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RESUMO

Avaliacéo da atividade antidiarreica em camundongos e antimicrobiana in vitro do extrato
bruto das cascas do fruto de Pouteria caimito (Ruiz e Pavon) Radlk.

RESUMO

Introducdo: Pouteria caimito é uma fruta nativa da Amazonia, popularmente conhecida como
"abiu", "caimito", "caimo" e "cauje" que pertence a familia Sapotaceae. Tem amplo uso popular para
aliviar a diarréia, a tosse, a febre e a inflamacao, entre outros fins, no entanto, poucos relatos na
literatura cientifica apontam para sua constitui¢do e atividade biolégica. Objetivos: O objetivo deste
estudo foi avaliar a atividade antidiarréica e antimicrobiana do extrato de casca do fruto Pouteria
caimito. Metodologia: A atividade antidiarréica foi avaliada em camundongos, utilizando modelos
de modulacdo de defecacdo normal, diarréia induzida por agente catartico e estimulacdo do transito
intestinal. A atividade antimicrobiana foi analisada contra cepas de bactérias gram-positivas e
negativas: E. coli, S. epidermidis, S. aureus, Klebsiella pneumonie, E. faecalis e Salmonella tiphy,
determinando a concentracdo inibitéria minima por métodos de microdiluicdo. Resultados e
discussdo: Os resultados deste estudo mostraram que ndo houve acdo antidiarreica nos modelos
experimentais e que o extrato metandlico de P. caimito (EMPC) pode modular positivamente a
defecacdo normal. Em relacédo a atividade antimicrobiana, o extrato bruto e a fracdo acetato de etila
apresentaram acéo satisfatdria contra a maioria das cepas avaliadas, com excecéo de Enterococcus
faecalis e Salmonella tiphy. Conclusdes: A pesquisa concluiu que EMPC ndo mostrou atividade
antidiarreica significativa, mas possivelmente um efeito laxante. O extrato mostrou atividade
antimicrobiana, bem como a fracdo acetato, contra cepas de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. A atividade do extrato bruto foi mais potente que os resultados obtidos pelo uso de fracfes
de acetato e as fracdes com menor polaridade ndo apresentaram atividade antimicrobiana relevante.

Palavras-Chave: Abiu. Atividade antidiarréica. Atividade antimicrobiana. Sapotaceae

Agradecimentos: LEA, Unifap
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ABSTRACT

EVALUATION OF ANTIDIARRHEAL ACTIVITY IN MICE AND
ANTIMICROBIAL IN VITRO OF THE CRUDE EXTRACT OF Pouteria
caimito (Ruiz and Pavon) Radlk FRUIT BARK

ABSTRACT

Introduction: Pouteria caimito is a native Amazonian fruit, popularly known as "abiu", "caimito”,
"caimo" and "cauje" that belongs to the Sapotaceae family. It has a wide popular use to alleviate
diarrhea, cough, fever and inflammation, among other purposes, however, few reports in the scientific
literature point to its constitution and biological activity. Objectives: The objective of this study was
to evaluate the antidiarrheal and antimicrobial activity of Pouteria caimito fruit peel extract.
Methodology: The antidiarrheal activity was evaluated in mice, using modulation models of normal
defecation, diarrhea induced by cathartic agent and stimulation of the intestinal transit. Antimicrobial
activity was analyzed against strains of gram-positive and negative bacteria: E. coli, S. epidermidis,
S. aureus, Klebsiella pneumonie, E. faecalis and Salmonella tiphy by determining the minimum
inhibitory concentration by microdilution methods. Results and discussion: The results of this study
showed that there was no antidiarrheal action in the experimental models and that methanolic extract
of P. caimito (MEPC) can positively modulate normal defecation. Regarding the antimicrobial
activity, the crude extract and the ethyl acetate fraction presented a satisfactory action against most
of the strains evaluated except for Enterococcus faecalis and Salmonella tiphy. Conclusions: The
research concluded that MEPC did not show significant antidiarrheal activity, more possibly a
laxative effect. The extract showed antimicrobial activity as well as the acetate fraction against strains
of gram-positive and gram-negative bacteria. The activity of the crude extract was more potent than
the results obtained by the use of acetate fractions; the fractions with lower polarity did not present
any relevant antimicrobial activity.

Key words: Abiu. Antidiarrheal activity. Antimicrobial activity. Sapotaceae
Acknowledgements: LEA, Unifap
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1 INTRODUCAO

1.1 DIARREIA

A diarreia aguda é definida, pela Organizacdo Mundial de Gastroenterologia (WGO),
como a passagem de uma grande quantidade de fezes amolecidas, maior do que o normal, e/ou
aumento no numero de evacuacdes, geralmente trés ou mais evacuagdes ao dia, com duragao
menor do que 14 dias (MORAES; CASTRO, 2014). Caracterizada por fezes liquidas,
geralmente superior a 300mL, ela é acompanhada por uma perda de liquidos e eletrélitos
(especialmente sodio e potéssio) excessiva (DECHER; KRENITSKY, 2012) devido ao
comprometimento do equilibrio entre reabsorcdo e secrecdo pela mucosa intestinal, que leva a
liquidificacdo das fezes (MORAES; CASTRO, 2014).

Nos paises mais pobres, em continentes como da Asia, Africa e America Latina
(GUERRANT et.al., 1990), a diarréia € responsavel por inimeras mortes, principalmente em
criangas menores de 5 anos, aparecendo como a segunda causa de mortalidade na populagao
em geral e como primeira causa de morte na populacdo pediatrica, especialmente aquela com
menor ou nenhum acesso a boas condicdes sanitarias (KOSEK; BERN; GUERRANT, 2003).
Em 2010, a diarréia foi responsavel por 10,5% de todas as mortes de criangas com idade inferior
a cinco anos, respondendo por 800 mil mortes nessa faixa etéria (L1U, 2012).

Outros fatores, além da idade reduzida, se apresentam como fatores de riscos que
influenciam na incidéncia e no perfil etioldgico da diarréia nos grupos populacionais (GOMES,
1997), dentre os quais, estdo: as deficiéncias nutricionais, praticas inadequadas de higiene e
alimentagdo, desmame precoce, aglomeragOes domiciliares e institucionais, auséncia de
saneamento basico, agua contaminada e periodos de calor (VICTORA; FUCHS, 1992). Além
desses citados anteriormente, fatores comportamentais podem ser considerados fatores de riscos
para diarreias infecciosas e dentre eles estdo: viagem recente, principalmente para areas
tropicais e alimentos ou circunstancias alimentares incomuns (frutos do mar, especialmente
crus; refeicdes em restaurantes ou lanchonetes) (MORAES; CASTRO, 2014).
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1.1.2 Classificacdo Fisiopatoldgica

Do ponto de vista fisiopatoldgico, as diarreias podem ser osmdticas, secretoras,
exsudativas e motoras (BRUYN, 2008), podendo ainda ser do tipo ndo inflamatdria ou
inflamatoria, ndo infecciosa ou infecciosa e associada a patégenos, que, embora néo
comprometam primariamente o trato gastrointestinal, podem levar ao quadro de diarréeia aguda
(MINCIS; MINCIS, 2007).

Nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, independentemente da regido
geogréfica, os virus e as bactérias representam os agentes etioldgicos mais comuns, porém 0s
protozoéarios, também podem causar o processo diarreico, nas areas onde as enteroparasitoses
sdo endémicas (CHENG; McDONALD; THIELMAN, 2005). No Brasil, a mortalidade por
doencas infecciosas e parasitarias, ainda sdo marcantes, principalmente no Norte e Nordeste,
onde sdo relacionadas a pobreza e/ou precarias condi¢Bes de atendimento a saide (SCHRAMM
et al, 2004).

As diarreias osméticas ocorrem quando solutos osmoticamente ativos estdo presentes no
trato intestinal e sdo pouco absorvidos, ou seja, existe uma disfuncéo na capacidade do intestino
em reabsorver o fluido & medida que este flui através do limen (KENT; BANKS, 2010). E o
que acontece, por exemplo, nas diarreias que se seguem apo6s a ingestdo de lactose por pessoas
intolerante (DECHER; KRENITSKY, 2012). Inflamacéo do intestino devido a doenca (doenca
de Crohn) ou processos de infec¢do podem ser outras causas de diarreia osmotica (POWELL,;
JENKINS, 2012).

No caso da diarreia secretoria, patégenos ndo-invasivos agridem o intestino delgado com
toxinas que promovem secrecdo abundante de agua e eletrolitos (DECHER; KRENITSKY,
2012). Este tipo de diarreia esta relacionado principalmente aos seguintes microorganismos:
vibrido colérico, cepas de Escherichia coli, espécies de Salmonella e Campylobacter jejuni, que
apos ultrapassarem a barreira gastrica, colonizam as partes mais distais da luz intestinal,
produzindo ai suas respectivas toxinas (ALAM; ASHRAF, 2003).

Diarreia exsudativas estdo sempre associadas a danos da mucosa, cuja lesdao pode ser
limitada @ membrana das microvilosidades do epitélio ou ser extensa, com a descamacdo do
epitélio e formagdo de Ulceras. Tais danos levam ao extravasamento de muco, liquido, sangue
e proteinas plasmaticas, com o acumulo liquido e eletr6lito no intestino. Clinicamente,
manifesta-se como desinteria. Os principais agentes causadores sdo: Entamoeba histolytica,

Salmonella spp. Shigella spp., Campylobacter, E. coli enteroinvasiva, E. coli
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enterohemorragica e também Yersinia e Vibrio spp. (BARBUTI, 2008; CHENG,;
McDONALD; THIELMAN, 2005; DECHER; KRENITSKY, 2012).

