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APRESENTACAO

Esta dissertacdo foi dividida em dois capitulos e um artigo que esta anexado,
submetido a publicacdo em revista cientifica na area de Ciéncias Ambientais.

A introdugdo apresentada foi produzida no contexto geral de todas as
perspectivas abordadas neste trabalho.

O capitulo 1 reporta os aspectos epidemiolédgicos da tuberculose; os impactos
desta doenca sobre sistema de satde nos diferentes niveis e a resisténcia aos farmacos
disponiveis.

No capitulo 2, descreveu a importancia do cerrado e 0s espécimes oriundas
deste bioma que serviram de objeto de estudo laboratorial quanto as atividades
farmacoldgicas antituberculose. As discussdes foram baseadas em ensaios realizados

por outros estudos.
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RESUMO

A tuberculose representa um sério problema de saude publica, com alta taxa de
incidéncia, surgimento de formas multirresistentes e dificil tratamento. Torna-se
necessario o desenvolvimento de novos compostos e as plantas sdo fontes destes
recursos. O cerrado é possuidor de uma grande biodiversidade e detém potencial em
conter espécimes com alguma atividade bioldgica. Neste estudo objetivou-se a execugédo
de ensaios laboratoriais, a fim de determinar a atividade antimicobacteriana envolvendo
dez extratos brutos de plantas presentes neste bioma: Plathymenia reticulata, Ouratea
spectabilis, Galactia glaucescens, Apuleia molaris, Dipteryx alata, Brosimum
gaudichaudii, Tabebuia caraiba, Pterodon emarginatus, Terminalia fagifolia e
Stachytarpheta sp. Os resultados da pesquisa demonstraram que 0Ss extratos
hidroalcodlicos de O. spectabilis e A. molaris tiveram expressivas concentracdes
inibitérias para Mycobaterium tuberculosis e demonstraram baixa toxicidade frente as
células LLC-MK:2 e Vero. O fracionamento dessas duas amostras, relevou uma fracéo
hexéanica da A. molaris com significativa acdo farmacoldgica frente a cepas Hs7Rv,
sendo caracterizada como possuidora de compostos promissores para futuros ensaios

envolvendo atividade antituberculose.

Palavras-chave: Apuleia molaris; cerrado; Hs7Rv; Ouratea spectabilis; tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis represents a serious public health problem, with a high incidence
rate, the emergence of multiresistant forms and difficult treatment. It is necessary to
develop new compounds and plants are sources of these resources. The Brazilian
savanna vegetation has a great biodiversity and holds the potential to contain specimens
with some biological activity. The objective of this study was determined the
antimycobacterial activity involving ten crude extracts of plants present in this biome:
Plathymenia reticulata, Ouratea spectabilis, Galactia glaucescens, Apuleia molaris,
Dipteryx alata, Brosimum gaudichaudii, Tabebuia caraiba, Pterodon Emarginatus,
Terminalia fagifolia and Stachytarpheta sp. The results of the research demonstrated
that the hydroalcoholic extracts of O. spectabilis and A. molaris had significant
inhibitory concentrations for Mycobaterium tuberculosis and showed low toxicity
against LLC-MK_> and Vero cells. The fractionation of these two samples revealed a
hexanic fraction of A. molaris with significant pharmacological action against Hz7Rv,
being characterized as having promising compounds for future trials involving

antituberculosis activity.

Keywords: Apuleia molaris; Brazilian savanna; Hs7Rv; Ouratea spectabilis;

tuberculosis.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Tuberculose (TB) é causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), ao qual repercute mundialmente sobre questdes de sadde publica. Apesar
dos avangos para quimioterapia e no desenvolvimento da vacina BCG (Bacillus
Calmette-Guérin), esta enfermidade apresenta a maior mortalidade mundial para
doencas infecciosas, superando o HIV (Human Immunodeficiency Virus) e malaria
juntos (WHO, 2016).

A tuberculose é considerada uma doenca negligenciada, com pouco
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novas drogas (OLIVEIRA et al., 2011).
Seu tratamento é complexo e extensivo, isto contribui para o surgimento de novas cepas
resistentes (FALZARI et al., 2005).

A progressdo da TB € principalmente definida pela integridade de resposta
imune do hospedeiro, para que possa ser eficaz no controle microbiano, através de a¢des
com macrofagos, linfocitos CD4, interferon gama e fator de necrose tumoral
(OLIVEIRA et al., 2011).

