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RESUMO

Hymenolobium petraecum Ducke € uma planta arbérea que pode atingir 55
metros de altura e 2 metros de diametro. Sua madeira possui resisténcia mecéanica
e ao ataque de organismos xiléfagos, devido a isso, € muito usada na industria
moveleira e construgao civil. No entanto, existem poucos estudos sobre a atividade
antibacteriana de seus extratos na literatura, uma vez que os extratos vegetais sao
uma alternativa para os antimicrobianos e agrotdxicos, que tém um certo custo e
podem causar prejuizos ao meio ambiente. Dessa forma, € necessario avaliar a
atividade antimicrobiana dos extrativos da madeira de H. petraeum. Para isso, foram
realizados os testes microbioldgicos de microdiluigdo em caldo com as bactérias: E.
coli, S. aureus e B. subtilis, e fungo C. albicans, o teste de sinergismo checkerboard
com oxacilina e atividade fungicida contra o fungo da podriddo branca,
Phanerochaete chrysosporium. Os resultados foram discutidos e relacionados com
os metabdlitos secundarios presentes na madeira. Nos teste de microdiluicdo em
caldo e checkerboard, ndo foram observados atividade antimicrobiana nas
concentracdes utilizadas, ja no teste de atividade fungicida, os extrativos da madeira
inibiram o crescimento do P.chrysosporium. Portanto, esse trabalho demonstrou que
nas concentragdes utilizadas o extrato da madeira de H. petrauem nao tem
atividade antimicrobiana para os organismos utilizados e auséncia de sinergia com a
oxacilina, porém apresenta atividade contra o fungo P.chrysosporium, isso
demonstra que em perspectivas futuras o extrato seja usado no combate de fungos
filamentosos fitopatogénicos. Visto que a planta tem adaptabilidade contra esses
microrganismos.

Palavras-chave: microbiologia; extratos vegetais; antibioticos;

Hymenolobium petraeum Ducke.



ABSTRACT

Hymenolobium petraeum Ducke is a tree species that can reach 55 meters in
height and 2 meters in diameter. Its wood possesses mechanical resistance and
resistance to attack by xylophagous organisms. Due to this, it is widely used in the
furniture and construction industries. However, there are few studies on the
antibacterial activity of its extracts in the literature, since plant extracts are an
alternative to antimicrobials and pesticides, which have a certain cost and can cause
environmental damage. Therefore, it is necessary to evaluate the antimicrobial
activity of H. petraeum wood extracts. For this purpose, microbiological tests such as
broth microdilution tests were performed with the bacteria E. coli, S. aureus, and B.
subtilis, as well as with the fungus C. albicans. Additionally, a checkerboard synergy
test with oxacillin and fungicidal activity against the white rot fungus, Phanerochaete
chrysosporium, were conducted. The results were discussed and related to the
secondary metabolites present in the wood. In the broth microdilution and
checkerboard tests, no antimicrobial activity was observed at the concentrations
used. However, in the fungicidal activity test, wood extracts inhibited the growth of P.
chrysosporium. Therefore, this study demonstrated that at the concentrations used,
the H. petraeum wood extract does not have antimicrobial activity against the
organisms tested and shows no synergy with oxacillin. Nevertheless, it does exhibit
activity against the fungus P. chrysosporium. This suggests that in future
perspectives, the extract could be used in combating filamentous phytopathogenic
fungi, considering the plant's adaptability against these microorganisms.

Keywords: microbiology; plant extracts; antibiotics; Hymenolobium petraeum

Ducke.
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1.  INTRODUGAO

Atualmente, observa-se um aumento da ineficacia dos antibioticos frente a
infecgdes bacterianas, principalmente, em ambientes hospitalares, devido ao uso
indiscriminado de antibidticos, como as prescricoes em excesso, erros de
diagndsticos e doses e duracao de tratamento inapropriado (De Carvalho, 2021).

Isso faz com ocorra a selecdo de bactérias com mecanismos de resisténcia,
que conforme o Ministro da Saude, cerca de 70% das bactérias isoladas de
hospitais sao resistentes a pelo menos um antibiético usado no dia a dia.
Consequentemente, tornou-se um problema nao apenas dentro dos hospitais, mas
também fora dele (Teixeira et al., 2019).

Outro problema € o uso irracional de fungicidas na agricultura para o combate
de pragas na colheita. Sabe-se que esses agrotéxicos estdo envolvidos com
problemas de saude, tanto para quem é exposto diretamente quanto indiretamente,
pois, apresentaram grande toxicidade, principalmente, ao nivel do sistema nervoso
e endaocrino (Colella et al., 2022).

Além da pratica responsavel no uso de medicamentos, uma abordagem
eficaz na prevencado do surgimento de bactérias multirresistentes e na redugéo do
uso excessivo de fungicidas, € a incorporagao de extratos vegetais na agricultura e
em tratamentos medicamentosos. Essa estratégia tem raizes antigas, sendo
empregada por diversas culturas ao longo da histéria. As plantas, ao produzirem
compostos essenciais para sua autodefesa, oferecem uma valiosa fonte que pode
ser explorada para o tratamento de infecgdes microbianas em seres humanos,
animais e até mesmo nas proprias plantas (Fernandes; Dos Santos; De Souza;
2020).

Algumas plantas ja sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de
infeccdes, como Anadenanthera sp., Handroanthus impetiginosus e Lychnophora sp
(Martins et al, 2022). Ademais, utiliza-se 6leos e extratos para o combate doencgas
na produgédo de alimentos, a exemplo do éleo de Cinnamomum verum L (canela)
para prevengao do crescimento de Penicillium digitatum em laranjas péras no pos
colheita (De Souza et al. 2022).

Hymenolobium petraeum Ducke €& uma planta arbérea considerada

popularmente uma madeira de lei, devido ndo apenas a sua resisténcia mecanica,
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mas também ao ataque de fungos e terminas. Contudo, existem poucos estudos
sobre a atividade antibacteriana de seus extratos na literatura, pois a maioria dos
trabalhos concentram-se em estudos de identificacdo dos metabdlitos secundarios e
de resisténcia a organismos xilofagos.

