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RESUMO

E crescente o nimero de problemas associados as doencas infecciosas e a
resisténcia microbiana, o que tornou a descoberta de novos medicamentos um
objetivo fundamental, inclusive na area da fitoterapia. A investigacao de fitoterapicos
para a area odontoldgica é escassa 0 que impulsionou a necessidade de pesquisas
com o tema. O presente estudo objetivou identificar a atividade antimicrobiana in vitro
dos extratos brutos das cascas das plantas Albizia polycephala (benth.) killip,
Anandenthera colubrina vell (Brenan), Libidibia ferrea, Myracrondruon urundeuva e
Ximenia americana L. e partes aéreas da Lippia grata (Shauer), selecionadas de
acordo com o uso tradicional em comunidades do semiarido nordestino brasileiro. Os
extratos vegetais foram testados frente as leveduras Candida albicans, Candida
glabrata e Candida tropicalis e as bactérias Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans. Para determinar a atividade antimicrobiana, foi
avaliada a concentracao inibitoria minima (CIM) realizada pelo método de difusdo em
poco. A padronizacdo do inéculo das cepas avaliadas foi obtida através da
comparacao da turbidez ao tubo padréo correspondente a 0,5 da escala de McFarland
(1,5x108UFC/mL). Posteriormente foi realizada a leitura da densidade o6ptica no
espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220) com o comprimento de onda de 625 nm para
bactérias e 530 nm para leveduras. Também foi determinada a toxicidade dos extratos
brutos vegetais frente aos nauplios da Artemia salina L mediante a analise da CL50
pela analise Probit. Os extratos brutos da X. americana L., L. Ferrea e M. urundeuva
obtiveram atividade antifiungica frente a C. albicans com Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) de 62,5 pg/mL. C. glabrata, foi sensivel ao extrato bruto da L. férrea
(CIM = 125 pg/mL). Nenhum dos extratos obteve atividade antifingica para a espécie
C. tropicalis. Com relacdo as bactérias avaliadas, S. aureus foi sensivel aos extratos
brutos de L.ferrea, M. urundeuva e X. americana (CIM = 125 ug/mLIl). O extrato que
obteve melhor resultado para E.faecalis foi o extrato bruto da X. americana (CIM de
250 pg/mL) e para S. mutans foi o extrato bruto da L.grata Shauer (CIM =125 pg/mL).
No ensaio de toxicidade frente a A. salina L., o extrato bruto da M. urundeuva foi
atoxico, com uma Concentracdo Letal Mediana (CL50) de 1203 pg/mL, seguido do
extrato bruto da A. polycephala (Benth) Killip com CL50 de 801,7 pg/mL (pouco

toxico). Como concluséo, o estudo revelou que plantas provenientes e adaptadas ao



semiarido do Nordeste brasileiro possuem atividade antimicrobiana contra a maioria

das espécies de micro-organismos avaliadas, com excecao da C. tropicalis.

Palavras-chave: Fitoterapia. Extratos vegetais. Saude bucal. Microbiologia



ABSTRACT

The number of problems associated with infectious diseases and microbial
resistance, is increasing making the discovery of new medicines essential. In addition,
investigation of herbal remedies for the dental field is scarce, giving importance to this
research. The present study aims at identifying - in vitro - antimicrobial activity of crude
extracts from the bark plants Albizia polycephala (benth). killip, Anandenthera
colubrina vell (Brenan), Libidibia ferrea, Myracrondruon urundeuva and Ximenia
americana L. and aerial part of Lippia grata (Shauer). These plants selected based on
traditional use in communities of the semiarid region of the Brazilian Northeast. The
plant extracts were tested for the detection of antimicrobial activity to yeasts Candida
albicans, Candida glabrata, and Candida tropicalis, and the bacteria Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans. To determine the
antimicrobial activity, there was valued the minimum inhibitory concentration (MIC)
carried out by well diffusion test. The turbidity of the inoculum was compared visually
to the standard tube 0.5 of the McFarland scale (1,5x108UFC/mL) and was read in the
spectrophotometer (Bioespectro SP-220). In addition to the determination of the
toxicity for the Artemia salina by probit analysis. The crude extracts of X. americana,
L. ferrea and M. urundeuva they obtained antifungal activities against C. albicans with
MIC = 62.5 ug|ml. Candida glabrata was sensibility to the crude extract of L.ferrea (MIC
= 125 pg/mL ). None of the extracts had antifungal activity against the Candida
tropicalis. Evaluated bacteria, S. aureus was sensibility to the crude extracts of L.
ferrea, M. urundeuva and X. americana. (MIC = 125 ug/mL). The extract that obtained
the best results against E. faecalis was the crude extract of the X. americana with MIC
= 250 pg|ml, and the extract that had the best activity against S. mutans was the crude
extract of L. grata Shauer with CIM of 125 ug|ml. In the toxicity test against the A. salina
L., the nontoxic extract was the one of the M.urundeuva, with a LC50 of 1203 ug|ml,
followed by the crude extract of A. polycephala (Benth) Killip with LC50 of 801.7 pg /
mL (low toxicity). As a conclusion, the study revealed that plants from the semiarid
region of the Brazilian Northeast have antimicrobial activity against all species of

microorganisms evaluated, except for C. tropicalis.

Key words: Phytotherapy. Plant extracts. Oral health, Microbiology
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1 INTRODUCAO

Doencas na cavidade oral como cérie dental, doenca periodontal e lesGes na
mucosa oral, como também doencas oportunistas relacionadas aos pacientes HIV
positivos, entre elas a candidiase oral, estdo entre os principais problemas de saude
publica no mundo.! A candidiase se manifesta, inclusive, em criangas e adolescentes

portadores do virus HIV.?

Uma variedade de micro-organismos esta relacionada a estas doengas como
os Streptococcus mutans e o seu envolvimento com a céarie dentéria.® Candida
albicans e outras espécies ndo albicans estéo relacionadas ao desenvolvimento de
candidiase oral.* Além dessas, outras infeccdes orais sdo causadas pelo
Staphylococcus aureus que esta relacionado com doengas como queilite angular e
parotidite,® enquanto que o Enterococcus faecalis, em relacdo as infeccdes em
cavidade oral, esta associado a dificuldade de tratamento de infeccbes endodbnticas

e necessidade de retratamento dos canais radiculares.® 7

Ademais, com o0 expansivo aumento de uma populacdo de pacientes
imunocomprometidos, a frequéncia da candidiase tem aumentado nas Ultimas
décadas, tornando-se uma das infeccGes nosocomiais mais frequentes.? Portanto, a
possibilidade de se obter farmacos mais naturais e com menor custo é de grande

importancia.®

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) esta plenamente consciente da
importancia de medicamentos a base de plantas em todo o mundo e apoia 0 uso
adequado desses medicamentos. Essa Organizagao incentiva o uso de remeédios que
ja possuem eficacia comprovada cientificamente, entretanto, também valoriza a
utilizacdo de outros fitoterapicos e plantas medicinais de uso popular. Por
consequéncia, ela apoia novas pesquisas sobre o tema com a finalidade de se obter
um uso racional e adequado desses produtos. Além disso, medicamentos com base
em plantas tém sido reconhecidos como um recurso valioso para os cuidados
primarios em salde.'® As pesquisas nesta area envolvem a investigacéo cientifica da
atividade biologica de variadas espécies de plantas, principalmente pelo uso popular

dessas de forma medicinal.l! Entretanto, ndo somente a utilizacdo de plantas
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medicinais, mas também a pesquisa e fabricacdo de fitoterapicos estdo sendo

pesquisados.'?

Desta maneira, ensaios preliminares com plantas medicinais para avaliar a
atividade antimicrobiana contra micro-organismos de relevancia clinica sao
fundamentais,!! principalmente devido a resisténcia aos antimicrobianos utilizados
atualmente.'® 4 Na realidade brasileira, as plantas medicinais sdo um importante
alicerce para a medicina popular 1° e, dada essa vasta experiéncia na terapéutica
através de plantas, observou-se uma necessidade de se aprimorar os estudos sobre

fitoterapia e plantas medicinais com fins terapéuticos.

Diante do exposto, esse trabalho se prop06s a avaliar extratos brutos das
plantas Albizia polycephala (Benth) Killip, Anadenanthera Colubrina (vell). Brenan,
Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon urundeuva e Ximenia americana
L. que séo tipicas ou adaptadas ao semiarido brasileiro, frente as espécies de

S.mutans, S.aureus, E. faecalis, C. albicans, C.glabrata e C. tropicalis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PATOLOGIAS ORAIS ASSOCIADAS A INFECCOES MICROBIANAS

O contexto das doencas orais apresenta uma variabilidade de agentes
etiolégicos, geralmente multifatoriais e polimicrobianos, sendo necessario constante
aprimoramento das pesquisas para o tratamento dessas patologias.'® !’ Dentre essas
patologias ha uma alta prevaléncia de carie dentaria, sendo a doenca carie um
problema de Saulde Publica.t'® A carie dentaria é uma doenca complexa,
multifatorial e que depende de fatores individuais, fatores socioeconémicos, culturais
e fatores relacionados aos micro-organismos presentes no biofilme dental. Esse
biofiime apresenta uma variedade microbioldgica, particularmente estreptococos
orais, contidos numa matriz de polimeros de origem salivar e bacteriana. Quando a
homeostase microbiana na cavidade bucal entra em desequilibrio (devido, por
exemplo ao excesso e frequente consumo de acgucar), patdgenos oportunistas podem
crescer seletivamente para dominar biofilmes dentérios e resultar na carie dentéria.
Streptococcus mutans € um dos patdégenos mais relacionados ao desenvolvimento de
carie e adere a superficie do dente, fermentando carboidratos e liberando acidos que

provocam a desmineralizacdo do esmalte dentario.3 1°

Candida albicans também pode estar relacionada com biofilme dental e
evolucao da cérie, além de também estar envolvida com outras patologias na cavidade
oral como candidiase oral,% 2% 2! sendo a espécie de candida mais abundante em
seres humanos.* E normalmente um fungo comensal que coloniza a saliva e a

mucosa oral, entretanto, pode se tornar um patégeno em condicdes especificas.??