Na diarreia motora ocorre um aumento na velocidade do transito gastrointestinal pela
presenca de grandes volumes na luz intestinal ou pela presenca de toxinas e farmacos, que

alteram o estimulo normal da peristalse intestinal (OLIVEIRA, 2003).

1.1.3 Diarreia Aguda

A diarreia aguda pode ser causada por mais de 200 tipos de microorganismos, entre virus,
parasitas e bactérias, onde, dependendo do agente, as manifestacbes podem ser decorrentes de
mecanismo secretorio provocado por toxinas ou pela colonizacdo e multiplicacdo do agente na
parede intestinal, levando a leséo epitelial. Quanto maior for a concentracdo de toxinas ou
microorganismos, maior sera a chance de vencerem a acidez do estbmago e alcancarem o
intestino (BRASIL, 2010).

Com relacdo a diarréia aguda causada por infecc@es virais, elas sdo predominantes nos
paises desenvolvidos, com boas condigdes sanitarias e de higiene (WGO, 2012; MORAES;
CASTRO, 2014), sendo o Rotavirus o principal agente causador, principalmente em criangas,
no periodo de seis meses até dois anos, independentemente de sua classe social (CDC, 2014).
A infeccdo por esse virus é responsavel por um numero significativo de mortes nos paises
desenvolvidos, estimando-se aproximadamente 500 mil mortes/ano (MORAES; CASTRO,
2014). No Brasil ocorre um aumento na incidéncia dos rotavirus entre maio e setembro nos
estados das regides Central e Sudeste, mas por outro lado, no Norte e Nordeste a ocorréncia de
rotavirus se distribui durante todo o ano (ADOLFO; VIGILANCIA; ALEXANDRE, 2004).
Devido ao poder de disseminacao e a dificuldade de realizar a terapia de reidratacdo oral, por
causa da presenca de vomitos, o tratamento da doenca causada pelo virus € dificil (PARASHAR
et al., 2006).

Outra grande parte dos casos de diarréia aguda tem como responsaveis as infecgdes
parasitarias, constituindo-se um grave problema de saude puablica nos paises em
desenvolvimento, apresentando-se fortemente associadas as mas condi¢des sanitarias e
socioeconémicas, sendo transmitidas por contato direto fecal-oral ou contaminagdo de
alimentos e 4gua (MOTTA; SILVA, 2002). Como na maioria das diarreias infecciosas, as
criancas representam o grupo mais vulneravel ao desenvolvimento das parasitoses, uma vez

que se expdem mais aos meios de contaminacdo, como solo e &gua, sem tomar medidas
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adequadas de higiene pessoal (ARAUJO FILHO et al., 2011; MORAES; CASTRO, 2014).
Dentre as parasitoses, a amebiase, causada por um parasita chamado Entamoeba histolytica, e
a giardiase, causada pelo parasita Giardia lamblia sdo as mais predominantes (MOTTA,;
SILVA, 2002; BRASIL, 2010).

Causadoras de varias doencas infecciosas, as bactérias sdo seres unicelulares transmitidas
pelo ar ou por contato direto (goticulas de saliva ou muco) ou indireto, podendo ser encontradas
no intestino, trato genital masculino e feminino, nariz, boca, pulmdo, méos do homem,
alimentos e ambiente, e algumas produzem substancias de efeito toxico para o homem
(BENETTI; BRANCO; COMENALE, 2013).

Dentre as bactérias causadoras de diarréia aguda, os grupos da Escherichia coli s&o um
grupo grande e diversificado, que podem causar desde diarreias, até infecgdes urinérias,
doencas respiratorias e pneumonia (CDC, 2016), onde diarreia sanguinolenta com colite
hemorragica, febre e cdélicas abdominais podem ocorrer na infeccdo por E. coli
enterohemorragica (ECEH), e diarreia aquosa em criancas na infeccdo por E. coli
enteroagregativa (ECEA) (BARBUTI, 2008).

Bactérias como a Escherichia coli sdo cada vez mais reconhecidas como uma grande
preocupacdo de saude publica, pois o potencial dessa bactéria para causar infeccdes variadas,
associadas com varios mecanismos de resisténcia aos antibiéticos, representa um desafio para
estratégias de gerenciamento de doencas (BAJAJ, et.al., 2016). Em paises pobres, com
condicdes desfavoraveis ou insuficientes de saneamento basico, as E. coli patogénicas
intestinais, enterotoxigénica (ETEC) e enteropatogénica (EPEC), tém sido reconhecidos como
as causas mais comuns de gastroenterite bacteriana (BAJAJ; SINGH; VIRDI, 2016).

A presenca em grande quantidade de E. coli ndo patogénica na &gua, indica a
possibilidade da existéncia de microorganismos patogénicos, responsaveis pela transmissao de
doencas de veiculacdo hidrica (ex: desinteria bacilar, febre tifoide, colera) (BRASIL, 2016),
onde a falta de monitoramento das fontes de agua e a falta de conhecimento, por parte da
populacdo, das causas e problemas relacionados a contaminacdo da &gua, favorece para o
aumento das doencas transmitidas por ela (CAVALCANTE, 2014).

A Salmonella spp. € uma bactéria entérica responsavel por graves intoxicacoes
alimentares, cuja presenca em alimentos € um relevante problema de satde publica e a maioria
dos sorotipos desse género sdo patogénicos ao homem (SHINOHARA, et.al., 2008). A principal
via de transmissdo € a oral-fecal, normalmente pela ingesta de alimentos ou agua contaminados
ou pelo contato direto com animais infectados (CARVALHO, 2006). As doencgas causadas por

Salmonella podem ser subdivididas em 3 grupos: a febre tifoide, causada por Salmonella fyphi,
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as febres entéricas causadas por Salmonella paratyphi (A, B e C) e as enterocolites (ou
salmoneloses), causadas pelas demais salmonelas (BRASIL, 2011).

Enterococcus faz parte do grupo dos cocos Gram-positivos agrupados em cadeia,
anaeradbios facultativos e catalase negativa e as duas espécies mais importantes, E. faeciume E.
faecalis, estdo frequentemente implicadas em infeccbes em animais e humanos
imunocomprometidos, como bacteremia, septicemia, infeccBes do trato urinério, infeccbes de
feridas, meningites e endocardites (CAUWERTS et al. 2007, GAMA 2008, KENSE et al. 2011,
ZOU et al. 2011). No Brasil, hd poucos levantamentos a respeito da ocorréncia de cepas de
Enterococcus em alimentos de origem animal, tendo sido os relatos clinicos os mais publicados,
em que se analisam cepas isoladas de pacientes humanos em hospitais (DE CAMPOS et.al.,
2013). A maior parte das infec¢Ges tem como origem a microbiota normal do paciente, embora
0S microorganismos possam também ser transferidos de paciente para paciente ou adquiridos
através do consumo de agua ou alimentos contaminados (MURRAY, 2004).

Outra forma preocupante de diarréia é a diarreia nosocomial, de origem hospitalar, com
causas e consequéncias pouco documentadas. Caracteriza-se pelo aparecimento de diarreia apos
72h de internacdo, em sua maioria devido ao uso de antibidticos, com mais de 2 evacuacdes de
fezes aquosas ou amolecidas por pelo menos 2 dias (RIBEIRO et. al., 1998), onde quanto maior
0 tempo de permanéncia hospitalar, maior o risco de infec¢des hospitalares. O principal agente
causador de diarreia nosocomial é o Clostridium difficile (CHENG; McDONALD;
THIELMAN, 2005), porém o Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus sdo
microorganismos oportunistas, também responsaveis por infeccdes hospitalares, através de
cateteres e sondas, estando indiretamente relacionada aos episddios de diarréia. Eles sdo
capazes de formar biofilmes, aglomeracdes multicelulares superficiais de microorganismos,
que dificultam a chegada de drogas antimicrobianas (OTTO, 2009; DOS SANTOS, 2007). A
Klebsiella pneumoniae € um bacilo gram-negativo presente no trato gastrointestinal de
individuos saudaveis, associado a infeccBes hospitalares, principalmente em unidades neonatais
de terapia intensiva, com elevada progressdo de resisténcia aos antibioticos (CASSETARI,
et.al., 2018).

Diversas outras bactérias patogénicas estdo associadas ao quadro de diarréia aguda. Os
principais agentes etiologicos bacterianos, causadores da diarréia aguda estdo resumidos no

Quadro 1 abaixo.
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Quadro 1. Principais agentes infecciosos de etiologia bacteriana

Microorganismos

Forma de
transmisséo

Manifestacoes
clinicas

Referéncias

Aeromonas spp.