Assim, torna-se necessario analisar a atividade antimicrobiana dos extratos
provenientes da madeira de H. petraeum, uma potencial alternativa aos
antimicrobianos e fungicidas convencionais empregados tanto na medicina, como
no agronegocio. Essas substancias ndo apenas acarretam custos significativos para
instituicdes de saude e agricultores, como também contribuem para a emergéncia
de organismos multirresistentes e problemas de saude. Portanto, investir em
abordagens como a utilizagdo de extrativos da madeira de H. petraeum pode
representar uma medida preventiva crucial (De Oliveira; Do Nascimento, 2021;
Domingos, 2020).
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2. OBJETIVOS

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extrativos da madeira de

Hymenolobium petraeum Ducke.

2.1 Objetivos especificos

e Determinar a concentragao inibitéria minima do extrato etandlico da madeira
contra bactérias Gram positivas e negativas;

e Determinar a concentracgao inibitéria minima do extrato etandlico da madeira
contra o fungo leveduriforme Candida albicans ;

e Determinar o indice de concentracgao inibitoria fracionada do extrato etandlico
da madeira contra bactérias Gram positivas;

e Avaliar a resisténcia da madeira frente ao fungo da podriddo branca
Phanerochaete chrysosporium;

e Relacionar a atividade microbiolégica com constituintes quimicos da madeira.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Quimica da Madeira

A madeira € uma das matérias organicas mais usadas no mundo, seja na
construgdo civil, produgcdo de combustivel e fabricagdo de papel.
Macroscopicamente, ela é formada por cerne, alburno, cambio, casca interna e
externa. A parte mais interna é o cerne, que também € mais utilizada na fabricacao
de moveis (Pedrazzi et al., 2019).

Quimicamente, todas as madeiras sao formadas por macromoléculas de
celulose, hemicelulose e lignina. O que vai diferencia-las sdo as substancias
presentes em menor quantidade, os extrativos e minerais. A celulose compde a
parede celular das plantas e esta associada a hemicelulose (Klock et al., 2005).

Ja a lignina é uma substancia amorfa responsavel pela unido das células e
pela impermeabilizacdo da madeira. Estruturalmente, € um macroconstituinte
aromatico com diferentes composic¢des, formado por unidades de fenilpropanoides.
A lignina ajuda na resisténcia contra os microrganismos, em virtude de ser
hidrofébica, assim, quanto maior a quantidade de lignina, melhor vai ser a madeira
para ser usada no ramo da alvenaria e fabricagdo de moveis. Além disso, essa
macromolécula também melhora as propriedades mecanicas. (De Deus et al.,
2022). Os extrativos e minerais apesar de estarem em pequenas quantidades na
madeira, sdo de suma importancia para o desenvolvimento vegetal (Gomes et al.,
2020).

As plantas sintetizam uma ampla variedade de substancias, incluindo os
metabdlitos primarios, que sdo comuns a todas elas, e os metabdlitos secundarios,
especificos e essenciais para a interagao das plantas com o meio ambiente. Esses
metabdlitos secundarios, também conhecidos como extrativos, englobam
compostos nitrogenados (alcaloides), terpenos e compostos fendlicos, como
taninos, lignanas, cumarinas e flavonoides, entre outros. Cada um desempenha um
papel crucial na adaptacdo da planta, conferindo-lhe caracteristicas distintas
(Pacheco; Larissa, 2020).

Quando os vegetais enfrentam ataques de organismos vivos ou fatores
abidticos, os metabdlitos secundarios desempenham um papel essencial na
protecao da planta. Um exemplo notavel é a espécie Plutella xylostella, que, quando

atacada por larvas, produz compostos volateis capazes de atrair predadores do
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parasita (Lustre Sanchez, 2022). No contexto da defesa da madeira, os compostos
fendlicos assumem uma importancia significativa, pois tém a capacidade de eliminar
radicais livres, inibir enzimas e interromper o processo alimentar. Destaca-se que os
pterocarpanos sao reconhecidos por sua atividade antialimentar em fungos
fitopatogénicos (Nascimento et al., 2013).

Os metabdlitos secundarios representam formas de adaptacéo das plantas
ao ambiente, e sua producéao é influenciada por uma variedade de fatores externos,
tais como sazonalidade, intensidade luminosa, disponibilidade de agua, quantidade
de nutrientes e altitude. Além disso, fatores internos também desempenham um
papel significativo, uma vez que ha variagdes na quantidade e tipo de metabdlitos
secundarios encontrados, dependendo da idade e dos 6rgaos especificos da planta
(Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

Ademais, os constituintes quimicos dos 6rgaos vegetais podem ter diferencas
entre eles, mesmo sendo da mesma espécie. As partes areas geralmente contém o
metabdlito na forma de glicosideos, ou seja, ligado a algum carboidrato, ja as partes
lignificadas possuem os metabdlitos na forma de aglicona. (Pereira; Das Gracgas
Cardoso, 2012).

Existem varios métodos de extragdo de metabdlitos secundarios, a frio ou a
quente, como prensagem e decocgdo. Alguns fatores vao influenciar na extragao:
parte da planta utilizada, o método e, principalmente, qual tipo de solvente é usado.
A escolha do solvente a ser utilizado na extracdo de metabdlitos secundarios
depende das caracteristicas fisico-quimicas dos constituintes da planta e da
finalidade do extrato (tabela 1) (Oliveira; Maior; Dresch, 2018).
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Tabela 1 - Indicagdes dos solventes para extragao de metabdlitos secundarios.

Solvente Indicacao

Agua Antocianinas, Taninos, Saponinas, Terpendides,
Polipeptideos e Lectinas.

Metanol Polifendis, Antocianinas, Taninos, Terpendides,
Lactonas e Flavonas.

Etanol Polifendis, Alcaldides, Taninos, Terpendides e
Esterdides.

Hexano Terpenos, Esteroides e Acetofenonas.

Acetona Fendis e Flavonoides.

Cloroférmio Terpenoides e Flavonoides.

Acetato de Etila Flavondides, Xantonas, Taninos, Saponinas e
Triterpenos.

