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RESUMO

Listeria monocytogenes, bactéria Gram-positiva, patogénica, com distribuigdo
ubiquitaria, oportunista, que causa listeriose, com prevaléncia em animais e em
humanos (zoonose). Oobjetivo deste trabalho foi identificar extratos vegetais
ativos contra a bactéria. Assim, 2.280 extratos vegetais, oriundos de plantas da
Floresta Amazonica e daMata Atlantica, foram testados contra L. monocytogenes
no modelo da disco difusdo em agar, tendo resultado em 12 extratos ativos
(0,53%), identificados como N271, N272, N275, N432, N1005, N1251, N1259,
N1305, N1395, N1489,

N2161 e N2186. Para os 12 extratos foram obtidas as concentragdes inibitérias
minimas e foi verificada a atividade biolégica em modelos de bioautografia, além
de testes de atividade antioxidante (DPPH e B-caroteno), de quantificacdo de
compostos fendlicos totais (teste de Folin-Ciocalteu) e verificagao de toxicidade
a Artemia franciscana. A partir dos resultados obtidos foi feito um ranqueamento
para se obter os extratos ordenados do mais ativo ao menos ativo, conforme se
apresentou N1305, N2186, N272, N1259, N271, N432, N1005, N1395, N1489,
N2161, N275 e N1251. Esses 12 extratos pertencem as familias Annonaceae,
Caesalpinioidae, Clusiaceae (ou Calophyllaceae), Flacourticeae (ou Salicaceae),
Piperaceae, Rubiaceae e Simaroubaceae, e apresentam potencialcomo fonte de

novos antibacterianos.

Palavras-chave: listeriose; disco difusdo em agar; microdiluigdo em caldo,

bioautografia; Artemia franciscana; toxicidade.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes, is a Gram-positive, pathogenic bacterium, with
ubiquitous distribution, opportunistic, which causes listeriosis, with prevalence in
animals and humans (zoonosis). The aim of the present work was to identify plant
extracts active against the bacteria. So, 2,280 extracts obtained from Amazon
Rainforest and Atlantic Forest plants were tested against L. monocytogenes in
the agar diffusion disc assay, resulting in 12 active natural extracts (0.53%),
identified as N271, N272, N275, N432, N1005, N1251, N1259, N1305, N1395,
N1489, N2161, and N2186. The minimum inhibitory concentrations were
obtained for the active extracts, the biological activity was verified in
bioautography assay, in addition to tests of antioxidant activity (DPPH and -
carotene) and quantification of total phenolic compounds (Folin-Ciocalteu assay),
and verification of toxicity with Artemia franciscana test. From the results
obtained, a ranking was made to obtain the ordered natural extracts from the most
active to the least active, as presented: N2186, N1305, N272, N1259, N432,
N1005, N1395, N1489, N271, N275, and N2161. These 12 natural extracts
belong to the families Annonaceae, Caesalpinioidae, Clusiaceae (or
Calophyllaceae), Flacourticeae (or Salicaceae), Piperaceae, Rubiaceae and

Simaroubaceae, and have the potential as a source of new antibacterials.

Keywords: listeriosis; agar diffusion disc assay; microdilution broth assay;

bioautography assay; Artemia franciscana; toxicity.
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1. INTRODUGCAO

A bactéria Listeria monocytogenes foi identificada em 1926 por Murray, e
foi relacionada a morte subita incomum causada em coelhos de laboratorio no
Departamento de Patologia da Universidade de Cambridge. Devido a sua
caracteristica marcante de causar leucocitose mononuclear em coelhos, o
microrganismo foi outrora denominado Bacterium monocytogenes. Em 1927, na
Africa do Sul, Pirie descobriu um microrganismo presente em animais
conhecidos como “gerbos” (Meriones unguiculatus), que até entdo era
responsavel pela “Doencga do Rio Tigre” (mais tarde conhecida como listeriose) e
nominou o0 microrganismo de Listerella hepatolytica, batizado em homenagem a
Lord Lister. Ambas as cepas descobertas por Pirie e Murray foram consideradas
semelhantes pela National Type Collection, do Lister Institute, em Londres, e
receberam o nome de Listeria monocytogenes (LETCHUMANAN et al., 2018).

A bactéria L. monocytogenes € um bacilo Gram-positivo, intracelular
facultativo, responsavel pela doenca chamada listeriose, uma infeccido rara,
porém grave, transmitida por alimentos previamente contaminados
(BARANCELLI et al., 2011; NARAVANAN, 2013; FERREIRA et al., 2014; SILVA
et al., 2016; JORDAN, MCAULIFFE, 2018). A infecgdo acomete principalmente
idosos, gestantes, criangas (incluindo recém-nascidos), pessoas vivendo com
HIV/Aids (PVHA), diabéticos e pacientes com enfermidades autoimunes (CNS,
2017). A infeccdo pode causar um quadro de gastroenterite autolimitada,
bacteremia e infeccdo do sistema nervoso central (neurolisteriose). A L.
monocytogenes pode cruzar de forma ativa a barreira intestinal, disseminar-se
através da corrente sanguinea e eventualmente atravessar a barreira
placentaria, levando a infec¢ao placentaria fetal (CHARLIER, et al., 2020).

No Brasil, a listeriose é provavelmente subdiagnosticada e subnotificada,
pois nao existem dados a respeito da ocorréncia da doenga em relatérios oficiais
(BRASIL, 2017).

Em ruminantes, essa doenga causa encefalite ou romboencefalite,
abortos no ultimo periodo de gestagéo, septicemia, mastite e ceratoconjuntivite
ou uveite (ROCHA, 2013; WALLAND et al., 2015; PAGLIANO et al., 2016).
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Ruminantes saudaveis podem também ser portadores de L. monocytogenes em
seu trato gastrointestinal e s&o, portanto, considerados reservatérios deste
patdgeno. Estes animais contaminam o ambiente onde vivem (CARDENA-
ALVAREZ et al., 2022).

Tratamentos térmicos e controle de temperatura sdo estratégias que tém
sido aplicadas na produc¢ao de alimentos para prevenir ou limitar a contaminagao
e o crescimento de patdégenos transportados por alimentos, a exemplo da L.
monocytogenes. Entretanto, a eficacia dos tratamentos térmicos contra esta
espécie € limitada pela capacidade intrinseca deste patdégenos de sobreviver e
se replicar ativamente em temperaturas entre -0,4 °C e 45 °C, capacidade de
multiplicacdo em um amplo intervalo de pH (4,6 — 9,6), sendo desta forma,
conhecida como bactéria psicotrofica, apresentando tolerancia de concentracoes
salinas de até 10% (COLE et al., 1990; SCHUCHAT et al, 1991; JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005; FREITAG et al., 2009; NARAVANAN, 2013; STEA
et al., 2015; RADOSHEVICH, COSSART, 2017; BUCUR et al., 2018;).

Alimentos prontos para consumo, incluindo carnes, peixes e laticinios,
representam o principal veiculo para casos esporadicos, ou até mesmo surtos
de listeriose. L. monocytogenes de sorotipo 4b, de sequéncia tipo 6 (ST6) foi
descoberta desde 1990 como um clone hipervirulento e representa uma ameaca
para a saude do consumidor, uma vez que estd associada a quadros de
meningite (CHERIFI, et al., 2020; NUESCH-INDERBINEN et al., 2021)

A capacidade de contaminagao de produtos animais e vegetais pela L.
monocytogenes ocorre também, por esta apresentar a capacidade de aderéncia
e formagéao de biofilme em superficies como vidro, poliestireno, polipropileno e
aco inoxidavel, o que ocasiona sua permanéncia por longo tempo em industrias
de processamento de alimentos (BONSOGLIA et al., 2014; LEE et al., 2017,
JORDAN, MCAULIFFE, 2018).

Atualmente o género Listeria spp. apresenta as seguintes espécies,
classificadas de acordo com suas caracteristicas bioquimicas: L.
monocytogenes (PIRIE, 1940), L. grayi (LARSEN & SEELIGER, 1966), L.
innocua (SEELIGER, 1981), L. welshimeri, L. seeligeri ROCOURT & GRIMONT,
1983), L. ivanovii (SEELIGER et al., 1984), L. marthii (GRAVES et al., 2010), L.
rocourtiae (LECLERCQ et al., 2010), L. fleischmannii (BERTSCH et al., 2013), L.
weihenstephanensis (HALTER et al., 2013), L. floridensis, L. aquatica, L.
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cornellensis, L. riparia, L. grandensis (DEN BAKKER et al., 2014), L. booriae e
L. newyorkensis (WELLER, 2015).

Apenas duas espécies do género Listeria sado consideradas de
importancia clinica, ou seja, que estdo envolvidas no desencadeamento de
enfermidade para o homem e outras espécies animas. Uma dessas espécies &
a L. monocytogenes, identificada em grandes surtos oriundos da ingestdo de
alimentos contaminados como sendo a principal responsavel; e a L. ivanovii, com
importancia na epidemiologia veterinaria, ligada a infeccdo em ruminantes
(VAZQUEZ-BOLAND et al., 2001; BATZ et al., 2005; LECLERCAQ et al., 2010;
PAINTER et al., 2013).

Devido a gama de locais nos quais 0os microrganismos do género Listeria
podem ser encontrados, inclusive nas varias etapas da cadeia de producao dos
alimentos de origem animal, cuja transmiss&o do patégeno pode se dar pela mao
do trabalhador, a contaminagao alimentar por esses patdgenos é frequente e se
torna um problema de saude publica. Uma vez que conseguem resistir as
condicbes de armazenamento usuais nos mercados, podendo provocar as
infeccdes alimentares ja citadas (BREED et al., 1948; NILSSON et al., 2000;
ROCHA et al., 2013; WALLAND et al., 2015; PAGLIANO et al., 2016).

A utilizagdo de plantas medicinas € registrada desde os tempos de
Hipdcrates (460 a.C.). As propriedades terapéuticas das plantas de uso popular
ja eram conhecidas pelos povos primitivos em regides onde hoje se localizam a
China, a india e o Egito. Na atualidade, o uso de plantas medicinas continua a
ser difundido, particularmente em regides onde o acesso a medicamentos
produzidos pelas industrias é limitado, ou até mesmo inexistente, como em
alguns paises da Africa, América Latina e Asia. A realizagdo de estudos
sistematicos com extratos vegetais e animais tém demonstrado a possibilidade
da descoberta de novos compostos, e através destes, o desenvolvimento de
novos medicamentos, como ocorreu com alguns quimioterapicos antitumorais
(paclitaxel, vincristina, vimblastina, podofilotoxina) e antibacterianos (penicilina,
eritromicina — isolados de microrganismos) (SUFFREDINI et al, 2002a;
SUFFREDINI et al.; 2002b; YOUNES et al., 2007).

A contribuicado do reino vegetal para a humanidade é imensuravel. Um dos

maiores beneficios deste reino para o homem esta no uso de plantas como
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fontes terapéuticas, praticado por diversas civilizagdes a milénios. A droga
vegetal utilizada de plantas, oriundas de suas partes processadas (folhas, frutos,
raizes, casca, caule), serve como fonte de estudos para a obtengao de extratos
que podem apresentar potencial interesse terapéutico. Com a evolugdo das
técnicas de analise fitoquimica, observa-se que os produtos naturais e seus
metabdlitos secundarios podem representar um reservatério de novas moléculas
com atividade antibacteriana, antinflamatéria, antiparasitaria, antioxidante, ou
até anticarcinogénica. A Floresta Amazdnica e a Mata Atlantica s&o biomas que
apresentam uma diversidade bioldgica, e o arsenal de compostos presentes em
plantas dessas regides, gera maior interesse cientifico e maior possibilidade na
descoberta de moléculas ativas inovadoras e eficientes, com potencial uso,
inclusive em larga escala (BARBOSA et al., 2017).

Com a maior biodiversidade do mundo, o que representa 20% da flora
mundial, o Brasil destaca-se com relagao ao desenvolvimento de metodologias
terapéuticas baseadas em produtos naturais (CALIXTO, 2003). Segundo
registros na Flora do Brasil (2021), existem 49.979 espécies de plantas
reconhecidas para a flora brasileira, entre plantas nativas, exdticas, cultivadas e
naturalizadas. Com o objetivo de identificar extratos obtidos de plantas, ativos
contra microrganismos, o Grupo de Pesquisa de Atividades Bioldgicas,
Farmacologicas e Toxicolégicas de Produtos Naturais, cujas atividades
cientificas estao localizadas no Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade da UNIP,
mantém mais de 2.280 extratos obtidos de plantas amazonicas e da Mata
Atlantica. O objetivo deste trabalho é identificar extratos vegetais ativos contra
cepa ATCC®7644 da bactéria L. monocytogenes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliagdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais de plantas
brasileiras contra cepa ATCC® 7644 da bactéria L. monocytogenes, pelos
métodos de difusdo em agar, microdiluicdo em caldo, bioautografia e verificagao
da toxicidade dos extratos ativos selecionados através do modelo da Artemia

franciscana.

2.2 Objetivos especificos

Identificar os extratos vegetais ativos contra L. monocytogenes em modelo de
disco difusdo em agar e obter o didmetro dos halos de inibicdo para cada extrato
ativo;

Determinar as concentragdes inibitéria e bactericida minimas, nos ensaios de
microdiluicdo em caldo, para os extratos vegetais ativos contra L.
monocytogenes;

Verificar a acao antioxidante e a quantificacdo dos compostos fendlicos totais
dos extratos ativos;

Determinar as fragdes ativas dos extratos selecionados através dos ensaios de
bioautografia;

Verificar a toxicidade no modelo da Artemia franciscana, dos extratos ativos

selecionados.



21

3. JUSTIFICATIVA

Embora ocorra em baixa incidéncia na espécie humana, a listeriose deve
ser considerada como um problema de saude publica, onde podem ocorrer
surtos fatais. Outro ponto a ser considerado é o impacto socioeconémico na
populagao ativa acometida pela infecg¢ao, visto que o microrganismo abordado
pode estar presente em alimentos também mantidos sob refrigeracdo, podendo
sobreviver em ambiente adverso quando comparado as outras bactérias,
ocasionando também, a necessidade de intervengdo e adequagdo na
manipulacdo de alimentos, na forma de estocagem e na embalagem dos
mesmos.

A necessidade da descoberta de novos farmacos antimicrobianos,
aumentando os protocolos terapéuticos para o tratamento da listeriose na
populagcao mais vulneravel é indispensavel, visto que a L. monocytogenes, assim
como outras espécies de bactérias, também tem demonstrado um perfil de
resisténcia aos antimicrobianos ja utilizados na terapéutica.

Nas Ciéncias Farmacéuticas, especificamente na Farmacognosia, os
extratos vegetais sdo uma fonte para descoberta de novas moléculas que podem
ser utilizadas como protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos, ou
como fonte de matérias-primas farmacéuticas para obtengdo de adjuvantes
farmacéuticos (SIMOES; SCHENKEL, 2002).

O acervo de extratos vegetais, presente no Laboratério de Extragao da
UNIP, no Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade (NPBio), que conta com 2.280
extratos, torna-se de importadncia consideravel para a promog¢ao e o
desenvolvimento de ensaios laboratoriais, baseados nas metodologias utilizadas

para a realizacao deste trabalho cientifico.
4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta de plantas — feito previamente
O Nucleo de Pesquisas em Biodiversidade da UNIP (NPBio), desde

19977, coleta plantas na Floresta Amazbnica, no Parque Nacional de

Anavilhanas e arredores (em igap0 e terra firme), no municipio de Manaus (AM)
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e de Novo Airdo, e em regidao de Mata Atlantica, nos limites da APA Cananeia-

Iguape-Peruipe, reserva natural localizada no Sudeste do Estado de Sdo Paulo.
Nessa pesquisa, as espécies vegetais foram coletadas na Floresta Amazénica e
na Mata Atlantica em areas que se encontram sob a jurisdicdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA - licengas
numeros 12A/08 e 14879). As amostras das espécies coletadas foram
depositadas no herbario da UNIP, onde foi feita a identificagdo botanica. O
material vegetal coletado foi limpo, de modo que insetos e outros animais foram
retirados, assim como 6rgaos de outras plantas, areia, terra, entre outros. O
material limpo foi colocado em estufas de circulagdo de ar (Fanem®, Diadema,
SP, Brasil) a 40°C e depois foi moido em moinho de martelo (Holmes®, Danville,
lllinois, EUA). O material moido foi acondicionado em sacos plasticos, selado,
identificado e mantido em camara fria até a confecgao dos extratos (YOUNES et
al., 2000, 2007).