Agua e alimentos
contaminados

Diarréia com ou
sem presenca de
sangue

VILLA et.al, 2003;

BIZANI; BRANDELLI,

2001; JANDA;
ABBOTT, 2010;
IGBINOSA, et.al., 2012

Campylobacter
jejuni
Campylobacter colil

e

Alimentos
contaminados ou por
contato com fezes de
animais infectados

Assintomatica

As  vezes ¢
acompanhada de
diarreia aquosa e
desinteria

SKARP; HANNINEN;
RAUTELIN HI, 2015;
WGO, 2012

Clostridium difficile

Fecal-oral

Diarreia  aquosa,
febre, nauseas, dor
e distensdo
abdominal; diarréia
nosocomial

ROCHA,; SIDRIM,;
LIMA, 1999; OFOSU,
2016

Escherichia coli

Agua e alimentos
contaminados

Diarreia
Diarreia com
muco, colite
hemorragica, dores
estomacais,
vOomitos

aquosa,

CDC, 2016

Klebsiella
pneumoniae

Pessoas
contaminadas,
assepsia incorreta

Diarréia
nosocomial, febre

NOGUEIRA,
SUASSUNA, 1983;
ESCOBAR et.al., 1996

Samonella ssp.

Agua e alimentos
contaminados

Episédios agudos
de nauseas, vomito
e diarreia aquosa
ou disentérica

GREGORY et al., 2014;
WGO, 2016

Shigella

Agua e alimentos
contaminados

Desinteria, diarréia

BARBUTI, 2008;
BRASIL, 2010;
GARDENAL, 2012

Staphylococcus
aureus

Ingestéo de alimento
contendo a
enterotoxina
estafilococica

Nausea, vOmitos,
cOlicas e diarréia

SANTOS, et.al., 2007,
RODRIGUES, et.al,
2004

Vibrio cholerae

Agua e alimentos
contaminados ou
fezes e vOmitos de
doente ou portador

Assintomatica,
porém pode causar
diarréia secretéria
Fezes volumosas,
vomitos,  choque
hipovolémico e
acidose

BRASIL, 2010;
FINKELSTEIN, 1996

Vibrio
parahaemolyticus

Ingestédo de
alimentos marinhos
crus ou malcozidos
ou de procedéncia
duvidosa

Gastroenterite

PEREIRA et al., 2007;
LETCHUMANAN;
CHAN; LEE, 2014)
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http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1808-16572015000100400&lng=pt&nrm=iso#B45

1.2 TRATAMENTOS ATUAIS PARA DIARREIA

Atualmente néo existem tratamentos especifico para a diarreia, sendo propostos a reduzir
as dores abdominais, assim como a desidratacéo e o desconforto ocasionado pelo aumento no
namero de evacuagOes. Diante disso, para que uma droga seja considerada antidiarreica, €
necessario que a mesma promova reducdo dos efeitos caracteristicos da diarreia, ou seja, deve
aumentar a absorcdo, ou reduzir a secrecdo intestinal e/ou ainda diminuir a propulsdo intestinal.

Em 1989 a OMS publicou um manual pratico para o tratamento de diarréia e ao longo
dos anos subsequentes, esse manual foi revisado e modificado de acordo com a realidade
mundial. No Brasil, 0 Ministério da Satde adaptou 0 manual a realidade brasileira, incluindo
modificacdes na reidratacdo oral, recomendacao da administracdo de zinco via oral e inclusdo
da vacina contra rotavirus no calendario brasileiro de vacinacdo. Além disso, foram propostas
diretrizes para o tratamento da diarreia aguda na Europa e para criancas ibero-Latinoamericanas
com base em evidéncias clinicas com o objetivo de contribuir na reducdo dos impactos
negativos causados pela diarreia aguda (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDRIATRIA,
2017).

O tratamento clinico da diarréia aguda preconizado pela Organizacdo Mundial de Salde
limita-se, basicamente, a Terapia de Reidratacdo Oral (TRO), uma solucéo balanceada de sddio-
glicose que permite uma absorcdo 6tima de eletrolitos, que reduziu a mortalidade infantil nos
paises em desenvolvimento em pelo menos 50% (VICTORA et.al., 2000).

Segundo Gangarosa et.al. (1992), o maior beneficio da reidratacéo oral é o tratamento de
formas desidratantes de diarréia em lactentes e criancas pequenas nos paises em
desenvolvimento. A recomendacdo para 0 seu uso em diarréia grave € uma reidratacdo oral
equilibrada, composta por sddio de 60-75 mEq / | e glicose de 75-90 mmol / | (DUGGAN,
2004). Novas pesquisa em SRO estdo em andamento, com 0 objetivo de tratar formas mais
severas de diarréias, prevenindo sintomas leves e moderados de desidratacdo, e até mesmo
formas de diarréia semelhantes a colera (BINDER, et.al, 2014), pois a TRO ndo reduz a saida
de fezes e duracdo da diarréia, logo, outras abordagens tém sido estudadas.

Um fator coadjuvante no tratamento das diarréias sdo os probioticos, microorganismos
vivos que, quando consumidos em quantidades adequadas, proporcionam efeito benéfico para
a saude do individuo ao interagirem com a microbiota intestinal, pois esta exerce varias acoes
no intestino, que repercutem em varios 6rgdos do individuo (HILL et.al., 2014). Supostamente,
0s probioticos atuam proibindo a aderéncia dos patégenos a mucosa intestinal, aumentando a

resposta imune e ajudando a restabelecer a microflora (FAO/WHO, 2002), porém 0 Seu uso
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especifico no tratamento de diarréia aguda em adultos ndo € recomendado, exceto nos casos de
doenca associada a antibioticoterapia (RIDDLE et.al., 2016).

Devido ao fato de grande parte dos episodios de diarréia aguda serem autolimitados e
terem como agentes causadores 0s Vvirus, 0s antibidticos ndo sdo empregados no tratamento de
diarréia. O uso de antibidticos na diarreia aguda esta restrito aos pacientes que apresentam
diarreia com sangue nas fezes (disenteria), na colera, na infec¢cdo aguda comprovada por
Giardia lamblia ou Entamoeba hystolitica, em pacientes imunossuprimidos, com anemia
falciforme, portadores de protese e nas criangas com sinais de disseminacéo bacteriana extra-
intestinal. Outros agentes podem necessitar de antibidticos, quando causam casos graves,
como, por exemplo, a E. coli enteroinvasiva, Yersinia, V. chorelae, C. difficille, Salmonela ndo
tifoide (SBP, 2017).

O uso de medicamentos antidiarreicos comumente utilizados, como a loperamida,
difenoxilato e antimicrobianos, podem nao ser seguros ou serem ineficazes. No caso especifico
da loperamida, muitos estudos tém demonstrado efeitos colaterais em criancas, como letargia,
depressdo respiratdria e coma (AAP, 1996), depressdo do sistema nervoso central, inchago e
constipacdo, ndo sendo recomendado o seu uso no tratamento de diarréia aguda em criancgas
(MITTAL; MATHEW, 2001).

Os antimicrobianos, substancias que agem sobre microorganismos, inibindo o seu
crescimento ou causando a sua destruicdo, podendo ser naturais ou sintéticos, tem como
principal objetivo prevenir ou tratar uma infeccdo, diminuindo ou eliminando os organismos
patogénicos (SAEZ-LLORENS, et.al., 2006), porém o surgimento e a disseminacdo de
microorganismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis no mercado tém levado a
investigacdo e a busca de novos compostos capazes de agir contra esses microorganismos
patogénicos.

Ensaios bioldgicos em modelos experimentais animais tém sido utilizados para investigar
a bioatividade e os efeitos, sobre a funcdo intestinal, de plantas tradicionalmente utilizadas para
tratamentos da diarréia. Os extratos de plantas podem ter efeitos antiespasmadicos, atrasar o
transito gastrointestinal, suprimir a mobilidade intestinal, estimular a adsor¢do de agua ou
reduzir a secrecao eletrolitica (PALOMBO, 2006), além de inibir o crescimento microbiano
(MICHELIN, et.al., 2005).

Os produtos naturais derivados de plantas medicinais provaram ser uma fonte abundante
de compostos biologicamente ativos e estudos cientificos mostram que a investigacao
fitoquimica de extratos de plantas revelou a presenca de inUmeros compostos quimicos,
incluindo alcaloides, taninos, flavondides, esterois, terpenos, carboidratos, lactonas, proteinas,

aminoacidos, glicosideos e saponinas. Dentre esses, os taninos, flavonoides, fenodlicos e
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alcaldides séo responsaveis pela atividade antidiarreica, onde as investigaces sobre 0 modo de
acdo, indicam que taninos e flavondides aumentam a agua coldnica e reabsorcdo eletrolitica, e
outros fitoquimicos agem inibindo a motilidade intestinal (PALOMBO, 2006).

A inibicdo do crescimento bacteriano por um extrato vegetal pode ter vérias explicacoes,
como por exemplo, as acdes em conjunto dos metabdlitos secundarios presentes na planta, onde
a acdo ndo se limita a apenas componente ativo e sim um grupo ou uma reunido deles, que é
denominado de fitocomplexo. Fitocomplexos sdo definidos como substancias originadas no
metabolismo primario e/ou secundario das plantas, responsaveis, em conjunto, pelos efeitos
bioldgicos de uma planta medicinal ou de seus derivados (ANVISA, 2010). Cada substancia do
fitocomplexo atua como substancia coadjuvante, agindo sinergicamente. A ciéncia pesquisa o
conhecimento popular das plantas para, entdo, isolar o que se considera o principio ativo eficaz
e de importancia terapéutica e comercial, e a partir desse ponto, sintetiza-lo em laboratdrio.

Se faz importante ressaltar que a auséncia ou presenca de certos constituintes quimicos
determinados na fitoquimica podem ser explicadas pela época ou horério da colheita, pelo
manejo e acondicionamento da planta ou pela degradagdo dos constituintes por fatores
ambientais (SIMOES et.al, 2004).