Fonte: Adaptado de Oliveira; Maior; Dresch (2018)

A obtencdo de extratos vegetais ndo sé desempenha um papel crucial na
medicina, mas também se revela fundamental no contexto do agronegdcio. Muitos
farmacos tém suas origens em plantas, como a varfarina e o dicumarol, derivados
de cumarina, que tem atividades anticoagulantes. Os extratos vegetais emergem
como uma alternativa promissora aos antimicrobianos, visto que apresentam
multiplas substancias com propriedades antimicrobianas (Belém et al.,, 2021). No
setor agricola, esses extratos representam uma opcgéo sustentavel em substituicao
aos agrotoxicos. Um exemplo pratico € o uso do extrato etandlico de Curcuma longa

L. no controle de fungos em culturas de milho (Loss; Sordi; Cericato, 2022).

3.2 Familia Fabaceae

O Brasil destaca-se como um pais reconhecido pela sua vasta
biodiversidade, abrigando aproximadamente 19% de toda a flora global. O Filo
Magnoliophyta, constituido por plantas vasculares, cujos 6rgaos reprodutivos sao
flores e frutos, representa a maioria das espécies vegetais encontradas no territorio.
As trés maiores familias desse Filo sdo: Orchidaceae, Asteraceae e Fabaceae.
(Forzza, et al. 2005).

A familia Fabaceae possui grande relevancia econbmica que podem ser

encontradas em todos os ecossistemas brasileiros, de grandes florestas tropicais
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até em litoral arenoso, e em todas as formas, arbustos, trepadeiras, arvores de
pequeno e grande porte (Fernandes; Garcia, 2008).

A familia Fabaceae ¢ dividida em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Faboideae e Mimosoideae. A subfamilia Caesalpinioideae possui como
caracteristicas principais: folhas pinadas ou bipinadas, céalice na maioria das vezes
dialissépalo, corola actinomorfa, zigomorfa ou assimétrica, dialipétala e com
prefloracdo imbricada carenal (Filardi; Garcia; Okano, 2009). Ja as espécies da
subfamilia Mimosoideae apresentam folhas alternas, compostas, bipinadas e
raramente pinadas, flores monociclicas e diclinas, actinomorfas, sésseis ou
pediceladas, calice pode ser gamossépalo, campanulado ou tubuloso (Tamashiro;
Escobar, 2016). Por fim, a Faboideae, também conhecida como Papilionoideae,
representa a maior subfamilia, apresentando caracteristicas distintivas, tais como
folhas imparipinadas, trifoliadas ou unifolioladas, e flores diclamideas com corola
exibindo prefloragdo imbricada descendente ou vexilar (Santos, 2019).

Dentre as trés subfamilias da Fabaceae, a Faboideae destaca-se pela sua
significativa relevancia econOmica. Na esfera do agronegdécio, a subfamilia
Faboideae apresenta espécies de grande relevancia, a exemplo da soja (Glycine
max), que se destaca como a principal oleaginosa mundial, sendo amplamente
cultivada e consumida tanto para fins humanos quanto para alimentagdo animal
(Silva; Lima; Batista, 2011). Outra espécie que se destaca nessa subfamilia é o
feijao (Phaseolus vulgaris), presente no almog¢o de muitos brasileiros, junto com
arroz e alguma proteina (Barbosa, 2007). Ja na construgdo civil e naval, as
madeiras do género Hymenolobium tem grande importancia, devido a sua
resisténcia, durabilidade e versatilidade, sendo amplamente utilizadas para diversas

aplicagoes, desde estruturas até acabamentos (IPT, 2024).
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3.3 Género Hymenolobium

As espécies pertencentes ao género Hymenolobium desempenham um papel
significativo na industria devido ao fato de suas madeiras serem classificadas como
‘madeira de lei”. Essa designacao € uma expressao popular que denota ndo apenas
a resisténcia dessas madeiras a fendmenos fisicos, mas também sua capacidade
de resistir ao desgaste causado por agentes naturais, incluindo organismos
xiléfagos, conferindo-lhes um valor particularmente destacado na utilizacao
industrial (Martins, 2018).

Existem cerca de 17 espécies desse género que sado comercializadas com o
nome popular de “angelim”, H. heterocarpum, H. nitidum, H. excelsum, H.
petraeum, entre outras. Além disso, essas arvores sao empregadas como especies
ornamentais, ndo apenas devido ao seu porte imponente, mas também pelos seus
atrativos aspectos durante a floracdo, quando se adornam com flores que variam
desde tonalidades de lilas até um delicado rosa claro (Gilberto; Ferreira; Hopkins,
2004).

3.4 Hymenolobium petraeum Ducke

Dentro do género Hymenolobium, destaca-se a Hymenolobium petraeum
Ducke, popularmente conhecida como angelim pedra, uma espécie amplamente
utilizada na alvenaria, industria moveleira e construcéo civil. Esta arvore arborea
pode atingir impressionantes 55 metros de altura e 2 metros de didmetro (Figura 1),
sendo nativa da regiao da Floresta Amazénica. Suas folhas apresentam uma textura
pubescente a sericea, as inflorescéncias formam paniculas globosas, e suas flores
possuem ovarios pubescentes nas margens, enquanto as sementes sao

encapsuladas em um legume samardide. (Oliveira et al., 2010).
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Fonte: LPF - Laboratério de Produtos Florestais, 2024.

Estudos evidenciam que a madeira dessa espécie exibe ndo apenas uma
notavel resisténcia mecanica, mas também uma capacidade de defesa contra
organismos xiléfagos, como fungos e cupins. Em um ensaio de alimentacdo sem
escolha com o cupim Nasutitermes octopilis, observou-se uma resisténcia
significativa da madeira a esse organismo, possivelmente devido aos seus
constituintes quimicos. A familia Fabaceae, a qual essa espécie pertence, é
caracterizada pela presenca de isoflavonoides, os quais podem atuar como
fitoalexinas, compostos moleculares produzidos e acumulados nas plantas em
resposta a atividade antimicrobiana (Stangarlin et al., 2020). Oliveira (2011)
identificou no extrato da madeira de H. petraeum um isoflavonoide (daidzeina) , um
pterocarpano (anidrotuberosina) e dois coumenstanos (coumestrol e
sophoracoumenstano)(Figura 2). Adicionalmente, Lima et al. (2022) encontraram no

extrato metandlico uma isoflavona reconhecida como sativan (Figura 3).
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Figura 2 - Estruturas quimicas de metabdlitos isolados do extrato da madeira de H. petraeum. (a)
daidzeina, (b) coumestrol, (c) anidrotuberosina e (d) sophoracoumenstano.
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2011).