A UNIP possui um barco tripulado, que permanece as margens do Rio
Negro, na Floresta Amazbnica, que eventualmente é usado na logistica das
coletas, nas margens do Rio Negro. As amostras do material coletado de cada
espécie vegetal sdo retiradas, para a pesquisa botanica e taxondmica para se
identificar a espécie vegetal. Cada amostra € denominada de exsicata, e foi
depositada no Herbario UNIP, onde é identificada. Diferentes 6rgados de cada
especie selecionada sao coletados, de acordo com a disponibilidade de
biomassa. O material coletado é acondicionado em sacos de algodao. O material
vegetal limpo é seco em estufa de circulagdo de ar (Fanem®) a 40°C; em
seguida, € moido em moinho de martelo (Holmes®). O material moido foi
acondicionado em sacos plasticos, selados, identificados e mantidos em camara

fria até ser usados para a preparagao dos extratos (YOUNES, et al., 2000).

4.2 Obtencgao dos extratos — feito previamente

O material vegetal coletado foi moido para realizagdo de duas maceragdes
subsequentes, feitas em percoladores de vidro (Kontes®, Vineland, NJ, EUA). A
mistura de solventes composta por diclorometano e metanol (Synth®, Diadema,
SP, Brasil), na proporgcédo de 1:1, foi adicionada ao percolador, de modo a se

cobrir todo o p6 obtido da planta. O conjunto po-mistura de solventes foi mantido
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em contato por 24h (SUFFREDINI, et al., 2007b). O solvente foi removido por
evaporagao rotativa (Buchii, Flawil, Suigca) e o extrato organico seco foi
armazenado em camara fria a -20°C. Em seguida, agua Milli-Q (Millipore®) foi
acrescentada ao p6 que permaneceu no percolador e uma nova maceracgao foi
realizada por mais 24h. O extrato aquoso foi congelado (Revco®, Cheektowaga,
NY, EUA) a -70°C e, em seguida liofilizado em liofilizador de bandeja (Virtis®,
Stone Ridge, NY, EUA). O armazenamento dos extratos aquosos secos foi feito
em camara fria a -20°C. Foram obtidos, portanto, dois extratos para cada material
vegetal: um extrato organico que recebeu um numero impar e um extrato aquoso
que recebeu um numero par (YOUNES et al., 2007, 2001).

Nos ensaios de disco difusdo em agar e microdiluicdo em caldo foram
analisados 2.280 extratos, depositados no banco de extratos da UNIP. Os testes
foram realizados em cego, sem conhecimento prévio da espécie de planta

empregada.

4.3 Preparo dos extratos para as analises

A metodologia utilizada para o preparo dos extratos organicos e aquosos
foi descrita por Camargo et al. (2020); Suffredini (2014). Para a preparagao das
amostras, os extratos preparados anteriormente e em estoque a -20 °C, foram
retirados 12h antes da cadmara fria e mantidos em temperatura ambiente.
Utilizando uma balanga analitica (Ohaus® ou Mettler®), frascos estéreis, de 5
mL foram pesados e etiquetados com o correspondente niumero do extrato,
anotadas as massas dos fracos, assim também como a concentragao do extrato
a ser pesada.

Trezentos miligramas dos extratos brutos foram pesados em frascos de
vidro com tampa, e diluidos em 3 mL de solvente. Os extratos orgénicos foram
diluidos em mistura de dimetilsulféxido (DMSO) (Synth®, Diadema, SP, Brasil) e
agua Milli-Q (Millipore®), na proporgéo de 1:1, e os extratos aquosos foram
diluidos em agua Milli-Q (Millipore®) (SUFREDINI, et al., 2007b).

Para o ensaio de microdiluigdo, os extratos ativos foram diluidos nove
vezes em escala de razdo 2, e seréo utilizados DMSO (Synth®), 50% para os

organicos e agua Milli-Q (Millipore®) para os aquosos, a fim de se obter as
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seguintes concentragdes: 50 mg/mL, 25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12
mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL, 0,39 mg/mL e 0,19 mg/mL.

4.4 Difusao em agar
4.4.1 Preparacao da suspensao bacteriana para preparo do inéculo

Foi usada a cepa bacteriana padrédo de L. monocytogenes (ATCC®7644),
adquiridas liofilizadas, em alcas de plastico descartaveis, e apresentaram-se
acondicionadas em envelopes (Loops®, Remel®), que por sua vez estavam
acondicionados em caixa apropriada, mantida sob refrigeracéo até o devido uso.

Segundo Bona et al. (2014) as metodologias utilizadas no ensaio de disco
de difusdo em agar ou em caldo sdo igualmente aceitaveis para medir
quantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um
determinado isolado ou cepa bacteriana, de acordo com o preconizado pelo CLSI
(CLSI, 2008).

Foi utilizada a técnica de disco-difusdo em agar para a sele¢cdo dos
extratos ativos. As colbnias frescas formadas de cultura de 24 h foram suspensas
e homogeneizadas em solugéo salina estéril e foram submetidas a contagem das
unidades formadoras de colbénias (UFCs) pela técnica da diluigdo seriada. Para
isso, a bactéria foi cultivada em placas de Petri de 90 mm de didmetro (JProlab®,
Curitiba, PR, Brasil) com meio agar Oxford Listeria (Listeria SelectiveAgar Base,
Oxo0id®, Basingstoke, UK) por 24h, a 36°C (Suffredini et al., 2004). As colbnias
foram recolhidas em um tubo de ensaio contendo 9 mL de soro fisiolégico estéril
e a suspensao foi homogeneizada em vortex (Kasvi®). Em seguida, foi realizada
uma diluicdo seriada de razdo 1:10 dos tratamentos, sejameles extratos ou
substancias de referéncia, com no minimo seis diluicbes em tubos de ensaio
devidamente esterilizados e numerados sequencialmente, iniciando a partir do
tubo referente a primeira diluicdo. O tubo no qual foi feita a suspenséao foi
chamado de tubo S, ou “tubo da suspenséo inicial”’. Para a contagem do numero
de unidades formadoras de colénia por mL (UFC/mL), foram plaqueados 100 pL
das diluicoes referentes aos tubos cinco e seis, em duplicata, em técnica de
inoculacdo em superficie. As placas inoculadas foram incubadas por 24h, a 36°C,
e apos o periodo de incubacgado, as colbnias foram contadas para obter a

concentragao da suspenséo inicial (Figura 1). Para o calculo da concentragao



25

da suspenscao inicial, foram contadas as unidades formadoras de colénia em
cada placa e multiplicado o valor encontrado por 10, para corregcao da diluicao
para mL. Depois, foi feita a média das duas leituras referentes a cada tubo. A
sequir, considerou-se a razao de diluigdo, determinada pelo numero do tubo, para
se chegar a concentracédo do tubo da suspenséo inicial. Apos se determinar a
concentragao da suspensao inicial, um indculo foi preparado na concentragao de
1,5x10% UFC/mL, que representa 0,5 MacFarland,em soro fisiolégico, com os
quais foram realizadas a triagem inicial e a obtengdodo didmetro do halo de

inibicdo para os extratos selecionados.

Figura 1. Placa com colbnias de Lysteria monocytogenes em meio agar Oxford Listeria.

Fonte: autoria propria.

4.4.2 Execucao da técnica de disco-difusdo em agar para a realizacao da triagem
e da verificacdo do didametro do halo de inibicdo

Um swab estéril foi usado para inocular a bactéria na superficie de placas
de Petri (12 cm de didmetro) preparadas com 15 mL de agar Oxford Listeria.
Sobre a superficie das placas inoculadas, foram colocados 19 discos de papel
estéreis de 6 mm de didmetro, sobre os quais foram adicionados 10 uL de cada
extrato, na concentragao unica de 100 mg/mL. Todos os extratos foram testados
em unicata, na triagem inicial. As placas foram incubadas a 36°C, por 24h, para

realizacao da leitura. Considerou-se ativos os extratos que promoveram forma-
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macao de halo de inibigdo de crescimento. Os extratos que apresentaram halo de
inibicao foram submetidos a avaliacdo em triplicata, no modelo de disco difusao
em agar (Figura 2) e no modelo da microdiluigdo em caldo (MDC), para se obter
as concentragdes inibitéria e bactericida minimas (CIM e CBM; CAMARGO et
al., 2020). A partir da obtengdo dos diametros dos halos de inibigao, foi feito
calculo estatistico de tamanho da amostra e o experimento para a obtengao do
didmetro do halo de inibi¢cao foi realizado novamente com o nimero adequado
de tamanho amostral. Também foram utilizados discos de papeis impregnados
com antibidticos, onde foram aplicados 3 discos por placa, com o meio de cultura
agar Oxford Listeria ja inoculado na concentragdo de 1,5x108 UFC/mL. Cada
placa recebeu o mesmo antibiético em triplicata, para comparacgao posterior dos
halos formados pelos antibidticos e pelos extratos vegetais. Os antibidticos
utilizados no experimento foram os seguintes: a ampicilina (AMP), 10 ug por
disco; o cloranfenicol (CLO), 30 pg por disco; a estreptomicina (EST), 10 ug por
disco; a gentamicina (GEN), 10 ug por disco e a tetraciclina (TET), 30 pyg por
disco.

Figura 2. Placas com o meio agar Oxford Listeria sobre os quais foram distribuidos os discos de
papel estéreis, e sobre os quais os extratos foram aplicados em ftriplicara, para a verificagdo da
formacao dos halos de inibigéo.

Fonte: autoria propria
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4.5 Microdiluicao em caldo

Para se obter a concentracao inibitéria minima (CIM) e a concentracao
bactericida minima (CBM), foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo,
seguindo o documento CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008),
com adaptagdes. Os inéculos foram preparados a partir de colbénias frescas de
24h cultivadas em agar Oxford Listeria. As coldnias frescas foram suspensas em
solugdo salina estéril, homogeneizadas e usadas para a preparagdo dos meios
caldo com indculo ajustado para uma concentragdo de 1,5x108 UFC/mL, ou 0,5
MacFarland. Cento e noventa pL de meio inoculado foram adicionados aos
pocos de microplacas de 96 pocos de fundo em U, nos quais foram colocadas
aliquotas de 10 pL de diferentes concentragbes de cada extrato vegetal ativo
selecionado no teste de DDA. Para o teste, cada extrato foi diluido de modo que
apresentou as concentragdes finais de 5,00 mg/mL, 2,50 mg/mL, 1,25 mg/mL,
6,25x10"" mg/mL, 3,13x10"" mg/mL, 1,56x10-' mg/mL, 7,81x102 mg/mL, 3,91x10-
2mg/mL e 1,95x102 mg/mL (Figura 3). Todos os testes foram realizados em
duplicata. Depois de preenchidas, as microplacas foram incubadas a 36°C por
24h. Ao final deste periodo, foram transferidos 2 uL de cada pogo para placas de
Petri contendo agar Oxford Listeria, para que fosse avaliada a presenga de
bactérias nos pogos teste (Figura4). As placas foram incubas a 36°C por 24h
para leitura da concentragéo bactericida minima (MARTINS et al., 2019a, 2019b;
SILVA et al., 2020). O experimento para obtencdo da CIM/CBM foi repetido trés

vezes, em dias distintos, para a replicata técnica.
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Figura 3. Teste da microdiluigdo em caldo feito em microplacas de 96 pogos com fundo em U
contendo meio inoculado com L. monocytogenes e com os extratos vegetais identificados. A
placa com escrita vermelha apresenta os extratos vegetais N271, N272, N275, N432, N1005,
N1251, N1289 e N1305. A placa com escrita azul apresenta os extratos vegetais N1395, N1489,
N2161, N2186 e o gluconato de clorexidina a 0,05% sendo testados. Controle negativo - meio de

cultura estéril.

Fonte: autoria prépria.
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Figura 4. Microplacas de 96 pogos, com o0 meio de cultura inoculado e com os extratos vegetais,
apos 24h de incubacgéo.

Legenda: a figura representa fotos das placas com os extratos apds 24h de incubagéo. Foi
utilizado o método de subcultura para verificar se houve crescimento de bactérias nos pocos.
Fonte: autoria propria.

4.6 Bioautografia
4.6.1 Difusdo em bioautografia

Placas de cromatografia em silica gel GF254, de base de aluminio, de 5
x 5 cm foram utilizadas. Uma placa para a analise de um extrato foi utilizada. Os
extratos brutos foram aplicados em trés volumes, de 2 yL, 5 yL e 10 uL. Os
cromatogramas foram acondicionados em placas de Petri de 12 cm e sobre
estes, foram vertidos 15 mL de meio agar Oxford Listeria inoculado com 1,5x108
UFC/mL de L. monocytogenes. As placas foram colocadas em incubadora, onde
permaneceram por 18 a 24 h. Apds esse periodo, foram observados halos de
inibicdo de crescimento sobre os pontos de aplicagdo dos extratos ativos, apos
adicédo de 0,5 mL de corante de viabilidade MTT, ou 3-(4,5-di metiltiazol-2-il) -
2,5-difenil tetrazodlio brometo, um sal de tetrazdlio, na concentracdo de 0,5

mg/mL. Os halos de inibigao foram medidos com um paquimetro, e os valores
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foram comparados com os didmetros obtidos dos ensaios da disco difusdo em

agar.

4.6.2 Bioautografia unidimensional

Placas de cromatografia de silica gel GF254 de base de aluminio de 5x 5
cm foram utilizadas. Dos extratos brutos foram aplicados 10 yL em faixa sobre a
placa, no ponto de partida, e foram eluidos em fase moével composta por misturas
de acetato de etila, metanol e agua (100:35:10) (WAGNER; BLADT, 1996). A
corrida teve linha de frente de 4 cm, a partir do ponto de partida. Depois da corrida,
os cromatogramas foram colocados na capela para que os solventes da fase
movel evaporem totalmente, para nao influenciarem na resposta bioldgica.

As suspensbes bacterianas foram inoculadas em meio de cultura agar
Oxford Listeria na concentragédo de 1,5x108 UFC/mL, seguindo a padronizagao
feita para os ensaios anteriores. Quinze mL da suspensao inoculada foi vertida
sobre o cromatograma, que estava dentro de uma placa de Petri de 12 cm de
didmetro. Apos a gelificagdo do meio, a placa de Petri foi levada para a
incubadora, para que la permanecesse sob as condigdes experimentais da
cultura bacteriana previamente descritas (NCCLS, 2003). Os resultados positivos
foram identificados quando ocorreu o aparecimento de halos de inibicao sobre as
manchas do cromatograma, ressaltadas pela adicdo de 0,5mL de corante de

viabilidade MMT, um sal de tetrazdlio, na concentragéo de 0,5mg/mL.

4.6.3 Bioautografia bidimensional

Placas de cromatografia de silica gel GF254 de base de aluminio de 5 x
5 cm foram utilizadas. Dos extratos brutos, foram aplicados 10 pL no ponto de
partida localizado na regido inferior esquerda da placa, em ponto. O extrato foi
eluido em fase mével composta por misturas de acetato de etila, metanol e agua
(100:35:10) (WAGNER; BLADT, 1996). Ao final da elui¢do, cuja linha de frente
ficou em 4 cm a partir do ponto de aplicacéo, a placa foi seca e a mistura de
solventes, removida. Depois, a placa cromatografica foi girada em 90° no

sentido anti-horario e foi colocada novamente para eluir. Depois das corridas, os
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cromatogramas foram colocados na capela para que os solventes da fase mével
evaporem totalmente, para nao interferirem na resposta bioldgica.

