Rockeffeler que foram utilizadas séo da
colecdo do Laboratorio Arthropoda da Universidade Federal do Amapa
(ARTHROLAB). O processo foi iniciado com ovos de larvas da col6nia, evoluidos para
larvas do 3° estado (instar), para se evitar que durante os experimentos eles
atingissem a fase de pupa. Foram mantidos em condicfes climaticas padrdo em sala
(3 m x4 m) com temperatura de 25 + 2 °C e umidade relativa de 75 = 5% e fotoperiodo
de 12 horas (MAGALHAES, 2015). Os OFs e EBMs foram diluidos em solucédo de
dimetilsulféxido a 2% (DMSO, Synth ACS), exceto o OF de tucuma que foi diluido em
2,3-diclorometano. As concentracdes dos 6leos e extratos (12.5, 25.0 e 50,0 pg.mL™?)
foram preparadas a partir de uma concentragdo de estoque (CE) de 5000 pg.mL?

(Tabela 3), calculando o volume final a ser utilizado, pela férmula:

Ci.Vi=Ct. Vi

Os bioensaios foram realizados em vidro Becker com capacidade total de 100
mL. As concentragdes de OF e EBM foram adicionadas em 80 mL de &gua destilada
para o estudo. A Tabela 3 apresenta as concentacdes testadas nos biensaios da
atividade larvicida. Para a obtencédo da concentragéo de 12,5 pg.mL, foram utilizados
0,25 mL da CE nos cinco testes (Grupo 3: T1, T2, T3, T4 e T5). Para a concentracao
de 25,0 pg.mL1, foram utilizados 0,5 mL da CE nos cinco testes (Grupo 4: T1, T2, T3,
T4 e T5). Para a concentracdo de 50,0 pg.mL?, foram utilizados 1,0 mL da CE nos
cinco testes (Grupo 5: T1, T2, T3, T4 e T5). A solucdo foi agitada para
homogeneizacdo, as larvas foram adicionadas em cada um dos grupos

correspondentes e controles e o volume foi ajustado para 100 mL.
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Tabela 3. Concentragdes em pg.mL*dos produtos testes empregados no bioensaio
da atividade larvicida contra o Ae. Aegypti.

Grupo AD  *Conc. DIL LV T1 T2 T3 T4 T5

Cont.1 100 - - 10 - - - - -

Cont. 2 100 - 1,0 10 - - - - -
3 100 12,5 - 10 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
4 100 25,0 - 10 05 0,5 0,5 0,5 0,5
5 100 50,0 - 10 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Cont. 1: Controle 1; Cont. 2: Controle 2; AD: Agua destilada (mL); *Conc.: concentracdes obtidas

a partir da CE (pg.mL‘l); DIL (utilizado na obtenc&o da CE): DMSO (mL); LV: Quantidade de
larvas por grupo; T1, T2, T3, T4 e T5 (Testes): Volume utilizado da CE (mL).

Foram utilizados o grupo controle (1) contendo somente agua destilada e o
grupo controle (2) contendo agua destilada e o solvente utilizado, correspondente ao
volume em mL da maior concentracéo utilizada. As leituras da mortalidade larval foram
observadas ap0s exposicado de 24 e 48 h, considerando como larva morta a auséncia
total de movimentos e por meio da estimulagcdo exaustiva externa do recipiente com
pipetas Pasteur. Os testes foram realizados em quintuplicatas com 10 (dez) larvas em

cada teste e controles.

3.4.2 Andlise dos dados da atividade larvicida

Para determinar os valores de CLso e CLgo da atividade larvicida dos dados
obtidos, foi realizada uma Analise Probit. Alem do efeito da substancia testada, foi
comprovado também se o efeito observado era dependente do tempo de contato das
larvas com os OFs e EBMs. Foi considerado um efeito estatisticamente significativo
se p<0,05. A comparagéo da CLso e CLoo dos OFs e EBMs foram feitas através do
intervalo de confianca ao nivel de 95% de confianca. Para o processamento da
informacéo foi utilizado o software Statgraphic Centurium XXV.1 (StatEase® Co. MA.

USA).
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4 RESULTADOS

4.1 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS OLEOS E EXTRATOS
Os materiais vegetais inicialmente foram lavados, secos e pesados. A
porcentagem do rendimento foi obtida por (kg) de material seco estao representados

na Tabela 4.

TABELA 4. Rendimento dos 6leos fixos e extratos brutos metandlicos (%/kg) apos
tratamento inicial do material vegetal.

*Qleos fixos **Extratos brutos metanolicos
Castanha- . . : Rabo-de-
. Tucuma Pracaxi Amapazeiro
do-brasil arara
Parteda  Améndoa Polpa Casca do Casca do Raizes
Planta caule caule

Método de  Prensagem Prensagem Solvente Solvente Solvente
Extracéo (frio) (frio) (Metanol) (Metanol) (Metanol)
Rendimento 30,77% 22,21% 15,0% 19,0% 11,0%

*QOleos fixos obtidos e fornecidos pelo NUCTENAL — IEPA. **Extratos brutos metandlicos obtidos no
LEA — UNIFAP.