1.3 FAMILIA, GENERO E ESPECIE.

1.3.1 Familia Sapotaceae

Sapotaceae ¢ uma familia de plantas lenhosas, representada no Brasil por 11 géneros e
cerca de 230 espécies, muitas das quais com madeira e latex explorados comercialmente
(FABRIS; PEIXOTO, 2013). Segundo Pennington (1990), a familia Sapotaceae ocorre
preferencialmente em florestas Umidas e seu principal centro de diversidade é a América
tropical, destacando-se 0s géneros Pouteria Aubl. e Chrysophyllum L (HERNANDEZ, 2009).

Dentre os 11 géneros encontrados no Brasil estdo: Chromolucuma, Chrysophyllum,
Diploo, Ecclinusa, Elaeoluma, Manikara, Micropholis, Pouteria, Pradosia, Sarcaulus e
Sideroxylon. Os representantes da familia sdo arvores ou arbustos com tronco bem definido, as
folhas sdo simples com peciolos, bases e apices com um amplo espectro de variacdo e a
morfologia dos frutos, de polpa gelatinosa e adocicada, é a principal responsavel pela atragdo

de aves, macacos, morcegos e até mesmo roedores (PENNINGTON, 1990).
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Algumas das espécies do género, como “Sapoti”, “Sapodilla” (Manilkara zapota (L.) P.
Royen), o “Abiu” (Pouteria spp.), o “Abrico-de-praia” (Manilkara subsericea (Mart.) Dubard),
a “Canista” (Pouteria campechiana (Kunth) Baehni) sdo apreciadas pelo seu potencial
alimenticio, bem como seu carater medicinal contra infeccdes respiratérias e digestivas, com
acdo antiinflamatdria, antidisentérica e antitérmica (ARAUJO, 2012).

Uma classe de substancia presente na familia Sapotacea € a dos triterpenos, que apresenta
varias atividades bioldgicas descritas na literatura, bem como alcaloides, poli-isoprenos e
compostos fendlicos (PENNINGTON, 1990), entretanto poucas espécies foram estudadas, no
que diz respeito a sua composicdo quimica e propriedades biologicas (SILVA; SIMEONI,;
SILVEIRA, 2009).

Segundo artigos ja publicados, os compostos fendlicos podem inativar as enzimas e
proteinas transportadoras da parede celular de microorganismos, sendo assim téxico para 0s
mesmos, e muitos tém seu sitio de acdo na membrana plasmatica, alterando o transporte ativo
e coagulando o conteudo celular ao alterarem a estrutura e fungdo da membrana (SIKKEMA
et.al, 1995; BURT, 2004). Flavonoides podem interferir na expressao de genes ao se complexar
com as proteinas extracelulares dos microorganismos e os flavonoides lipofilicos podem
romper a membrana plasmatica microbiana (COWAN, 1999; KIM, et.al., 2004; FABRI;
COSTA, 2012).

1.3.2 Género Pouteria

O nome Pouteria foi citado pela primeira vez em 1775, por Jean Baptiste Aublet, na obra
“Histoire des plantes de la Guiane”, ao descrever a Pouteria guianensis, e desde entdo tem sido
delineada de varias formas durante o ultimo século, onde no Brasil estima-se a ocorréncia
inmeras espécies. (ARAUJO, 2012). A maioria ocorre nas regides de floresta imida, mas
também sdo encontradas em areas com solo arenoso ou argiloso, sendo frequentes na
Amazo6nia, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(PENNINGTON, 1990; CASTRO et al., 2006). Morfologicamente é de porte arboreo com
ocorréncia de alguns arbustos, com a presenca de folhas espiraladas e sendo suas flores
compostas entre 4-6 sépalas livres (PENNINGTON, 1990).

Algumas atividades bioldgicas sdo reportadas as espécies desse género, tais como,
antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana e antifungica (SILVA, 2007). Triterpendides

(triterpenos em forma de ésteres ou cadeia largas), esterdides e flavonoides s@o os principais
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constituintes deste género e as varias espécies de Pouteria fornecem frutos comestiveis, com
uma rica composicdo de 6leos essenciais, ja analisados em quatro espécies: Pouteria (Duke)
Baehni, P. caimito, P. sapota e Pouteria splendens (A. DC.) Kuntze (SILVA; SIMEONI;
SILVEIRA, 2009).

Estudos fitoquimicos realizados com diferentes partes das plantas do género, como flores,
frutos, ramos, cascas, sementes e raizes, foram realizados, evidenciando a presenca de diversos
compostos, sendo 0 a e f amirina, lupeol, taraxerol e acido gélico os mais frequentemente
encontrados e 0s compostos quimicos da espécie de Pouteria isolados até o presente momento
se encontram resumidos no Quadro 2 (adaptada de SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009). Os
metabolitos secundarios presentes neste género podem explicar algumas das atividades
bioldgicas ja comprovadas, como antimicrobiana, antiinflamatéria e antioxidante, e os estudos
dessas atividades biologicas de diversas espécies de Pouteria encontram-se resumidos no
Quadro 3.
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Quadro 2. Espécies de Pouteria quimicamente estudadas e seus compostos.

Espécie Compostos
Pouteria caimito (Ruiz | a-amirina; Lupeol; dammaremediol; taraxerol; taraxenona; f3-sitosterol; o-
& Pav.) Radlk copaeno; espinasterol; eritrodiol
Pouteria cambodiana Acido protocatecoico
(Pierre ex
Dubard) Baehni
Pouteria Acido galico; (+) -galocatequina; (+) -catequina; (-) -epicatequina;
campechiana (Kunth) (+) -catequina-3-O-galato; dihidromericetina; miricitrina; Acido
Baehni protocatecoico
Pouteria gardnerii a-aminina; B amirina; a-amirina acetato; Lupeol acetato; &cido
(Mart. & Miq.) betulinico; acido ursdlico
Baehni

Pouteria mammosa
(L.) Cronquist (sin.
Achras mammosa L.
and Calocarpum
mammosum Pierre)

Eritrodiol; lucumina

Pouteria pariry
(Ducke) Baehni

Metil 2- metilbutanoato; metil 2- metiltiopropanato

Pouteria sapota
(Jacq.) H. E. Moore
et Stern (Calocarpum
sapota (Jacg.) Merr.
and Sideroxylon
sapota Jacq.)

Acido galico; (+) -galocatequina; (+) -catequina; (-) -epicatequina;
(+) -catequina-3-O-galato; dihidromericetina; miricitrina; lucumina;
acido lucuminico; lucuminamida

Pouteria splendens
(A. DC.) Kuntze

cis, trans- a- farnesol; trans- erolidol; cis - B — elemeno; germacreno
D; B — selineno; eremophilene; 6 — cadineno; 10 - epi - o —
cadinol;10 - epi - o — muurolol; epi — globulol; globulol; Ledene;
palustrol; isophytol; trans- fitol

Pouteria subrotata
Cronquist

Lucumina

Pouteria tomentosa
(Roxb.) Baehni

a-aminina;  amirina; dcido betulinico; acido ursolinico

Pouteria torta

a-aminina; B amirina; lupeol; taraxasterol;

Pouteria venosa
(Mart.) Baehni

Taraxasterol; &cido ursolico; taraxerol; espinasterol; acido
miriantico; acido 19a,23-dihidroursélico

Pouteria viridis
(Pittier) Cronquist
(sin. Calocarpum

viride Pittier)

Acido galico; (+) -galocatequina; (+) -catequina; (-) -epicatequina;
(+) -catequina-3-O-galato; dihidromericetina; miricitrina;

Pouteria vitiensis
(Gillespie) O.Deg.

Espinasterol; sucrose vaniloil; mio-inositol

Fonte: SILVA; SIMEONI; SILVEIRA, 2009 (adaptada)
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Quadro 3. Espécies de Pouteria e suas atividades bioldgicas estudadas

Espécie Parte Atividades bioldgicas ja descritas Referéncias
Pouteria caimito | Folhas Antioxidante, atividade alelopatica Castro et.al.,2004;
(Ruiz & Pav.) inibitoria, antiinflamatdria (redugdo de | Condessa, 2011;
Radlk oOxido nitrico); atividade fotoprotetora | Barreiros; Barreiro,

contra raios UVA e UVB 2011; Evangelista,
2017; Silvaet.al.,
2009
Pouteria Casca Imunomodulacao, antioxidante, Manosroi et.al, 2006
cambodiana cel.antiproliferativas
(Pierre ex
Dubard) Baehni
Pouteria Suco da fruta Antioxidante, antinitrosativa, Franco, 2006

campechiana
(Kunth) Baehni

Folhas

antimitotica

Hernandez et.al., 2008

Pouteria Casca+tpolpa Antimicrobiana Okoba, 2016
glomerata
Pouteria Folhas Antimicrobiana, anti dano de DNA | Agripino et.al., 2004
grandiflora
Pouteria Folhas Antimicrobiana, antioxidante Silva, 2007
gardnerii (Mart.
& Miq.) Baehni
Pouteria Madeira Embriotoxicidade para Crassostrea Libralato et.al., 2007
guianensis gigas
Pouteria lucuma | Fruto Antioxidante, antihiperglicemica, Fuentealba et.al.,
(mesocarpo) cicatrizacdo de feridas 2016; Rojo et.al., 2010
Pouteria Casca e polpa Antioxidante Silva, 2011
macrophylla
Pouteria pallida | N&o informa Antimicrobiana Humason, 2005
Pouteria Folhas, Antimicrobiana, anti dano de DNA, | Agripino et al., 2004
psamophila madeira Fungicida Costa et al., 2003
Pouteria Folhas Antioxidante, antiinflamatoria, Fontes-Junior, 2004;
ramiflora antinoceptiva, toxicidade para larvas | Nunes,
de Artemia salina, antiflngica, 2004: Castro et al.,
fungistatica; antimicrobiana; acdo 2006; Nogueira, 2012;
neuroprotetora Gomes, 2013, Oliveira
et.al., 2017; Costa
et.al., 2013; Rodrigues
et.al., 2017
Pouteria Casca Antimicrobacteriano Graham et al., 2003
reticulata