As suspensodes bacterianas foram inoculadas em meio de cultura agar
estéril, agar Oxford Listeria, na concentragdo de 1,5x108 UFC/mL, seguindo a
padronizacao feita para os ensaios anteriores. Quinze mL da suspensdo
inoculada foram vertidos sobre o cromatograma, que sera acondicionado em
uma placa de Petri de 12 cm de didmetro. Apds a gelificagdo do meio, a placa
de Petri foi levada para a incubadora, para que la permaneca sob as condi¢coes
experimentais da cultura bacteriana previamente descritas (NCCLS, 2003). Os
resultados positivos foram identificados quando houve o aparecimento de halos
de inibigdo sobre as manchas do cromatograma, ressaltadas pela adigao de 0,5
mL de corante de viabilidade MMT, um sal de tetrazélio, na concentragao de 0,5

mg/mL.

4.7 Toxicidade a Artemia franciscana
4.7.1. Cultivo das artémias

Em um recipiente plastico retangular, com capacidade de 1,5 L, foram
adicionados 500 mL de agua marinha, feita a partir da adi¢gao de 15 g de sal
marinho utilizado em aquacultura aos 500 mL de agua Milli-Q. O recipiente foi
dividido em duas partes, na proporgao de 1/3: 2/3, com um separador de plastico,
de modo que a parte inferior deste separador deixe um vao, que possibilitara a
passagem dos nauplios, ao eclodirem. Trés gramas de cistos de artémia foram
adicionados na parte menor do recipiente, que foi coberta com papel aluminio,
de modo que permaneceu protegida da luz. Os cistos permaneceram no aquario
até que eclodissem, em um periodo de 24h. Uma lampada foi colocada pala
iluminar a por¢do maior do aquario. Apds o nascimento dos nauplios, que
nasceram no lado escuro do recipiente plastico, esses passaram para o lado
claro. No dia da eclosdo, dez nauplios foram transferidos com pipeta Pasteur
para cada poc¢o de placas de 24 pocos. Apos a transferéncia dos nauplios, cada
poco recebeu agua marinha suficiente para completar um volume final de 3 mL.
Para que os nauplios fossem mantidos alimentados, uma gota de fermento
biolégico diluido em agua foi adicionada a cada pogo. Os nauplios

permaneceram por 24 h nestas condicdes.
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4.7.2 Ensaio da toxicidade a artémia

Os experimentos de toxicidade foram feitos segundo as metodologias
descritas pela OECD de numero 202 e de numero 34, descritas para Daphnia,
um crustaceo de agua doce, adaptados para artémia, um crustaceo de agua
marinha. Os testes foram realizados com os dez nauplios de 24 h,
acondicionados em cada pog¢o das microplacas de 24 pogos. O experimento foi
realizado com os extratos diluidos nas concentragdes finais de 1 mg/mL, 0,3
mg/mL, 0,03 mg/mL e 0,01 mg/mL.

Foram pesados 12,1 mg de cada extrato, diluidos em 1 mL de agua ou
DMSO. Cada placa de 24 pocgos foi dividida ao meio para a aplicagdo de 2
extratos, sendo cada um testado nas quatro concentragdes finais descritas. Os
extratos e as substancias de controle foram deixadas em contato com os
nauplios por 24 e 48 horas, e ao final de cada um desses dois tempos, os
nauplios sobreviventes foram contabilizados. Os dados relativos ao numero de
mortes dos nauplios pela concentracao de extratos foram usados para o calculo
da concentracéo efetiva 50% (ECso) de cada extrato, que € um indicativo de seu

grau de toxicidade.

4.8 Cromatografia em camada delgada com os extratos ativos

Os 12 extratos ativos foram submetidos a analise por cromatografia em
camada delgada (CCD) para verificagdo da presenca de flavonoides e
compostos fendlicos, alcaloides, antraquinonas, cumarinas, antronas, terpenos
e esteroides. Para isso, placas cromatograficas de silica gel GF2s4 (Macherey-
Nagel) de 10 x 5 cm, marcadas com linha de frente de 4 cm, ponto de aplicagao
a 0,5 cm, distancia de 0,5 cm entre as amostras, foram utilizadas para as analises
das classes quimicas. A fase mével composta por mistura de acetatode etila,
metanol e agua (100:35:10). Depois da corrida, foram utilizados os reveladores
quimicos Kedde, Dragendorff, H2SO4 20%, KOH, NP (natural products reagent),
conforme descrito por Wagner; Bladt (1996) e adaptados porDiaz et al. (2017).
As revelagdes foram feitas sob luz U.V. 254 nm e 365 nm, e sob luz visivel,

conforme indicacdo de Wagner; Bladt (1996). Os Rfs foram obtidos.
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4.9 Ensaios relacionados a atividade sequestradora de radicais livres e

atividade antioxidante dos extratos vegetais antibacterianos

Foram utilizados reveladores relacionados a avaliagdo da atividade
antioxidante dos extratos vegetais, como o 2,2-difenil-picril-hidrazila (DPPH) e o
B-caroteno (SHERMA, 2018).

4.9.1 Teste do DPPH em autografia

O teste do DPPH foi realizado por autografia, em placa cromatografica de
10 x 5 cm, com base de aluminio e fase estacionaria composta de silica gel
GF254, quadriculada com lapis, simulando um tabuleiro de xadrez. Os extratos
foram aplicados em gota, nos quadrados correspondentes, e também foram
eluidos no sistema cromatografico composto por fase estacionaria de silica gel
GF254, fase mdvel composta por uma mistura de acetato de etila: metanol: agua
(100:35:10), linha de frente de 4 cm e luz ultravioleta (U.V.) 365 nm como
revelador, além de nebulizacdo com a solugdo de DPPH em metanol a 0,2
mg/mL. As manchas dos extratos com capacidade de sequestrar o radical livre
gerado pelo DPPH ficam esbranquigadas sobre um fundo roxo, que é a cor do

radical.
4.9.2 Ensaio do B-caroteno em autografia

O ensaio do B-caroteno foi realizado por autografia, em placa
cromatografica de 10 x 5 cm, com base de aluminio e fase estacionaria composta
de silica gel GF254, quadriculada com lapis, simulando um tabuleiro de xadrez.
Os extratos foram aplicados em gota, nos quadrados correspondentes, e
também foram eluidos no sistema cromatografico composto por fase estacionaria
de silica gel GF254, fase movel composta por uma mistura de acetato de etila:
metanol: agua (100:35:10), linha de frente de 4 cm e luz ultravioleta (U.V.) 365
nm como revelador, além de nebulizagdo com a mistura de 3-caroteno, conforme

descrito a seguir.

Para a revelacdo da capacidade antioxidante dos extratos foram
preparadas duas solucdes, A e B, misturadas no momento de serem nebulizadas
sobre a placa. A solugao A foi composta por 9 mg de B-caroteno dissolvidos em

30 mL de cloroférmio e a solugao B foi feita com duas gotas de acido linoleico em



34

60 mL de etanol, adicionadas a solucéo A e pds-exposi¢ao ao sol por pelo menos
6 h (SHERMA, 2018; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). A visualizagdo da
atividade antioxidante dos extratos se da a partir do aparecimento de manchas

alaranjadas sobre as substancias ativas em fundo esbranquigado.
4.10 Teor de compostos fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteu

O reagente de Folin-Ciocalteu (FC) foi adquirido em sua forma diluida e
usado diretamente para a realizagdo das quantificagbes (Sigma-Aldrich, codigo
F9252-100 mL). Como composto de referéncia foram utilizados o trolox (TR) e
a rutina (RU). Uma solugdo mae para cada um dos compostos citados foi
preparada a uma solugédo estoque de 100 pg/mL, a partir da qual se obteve
solugdes em diluicdes seriadas de razéo %, partindo de 10 mg/mL como maior
concentragao. Os extratos foram diluidos em etanol ou agua, conforme fossem
organicos ou aquosos. Para isso, cada extrato foi preparado a uma concentragao
inicial de 1 mg/mL. Para o teste, foram adicionados 20 pL da amostra ou da
substancia padrao ao poco correspondente de uma placa de 96 pocgos de fundo
chato. Foram adicionados 100 pL da solugéo Folin-Ciocalteu, agitou-se bem e
houve um tempo de espera de 5 min. Depois, adicionaram-se 80 uL de uma
solugéo de carbonato de sddio 7,5 % e as placas foram agitadas em agitador de
placas por 5 min. A microplaca foi coberta e protegida da luz e deixada 2 h no
escuro, a temperatura ambiente. A mudanca de coloragéo permitiu quantificar o
teor de compostos fendlicos na amostra, por espectrofotometria. Foi realizada a
medigdo em leitor de microplacas ajustado em 750 nm. Agua ou solvente
apropriado foram usados como branco (ZHANG et al., 2006). Os compostos
fendlicos totais foram quantificados em Teor de RU (massa molecular de 610,51
g/Mol) e Teor de TR (250,29 g/Mol) (SANTOS et al., 2017).

4.11 Delineamento experimental

A figura 5, a seguir, mostra o delineamento experimental a ser executado
no projeto. Primeiramente foram realizados os experimentos de identificagdo dos
extratos ativos entre os 2.280 da Extratoteca da UNIP. Com os extratos ativos
selecionados, foram realizadas as analises em disco difusdo em agar para

obtencdo do halo de inibicdo de crescimento (n=3) e foram feitas analises de
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microdiluicdo em caldo para obtengdo da CBM. A seguir, os extratos mais ativos
foram submetidos as técnicas de bioautografia para a identificagdo das fragdes
ativas. Por fim, os extratos foram testados quanto a toxicidade no modelo da
Atemia franciscana. Ensaios adicionais de cromatografia em camada delgada,
utilizando reveladores para determinacdo de grupos quimicos, também foram
realizados, além do ensaios relacionados a atividade antioxidante.

Figura 5. Delineamento experimental para o projeto de prospec¢édo de atividade biologica de
extratos vegetais contra Listeria monocytogenes.

Triagem de 2280 extratos vegetais para

descoberta de atividade antimicrobiana

contra Listeria monocytogenes Determinagdo do halo de inibigdo em
disco - difustio em dgar

Microdiluigdo em caldo: obtengdo da
CIM e da CBM

DeB, bioautografia unidimensional
DeB / ¢ bidimensional

Toxidade a Artemia franciscana
Cromatografia em camada delgada,
com a aplicagdo de reveladores

™\ Ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu

*Ensaio \e avaliagdo da atividade antioxidante

de FC /(Teste do DPPH e Ensaio do B-
caroteno, em autografia)

Fonte: autoria prépria.

4.12 Anadlises estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados para os resultados obtidos em
disco difusdo em agar para os extratos ativos (n=6; total=6X, onde X= numero
de extratos ativos) em dois experimentos 1 e 2. Para cada disco, duas medidas
foram obtidas, e para a triagem, trés discos foram utilizados para cada
tratamento, totalizando seis medidas para cada grupo. A hip6tese nula HO foi
considerada como sendo a auséncia de diferengas significativas entre o grupo
de dados analisados e a amostra populacional, ao passo que a hipdtese

alternativa aponta que ha diferencgas.
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Para o teste de normalidade, os dados foram considerados como
representativos da distribuicdo normal quando p>0,05. Para isso, as analises
foram baseadas em dados obtidos aleatoriamente e independentemente, e
foram feitas analises de identificagcdo de outliers pelo método de ROUT com
Q=5% (GraphPad Prism 7.0), de normalidade e de homogeneidade. A partir dos
dados obtidos da analise do diametro do halo de inibi¢ao realizado em ftriplicata,
em experimento piloto, foi feito o calculo de normalidade de Shapiro-Wilk para
cada ensaio realizado. Foi feita analise de variancia do tipo ANOVA e foi aplicado
o teste posterior de Tukey, caso os dados se encontram dentro da normalidade,
ou teste de Kruskal-Wallis seguido de pos teste de Dunn’s, caso os dados se
encontrem fora da distribuigdo normal, além dos testes de Levene e Welch para
verificagcdo de homogeneidade. Depois, foram obtidos os valores do tamanho do
efeito dados pelo n? ou RMSSE para cada experimento piloto, para se calcular o
tamanho da amostra (Suplemento Realstats para Excel) considerando-se poder
do teste de 0,80, significancia de p<0,05, com numero de grupos variaveis entre
9e12.

A partir dos dados obtidos do experimento piloto, a obtengao do didametro
do halo de inibicdo foi repetida, considerando-se o tamanho de amostra
resultante dos calculos anteriores, considerando-se o nivel de significancia de
a<0,05. Os mesmos testes de normalidade, homocedasticidade, de identificagao
e outliers e de variancia foram aplicados para o experimento de disco-difusao
com numero adequado de amostras, feito com 15 discos e 30 medidas por
grupo/tratamento. Para esse ensaio, foi aplicado o teste de normalidade de
Kolgomorov-Smirnoff, adequado a amostras maiores do que 50.

Ainda usando os experimentos em DDA, os tratamentos foram avaliados
em analise de variancia do tipo ANOVA de dois fatores, sendo um dos fatores o
tratamento e o outro, a concentracdo da suspensao bacteriana. Para a analise
entre os tratamentos, foi utilizado o teste posterior de Tukey, com significancia
se p<0,05 (GraphPad Prism 7.05).
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5 RESULTADOS

5.1 Triagem dos extratos vegetais ativos a partir do modelo da disco
difusdao em agar

No processo de identificagao de extratos ativos contra L. monocytogenes,
foram testados 2.280 extratos aquosos (numero par) e organicos (numeroimpar).
Destes, 12 apresentaram a formacao de halo de inibicao e foramconsiderados
ativos. Os extratos sdo N271, N272, N275, N432, N1005, N1251, N1259, N1305,

N1395, N1489, N2161 e N2186, o que representa 0,53% de

extratos ativos contra a bactéria.

Os extratos selecionados (tabela 1) foram testados novamente em

triplicata para se confirmar a atividade antibacteriana e para se obter o didmetro

do halo de inibigao.

Tabela 1. Relagao das espécies cujos extratos vegetais apresentaram atividade contra Listeria
monocytogenes a partir da triagem em grande escala feita com o modelo da disco difusdo em

agar.
Parte N° N° de - " .
utilizada | Extrato Coleta Data Coleta Familia Género Espécie autor

FO | N271 | AAO3330| 11/00/1998 | Flacourtiaceae | o oo e | spruceana | EENt- ex
(Salicaceae) Eichler

FO | N272 | AAO3330| 11/00/1998 | Flacourtiaceae | o oo e | spruceana | EENt- ex
(Salicaceae) Eichler

OA N275 | AAO3309| 10/09/1998| Clusiaceae Caraipa grandifolia | Mart.
(Calophyllaceae)

CC N432 IBS25| 27/06/1998 | Rubiaceae Alibertia edulis (A\ngr;rz

OA N1005 | AAO3534| 23/01/2000 | Clusiaceae Clusia cf. viscida | Engl.
Clusiaceae . s

FO N1251 IBS40| 29/09/2001 (Calophyllaceae) Caraipa grandifolia | Mart.

OA N1259 IBS56 | 30/09/2001 | Piperaceae Piper arboreum | Aubl.

CA N1305 IBS56 | 30/09/2001 | Piperaceae Piper arboreum | Aubl.
Leguminosae
Caesalpinioideae

FO N1395 IBS143| 08/12/2001| (Fabaceae Hymenaea | parvifolia Huber
Caesalpinioideae
)

OA N1489 | AAO4035| 13/05/2002| Convolvulaceae |Ipomoea

OA N2161 | AAO4120| 20/07/2002 | Annonaceae Diclinanona | calycina Benoist

FR N2186 | AAO2687| 21/04/2007 | Simaroubaceae | Simaba orinocensis | Kunth

Legenda: FO=folhas; OA=6rgaos aéreos; CC=cerne do caule, ou madeira; FR=frutos; CA=caule.
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5.2 Testes de sensibilidade

5.2.1 Diametros dos halos de inibicdo dos extratos vegetais ativos a partir do

modelo da disco difusdo em agar

5.2.1.1 Obtencgao do didmetro do halo de inibicdo dos extratos vegetais ativos a
partir do modelo da disco difusdo em agar, em triplicata — experimento piloto 1
A figura 6 mostra e a tabela 2 relaciona os diametros dos halos de inibicao
dos extratos vegetais e antibidticos, em mm, resultantes da acdo dos extratos
vegetais ativos antibioticos que foram testados no modelo da disco difusdo em
agar, usado tanto na triagem como na obtencgao do didametro do halo de inibigao
formado pelos extratos ativos. Para os calculos estatisticos os valores obtidos

para os antibioticos nao foram considerados por apresentarem somente n=2.

