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INTRODUCAO

RESULTADOS

Doencas infecciosas sao responsaveis por elevadas taxas de mortalidade e estima-
se gue ocorram cerca de 50.000 Obitos por dia relacionados a este tipo de doencal.
Atualmente, a situacéo torna-se ainda mais complicada devido ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, contribuindo para o aumento do nidmero de microrganismos patogénicos
resistentes aos farmacos disponiveis ho mercado!. Portanto, o descobrimento de novos
principios ativos capazes de propiciar a adocdo de procedimentos terapéuticos mais
eficientes € importante para a diminuicdo das taxas de mortalidade. Nesse sentido,
produtos oriundos de fontes vegetais s&do promissores, uma vez que plantas produzem
uma ampla variedade de compostos com propriedades terapéuticas?. Substancias com
atividade antimicrobiana tém sido predominantemente obtidas a partir de extratos de folhas
de diferentes plantas, entretanto, poucos estudos utilizando sementes tém sido realizados
com este intuito.

OBJETIVO

Detectar e identificar a atividade antimicrobiana presente em extratos de sementes
de diferentes plantas nativas de diversos estados brasileiros.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de Sementes

Estao sendo utilizadas quarenta espeécies de sementes provenientes de diferentes
locais do Brasil. Vinte e uma sementes foram coletadas de diferentes estados amazonicos
pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), dezessete sementes foram
coletadas no Rio Grande do Sul e duas na Bahia.

Maceracao de Sementes
As sementes foram pesadas, contadas e moidas em um moinho de facas por
aproximadamente 10 minutos. O po foi peneirado, pesado e armazenado a -20°C.

Extrato de Sementes

Foram preparados dois tipos de extratos: extrato aquoso e hidroalcoolico (50%).
Para o extrato aquoso, a cada 1g de po foram adicionados 20mL de agua Milli Q (10mL+
10mL) mantido em agitacao por 4 horas. Para o extrato etanolico, a cada 0,5g de po foram
adicionados 10mL solucéo hidroalcodlica 50% (5mL + 5mL ) mantido em agitacao por 4
horas. As solucdes resultantes foram centrifugadas, aliguotadas e estocadas a -20 °C.

Teste de Difusao em Disco

Os testes foram realizados seguindo as normas presentes no manual do NCCLS M2-
A8 com algumas modificacdes®. Foram testados os seguintes microrganismos: Candida
albicans ATCC 22019 e os isolados clinicos de Cryptococcus neoformans H99, C. gatti
R265 e C. gatti R272. As leveduras foram cultivados em meio Sabouraud (overnight a 37
°C). Suas concentracoes foram ajustadas para 0,5 da escala de McFarland e plaqueadas
por espalhamento em meio Sabouraud. Discos de papel filtro preparados com 20ul de
extrato das plantas ou 20ul de fluconazol a 25ug/ml (controle) foram dispostos em
diferentes pontos sobre o meio inoculado. As placas foram incubadas a 37 °C e
examinadas apos 24 horas.

Teste de Microdiluicdo em Caldo

Os testes foram realizados seguindo as normas presentes no manual do NCCLS M27-
A2 com algumas modificacdes*. As leveduras foram cultivados em meio Sabouraud
(overnight a 37 °C). Suas concentracOes foram ajustadas para 0,5 da escala de McFarland
e diluidas 1:50 e 1:20 consecutivamente. Os microrganismos foram testados com o0s
extratos das plantas em diferentes volumes, variando entre 0,75uL a 100uL. As placas
foram incubadas a 37 °C e examinadas apos 48 e 72 horas.
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Difusao em Disco

Tabela 1. Teste de difusao em*disco com extratos de sementes

RS Extratos aquosos Extratos hidroalcoélicos

Cand H99 R265 R272 Cand H99 R265 R272

CB1 neg Positivo | Positivo | Positivo neg neg Positivo | Positivo

cB7 neg Positivo neg neg neg Positivo | Positivo neg

Cand: Candida albicans; H99: Cryptococcus neoformans; R265 e R272: C. gatti;neg: negativo.