Fonte: A autora
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Quadro 3. Espécies de Pouteria e suas atividades bioldgicas estudadas (continuagéo)

Pouteria sapota

Suco da fruta,

Antioxidante

Franco, 2006;

sementes Palomino et al.,
2006; MA et.al., 2004;
Yahia et.al., 2011
Pouteria Caule, folhas Atividade trypanocida in vitro, Abe et al., 2002,
splendens (A. inibicdo da germinagéo Bustamante et al.,
DC.) Kuntze 2007

Pouteria torta

Folhas, sementes,
epicarpo

Antioxidante, toxicidade para
larvas de Artemia salina,
antimicrobiana, antibacteriana e
antifangica, inbicdo do germinacao
e crescimento, antagonismo de
estrogénio, habilidade de indugéo
de aglutinag&o de eritrocitos de
humanos, coelhos e ratos,
hipoglicemiante, acdo contra E.coli

Alves et al., 2000;
Franzotti,

2004; Lopez, 2005;
Perfeito et al., 2005;
Castro et al., 2006;
Nascimento et al.,
2007; Sales, 2017;
Alves et.al., 2000;
Nogueira, 2012;
Condessa, 2011;
Lopez, 2005; Alves,
2005

Pouteria venosa
(Mart.) Baehni

Folhas, casca,
casca do caule

Antioxidante, antimalérica in vivo,
antimicrobiana, Anti-HIV,

Montenegro et.al.,
2006; Santos, 2014;
Santos, 2015; Bedoya
et al., 2008

Pouteria viridis

Suco do fruto,

Antioxidante, Anti-termite

Franco, 2006;

(Pittier) casca, casca do Palomino et al.,
Cronquist (sin. caule 2006; MA et.al., 2004;
Calocarpum Barbosa et.al., 2007

viride Pittier)

Fonte: A autora

Os triterpenos sdo compostos de origem animal e vegetal, que apresentam comprovada
atividade antiinflamatoria, antibacteriana, antifngica, antiviral, analgésica, cardiovascular,
antitumoral e anti-HIV (PATOCEKA, 2003) e muitos terpenos mostraram serem ativos contra
uma variedade de microorganismos, como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
também em fungos (TROMBETTA, et.al.; 2005).

A o-amirina, triterpeno ja isolado na espécie Pouteria caimito, possui diversas atividades
bioldgicas e dentre elas estd a atividade antiinflamatdria (RAJIC e KWEIFIO-OKALI 2000).
Outro triterpeno encontrado na espécie é o lupeol, composto que ja mostrou possuir diversas
atividades farmacoldgicas in vivo e in vitro (WALL, etal., 2011), como atividade
antiinflamatdria (GUPTA, et.al., 1969; NIKIEMA et.al., 2001), antimicrobiana (SHAI, 2008),
anticancerigena, antibidtica e antimalarica (FREIRE, et.al., 2004). Devido a sua distribuicao
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generalizada em diversas familias de plantas, esses compostos sdo mais faceis de obter do que
a maioria dos tratamentos atualmente disponiveis (WALL, et.al., 2011).

Os flavonoides inibem a diarréia induzida por éleo de ricino (POLOMBRO, 2006), como
€ 0 caso da quercetrina, quercetina e ternatina (GALVEZ et al., 1996) e tal atividade foi
observada através de experimentos de diarréia crénica em ratos e motilidade do transito
intestinal de camundongos (GALVEZ et al., 1993). Os taninos, pertencente ao grupo dos
compostos flavondides, também apresentam atividade antidiarreica (RAO et al., 1997). Com
relacdo a acdo antimicrobiana conferida aos taninos, bactérias como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae sdo sensiveis aos mesmos
(CASTRO, 1999).

Apesar de vérias espécies do género Pouteria produzirem frutos comestiveis, como P.
caimito (abiu), P. macrocarpa (cutito), P. macrophyla (caimo) e P. sapota (sapota), poucas
referéncias quanto as atividades farmacoldgicas ou metabdlitos secundarios da espécie P.

caimito sdo encontradas.

1.3.3 Espécie Pouteria caimito

Nos dias atuais, diversos paises desenvolvidos importam um grande nimero de espécies
frutiferas das regides tropicais e subtropicais, devido seu alto aproveitamento comercial oriundo
dos frutos e nozes de excelente qualidade (MARTEL, 1992).

Inserido nessas espécies frutiferas esta o abiu (Figura 1), palavra que vem do Tupi
Guarani e significa “Fruta Bicuda”, recebendo também o nome de “Abieiro”, “Abio”, “Abiu
Ticuna” e “Caimito amarelo”, pertencente da familia das Sapotaceas, originaria do Peru e
perfeitamente aclimada em nosso pais (BALBACH, 1975). No Brasil esta presente em quase
todos os estados brasileiros, onde seu consumo € mais difundido nos estados da regido Norte,
mais especificamente no Acre, Amapa e Para (NASCIMENTO, 2011), sendo popularmente
utilizado no tratamento de anemia, diarreia, disenteria, dor de ouvido, maléria, otite, candidiase
oral (“sapinho” em boca de crianca), hordéolo (tergol), afec¢des pulmonares como pneumonia

e bronquite e desnutricdo (CARVALHO, 2010).
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Figura 1 Representacdo da espécie Pouteria caimito (A) e abieiro no qual foi realizada a coleta
dos frutos (B)

Fonte: Disponivel em: http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-163977 acesso:
12/09/17 (A) e a Autora (B).

A arvore da espécie Pouteria caimito apresenta porte médio a alto, 3 a 10 metros de altura,
com frutos bagas, de forma ovoides com tamanho entre 6 e 9 centimetros no comprimento, peso
médio de 150 a 250 gramas (MANICA, 2000), de superficie lisa, amarela, brilhante e polpa
esbranquicada e doce (BALBACH, 1975), frutifera durante o ano todo, apresentado melhor
crescimento nas areas de solo tmidos (MORTON, 1987). Ela é facilmente encontrada por toda
a Amazonia, porém alguns abieiros fazem parte da arborizagdo urbana de algumas regides ao
norte do Brasil (RODRIGUES, 2009).

A fruta fresca leva aproximadamente cinco dias para o amadurecimento completo, a
temperatura ambiente e devem ser colhidas no estagio apropriado, para em seguida serem
armazenadas a 10°C e comercializadas, pois apresentam vida de prateleira de 7 a 14 dias. O
fruto deve ser manuseado com cuidado, embaladas em bandejas de poliestireno ou caixas de
papeldo, pois a casca é muito suscetivel a choques mecanicos (RODRIGUES, 2009).

Embora pouco explorada comercialmente, o abiu é uma fruta bastante consumida nos
trépicos na formain natura podendo, porém, ser processada como geléia, suco, doces ou
sorvete. Considerados um dos frutos mais saborosos da familia Sapotaceae devido ao seu sabor
doce, no Brasil, seu consumo € mais difundido nos estados da regido Norte, mais
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especificamente no Acre, Amapa e Para (NASCIMENTO, 2011). Seu consumo deve ser
estimulado devido as suas propriedades nutricionais, pois é uma boa fonte energética, boa fonte
de fibras, vitamina C e potassio, como mostra a Tabela 1 abaixo.

Tabela 1. Composicéo centesimal da parte comestivel do fruto Pouteria caimito

% V.D.

Valor energético 62kcal = 262kj 3%
Carboidratos 14,99 5%
Proteinas 0,89 1%
Lipideos 0,79 -

Gorduras saturadas 0,39 1%
Gorduras mononisaturas 0,19 -

Gorduras polinsaturadas 0,19 -

Fibra alimentar 1,79 7%
Fibra soltvel 0,19 -

Calcio 5,89 1%
Vitamina C 10,3mg 23%
Piridoxina B6 0,dmg 8%
Fosforo 20,3mg 3%
Manganés 0,dmg 4%
Magnésio 9,3mg 4%
Ferro 0,2mg 1%
Potassio 128,3mg -

Cobre 0,1ug 0%
Zinco 0,dmg 1%
Riboflavina B2 0,0mg 0%

Fonte: Tabela Brasileira de Composic¢édo de Alimentos — TACO, 2006.

Além do seu caréter alimenticio, o abiu ¢ utilizado com finalidade medicinal ha décadas,
onde o azeite extraido das sementes é usado como emoliente nas afec¢Bes inflamatdrias e
quando aplicado em gotas € bom contra as otites e otalgias (BALBACH, 1975). No Brasil é
utilizado para alivio de sintomas pulmonares como a bronquite, sendo também utilizado para
aliviar sintomas da tosse, diarréia, febre, no combate a anemia e como anti-inflamatério
(MORTON, 1987).