Figura 6. Analise do experimento 1 feito com a técnica da disco-difusdao em agar a partir dos
extratos selecionados na triagem, n=6, N=66. Teste de Kruskal-Wallis e teste posterior de Dunn’s
mostraram as diferengas entre os grupos, significancia se p<0,05. (*)=p<0,05; (**)=p<0,01 e
(***)=p<0,001.

DDA experimento 1 piloto

20

CHX 1% N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161

Fonte: autoria propria.
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Tabela 2. Medidas dos didmetros dos halos de inibigdo em disco difusdo em agar dos extratos
vegetais selecionados e de antimicrobianos contra Listeria monocytogenes, a partir da analise
no modelo da disco-difusdo em agar. Medidas dadas em milimetros.

Shapiro-Wilk

EXTRATO | Halo V1 | Halo H1 | Halo V2 | Halo H2| Halo V3| Halo H3 | Média psg:go W p-

valor
N271 17 18 16 17 17 17 [ 18.33| 0.70 | 0.8268|0.1010
N272 12 11 11 12 12 12 [17.00| 0.37 |0.6399]0.0014
N275 0,9 10 10 10 11 11| 1167 030 |0.8663|0.2117
N432 10 10 12 13 10 12 (1017 043 |0.8051|0.0653
N1005 8 8 10 11 10 9 [11.17] 077 |0.9067|0.4150
N1251 9 8 9 10 12 11 | 933 | 0.70 | 0.9580|0.8043
N1259 13 13 12 14 12 11 | 983 | 0.85 |0.9600] 0.8201
N1305 14 15 13 14 12 12 | 1250| 0.61 |0.9067|0.4150
N1395 8 9 12 11 15 13 [13.33] 0.70 |0.9788|0.9453
N1489 8 8 7 6 9 9 [11.33] 149 |0.9076|0.4207
N2161 12 13 11 12 12 14 | 783 | 067 |0.9155]0.4733
CHX1% | 190 | 20,0 18 19 17 17 [ 12.33]| 0.60 | 0.9067]0.4150
AMP10 | 340 | 330 33,5
CLO 30 340 | 36,0 35,0
EST 10 16,0 | 150 15,5
GEN10 | 230 | 250 24,0
TET 30 230 | 24,0 235

Legenda: CHX: Clorexidina 0,05%; GEN 10: Gentamicina 10 ug; AMP 10: Ampicilina 10 ug; TET 30:
Tetraciclina 30 ug; EST 10: Estreptocimina 10 ug. Numeros pares correspondem a extratos
aquosos e numeros impares a extratos organicos.
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5.2.1.2 Obtencgao do diametro do halo de inibicdo dos extratos vegetais ativos a
partir do modelo da disco difusdo em agar, em triplicata — experimento piloto 2
A figura 7 mostra e a tabela 3 relaciona os diametros dos halos de inibi¢gao
dos extratos vegetais, em mm, resultantes da acao dos extratos vegetais ativos
antibioticos que foram testados no modelo da disco difusdo em agar, usado tanto
na triagem como na obtengao do didmetro do halo de inibicdo formado pelos

extratos ativos.

Figura 7. Analise do experimento 2 feito com a técnica da disco-difusdo em agar a partir dos
extratos selecionados na triagem, n=6, N=60. Analise de variancia do tipo ANOVA de um fator e
teste posterior de Tukey mostraram as semelhancgas ou diferencas entre os grupos, significancia
se p<0,05. (A) p=0,5819; (B) p=0,9904.
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Tabela 3. Medidas dos didmetros dos halos de inibigdo em disco difusdo em agar dos extratos
vegetais selecionados e de antimicrobianos contra Listeria monocytogenes, a partir da analise
no modelo da disco-difusdo em agar. Medidas dadas em milimetros.

Shapiro-Wilk
EXTRATO | Halo V1 | Halo H1 | Halo V2| Halo H2 | Halo V3 | Halo H3 | Média pf(;rrgo W vap|;>r
N271 14.32 13.48 14.37 13.82 15.86 14.89 14.46 | 0.77 0.9506| 0.7448
N275 7.71 7.1 6.42 6.5 7.84 7.23 713 |0.54 0.912 | 0.4495
N432 7.58 6.71 7.19 6.33 6.52 5.96 6.72 |0.54 0.9765| 0.9328
N1005 9.19 7.69 6.89 6.46 7.45 7.07 7.46 |0.87 0.8963| 0.3525
N1251 7.47 6.81 7.69 7.35 6.14 7.01 7.08 |0.51 0.9424| 0.6783
N1259 11.28 10.32 9.32 9.63 9.64 8.18 9.73 |0.94 0.9692| 0.8869
N1305 13.8 13.42 13.53 11.67 11.86 12.32 12.77 [ 0.85 0.8708| 0.2294
N1395 9.88 9.9 8.09 8.66 7.87 6.97 8.56 |1.06 0.9216| 0.5171
N1489 11.19 11.26 14.12 13.2 11.84 12.69 12.38 | 1.06 0.9274 0.5602
N2161 15.54 15.56 14.57 14.68 15.49 17.33 15.53 | 0.90 0.84 | 0.1304
CHX 31.97 |29.78 32.9 33.6 30.61 33.83 32.12 | 1.50 0.9206| 0.5096
AMP 10 |27.07 |30.23 28.13 | 31.72 28.41 27.75 28.89 | 1.59 0.9044| 0.4007
CLO 30 12.30 12.42 12.66 12.02 11.55 121 12.18 | 0.35 0.9734| 0.9146
EST 10 21.43 | 21.17 20.38 | 20.76 19.72 | 20.05 20.59 | 0.60 0.9684| 0.8816
GEN 10 2258 |21.77 23.04 |21.73 21.07 19.65 21.64 | 1.09 0.9501| 0.7413
TET 30 14.32 13.48 14.37 13.82 15.86 14.89 14.46 | 0.77 0.9506| 0.7448

Legenda: CHX: Clorexidina 1%; GEN 10: Gentamicina 10 ug, AMP 10: Ampicilina 10 ug, TET
30: Tetraciclina 30 g, EST 10: Estreptocimina 10 ug; numeros pares correspondem a extratos
aquosos e numeros impares a extratos organicos.

As medidas nesse experimento foram feitas com paquimetro, e foram
dadas em mm. No teste de normalidade de Shapiro-Wilk, os calculos obtidos
para cada grupo estao representados na tabela 2, e todos os 15 grupos testados
apresentaram-se na curva de normalidade, o que levou a analise paramétrica do
tipo ANOVA de um fator e teste posterior de Tukey. Ainda, a analise de Levene
resultou em p=0,029563 e o teste de Welch em p=0, Fstat=250.3883. A ANOVA
de um fator realizada com os 15 tratamentos resultou em F14,75=360,6;
p<0,0001, n?=0,9854. De acordo com a analise, o extrato vegetal que mais
apresentou atividade em relacdo a clorexidina 1% foi N271 (p=0,5819) e em
relacdo a estreptomicina 10 ug foram os extratos N1305 (p=0,9904) e N2161
(p=0,9904). Em termos da verificagao da analise de tamanho da amostra para
ANOVA de um fator, feito com base no valor do tamanho de efeito de n? de

0,9854, nao foi possivel obter o tamanho da amostra pelo teste usado.
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5.2.1.3 Ensaio da disco difusdo em agar em experimento com tamanho amostral
adequado segundo calculo de tamanho da amostra para obten¢cdo do didmetro

do halo de inibigao

A partir de analises anteriores, o tamanho da amostra adequado para essa
analise foi de 11 a 15, obtidos dos experimentos pilotos 1 e 2, respectivamente.
Com base nos calculos, esse experimento foi feito com n=15, totalizando N=225.
Os dados foram submetidos ao teste de identificacdo de outliers e foram
identificados 3 (CHX1% 19,52 e 12,52; e N272 10,27). Ao se rodar o teste de
normalidade de Kolgomorov-Smirnoff novamente, verificou-se que todas as
amostras apontaram normalidade, exceto para N272 (p=0,0498 e p=0,0303
antes de se retirar os outliers). Por esse motivo decidiu-se realizar o teste de K-
W e teste posterior de Dunn’s. Os resultados mostram valores relacionados a 9
tratamentos, valor total de 225. K-W=97,33; p<0,0001. Com relagao a clorexidina
1%, verificou-se que os extratos obedeceram a seguinte ordem de atividade:
N1395 (p=0,0707), N1259 (p=0,0486), N1305 (p=0,0149), N271 (p=0,0001),
N1005 (p=0,0002), N2161 (p<0,0001), N1489 (p<0,0001) e N272 (p<0,0001). A
figura 8 e a tabela 4 mostram o grafico e a tabela com os dados obtidos dessa

analise.

Figura 8. Analise do experimento feito com a técnica da disco-difusdo em agar a partir dos
extratos selecionados na triagem, n=30, N=270. O teste de Kruskal-Wallis e o posterior de Dunn’s
mostraram as diferencas entre os grupos, significancia se p<0,05. A=P>0.05; B=p<0,05;
C=p<0,001 e D=p<0,0001.
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Tabela 4. Medidas dos didmetros dos halos de inibicdo em disco difusdo em agar dos extratos
vegetais selecionados e de antimicrobianos contra Listeria monocytogenes, com n obtido apds
calculo de tamanho da amostra com base nos experimentos 1 e 2 anteriores. Medidas dadas em
milimetros.

Medidas| CHX 1% | N271 | N272 | N1005 | N1259 | N1305 | N1395 | N1489 | N2161
1 15,54 10,4 6,41 10,86 | 9,89 10,44 8,77 8,37 9,52
2 15,56 8,9 7,69 8,78 8,7 8,12 9,12 8,16 7,61
3 14,57 9,22 6,45 9,21 7,61 8,77 11,47 8,31 10,41
4 14,68 8,02 7,44 9,53 8,13 9,25 10,96 8,31 9,53
5 15,49 7,15 6,55 6,88 8,38 8,12 7,11 8,48 7,17
6 17,33 7,95 7,15 8,06 | 10,43 9,39 8,14 8,03 7,63
7 19,52 7,9 7,14 7,51 6,97 8,6 8,44 7,29 7,14
8 15,9 7,09 7,32 7,32 8,59 9,91 8,74 7,61 8,38
9 14,89 9,08 6,1 7,44 9,24 8,44 8,31 7,64 7,17
10 12,52 7,24 5,81 9,35 9,73 9,72 10,39 6,89 7,21
1 14,49 | 10,22 | 6,31 7,59 9,48 8,52 10,37 7,41 7,35
12 15,56 8,08 5,9 8,85 8,98 7,87 7,21 7,11 9,92
13 6,93 8,09 | 11,57 9,4 8,3 8,83 6,31 9,54
14 10,54 | 6,24 6,96 9,53 8,1 8,51 6,45 8,33
15 8,73 7.8 7,69 9,18 10,49 9,38 7,08 8,24
16 8,89 7,97 9,33 10,4 9,31 8,74 8,26 8,75
17 8,15 | 10,27 | 8,32 9,79 8,33 10,3 8,33 9,17
18 8,74 7,7 8,23 9,9 8,97 10,18 8,43 7,86
19 8,49 7,09 7,64 7,97 8,62 8,79 8,12 8,3
20 9,13 6,47 9,17 8,71 9,2 8,95 8,84 8,53
21 7,21 6,56 6,41 9,4 8,78 7,58 8,58 6,09
22 7,37 5,87 8,21 7,03 10,57 9,31 7,38 7,06
23 8,83 5,46 8,82 7,91 9,07 6,81 7,53
24 6,68 6,12 8,02 9,66 8,4 6,32 9,69
25 9,76 6,58 9,24 8,38 9,86 7,47
26 8,6 9,63 8,12 10,15 7,45
27 6,28 8,05 7,57 9,26 7,84
28 9,94 8,07 9,27 8,45
29 9,24 7,72 6,96
30 8,68 9,28 7,14

5.2.1.4 Experimento com variagdo na concentracdo da suspensao bacteriana

para obtenc&o do diametro do halo de inibigao

Esse experimento foi realizado para se avaliar o potencial antimicrobiano
dos tratamentos em fungdo da concentragcdo da suspensdo bacteriana, que
variou entre 1,5x108 UFC/mL, 1,5x10” UFC/mL, 1,5x10% UFC/mL, com as outras
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condigdes sendo mantidas iguais. A figura 9 mostra os resultados da ANOVA de
dois fatores obtidos dessa analise. O tratamento afetou a variancia total do
experimento em 88,99% (F(16,255=429,63; p<0,0001), a concentragédo bacteriana
afetou em 3,67% da variancia total (F2,255=141,71; p<0,0001) e a interagao entre
os dois fatores afetou 4,04% da variancia total (F(32,255=9,76; p<0,0001). Entre
os tratamentos em diferentes concentragdes bacterianas, observou-se que os
antibioticos testados apresentaram halos de inibicado maiores que os observados
para os extratos vegetais, de modo geral. Portanto, somente os extratos vegetais
que conseguiram apresentar halos de inibicdo cujo diametro se equiparou
estatisticamente a algum antibidtico esta demonstrado no gréafico da figura 9.
Observa-se que todos os antibiéticos testados sdo mais eficazes na atividade
antimicrobiana do que os extratos vegetais, porém, os extratos N271, N1305 e
N2161 mostraram-se muito ativos, de modo estatisticamente similar a

estreptomicina 10 pg.

Figura 9. Analise do experimento feito com a técnica da disco-difusdo em agar a partir dos
extratos selecionados na triagem, n=6, N=75. Analise de variancia do tipo ANOVA de dois fatores
e teste posterior de Tukey comparando os resultados dos tratamentos entre si, que mostraram
as semelhancas ou diferengas entre os grupos, significancia se p<0,05.

Tratamentos em diferentes concentragcdoes bacterianas

BN 15x10e8 UFC/mL
B 15x10e7 UFC/mL

HEl 1. 5x10e6 UFC/mL

AMP10 CLO30 EST10 GEN10 TET30 N271 N272 N275 N 432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186

Fonte: autoria propria.
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A tabela 5 reporta os resultados obtidos dos didametros dos halos de
inibicdo do ensaio realizado com variacdo na concentracdo da suspensao

bacteriana.

Tabela 5. Medidas dos didmetros dos halos de inibigdo em disco difusdo em agar dos extratos
vegetais selecionados e de antimicrobianos contra Listeria monocytogenes, a partir da analise
no modelo da disco-difusdo em agar testado em trés concentragcdes bacterianas diferentes.
Medidas dadas em milimetros.