Na avaliacdo da atividade antibacteriana, utilizando as técnicas de difusdo em
agar (disco e poco) nas concentraces de 125, 250 e 500 mg/mL, as bactérias do
estudo apresentaram-se resistentes (R) para os OFs da castanha-do-brasil e do
tucuma (halos ausentes ou < 8 mm). No entanto, os EBMs do pracaxi, amapazeiro e
do rabo-de-arara apresentaram-se susceptiveis (S) para as bactérias demosntradas

na Tabela 5.



TABELA 5. Atividade antibacteriana dos 6leos fixos e extratos metandlicos obtidos
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pela técnica de difusdo em agar (disco e poco) frente as cepas ATCC.

Extratos metanélicos Oleos fixos
Microrganismos Rabo-de- Castanha-
(Cepas ATCC) Pracaxi Amapazeiro ; Tucuma  Controle
arara do-brasil

*125, 250, 500 *125, 250, 500 *125, 250, 500 *125, 250, 500 *125, 250, 500 (c+) (c-)
S. aureus (d) (5).(9). (8 (R), (R), (R) (S). (), (S) R)L,(R)L,R) (R,RLER) () (R
(29213) (p) (), (S), (S) (R), (R), (R) )6, @®MRP®R®B® ®R®RER® ) ®
S. aureus (d)  (R)(S). (S) (5,06, ®,R,R @R, R, R R,R),R () (R
(25923) (p) (S), (S), (S) (S), (S), (S) (S), (), (S) R, R, R) (R MR®ME® ) (R
S. aureus d (560 (5.0, R,R.,R R, (R,R [R),MR,R (5 (R
(33951) (p) (S), (S), (S) (S), (S), (S) (S), (), (S) R,R,R) (R, R,R ) R
S. pneumoniae (d) (R),(R),(R) (R).(R,(R) ([R)(R),R [R),R),R ([R),MR,R (S (R
(49619) (p) (R, R)L(R) R,R,R) @R, MRME® ®R®R®E® ®,RR® ) ®
E. coli d ®R,R.® ®.R,R R,R,R R,R,R [R),R,R (S (R
(10536) (p) (R, R)L(R) R,R,R) @R, RM® ®R®®B® ®,RMR® ) ®
E. coli d ®R,R.® ®.R,R R,R,R R,R,R [R),R, R (S R
(25922) (p) (S), (S), (S) (5,6, ®R,R R RR R,R,MR®R ) R
P. mirabills d ®R,R.® ®.R,R R,R,R R,R,R [R),R,R (S R
(15290) (p) (S), (S), (S) R,R,R) @R, MR®RME® ®R®R®B® ®,RR® ) ®
K. pneumoniae (d) (S),(8).(S) (®R.,(R,(R) R).(R,R R).,(R,R [R),R,R (S (R
(4352) (p) (S).(S).(S) R,R,R) @R, MR®RME® ®R®R®E® ®,RR® ) R
S. tiphymurium (d)  (R), (R), (R) R,R, R (R.MRP®R]®E® ®MA®E® ®,RR ) R
(14028) (p) (S).(S).(S) R,R,R) @R, RM® ®R®RE®E®® ®,RMR® ) R
P.aeruginosa (d) (R), (R), (R) R,R, R (R.MR®;®® ®MA®E® ®,RR® ) R
(27853) (p) (S).(S).(S) (S), (8), () (S). (S). (S) R,RL,R) (R, R,R ) (R

*Concentra¢des em mg/mL; (d) disco; (p) poco; (R) Resistente: auséncia ou halo de inibicdo < 8 mm;
(S) Suscetivel: halo de inibicdo = 8 mm; (c+) controle positivo (bactéria Gram-positiva): vancomicina
(d): 30 ug e (p): 0,2 mg/mL e controle positivo (bactéria Gram negativa): norfloxacino (d) 10 ug e (p) 0,2
mg/mL; (c-): controle negativo (DMSO), exceto tucuma (2,3-diclorometano).

As médias e o desvio padrdo dos OFs e EBMs que apresentaram eficacia

inibitoria frente as cepas ATCC, estao apresentados na Tabela 6 e os dados obtidos

foram analisados estatisticamente (Figuras 26, 27 e 28).

O valor da CIM, foi considerada a menor concentracdo do extrato metandlico

capaz de inibir o crescimento dos microrganismos, nas diluicbes de 250; 125; 62,5;

31,25; 15,625 mg/mL (Tabela 7).
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Tabela 6. Média dos diametros dos halos de inibicdo e desvio padrdo (mm) dos extratos metandlicos brutos nas
concentracfes de estudo, pela técnica de difusdo em agar (disco e poco) frente as cepas ATCC.