Em individuos portadores de doencas imunossupressoras como cancer e
AIDS, nos quais os mecanismos de defesa imunolégica apresentam-se deficientes,
80 a 90% da microbiota fungica nos individuos é constituida por Candida albicans, o
restante € atribuido a outras espécies, sendo as mais comuns C. glabrata (9% a 15%
dos casos) e a C. tropicalis (até 15% dos casos).?® Esses individuos sdo mais
susceptiveis a candidiase, inclusive a orofaringea.?* Além disso, dados
epidemiologicos recentes sugerem o aumento da incidéncia de cepas de Candida
ndo-albicans com susceptibilidade reduzida a azoles, tornando a terapia profilatica nos

doentes imunocomprometidos, muitas vezes, critica 2.
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Outras infec¢cBes orais podem ser causadas por diversos micro-organismos.
Entre eles estdo o Staphylococcus aureus, considerado o principal causador de
infec¢des de feridas cirdrgicas em pacientes imunocomprometidos ou em pacientes
com feridas associadas a corpos estranhos incluidos, sendo uma das principais
causas de bacteremia em pacientes internados.?® A espécie esta relacionada a
doencas como queilite angular e parotidite.> O estudo de Farmahan et al. (2014)
verificou que S. aureus sdo bactérias com grande envolvimento em infec¢des dos
espacos aéreos em regido de cabeca e pescoco.?’ Além disso, ha evidéncias que
sugerem que os estafilococos podem ser frequentemente isolados da cavidade oral
de grupos especificos de pacientes, como criancas, idosos e alguns grupos com
doenca sistémica, como os doentes terminais e pacientes com artrite reumatoide.®
Em relacdo ao Enterococcus faecalis, deve ser destacado que a espécie esta
envolvida em grande variedade de infec¢cdes nos humanos, inclusive em regido oral.?®
Embora haja pouca associacdo do mesmo a infeccbes endoddnticas primarias, o
mesmo esté relacionado a dificuldade de tratamento de infec¢cdes endodénticas, a
lesGes periapicais e necessidade de retratamento dos canais radiculares.® 7 A
Dificuldade de tratamento das infeccdes relacionadas a esse micro-organismo se deve
a resisténcia a agentes antimicrobianos, aos seus fatores de viruléncia e a capacidade

de sobrevivéncia quando expostos a estresse ambiental. 2°

2.2 PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPIA

A falta de eficacia dos agentes antimicrobianos para patologias diversas,
associada aos efeitos adversos de antimicrobianos e resisténcia, despertam a atencéo
na busca de drogas mais efetivas.'® Ao ser observada a necessidade de
desenvolvimento de novas terapias medicamentosas, pesquisas com fitoterapicos
estdo sendo desenvolvidas para obtencdo de farmacos mais seguros, eficientes,

padronizados e, por vezes, com melhor custo beneficio.®

Fitoterapicos sao preparacoes farmacéuticas (extratos, tinturas, pomadas e
capsulas) obtidos a partir de plantas, e utilizados para o tratamento de véarias doencgas.
Inmeras séo as vantagens para 0 uso terapéutico, como o baixo custo e a grande
disponibilidade para a populacdo de baixa renda.'! Além disso, o uso de plantas
medicinais néo esta relacionado a resisténcia e em geral causam efeitos adversos de

menor extensdo e intensidade. 3% 3! Quanto a utilizacdo de extratos vegetais, ndo é
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raro que pesquisas que avaliam atividade antimicrobiana concluam que um
determinando extrato vegetal obteve maior atividade do que um composto isolado, o
que pode ser explicado por interacdes benéficas entre fitocompostos.3? Além deste
fato, no Brasil, as plantas medicinais s&o um importante alicerce para a medicina
popular'® e soma-se a isso uma necessidade de se ampliar os estudos sobre

fitoterapia e plantas medicinais.?

2.2.1 Plantas medicinais do Semiéarido brasileiro

A Caatinga brasileira € marcada por uma seca acentuada e suas plantas
tém a capacidade de desenvolver caracteristicas quimicas Unicas, o que resulta em
uma excelente fonte de bioativos e compostos antibacterianos. De fato, muitas plantas
da Caatinga sdo usadas na medicina tradicional. Algumas espécies sao tipicas ou
adaptadas ao semiarido brasileiro como por exemplo a Anadenanthera Colubrina
(vell). Brenan, Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon urundeuva, Albizia
polycephala (Benth) Killip e Ximenia americana L., focos deste estudo.33

2.2.1.1 Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, conhecida no Nordeste do Brasil como
"angico" ou "angico-brancao”, pertence a familia Fabaceae e € amplamente distribuida
na Caatinga, bioma do semiarido brasileiro. Possui altura de 12 a 15 metros, com
tronco de 30 a 50 cm de diametro, suas flores sdo de cor branca.3* E uma das espécies
botanicas com propriedades medicinais mais citadas pela populacdo que mora nas

proximidades, onde a espécie é endémica.®®

Figura 1 — A. colubrina (Vell.) Brenan Figura 2- Flores de A. colubrina (Vell.) Brenan

Fonte:http://www.cnip.org.br/banco_img/Angico/anadenan Fonte : Siqueira Filho (2012)
theracolubrinavellbrenan8.html
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Essa espécie tem sido usada na medicina tradicional para tratar desordens
respiratérias e inflamacgdes,®® 37 além de destacarem o angico como depurativo,
adstringente e homeostéatico.3” Ao analisar o potencial antifingico de diversas plantas,
outros autores verificaram que o extrato obtido a partir da Anadenanthera colubrina
(Vell.) Brenan foi o mais ativo, que contava com polifendis (taninos) como substancias
ativas, capazes de formar complexos com proteinas e polissacarideos e de inativar

enzimas essenciais para o crescimento de fungos.3®

2.2.1.2 Libidibia ferrea

A Libidibia ferrea, espécie da familia Leguminosae-Caesalpinoidae,
anteriormente chamada de Caesalpinia ferrea Mart até o ano de 2009, quando foi
reclassificada para Libidibia ferrea. A arvore cresce até 15 m e seu tronco é
tipicamente curto, com 40 a 60 cm de diametro. As folhas sdo bipinadas compostas,
com 15 a 19 cm de comprimento e suas flores sdo amarelas brilhantes, tipicas das
Caesalpinioideae, onde aparecem inflorescéncias terminais ou axilares. As sementes

sdo castanhas escuras, duras e contidas em uma vara plana.3*

Figura 3 - Libidibia ferrea.

E popularmente conhecida como jucé ou pau-ferro, comumente encontrada na
Caatinga e bastante utilizada para fins medicinais. A literatura reporta que infusdes de

L.ferrea sdo usadas com finalidades anti-inflamatdrias.3® Outros estudiosos avaliaram
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demonstraram atividade antimicrobiana do extrato de frutos da Libidibia ferrea, que
inibiu o crescimento in vitro de patdgenos em modelos de biofilme de patdégenos
orais.*0 Ademais, o extrato bruto hidro alcodlico dos frutos da L.ferrea demonstrou
atividades antimicrobianas contra varias cepas de Staphylococcus aureus, incluindo
cepas multirresistentes33. Atividade bacteriana, moderada, do extrato aquoso das
cascas do tronco desta espécie frente ao Enterococcos faecalis também foi

encontrada.*!

Em relacdo a atividade antifingica, foi verificada a relevante atividade
antimicrobiana dos extrato bruto aquoso e hidro alcodlico (50%) da casca do tronco
contra fungos dermatéfitos Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes,
responsaveis por doencas dermatolégicas.*? 43 Pesquisas demonstraram também a
atividade antiproliferativa, apoptotica e antioxidante do extrato bruto dos frutos dessa
espécie em células provenientes do céancer colorretal e identificaram atividades
anticancerigenas importantes, inibindo o processo da carcinogénese em cancer
colorretal.*® Ainda no ambito das propriedades anticarcinogénicas, Ohira et al.(2013)
isolaram duas chalconas diméricas chamadas Pauferrol B e Pauferrol C do extrato de
partes do tronco, que apresentaram potente atividade de inibicdo contra a DNA
Topoisomerase |l humana via a inducdo a apoptose das células daleucemia
promielocitica humana (HL-60).44 Ja a calchona trimérica Pauferrol A, foi associada a

atividade hipoglicemiante em ratos. 4°

Outros pesquisadores avaliaram a necessidade de caracterizar e quantificar os
compostos do extrato etandlico bruto da L.ferrea e verificar a mutagenicidade do
extrato. Na analise fitoquimica, foram encontrados de forma predominante taninos
hidrolisaveis (principalmente acido galico) e acido elagico e ndo houve atividade
mutagénica associada ao extrato no estudo.*® O estudo de Aradtjo et al. (2014) sugere
gue devido a presenca de acido galico e catequinas, sdo encontradas propriedades

anti-inflamatérias, antimicrobianas e analgésicas nesta espécie.*
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2.2.1.3 Lippia grata Schauer

O género Lippia (Verbaneceae) inclui aproximadamente 200 espécies de
plantas, distribuidas em areas tropicais do continente africano, América do Sul e
América Central.*’” Este género tem sido demonstrado em variados trabalhos
cientificos pelo uso na medicina e seus efeitos farmacoldgicos como: sedativos,

analgésicos e anti-inflamatérios.4” 48

A espécie Lippia grata Schauer é um arbusto nativo do Nordeste do Brasil, que
é utilizado na medicina popular para dor e inflamacéo.*° Com nomes populares como
Alecrim de tabuleiro ou Alecrim de chapada, essa espécie € pouco estudada no
aspecto quimico e farmacolégico se comparada as outras espécies de Lippia.
Recentemente, pesquisadores demonstraram que o 6leo essencial da folha da Lippia

grata é rico em terpenos e produzem analgesia em regiéo orofacial. 5% 5!

Figura 4 - Lippia grata Shauer.
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2.2.1.4 Myracrondruon urundeuva

A espécie Myracrodruon urundeuva, popularmente conhecida como "aroeira do
sertdo” € uma planta medicinal encontrada geralmente na Regido Nordeste do Brasil.
Apresenta de 6 a 14 metros, tanto no cerrado quanto na caatinga, com tronco de 50 a
80 cm de diametro.3* Ela é tradicionalmente usada para tratamento de doencas
gengivais e desordens ginecoldgicas. % 5 A aroeira do sertdo é apontada como anti-
inflamatoria e cicatrizante no tratamento de ferimentos, gastrites, Ulceras gastricas,
cervicites, vaginites e hemorroidas. > Cartaxo, Souza e Albuquerque (2010)
realizaram um levantamento etnobotéanico de plantas com propriedades medicinais do
semiarido do Nordeste brasileiro e, no estudo, os residentes dessa regido indicaram
a aroeira-do-sertdo como terapéutico para infeccbes em geral, dor de cabeca, dor de

dente, antisséptico e inflamacéo utilizando diversas partes da planta. 1°

Estudos quimicos confirmaram a predominéancia de chalconas e de taninos na
casca da aroeira. %% 5657 Qutros estudiosos também demonstraram que uma fracdo
da casca do caule dessa planta apresentou efeitos anti-inflamatérios e antiulcerativos

em ratos, em parte devido a sua acao antioxidante, proveniente da presenca de

polifendis, incluindo taninos.>®

Figura 5 - Espécie M. urundeuva. Figura 6 - Flores da M.urundeuva

Fonte: (Maia-Silva et al., 2012)
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Um estudo de revisdo sistematica teve como conclusdo que o gel formulado
com Myracrodruon urundeuva e Lippia sidoides apresentaram forte eficacia na
protecdo do periodonto com diminui¢cdo da destruicdo dssea por periodontite induzida

em ratos.>8

Em relacdo a atividade antimicrobiana, diversas pesquisas apontam que a
espécie possui atividade biolégica. Em um dos estudos foi identificado efeito
antimicrobiano moderado do Oleo essencial das folhas da M.urundeuva frente as
espécies de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Salmonella
Enteritidis. Além do que, testes de citotoxicidade in vitro mostraram que o 6leo néo é
toxico e possui uma ligeira atividade antitumoral. 5° No estudo de Alves et al. (2009),
esta espécie de planta obteve atividades antimicrobianas contra S. mutans, C.
albicans e C. tropicalis.?° O estudo de Oliveira et al. (2017) demonstrou atividade
antifangica relevante do extrato etandlico da casca do caule da M.urundeuva em
espécies de Candida albicans, entretanto, ndo houve atividade antifingica em
espécies de Candida glabrata. Nessa mesma pesquisa, 0s extratos etandlicos da
casca e das folhas ndo apresentaram mutagénicidade e genotoxicidade, mas, em
teste com ratos demonstraram ser citotoxicos e téxicos. Todavia, esta pesquisa

mostrou baixa toxicidade para macréfagos e eritrocitos humanos. 5!
2.2.1.5 Albizia polycephala (Benth) Killip.