1.5x108 UFC/mL | 1.5x107 UFC/mL | 1.5x106 UFC/mL
AMP10 31.97 29.78 32.9 33.6 30.61 33.83 33.4/37.2234.7631.6229.94|32.58/37.76|40.16|38.22|  42/38.26/40.94

CLO30| 27.07] 30.23 28.13 31.72 28.41| 27.7528.97| 28.330.7629.66/28.06/26.88/43.02/42.51| 34.7| 34.7|/40.24| 39.5

EST10| 12.3 12.42 12.66 12.02 11.55 12.114.47/14.1914.4813.93|14.03/14.44/16.08/15.79/16.34/15.89 16.8| 16.8

GEN10 21.43 21.17 20.3§ 20.76 19.72 20.0§ 20.7/20.0818.7918.07|16.75(17.32/22.44) 24.925.3124.03/23.84| 23.7

TET30| 22.58 21.77) 23.04 21.73 21.07] 19.6522.55 23.525.3825.38/23.64|24.86|31.46|29.66/25.78/25.08/26.34(26.68

N271 | 14.32 13.48 14.37 13.82 15.86 14.8916.78/16.6616.1615.35[16.68/16.94{17.76| 16.9 17|17.52/16.95(15.71

N272 0 0 0 0 0 0 9.7911.2511.9510.35/ 11.1/10.68 0 0[12.63|11.27|10.63|11.62

N275 | 7.71 7.1 6.42 6.5 7.84 7.2310.8311.29 9.4912.84] 7.73| 7.22/12.4911.83/11.08/11.78/16.09/14.43

N432 7.58 6.71 7.19 6.33 6.52 5.96 0 0 0 0 0 Q 7.21| 7.22) 7.55 7.95 7.81| 8.12

N1005| 9.19 7.69 6.89 6.46 7.45 7.0714.33/14.8812.4313.96| 12.1|12.65/12.38/12.55/15.08/12.83|14.98(14.11

N1251| 7.47 6.81 7.69 7.35 6.14 7.0110.38 9.44 8.7 8.32 9.18 9.13/10.77| 9.97| 8.99/10.64{10.06| 11.3

N1259|11.28§ 10.32 9.32 9.63 9.64 8.1811.6212.52 10.310.04{11.11{11.11|13.36/12.33/12.91|11.36|11.87|11.68

N1305| 13.§ 13.42 13.53 11.67) 11.8G 12.3214.72/15.0512.1410.46/15.84{16.15/15.62/14.92/14.68/15.11{16.02/16.07

N1395 0 0 0 0 12.22 12.2312.02/12.4513.1912.97|14.93 13.8| 10.2| 11.1|13.05/11.67| 7.14| 6.83

N1489| 9.8§ 99 8.09 8.66 7.87 6.97 841 7.73 8.23 7.78 8.28 7.8 8.96 9 9.12 9.5910.74) 9.7

N2161|11.19 11.26 14.12 13.2 11.84 12.6913.68/13.61| 9.2310.11{11.68/13.23/17.18|17.83/14.97|14.79/13.81/13.64

N2186 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 8.74| 8.51

5.2.2 Obtencéo das concentracdes bactericidas minimas a partir do ensaio da

microdiluicdo em caldo

O teste da microdiluigdo em caldo (MDC) foi usado para se obter a
concentragdo bactericida minima, para os 12 extratos vegetais ativos
selecionados na triagem feita anteriormente. O teste da MDC foi feito com L.
monocytogenes em suspenséao de 1,5x108 UFC/mL. Os dados s&o apresentados

na tabela 6.
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Tabela 6. Concentragdes bactericidas minimas (CBM) para os extratos vegetais ativos contra
Listeria monocytogenes obtidas pelo método da microdiluicdo em caldo (MDC).

1.5 x 108 UFC/mL
Extrato (mg/mL)

CHX (0,05%) CBM
N271 10
N272 1.25
N275 5
N432 1.25
N1005 0.156
N1251 0
N1259 1.25
N1305 0.156
N1395 2.5
N1489 1.25
N2161 2.5
N2186 1.25
CHX >0.03125

5.3 Resultados dos experimentos em bioautografia
5.3.1 Difusdo em bioautografia - DeB

Os 12 extratos ativos foram testados no modelo de difusdo em
bioautografia para se verificar o comportamento de cada amostra de extrato
aplicada sobre substrato de silica gel, que é o material que compde as placas
cromatograficas usadas em bioautografia. Nesse primeiro experimento em
bioautografia, cada amostra foi aplicada sobre a camada de silica da placa
cromatografica. Apds o desenvolvimento da técnica, é possivel se verificar como
as substancias presentes em cada extrato se difundem no agar a partir da silica
gel, em relagao a difusdo anteriormente observada a partir do disco de papel, na
DDA. A partir dessa analise, é possivel se determinar quais serao os extratos
que podem ser analisados nas outras técnicas em bioautografia. Os extratos
N271, N275, N1005, N1251, N1305, N1395 e N2186 apresentaram a formacéao
de halo de inibicdo ao redor do disco de celulose aplicado na silica, confirmando
desta forma, a atividade antibacteriana destes extratos pelo método da DeB. E
notada a formacédo dos halos de inibicdo da clorexidina 1%, sendo esta

considerada como substancia padrao neste experimento.
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Figura 10. Placas de silica com a analise da difusdo em bioautografia (DeB), realizada em
triplicata com os 12 extratos. Verificou-se a formagéo de halos de inibicdo nos extratos N271,
N275, N1005, N1251, N1305, N1395 e N2186. O experimento tomou como padrao o gluconato
de clorexidina 1% (CHX 1%).

CHX 1%

N1489

Fonte: autoria propria.
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Das 12 amostras de extratos selecionadas como ativas no modelo de
difusdo em agar, sete amostras apresentaram halo de inibicdo no modelo da
DeB. Esses extratos foram analisados estatisticamente em sextuplicata quanto
a atividade antibacteriana, em comparagao com a clorexidina 1%, como pode
ser visto na figura 11 e na tabela 7. Nessa analise, os grupos apresentaram
dados dentro da normalidade, pelo método de Shapiro-Wilk (p>0,05), por isso,
foram analisados por ANOVA de um fator e teste posterior de Tukey. Houve
diferenga entre as médias (F(7,40=30,78; p<0,0001; n?=0,8434). Os extratos mais
ativos nesse modelo foram o N2186, cujo halo de inibicdo foi maior do que o
observado para a clorexidina 1% (p=0,0062), N271 que mostrou atividade similar
a da clorexidina 1% (p=0,9998), seguidos do extrato N1251, menos ativo que a
clorexidina (0,0003), e dos extratos N275, N1005 e N1395, muito menos ativo

que a clorexidina (p<0,0001 para os trés extratos em relagéo a clorexidina 1%).

Figura 11. Analise do experimento feito com a técnica da disco-difusdo em agar a partir dos
extratos selecionados na triagem, n=7, N=42. Analise de variancia do tipo ANOVA de dois fatores
e teste posterior de Tukey comparando os resultados dos tratamentos entre si, que mostraram
as semelhancas ou diferengas entre os grupos, significancia se p<0,05.

Difusdao em bioautografia

A
A
—p—
A
——
C

N
N
1

N
o
1

®
1

I_
_I

li
1
|

diametro do halo de inibigdo [m m]
N

CHX 1% N271 N275 N1005 N1251 N1305 N1395 N2186

Fonte: autoria prépria.
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Tabela 7. Medidas dos didmetros dos halos de inibicdo obtidos do experimento de difusdo em
bicautografia dos extratos vegetais selecionados e de antimicrobianos contra Listeria

monocytogenes. Medidas dadas em milimetros.

Medidas | CHX 1% | N271 | N275 | N1005 | N1251 | N1305 | N1395 | N2186
1 18,92 | 18,04 | 14,05 | 1405 | 149 | 1712 | 14,8 | 18,45
2 17,77 19,7 14,3 | 14,55 | 1445 | 17,62 | 14,37 | 19,47
3 18,6 17,42 | 13,58 | 13,43 | 14,9 | 14,75 | 14,74 | 19,24
4 18,42 | 17,82 | 14,43 | 13,95 | 14,92 | 15,05 | 13,37 | 20,79
5 15,26 16,4 | 13,32 | 14,6 | 1425 | 16,5 | 13,73 | 19,22
6 16,28 | 17,34 | 14,96 | 13,99 | 15,74 | 1526 | 14,6 20,8

5.3.2 Bioautografia unidimensional

Foi notada a presencga de halos de inibicdo com a maioria dos extratos,

totalizando 11 extratos com formacao evidente de halo. Tomando-se a

clorexidina a 1% como padrao, observou-se que os extratos N271, N272, N275,
N1005, N1251, N1259, N1305, N1395, N1489, N2161 e N2186, apresentaram a

formagao de halos de inibicdo. Os extratos organicos, numerados com numero

impares, tiveram melhor desempenho de atividade antimicrobiana. O extrato

aquoso N432 nao apresentou formacgao de halo, entretanto é notavel a formacéao

de halo apresentada pelo extrato aquoso N272.
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Figura 12. Cromatogramas obtidos da anadlise de dois extratos vegetais, no modelo da
bioautografia unidimensional. Halos de inibicdo observados em 11 dos 12 extratos analisados.

N271 N272 N432 N1005

-~ — _

N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186

Fonte: autoria propria.

5.3.3 Bioautografia bidimensional

Assim como na bioautografia unidimensional, os resultados positivos
foram identificados quando houve o aparecimento de halos de inibicao sobre as
manchas do cromatograma, ressaltadas pela adicdo de 0,5 mL de corante de
viabilidade MMT, um sal de tetrazdlio, na concentragdo de 0,5 mg/mL. Foi
observado a formacao de halos de inibicido em 6 extratos, sendo eles: N271,
N272, N1005, N1251, 1259 e N1395.
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Figura 13. Cromatogramas obtidos a partir da analise de um extrato vegetal por placa, na técnica
de bioautografia bidimensional. Observam-se halos de inibi¢do de crescimento bacteriano nos
extratos N271,N272, N1005, N1251, N1259 e N1395.

CHX 0,05%

#

Fonte: autoria propria.
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5.4 Analise dos cromatogramas apdés a aplicagao de reveladores na

cromatografia de camada delgada

5.4.1 Reativo de Kedde (acido 3,5)

O reagente de Kedde, acido 3,5-dinitrobenzdéico a 3% foi diluido em
hidroxido de potassio 2M (Merck, Darmstadt, Alemanha), com o qual a
verificagao de pontos roxos ou azul violeta ao visivel é indicativo da presenca de
cardendlidos (SUFREDINI et al., 2017). Dos doze extratos aplicados nas placas
de cromatografia, nenhum apresentou a coloragdo correspondente para a

determinagao da presencga de glicosideos cardioativos.

Figura 14. Cromatograma com os 12 extratos vegetais ativos e a clorexidina a 1%, apds a
aplicacdo do reativo de Kedde (acido 35), para determinagdo de presenca de glicosideos
cardioativos, a partir da observacao do aparecimento de coloragdo azul-violeta sob luz visivel.
Na placa abaixo, néo foi observado a coloragao azul-violeta.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

Fonte: autoria prépria.

5.4.2 Reativo H2SO4 a 20%

O reativo H2SO4 a 20% diluido em agua destilada seguido de aquecimento
a 105°C por 10 min foi utilizado como reagente para a verificagdo geral de
compostos secundarios (WAGNER; BLADT, 1996).
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Figura 15. Cromatograma com a visualizagédo da corrida sob luz U.V. com comprimento de onda
de 254 nm. Foram observadas a presenca de manchas azuladas, indicativas de compostos
fendlicos, em algumas amostras.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

Fonte: autoria prépria

Figura 16. Cromatograma apos a aplicagao do reativo H2SO4 a 20%, com posterior aquecimento
a 105°C, com a visualizagdo da corrida no visivel.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

i

Fonte: autoria propria.
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Figura 17. Cromatograma com visualizagéo sob luz U.V. com comprimento de onda de 365 nm.
as manchas azuladas sugerem a presenga de acidos fendlicos na linha de frente. As manchas
avermelhadas séo clorofila.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

Fonte: autoria propria.

5.4.3 Reativo de Dragendorff

O reagente de Dragendorff foi preparado a partir de uma mistura de 0.85
g de nitrato basico de bismuto, 4[Bi(NO3 )(OH)2 ]BiO(OH), diluido 10 mL de acido
acético glacial e 40 mL de agua destilada, e uma solucédo de 8 g de iodetode
potassio e agua destilada na proporcao de 1:1. A presenga de alcaloide nos
extratos € determinada pelo aparecimento de manchas ou pontos alaranjados
ou marrons nos cromatogramas apds a borrifacdo do reagente (WAGNER,;
BLADT, 1996). Os extratos N271, N272, N275, N1005, N1251 e N1259, N1305,
N1395, N1489 e N2161, apresentaram manchas na cor laranja no ponto de
aplicagcdo do extrato, e o gluconato de clorexidina, que contém presenca
significativa de amidas, reagiu ao reagente de Dragendorff, mas & um falso-

positivo.
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Figura 18. Cromatograma apoés a aplicagdo do reagente de Dragendorff. Nota-se a presenga de
manchas de cor laranja no ponto de aplicagdo das amostras, indicativos de alcaloides.
Observacao da corrida sob luz visivel.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%
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Fonte: autoria prépria

5.4.4 Reativo KOH 5%

O reativo KOH 5% foi diluido em etanol (Merk, Darmastadt, Alemanha).
Manchas amareladas no visivel indicam a presenga de antraquinona. O
cromatograma foi observado na luz visivel (WAGNER; BLADT, 1996). No UV-C
de 365 nm foi possivel a observagdo de antraquinonas (espectro de luz
vermelho), antronas (espectro de luz amarelo) e cumarinas (espectro de luz azul)
(WAGNER; BLADT, 1996). A maioria dos extratos apresentaram manchas
amarelas no visivel, indicando a presenga de antraquinonas (extratos N271,
N272, N275, N432, N1005, N1251, N1259 e N1395. No UV-C de 365 nm foi
observada a detecg¢ao de antraquinona, que é determinada pelo espectro de luz
vermelho, antrona amarelo e cumarina em azul. Os extratos N271, N272, N275,
N432, N1005, N1251, N1259, N1489, N2161 e N2186 apresentaram manchas
azuladas indicando a presengca de cumarina. Apenas o extrato N1005
apresentou a presenga de antrona, e os extratos N271, N272, N275, N432,
N1251, N1395 apresentaram manchas avermelhadas, caracteristicas de

antraquinonas
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Figura 19. Cromatograma apds a aplicagdo do reativo KOH 5%, observado sob luz visivel, os
extratos N271, N272, N275, N432, N1005, N1251, N1259, N1395 apresentaram manchas
amareladas, indicativo da presenca de antraquinonas.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%
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Fonte: autoria propria.

Figura 20. Cromatograma apos a aplicagao do reativo KOH 5%, com visualizagao da corrida sob
luz U.V. de comprimento de onda de 365 nm, manchas azuladas indicando a presenca de
cumarina. Apenas o extrato N1005 a presencga de antronas, e os extratos N271, N275, N1251,
N1395 apresentaram manchas avermelhadas, caracteristicas de antraquinonas.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

Fonte: autoria prépria.

5.4.5 Reativo NP

O reagente difenilboriloxietildiamina (Reagente NP, Merck, Darmstadt,
Alemanha) — foi diluido em metanol, e em seguida foi borrifado sobre o
cromatograma para se analisar sob luz U.V., nos dois comprimentos de onda,

254 nm e 365 nm, para a verificagdo de possivel presengca de compostos
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fendlicos (manchas roxas, verdes e laranja indicam a presenga decompostos
fendlicos, a exemplo do grupo dos flavonoides) (WAGNER; BLADT, 1996). Os
extratos N271, N275, N1259 e N1395, de acordo com o cromatograma,
apresentaram manchas verdes, indicativas de compostos fendlicos. Para o
cromatograma em UV-C de 265 nm os extratos N271, N272, N1005, N1259,

N1305, N1489 e N2161 apresentaram espectro de cor para compostos fendlicos.
Figura 21. Cromatograma com visualizagéo da corrida sob luz U.V. com comprimento de onda

de 254 nm. Os extratos N271, N275, N1251, N1259 e N1395, apresentaram manchas verdes
indicativas da presenca de compostos fendlicos.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

Fonte: autoria prépria.

Figura 22. Cromatograma com visualizagéo da corrida sob luz U.V. com comprimento de onda
de 356 nm. Manchas roxas, verdes e laranjas indicam a presenga de compostos fendlicos, logo
os extratos N271, N272, N1005, N1259, N1305, N1489 e N2161 apresentam espectro de cor
para compostos fendlicos.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

' |

Fonte: autoria propria.
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5.4.6 Reativo DPPH

A visualizacao da atividade antioxidante dos extratos foi feita com DPPH
diluido a 0,2 mg/mL e borrifado sobre a placa, que apresentou manchas
esbranquicadas em fundo roxo sobre os compostos potencialmente
sequestradores de radicais livres. Os extratos N271, N272, N275, N1005,
N1251, N1259, N1305, N1395, N2161 e N2186 apresentam significativa

atividade antioxidante.

Figura 23. Cromatograma com visualizagdo da corrida sob luz visivel, notam-se manchas
amareladas na corrida dos extratos N271, N272, N275, N1005, N1251, N1259, N1305, N1395,
N2161 e N2186 representando atividade antioxidante.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%

Fonte: autoria propria.