90 G Extratos brutos metandlicos Controles

2O s Pracaxi Amapazeiro Rabo-de-arara (C+) (C-)

o< ¢ D P D P D P D P

. Cl 833t058  9,67£0,58 00 00 12,67+0,58  15,33%0,58

SA®  c2  8,33:0,58  12,330,58 00 00 15,33:0,58  16,67+0,58 1533:058 15674058 00
C3 13,67+1,15 17,67+0,58 00 00 18,33+0,58  18,330,58

! 00 8,67+0,58 9,0£0 9,33+0,58 8,0+0 10,67+0,58

SA®  c2  8,33t0,58 9,0+0 10,67¢1,15 10,330,58  8,33:t058  12,67+058 1467+058 17,33t058  0+0
C3  9,33+0,58 13,67+0,58 12,67+0,58 14,33+0,58  9,67+0,58 13,0%0
Cl 867+0,58 14,33+058 8,67+0,58  14,33+0,58 00 8,33+0,58

SA®  Cc2 10,67+0,58 14,67+0,58  10,0:0  15,67+0,58 00 11,0:0 28674058 2240 0+0
c3 13,0+0 18+1 10,67+0,58  16,67+0,58 00 12,67+0,58
C1 00 8,33+0,58 00 8,67+0,58 00 00

EC C2 0+0 8,0+0 0+0 10,67+0,58 0+0 0+0 16,67+1,15 20,33+0,58 0+0
c3 00 10,33+0,58 00 13,040,55 00 00
C1 00 8,0+0 00 00 00 00

PM 2 0+0 9,33+0,58 0+0 0+0 00 00 21,33:0,58  20,67+1,15 00
c3 00 12,67+0,58 00 00 00 00
Cl 833058  11,67+0,58 00 00 00 00

KPP c2 867058 13,67+0,58 00 00 00 00 30,33:058 22.67:058 020
c3 9,00 14,67+0,58 00 00 00 00
C1 00 8,0+0 00 00 00 00

ST C2 0+0 9,67+0,58 0+0 0+0 0+0 0+0 20,67+0,58 21,67+0,58 0+0
c3 00 12,3340,58 00 00 00 00
C1 00 10,330,58 00 8,33+0,58 00 8,33+0,58

PA~ c2 00 11,67+1,15 00 8,33+0,58 00 10,67+0,58 16,67+1,15 17,33t0,58
c3 00 10,67+0,58 00 9,33+0,58 00 12,33+0,58

*Concentragdes em mg/mL. C1:125 mg/mL; C2: 250 mg/mL; C3: 500 mg/mL; D: disco; P: poco; SA&:S. aureus 29213; SAP: S. aureus 25923;
SAC: S. aureus 33591; EC: E. coli 25922; PM: P. mirabilis 15290; KP: K. pneumoniae 4352; ST: S. typhimurium 14028; PA: P. aeruginosa 27853;
(C+) cont. positivo (Gram-positiva): vancomicina (D): 30 ug e (P): 0,2 mg/mL e cont. positivo (Gram negativa): norfloxacino (D) 10 ug e (P) 0,2
mg/mL; (c-): controle negativo (DMSO).
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TABELA 7. Determinacéo da CIM dos extratos metandlicos do pracaxi,
amapazeiro e rabo-de-arara pela técnica de microdiluicdo em placa de

96 pocos.

Extratos metandlicos Controles
Microrg. Prglcl\?m Am?:pl)slzelro Rabo(-:clll\e/l-arara CH) (C)
(Sz-gzulfg)us 62,5 . 125 S ®
(52'56‘9“2?)“3 62,5 62,5 62,5 S) (R
é3aglgf)“3 125 31,25 125 S) @
(Eéscgozliz) 62,5 125 . S  ®
a3p5nze):umoniae 125 i ) (S) (R)
iSiél'[())/gzt;i)murium 125 i ) (S) (R)
Fzég‘gggmosa 125 250 125 S ®

CIM: Concentracao inibitéria minima (mg/mL); (C+) Controle positivo (bactéria Gram-
positiva): vancomicina, (bactéria Gram-negativa): (norfloxacina); (C-): controle negativo
(DMSO); (-) ndo se aplica; (S) auséncia de crescimento; (R): crescimento bacteriano.

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
para experimentos inteiramente aleatorios, com o calculo da estatistica F e de seus
respectivos “p-value”. Nos casos em que P<0,05, as médias de tratamento foram
comparadas pelo método de Tukey, com o célculo da diferenca minima significativa