A presenga de lupeol, a- amirina, eritrodiol e Dammarendiol 1l foi revelada na
investigacdo fitoquimica do extrato benzénico do fruto da Pouteria caimito (PELLICCIARI;
ARDON; BELLAVISTA, 1962) e da sua casca foram isolados: taraxerol, taraxeno-3-ona e f3-
sitosterol (ARDON; NAKANO, 1973). Os triterpenos, isolados na espécie, sdo substancias
relacionadas a diversas atividades biologicas como: antiinflamatdria, anti-helmintica,
antitumoral, estrogénica e de inibicdo enzimatica (CONDESSA, 2011). A atividade
antioxidante dos extratos hidro-alcoolicos da Pouteria caimito foi estudada e demonstrou-se o
potencial do uso dele como fonte dietética de antioxidantes naturais (BARREIROS;

BARREIRQOS, 2011). Outro estudo mostrou a presenca de alguns compostos volateis, isolados
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do fruto, sendo os mais abundantes o a-copaeno (30,5%), hexadecil acetato (20,9%) e acido
palmitico (13,6%) (MAIA, 2003).

Apesar das indicaces de uso, ndo ha descricdo na literatura de estudos que validem a
acao desta planta sobre a motilidade gastrointestinal e apesar do difundido uso
etnofarmacoldgico para o tratamento de distdrbios gastrointestinais, € importante ressaltar que
estudos tanto pré-clinicos quanto clinicos sdo imprescindiveis para a validacéo dos seus efeitos
bem como a avaliagdo da toxicidade favorecendo o uso seguro por parte da populagdo. Se
mostrou importante investigar o fruto da espécie Pouteria caimito devido ao fato de ja terem
sido reportadas atividades biologicas para inimeras espécies da familia Sapotacea e para o
género Pouteria, sendo relevante investigar, pela primeira vez, se o extrato metandlico

apresentaria efeito antidiarreico frente aos modelos apresentados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar as atividades antimicrobiana, in vitro, e antidiarreica, frente a modelos animais, do

extrato metanolico das cascas do fruto Pouteria caimito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Obtencdo do extrato metandlico da casca do fruto Pouteria caimito (EMPC) e
determinacéo de seu rendimento;

e Fracionamento do extrato bruto em baixa, média e alta polaridade e determinacéo
de seus rendimentos;

e Avaliar a influéncia do extrato sobre a modulacdo da defecacdo normal em
camundongos;

e Investigar o efeito do referido extrato sobre modelo de diarreia induzida por agente
catartico em camundongos;

e Auvaliar o efeito do extrato sobre o transito intestinal estimulado em camundongos:

e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima e a Concentracdo Bactericida Minima
do extrato e fracdes hexano, cloroférmio e acetato de etila de P. caimito frente a

bactérias gram positivas e gram negativas.
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3 MATERIAL E METODO (S)

3.1 COLETA E IDENTIFICACAO BOTANICA DO FRUTO

Os frutos utilizados para os experimentos foram coletados no Municipio de Santana, Amapa,
Brazil (latitude: 0°3°9.24”S/ longitude: 51° 9°57.99”0), e em seguida encaminhados para o
Laboratdrio de Experimentacdo Animal (LEA) da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). Uma
exsicata do espécime foi preparada e identificada, sendo depositada no Herbario Amapaense, no

Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnologicas do Estado do Amapéa (IEPA), sob nimero 019138.

3.2 OBTENCAO DO EXTRATO METANOLICO DAS CASCAS DO FRUTO DE P.

caimito

As cascas do fruto P. caimito foram submetidas a secagem em estufa a 40°C por 72h e ap0s o
resfriamento em temperatura ambiente, as cascas secas foram fragmentadas e trituradas em moinho
de facas. Em seguida, o material vegetal passou um processo de maceracao, utilizando como solvente
0 metanol (CH30H), na proporcdo 5:1 (p:v) com agitacdo a cada 24h, durante 7 dias. A solucdo

extrativa foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo a uma temperatura de 40°C.

3.3 OBTENCAO DAS FRACOES (PARTICAO LIQUIDO-LIQUIDO)

A partir do extrato bruto, realizou-se a parti¢do liquido-liquido com solventes, em ordem
crescente de polaridade: hexano (CsHis), cloroféormio (CHCls) e acetato de etila (CaHsOx).
Inicialmente o extrato bruto concentrado foi ressuspendido em solucdo de metanol/agua (4:6), em
seguida realizou-se a particdo seriada: em n-hexano (200mL), cloroférmio (200ml) e acetato de etila
(200 ml). Posteriormente, todas as frages obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio e o
produto final foi pesado para calculo do rendimento. Para o célculo do rendimento foi utilizada a

formula:
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Peso da fracdo (g)
Rendimento =  -------------mmmmm oo X 100
Peso do extrato (g)

3.4 ANIMAIS

Para realizagcdo dos ensaios de atividade antidiarreica (modulagdo fecal normal, diarréia
induzida por agente catértico e transito intestinal estimulado) foram utilizados camundongos albinos
Swiss (Mus musculus) machos, pesando entre 25 e 35 gramas. Cada protocolo experimental contou
com 5 grupos de tratamento: loperamida, veiculo, EMPC 30mg/kg, 100mg/kg e 300mg/kg, onde cada
grupo era composto por 5 animais, totalizando 25 animais por experimento. Os animais foram
mantidos sob condic¢des controladas de temperatura (25 + 1° C) e submetidos a um ciclo claro-escuro
de 12 horas (6 as 18 horas), tendo livre acesso a alimentagdo e agua.

Antes de cada experimento, os animais foram colocados em gaiolas de polietileno, com grade
metélica ao fundo para evitar a coprofagia, bem como a ingesta de maravalha, e submetidos a um

jejum de 18 horas, com livre acesso a dgua.

3.5 ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO EXTRATO METANOLICO DAS CASCAS DE
P. caimito (EMPC)

A atividade antidiarreica foi avaliada através dos modelos experimentais de modulacdo da
defecacdo normal, diarréia induzida por agente catartico (6leo de ricino) e transito intestinal
estimulado, todos utilizando camundongos. Os tratamentos administrados oralmente em cada
protocolo experimental foram: EMPC nas doses de 30mg/kg, 100mg/kg e 300 mg/Kg, Loperamida
5mg/kg (controle positivo) e Tween 80 a 5% (grupo controle negativo). Cada camundongo foi isolado
em uma gaiola de polietileno com grade metalica ao fundo (GALVEZ et al., 1993). A quantidade
total de fezes, de cada grupo, foi contabilizada a cada hora, apds os respectivos tratamentos, durante

4 horas.
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3.5.1 Avaliacédo do EMPC sobre a modulacéo da defecacdo normal em camundongos

Inicialmente foram administrados os respectivos tratamentos a cada grupo: EMPC (30mg/kg,
100mg/kg e 300mg/kg), loperamida e veiculo. Apds decorrida uma hora da administracdo, foi
iniciada a contagem do numero total de fezes em cada gaiola, sendo repetida a contagem de hora em
hora, até quatro horas. O nimero total de fezes excretadas pelos grupos que receberam extrato foi
anotado e comparado com os grupos controle. Os resultados foram expressos em numero total de

fezes em 4h.

3.5.2 Avaliacdo dos efeitos do EMPC sobre a diarreia induzida por agente catartico em

camundongos

No modelo de diarréia induzida por 6éleo de ricino em camundongos, utilizamos o modelo
proposto por lIzzo, et.al. (1992), com modificacBes. Inicialmente a diarréia foi induzida pela
administracdo oral de 6leo de ricino (0,3mL/animal) e ap6s 30 minutos os tratamentos foram
administrados: loperamida (5mg/kg), veiculo (Tween80® a 5%), EMPC 30mg/kg, 100mg/kg e
300mg/kg. Os animais foram entdo colocados em gaiolas individuais de polietileno, com papel de
filtro ao fundo, sendo este trocado a cada hora. A severidade da diarreia foi avaliada durante 4 horas,
em uma escala arbitréria, e foi atribuido a cada animal um escore levando em consideracdo a
consisténcia das fezes presente em cada papel, como segue: 0 = nenhuma feze; 1 = fezes normais; 2
= fezes diarreicas (moles ou aquosas). O numero total de fezes e o nimero de fezes diarreicas

excretadas foram anotados e comparados com a contagem dos grupos controles.

3.5.3 Avaliacdo do EMPC sobre o transito intestinal estimulado em camundongos

Para a avaliacdo da acdo inibitoria dos extratos frente ao transito intestinal estimulado
experimentalmente, foi utilizado o método descrito por Visher e Casals-Stenzel (1983), onde uma
suspensao de carvao ativado a 5,0% em Agar 1,5% foi administrada oralmente (0,3 mL/animal) aos

grupos testes e controles.
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Inicialmente foram administradas as doses do extrato (EMPC 30, 100 e 300mg/L), a
loperamida (mg/kg) e o veiculo. Decorridos 60 minutos da administracdo, foi realizada a
administracao do 6leo de ricino (0,3 mL/animal) e apds mais 60 minutos, a suspensdo Agar-carvao
ativos. Os animais foram eutanasiados 40 minutos ap0s a administracdo da suspensao Agar-carvao
ativados, sendo individualmente submetidos a abertura abdominal e dessecacdo do trato
gastrintestinal para verificagcéo da distancia percorrida pela suspensdo marcadora. Foram medidos o
comprimento total do intestino delgado e o comprimento da distancia percorrida pela suspensao de
Agar—carvao ativados e os resultados foram expressos em porcentagem da distancia percorrida pela
suspensdo em funcdo do comprimento total do intestino delgado, calculado pela formula abaixo
(WONG; WAL, 1981).

distancia percorrida pelo carvéo
% de transito intestinal =  --------mmmm s m e X 100
comprimento total do intestino delgado

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO METANOLICO
DAS CASCAS DE P. caimito E DAS FRACOES HEXANO, CLOROFORMIO E
ACETATO DE ETILA

O ensaio da atividade antimicrobiana foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade,

Bromatologia e Microbiologia da Universidade Federal do Amapa.