Da familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae, a Albizia polycephala (Benth)
Killip., de nome popular angico monjolo, € encontrada geralmente em dominios
fitogeograficos do Cerrado e Caatinga nos Estados do Ceard, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco e Espirito Santo, além das florestas latifoliadas da Bacia do
Parana. As arvores maiores atingem cerca de 25 m de altura e 0,60m de diametro a

altura do peito na idade adulta. Apresenta tronco reto e acinzentado.5% 34
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Figura 7: Albizia polycephala (Benth) Killip

Para a espécie Albizia polycephala (Benth) Killip, h4 escassos relatos na
literatura sobre sua composi¢cdo quimica e atividade farmacolégica, bem como de
outras atividades, incluindo a antimicrobiana, no entanto estudos de outras espécies
do género Albizia, demonstraram atividades antimicrobianas contra S.mutans®3 64 e

S.aureus®s.

2.2.1.6 Ximenia americana L.

A Ximenia americana, da familia Olacaceae, é uma planta encontrada em
abundancia na regido da Africa Ocidental.®® Todavia, € bem adaptada e encontrada
em regides do semiarido Nordestino e € conhecida popularmente como ameixa-do-

mato e utilizada para fins medicinais.®’
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Figura 8 - Ximenia americana L.

Fonte: http://www.cnip.org.br/banco_img/Ameixa/ximeniaamericanal2.html

Moradores das comunidades rurais do municipio de Oeiras, semiarido
piauiense, relatam que utilizam a casca do tronco dessa espécie para usos medicinais
variados. Foram citados o uso com finalidade anti-inflamatoria, cicatrizante, uso
abortivo e para tratar de doencas como anemia, Ulcera, cancer, infec¢do urinaria,
gastrite, queimaduras e desordens no trato gastrointestinal.®8 Em um estudo
etnofarmacoldgico sobre as plantas medicinais vendidas nos mercados publicos do
Nordeste brasileiro, foi relatado que as cascas e raizes da Ximenia americana L. sdo
usadas para tratar a tosse, rouquidéo, quadros de constipacdo, doencas sexualmente
transmissiveis e osteoporose.®® No continente africano a planta é bastante utilizada e,
na Guiné-Bissau, por exemplo, a decoccao das folhas é usada em tratamentos para
tosse e como laxante. J& na Costa do Marfim a planta também é utilizada para tratar

lesGes na cavidade oral, doencas reumaticas e diarreia.”

Estudiosos sudaneses também avaliaram a atividade antimicrobiana das
folhas, casca do tronco e raizes da X. americana L. e 0 extrato bruto da raiz mostrou
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus.”" 72 Pesquisadores da Guiné-
Bissau obtiveram resultados relevantes com o extrato metandlico da folha da X.

americana L. contra Candida albicans.”?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e a

toxicidade in vitro dos extratos brutos das espécies Anadenanthera Colubrina (vell).

Brenan, Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon urundeuva, Albizia

polycephala (Benth) Killip e Ximenia americana L.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar as espécies e preparar 0 extrato bruto das plantas Anadenanthera
Colubrina (vell). Brenan, Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon

urundeuva, Albizia polycephala (Benth) Killip e Ximenia americana L.

Verificar a atividade antimicrobiana através da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) dos extratos brutos das espécies Anadenanthera Colubrina (vell).
Brenan, Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon urundeuva, Albizia
polycephala (Benth) Killip e Ximenia americana L. frente as espécies de
bactérias Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e S. mutans e as

leveduras Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis;

Determinar a toxicidade, através da Concentracdo Letal Mediana (CL50), dos
extratos brutos da M. urundeuva, A. colubrina (Vell.) Brenan, L. grata Shauer,
X. americana, L.ferrea e A. polycephala (Benth) Killip sobre os nauplios da

espécie Artemia salina L.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

Os experimentos foram realizados no periodo de janeiro a dezembro de 2017,
no LAPETOX (Laboratorio de Pesquisas Toxicoldgicas) e no Departamento de
Antibiéticos (DANTI-UFPE), localizados na Universidade Federal de Pernambuco, na
Cidade Universitaria, Recife-PE. Anadenanthera Colubrina (vell). Brenan, Libidibia
ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon urundeuva, Albizia polycephala (Benth)
Killip e Ximenia americana L. foram coletadas na regido do semiarido, no Parque
Nacional do Catimbau (PARNA do Catimbau), localizado no Estado de Pernambuco,
no Nordeste brasileiro.

Figura 9 - Mapa da regido do PARNA do Catimbau

Maravilha Carcalina

Cruzeiro do
Nordeste

Arcoverde

Parque [424]

Pogo da Cruz Nacional do Pedra

Catimbau
Ibimirim

Venturosa

Buique
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Fonte: https://www.google.com.br/maps/@-8.5491167,-37.4466135,10z

O material vegetal foi examinado e extraido sem sinais aparentes de
degradacéo e contaminacgéo por fungos, de acordo com o manual de boas préticas de
manejo para o extrativismo sustentavel de cascas’®. Posteriormente, as espécies
foram identificadas no Instituto Agrobnomo de Pernambuco (IPA) e suas exsicatas
tombadas no herbario do IPA- Dardano de Andrade Lima. Os numeros de tombamento

constam nos Anexos (A ao E)
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Figura 10 - Coordenadas, periodo de coleta, nimero de tombamento e botanicos identificadores das

espécies
Espécies Coordenadas Periodos de Coleta Numero de Identificada
Tombo por

A.colubrina  (Vell) | 8°34’10.1”S Novembro/2016 91442 R. Pereira

Brenan 37.14°38.5"W

M.urundeuva 8°33’13.1”S Novembro/2016 92517 O. Cano
37°15°04.7"W

Albizia policephala | 8°31’14.8”S Novembro/2016 91791 A. Bocage e F.

(Benth) Killip. 37°14°28.0"W Gallindo

L. grata Shauer 8°31°26.5”S Setembro/2017 91591 F. Gallindo
37°14°28.8” W

X.americana L. 8°31°25.3”S Setembro/2017 91787 0. Cano
37°14°28.9”W

L.ferrea (Mart. ex | 8°34’32.7”’S Setembro/2017 91785 A. Bocage e F.

Tul) L.P.Queiroz 37°14’48.5"W Gallindo

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO

A preparacdo do extrato foi realizada no Laboratério de Toxicologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE sob a superviséo e colaboracéo da
Profé. Dr2 Jane Sheila Higino. O método de extracao foi realizado pela técnica de
maceracao a temperatura ambiente. Para obtencdo do extrato bruto foram utilizadas
amostras das cascas das espécies Anadenanthera Colubrina (vell). Brenan, Libidibia
ferrea, Myracrodruon urundeuva, Albizia polycephala (Benth) Kilip e Ximenia
americana L. que foram previamente trituradas e homogeneizadas. Para a espécie L.
grata Shauer foram utilizadas as partes aéreas. Os materiais vegetais foram
colocados para secar a sombra em temperatura ambiente durante 24 horas e em
seguida foram colocados na estufa a 33° C durante uma semana, sendo
posteriormente triturados a p6 em um moinho de facas com a abertura da malha de
tamanho médio. Apos serem triturados a po, foi adicionado o alcool etilico absoluto
(99,5%) para o processo de extracdo pelo método de maceracdo em um periodo de
duas semanas a fim de obter-se o extrato bruto por filtragdo. Em seguida, o extrato foi
colocado no evaporador rotativo, modelo (MA 120 — Marconi), e foi submetido a uma
temperatura em média de 40°C até a secura total ou parcial. Apds esta etapa, foram

obtidos extratos secos de todas as espécies de plantas, com excecdo do extrato da
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espécie Lippia grata Shauer que foi pilular. Posteriormente, os mesmos foram
divididos para os testes microbioldgicos e pesados para a obtencdo de uma solugéo

méae de 40 mg/mL.6

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados no Laboratorio de
Microbiologia do Departamento de Antibioticos da UFPE sob a supervisdo da Prof?
Dr2 Glaucia Manoella de Souza Lima em conjunto com a equipe de técnicos deste
laboratorio. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram testados seis isolados
clinicos das espécies das bactérias: Staphyococcus aureus (02-UFPEDA),
Enterococcus faecalis (69-UFPEDA) e Streptococcus mutans (766-UFPEDA) e
leveduras: Candida albicans (1002-UFPEDA), Candida glabrata (6392-UFPEDA),
Candida tropicalis (6947-UFPEDA).

Foram utilizados como meio de cultura o meio Mueller Hinton (KASVI, Italia)
para manutencéo das bactérias S. aureus, E. faecalis. Para o S.mutans foi utilizado o
Meio Broth Heart Infusion (KASVI, Italia) e Meio Agar Sabouraud Dextrose (Himedia

Laboratories, Mumbai) para a manutencao das leveduras.

Na etapa de preparacdo do inéculo, foram selecionadas colbnias isoladas de
cultura jovem (24 horas de cultivo para bactérias e 48 horas para leveduras) e com
auxilio de uma alca de transferéncia, as cepas foram imergidas em 5 mL de solucao
salina (NaCl a 0,9%). A turvacéo do indculo foi comparada visualmente ao tubo padréo
de 0,5 da escala de McFarland (1,5x108UFC/mL) sendo, posteriormente, realizada a
leitura no espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220) com comprimento de onda de 625

nm para bactérias e 530 nm para leveduras.

Para avaliar a atividade antimicrobiana foi realizado o teste para a
determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e a sensibilidade dos micro-
organismos aos agentes antimicrobianos é representada pela (CIM). Esse indice
corresponde & menor concentracdo do agente capaz de inibir o desenvolvimento

visivel do micro-organismo.

Dessa maneira, a metodologia usada para avaliagdo da atividade
antimicrobiana dos extratos brutos das plantas foi a difusdo por pogo. Essa

metodologia € utilizada na Colecdo de Micro-organismos do Departamento de
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Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco para solucdes e extratos
vegetais que possuem dificuldade de difusdo ou precipitam em meios de cultura em
caldo, similar a metodologia realizada por Okeke, et al.(2001)’® . Foram seguidas as
recomendagdes do protocolo M02-A12 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(2015), de forma adaptada.’®

Em uma primeira etapa do teste foram utilizadas placas de placas de Petri, has
quais foram vertidos um volume de 8 mL do meio agar nutriente, a fim de formar uma
superficie para a colocacao de 6 ponteiras. Apés a distribuicdo das ponteiras, foram
dispensados 13uL do indculo preparado na concentracéo de 1,5x 108 UFC/ mL em
tubos tipo falcon estéreis, os quais foram homogeneizados com 11,7 mL do meio
semissolido Mueller Hinton (Himedia Laboratories, Mumbai) para bactérias, para que
no final houvesse uma a concentracéo final do inéculo de 1,5 x 10° UFC/mL. Para o
teste com leveduras, foi utilizado o meio semissodlido Mueller Hinton (Himedia
Laboratories, Mumbai) adicionado a 2% de glicose + azul de metileno com uma

concentracéo final do in6culo de 1,5 x 103 UFC/mL.