para a=0,05. (Figuras. 26, 27 e 28).
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Figura 26. Extrato bruto metandlico de pracaxi: De A a H — Média do diametro dos halos (mm) das
bactérias inibidas pelo extrato, pelas técnicas de difusdo em agar por disco e pogo. Concentragfes de
controles e amostras em mg/mL. A) S. aureus-(ATCC 29213), B) S. aureus-(ATCC 25923), C) S.
aureus-(ATCC 33591), D) E. coli (ATCC 25922), E) P. mirabilis (ATCC 15290), F) K. pneumoniae
(ATCC 4352), G) S. typhimurium (ATCC 14028), H) P. aeruginosa (ATCC 27853). Os dados séo
apresentados como média £ SD (n = 3/grupos), (*) p 0,05 vs controle disco, (&) p 0,05 vs controle poco,
(a) p 0,05 vs conc. 125 mg/mL disco, (b) p 0,05 vs. conc. 250 mg/mL disco, (A) p 0,05 vs conc. 125
mg/mL poco, (B) p 0,05 vs conc. 250 mg/mL poco, a analise estatistica foi feita pelo teste ANOVA two-
way e depois seguida de post-hoc Tukey.
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Figura 27. Extrato bruto metandlico do amapazeiro: De A a D — Média do diametro dos halos (mm) das
bactérias inibidas pelo extrato, pelas técnicas de difusdo em agar por disco e pogco. Concentragfes de
controles e amostras em mg/mL. A) S. aureus-(ATCC 25923), B) S. aureus-(ATCC 33591), C) E. coli
(ATCC 25922), D) P. aeruginosa (ATCC 27853). Os dados séo apresentados como média + SD (n =
3/grupos), (*) p 0,05 vs controle disco, (&) p 0,05 vs controle poco, (a) p 0,05 vs conc. 125 mg/mL disco,
(b) p 0,05 vs conc. 250 mg/mL disco, (A) p 0,05 vs conc. 125 mg/mL poco, (B) p 0,05 vs conc. 250
mg/mL pogo, a analise estatistica foi feita pelo teste ANOVA two-way e depois seguida de post-hoc
Tukey.
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Figura 28. Extrato metandlico do rabo-de-arara: De A a D — Média do diametro dos halos (mm) das
bactérias inibidas pelo extrato, pelas técnicas de difusdo em agar por disco e poco. Concentracdes de
controles e amostras em mg/mL. A) S. aureus-(ATCC 29213), B) S. aureus-(ATCC 25923), C) S.
aureus-(ATCC 33591), D) P. aeruginosa (ATCC 27853). Os dados séo apresentados como média £ SD
(n = 3/grupos), (*) p 0,05 vs controle disco, (&) p 0,05 vs controle poco, (a) p 0,05 vs conc. 125 mg/mL
disco, (b) p 0,05 vs conc. 250 mg/mL disco, (A) p 0,05 vs conc. 125 mg/mL poco, (B) p 0,05 vs conc.
250 mg/mL poco, a analise estatistica foi feita pelo teste ANOVA two-way e depois seguida de post-
hoc Tukey.
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5.2 ATIVIDADE LARVICIDA DOS OLEOS E EXTRATOS

No bioensaio de atividade larvicida, os 6leos fixos e extratos brutos metandlicos
do estudo, trés apresentaram atividade contra larvas no 3° instar da espécie Aedes
aegypti (Linhagem Rockeffeler) apos exposicéo de 24 e 48 h. Na tabela 8, observa-se

a analise do percentual das médias de mortalidade para cada espécie.
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Tabela 8. Percentual das médias de mortalidade de larvas no 3° instar da espécie
Aedes aegypti (Linhagem Rockeffeler) apds exposicao de 24 e 48 h.

o % g : CaStLe:hg)_(go_ Extrato metandlico
5 % é EU brasil Pracaxi Rabo-de-arara
O * ¥  m24h m-48h m-24h m-48h m-24h m-48h

I H20 - 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
I H,O0 DMSO 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
i H20 12,5 10 10 28 50 54 08 18
IV H0 25,0 10 26 46 66 80 10 28
V H20 50,0 10 46 76 78 90 18 46

*C: concentragGes (ug.mL™1); **Larvas: Quantidade de larvas expostas por grupo. m-24: Percentual da
meédia de mortalidade larval apds 24 h de exposicdo; m-48 h: Percentual da média de mortalidade larval
apos 48 h de exposicéo. Testes realizados em quintuplicatas.

Neste estudo, foram encontradas diferencas significativas (p<0,05) do
percentual de mortalidade das larvas de Ae. aegypti, para os tempos de exposi¢ao
avaliados e o valor estimado da CLso e CLgo para cada espécie, sendo apresentados

na Tabela 9 (Analise Probit).

Tabela 9. Concentracdes letais para 50% e 90% das larvas de 3°
Instar de Ae. aegypti

*24 h *48 h
ClLso CLgo ClLso Clgo
B. excelsa 52,1241 96,5375 28,8944 66,5029
P. macroloba 9,33833 73,5286 5,39649 46,2339
A. campestris 118,731 214,316 54,2119 114,569

*Periodos de exposicdo. ClLso e CLeo: (ug.mL1); B. excelsa: OF; P. macroloba e
A. campestris: EBM.