5.4.7 Reativo de B-caroteno

A visualizagdo da atividade antioxidante dos extratos se da a partir do
aparecimento de manchas alaranjadas sobre as substancias ativas em fundo
esbranquigado (SUFREDINI et al., 2017). Pela observagao do cromatograma, os
extratos N271, N272, N275, N1005 apresentaram manchas alaranjadas, logo

sao, 0s que neste ensaio, apresentaram maior atividade antioxidante.
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Figura 24. Cromatograma com aplicacdo da solu¢gdo com [-caroteno, notam-se manchas
alaranjadas na corrida de alguns extratos. Os extratos N271, N272, N275 e N1005 apresentaram
atividade antioxidante.

N271 N272 N275 N432 N1005 N1251 N1259 N1305 N1395 N1489 N2161 N2186 CHX1%
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Fonte: autoria prépria.

5.4.8 Resultados dos célculos de Rf (fator de retencédo) dos extratos, apds a
corrida e aplicagao dos reveladores nos cromatogramas

O célculo do fator de retencao (Rf) em CCD é uma medida que indica a
distancia relativa percorrida por um composto em um sistema cromatografico
definido. O Rf é definido com a razao entre a distancia percorrida pelo composto
(macha) e a distancia percorrida pela fase mével, a partir do ponto de aplicagao.
No experimento, o ponto de aplicagcédo correspondeu a 0,5 cm da base da placa
cromatografica e a frente da fase mével correspondeu a 0,5 cm da placa, logo a
fase moével percorreu 4 cm, considerando que a placa tem 5 cm x 5 cm.
A férmula geral para calcular o Rf em CCD ¢é a seguinte:
Rf = distancia percorrida pelo composto/ distancia percorrida pela fase movel

O resultado da Rf é uma grandeza adimensional. A tabela 8 abaixo

descreve os valores dos Rfs obtidos para os extratos vegetais analisados.
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Tabela 8. Valores de Rf calculados para cada cromatograma obtido com reveladores especificos

para prospecgao de classes quimicas presentes nos extratos vegetais antibacterianos.

:: r::):etrr(z:to Kedde | H2SO4 20% | Dragendorff KOH 5% | NP DPPH B-caroteno
N271 0,925 0,86 Indeterminado 0,825 | 0,9225 | 0,875 0,775
N272 0,8 0,875 Indeterminado 0,8 0,8 0,85 0,75
N273 0,975 0,925 Indeterminado 0,875 0,975 0,825 0,725
N432 0 0,6 Indeterminado 0 0 0 0
N1005 1 1 Indeterminado 0,9 1 0,925 0,975
N1251 0,925 0,925 Indeterminado 0,85 0,95 0,8 0,825
N1259 0,975 0,9 Indeterminado 0,85 0 0,975 0,875
N1305 0,95 0,95 Indeterminado 0,875 1 0,925 0,85
N1395 0,975 0,925 Indeterminado 0,975 0,925 0,975 0,875
N1489 0,7 0,975 Indeterminado 0,85 0,75 0,6 0,8
N2161 1 0,975 Indeterminado 0,625 1 1 1
N2186 0,675 0,575 Indeterminado 0,85 0,625 0,775 0,625
CHX 1% *0 *0 *0,25 *0 *0 *0 *0

Legenda: (*) o valor de Rf obtido para a clorexidina frente ao reagente de Dragendorff € um falso
positivo, por conta da estrutura nitrogenada da clorexidina.

5.5 Analise dos ensaios relacionados a atividade sequestradora de radicais

livres e atividade antioxidante dos extratos vegetais antibacterianos

5.5.1 Resultado do teste do DPPH em autografia

Dentre as diferentes metodologias para a avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos naturais, a atividade sequestrado do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidraliza (DPPH) € umas das mais utilizadas como ferramenta
bioquimica por sua agao frente a um determinado antioxidante, apresentando o
DPPH uma coloragao ligeiramente purpura reduzido a difenil-picril-hidrazina, que
possui coloragdo amarela, monitorada pelo decréscimo da absorbancia em uma
banda de 520 nm (MOLYNEUX, 2004; PISOSCHI, 2016).

Radicais livres podem ser definidos como moléculas orgénicas e
inorganicas ou atomos que contém um ou mais elétrons, ndo pareados na ultima
cadeia eletrénica, com existéncia independente. Sdo altamente reativos, sendo
capazes de reagir com qualquer composto situado proximo a sua o6rbita 12
externa, tendo fungao oxidante ou redutora (HALLIWELL, 1994; VALKO, 2007).

Desta forma, a investigag&o da atividade antioxidante dos extratos ativos

pode ser realizada e mensurada por sua atuacdo contra os radicais livres,
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possibilitando a alguns deles, uma defesa antioxidante satisfatéria frente aos
componentes disponiveis para inativa-los. Dentre os 12 extratos ativos, 10
extratos apresentaram atividade antioxidante significativa, sendo eles: N271,
N272, N275, N1005, N1251, N1259, N1305, N1395, N2161 e N2186.

5.5.2 Resultado do ensaio do B-caroteno em autografia

Este método fundamenta-se na medida espectrofotométrica da
descoloragao (oxidacdo) do B-caroteno que é induzida pelos produtos de
degradacéao oxidativa do acido linoleico (DUARTE-ALMEIDA, et al., 2006). Neste
ensaio os extratos N271, N272, N275 e N1005 apresentaram maior poder de

oxidagao do B-caroteno.

5.6 Resultados do teste de Folin-Ciocalteu

O teste de Folin-Ciocalteu foi utilizado para a obtencdo do teor de
compostos fendlicos totais nas amostras dos extratos observados, calculados
como mg de TR e de RU, que foram os padrdes utilizados no experimento. A
intensidade do azul obtido na reagao ocorrida € dependente da quantidade de
substancias redutoras ou substancias fendlicas. Entretanto, é valido ressaltar
que o reagente de Folin-Ciocalteu n&o é especifico para grupos fendlicos,
podendo sofrer interferéncia de outras moléculas redutoras presentes na
amostra, tais como: acido ascorbico, proteinas e agucares redutores (IKAWA et
al., 2003). A tabela 9 relaciona a concentragdo (mg/mL) de TR e RU com a
quantidade de compostos fendlicos totais, expressos em mg de TRU e RU. A
partir dos valores obtidos das absorbancias para cada concentragao equivalente
de TR e RU, foi possivel tragar curvas de calibragéo (curvas-padrao) utilizando
os pontos experimentais (Figura 25), obteve-se desta forma, a equagao da reta

parao TU e a RU.
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Tabela 9. Concentracao de trolox e rutina (mg/mL) versus a massa (mg) obtida para o valor de
compostos fendlicos totais nestes padrdes.

Dados Trolox e Rutina

Trolox Rutina
mg/mL | mg Trolox | mg/mL | mg Rutina
1 0,2| 0,463 1 0,2| 0,964
0,5 0,1 0,246 0,5 0,1 0,72

0,25 0,05| 0,151 0,25 0,05| 0,465
0,125| 0,025| 0,098 0,125 0,025| 0,275
0,0625| 0,0125| 0,068| 0,0625| 0,0125
0,03125| 0,00625| 0,066| 0,03125| 0,00625| 0,19
0,0156| 0,00312| 0,047| 0,0156| 0,00312| 0,173
0,0078| 0,00156| 0,044| 0,0078| 0,00156| 0,192
0,0039| 0,00078| 0,045| 0,0039| 0,00078
0,0019| 0,00038| 0,042| 0,0019| 0,00038
0,001| 0,0002| 0,044 0,001| 0,0002
0,0005| 0,0001| 0,042| 0,0005| 0,0001

TR RU

y = 2,0885x + 0,0434 y = 4,160x + 0,01962

Figura 25. Curva padrdo da concentragéo x abosorbancia para trolox e rutina, nas concentracdes de

0 a 0,25 mg/mL (eixo x) versus a absorbancia equivalente a cada concentragéo (eixo y).
Trolox Rutina
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O teor substéancias redutoras em cada extrato vegetal, corresponde aos
fenois totais calculados em mg de TR e RU. Desta forma, os extratos que
apresentam o maior potencial antioxidante sdo citados a seguir, do maior
potencial para o menor: N272, N271, N1259, N1005, N275, N1251, N2161,
N432, N1489, N1305, N1395, N2186.

0,2
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Tabela 10. Determinagéo do teor de compostos fendlicos totais nos extratos ativos, dados em
fenois totais calculados em mg de Trolox e fenois totais calculados em mg de Rutina.

fenois totais Hg teor fenois totais teor
Numeros dos calculados em | equivalente| Trolox | calculados em | Ug equivalente | Rutina
extratos oD mg de Trolox | de Trolox (mg/g) mg de Rutina de Rutina (mglg)

N271 2,2256 1,04486 1044,86 1306,08 0,48779 487,79 609,74
N272 2,5346 1,19282 1192,82 1491,02 0,56206 562,06 702,58
N275 1,1136 0,51243 512,43 640,53 0,22051 220,51 275,63
N432 0,8006 0,36256 362,56 453,20 0,14527 145,27 181,59
N1005 1,5478 0,72033 720,33 900,41 0,32487 324,87 406,09
N1251 0,8564 0,38927 389,27 486,59 0,15869 158,69 198,36
N1259 2,1798 1,02294 1022,94 1278,67 0,47678 476,78 595,98
N1305 0,4658 0,20225 202,25 252,81 0,06480 64,80 81,00
N1395 0,4246 0,18252 182,52 228,15 0,05490 54,90 68,62
N1489 0,6556 0,29313 293,13 366,41 0,11042 110,42 138,03
N2161 0,833 0,37807 378,07 472,59 0,15306 153,06 191,33
N2186 0,2426 0,09538 95,38 119,22 0,01115 11,15 13,94

5.7 Resultados do ensaio da toxicidade a Artemia franciscana

Os extratos foram submetidos ao teste de letalidade para larvas (nauplios)
de Artemia fransciscana. Dos 12 extratos testados, 5 apresentaram toxicidade
significativa em pelos menos, uma das 3 concentracdes testadas. Os resultados
obtidos na avaliacado da viabilidade dos nauplios de Artemia franciscana para a
analise da toxicidade dos 12 extratos vegetais, apos exposigao em 24 h e 48 h,
tiveram como controle negativo agua salinizada e o DMSO, e como controle
positivo o gluconato de clorexidina 1% (CHX 1%). Quanto menor o valor da CEso
nos periodos de tempo citados, mais toxico € considerado o extrato. A maioria
dos extratos demonstrou limitagdo no calculo de ECso por conta da variagao
insuficiente de dados. Os extratos mais toxicos foram N1005 (CEso de 0,013
mg/mL); N1395 (CEso de 0,074 mg/mL), N275 (CEso de 0,54 mg/mL) e N1251
(CEsode 1,10 mg/mL), em 24 h, enquanto que em 48h, os extratos mais toxicos
foram N1395 (CEso de 0,06 mg/mL), N2186 (CEso de 0,19 mg/mL), N271 (CEso
de 0,37 mg/mL) e por ultimo com igual CEso 0s extratos N272 e N1395 (ambos
com CEso de 0,44 mg/mL). Os extratos N272 e N432 ndo apresentaram
toxicidade apds 24 h de teste, porém, apds 48 h, N272 apresentou toxicidade.

N&o foi possivel calcular a ECso para os outros extratos por conta dos valores de
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mortalidade de nauplios obtidos, com variacdo acima ou abaixo de 5 unidades

para todas as concentracdes testadas.
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Tabela 11. Resultados da concentragao efetiva 50% dos extratos ativos no modelo da Artemia franciscana, obtidos por andlise de Probito de Finney;

dados em mg/mL.

24 h 48 h
Extrato Chi quadrado | CE50 G Lim Sup | Lim Inf Extrato Chi CE50 G Lim Sup | Lim Inf
quadrado
N271 Nao calculou N271 9,33 0,37 | 0,52 13,09 0,10
N272 Nao téxico N272 158,07 0,44 | 0,26 0,62 0,29
N275 2,86 0,54 | 0,19 0,94 0,35 N275 Nao calculou
N432 Nao toéxico N432 Nao toxico
N1005 74,38 0,013 | 0,31 0,02 0,007 N1005 Nao calculou
N1251 1,60 1,10 | 0,28 3,08 0,019 N1251 Nao calculou
N1259 Nao calculou N1259 Nao calculou
N1305 Nao calculou N1305 6,66 0,44 | 0,36 1,46 0,19
N1395 10,44 0,074 | 0,072 | 0,105 0,05 N1395 7,18 0,06 | 0,17 0,11 0,04
N1489 Nao calculou N1489 Nao calculou
N2161 Nao calculou N2161 Nao calculou
N2186 Nao calculou N2186 3,27 0,08 | 0,11 0,13 0,05
CHX 1% 5,52 0,36 | 0,11 0,80 0,21 CHX 1% 5,65 0,19 | 0,08 0,33 0,12
DMSO Nao toxico DMSO Nao tdxico
Branco Nao toxico Branco Nao tdxico
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5.8 Ranqueamento dos extratos segundo os experimentos realizados

A tabela 8 contém todos os experimentos e seus resultados reunidos com
a finalidade de se ranquear os 12 extratos selecionados quanto ao mais
promissor antibacteriano. Foram estabelecidos escores para cada conjunto de
resultados, estabelecidos segundo as regras a seguir:

A) Escores para DDA — seguem as letras de significancia em relagéo a
clorexidina 1%, considerando-se maior ou menor atividade em relagéo ao
composto padrao, sendo a letra A=4, B=3, C=2, D=1 e sem atividade=0

B) Escores pra MDC — MBC de 0,156 mg/mL=5; MBC de 1,25 mg/mL=4;

MBC de 2,5 mg/mL=3; MBC de 5 mg/mL=2 e MBC de 10 mg/mL=1, sem
atividade = 0.

C) Escores para DeB — seguem as letras de significancia em relagdo a
clorexidina 1%, considerando-se maior ou menor atividade em relacéo ao
composto padrao, sendo a letra A=3, B=4, C=2, D=1 e sem atividade=0

D) BU e BB — sim (1) ou nao (0)

E) Escores para toxicidade a artémia: Escores para toxicidade a artémia.Considerado
como mais téxico, o menor valor do ECso apresentado nos testes pelos extratos, em
24h e 48h : 1- Extremamente téxico; 2 — Altamente toxico; 3 — Medicamente toxico;
5 — Pouco toxico

Tabela 12. Escores relacionados a performance dos extratos vegetais apds serem testados nos
Varios experimentos.

Extrato DDA MDC DeB BU BB Toxicidade Soma de
artémia escores
N271 C 1 A 1 1 3 11
N272 D 4 0 1 1 5 12
N275 0 2 D 1 0 2 6
N432 0 4 0 0 0 5 9
N1005 C 5 D 1 1 1 11
N1251 0 0 C 1 1 3 7
N1259 B 4 0 1 1 3 12
N1305 0 5 3 1 0 3 12
N1395 A 3 D 1 1 1 11
N1489 D 4 0 1 1 3 10
N2161 D 3 0 1 0 3 8
N2186 0 4 B 1 0 3 12
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6 DISCUSSAO

A busca por compostos antimicrobianos a partir da biodiversidade
brasileira € um dos objetivos do Grupo de Pesquisa “Atividades Bioldgicas,
Farmacolodgicas e Toxicoldgicas de Produtos Naturais”, ligado ao PPG Patologia
Ambiental e Experimental, em um trabalho que vem sendo desenvolvido desde
1997. Com a experiéncia adquirida, o Grupo deu suporte para que o presente
projeto fosse desenvolvido, com vistas a se identificar principios ativos naturais
contra L. monocytogenes, uma bactéria de importancia zoondética cujo controle
de doengas com a introduc&o de novos agentes antimicrobianos é fundamental
para a manutencdo da Saude Unica.

No Brasil, outros grupos de pesquisa ja desenvolveram trabalhos de
prospecgao, como o realizado com Oleos essenciais obtidos de 12 espécies
vegetais coletadas na Reserva Ducke, a maior reserva biologica em territério
urbano, localizada em Manaus, AM (CARNEIRO et al., 2008), contra espécies
de Klebisiella pneumoniae e S. epidermidis. Em outro trabalho, OLIVEIRA et al.,
2013) avaliaram 19 extratos aquosos obtidos de plantas medicinais Amazonicas
contra Escherichia coli, Salmonella enterica var. enteritidis, Salmonella enterica
var. typhimurium, Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Salmonella enterica var. typhi, Acinetobacter baumannii,
Klebsiella ozaenae e Candida albicans. Algumas espécies ativas selecionadas
nesse trabalho foram Symphonia globulifera e Pentaclethra macroloba, o
pracaxi, ativas contra S. aureus e K. ozonae.