Figura 3- Estrutura quimica isolada da madeira de H. petraeum, sativan.

Fonte: Adaptado de Lima et al., 2022.

Foram identificados taninos na madeira de H. petraeum, metabdlitos
secundarios que possuem a capacidade de precipitar proteinas, desempenhando
um papel crucial no mecanismo de defesa das plantas. Além disso, Da Silva (2013)
detectou a presenca do isoflavonoide genisteina (figura 4) em H. sericeum, o qual
também pode estar presente em H. petraeum, uma vez que € considerado um

marcador quimico caracteristico da subfamilia Faboideae (Castro et al., 2013).
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Figura 4 - Estrutura quimica isolada da madeira de H. sericeum, genisteina.

Fonte: Adaptado de Da Silva, 2013.

Os extratos provenientes de plantas resistentes a organismos xiléfagos,
como H. petraeum, apresentam-se como uma alternativa viavel no controle de
pragas, considerando que o uso de inseticidas ndo apenas acarreta diversos
problemas ecologicos, mas também implica em riscos para a saude humana. Nos
estudos conduzidos por Oliveira (2011), a madeira de angelim pedra demonstrou
resisténcia a diversos fungos causadores de podriddo branca, tais como
Phanerochaete chrysosporium, Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune,
Lentinula edodes e Trametes villosa. Adicionalmente, Sousa (2012), por meio do
teste de discos de difusdo em agar, observou que o extrato de H. petraeum inibiu o
crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC
29212 (Kobayashi; Amaral, 2018).

Outro aspecto importante para a resisténcia de uma madeira contra
organismos xiléfagos € a quantidade de lignina presente. Estudos conduzidos por
Castro et al. (2015) e Oliveira (2013) revelaram uma concentracéo de lignina entre
30% e 35%, sugerindo que esse teor pode ser um dos fatores determinantes para a

resisténcia natural da madeira em questéo (Castro et al., 2015; Oliveira, 2022).

3.5 Bactérias

As bactérias sdo seres procariontes pertencentes ao dominio Bacteria, que
tem como caracteristicas principais, a falta de nucleo definido e sao unicelulares.
Elas possuem varias formas, cocos, bastbes e espiral, além disso, podem ter em
sua parede celular externa, flagelos, filamentos axiais e fimbrias (Tortora; Funke;
Case, 2017).
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No ano de 1884 o médico Hans Christian Joachim Gram, desenvolveu a
Técnica de Gram a qual diferencia as bactérias em dois grupos, gram positivas e
gram negativas. Nessa técnica, utiliza-se o corante primario, cristal de violeta, e o
lugol para aumentar a intensidade de coloragdo. Depois, utiliza-se alcool etilico
como descolorante e ,por fim, utiliza-se fucsina como corante secundario. (Treno,
2018).

Enquanto as bactérias Gram positivas possuem uma parede celular mais
espessa, formada por peptideoglicanos junto com acidos tedicos e proteinas. Dessa
forma, elas retém o corante cristal violeta depois da descoloracdo com o alcool. Ja
as Gram negativas, possuem uma parede celular mais complexa constituida por
uma porgdo de lipossacarideo(LPS) mais externa e uma fina camada de
peptidoglicano. Assim, quando entram em contato com o alcool perdem a coloragao
do corante primario, depois adquirem a coloracdo secundaria (Molinario et al.,
2009).

Dentro das bactérias Gram positivas, o género Staphylococcus € um dos
principais, no qual representa metade das espécies isoladas de amostras
biolégicas humanas. Outros géneros de importadncia médica e econbmica, sao:

Streptococcus, Enterococcus e Bacillus (Monnerat et al., 2021).

Figura 5 - Cocos Gram-positivos através do microscopio optico.

Fonte: Do autor, 2024.

O Staphylococcus aureus é uma bactéria gram positiva em formato de coco,

que pode estar presente na pele ou em mucosas, onde pode agir como ser
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comensal ou patdogeno oportunista. Essa espécie € considerada uma das bactérias
patogénicas mais importantes, devido a capacidade de causar infecgdes de baixa a
alta gravidade. Ela esta geralmente associada a Doengas Transmitidas por
Alimentos (DTA), pois produz uma toxina termo resistente que causa problemas
gastrointestinais, principalmente, émese e o fato de fazer parte da microbiota
humana, facilita a disseminagdo em casos de manipulagao inadequada de alimentos
(Soragni; Barnabe; De Campos Mello, 2019).

Apesar do S. aureus ser suscetivel a varias classes de antibidticos, também
consegue desenvolver resisténcia a maioria delas, devido a muta¢des génicas ou
transferéncia por plasmidios. Por conta disso, conseguiu adaptar-se a uma grande
variedade de farmacos, como penicilinas, aminoglicosideos, quinolonas,
macrolideos e cloranfenicol. Atualmente, a cepa MRSA (S. aureus resistente a
meticilina) € de grande importancia nos ambientes hospitalares, devido a sua taxa
de disseminagé&o (Cussolim et al., 2021).

A bactéria gram positiva Bacillus subtilis, que nao é patogénica, tem forma de
bastonete e é encontrada em ambientes aquaticos, solos e no intestino de seres
vivos, devido a sua capacidade de formar enddsporos. Sua membrana facilita a
secregao de proteinas, isso a torna uma bactéria boa para produgao de substancias
medicinais e industriais (Su et al., 2020).

Ja as bactérias gram negativas sao divididas em dois grupos, enterobactérias
e nao-fermentadoras da glicose. As enterobactérias sédo principais bactérias gram
negativas isoladas de amostras bioldgicas e alguns géneros que pertencem a esse
grupo, sao: Escherichia spp, Shigella spp e Salmonella spp. J& as nao
fermentadoras apesar de ndo serem frequentemente isoladas, também tém grande
importancia clinica. Algumas espécies Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia
cepacia e Acinetobacter baumannii fazem parte das ndo fermentadoras de glicose
(De Oliveira, 2021).
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Figura 6 - Bactéria Gram negativa baciliforme, Pseudomonas aeruginosa, através do microscopio

optico.

Fonte: Do autor, 2024.