No Oleo fixo das améndoas da castanha-do-brasil, a concentracdo obtida foi de
28,89 ug.mL-1, ap6s 48 h de exposicdo (Figura 29). A Concentracao Letal (CLso)
estimada qualifica o 6leo essencial como um bom agente larvicida em potencial

(CHENG et al., 2003).
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Figura 29. Valor estimado da CLso de larvas do mosquito Aedes aegypti expostos
a trés concentracoes diferentes (12,5; 25,0 e 50 pg.mL1) do éleo fixo da améndoa
da castanha-do-brasil, apos 48 horas.
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O valor estimado da concentracéo letal (CLso) para o EBM do das cascas do

caule do pracaxi em 24 h de exposicao larval, correspondeu a uma concentracdo de

9,33 pg.mL* (Figura 30), demostrando efetividade larvicida, de acordo com Cheng et

al. (2003) e Coelho et al. (2009).

Figura 30. Valor estimado da CLso de larvas do mosquito Aedes aegypty expostos
a trés concentracoes diferentes (12,5; 25,0 e 50 pg.mL1) do extrato bruto

metandlico das cascas do caule do pracaxi, apos 24 h.
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A determinacéo do valor estimado da CLso para o EBM das cascas do caule do
pracaxi em 48 h de exposicdo larval, correspondeu a uma concentracdo de 5,39
ug.mL* e CLso a uma concentragdo de 46,23 ug.mL* (Figura 31), demostrando alta

efetividade como larvicida, de acordo com Cheng et al. (2003) e Coelho et al. (2009).

Figura 31. Valor estimado da CLso de larvas do mosquito Aedes aegypty expostos
a trés concentracdes diferentes (12,5; 25,0 e 50 pg.mL?) do extrato bruto
metandlico das cascas do caule do pracaxi, apés 48 h.
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5 DISCUSSAO

Eleicdo do material vegetal

Pesquisas realizadas a partir do conhecimento popular e tradicional de uma
populacao, tem sido utilizado como um dos critérios pela ciéncia na abordagem e
descoberta de novos compostos bioativos, nas mais diversas plantas, para os mais
diversos fins (CARNEIRO et al., 2014). As plantas de escolha deste estudo, séo
encontradas na Regido Norte e sdo de uso como a populacao.

No Brasil, diante de toda a biodiversidade de seu territorio, distribuidos em seus
seis biomas, segundo Carvalho et al. (2008), cerca de 1% apenas das plantas
medicinais originarias do Brasil, tem seus principios ativos identificados,
demonstrando a necessidade de estudos cientificos, sobre estas propriedades
medicinais. Neste presente estudo, a avaliacdo da atividade antimicrobiana da
espécie A. campestris é pioneiro.

Na busca por compostos bioativos de origem natural para um determinado fim
terapéutico, se faz necessario considerar métodos extrativos eficientes, bem como a
caracterizagcdo de compostos bioativos, se tornando mais um desafio para 0s
pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2016). Os métodos de escolha deste estudo foram
prensagem hidraulica para os 6leos e extracdo por solvente para os extratos, sendo
utilizados em inimeros trabalhos descritos na literatura para esta atividade (LEAL et

al., 2011; BONA et al., 2014; JOBIM et al., 2014).
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Avaliacdo da atividade antimicrobiana por difusdo em agar pelas técnicas de disco e
de poco

Os meétodos para avaliacdo antimicrobiana do estudo sdo amplamente
utilizados nas pesquisas cientificas, como métodos comprobatérios de atividade
propriamente ditos ou como comparativos de melhor eficacia inibitoria (OSTROSKY
et al., 2008; BONA et al., 2014). Neste estudo os métodos foram utilizados para os
dois fins: comprovacao de atividade e comparacado entre os métodos (disco e poco),
sendo alcancado esses objetivos propostos.

Nos bioensaios de difusdo em agar pelo método do poco, verificou-se que em
todos os extratos houve inibicdo na maioria das bactérias gram positivas, com
formacéao de halos de inibicdo ao redor dos pocos onde foram depositadas as solucdes
testadas. Na técnica do disco, foi possivel observar que o nimero de bactérias gram
positivas inibidas pelos extratos foi menor quando comparado ao poco (p < 0,05)
(Tabela 5).

Houve diferenca significativa das medidas dos halos de inibicdo entre as
metodologias testadas, observando melhor performance dos extratos com a utilizacao
da técnica de poco (Tabela 6). A diferenca entre os métodos ficou mais evidente no
extrato metandlico do pracaxi em relacdo aos extratos das demais espécies.

No estudo comparativo de técnicas empregadas (disco e poc¢o) de Silveira et
al. (2009), com o objetivo de avaliar se o tamanho do halo de inibicdo aumentava
proporcionalmente ao aumento da concentracéo do extrato, foram realizadas analises
estatisticas de variancia seguindo o modelo ONE-WAY ANOVA e teste de Tukey,
onde foi evidenciado que, no conjunto dos dados, houve proporcionalidade entre a
concentracdo dos extratos e o diametro do halo de inibicdo para a maioria dos

microrganismos avaliados, assemelhando-se com os dados obtidos por este estudo,
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gue pela andlise estatistica de variancia seguindo o modelo ONE-WAY ANOVA e teste
de Tukey, os extratos apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os
meétodos (disco e poco) e entre as concentracdes do estudo, destacando-se o extrato
da P. macroloba contra as bactérias Gram-positivas, que apresentou melhor atividade
em relacdo ao controle na concentracédo de 500 mg/mL (relacdo dose-dependéncia).
Avaliacdo da atividade antimicrobiana de acordo com a composisao fitoquimica

O extrato etandlico das cascas da P. macroloba possui em sua composicao
fracGes de taninos, que segundo Leal et al. (2011) possui atividade bacteriana contra
Staphyloccos sp. Meticilina resistente, corroborando com os dados deste estudo, cujo
S. aureus 33591 (MRSA), teve seu crescimento inibido pela acdo do EBM desta
espécie.