Em seguida, os inéculos de cada espécie foram homogeneizados com os
meios de cultura e vertidos nas placas de Petri correspondentes. Mais adiante, as
ponteiras foram removidas, o que resultou em 6 poc¢os na placa, correspondentes aos
pocos onde foram adicionados 25 pL dos extratos, nas concentracdes dos extratos de
1000 pg/mL a 62,5ug/mL.

No meio da placa foi confeccionado um pog¢o para o controle dos solventes de
cada extrato. Para o controle positivo foram utilizadas as drogas Anfotericina B (1 pg/
mL) para leveduras e Gentamicina (4 ug/ mL) para bactérias. Todos os testes foram
realizados em duplicata. Depois dessas etapas, as placas dos testes foram incubadas
em uma estufa na temperatura de 37 +1 C°, durante 24 horas para bactérias e 30 +1

C°, durante 48 horas para leveduras.
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Figura 11 - Teste de atividade microbiana:
Placa de Petri com ponteiras e com orificios
para extratos.

Apéds o tempo de incubacdo, os resultados do teste de atividade antimicrobiana
foram obtidos através da observacéo do halo de exibicdo formado, sendo verificadas
as concentracdes inibitérias minimas de cada extrato, ou seja, as menores

concentracdes de cada extrato que foram capazes de inibir o crescimento microbiano.

4.4 DETERMINACAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS VEGETAIS FRENTE AOS
NAUPLIOS DA ARTEMIA SALINA L.

A metodologia utilizada para os ensaios de toxicidade através de Artemia salina
L. foi baseada em Meyer et al. (1982); Araujo e Nascimento (1992) e normas do
LAPETOX-UFPE 77: 7879 80 Este método é considerado um pré-teste eficaz para testar
a toxicidade de extratos vegetais com a vantagem de ser simples e barato e realizado
em um tempo relativamente curto para testar varios tipos de extratos ao mesmo
tempo. Grande quantidade de estudos em todo mundo utilizam o método e seus
resultados correlacionam-se com o0s testes mais especificos para andlise de

toxicidade. 81; 82; 83; 84; 85; 86

Na etapa da incubacdo, em um recipiente retangular de 11,0 x 8,0 x 3,0 cm,
com uma diviséria contendo furos de aproximadamente 0,02 cm de espessura

espacados por 0,5 cm e distribuidos uniformemente, foram adicionados 150 mL de
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agua do mar. O recipiente foi colocado dentro de uma incubadora iluminada por uma
lampada incandescente de 40 w. Em um dos lados desse recipiente, adicionou-se
cerca de 35 mg de cistos de Artemia salina L., de forma que 0s mesmos nao
ultrapassassem a divisoria. A parte do sistema contendo os cistos de Artemia salina
L. foi coberto com papel aluminio, para que 0s organismos, ao nascerem, fossem
atraidos pela luz do outro lado do sistema, forcando-os a atravessar a divisoria. Tal
procedimento visa uma homogeneiza¢ao das condic¢des fisicas dos organismos-teste.
A incubacéo foi realizada por um periodo de 24 horas.

Apos o periodo de incubacéo, os ovos foram eclodidos e 0os organismos-testes
(nauplios de A.salina L.) foram expostos as drogas de interesse por 24 horas,
utilizando-se tubos de ensaio nos quais foram colocados, em cada, 10 nauplios de
Artemia salina L., previamente selecionados. Os testes foram realizados em duplicata

para cada concentracéo de cada composto.

Determinou-se a faixa de concentracdo a ser testada situada entre a maior
concentragdo com 0% de mortalidade e a menor concentragdo com 100% de
mortalidade dos nauplios. As demais concentracdes foram distribuidas dentro desse
limite, de modo a obter a CL50 (concentracao letal para 50% da populacéo) do extrato

testado.

As solucdes dos extratos da Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer, Myracrodruon
urundeuva, Albizia polycephala (Benth) Killip e Ximenia americana L. foram
preparadas em agua do mar, com excec¢do da espécie L.grata, pois além da referida
foi adicionada ao Twin 80 para uma re-suspensao adequada do extrato de modo que
a concentracdo de modo que a concentracao do Twin 80 resultou em 1%. O extrato
da A. colubrina ndo foi testado para toxicidade, pois 0 mesmo nao obteve resultados

no teste de atividade antimicrobiana nas concentracdes testadas.

Os controles negativos foram estabelecidos para a confirmacdo de que a
mortalidade observada nos nauplios de Artemia salina L. resultou da toxicidade aos

compostos e ndo devido a falta de alimentacéo.?’

Apés 24 horas de exposicdo, realizou-se a contagem de nauplios vivos e
mortos, e foram considerados vivos todos aqueles que apresentaram movimentacao

guando observados proximos a uma fonte luminosa. Foram considerados validos os
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testes nos quais o controle apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10 % da
populacao. Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico com utilizacéo da
andlise Probit, pelo programa IBM SPSS Statistics v20, com intervalo de confianga de
95%, 0 que permitiu determinar os valores da CL50.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, para o teste de atividade antimicrobiana, foi utilizado o método
de difusdo em agar, pois durante ensaios preliminares, comparado com o método de
microdiluicdo em caldo, houve maior difusdo dos extratos e menor precipitacdo. Essas
variacdes em extratos de plantas podem estar relacionadas a técnica aplicada, ao
micro-organismo ou sua cepa, como também a origem da planta, época da coleta, da
forma de obtencédo do extrato bruto e da quantidade testada. Desta maneira, ndo
existe método padronizado para expressar os resultados de testes antimicrobianos de
produtos naturais.®8 Como alternativa para convencionar os testes, sdo usadas as
farmacopeias de cada pais e também guias como o da CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) ou ainda do EUCAST (European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing) adaptados.

5.1 TESTE DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Do total de 3 cepas de bactérias: S. aureus (UFPEDA-02), E. faecalis
(UFPEDA-69) e S. mutans (UFPEDA-766) e 3 cepas de leveduras: C. albicans
(UFPEDA-1007), C. glabrata (6392-UFPEDA) e Candida tropicalis (UFPEDA-6947),
todas foram sensiveis a pelo menos um dos extratos testados, com excecédo do extrato
bruto da casca da A. colubrina (Vell) Brenan, pois, 0 mesmo nao expressou atividade
antimicrobiana nas concentragfes testadas em nenhuma das cepas avaliadas. A
espécie Candida tropicalis (UFPADA-6947) nao foi sensivel a nenhum extrato dentre

os avaliados.
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5.1.1 Atividade antimicrobiana do extrato bruto da Libidibia ferrea

Figura 12 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto de L. ferrea
em S.aureus - duplicata.

Figura 13 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da L. ferrea em
E. faecalis - duplicata.
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Figura 14 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da L. ferrea em
C. albicans - duplicata.

Figura 15- Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da L. ferrea em C.
glabrata - duplicata.
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5.1.2 Atividade antimicrobiana do extrato bruto da Lippia grata Shauer

Figura 16 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto de L. grata em
S. aureus - duplicata.

Figura 17 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da L. grata em S.
mutans - duplicata.




5.1.3 Atividade antimicrobiana do extrato bruto da M. urundeuva Alemao

Figura 18 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da M.
urundeuva em S. aureus - duplicata.

Figura 19 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da M. urundeuva
em E. faecalis - duplicata.
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Figura 20 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da M. urundeuva
em C. albicans - duplicata.

5.1.4 Atividade antimicrobiana do extrato bruto da A. polycephala (Benth) Killip

Figura 21- Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da A. polycephala
(Benth) Killip em S. aureus - duplicata.
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Figura 22 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da A.
polycephala (Benth) Killip em E. faecalis - duplicata.

Figura 23 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da A. polycephala
(Benth) Killip em C. albicans - duplicata.




5.1.5 Atividade antimicrobiana do extrato bruto da Ximenia Americana L.

Figura 24 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto de X. americana L.
em S. aureus - duplicata.

Figura 25 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da X. americana
L. em E. faecalis - duplicata.
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Figura 26 - Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da X. americana
L. em C. albicans - duplicata.

5.2 RESULTADOS DAS CONCENTRACOES INIBITORIAS MINIMAS (CIM)

Uma variedade de micro-organismos causam doencas e danos aos seres
humanos, entretanto, ha atualmente uma preocupagdo com a resisténcia aos
medicamentos devido ao uso inadequado dos antibidticos,®® tornando as plantas e
fitoterapicos uma alternativa, cujo uso popular é milenar e se tornou fonte de pesquisa
para estudiosos no mundo. % Este estudo buscou responder, em parte, a atividade

antimicrobiana in vitro de extratos vegetais brutos.

Para avaliarmos a atividade antimicrobiana destes extratos alguns autores
classificam o grau de atividade dos extratos vegetais onde 0S mesmos S&o
considerados com bom potencial inibitorio se demonstrarem atividade em
concentracbes de até 100 pg/mL, atividade inibitéria moderada de 100-500 pg/mL,
atividade fraca de 500-1000 pg/mL e inativos maiores que 1000 pug/mL. No entanto,
geralmente, a avaliacdo da atividade antimicrobiana é classificada de forma a
considerar se 0s micro-organismos testados sao resistentes ou sensiveis a

determinado agente antimicrobiano.%% 93 94

Dentre os resultados dos testes de atividade antimicrobiana, 0S micro-

organismos que necessitaram de menores concentragcdes dos extratos para serem
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inibidos foram os S. aureus com CIM de 125 pg/mL para os extratos brutos de L.
ferrea, M. urundeuva e X. americana L. e a Candida albicans com CIM de 62,5 pg/mL
para 0s mesmos extratos brutos citados anteriormente. O extrato que obteve melhor
resultado para E. faecalis foi o extrato bruto da X. americana L. com CIM de 250 pg/mL
e 0 extrato que obteve melhor atividade para S.mutans foi o extrato bruto da L. grata
Shauer com CIM de 125 pg/mL.