Entre as principais bactérias Gram-negativas, destaca-se a Escherichia coli,
um bacilo que integra a microbiota intestinal de humanos e animais. Além de
desempenhar um papel benéfico nesse ambiente, a E. coli também pode agir como
um patégeno oportunista, causando infecgdes no trato urinario, tecidos moles,
meningites e até mesmo no sistema gastrointestinal. Importante notar que essa
bactéria ocupa o terceiro lugar na lista da OMS de organismos prioritarios com
resisténcia a antibidticos (Denamur et al, 2021).

As formas patogénicas dessa bactéria sédo classificadas em patétipos: E.coli
toxina de Shiga (STEC), E.coli uropatogénica (UPEC), E.coli enteropatogénica
(EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC) e entre outras. Isso ocorre por causa das
grande variedades de fatores de viruléncia que esse microrganismo possui, fatores
de adesdo e toxinas. Além disso, a E. coli apresenta resisténcia a muitos
antimicrobianos, devido ndo s6 ao uso irracional desses medicamentos, mas

também a sua boa capacidade de adaptacao (Foster-Nyarko; Pallen, 2022).

4.8 Fungos

Diferentemente das bactérias, o reino Fungi € composto por organismos
eucariontes, podendo manifestar-se como unicelulares ou multicelulares e
quimio-heterotréficos. Esses organismos exibem a capacidade de agir como

parasitas ou predadores, reproduzindo-se tanto de maneira sexuada quanto
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assexuada. As paredes celulares dos fungos sao constituidas por polissacarideos,
com o ergosterol destacando-se como o principal esterol presente em suas
membranas (Azevedo e Barato, 2018). Os fungos desempenham um papel crucial
na produgao de alimentos e medicamentos, contribuindo, por exemplo, para a
fabricagdo de paes e a sintese de antibidticos. No entanto, é importante salientar
que também estdo associados a infecgbes em humanos, animais e plantas (Tortora;
Funke; Case, 2011). Eles podem ser categorizados em leveduriformes e
filamentosos.

Os fungos leveduriformes sao unicelulares e nao possuem diferenca
morfolégica entre sua parte reprodutiva e vegetativa. Eles se reproduzem por
brotamento, as vezes, podem formar pseudo hifas, devido ao brotamento sucessivo.
Além disso, os fungos leveduriformes tem uma boa capacidade de deterioragao,
pois conseguem desenvolver-se em ambientes com uma certa quantidade de sal e
sobrevivem a estresse fisico-quimicos (Santos, 2021; Trabulsi; Altherthum, 2008).

Dentro dos fungos leveduriformes, Candida albicans destaca-se como uma
das principais espécies. Ela normalmente faz parte da microbiota do ser humano,
atuando como comensal. Entretanto, em casos de desequilibrio no organismo esse
fungo pode se tornar oportunista. Essas infecgbes podem manifestar-se em diversas
mucosas e, em situagdes mais severas, tornar-se sistémicas, dependendo da
localizagao e condigdo do hospedeiro (Lopes, 2022).

Além disso, a C. albicans tem como mecanismo de viruléncia secrecao de
enzimas hidroliticas, fosfolipases e protease aspartica, que causam a destruigao da
membrana. Outro problema comum € a resisténcia aos antifungicos azdlicos,
miconazol e cetoconazol, equinocandinas, micafungina e caspofungina, e aos
poliénicos, nistatina e anfotericina B. Isso deve-se as bombas de efluxo, mudangas

de sitios ativos e formagé&o de biofilme (Da Rocha, 2021).
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Figura 7 - Candida alblcans Pseudo hlfas blastocomdlos e clamidoconidios

Fonte: Oliveira, 2013.

Quanto aos fungos filamentosos, caracterizam-se por serem multicelulares,
apresentando unidades funcionais denominadas hifas, que podem ser septadas ou
continuas. O micélio, formado por um conjunto dessas hifas, desempenha um papel
fundamental na sustentacao do fungo, enquanto a parte reprodutiva € chamada de
micélio reprodutivo, responsavel pela formagdo dos esporos. Os fungos
filamentosos possuem uma relevancia significativa no ambito farmacéutico e médico
devido a produgcdo de medicamentos; no entanto, também estdo associados a
infecgdes superficiais e sistémicas. Além disso, esses fungos desempenham um
papel crucial como fitopatdgenos, contribuindo para a redugcdo da produgédo de
alimentos destinados ao consumo (Trabulsi; Altherthum, 2008; Agapto, 2021).

Phanerochaete chrysosporium, um fungo filamentoso do filo Basidiomycota, é
reconhecido como causador da podridao branca (Figura 9), uma questao que impoe
consideraveis prejuizos a industria madeireira ao impactar a resisténcia mecanica e
as propriedades fisicas da madeira. Este fungo tem a notavel capacidade de
secretar enzimas lignoliticas, incluindo lignina peroxidase e manganés peroxidase,
que desencadeiam a degradacao da lignina, uma das substancias fundamentais da
madeira. Como resultado, o P chrysosporium ¢é capaz de provocar um

descoloramento significativo no material (Singh; Chen, 2008).
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Figura 8 - Fungo da podridao branca Phanerochaete chrysosporium em seu ambiente natural, a
madeira.

Fonte: Tripathi; Srivastava, 2011.

Ja que a fonte de carbono dos fungos da podridao branca ¢ a lignina, esses
organismos sao adaptados para degradar madeira. Devido a isso, algumas espécies
vegetais desenvolveram mecanismo de combate a esses fungos, ligacdo as
enzimas e eliminagdo nao apenas de radicais livres, mas também de metais (Broda
et al., 2020).

Como as enzimas do P. chrysosporium possuem uma baixa especificidade ao
substrato, elas também podem ser usadas para tratar efluentes e clareamento
quimico de polpa. Por fim, uma caracteristica importante desse fungo é sua
capacidade de competicdo com outros organismos e a temperatura ideal de

crescimento é entre 37° a 39° C (Ricaczeski, 2020).

4.9 Antibiograma

Para o tratamento de problemas com os microorganismos € importante saber
a sensibilidade, ndao s6 para aperfeigoar a terapia, mas também com a finalidade de
evitar o desenvolvimento de cepas resistentes e diminuir a toxicidade (Donizete et
al., 2020). A forma de obter essa informacao € por meio de testes de sensibilidade
in vitro que dara um antibiograma, que classifica os organismos em resistentes,
intermediarios e sensiveis, segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).