O extrato etandlico das cascas da P. macroloba, segundo Viana et al. (2004)
possui saponinas triterpénicas. O estudo realizado por Schenkel et al. (2001), justifica
a atividade antimicrobiana das saponinas, onde relata que o comportamento anfifilico
das saponinas e a capacidade de formar complexos com esteroides, proteinas e
fosfolipideos de membranas determinam um nUmero variado de propriedades
biolégicas para essas substancias, com destaque a acao sobre membranas celulares.
As saponinas podem alterar a permeabilidade das membranas ou até mesmo levar a
sua destruicdo (CASTEJON, 2011).

Os estudos supracitados fortalecem a hipétese de que os compostos sejam 0s
responsaveis pelo potencial antimicrobiano desta espécie.

O extrato aquoso de P. macroloba, segundo Oliveira et al. (2013) obteve
atividade na concentracdo de 250 mg/mL contra S. aureus 29213, o que equivale a

concentracédo utilizada neste estudo, onde o EBM da P. macroloba obteve atividade
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para a mesma bactéria na concentracao de 250 mg/mL.

Estudos sobre a atividade antibacteriana da P. amapa sdo escassos. Porém
estudos com plantas da familia das Apocynaceas apresentaram atividade bacteriana,
devido a presenca de alcaloides (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2016; CARRAZZA et al.,
2013). Os alcaloides séo constituintes muito comuns nessa familia (PEREIRA et al.,
2007).

De acordo com Henrique et al. (2014), o extrato metandlico das cascas da P.
amapa, possui em sua composicdo o alcaléide inddlico isositsiriquina, que segundo
Oliveira et al. (2009) possui atividade antibacteriana, corroborando com os dados
obtidos deste estudo.

No estudo de Santos (2013), o extrato metandlico das cascas do caule da P.
amapa, nas concentracdes de 51,2-1,6 yg/mL contra as bactérias: Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 10536, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana. No presente estudo, as mesmas bactérias apresentaram eficacia
inibitéria, porém em concentracbes superiores, demonstrando que a atividade
antibacteriana do EBM desta espécie é dose-dependente.

A A. campestris € uma espécie com escassos estudos cientificos de sua
composi¢do fitoquimica e atividades. Estudos foram encontrados apenas em sua
biologia sistematica e reprodutiva (RAMIREZ, 2007), sua acdo antimalarica (COSTA,
2017) e sua ac¢éo como hipoglicemiante (GUIMARAES, 2015).

Estudos sobre a atividade antibacteriana da familia Lamiaceae demonstraram
eficacia inibitéria contra as bactérias: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC
33951 (MRSA) (SILVA et al., 2010), corroborando com os resultados obtidos pela A.
campestris (Lamiaceae) neste estudo, onde o EBM demonstrou eficacia inibitéria nas

concentracdes de 125, 250 e 500 mg/mL, respectivamente, contra as bactérias: S. au
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reus 25923 (Halo-(disco): 8,00; 8,33 e 9,67 mm; (poco): 10,67; 12,67 e 13,00 mm.
CIM-62,5 mg/mL), S. aureus 33591 (Halo-(po¢o): 8,33; 11,00 e 12,67 mm. CIM-125
mg/mL).

Os oleos fixos de B. excelsa e A. aculeatum nado apresentaram atividade

antimicrobiana.

Avaliacdo endémica da dengue no Brasil

Nos ultimos anos, a dengue é considerada a arbovirose mais importantes do
mundo. Estimava-se que, anualmente 50 a 100 milhdes de pessoas sao infectadas
pelo virus da dengue (WHO, 2012). Nos seres humanos, a dengue pode causar
manifestacdes clinicas leves e médias, como a dengue classica, ou graves, como a
febre hemorragica (BRASIL, 2009a). E transmitida pela picada da fémea do mosquito
Ae. aegypti, vetor também de outras importantes arboviroses da atualidade, tais como
a chikungunya, zica e febre amarela (DONALISIOL et al., 2017). Em 2017 no Brasil,
foram registrados 251.711 casos provaveis de dengue, e em 2016, 1.483.623 (M.S.,
2018). Diversos estudos tém demostrado ao longo dos anos, o alto potencial larvicida
de Oleos e extratos de plantas endémicas da Amazonia (DIAS, 2013). O presente

estudo objetivou a contribuicdo de novas possiveis espécies com esta atividade.