3.6.1 Microrganismos

Todas as cepas foram obtidas do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) /Fundagéo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) conforme relagdo no Quadro 4. Os microorganismos
utilizados no estudo foram mantidos no Laboratério de Controle de Qualidade, Bromatologia e

Microbiologia da Universidade Federal do Amapéa, em agar nutriente a temperatura ambiente.
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Quadro 4. Relacao das cepas bacterianas usadas, sua origem e historico.

No. Microorganismos Fornecedor Histdria
1 Staphylococcus aureus FIOCRUZ ATCC 6538
2 Staphylococcus epidermidis FIOCRUZ ATCC 12228
3 Escherichia coli FIOCRUZ ATCC 8789
4 Klebisiela pseudomona FIOCRUZ ATCC 4382
S Enterococcus faecalis FIOCRUZ ATCC 9083
6 Salmonella typhi FIOCRUZ ATCC 259

ATCC = American Type Culture Collection (EUA)

3.6.2 Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios microbiolégicos foram Agar Miller-Hinton

(Merck®) para bactérias, os quais foram preparados e usados conforme as instrucdes dos fabricantes.

3.6.3 Inoculo Bacteriano

O inoculo das cepas bacterianas utilizadas nos ensaios microbiolégicos foi obtido a partir de

culturas de repiques de 24 horas a 35°C e as suspens@es foram preparadas em tubos de ensaios (16 x

16 mm), contendo 10 mL de solucéo salina (NaCl a 0,9%) esterilizadas. Em seguida, estas suspensdes

foram agitadas durante dois minutos com o auxilio de aparelhno Vortex. Apds agitacdo, cada

suspensdo teve turbidez comparada e ajustada a turbidez apresentada pela solucéo de sulfato de bario
0,5 da escala de McFarland, a qual corresponde a um inoculo de 10® UFC/mL (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; NCCLS, 2004). As suspensdes bacterianas foram
diluidas 1:9 v/v em solucdo salina, para obtencdo de um inoculo final contendo, aproximadamente,
10% UFC/mL, como descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012)
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3.6.4 Determinacéo da Concentracéao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida
Minima (CBM)

Os ensaios CIM e CBM foram realizados utilizando o método de microdiluicdo em caldo, no
caldo Mueller-Hinton, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012).

Em cada um dos 96 pocos da placa foram adicionados 100 pL do caldo nutriente e, em seguida,
100 pL do produto natural (extrato bruto, fragdo hexano, fragdo cloroformio e fragao acetado de etila),
cuja concentracdo inicial era de 5 mg/mL. Uma diluigdo seriada a razdo de 2 foi realizada (5mg/mL
a 0,16mg/mL) para extrato e fracGes. Apos as diluicBes, foram inoculadas em todos os pocos da placa
100 uL das suspensdes com os inoculos. Os ensaios foram incubados a 35°C por 24 horas e 0
clorafenicol (50 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. Também foram realizados o controle
do meio de cultura e o controle negativo (solvente).

Com a finalidade de se determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos produtos
frentes as espécies bacterianas testadas, foi preparada e usada uma solucdo indicadora de resazurina
sodica em dgua destilada esterilizada na concentragdo de 0,01% (p/v). Foram dispensados 20 pL dessa
solucdo indicadora em cada pogo, para entdo ser incubada por um periodo de trés horas em estufa a
35°C. Em seguida foi realizada a leitura do resultado, sendo observada a mudanca da coloracéo azul
para rosa, indicando a reducdo da resazurina mediante crescimento das cepas bacterianas. A
interpretacdo do resultado foi visualizada com maior seguranca em relacdo a CIM, definida como
menor concentracdo do produto natural capaz de inibir o crescimento bacteriano, evidenciado pela
cor azul do indicador utilizado (MANN; MARKHAM, 1998).

Para determinar a CBM (Concentracdo Bactericida Minima), foram retirados 10 pL de caldo
de cada poco que apresentou inibicdo bacteriana e incubados em agar Mueller-Hinton a 37 ° C durante
24h. A CBM foi definido como a menor concentracdo de extratos ou fracdes que resultaram em
nenhum crescimento ou menos de trés colonias (99,9% de morte) como descrito por Quadros et. al.
(2011). O controle negativo consistiu em 100 pL do in6culo bacteriano em 100 pL de Tween80® e

o cloranfenicol (50 pg/mL) foi utilizado como controle positivo para as bactérias.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes aos experimentos farmacoldgicos foram expressos como media * erro
padrdo da média (e.p.m.) e as andlises estatisticas foram realizadas através da analise de variancia de
uma via (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Os dados foram analisados utilizando-se o software
GraphPad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.). O nivel de significancia

foi estabelecido em p<0,05

3.8 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto (protocolo n® 0017/2016) foi submetido a0 Comité de Etica no uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), tendo recebido a devida apreciacdo e

obtencdo de autorizacdo para o seu desenvolvimento.
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4 RESULTADO E DISCUSSOES

4.1 RENDIMENTOS DOS EXTRATOS E FRACOES

Para a obtencdo do extrato metanolico de P. caimito (EMPC) foram utilizadas as cascas do fruto
(7369). As solugdes extrativas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo a uma temperatura
de 40°C, obtendo-se o extrato metandlico da casca do fruto P. caimito (EMPC) e as fra¢des hexano
(FH), cloroférmio (FC) e acetato de etila (FA), cujos rendimentos foram: EMPC = 9%, FH = 3,58%,
FC =1,74% e FA = 0,8%.

4.2 ATIVIDADE ANTIDIARREICA DO EXTRATO METANOLICO DAS CASCAS DE
P. caimito (EMPC)

4.2.1 Avaliacdo do EMPC sobre a modulacéo da defecagdo normal em camundongos

Em relacdo ao efeito de EMPC sobre a modulacdo da defecacdo normal em camundongos,
evidenciou-se que, 4h apds os tratamentos, as doses crescentes do extrato (30mg/kg, 100mg/kg,
300mg/kg), induziram médias de evacuacdes de 0,35+ 0,18, 2,7 + 0,67 e 0,4 + 0,08, respectivamente.
Tais efeitos mostraram-se diferentes com relacdo aos observados no grupo controle negativo (veiculo)
e no grupo controle positivo (loperamida 5mg/kg), ambos com média de evacuacbes de 0,1+0,07
(Tabela 2).

Resultados e Discussées 27



Tabela 2. Média de evacuages, ao longo de 4h, dos grupos tratados com EMPC nas doses de 30,
100 e 300mg/kg e dos grupos controles.

Tratamento 1% hora 2% hora 32 hora 42 hora Média £ e.p.m das 4h
Loperamida 0,4+0,24 0 0 0 0,1+0,07
Veiculo 0 0,4+0,24 0 0 0,1+0,07
EMPC 30mg/kg 1,4+05 0 0 0 0,35+0,18
EMPC 100mg/kg 4,6 +£1,54 4,6 +1,43 1+0,55 06+0,6 2,7+0,67*
EMPC 300mg/kg 1,2+0,58 0,4+0,25 0 0 0,4 +0,08

*p <0,05 vs loperamida, veiculo, EMPC 30mg/kg e 300mg/kg

O numero de evacuacdes ao longo das 4h apds o tratamento com EMPC na dose de 100mg/kg
foi significativamente maior quando comparado as demais doses (300mg/kg e 30mg/kg) e ao veiculo,
sugerindo que o extrato modula positivamente a defecacdo normal em camundongos e que tal
modulacdo ocorre de maneira independente da dose. Em todos 0s grupos, exceto no grupo que
recebeu extrato na dose de 100mg/kg, observa-se que os valores de evacuac@es chegam a zero ao
final das 4h. Conforme descrito em literatura (HUGHES, 1995), a loperamida (controle positivo)
administrada oralmente alcanca o pico de concentracdo plasméatica em cerca de 3h, momento que seu
efeito € maximo, o que corrobora com os resultados obtidos. Tais dados podem ser observados na
Tabela 2.

4.2.2 Avaliacao dos efeitos do EMPC sobre a diarreia induzida por 6leo de ricino

Com relagdo ao experimento da diarréia induzida por 6leo de ricino, a média de evacuacdes
totais do extrato nas doses de 30, 100 e 300mg/kg foi de 1,4 + 0,45, 1,05 £+ 0,32 e 0,65 * 0,29,
respectivamente. Quando comparados ao resultado observado no grupo veiculo, que apresentou
média de evacuacdes 1,65 + 0,60, todos 0s grupos apresentaram nimero de evacuagfes menores. Foi
observado também que o nimero de evacuagOes foi inversamente proporcional a concentragdo da
dose, ou seja, quanto maior a dose, menor o nimero de evacuacdes totais. Tais resultados podem ser
observados no Gréfico 1a.