Existem diversos métodos para realizar um antibiograma, como a difusdo em

disco, a microdiluicdo em caldo e a automacédo. Cada um desses métodos possui
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suas vantagens e limitagdes, sendo a escolha entre eles dependente do tipo de
amostra e do microorganismo em questdo. Ademais, a interpretagdo de um
antibiograma requer familiaridade com alguns conceitos essenciais, tais como a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM), que representa a concentragdo mais baixa de
um antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano inicial; a Concentragao
Minima Bactericida (CMB), que € a menor concentragao necessaria para erradicar a
cepa bacteriana; o Efeito Bacteriostatico, que denota a capacidade de inibir o
crescimento bacteriano; e o Efeito Bactericida, caracterizado pela propriedade de
matar as bactérias(Drummond-Suinaga et al., 2023).

Dentre os testes de sensibilidade in vitro, o teste de difusdo em disco, de
acordo com o BrCast, destaca-se como um dos métodos mais antigos e versateis
para determinar um antibiograma. Nesse procedimento, suspensdes de coldnias,
preparadas em solugdo salina com turbidez 0,5 na Escala McFarland, séao
uniformemente inoculadas em placas de Petri através de swabs. Posteriormente,
um disco de papel impregnado com a concentragdo especifica do antibiético,
conforme indicado pelo comité, €& adicionado. A interpretacdo do resultado é
realizada através da observacdo do halo de inibicdo formado ao redor do disco
(BrCast, 2023).

Um método adicional para a determinagéo do antibiograma € a microdiluicdo em
caldo, envolvendo o uso de uma placa de 96 pogos de fundo chato. O in6culo
utilizado deve apresentar turbidez 0,5 na Escala McFarland. Nesse processo,
realiza-se uma diluigdo seriada do antibidtico, visando obter a Concentragao
Inibitéria Minima (CIM), uma informacéo crucial para otimizar a terapia. Além disso,
os métodos automatizados também se destacam como alternativas praticas e
rapidas (BrCast, 2023).
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4, METODOLOGIA

4.1 Preparo de Materiais

4.1.1. Preparagao do Extrato

A madeira de H. petraum foi obtida no comeércio no estado do Para. Em
seguida, foi moida em um moinho de facas e obteve-se um tamanho de 20 mesh. Ja
para preparagao do extrato etandlico, seguiu a metodologia de Silverio et al (2006)
com algumas modificagdes.

Foram pesados 90g da serragem e colocado no aparelho de soxhlet. Primeiro
foi feita uma extragdo com ciclohexano e depois com etanol. Por ultimo com
acetona/ agua na proporgao 7:3, a fim de remover todos os extrativos da madeira e
obter uma serragem livre desses constituintes. Os extratos ciclohexano e etandlico
foram colocados no rota-evaporador para remover o solvente, em seguida, os
solventes foram recuperados. Ja os extratos foram secos em temperatura ambiente
por um periodo de 15 dias no abrigo da luz. Apenas foi utilizado o extrato entandlico,

enquanto o de ciclohexano foi guardado.

4.1.2. Preparagao da Emulsao

O preparo da emulséo foi de acordo com Guarda et al (2003) com algumas
adaptagbes. Foram pesados 112 mg de extrato etandlico seco, depois, em um
cadinho e com auxilio de um pistilo, foi dissolvido em 0,5mLde DMSO. Em seguida,
foi adicionado 0,5mLde Tween 80 e por fim, 9mLde agua destilada fervente.

Obteve-se uma emulsdo com a concentragao de 11,2mg/mLde extrato etandlico.

4.1.3. Obtencgao das Cepas

As cepas Staphylococcus aureus 01, Escherichia coli UFPEDA 244, Bacillus
subtilis UFPEDA 16, Candida albicans UFPEDA 146 e Phanerochaete
chrysosporium URN 6181 foram obtidas no Laboratério de Microbiologia Ambiental
e Industrial (LAMAI) do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). Vinte e quatro horas antes dos testes testes de Microdiluigdo

em Caldo e Checkerboard, as cepas foram semeadas por espalhamento em placas



30

de petri, as bactérias em agar Mueller Hinton (MH) e fungos em agar Sabouraud. No
momento da realizacdo dos experimentos, foram preparadas suspensdes

microbianas em agua estéril com densidade 0,5 na Escala McFarland.

4.2. Atividade Microbiolégica

4.2.1. Teste de Microdiluigdo em Caldo

Para determinacdo da CIM foi utilizado o Teste de Microdiluigdo em Caldo
baseado em Gama et al (2020) com algumas adaptacdes. Foi utilizada uma placa
de 96 pocos e colocado 100uL do caldo MH em todos os pogos, menos para a C.
albicans que foi o caldo Sabouraud. Em seguida foi adicionado 100uL da emulsao
do extrato etandlico nos pogos A1 a C1 e E1 a G1 feita uma diluicao seriada (1:2).
Que obteve o extrato nas concentragbes: 560ug/mL; 280ug/mL; 140ug/mL;
70upg/mL; 35ug/mL; 17,5ug/mL; 8,75ug/mL; 4,375ug/mL; 2,1875ug/mL. Na Placa 1,
para a cepa E. coli 224 utilizou o antibiético Gentamicina na concentracgao inicial de
10pg/mL no primeiro pogo (D1) e para a cepa de C. albicans, usou o antifungico
Nistatina na concentracéao inicial 36 yg/mLno primeiro poco (H1). Também foi feita
uma diluicdo seriada com os antimicrobianos. Em seguida, foi adicionado 10uL da
suspensao microbiana, primeiramente, no controle (C) e no Controle do Solvente
(CS), depois adicionados em todos os pogos da coluna 1 a 9 no sentido inverso da
concentracdo dos antimicrobianos e extrato. Ja na placa 2, foi feito o mesmo
procedimento, mas para as Cepas S. aureus 01 e B. subtilis 16, Oxacilina na
concentragédo inicial de 10ug/mLe a Vancomicina na concentragdo inicial de
10pg/mL, respectivamente. Apés um periodo de 24 horas de incubagao a 37°C, foi
colocado 10uL de solugdo aquosa de resazurina (7-hydroxy-10-
oxidophenoxazin-10-ium-3-one) a 0,01% em todos os pogos, em seguida, foi
colocado mais duas horas de incubacéo. Por fim, devido a coloragdo do extrato,

alguns pogos foram semeados para verificar o crescimento dos microrganismos.
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Figura 9 - llustragédo das placas 1 e 2.
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Fonte: Do autor, 2024.