Potencialidade larvicida dos Oleos e extratos

A potencialidade dos 6leos essenciais varia segundo a espécie vegetal, a
origem, a composi¢cao e 0s mecanismos de acao contra a praga em questédo (LEYVA,
et al., 2009). Este estudo, trés das cinco espécies avaliadas demonstraram potencial
larvicida e obtiveram eficiéncia contra o Ae. Aegypti (CHENG et al., 2003; COELHO

et al., 2009).
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De acordo com os estudos de Cheng et al. (2003), para Oleos essenciais
substancias ou compostos ineficientes apresentam concentracdo > 100 pg.mL7,
eficientes: de 50 a 100 ug.mL! e altamente eficientes substancias ou compostos com
valor de CLso < 50 pg.mL™.

Dentre as espécies estudadas, apenas a P. macroloba apresenta referéncia
literaria como larvicida natural (SANTIAGO et al., 2005), sendo o estudo no seu 6leo
fixo, atribuindo as saponinas tripterpénicas a atividade larvicida, metabolito secundario
também encontrado em seus extratos (VIANA et al., 2004), corroborando com os
dados obtidos de eficiéncia larvicida desta espécie do presente estudo.

Na familia das Fabaceaes, segundo Dias (2013), algumas espécies
apresentaram atividade larvicida contra o Ae. aegypti, como a Bauhinia acuruana
Moric. Estudos de Garcez et al. (2013), relatam atividade larvicida em extratos de 18
espécies da familia das fabaceas, tendo as saponinas triterpénicas como principal
metabolito secundario com esta atividade.

No estudo de Coelho et al. (2009), avaliou-se a acéo larvicida em 67 extratos
vegetais, numa concentracédo de 500 ug.mL™, sobre larvas do terceiro estadio de Ae.
Aegypti, em condicdes de laboratério. Segundo o estudo, apenas o0 extrato
diclorometanico da folha de Kielmeyra coridcea Mart causou mortalidade média
superior a 90% das larvas testadas. Por meio da analise Probit, verificou-se CLso=
112,79 pg.mL1, sendo considerada altamente eficiente. Outros sete extratos
provocaram a mortalidade média igual ou superior a 50%, foram consideradas
eficientes, sugerindo seguimento dos estudos dos metabdlitos secundarios para a
avaliacao da substancia larvicida.

O extrato metandlico das cascas da P. macroloba no presente estudo demons
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trou valor estimado de CLso correspondente a uma concentracéo de 9,33 pg.mL*em
24 h de exposicao larval. Apés 48 h demonstrou ClLso correspondente a uma
concentracdo de 5,39 ug.mL?! e CLoo correspondente a uma concentragdo de 46,23
hug.mL?, sendo considerada altamente eficiente como larvicida, de acordo com os
dados abordados por Coelho et al. (2009).

O OF da B. excelsa possui como composicdo majoritaria 0s acidos graxos,
sendo: 13,8% de palmitico, 8,7% de estearico, 31,4% de linoleico e 45,2% de oleico,
contendo uma pequena quantidade de acidos palmitoleico e miristico (MUNIZ et al.,
2015).

Para Goncalves et al. (2002), a B. excelsa € composta essencialmente de
acidos graxos poliinsaturados com a propor¢cao de 37,42% de oléico e 37,75% de
linoléico, totalizando 75,17% dos acidos graxos totais, bem como, 24,83% de acidos
saturados como o palmitico, o estearico e o araquidénico, com 13,15%; 10,36% e
1,32%, respectivamente.

Embora existam muitos estudos sobre a atividade larvicida em acidos graxos
de Oleos fixos contra Ae. Aegypti (FURTADO et al., 2005; GARCEZ et al., 2013), na
literatura ndo foram encontrados estudos sobre esta acdo nesta espécie.

A A. campestris foi descrita neste estudo pela primeira vez sobre esta atividade.
Para tanto, o estudo da familia boténica foi abordado sobre esta atividade.

A A. campestris possui em sua composi¢ao fitoquimica fendis, taninos,
alcaldides, purinas, esteroides e triterpendides (COSTA et al.,, 2017). Estudos da
familia Lamiaceae segundo Dias et al. (2013), demonstraram atividade larvicida para
algumas espécies, tais como Mentha spicata L. (metabdlito secundario principal:

carvone), Nepeta cataria L. (metabdlito secundario principal: nepetalactone) e Thymus
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vulgaris L. (metabdlito secundario principal: ndo identificado). Para a espécie A.
campestris ndo foram encontrados estudos referentes a esta atividade para uma
comparacao literaria.

O estudo da P. amapa € pioneiro para atividade larvicida, ndo sendo
encontrados pesquisas a ela relacionadas nesta area. Para tanto, o estudo da familia
boténica foi abordado sobre esta atividade.