CIM(ug|mL) A.colubrina | L.ferrea L.grata | M.urundeuva | A.polycephala | X.americana
L.
Extratos brutos
Casca
das plantas Casca Casca Folhas\ Casca Casca
partes
aéreas
S. aureus R* 125 500 125 250 125
(02UFPEDA) Mg/mL Mg/mL
Mg/mL Mg/mL Mg/mL
CEPAS E. faecalis R* 500 1000 500 500 250
(69UFPEDA) pg/mL pg/mL
pg/mL pg/mL pg/mL
S. mutans R* R* 125 R* 1000 R*
pg/mL
(7T66UFPEDA) Mg/mL
C. albicans R* 62,5 1000 62,5 250 62,5
(1007UFPEDA) Mg/mL Mg/mL
pg/mL pg/mL pg/mL
C. glabrata R* 125 R* R* 1000 R*
Mg/mL
(6392UFPEDA) Mg/mL
C. tropicalis R* R* R* R* R* R*
(6947 UFPEDA)

Tabela 1 - Concentragéo inibitéria minima (CIM) dos extratos brutos em pg/mL

*Obs: R- Espécies resistentes nas concentragdes até 1000 pg/mL

O extrato bruto da L. grata Shauer demonstrou atividade para S. aureus (CMI=
500 pg/mL) e o seu melhor resultado foi para S. mutans na concentracao de 125 pg/Ml.
Esse resultado € inédito na literatura, pois ndo ha relatos sobre a atividade
antimicrobiana dessa espécie.®® Entretanto, foi necessaria uma concentracdo maior

para inibir o crescimento do E. faecalis e C.albicans (CIM=1000 pg/mL). Embora néo
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haja muitos relatos sobre a espécie L. grata Shauer, existem estudos com outras
espécies do género Lippia que apresentam uma série de resultados satisfatorios em
relagdo a atividades antimicrobianas na literatura.*’” A espécie Lippia adoensis var.
adoensis, por exemplo, demonstrou atividade contra E. faecalis, S. aureus e C.
albicans (com CIM de 256 pg/mL, 256 pg/mL e 512 pg/mL) respectivamente %,
havendo ainda outros resultados promissores com as espécies de Lippia alba e Lippia
sidoides contra o S. mutans apresentando CIM de 125 pg/mL do 6leo essencial das
folhasda L. albae CIMde 62,5 ug/mL do o 6leo essencial das folhas de L. sidoides.%

Ao analisar a atividade do extrato bruto da M. urundeuva, detectou-se que S.
aureus e E. faecalis foram sensiveis a esse extrato, com CIM de 125 pg/mL e 500
pug/mL, respectivamente. No entanto, 0 mesmo apresentou uma menor CIM (62,5
pg/mL) frente C. albicans. Ao confrontarmos o resultado inibitério para desse extrato
com o estudo de Oliveira et al. (2017), foi possivel verificar que na sua pesquisa
também houve atividade antimicrobiana do extrato etandlico das cascas da M.
urundeuva para C.albicans, com valores de CIM entre 16 pg/mL a 256 pg/mL, em 10
cepas de C. albicans avaliadas, Todavia, para C. glabrata, o extrato da M. urundeuva

nao obteve atividade , assim como neste estudo.®!

Em outra pesquisa, realizada em 2015, na qual foi testada a atividade
antimicrobiana contra C. albicans, também houve um resultado satisfatorio com o
extrato hidrodlcoolico das folhas da M. urundeuva, resultando em uma CIM de 125
pg/mL. Além disso, nesse mesmo estudo foram realizados testes com uma
nanoparticula incorporada ao extrato, no qual a CIM foi reduzida para 15,62 pg/mL, o

que sugere uma melhoria no resultado do extrato utilizando esta tecnologia.®’

BN

Em relagdo a planta Albizia polycephala (Benth) Killip, todos os micro-
organismos testados foram sensiveis a espécie, com excecao da C. tropicalis que foi
resistente. S. aureus, E. faecalis, Candida albicans foram sensiveis ao extrato bruto
dessa planta e apresentaram CIM nos valores de 250 pg/mL, 500 pg/mL e 250 pg/mL,
respectivamente. Contudo os resultados inibitérios para S. mutans e C. glabrata foram
menos relevantes, com CIM de 1000 pg/mL para ambos. Para essa planta nao
existem muitos estudos na literatura sobre a atividade antimicrobiana, no entanto
estudos de outras espécies do género Albizia demonstraram atividades

antimicrobianas contra S.mutans®3 64 e S.aureus®®
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Ao serem verificados os resultados do extrato bruto da X. americana L.,
percebeu-se que o E. faecalis foi mais sensivel a esta espécie vegetal (CIM = 250
pg/mL), se compararmos com 0s outros extratos testados. Outras pesquisas também
demonstraram atividade antimicrobiana da X.americana L. contra diversos micro-
organismos, inclusive, E. faecalis % 7% %8, Esse resultado se torna relevante, afinal,
varias doencas sdo associadas ao E. faecalis, inclusive em regido oral, como a
associacdo da presenca do micro-organismo ao insucesso do tratamento
endoddntico.%% 100: 101 Além dessa bactéria, C. albicans também foi associada a casos
gue necessitam de retratamento endodoéntico® e, neste estudo, esta levedura também

foi sensivel ao extrato da X.americana L. (CMI = 62,5 pg/mL).

A atividade antimicrobiana da X. americana pode ser parcialmente atribuida a
seus constituintes quimicos, como os taninos, além da presenca de polifendis,
indicativo de suas atividades anti-inflamatéria, antialérgica, antibacteriana,

antifngica, além de seus efeitos vasoprotetores. 192

Em outro estudo foi realizada a analise fitoquimica do extrato vegetal da casca
do caule desta espécie e foram identificados varios compostos bioativos como
alcaloides, antraguinonas, flavonoides, glicosideos, saponinas, taninos e terpenoides.
66, Ademais, identificou-se que esse extrato obteve atividade antimicrobiana contra o
S. aureus, corroborando com o presente estudo, pois o extrato bruto da casca do caule
da X. americana L. expressou atividade moderada para S. aureus com uma CIM de
125 pg/mL.

Os taninos e flavonoides sédo, provavelmente um dos responsaveis pela
resposta antimicrobiana deste extrato. O primeiro possui mecanismos de agao como
inibicio de enzimas microbianas extracelulares que podem prejudicar o
desenvolvimento e multiplicacdo dos micro-organismos, também pode atuar na
privacdo dos substratos e outros ions metélicos importantes para atividades
fisiologicas dos micro-organismos, além da possivel atuagdo da inibicdo da
fosforilagcdo oxidativa e por consequéncia ndo formacgéo da Adenosina Trifosfato (ATP)
para os mesmos, causando a morte desses. 1% Os flavonoides atuam promovendo
absorcao do ferro e vitaminas, agem como antioxidantes, além de possuirem atividade

antimicrobiana e moduladora do sistema imune.104
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Segundo Fabry et el. (1998) os potenciais clinicos dos extratos brutos , como
os do presente estudo, apresentam componentes que podem ter sinergia ou efeitos
antagonicos.®® Além disso, outros estudos sobre fitoterapicos demonstram que as
atividades sinérgicas dos componentes dos extratos brutos sdo mais evidentes do que
as frac6es ou componentes isolados 1°°, o que demonstra a possibilidade de utilizacdo
desses extratos em outras etapas e analises complementares com testes fitoquimicos

e estudos in vivo.

Avaliando de forma global, C. tropicalis foi o micro-organismo resistente a todas
as concentracoes testadas dos extratos, enquanto que C. albicans foi o micro-
organismo mais sensivel aos extratos brutos testados, ou seja, 0s extratos brutos da
L. ferrea, M. urundeuva e Ximenia americana possuem boa atividade antifungica
contra essa levedura com uma CIM de 62,5 pug/mL, tornando-se interessante a

verificagéo da toxicidade desses extratos.

5.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA L.

Para avaliar os valores da toxicidade através da CL50, consideramos que
valores de CL50 >1000 pg/mL séo considerados nédo téxicos /. Valores entre 500 e
1000 pg/mL séo considerados pouco téxicos, aqueles entre 100 e 500 pg/mL como
moderadamente téxicos e aqueles com concentracdo <100 pg/mL como fortemente

toxicos.83

Dentre os resultados do teste para avaliacdo da CL50, o extrato que foi mais
toxico para os nauplios da A. salina L. foi o extrato bruto da L. grata Shauer, com a
concentracéo letal mediana de 167,6 pg/mL e uma toxicidade moderada. O extrato
gue se apresentou menos téxico para os nauplios na A. salina L. foram os extratos
brutos da Myracrodruon urundeuva seguido do extrato bruto da A. polycephala (Benth)
Killip, com CL50 de 1203,0 pg/mL (ndo toxico) e 801,7 upg/mL (pouco toxico),

respectivamente.
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95% Confidence Limits for Conc

95% Confidence Limits for log (Conc)a

Estimate
ESPECIES PROBIT (CL50) | LowerBound | UpperBound | Estimate | Lower Bound | Upper Bound
,500 324.8 254.9 396.3 2.512 2.406 2.598
L. ferrea
,500 167.6 136.8 202.9 2.224 2.136 2.307
L. grata Shauer
,500 1203.0 770.2 2876.4 3.080 2.887 3.459
M.urundeuva
A.polycephala |,500 801.7 702.0 909.1 2.904 2.846 2.959
(Benth) Killip
,500 345.8 210.7 487.0 2.539 2.324 2.688

X. americana

Tabela 2: Concentracéo letal mediana (CL50) dos extratos brutos em pg/Ml

Logaritimo de base 10. Programa: IBM SPSS v 20 — Analise estatistica Probit

Em relagéo aos extratos brutos da da L. ferrea e a X. americana, o resultado

das CL50 foram de 324.8 pg/mL e 345.8 pug/mL, respectivamente, sendo considerados

moderadamente téxicos. No entanto, como a CIM desses extratos frente C. albicans

foi de 62,5 pg/mL e de 125 pg/mL para S.aureus, observou-se uma margem de

seguranca, o que torna possivel a utilizacdo dos mesmos em testes in vivo para esses

micro-organismos, tendo em vista que para inibi-los tivemos baixas Concentracdes

inibitérias.
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5.4 ARTIGO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DETERMINACAO DA CL50 DE
EXTRATOS VEGETAIS FRENTE AS ESPECIES CANDIDA ALBICANS, CANDIDA
GLABRATA E CANDIDA TROPICALIS

RESUMO

E crescente o nimero de problemas associados as doencas infecciosas e resisténcia
microbiana, tornando a descoberta de novos medicamentos essenciais. O presente
estudo tem o objetivo de identificar a atividade antimicrobiana in vitro e toxicidade
frente a Artemia Salina L. de plantas selecionadas de acordo com o uso tradicional
em comunidades do semiarido nordestino brasileiro. Foram estudados Extratos brutos
de cascas do tronco e parte aérea foram investigados para deteccdo da atividade
antifingica frente a Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis e
toxicidade frente a Artemia salina L. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada pelo método de difusdo em poc¢o. Como resultados a Ximenia americana
L., Libidibia Ferrea e Myracrodruon urundeuva obtiveram atividades antifangicas
frente a Candida albicans com Concentragdo inibitéria minima de 62,5 pg/mL. Para a
Candida glabrata, o extrato que obteve atividade moderada foi o da Libidibia ferrea.
(CIM = 125 pg/mL). Nenhum dos extratos obtive atividade antifangica para a espécie
Candida tropicalis nas concentracdes testadas. No ensaio de toxicidade frente a
Artemia salina L., o extrato menos toxico foi o da Myracrodruon urundeuva, com uma
CL50 de 1203 pg/mL, seguido do extrato bruto da A. polycephala (Benth) Killip com
CL50 de 801,7 pg/mL (pouco téxico). Desta maneira, o estudo revelou que plantas
provenientes do semiarido do Nordeste brasileiro possuem atividade antifungica

contra leveduras do género Candida.