4.2.2. Teste de Checkerboard

Para analisar o sinergismo do extrato etandlico com o antimicrobiano, foi feito
o Teste de Checkerboard, conforme Taysser et al (2020) com algumas adaptacoes.
Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 100uL de caldo MH em todos os
pocos, salvo na coluna 11 na qual foram 180uL. Na linha A até 10, foram
adicionados 100uL da emulsdo e feita uma diluicdo seriada de 560ug/mL a
87,5ug/mL no sentido A —H. Ja na coluna 11, foram adicionados 20uL de Oxacilina
a 40pg/mL em todos os pogos, menos o A11. Posteriormente, foi realizada uma
diluicdo seriado do antibiético de 400ug/mL até 0,078125ug/mL. Por fim, 10uL da
suspensao bacteriana com a cepa S.aureus 01 foram adicionadas em todos poc¢os,
menos o A11.

Apos 24 horas de incubagao, foram adicionados 10uL de solugdo aquosa de
resazurina (7-hydroxy-10- oxidophenoxazin-10-ium-3-one) a 0,01% para verificar o
crescimento microbiano apds 2 horas depois de incubacdo. Depois, alguns pogos
foram semeados em placas de petri com agar MH para confirmar o crescimento da
bactéria. Além disso, foi utilizado os calculos 1,2 e 3 para determinar a
Concentragao inibitéria Fracionada (CIF) e indice de concentragao inibitoria
fracionada (ICIF).

CIF (A) = CIM da Substancia A combinada/CIM da Substancia A isolada (1)
CIM (B) = CIM da Substancia B combinada/CIM da Substancia B isolada (2)

ICIF = CIF (A) + CIF (B) (3)
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Figura 10- llustracéo do teste de checkboard na placa de 96 pocos.
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Fonte: Do autor, 2024.

4.2.3 Teste de atividade Fungicida

O teste de atividade fungicida seguiu a metodologia de Oliveira (2011) com
algumas modificagdes. Foram separadas 12 placas Petri esterilizadas, a serragem
de H. petraeum com e sem extrativos e o fungo Phanerochaete chrysosporium. Em
6 placas, foram adicionados 3,5g da serragem com extrativos e nas outras 3,5 da
serragem sem extrativos. Em seguida, foi adicionado 4 mLde agua esterilizada em
todas as placas. Depois, em apenas 3 das 6 placas com extrativos foram colocados
3 blocos de agar de + 6 mm de didmetro com o fungo semeado em cada. O mesmo
foi feito com as placas sem extrativo e por fim, todas as placas foram incubadas em

estufa a 30° C e observado o crescimento durante 18 dias.

Figura 11 - llustracédo da placa placa de petri com a serragem e os blocos de agar.

Fonte: Do autor, 2024.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Teste de Microdiluicao em Caldo

Os flavonoides sao reconhecidos como antioxidantes significativos devido a
sua habilidade em doar elétrons, contribuindo para a eliminagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e intensificando a agdo de enzimas antioxidantes
biolégicas. Além disso, na literatura, também sado mencionadas suas propriedades
anti-inflamatérias e antimicrobianas (Pacheco; Peraza; Pinto, 2021).

Dado que as espécies da subfamilia Faboideae sdo conhecidas por conter
isoflavonoides, era esperado que o extrato etandlico da madeira de Hymenolobium
petraeum apresentasse resultados positivos no teste de microdiluicdo em caldo. Isto
se deve a capacidade dos flavonoides, conforme discutido por Shamsudin et al.
(2022), de reduzir a sintese de acidos nucleicos e afetar a fungdo da membrana
plasmatica. Isso é atribuido a crenga de que esse efeito pode surgir devido a
inibicdo da topoisomerase procaridtica tipo Il. A estabilizagdo do complexo de
clivagem dessa enzima resulta na geracdo de defeitos no DNA, acarretando,
consequentemente, disfun¢des na célula bacteriana (Verdrengh et al., 2004).

Além dos flavonoides, os taninos também possuem atividade antimicrobiana.
Atuam por diferentes mecanismos, como a quelagao de ferro, impedindo assim o
crescimento de bactérias. Também podem inibir enzimas importantes para a
viruléncia dos microrganismos, a exemplo a inibigdo de urease e neuraminidase.
(Farha et al., 2020).

No entanto, neste estudo especifico, observou-se crescimento dos
microrganismos em todas as concentragdes do extrato. Como resultado, nao foi
viavel determinar a Concentragc&o Inibitéria Minima (CIM), ao contrario do que foi
possivel para os antimicrobianos, conforme evidenciado na tabela 2. Além disso,
como esperado a emulsdo desprovida do extrato ndo apresentou capacidade de
inibir o crescimento microbiano.

Inicialmente, a suposi¢cao era de que a falta de atividade antimicrobiana no
teste de microdiluicdo em caldo se devia a baixa concentracido utilizada, pois os
constituintes poderiam estar presentes em quantidades insuficientes. No entanto,
Belém et al. (2021), ao revisar plantas do cerrado com atividade antimicrobiana,

encontrou estudos que apresentaram eficacia a concentracdes inferiores a 50
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Mg/mLdo extrato. Por exemplo, o extrato hexanico do fruto de Mauritia flexuosa
demonstrou atividade contra E. coli na concentracdo de 32 pg/mL(Belém et al.
2021).

Outra hipdtese é que a parte da planta utilizada pode conter quantidades
limitadas de metabdlitos secundarios. Isso se deve ao fato de que a maioria das
partes vegetais utilizadas sdo as folhas, embora também sejam empregadas as
flores, frutos e cascas. Essa explicagdo ganha respaldo na composigdo quimica da
madeira, onde a maior propor¢cao € constituida por lignina e celulose, enquanto
apenas 0,2 a 20% corresponde aos extrativos (De Araujo, 2020; Gongalves; Alves;
Menezes, 2022).