Analisando-se os resultados obtidos com relacdo as evacuacdes diarreicas, 0s grupos doses de
30 e 300mg/kg apresentaram meédia de diarreia de 0,30 £ 0,17. O grupo dose de 100mg/kg apresentou
média de diarreia discretamente maior do que as demais doses (0,5 + 0,22). Todos 0s grupos doses,
quando comparados ao grupo veiculo, com média de diarreia 1,25 + 0,55, apresentaram média de

evacuacgOes diarreicas menores (Grafico 1b).

Resultados e Discussées 28



Ao analisar o efeito da droga antidiarreica (loperamida), pode-se observar que houve acédo sobre
0 transito intestinal, corroborando com resultados ja encontrados na literatura (TANGPU, 2004).
O extrato nas trés doses testadas ndo apresenta acdo sobre a motilidade intestinal quando

comparado ao grupo que recebeu apenas o veiculo.

Gréfico 1. Efeito de diferentes doses do EMPC (30, 100 e 300mg/kg), veiculo e loperamida sobre a
diarréia induzida com 6leo de ricino. Em (A) evacuacdes totais e (B) evacuacOes diarreicas.
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4.2.3 Efeito do EMPC sobre o transito intestinal estimulado em camundongos

No modelo experimental de transito intestinal estimulado, o resultado da administracéo via oral
do extrato nas doses testadas (30, 100 e 300mg/kg) ndo mostrou reducéo significativa da distancia
percorrida pela suspensdo marcadora quando comparado ao resultado do grupo que recebeu apenas o

veiculo, sugerindo que o extrato ndo interferiu no transito intestinal (Grafico 2). Dentre as
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concentragdes testadas, a que apresentou menor transito do marcador, 0 gar carvéo ativado, através
do trato gastrointestinal dos camundongos, foi a dose de 100mg/kg (72% + 8,62), seguida pela dose
de 30mg/kg (74,66% = 8,30) e 300mg/kg (77,30% = 6,2).

Ao compararmos 0 grupo que recebeu a droga padréo (loperamida) com o grupo que recebeu
apenas o veiculo, percebeu-se uma diferenca significativa (p= 0,01) na diminuicdo do transito

intestinal estimulado, ratificando sua acdo na motilidade intestinal j& evidenciada na literatura
(TANGPU, 2004).

Gréfico 2. Efeito do EMPC (30mg/kg, 100mg/kg e 300m/kg, n=5), veiculo e loperamida (5mg/kg)
sobre o transito intestinal estimulado.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO METANOLICO
DE P. caimito E DAS FRACOES HEXANO, CLOROFORMIO E ACETATO DE ETILA

O extrato bruto e as fragdes hexano, cloroférmio e acetato de etila do fruto P. caimito foram
avaliadas quanto a capacidade de inibir o crescimento in vitro de cepas de bactérias patogénicas.
Nesse estudo preliminar da atividade antimicrobiana, foram escolhidas 3 cepas Gram positivas
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis) e 3 cepas Gram
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumonie e Salmonella tiphy).

No que diz respeito a atividade antimicrobiana, observa-se na Tabela 3 que o extrato bruto foi
mais efetivo frente as cepas de Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli, com CIM de 0,6
mg/mL para ambas as cepas. O extrato bruto também apresentou valores relevantes de CIM para as
cepas de Staphylococcus aureus (1,2mg/mL) e Klebsiella pneumonie (1,2mg/mL). Com relagéo as
fracbes (hexano, cloroférmio e acetato de etila), a fracdo acetato de etila apresentou melhores
resultados, com CIM de 2,5 mg/mL para a S. aureus e 1,2mg/mL para Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Klebsiella pneumonie. A fracdo hexano e cloroférmio
apesentaram CIM acima de 5mg/mL para as cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli e Klebsiella pneumonie. N&o houve atividade antimicrobiana frente as

cepas de Enterococcus faecalis e Salmonella tiphy.

Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
para o extrato de P. caimito e fra¢cdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila.

. EB FH FA FC
BACTERIAS Ci M CiIM CBM CIM CBM CIM CBM
M
Staphylococcus aureus 1.2 >5 >5 >5 2,5 >5 >5 >5
Staphylococcus epidermidis 0,6 5 5 >5 1,2 2,5 5 5
Enterococcus faecalis - - - - - - - -
Escherichia coli 0,6 >5 >5 >5 1,2 2,5 >5 >5
Klebsiella pneumonie 1.2 >5 >5 >5 12 12 5 >5

Salmonella tiphy - - - - - - - -
EB= extrato bruto; FH = fragdo hexano; FA = fracdo acetato; FC = frag&o cloroférmio

Estudos previamente realizados, demonstraram que diversas espécies do género Pouteria
apresentaram agédo contra as cepas bacterianas testadas. Pouteria venosa apresentou acdo contra S.
aureus e S. epidermidis (SANTOS, et.al., 2015), Pouteria torta contra S. aureus (LOPEZ, et.al., 2005;
ALVES, 2000) e E. coli (ALVES, 2000), Pouteria pallida e Pouteria. gardnerii apresentaram agéo
contra o S. aureus (HUMASON, 2005; SILVA, 2001). Pouteria ramiflora, Pouteria glomerata,
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Pouteria psamophila e Pouteria grandiflora foram ativas contra E. coli (AGRIPINO, 2004). No que
tange a avaliacdo da atividade antimicrobiana contra as cepas de Klebsiella pneumoniae, estudo
realizado anteriormente mostrou acao inibitdria do crescimento com uso do extrato das folhas de P.
caimito (EVANGELISTA, 2017) e no presente estudo, os melhores resultados foram evidenciados
com o0 uso do extrato bruto e fracdo acetato de etila. De acordo com FABRY, et.al. (1998), para que
um extrato seja considerado como potencialmente Util na terapéutica o valor do CIM deve ser inferior

a 8 mg/mL.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No modelo experimental da modulacdo da defecacdo normal, observou-se que o extrato na dose
de 100mg/kg modula positivamente a defecagdo normal, sugerindo ac¢do laxante.

Nos experimentos de diarreia induzida por 6leo de ricino e transito intestinal estimulado, os
resultados obtidos mostram que o extrato metandlico de P. caimito (EMPC) nas doses testadas nao
apresentou influencia, estatisticamente significativa, na diminui¢do da motilidade gastrointestinal.

Com relacdo a atividade antimicrobiana, o extrato apresentou boa atividade contra a maioria
das cepas de bactérias avaliadas, tanto Gram positivas, quanto Gram negativas, porém ndo apresentou
atividade frente as cepas de Enterococcus faecalis e Salmonella tiphy.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica no Uso de animais da Universidade Federal do Amapé
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Anexo 2 - Identificagéo e Incorporagdo da Amostra Botanica do fruto Pouteria caimito

/\

Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnolégicas do Estado

Nucleo de Biodiversidade - NUBIO

PAR. N° 06/2018 — HAMAB

Herbario Amapaense - HA

PARECER

MAB

do Amapa -

IEPA

Macapa, 22 de fevereiro de 2018.

De: Tonny David Santiago Medeiros - Curador HAMAB

A: Marina Medeiros de Abreu — UNIFAP

Assunto: Identificagio e Incorporagdo de Amostras Botanicas

Prezada Senhora,

Conforme procedimentos adotados & identificagao e incorporag
enviado a este herbario, segue a confirmagdo do nome cientifico aceito e |

registro:

30 do material
informagoes de

Nome Cientifico

Familia

Local da Coleta / Data

Pouteria caimito (Ruiz Pav.) Radlk

Sapotaceae

Brasil, Amapa,
Santana, Av. Francisco
de Melo Parente, n°
215/06.08.2017

Coletor(res) - N°

N° HAMAB

M.M. Abreu - 01

019138

Atenciosamente,

\ng\ fod }V\Qféo edungg

Me. Tonny David Santiago Medeiros

Curador do Herbario Amapaense — HAMAB/NUBIO/IEPA

Decreto N° 0125 — 23.01.2018/IEPA/GEA

Tonny D.S Medeiros
Inst.Peq.Cient.e Téc.

'~ Fstado do Amapa - IEPA

Pesquisador
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Anexo 3 - Foto de placa do ensaio para cepa de Escherichia coli apos ser revelada com a resazurina,
onde se observa o crescimento bacteriano (nos pogos roseos).

Anexo 4 - Foto de placa do ensaio para cepa de Klebsiella pneumonie apds ser revelada com a
resazurina, onde se observa o crescimento bacteriano (nos pogos roseos).
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Anexo 5 - Foto de placa do ensaio para cepa de Staphylococcus epidermidis apds ser revelada com a

resazurina, onde se observa o crescimento bacteriano (nos pocos réseos).
P

Anexo 6 - Foto de placa do ensaio para cepa de Staphylococcus aureus apds ser revelada com a
resazurina, onde se observa o crescimento bacteriano (nos pogos roseos).
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Anexo 7- Foto de placa do ensaio para cepa de Enterococcus faecalis apds ser revelada com a
resazurina, onde se observa o crescimento bacteriano (nos pogos roseos).

Anexo 8- Foto de placa do ensaio para cepa de Salmonella tiphy apos ser revelada com a resazurina,
onde se observa o crescimento bacteriano (nos pogos roseos).
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