Em um estudo de 2017, Girondi et al. testaram 60 extratos obtidos por
metodologias distintas de dez espécies vegetais, Jatropha weddelliana, Attalea
phalerata, Buchenavia tomentosa, Croton doctoris, Mouriri elliptica, Mascagnia
benthamiana, Senna aculeata, Unonopis guatterioides, Allagoptera leucocalyx
and Bactris glaucescens, que foram testados contra Enterocacteriae,
Pseudomonas e Staphylococcus e muitos isolados clinicos. Mouriri elliptica e
Buchenavia tomentosa foram as espécies mais ativas.

Poucos trabalhos de prospeccédo foram realizados com espécies de
Listeria. Dos Santos et al. (2022) estudaram o potencial antimicrobiano dos 6leos
essenciais e extratos vegetais de plantas comuns usadas na alimentagao, como

orégano, canela, gengibre, alho, tomilho, romé&, azeitona, entre outras, e
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verificaram que o 6leo de canela diluido a 10% foi muito efetivo na eliminagéo da
bactéria.

Entre esses estudos, verifica-se que os esforcos em se identificar
produtos naturais ativos existem, embora sejam realizados em pequena escala.
No presente trabalho, a prospecgao de atividade antibacteriana foi realizada com
2.280 extratos, oriundos de mais de 500 espécies diferentes, pertencentes a
mais de 75 familias botanicas, sendo, portanto, inédito em sua abrangéncia. Ente
todos os extratos, apenas 12 se mostraram ativos contra L. monocytogenes, o
que representa apenas 0,53% de extratos ativos contra esse microrganismo. Os
extratos selecionados, N271, N272, N275, N432, N1005, N1251, N1259, N1305,
N1395, N1489, N2161 e N2186 sao discutidos a seguir.

Extratos N271 e N272

Os extratos N271, organico e N272, aquoso, foram obtidos de Casearia
spruceana Berth. Ex Eichle, da familia Flacourtiaceae (Salicaceae), da qual
foram utilizadas as folhas como 6rgao vegetal. Apresentaram atividade contra
L. monocytogenes nos ensaios da DDA, com a formagéo de halos de inibicdo de
didmetros de 8,35 mm e 6,90 mm respectivamente, e CBMs de 10 mg/mL e 1,25
mg/mL respectivamente, no modelo de MDC. No modelo de difusdo em
bioautografia, DeB, somente N271 apresentou capacidade de formar halo de
inibigdo, cujo didametro obtido foi de 17,79 mm, no presente projeto.

Esses extratos foram anteriormente testados por Camargo e Suffredini
(2014), tendo demonstrado atividade contra cepa de Escherichia coli (ATCC®
25922). Nesse trabalho, o extrato aquoso N272 apresentou CIM=CBM=600

mg/mL; com potencial antibiético para uso veterinario.

Extrato N275

O extrato organico N275 foi obtido dos 6rgaos aéreos de Caraipa
grandifolia Mart., espécie da familia Clusiaceae (Calophyllaceae). No presente
trabalho, verificou-se atividade desse extrato contra L. monoctogenes nos
experimentos iniciais de DDA, sendo o didmetro do halo de inibicao obtido de
10,17 mm e de 7,13 mm, nos experimentos 1 e 2. Ja no experimento realizado

com n maior, o0 halo de inibicdo ndo foi reproduzido. Apresentou CBM de 5
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mg/mL, no modelo de MDC, No ensaio da DeB, o halo de inibicao apresentado

foi de 14,11 mm, maior do que o observado para DDA.

Extrato N432

O extrato aquoso N432 foi obtido do caule da espécie Alibertia edulis
(Rich.) A.Rich., pertencente a familia Rubiacea. A espécie & popularmente
conhecida como “marmelo-do-Cerrado” sendo amplamente distribuida pelo
Brasil, e que tem potencial ornamental, além de seus frutos servirem de alimento
para moradores da regiao onde cresce. Induz efeitos farmacoldgicos devido a
presenca de compostos triterpénicos em suas folhas. O cha das folhas dessa
planta é popularmente utilizado devido a agao anti-hipertensiva, hipoglicémica e
diurética. Estudos fitoquimicos anteriores, que utilizaram o caule de A. edulis,
mostraram a presenca de iridoides, saponinas, bem como a presenca de um
diterpeno oleanano, assim também como alcaloides e taninos (MENEGATI,
2016).

Extrato N1005

O extrato organico N1005 foi obtido dos érgéos aéreos de Clusia cf.
viscida Engl, pertencente a familia Clusiaceae. Apresentou atividade contra L.
mocytogenes no modelo da DDA, no qual resultou em um diametro do halo de
inibicdo de 8,41 mm, e de CIM de 0,156 mg/mL no modelo de MDC e de um
diametro do halo de inibicdo de 14,01 mm no modelo de DeB. Esse extrato
apresentou-se como o0 mais toxico aos nauplios de artémia, no teste executado
em 24 h. Suffredini et al. (2006) reportou a toxicidade de Vismia guianensis, uma

espécie de Clusiaceae, no modelo da artémia.

Extrato 1251

O extrato organico N1251 foi obtido das folhas de Caraipa grandifolia
Mart., da familia Clusiaceae. De acordo com Suffredini et al. (2006), o extrato
organico de Caraipa grandifolia Mart., obtido das folhas, foi submetido para
analise de atividade contra bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa) de Gram-positivas (Staphylococcus aureus e

Enterococcus faecalis), quando foram realizados ensaios de microdiluicdo em
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caldo. O extrato de C. grandifolia, mostrou atividade contra a cepa de S. aureus
(ATCC® 29213), com MIC de 180 pg/mL e MBC de menor ou igual a 200 pg/mL.

Extratos N1259 e N1305

Os extratos organicos N1259 e N1305 foram obtidos do cerne do caule e
dos orgaos aéreos de Piper arboreum Aubl., da familia Piperacea. No presente
trabalho, mostraram-se ativos nos modelos de DDA, cujos didametros dos halos
de inibigdo foram de 8,97 mm e 8,84 mm respectivamente, e no modelo da MDC,
cujas CBMs foram de 1,25 mg/mL e 0,156 mg/mL respectivamente. No modelo
da difusdo em bioautografia, observou-se a formag&o de halos de inibigdo com
diametros maiores do que aqueles observados no modelo da DeB, de 14,66 mm
e 16,05 mm respectivamente.

Em um estudo anterior, Figueredo et al. (2014) utilizaram o extrato
etandlico de P. arboreum e suas fragdes para avaliar a atividade tripanocida e
antileishmania. O estudo demonstrou que houve maior atividade da fracao
hexanica do extrato e conclui afirmando que o extrato de P. arboreum pode ser
considerada uma alternativa de produtos naturais com atividade contra

Tripanossoma cruzi e Leishmania brasiliensis.

Extrato N1395

O extrato organico 1395 foi obtido das folhas de Hymenaea parvifolia
Huber., da familia Leguminosae Caesalpinioideae (Fabaceae Caesalpinioideae).
No presente estudo, foi verificada atividade nos modelos de DDA que resultou
em diametro do halo de inibicdo de 9,09 mm, no modelo de MDC resultou em
CBM de 2,5 mg/mL e no modelo DeB em didametro do halo de inibigdo de 14,27
mm.

De acordo com Da Silva Oliveira (2014), que fez uma revisao de literatura
sobre o género Hymenaea, existem alguns estudos etnofarmacéuticos de
importancia consideravel sobre este género, que relatam seu uso como decocto
Oou como xarope para tosse, anemia, bronquite, sinusite, dores abdominais,
prostatite, asma, resfriado e afec¢des pulmonares, sua resina também ¢ utilizada
no tratamento de feridas. No levantamento de artigos desse estudo, foi verificado
que as partes das plantas desse género mais utilizadas s&o a casca, resina, o

caule e o epicarpo. As espécies apresentam em sua composi¢ao quimica
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diterpenoides nos extratos de casca e resina, flavonoides, aminoacidos, acidos
graxos, carboidratos, cumarinas, sesquiterpenos, esteroides, lactonas,
cromonas e diterpenos. Esse foi o extrato mais tdéxico aos nauplios de artémia

apos 48 h.

Extrato 1489

O extrato organico 1489 foi obtido dos 6rgaos aéreos de uma espécie do
género Ipomoea, pertencente a familia Convolvulaceae. Apresentou atividade no
modelo da DDA de 7,66 mm de didmetro do halo de inibi¢do, no modelo da MDC
resultou em CBM de 1,25 mg/mL e auséncia de halo de inibigdo no modelo de
DeB.

Segundo estudos realizados por Ojo et al. (2022) com Ipomoea asatrifolia,
utilizando as folhas e a planta inteira para aa preparagao dos extratos, foi
observada a presencga de alcaloides, saponinas, fenois, taninos e antraquinonas,
entretanto apenas nos extratos que utilizaram a planta inteira foi revelada a
presenca de flavonoides. Os extratos etandlico e metandlico apresentaram
atividade contra P. aeruginosa e contra S. aureus. O extrato aquoso mostrou

atividade apenas contra S. aureus.

Extrato N2161

O extrato organico N2161 foi obtido dos 6rgaos aéreos de Diclinanona
calycina Bernoist, pertencente a familia Annonaceae. No presente trabalho, esse
extrato apresentou a capacidade de formar halo de inibicdo no modelo de DDA,
com diametro de 8,26 mm, e CBM de 2,5 mg/mL obtido pelo modelo de MDC.
No modelo de DeB, nao apresentou capacidade de formar halo de inibigdo. Costa
et al. (2022), que realizaram estudos com a espécie D, calycina, verificaram
atividade antioxidante de extratos organicos desta planta. A investigacao
fitoquimica isolou e identificou trinta compostos, entre os quais novealcaloides
isoquinolinicos e quatro flavonoides. A atividade citotoxica dos compostos
isolados foi avaliada contra linhagens de células cancerosas HL-60, MCF-7,
HepG2 e HCT116 e ndo cancerosas MRC-5.
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Extrato N2186

O extrato aquoso N2186 foi obtido dos frutos de Simaba orinocensis
Kunth, espécie pertencente a familia Simaroubaceae. De acordo com Fonseca
Barbosa et al. (2010) a familia Simaroubaceae possui aproximadamente possui
32 géneros e 200 espécies e muitas dessas espécies sao utilizadas na medicina
popular como antielmintico, amebicida e principalmente no tratamento da
malaria e alguns tipos de céncer. A maiorias das plantas do género citado é
identificada pela quantidade de substancias amargas, sendo os quassinoides os
de maior importancia, os quais sdo reconhecidos por suas atividades antitumoral,
antiviral, antimalaria e antileucémica. Dentro da familia Simaroubaceae, o
género Simaba recebe maior atencao pela bioproducdo de quassinoides e de

alcaloides do tipo canti-2-ona.

Comparacao entre os resultados obtidos nos modelos de disco
difusdo em agar e difusdo em bioautografia

Para os estudos relacionados a identificagdo de atividade antimicrobiana
de produtos naturais obtidos de extratos vegetais, a técnica de bioautografia é
muito indicada, uma vez que reune técnicas de separagao por cromatografia em
camada delgada a técnicas de sensibilidade microbiana executadas em meio
agar inoculado. Para que a possibilidade de se adotar a técnica de bioautografia
para avaliar os extratos que foram selecionados por DDA, é necessario se fazer
uma avaliagdo comparativa da difusdo dos extratos a partir do disco de papel
usado na DDA e da silica gel, usada na bioautografia. Para isso, foi desenvolvido
o0 método de comparagao entre DDA e a DeB, a difusdo em bioautografia.
Embora sejam técnicas conhecidas, foram reunidas com o objetivo de se
selecionar os extratos que respondem a ambas as técnicas, sem perder a
atividade antimicrobiana.

O modelo da disco difusdo em agar foi adotado para ser usado na triagem
em larga escala realizada por conta de ser uma técnica consagrada, por ser de
facil execugao, rapida e reprodutivel. Por esse motivo, pode ser adotada em
qualquer laboratério que tenha a minima infraestrutura para execucado de
ensaios microbiologicos. Esse ensaio € realizado com a adicdo de extrato
vegetal sobre discos de papel de filtro estéreis, que sdo depositados sobre o

meio de cultura inoculado em superficie. Assim, o extrato vegetal que esta em
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contato direto com o disco de papel vai se difundir para o0 meio de cultura
conforme as afinidades de seu composto com o proprio disco de papel e com o
meio de cultura, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas dos
componentes desse extrato. A somatoria desses fatores leva o extrato, caso
tenha potencial de inibir o crescimento bacteriano, a formar um halo de inibicao
ao redor do disco de papel impregnado com o extrato.

Ja no modelo da difusdo em bioautografia, DeB, os extratos sao
depositados em gota sobre as placas de silica gel, um material que é feito com
base de 6xido de silicio (SiOz2), de origem mineral e diferente de celulose, que é
material organico. Observa-se que para os diferentes extratos, a difusdo a partir
da celulose nao se da de modo semelhante ao que se observa para a difusdo a
partir da silica gel. Nessa técnica, varios extratos deixaram de se difundir para o
meio de cultura e perderam, assim, a atividade antibacteriana, como os extratos
N272, N432, N1259, N1489 e N2161. Para esses extratos, a técnica que
futuramente devera ser adotada para a identificacdo de fracdes ativas deve ser

outra além da bioautografia.

Atividade antioxidante e quantificacao de fendlicos totais

A atividade antioxidante A atividade antioxidante refere-se a capacidade
de um composto ou extrato em neutralizar ou inibir a agao de espécies reativas
de oxigénio, como os radicais livres e superoxidos, que podem causar danos
celulares e contribuir para o desenvolvimento de varias doengas (Silva;
Pogacnik, 2020).

A relagao entre a atividade antioxidante e a quantificacdo de fendlicos
totais pode apresentar variantes, dependendo das caracteristicas especificas
dos extratos vegetais em estudo, mas apresenta um indicio do seu potencial
antioxidante. Embora os compostos fendlicos sejam conhecidos pela sua
atividade antioxidante, outros componentes presentes nas amostras podem
contribuir para esta atividade, como vitaminas e minerais.

A atividade antioxidante de cada extrato foi avaliada qualitativamente
segundo testes com o B-caroteno e o DPPH, realizados em autografia. Todas as
amostras mostraram potencial antioxidante evidentes pelo aparecimento de
manchas esbranquigadas de intensidades distintas entre os extratos, o uge pode

indicar quantidades diferentes de compostos com potencial antioxidante. A partir
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da anadlise da quantidade de compostos fendlicos totais, dados como Trolox e
como Rutina, sugere-se que a atividade antioxidante esteja relacionada a
presenga desses compostos, que geralmente €& associado por conta da
capacidade do fenol neutralizar radicais livres, no caso da reagado com DPPH.
Por ordem decrescente da quantidade de compostos fendlicos totais estdo os
extratos N272, N271, N1259, N1005, N275, N2161, N432. Observa-se que pode-
se estabelecer uma relagao direta entre a atividade antioxidante e a quantidade
de fendlicos totais, e no presente projeto oito dos 12 extratos antibacterianos
apresentaram elevada quantidade de compostos fendlicos e atividade
antioxidante evidente, no modelo do DPPH, com excec¢ao dos extratos N1489,
N2161, N2186 e N432, que no modelo de autografia utilizado ndo apresentaram
atividade captadora de radicais livres expressiva, e provavelmente deverao ser
submetidos a outros sistemas cromatograficos para explorar mais esse

potencial.