Tabela 2 - Concentracdo inibitdria minima dos Antimicrobianos.

Antimicrobiano Cepa CiM

Gentamicina Escherichia coli UFPEDA 244 0,625ug/mL

Vancomicina Staphylococcus aureus 1,25ug/mL
UFPEDA 01

Oxacilina Bacillus subtilis UFPEDA 16 0,3125pug/mL

Nistatina Candida albicans UFPEDA 146 4,5ug/mL

6.2. Teste de Checkerboard

Quanto a combinagdo do extrato vegetal com o antibidtico, a intengdo era
promover um sinergismo, visando potencializar a efetividade do farmaco e,
consequentemente, reduzir a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do antibiético.
Isso ocorre, pois certos compostos quimicos naturais possuem a capacidade de
bloquear mecanismos de resisténcia dos microrganismos, como o alcaldide
Conessine, que atua inibindo a bomba de efluxo (Ayaz et al., 2019).

No entanto, nao foi observado um efeito sinérgico com o extrato etandlico da
madeira de Hymenolobium petraeum, uma vez que a CIM do antibidtico
permaneceu constante, independentemente da concentracdo do extrato. Além
disso, devido a impossibilidade de determinar a CIM do extrato, ndo foi possivel
calcular a Concentracdo Inibitéria Fracionaria (CIF) e o indice de Concentracéo

Inibitéria Fracionaria (ICIF). Essa falta de interagao entre os componentes quimicos
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do extrato e o antibidtico beta-lactamico, a oxacilina, pode explicar essa auséncia de
efeito sinérgico. No entanto, €& plausivel que os extrativos possam apresentar
sinergismo com outras classes de antibiéticos, como demonstrado nos estudos de
Saquib et al. (2019), nos quais o extrato etandlico dos galhos de Salvadora persica
exibiu um efeito sinérgico mais pronunciado com a tetraciclina (Saquib et al., 2019).

Adicionalmente, os extrativos presentes na madeira em questao podem nao
apresentar atividade sinérgica com antibiéticos. Isso se deve ao fato de que a
maioria dos compostos com atividade antimicrobiana pertence a classe dos
terpenoides, seguidos pelos compostos fendlicos, como a luteolina,
isoramnetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosideo, epigalocatequina
-galato e crisoeriol-7-O-B-D-xilosideo (Alverez-Martinez et al , 2021). Além disso, é
relevante considerar que o efeito sinérgico pode se manifestar em concentragoes
mais elevadas, dado que o extrato pode exibir uma atividade antibacteriana
relativamente fraca, caracterizada quando a CIM ultrapassa 1600 pg/mL (Silva et al.,
2019).

Tabela 3 - CIM da combinagéo do extrato com o antibiético.

Concentracao do Extrato Concentracao de Oxacilina Interpretacao
280pg/mL 1,25pug/mL Inibicao
280ug/mL 0,625ug/mL Crescimento
280ug/mL 0,3125ug/mL Crescimento
140pg/mL 1,25pug/mL Inibicao
140ug/mL 0,625ug/mL Crescimento
140ug/mL 0,3125ug/mL Crescimento
70ug/m 1,25ug/mL Inibicdo
70ug/m 0,625ug/mL Crescimento

70ug/m

0,3125pg/mL

Crescimento
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6.3 Atividade Fungicida

Quanto a resisténcia ao fungo Phanerochaete chrysosporium, os resultados
indicam que a espécie apresenta adaptagdes notaveis. Nas placas de controle e nas
placas com extrativos (Figura 16), ndo foi observado crescimento do fungo apés 18
dias na estufa, ao passo que nas placas sem extrativos, ocorreu o crescimento
(Figura 15). Essa protegao evidenciada possivelmente se deve a presenga dos
extrativos, os quais podem exercer efeitos toxicos, inibir agbes de degradagado e

reduzir a permeabilidade da agua (Paulo et al., 2020).

Figura 12 - Placas de Petri da madeira de H. petrauem com extrativos

Fonte: Do autor, 2024.

Figura 13 - Placas de petri da madeira de H.petraeum sem extrativos.

Fonte: Do autor, 2024.

Dentre os extrativos presentes na madeira de H. paetreum, os taninos
assumem uma importancia crucial. Isso se deve ao fato de que animais tendem a
evitar plantas com alto teor desses compostos devido ao gosto desagradavel e aos
problemas digestivos resultantes da interagcdo com enzimas. Esse efeito também se

manifesta em fungos degradadores da madeira (Scardua et al., 2021). Conforme
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apontado por Broda (2020), os taninos estabelecem ligacdes irreversiveis com
metais e proteinas, conferindo propriedades antifungicas, uma vez que algumas
enzimas, como a manganés peroxidase de P. chrysosporium, dependem desses
(Broda et al., 2020).

Os isoflavonoides também desempenham um papel importante na protegéao
da madeira. Além de atuarem como antioxidantes eficazes, sua funcdo nao se limita
apenas a esse mecanismo. Na planta, eles agem como fitoalexinas, exercendo
atividade antimicrobiana. Em situacdes de estresse, ocorre a formacao de derivados
provenientes dos isoflavonoides, especificamente os pterocarpanos, que

desempenham um papel essencial no combate aos fungos. (Kim et al., 2021).
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6. CONCLUSAO

O estudo revelou que, nas concentracdes utilizadas, o extrato etandlico da
madeira de H. petraeum nao exerce atividade contra as bactérias testadas e o fungo
leveduriforme C. albicans, tampouco manifesta efeito sinérgico com antibiético
oxacilina que € tido como melhor indicagdo terapéutica contra Staphylococcus
aureus. Assim, futuras pesquisas devem explorar nao apenas concentracdées mais
elevadas e outros solventes com diferentes polaridades, mas também outras partes
da planta e classes de antibidticos. Os extrativos presentes na madeira de H.
petraeum inibiram o crescimento do fungo Phanerochaete chrysosporium
demonstrando uma atividade protetora. Além do considerado efeito protetor dos
extrativos presentes na madeira contra o fungo da podridao branca, estes podem
ser avaliados em relagcédo a fungos fitopatogénicos de interesse comercial, visando

reduzir a dependéncia de agrotoxicos.
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