Na familia Apocynaceae, os alcaloides sdo encontrados com frequéncia, pois
sdo muito comuns nesta familia (PEREIRA et al., 2007). A P. amapa possui em sua
composicdo fitoquimica, o alcaloide isositiquirisina (HENRIQUE et al., 2014). No
estudo de Coelho et al. (2009), espécies da familia Apocynaceae foram testadas. O
extrato diclometanico das folhas da Aspidosperma tomentosa Mart (peroba-do-
cerrado) apresentou atividade larvicida (Mortalidade de 6,7% apds 24 h). Os extratos
hexano, hidroalcoolico e etandlico da casca do caule e o extrato etandlico da madeira
do caule da Condylocarpum isthmicum (Vel.) A.DC. li. Caete (cipé-de-leite), ndo
apresentaram atividade larvicida (Mortalidade de 0%). Apesar do extrato metandlico
da P. amapa apresentar alcaloides em sua composi¢cdo fitoquimica, no presente
estudo se mostrou ineficiente para a acao larvicida.

O extrato metanodlico da polpa do A. aculeatum, segundo Pinto (2012),
apresentou baixa letalidade das larvas de Ae. aegypti apos 24 h de exposicéo. Porém,
apos 48 h o extrato ndo se mostrou ativo. Corroborando com o resultado obtido pelo
presente estudo, onde houve ineficiéncia do Oleo fixo A. aculeatum contra as larvas

de Ae. Egypit nas concentragdes do estudo.
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6 CONCLUSAO

Embora tenha sido utilizado Oleo fixo e extrato bruto, onde ha inumeros
metabdlitos secundarios em suas composicoes fitoquimicas que possam exercer as
acOes de pesquisa deste trabalho, o estudo obteve éxito, uma vez que, essa premissa
é fortuitamente alegada quando nos reportamos a diversos achados na literatura
referentes a resultados obtidos pelas técnicas utilizadas neste trabalho, corroboraram
com os achados desta pesquisa.

Na utilizacdo do método de difusdo em agar pelas técnicas de disco e poco, 0s
resultados obtidos demonstraram melhor eficacia inibitoria na técnica de pogo, onde
h& maior superficie de contato entre o 6leo e/ou extrato e o meio inoculado com a
suspensao bacteriana, aumentando sua probabilidade de difusao.

Os oOleos fixos ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas técnicas de
difusdo em &gar, efeito este que pode ser fundamentado por sua natureza apolar
(predominancia de acidos graxos), ndo ser miscivel a natureza da agua (polar) contida
no meio de cultuira Mueller-Hinton, dificultando a difuséo.

Um aspecto relevante do método de difusdo em agar pela técnica do poco, € a
profundidade do mesmo, que nao deve atingir o fundo da placa, para que o 6leo e/ou
extrato nao se propague difundindo-se erroneamente no fundo da placa (entre a placa
e 0 meio de cultura), causando falsos resultados. Como alternativa para a avaliacdo
da ag&o antimicrobiana em oleos fixos, 0 método de microdiluigdo em placas é mais
seguro, diminuindo e/ou descartando situacées com polaridades diferentes.

Os extratos metanolicos da P. macroloba, da P. amapa e da A. campestris,

apresentaram atividade contra cepas de S. aureus e P. aeruginosa, de igual modo se-
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gundo os estudos de Guimaraes et al. (2016), para a espécie P. macroloba.

Na determinacédo da concentracdo inibitoria minima, ressalta-se a importante
concentracdo obtida pelo extrato metandlico da P. amapa (31,25 mg/mL) frente a
bacteria S. aureus ATCC 33951 (Meticilina resistente).

A espécie P. macroloba (Willd) O. Kuntze destacou-se dos extratos metandlicos
da P. amapa e da A. campestris. Na atividade antimicrobiana, obteve 80% de atividade
sobre as bactérias de estudo (S. aureus ATCC 29213: disco (d) e poco (p); S. aureus
ATCC 25923: (d) e (p); S. aureus ATCC 33951: (d) e (p); E. coli ATCC 25922: (p); P.
mirabilis ATCC 15290: (p); K. pneumoniae ATCC 4352: (d) e (p); S. typhimurium ATCC
14028: (p) e P. aeruginosa ATCC 27853: (p).

Na atividade larvicida o extrato metandlico da P. macroloba obteve valor
estimado de CLso de 9,33 pg.mL* para24 h e 5,39 ug.mL* apds 48 h e valor estimado
de CLoo correspondente a uma concentracdo de 46,23 ug.mL* apés 48 h, sendo
considerada altamente eficiente como larvicida, de acordo com os dados abordados
por Coelho et al. (2009).

Diante dos resultados alcancados, principalmete com o extrato metandlico da
P. macroloba, eficiente nas duas atividades: antimicrobiana e larvicida, ressalta-se a
importancia da necessidade de novas alternativas usando produtos de origem natural,
especialmente se levarmos em conta que estes podem minimizar a dependéncia aos
inseticidas quimicos sintéticos (BARRETO, 2005). Partindo do principio de que o
extrato metandlico da P. macroloba é um produto natural e, portanto, menos nocivo a
saude das pessoas e dos animais domeésticos (GUARDA et al., 2016), pode-se afirmar

gue esta espécie é uma promissora fonte de substancias antimicrobianas e larvicidas.
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