Atividade téxica a nauplios de Artemia franciscana

Neste ensaio, a toxicidade aos nauplios da Artemia franciscana depende
de alguns fatores, dentre eles, a composi¢gdo quimica dos extratos vegetais, a
concentragdo de cada extrato e o tempo de exposigcdo aos nauplios, logo a
mortalidade dos nauplios é utilizada como indicador da toxicidade aguda do
extrato. A analise dos dados obtidos foi feita através do teste de Probito de
Finney (1961), modelo baseado na probabilidade da resposta em relacdo a dose
(concentragdo do extrato), permitindo estimar a ECso de cada extrato. Desta
forma os extratos vegetais N1005, N1395, N275 e N2161 apresentaram maior
mortalidade aos nauplios apds 24h de exposicdo, sendo, portanto, os que
apresentaram maior toxicidade, neste periodo. Na sequéncia do experimento,
apoés 48h, foi observado que os extratos N1395, N2186, N271, N272
apresentaram maior toxicidade no periodo verificado.

Ranqueamento dos extratos quanto a potencial fonte de novos
compostos anti-Listeria

De acordo com os experimentos realizados foi feito um ranqueamento
considerando o desempenho dos extratos quanto a atividade antimicrobiana
(DDA, MDC), atividade antioxidante (ensaio de FC, DPPH e (-caroteno) e estudo
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de toxicidade (toxicidade a Artemia franciscana), dado pela somatoria dos
escores estabelecidos para cada extrato.

O extrato organico N1305, obtido de Piper arboreum, é referido como o
de melhor atividade antimicrobiana, uma vez que obteve a maior soma de
escores, 0 que significa que apresentou atividade antibacteriana significativa,
apresentou capacidade de ser analisado pelas técnicas de bioautogrfia e
apresentou baixa toxicidade a artémia. Além desses resultados, apresenta boa
quantidade de compostos fendlicos totais e potencial antioxidante, sendo que
esses dois ultimos parametros nao foram considerados na analise, por terem
sido recentemente incorporados ao processo analitico foito pelo grupo de
pesquisa. Essa espécie tem sido estudada quanto as atividades biolégicas como
antibacterianas (Matias et al., 2022; da Silva et al., 2020), antifungicas (Vasques
da Silva et al., 2002), citotoxicidade (Macedo et al., 2019), larvicida (Pereira Filho
et al., 2021; Carrara et al., 2014) e como anti-inflamatério (Finato et al., 2018).
Os trabalhos nao reportam atividade contra Listeria spp., o que faz com que os
dados alcangados no presente trabalho sejam inéditos.

O extrato aquoso N2186 apresentou atividade antimicrobiana com CBM
de 1,25 mg/mL no modelo da MDC. No modelo da DeB apresentou halo de
inibicdo de 19,66 mm. Nao demonstrou atividade antioxidante nos ensaios de
DPPH e B-caroteno, mas apresentou atividade antioxidante no ensaio de FC,
porém mostrou-se toxico no periodo de 48h no ensaio de toxicidade a artémia.

O extrato aquoso N272, apresentou atividade antimicrobiana, no modelo
da DDA, com halo de inibicdo de 6,90 mm, com CIM=CBM=600 mg/mL, no
modelo da MDC; com potencial antibiético para uso veterinario, no modelo de
MDA. Nao apresentou formagao de halo de inibicdo no modelo da difusdao em
bioautografia. Apresentou atividade antioxidante nos ensaios de DPPH, -
caroteno e FC. Apresentou toxicidade no periodo de 48h no ensaio de toxicidade
a artémia.

O extrato organico N1259 apresentou atividade antimicrobiana, com
formagao de halo de inibicdo no modelo de DDA, cujo didmetro do halo foi de
8,97 mm. No modelo da MDC, cuja CBM foi de 1,25 mg/mL. No modelo da
difusdo em bioautografia, observou-se a formacado de halo de inibicdo com
diametro maior do que aqueles observados no modelo da DeB, de 14,66 mm.

Apresentou atividade antioxidante nos ensaios de DPPH e FC, néo
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apresentando atividade no ensaio de B-caroteno. No ensaio de toxicidade a
artémia, ndo apresentou toxicidade.

O extrato organico N271 apresentou formagado de halo de inibicdo no
ensaio da DDA, com a formacao de halos de inibicdo de diametros de 8,35 mm
e CBM de 10 mg/mL, no modelo de MDA. No modelo de difusdo em
bioautografia, DeB, apresentou capacidade de formar halo de inibigdo, cujo
diametro obtido foi de 17,79 mm. Apresentou atividade antioxidante nos ensaios
de DPPH, B-caroteno e FC. Apresentou toxicidade, apés 48h, no ensaio de
toxicidade a artémia.

O extrato aquoso N432 apresentou atividade antimicrobiana, com
formacéo de halo de inibicdo no ensaio de DDA, no valor do halo de 6,72 mm e
no modelo da MDC com CBM de 1,25 mg/mL. Nao apresentou formagéao de halo
nos ensaios de difusdo em bioautografia, DeB. Nos ensaios de DPPH, -
caroteno nao apresentou atividade antioxidante, embora essa atividade foi
demonstrada no ensaio de FC. Nao demonstrou toxicidade no ensaio de
toxicidade a artémia.

O extrato organico N1005, apresentou atividade antimicrobiana no modelo
da DDA, no qual resultou em um didametro do halo de inibicdo de 8,41 mm, e de
CIM de 0,156 mg/mL no modelo de MDC e de um diadmetro do halo de inibigao
de 14,01 mm no modelo de DeB. Esse extrato apresentou-se como o mais toxico
aos nauplios de artémia, no teste executado em 24 h. Apresentou atividade
antioxidante nos ensaios de DPPH, (-caroteno e FC.

O extrato organico N1395, demonstrou ser o extrato mais toxico no ensaio
de toxicidade a artémia, no teste executado em 48h. Verificou-se atividade nos
modelos de DDA com diametro do halo de inibicado de 9,09 mm, no modelo de
MDC apresentou CBM de 2,5 mg/mL e no modelo DeB em didmetro do halo de
inibicdo de 14,27 mm. Apresentou atividade antioxidante nos ensaios de DPPH,
B-caroteno e FC. Foi o extrato que apresentou maio toxicidade aos nauplios de
artémia quando o experimento foi executado a 48h.

O extrato organico N1489, apresentou atividade antimicrobiana no modelo
da DDA que resultou em um halo de inibigao de 7,66 mm de didmetro, no modelo
da MDC resultou em CBM de 1,25 mg/mL e auséncia de halo de inibicdo no

modelo de DeB. No ensaio de toxicidade a artemia, ndo apresentou toxicidade.
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Nao apresentou atividade antioxidante nos nos ensaios de DPPH, B-caroteno,
embora tenha apresentado esta atividade no ensaio de FC.

O extrato organico N2161, apresentou atividade antimicrobiana com halo
de inibicdo no modelo de DDA, de 8,26 mm, e CBM de 2,5 mg/mL obtido pelo
modelo de MDC. No modelo de DeB, ndo apresentou capacidade de formar halo
de inibigdo. Apresentou atividade antioxidante no ensaio do DPPH, e do FC,
embora nao tenha apresentado atividade antioxidante no ensaio do B-caroteno.
Nao apresentou toxicidade no ensaio de toxicidade a artemia.

O extrato organico N275 apresentou atividade antimicrobiana nos
experimentos iniciais de DDA, sendo o didmetro do halo de inibigdo obtido de
10,17 mm e de 7,13 mm, nos experimentos 1 e 2. Ja no experimento realizado
com n maior, o halo de inibicdo nao foi reproduzido. Apresentou CBM de 5
mg/mL, no modelo de MDC. No ensaio da DeB, o halo de inibigdo apresentado
foi de 14,11 mm, maior do que o observado para DDA. Nos ensaios de DPPH e
B-caroteno apresentou atividade antioxidante, assim também como no ensaio de FC.
No ensaio de toxicidade a artemia, demonstrou-se toxico na execugao em 24h.

O extrato organico N1251 nao apresentou atividade antimicrobiana com
consideravel no ensaio de DDA. Nao apresentou CBM no modelo da MDC.
Apresentou atividade antioxidante no ensaio de DPPH, o que nao foi observado

no ensaio do B-caroteno. Apresentou atividade antioxidante no ensaio de FC.
Demonstrou toxicidade no ensaio de toxicidade a artémia, na execugao em 24h.

O presente projeto demonstrou resultados inéditos obtidos do processo
de triagem em larga escala de extratos vegetais obtidos de plantas coletadas na
Amazobnia e na Mata Atlantica, dois importantes biomas brasileiros ricos em
diversidade, contra Listeria monocytogenes, uma bactéria de importancia
epidemioldgica por estar envolvida em doengas transmitidas por alimentos e que
afeta principalmente pessoas dos grupos de risco. Embora tenham sido
identificados 12 extratos vegetais ativos, o procedimento de ranqueamento feito
indicou quais sao os extratos vegetais com prioridade para serem investigados
quanto a composi¢ao quimica e identificacdo dos compostos responsaveis pela
atividade antibacteriana, procedimento a ser feito em futuros projetos do Grupo

de Pesquisa.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho, a prospecgédo de atividade antibacteriana foi
realizada com 2.280 extratos, oriundos de mais de 500 espécies diferentes,
pertencentes a mais de 75 familias botanicas, sendo, portanto, inédito em sua
abrangéncia.

Nos ensaios da DDA os extratos N271, N272, N1005, N1259, N1305,
N1395, N1489 e N2161 apresentaram as medidas dos halos de inibigdo
comparaveis com os halos da CHX 1%, considerando a significancia, se
p<0,05. A=p>0.05; B=p<0,05; C=p<0,001 e D=p<0,0001.

Nos ensaios de DDA, MDC, Deb e toxicidade a artemia, os extratos
N271, N272, N1005, N1259, N1305, N1395, N2186, apresentaram os
melhores escores para estas técnicas, logo podemos dizer que estes extratos
podem ser candidatos ao desenvolvimento de possiveis antibiéticos, o que
nos leva a propor analises com outras metodologias, para investigacao das
suas composicgdes.

Com relacao atividade antioxidante, os extratos N271, N272, N275,
N1005, N1251, N1259, N1305 e N1395 apresentaram potencial atividade. No
ensaio de Folin-Ciocaulteu, os extratos N271, N272, N1005 e N1269
apresentaram alto teor de fendlicos totais, estes extratos necessitam de mais
estudos para elucidagao de sua composi¢ao quimica.

Com os resultados obtidos neste trabalho, conseguimos submeter um
artigo na revista Frontiers in Antibiotics, aceito para publicagdo: doi:
10.3389/frabi.2023.1122400.
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APENDICE

Notas a respeito das moléculas antimicrobianas utilizadas na técnica da

disco difusdao em agar

1 Digluconato de clorexidina

A clorexidina € uma molécula ativa que em sua forma de sal, torna-se mais
estavel. Apresenta duas formas como sal, o digluconato de clorexidina que
apresenta acao antimicrobiana e o dicloridrato de clorexidina com ag¢ao sobre o
intestino. Quimicamente, a digluconato de clorexidina € uma bisguamida di-
catidnica, que tem caracteristica desinfetantes e também antissépticas, sendo
desta forma, amplamente utilizada em produtos para saude humana e animal
(BRITO, 2019).

O digluconato de clorexidina, forma do sal da clorexidina, foi utilizado nos
experimentos deste trabalho na concentracdo de 1% como padrao e apresenta
alta atividade antimicrobiana, tendo em vista que é um antisséptico com um
amplo espectro de agao, exercendo atividade contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas (BRITO, 2019). Quando aplicado topicamente, o N-clorinato
derivado da clorexidina liga-se covalentemente as proteinas da regiao da pele e
mucosa oral, resultando em um efeito antimicrobiano persistente, embora com
absorgéao sistémica limitada, mesmo sendo administrado na forma oral (BOYCE,
PITTET, 2002).

A férmula quimica do digluconato de clorexidina € C22H30CI2N10, com peso
molecular 505,45 g/mol. Este sal possui caracteristicas importantes, tais como
baixa toxicidade, ndo apresenta absor¢ao cutanea consideravel, ndo é absorvido
pelo organismo quando administrado na forma oral, possui agéo cicatrizante e
ndo deixa residuos no local da aplicacdo. E um sal inodoro, incolor, n&o
corrosivo, n&o volatil e biodegradavel, devido a tais caracteristicas, amplia a sua
utilizagdo por varios segmentos do mercado. Outras caracteristicas que devem
ser levadas em consideracdo para esta molécula devem-se ao seu
comportamento quimico anfétero, podendo atuar como acido ou base,
apresenta-se soluvel em agua e possui incompatibilidade com tensoativos
aniénicos (MERCK, 2019; Chlorhexidine Official FDA, 2018).
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A respeito do mecanismo de acado do digluconato de clorexidina, ocorre
que, por este ser uma molécula dicatibnica, a mesma ¢é atraida pela carga
negativa da superficie da membrana celular bacteriana, desta forma é adsorvida
por interagcdes eletrostaticas, sendo provavel que seja por ligagdes hidrofobicas
ou por ligagdes de pontes de hidrogénio, embora essa adsor¢ao € determinada
pela concentracdo administrada deste sal. Em dosagens mais elevadas, causa
danos irreversiveis nas células bacterianas, com precipitacado e coagulacédo das

proteinas citoplasmaticas (BRITO, 2019).

2 Ampicilina

A ampicilina € um farmaco antimicrobiano de amplo espectro e faz parte
da terceira geracao das penicilinas, esta geragao também €& conhecida como
aminopenicilina, tendo ac¢do bactericida, inibindo a sintese de proteinas da
parede celular bacteriana, consequentemente inibe a replicagdo. Sabe-se que
as proteinas de ligagdo a penicilina, sdo constituintes da parede celular
bacteriana, que é alvo dos antibidticos beta-lactamicos. A ampicilina é o
antimicrobiano de primeira escolha para o tratamento da listeriose, a resisténcia
a este farmaco é infrequente (OLIVEIRA, OLIVEIRA, MIMICA, 2015).

3 Cloranfenicol

O cloranfenicol € um farmaco antimicrobiano de amplo espectro de agao,
predominamente bacteriostatico, sendo ativo contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. O mecanismo de acéao é realizado pela inibicdo da sintese de
proteinas bacterianas, quando o mesmo se liga a subunidade 50S do ribossomo
bacteriano. A forma de resisténcia € provocada pela enzima cloranfenicol

acetiltransferase é mediada por plasmidios (RANG et al., 2020).

4 Estreptomicina

A estreptomicina € um farmaco antibidtico pertencente ao grupo dos
aminoglicosideos. De um modo geral, os antibidticos deste grupo (gentamicina,
estreptomicina, amicacina, tobramicina e neomicina), apresentam semelhangas

entre si na toxicidade, atividade microbiana e nas caracteristicas
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farmacocinéticas. O mecanismo de agao da estreptomicina é realizado através
da inibicdo sintese das proteinas bacterianas. A estreptomicina tem acao
bactericida. A estreptomicina é amplamente utilizada contra microrganismos
entéricos Gram-negativos e Gram-positivos. E comum a combinagdo deste
farmaco com uma penicilina, nas infecgdes causadas por estreptococos, Listeria

spp. e Pseudomonas aeruginosa (RANG et al., 2020).

5 Gentamicina
Assim como a estreptomicina, a gentamicina também é um farmaco
antibacteriano que faz parte do grupo dos aminoglicosideos, sendo deste grupo

0 aminoglicosideo mais utilizado. Apresenta agao bactericida.

6 Tetracicilina

A tetraciclina € um farmaco antimicrobiano que apresenta um amplo
espectro de acao, faz parte do grupo das tetraciclinas, tem mecanismo de agcao
bacteriostatico e capacidade de entrar dentro da célula bacteriana, agindo desta
forma, na cadeia de sintese proteica, impedindo a ligagdo do RNA tranferase ao
ribossomo bacteriano, inibindo a incorporagdo de aminoacidos e
consequentemente a sintese proteica (OLIVEIRA, OLIVEIRA, MIMICA, 2015).
Entretanto, a resisténcia a tetraciclina € comum ao género Listeria spp. e esta
diretamente associada a conjugacéao e troca de material genético entre bactérias
dos seguintes géneros: Enterococcus spp., Streptococcus spp. e Listeria spp.
(BAQUERO et al., 2020). A estreptomicina faz parte do grupo X de drogas, sua
utiizagdo em gestantes é contra-indicada, pois podem ocorrer efeitos

teratogénicos, como a ma formacao fetal (ANVISA, 2003).
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