Palavras chave: Fitoterapia, Extratos vegetais, saude Bucal, Microbiologia, Candida
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INTRODUCAO

A resisténcia aos medicamentos antifungicos, incluindo espécies resistentes a
multidrogas, torna-se cada vez mais importante para a escolha das medicagbes e
gerenciamento do tratamento das infec¢des fangicas, pois elas estdo associadas a

alta morbidade e mortalidade.!3 106

Em individuos portadores de doencas imunossupressoras como cancer e
AIDS, nos quais, os mecanismos de defesa imunologica apresentam-se deficientes,
80 a 90% da microbiota fungica nos individuos é constituida por Candida albicans, o
restante € atribuido a outras espécies, sendo as mais comuns C. glabrata (9% a 15%
dos casos) e a C. tropicalis (até 15% dos casos).?® Esses individuos sdo mais
susceptiveis a candidiase, inclusive a orofaringea.?* Este fato estd associado a
necessidade que esses pacientes, muitas vezes, precisam de um tratamento por
longo periodo, facilitando a resisténcia aos derivados azélicos.10” 198 A C. albicans é
normalmente um fungo comensal que coloniza a saliva e a mucosa oral, entretanto
pode se tornar patogénica em condigGes especificas.?? Os pacientes diabéticos
também demonstram ser até 4 vezes mais suscetiveis a desenvolverem candidiase
oral do que néo diabéticos.1%® Além disso, a espécie Candida albicans pode estar,
também, relacionada com biofilme dental e evolucdo da carie, bem como estar
associada com a candidiase orofaringea ja citada anteriormente.* 2% 21 Dados
epidemioldgicos recentes sugerem o aumento da incidéncia de cepas de Candida
ndo-albicans com susceptibilidade reduzida a azoles, tornando a terapia profilatica nos
doentes imunocomprometidos, muitas vezes, critica.? 2> Ademais, recentes pesquisas
sugerem que mutacdes genéticas podem facilitar a resisténcia a C. glabrata,

especificamente. 110111

Ao ser observada a necessidade de desenvolvimento de novas terapias
medicamentosas, pesquisas com fitoterapicos estdo sendo concretizadas para
obtencdo de farmacos mais seguros, eficientes, padronizados e, por vezes, com

melhor custo beneficio.®

No Brasil, as plantas medicinais sdo um importante alicerce para a medicina
popular.’® Dessa maneira, medicamentos a base de plantas tém sido reconhecidos
como um recurso valioso para os cuidados primarios em saude. Ademais, a OMS

apoia pesquisas sobre a utilizacdo de plantas medicinais, com a finalidade de se obter
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um uso racional e adequado desses produtos.l® A vista disso, o presente estudo
propds a avaliar a atividade antimicrobiana e toxicidade dos extratos brutos das
plantas Albizia polycephala (Benth) Killip, Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer,
Myracrodruon urundeuva e Ximenia americana L., espécies tipicas ou adaptadas ao

semiarido brasileiro, frente ao género Candida.

MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no periodo compreendido de janeiro a
dezembro de 2017, no Laborat6rio de Pesquisas Toxicoldgicas e no Departamento de
Antibioticos (DANT]I), localizados na Universidade Federal de Pernambuco, na Cidade
Universitaria, Recife-PE. As espécies Myracrodruon urundeuva, Ximenia americana
L., Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer e Albizia polycephala (Benth) Killip no Parque
Nacional do Catimbau (PARNA do Catimbau), localizado no Estado de Pernambuco,

no Nordeste brasileiro.
Confeccao do extrato

O material vegetal foi examinado e extraido sem sinais aparentes de
degradacédo e contaminacao por fungos, de acordo com o manual de boas praticas de
manejo para o extrativismo sustentavel de cascas’. As plantas foram identificadas no
Instituto Agrénomo de Pernambuco (IPA) e exsicatas foram tombadas no herbario do
IPA - Dardano de Andrade Lima.

O método de extracao para a confeccdo dos extratos brutos foi realizado por
maceracao a temperatura ambiente. Para obtencdo do extrato bruto foram utilizadas
amostras das cascas das espécies M. urundeuva, A. polycephala (Benth) Killip, X.
americana L., L. ferrea as quais foram previamente trituradas e homogeneizadas e
posteriormente colocadas para secar a sombra em temperatura ambiente durante 24
horas. Para a espécie L. grata Shauer partes aéreas da planta foram utilizadas. Em
seguida foram colocadas na estufa a 33° C durante uma semana triturados a pé6 em
um moinho de facas com a abertura da malha de tamanho médio, em sequéncia, apos
serem triturados a po, foi adicionado o alcool etilico absoluto (99,5%) para a extracao.
O processo de maceracéo foi realizado por duas semanas a fim de obter-se o extrato
bruto por filtracdo. subsequentemente, os extratos foram colocados no evaporador
rotativo, modelo MA 120 da marca Marconi, com a temperatura em média de 40°C.
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Foram obtidos extratos secos com excecdo da L. grata Shauer, espécie a qual foi
obtido o extrato pilular. Posteriormente os extratos foram divididos para os testes

microbioldgicos e pesados para a obtencdo de uma solucdo mée de 40 pg/mL.6

Figura 1 - Coordenadas, periodo de coleta, nimero de tombamento e botanicos identificadores
das espécies

Espécies Coordenadas Periodos de Coleta Numero de Identificada por
Tombo

M. urundeuva 8°33'13.1"S Novembro/2016 92517 0. Cano
37°1504.7"W

A.polycephala  (Benth) | 8°31'14.8"S Novembro/2016 91791 A. Bocage e F.

Killip 37°1428.0'W Gallindo

L. grata Shauer 8°31'26.5"S  37°14'28.8" | Setembro/2017 91591 F. Gallindo
W

X. americana L. 8°31'25.3"S Setembro/2017 91787 0. Cano
37°14'28.9'W

L. ferrea 8°34'32.7"S 37'14'48.5"W | Setembro/2017 91785 A. Bocage e F.

Gallindo

Micro-organismos:

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram testados trés isolados
clinicos das espécies das leveduras: Candida albicans (1002-UFPEDA) e Candida
glabrata (6392-UFPEDA) e Candida tropicalis (6947-UFPEDA). Para manutencéo das
leveduras foi utilizado o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose ((Himedia
Laboratories, Mumbai)’® Na etapa de preparacdo do indéculo, foram selecionadas
colénias isoladas de cultura jovem (apés cultivo por 48 horas) e com auxilio de uma
alca de transferéncia, foram imergidas em 5 mL de solucéo salina (NaCl a 0,9%). A
turvacao do ino6culo foi comparada visualmente ao tubo padréo de 0,5 da escala de
McFarland (1,5x108UFC/mL) e sequencialmente, realizada a leitura no
espectrofotdmetro (Bioespectro SP-220) com comprimento de onda de 530 nm para

leveduras.
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Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A sensibilidade dos micro-organismos aos agentes antimicrobianos é
representada pela Concentracéo Inibitéria Minima (CIM). Esse indice corresponde a
menor concentracdo do agente capaz de inibir o desenvolvimento visivel do micro-

organismo.

A metodologia usada para avaliagéo da atividade antimicrobiana dos extratos
brutos das plantas foi a difusédo por poco adaptada pela Cole¢céo de Micro-organismos
do Departamento de Antibiéticos da Universidade da Universidade de Pernambuco
para solucdes e extratos vegetais que possuem dificuldade de difusdo ou precipitam
em meios de cultura em caldo, similar a metodologia realizada por Okeke et al.
(2001).” Foram seguidas as recomendacgfes do protocolo M07-A12 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (2015).76

O teste consistiu na utilizacdo de placas de Petri, nas quais foram vertidos um
volume de 8 mL do meio agar nutriente, a fim de formar uma superficie para a
colocacéo de 6 ponteiras. Apés a distribuicdo das ponteiras, foram dispensados 13 uL
do inéculo preparado na concentragdo de 1,5x 108 UFC/ mL em tubos tipo falcon
estéreis e homogeneizados com 11,7 mL do meio semissélido Mueller Hinton
(HiMedia Laboratories, Mumbai) (adicionado a 2% de glicose + azul de metileno) onde

a concentracéo final do in6culo foi de 1,5 x 103 UFC/ mL.

Posteriormente, o in6bculo com o meio de cultura foram vertidos na placa.
Adiante, as ponteiras foram removidas, 0 que resultou em 6 pocos na placa,
correspondentes aos poc¢os onde foram utilizadas as concentracfes dos extratos de
1000 pg/mL a 62,5ug/ mL. No meio da placa foi confeccionado um pogo para o
controle dos solventes de cada extrato. Para o controle positivo foram utilizadas as

drogas Anfotericina B (1 pg/mL).

Sequencialmente, as placas dos testes foram incubadas em uma estufa na
temperatura 30 +1 C°, durante 48 horas para em seguida serem avaliados os

resultados.

Esses resultados foram obtidos através da observacdo do halo de exibicao

formado, sendo verificadas as concentrac¢des inibitérias minimas de cada extrato, ou
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seja, as menores concentracdes de cada extrato que foi capaz de inibir o crescimento

microbiano.

Determinacédo da toxicidade dos extratos vegetais frente aos nauplios da A. salina L.

A metodologia utilizada para os ensaios de toxicidade através da Artemia salina
L. foi baseada em Meyer et al. (1982); Aradjo e Nascimento (1992) e normas do
LAPETOX-UFPE. 77 7880 Na etapa de incubacéo foi utilizado um recipiente retangular
de 11,0 x 8,0 x 3,0 cm, com uma diviséria contendo furos de aproximadamente 0,02
cm de espessura espacados por 0,5 cm e distribuidos uniformemente, foram
adicionados 150 mL de agua do mar. O recipiente foi colocado dentro de uma
incubadora iluminada por uma lampada incandescente de 40 w. Em um dos lados
desse recipiente, adicionou-se cerca de 35 mg de cistos de A. salina L., de forma que
0S mesmos nao ultrapassassem a divisoéria. A parte do sistema contendo os cistos de
A. salina L. foi coberto com papel aluminio, para que 0s organismos, ao nascerem,
fossem atraidos pela luz do outro lado do sistema, forcando-os a atravessar a
diviséria. Tal procedimento visa uma homogeneizacdo das condicdes fisicas dos
organismos-teste. A incubacéo foi feita por um periodo de 48 horas. ApGs o periodo
de incubacéao, os ovos foram eclodidos e os organismos-testes (nauplios de A. salina
L.) foram expostos as drogas de interesse por 24 horas, utilizando-se tubos de ensaio
e cada um contendo 10 nauplios de Artemia salina, previamente selecionados. Os
testes foram feitos em duplicata para cada concentragdo de cada composto.