Figura 1. Teste de difusdo em disco de diferentes extratos etanolicos
de semente contra Cryptococcus neoformans H99. Fluconazol no
centro, CB-7 (positivo), CB-3, CB-11 e CB-15 (sentido horario) .

Microdiluicao em Caldo

Tabela 2. Teste de microdiluicao em caldo de extratos de sementes contra fungos patogénicos.

Amazonia Extratos aquosos RS Extratos aquosos
Cand H99 R265 R272 Cand H99 R265 R272

INPA 1 Positivo Positivo neg neg CB1 neg Positivo | Positivo | Positivo
INPA 2 neg neg neg neg CB 2 neg Positivo | Positivo | Positivo
INPA 3 neg neg neg neg CB3 neg neg neg neg
INPA 4 Positivo Positivo Positivo Positivo CB 4 neg neg neg neg
INPA 5 neg neg neg neg CB5 neg neg neg neg
INPA 6 neg neg Positivo Positivo CB6 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo
INPA 7 neg neg neg neg CcB7 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo
INPA 8 neg neg neg neg CB 8 neg neg neg neg
INPA 9 Positivo Positivo Positivo Positivo CB9 neg neg neg neg
INPA 10 neg neg Positivo Positivo CB 10 neg neg neg neg
INPA 11 neg neg neg neg CB 11 neg neg neg neg
INAP 12 neg neg neg neg CB 12 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo
INPA 13 neg neg neg neg CB 13 neg neg neg neg
INPA 14 Positivo Positivo Positivo Positivo CB 14 Positivo | Positivo | Positivo | Positivo
INPA 15 neg neg neg neg CB 15 neg neg neg neg
INPA 16 neg neg neg neg CB 16 neg neg neg neg
INPA 17 Positivo Positivo Positivo Positivo CB17 Positivo | Positivo | neg neg
INPA 18 neg neg neg neg
INPA 19 neg neg neg neg Bahia
INPA 20 neg neg neg neg B1 neg neg neg neg
INPA 21 Positivo neg neg neg B2 neg neg neg neg

Cand: Candida albicans; H99: Cryptococcus neoformans; R265 e R272: C. gatti; neg: negativo.
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Figura 2. Teste de microdiluichdo em caldo do extrato aquoso da semente (CB-1) contra fungos
patogénicos. H99: Cryptococcus neoformans; R265 e R272: C. gatti.

Tabela 3. (A) Concentracao inibitoria minima (ug/mL) e (B) efeito de extratos aquosos de sementes
contra fungos patogénicos.

A Amazobnia Extratos aquosos RS Extratos aquosos
Cand H99 R265 R272 Cand H99 R265 R272
INPA 1 27,3 ND neg neg CB1 neg ND 18500 | ND
INPA 4 9,2 18,5 74,2 37,1 cB7 2250 562,5 69,7 35,1
INPA 21 17500 neg neg neg
B | Amazénia Extratos aquosos RS Extratos aquosos
Cand H99 R265 R272 Cand H99 R265 R272
INPA 1 Fungistatico | ND neg neg CB1 | neg ND Fungicida | ND
INPA 4 Fungistatico | Fungistatico | Fungistético | Fungistatico | CB 7 | Fungicida | Fungicida | Fungicida | Fungicida
INPA 21 Fungistético | neg neg neg
CONCLUSOES

« O teste de microdiluicdo em caldo se mostrou muito mais eficaz que o teste de difusao
em disco

 Dos guarenta extratos aquosos testados, quinze apresentaram potencial atividade
antifingica. Até momento, cinco extratos tiveram a concentracao inibitoria minima
determinada e detectamos que trés deles apresentam acéo fungistatica e dois
apresentam acao fungicida.

PERSPECTIVAS

« Determinar a concentracao inibitoria minima de todos os extratos positivos para o
teste de microdiluicao em caldo

* Iniciar os testes de microdiluicdo em caldo com os extratos alcoolicos (50%)

» Realizar o isolamento e a caracterizacdo das moléculas com atividade antimicrobiana
de cada extrato.
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