Determinou-se a faixa de concentracdo a ser testada situada entre a maior
concentracdo com 0% de mortalidade e a menor concentragdo com 100% de
mortalidade dos nauplios. As demais concentragdes foram distribuidas dentro desse
limite, de modo a obter a CL50 (concentracao letal para 50% da populac&o) do extrato
testado. As solugbes dos extratos da Libidibia ferrea, Lippia grata Shauer,
Myracrodruon urundeuva, Albizia polycephala (Benth) Killip e Ximenia americana L.
foram preparadas em agua do mar, com excecao da espécie L.grata, pois além da
referida foi adicionada ao Twin 80 para uma re-suspenséao adequada do extrato de

modo que a concentragdo de modo que a concentracdo do Twin 80 resultou em 1%.

Os controles negativos foram realizados para se ter certeza de que a
mortalidade observada nos nauplios de Artemia salina L. fora resultante da toxicidade
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aos compostos e ndo devido a falta de alimentacdo.®” Apés 24 horas de exposicéo,
foi realizada a contagem de nauplios vivos e mortos, sendo considerados vivos todos
agueles que apresentassem qualquer tipo de movimento quando observados
proximos a uma fonte luminosa. Foram considerados validos os testes nos quais o
controle apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10 % da populacdo. Os
resultados foram submetidos a tratamento estatistico utilizando o Probit, o qual

forneceu os valores de CL50 pelo programa IBM SPSS Statistics v20.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, foi utilizado o método de difusdo em agar, pois durante ensaios
preliminares, comparado com o método de microdiluicdo em caldo, houve maior
difusdo dos extratos e menor precipitacdo. Dentre as leveduras, a C. albicans
(UFPEDA-1007), C. glabrata (6392-UFPEDA) foram sensiveis a pelo menos dois dos
extratos testados. A excecdo foi o extrato bruto da espécie Candida tropicalis

(UFPEDA-6947), pois 0 mesmo néo foi sensivel a nenhum extrato avaliado.

Figura 2: Teste de atividade antimicrobiana do extrato bruto da L.
ferrea em C. glabrata - duplicata

Uma variedade de micro-organismos causam doencas e danos aos seres
humanos, entretanto ha, atualmente uma preocupacdo com a resisténcia aos
medicamentos devido ao uso inadequado dos antibiéticos.®° Plantas e fitoterapicos,

cujo uso popular é milenar se tornou fonte de pesquisa para estudiosos no mundo. °*

Extratos de plantas sdo considerados com bom potencial inibitério se
demonstrarem atividade em concentragdes de até 100 ug/mL, atividade inibitoria



56

moderada de 100-500 pg/mL, atividade fraca de 500-1000 ug/mL e inativos maiores
que 1000 ug/mL. No entanto, geralmente, a avaliacdo da atividade antimicrobiana &
classificada de forma a considerar se 0s micro-organismos testados sao resistentes

ou sensiveis a determinado agente antimicrobiano 9% 93 94

CIM(ug|mL) L. ferrea L. grata M. A. polycephala X.americana L.
urundeuva
Extratos brutos
das plantas Casca do Folhas\ Casca Casca do
tronco Casca tronco
partes aéreas do tronco
do tronco
C. albicans 62,5 ug/mL | 1000 pg/mL | 62,5 ug/mL 250 pg/mL 62,5 pg/mL
(1007UFPEDA)
CEPAS C. Glabrata 125 pg/mL R R 1000 pg/mL R
(6392UFPEDA)
C. tropicalis R* R* R* R* R*
(6947UFPEDA)

Tabela 1 - Concentragéo inibitéria minima (CIM) dos extratos brutos em pg|ml

*Obs: Micro-organismos resistentes nas concentracdes até 1000 pg/mL.

O extrato bruto das cascas da L. ferrea obteve atividade antimicrobiana com
CIM de 125 pg/mL para C. glabrata e CMI de 62,5 pg/mL para C. albicans. Ja o extrato
bruto da L. grata Shauer somente obteve atividade antifingica para C. albicans
(CIM=1000 pg/mL). Embora ndo haja muitos relatos sobre a espécie L. grata Shauer,
existem estudos com outras espécies do género Lippia que apresentam uma série de
resultados satisfatérios em relacdo a atividades antimicrobianas na literatura.*” A
espécie Lippia adoensis var. adoensis, por exemplo, demonstrou atividade contra E.
faecalis, S. aureus e C. albicans (com CIM de 256 pg/mL, 256 pg/mL e 512 pg/mL,

respectivamente.%

No presente pesquisa, C. albicans foi sensivel ao extrato bruto da M. urundeuva
mesmo (CMI = 62,5 pg/mL) e ao compararmos com o estudo de Oliveira et al.(2017)

percebemos que ha semelhancas com este no que concerne a boa atividade
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antimicrobiana frente a C. albicans, pois 0 extrato etandlico das cascas da M.
urundeuva obtiveram CIM entre 16 pg/mL a 256 pg/mL, nas 10 cepas de C. albicans
avaliadas.®!, Entretanto, para C. glabrata, o extrato da M. urundeuva nao obteve
atividade, assim como neste estudo. Outra pesquisa, realizada em 2015, foi testada a
atividade antimicrobiana contra Candida albicans, o qual também houve um resultado
satisfatorio com o extrato hidroalcoolico das folhas da M. urundeuva, resultando em
uma CIM de 125 pg/mL. Além disso, no mesmo estudo foram realizados testes com
uma nanoparticula incorporada ao extrato, no qual a CIM foi reduzida para 15,62

ug/mL, o que sugere uma melhoria no resultado do extrato utilizando esta tecnologia.®’

O extrato bruto da A. polycephala (Benth) Killip obteve atividade antifiingica
para Candida albicans, com CIM de 250 pg/mL e para C. glabrata com CIM de 1000
pg/mL. No entanto, ndo existem muitos estudos na literatura sobre a atividade

antimicrobiana desta espécie.*3

A Concentracdo Inibitéria Minima do extrato bruto da X. americana L. em
relacdo a C. albicans foi de 62,5 pg/mL. Essa atividade antimicrobiana da X.
americana L., segundo a literatura, esta associada aos seus constituintes quimicos,
como os taninos, além da presenca de polifendis, indicativo de suas atividades anti-
inflamatdria, antialérgica, antibacteriana, antifingica bem como de seus efeitos
vasoprotetores.'®? Em outra pesquisa, foi realizada a andlise fitoquimica do extrato
vegetal da casca do caule e foram identificados varios compostos bioativos como
alcaloides, antraquinonas, flavonoides, glicosideos, saponinas, taninos e

terpenoides.%®

Avaliando de forma global, a C. albicans foi o micro-organismo que foi mais
sensivel aos extratos brutos testados, ou seja, 0s extratos brutos da L. ferrea, M.
urundeuva e Ximenia americana L. possuem relevante atividade antifingica contra
essa levedura com uma CIM de 62,5 pg/mL, se tornando interessante a verificagdo da
toxicidade desses extratos. Além disso, foi visto anteriormente o moderado resultado
do extrato bruto da L. ferrea (CIM=125 pg/mL) para C. glabrata, corroborando a
importancia de realizar outros testes in vitro. Dessa forma ao verificarmos 0s
resultados do ensaio preliminar de toxicidade frente a Artemia salina L., foi constatado
que o extrato da M. urundeuva foi 0 menos téxico, com uma CL50 de 1203 pg/mL,

obtendo-se assim uma ampla margem de seguranca na utilizacdo do extrato como
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antimicrobiano frente a C. albicans. os extratos da L. ferrea e a X. americana L.

obtiveram CL50 de 324.8 pg/mL e 345.8 pg/mL, respectivamente, também obtendo

boa margem para utilizacdo em testes complementares in vivo.

95% Confidence Limits for Conc

95% Confidence Limits for log (Conc)a

Estimate

ESPECIES PROBIT (CL50) | LowerBound | UpperBound | Estimate | Lower Bound | Upper Bound

,500 324.8 254.9 396.3 2.512 2.406 2.598
L.ferrea

,500 167.6 136.8 202.9 2.224 2.136 2.307
L.grata Shauer

,500 1203.0 770.2 2876.4 3.080 2.887 3.459
M.urundeuva
A.  polycephala | ,500 801.7 702.0 909.1 2.904 2.846 2.959
(Benth) Killip

,500 345.8 210.7 487.0 2.539 2.324 2.688

X.americana L.

Tabela 2: Concentracao letal mediana (CL50) dos extratos brutos em pg/mL

a. Logaritimo de base 10. Programa: IBM SPSS v 20 — Andlise estatistica Probit
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6 CONCLUSAO

- Através da observacdo dos aspectos analisados, existe a possibilidade de
novas alternativas farmacéuticas fitoterdpicas no tratamento das infec¢des por

Candida albicans e ndo albicans, E. Faecalis e S. aureus.

- Este estudo preliminar reforca que extratos de plantas medicinais do
Semiarido nordestino brasileiro podem ser alternativas para o tratamento ou serem
coadjuvantes na terapéutica antimicrobiana, além de possibilitar um uso com menores

efeitos colaterais e menor toxicidade.

- Outras pesquisas complementares a esta podem aprimorar as tecnologias
referentes a terapéutica medicamentosa fitoterapica das infec¢bes por leveduras e

bactérias patogénicas na cavidade oral.
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ANEXO A - FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA DA ESPECIE A. COLUBRINA

Secretaria de
=::  PERNAMBUCO
Reforma Agraria

sovemns Bo FsvTaBE

HERBARIO IPA — DARDANO DE ANDRADE LIMA
FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA

FIB N° 98/2016

N°de | Nome Familia Nome Cientifico Identificada
Tombo | popular por
1 | 91442 | Angico de | Leg Mim. | Anadenanthera colubrina var. cebil (Griseb.) Altschul R. Pereira
carogo

Dr* Rita de Cassia Pereira
Curadora do Herbario TPA

Consulta: Naiara Raissa Souza Santos tel.: 81 - 987541085
e mail: socioodontonai@gmail.com
Coletor:

Procedéncia: PE - Buique - Sitio Pititi - Vale do Catimbau (Lat: - 8,569 e Lon: - 37,24)
Determinada em: 29/11/2016

Resultado encaminhado por e mail em 01/12/2016

Obs.: material botanico em estudo na UFPE para fim de dissertagdo de mestrado da aluna Naiara Raissa
Souza Santos.

Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA
Vinculado a Secretaria de Agricultura e Reforma Agraria
Av. Gal. San Martin, 1371 — Bongi— 50761-000 — Recife— PE — C.P. 1022
CNPJ 10.912.293/0001-37 —PABX (81) 3184-7200—Fax (81) 3184-7211
Home Page: www.ipa.br/ E-mail: ipa@ipa.br

IPA — 77 anos semeando conhecimento
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ANEXO B - FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA DAS ESPECIES L. FERREA
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FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA
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1 91785 Juca 1 Leg Caes. | Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) L.P.Queiroz | A. Bocage e F.

do mato

Gallindo

2 91786 Juca 2 Leg Caes. Libidibia ferrea (Mart. ex Tul) L.P.Queiroz | A. Bocage e F.
Gallindo

3 91787 Ameixa Olacaceae Ximenia americana L. 0. Cano

Dr* Rita de Cissia Pereira
Curadora do Herbario IPA

Consulta: Naiara Raissa Souza Santos tel: (81) 998984974
Procedéncia: PE - Buique - Vale do Catimbau - proximo a triha do Cachorro.
Coletor: a mesma em 07/01/2018

Determinada em: 23.01.2018

Obs.: Amostra botanica em estudo na UFPE para fim de dissertagio de Mestrado em Odontologia sob co-
orientagdo da Prof* Dra. Jane Sheila Higino.

Resultado encaminhado por e mail: sociodontonai@gmail.com ou odontonai@yahoo.com.br

Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA
Vinculado a Secretaria de Agricultura e Reforma Agréria
Av. Gal. San Martin, 1371 — Bongi- 50761-000 - Recife - PE~ C.P. 1022
CNPJ 10.912.293/0001-37 - PABX: (81) 3184-7200-Fax (81) 3184-7211
Home Page: www.ipa.br/ E-mail: ijpa@ipa.br
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ANEXO C - FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA DA ESPECIE LIPPIA GRATA
SCHAUER
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HERBARIO IPA - DARDANO DE ANDRADE LIMA
FICHA DE IDENTIFICACAO BOTANICA

FIB N° 46/2017
N° de Nome Familia Nome Cientifico Identificada
Tombo popular por
Il 91591 Alecrim Verbenaceae Lippia grata Schaver F. Gallindo
2| 91592 Alecrim Lamiaceae *Medusantha martiusii (Benth.) Harley & 0. Cano
J.F.B.Pastore

* anteriormente denominada Hyptis martiusii Benth.

Dr* Rita de Cissia Pereira
Curadora do Herbario IPA

Consulta: Naiara Raissa Souza Santos tel.: (81) 987541085
Procedéncia: PE - Buique - Vale do Catimbau

Coletor: Naiara Raissa Souza Santos em 13/08/2017.
Determinada em: 22.08 2017.

Resultado encaminhado por e mail:  odontonai@yahoo.com.br em 22.08.2017.
Material botanico em estudo para fim de estudo no Programa de Mestrado em clinica integrada

(odontologia) da UFPE, da aluna Naiara Raissa Souza Santos, sob co-orientagdo da Prof* Dr". Jane Sheila
Higino.

Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA
Vinculado a Secretaria de Agricultura e Reforma Agréria
Av. Gal. San Martin, 1371 - Bongi— 50761-000 - Recife - PE - C.P. 1022
CNPJ 10.912.293/0001-37 - PABX: (81)3184-7200~Fax (81) 3184-7211
Home Page: www.ipa.br/ E-mail: ipa@ipa.br

IPA — 77 anos semeando conhecimento
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HERBARIO IPA - DARDANO DE ANDRADE LIMA
FICHA DE IDENTIFICAGAO BOTANICA

FIB N° 06/2018

N°de Nome popular Familia Nome Cientifico Identificada
Tombo por
1 91791 Angico Leg. Mim. Albizia polycephala (Benth.) Killip. A. Bocage

Dr* Rita de Cissia Pereira
Curadora do Herbario IPA

Consulta: Naiara Raissa Souza Santos tel.: (81) 998984974
Procedéncia: PE - Buique - Vale do Catimbau - trilha da Serrinha.
Coletor: a mesma em 15/04/2018

Determinada em: 07.05.2018

Obs.: Amostra botanica em estudo na UFPE para fim de dissertagdo de Mestrado em Odontologia sob a
supervisdo da coorientadora Prof* Dra. Jane Sheila Higino do Dept°® de Toxicologia da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da UFPE.

Resultado encaminhado por e mail: sociodontonai@gmail.com ou odontonai@yahoo.com.br

Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA
Vinculado a Secretaria de Agricultura e Reforma Agraria
Av. Gal. San Martin, 1371 - Bongi - 50761-000 - Recife - PE - C.P. 1022
CNPJ 10.912.293/0001-37 — PABX: (81) 3184-7200 - Fax: (81) 3184-7211
Home Page: www.ipa.br / E-mail: ipa@ipa.br

IPA - 77 anos semeando conhecimento
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HERBARIO IPA - DARDANO DE ANDRADE LIMA
FICHA DE IDENTIFICAGAO BOTANICA

FIB N°31/2018
N de Tombo | Nome popular Familia Nome Cientifico Identificada
por
1 92517 Arceirado | Anacardiaceae Myracrodmon unindeuva Allemio 0. Cano
Sertio

Dr® Rita de Cassia Pereira
Curadora do Herbario [PA

Consulta: Naiara Raissa Souza Santos tel: () 987541085
Procedéncia: PE - Buique — Vale do Catimbau. Trilha da Serra Branca.
Coletor: Genivaldy Constantino da Silva
Obs.: Amostra botinica em estudo na UFPE para fim de dissertagcio de Mestrado em Odontologia sob a
supervisio da goorigntadora Prof® Dra. Jane Sheila Higino do Dept® de Toxicologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da UFPE.

2




ANEXO F - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES CIENTIFICAS - ICMBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 60777-1 I Data da Emissao: 16/10/2017 19:13 | Data para Revalidacao*: 15/11/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Naiara Raissa Souza Santos CPF: 062.887.864-89

Titulo do Projeto: Avaliacao da atividade antimicrobiana dos extratos de espécies do bioma caatinga

Nome da Instituigao : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Cronograma de atividades

[#] Descricao da atividade [ Inicio (més/ano) [Fim (més/ano) |
[1_ | COLETA DE MATERIAL VEGETAL, IDENTIFICACAO DE ESPECIES 1072017 [10/2018

Observagbes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldgicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estéo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNALI), da
unidade de conservacéo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatério, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo
federal cujo processo de regularizagao fundiéria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagao, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacéo ou exportacao de flora e fauna - CITES e nao CITES).

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condicao in situ.

O titular de autorizacao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,

6 |omissao ou falsa descricéo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagao ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislacéo brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgao e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAQO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Locais onde as atividades de campo serao executadas
[#] Municipio [ UF _[Descricao do local [Tipo |
0] [PE___| PARQUE NACIONAL DO CATIMBAU | UC Federal |

Atividades X Taxons

[#] Atividade | Taxons |
[1_ [ Coleta/transporte de material boténico, fingico ou microbiolégico | Ximenia americana, Libidibia ferrea, Alpinia zerumbet, Piptadenia moniliformis, Lippia grata |

Material e métodos
[1_TAmostras biolégicas (Plantas) | Frutos/estrobilos, Casca, Flor |
[2_| Método de captura/coleta (Plantas) | Coleta manual |

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticacao: 77832188 ‘”“l"HIH |“||“| m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 60777-1 Data da Emissao: 16/10/2017 19:13 Data para Revalidacao*: 15/11/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversério de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Naiara Raissa Souza Santos CPF: 062.887.864-89

Titulo do Projeto: Avaliagédo da atividade antimicrobiana dos extratos de espécies do bioma caatinga

Nome da Instituicio : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Destino do material biolégico coletado

Nome local desti | Tipo Destino

[#]
[1_[UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO |

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacado: 77832188 H”‘"l”'“ |”||“I ‘l’
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
+ Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 60777-1 | Data da Emissao: 16/10/2017 19:13 Data para Revalidacao*: 15/11/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Naiara Raissa Souza Santos EPF: 062.887.864-89

Titulo do Projeto: Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos de espécies do bioma caatinga

Nome da Instituicéo : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO |CNPJ: 24.134.488/0001-08

Registro de coleta imprevista de material bioldgico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolédgico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasiao da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacgdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegao bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n? 03/2014. Através do cédigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacao: 77832188 ”Wl"”l”l”""l m
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_ Ministério do Meio Ambiente - MMA
. Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 56728-2 | Data da Emisséo: 21/01/2018 13:15 l Data para Revalidacao*: 20/02/2019
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Naiara Raissa Souza Santos [CPF: 062.887.864-89

Titulo do Projeto: Comparacao do efeito antifingico dos extratos brutos da Myracrodruon urundeuva e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan frente

as espécies de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis

Nome da Instituico : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

Cronograma de atividades

[#] Descricao da atividade [ Inicio (més/ano) | Fim (més/ano) |
|1 | Pesquisa cientifica com coleta de material vegetal | 11/2016 | 11/2018 |

Observacgodes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusao ou a pesquisa, estao suijeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do drgao gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagéo fundidria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrucao Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagao, nao podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.

A autorizagao para envio ao exterior de material biolégico nao consignado devera ser requerida por meio do enderego eletronico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e nao CITES).

O titular de licenga ou autorizacao e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 |[ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populacdes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislacao vigente, ou quando da inadequagao,

6 | omissao ou falsa descri¢do de informagoes relevantes que subsidiaram a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagao que dispoe sobre acesso a componente do patrimonio genético existente no territério nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administracao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicoes, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas
[1_[Sem ressalvas

Locais onde as atividades de campo serdo executadas
[#] Municipio [ UF [ Descricao do local [ Tipo |
[l [PE__ | PARQUE NACIONAL DO CATIMBAU [UC Federal |

Atividades X Taxons

[#] Atividade Taxons |
|1 [ Coleta/transporte de material botanico, fungico ou microbioldgico | Myracrodruon urundeuva, Anadenanthera colubrina |

Este documento (Autorizagédo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Caodigo de autenticagao: 14833771 “l”‘"HI’"”H”“ H
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

" Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Instituto Chico Mendes de Conservagédo da Biodiversidade - ICMBio

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 56728-2 l Data da Emissao: 21/01/2018 13:15

Data para Revalidacao*: 20/02/2019

a contar da data do aniversario de sua emissao.

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

Dados do titular

Nome: Naiara Raissa Souza Santos

CPF: 062.887.864-89

as espécies de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis

Titulo do Projeto: Comparagéo do efeito antifiingico dos extratos brutos da Myracrodruon urundeuva e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan frente

Nome da Institui¢do : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CNPJ: 24.134.488/0001-08

Material e métodos

[1_TAmostras biolégicas (Plantas) [ Caule, Casca

[2_[ Método de captura/coleta (Plantas) | Coleta manual

Destino do material biolégico coletado

Nome local desti |

Tipo Destino |

[#]
[7_TUFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO [

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacao: 14833771 “l” ’"”l‘"“”““ H
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 56728-2 l Data da Emissao: 21/01/2018 13:15 Data para Revalidagao*: 20/02/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Naiara Raissa Souza Santos CPF: 062.887.864-89

Titulo do Projeto: Comparacéo do efeito antifingico dos extratos brutos da Myracrodruon urundeuva e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan frente

as espécies de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis

Nome da Instituicio : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO | CNPJ: 24.134.488/0001-08

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicao cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Téaxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacéo: 14833771 “l“ ‘"Hlm“”“" H
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
- Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
" Sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 56728-2 Data da Emissao: 21/01/2018 13:15 Data para Revalidacao*: 20/02/2019

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Naiara Raissa Souza Santos CPF: 062.887.864-89

Titulo do Projeto: Comparagéo do efeito antifiingico dos extratos brutos da Myracrodruon urundeuva e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan frente

as espécies de Candida albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis

Nome da Instituicao : UFPE - UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO CNPJ: 24.134.488/0001-08

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticacao: 14833771 Hl“ ‘"Hl’"””“l"‘
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