No cendrio nacional, a epidemiologia da tuberculose segue a tendéncia
mundial, sendo a principal causa de morte entre pacientes com HIV, ocupa também a
quarta causa de morte por doencas infecciosas (MS, 2014). Entretanto ha uma
distribuicdo geoespacial heterogénea de casos para TB em diferentes regifes do Brasil,
fortemente associada as condic@es socioeconémicas (OLIVEIRA et al., 2011).

O termo Multidroga Resistente (MDR) refere-se a toda cepa de M. tuberculosis
cuja resisténcia seja simultanea aos antibioticos: Rifampicina e Isoniazida. J& o termo
Extensivamente Resistente as Drogas (XDR) se refere a resisténcia aos dois de
antibidticos anteriormente citados, mais uma Fluoroquinolona e um dos trés farmacos
injetaveis (Amicacina, Kanamicina e/ou Capreomicina) utilizados na segunda linha de
tratamento para TB (BROSSIER et al., 2010).

Os casos de TB-MDR e XDR s&o importantes objetos de monitoramento para
salde publica; comumente estdo associadas as altas taxas de mortalidade, com
comorbidade nos casos de individuos HIV-positivo (WHO, 2003).

Entre os anos de 2000 a 2007, ocorreu uma elevacdo mundial de 65% de casos
de tuberculose multirresistente — TB-MDR (KRITSKI, 2010). Ja& em 2013 foram 480
mil casos para TB-MDR e cerca de 210 mil individuos foram a ébitos (WHO, 2014).
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A elevacdo na ultima década dos casos para MDR\XDR, preocupa, visto que
esses portadores ndo respondem adequadamente a primeira linha de medicamentos
composto por: Isoniazida (INH), Rifampicina (RIF), Etambutol (EMB), Pirazinamida
(2) e Estreptomicina (SM). Normalmente requer longo periodo de tratamento, associado
a elevados custos, multiplos efeitos colaterais e baixa taxa de cura (KHALIFA et al.,
2013).

H& uma dificuldade de tratamento para cepas multirresistentes, em parte esta
relacionada a falta de novos antibioticos para tuberculose (KAUSHIK et al., 2017). A
elucidacdo de novas drogas representa um desafio, com necessidade de reduzir o tempo
de tratamento e uma melhora efetiva frente as cepas M. tuberculosis multidrogas
resistentes (ORME, 2001).

Neste contexto os produtos naturais constituem fontes promissoras para a
bioprospeccdo de novas moléculas e/ou modelos com potencialidades para
desenvolvimento de novos farmacos (ABUZEID et al., 2014; PHILLIPSON, 2007). O
sistema baseado nas plantas continua a desempenhar um papel essencial nos cuidados
de salde e sua utilizacdo ocorre por diferentes culturas e amplamente documentado
(CHARIANDY et al.,, 1999; CRAGG; HOLETZ et al., 2002; NEWMAN, 2013;
SOUZA et al. 2004).

Ha& estudos com extratos vegetais cada vez mais frequentes nas pesquisas de
bioprospec¢do, a fim de elucidar novos compostos com atividade antimicobacteriana
(i.e. antituberculose) em especial para controle de cepas MDR e XDR (ABUZEID et al.,
2014; 20AGARWAL; CHAUHAN, 2015; AKIHISA et al., 2005; MOREIRA et al.,
2013; PAVAN et al., 2009; RAMOS et al., 2008)

A utilizacdo de plantas através do conhecimento de populac@es tradicionais
para tratamento de enfermidades — estudo etnofarmacologico, é atil na investigacao
cientifica de agentes biologicamente ativos (COELHO et al., 2005; MACIEL; PINTO;
VEIGA, 2002).

O Cerrado ¢ considerado um “ hotspot “, ou seja, uma area com concentragoes
excepcionais de espécies endémicas e que estad sofrendo grande perda de areas naturais
(MYERS et al., 2000). De acordo com o IBAMA, a flora dessa regido possui cerca de 4
a 7 mil espécies de plantas diferentes, sendo 4.400 endémicas e muitas delas sé&o
utilizadas pela populacéo local como alimentos e medicamentos (CHAVES, 2011).

Contrapondo este cenario promissor, estd o avango do agronegécio sobre o

bioma Cerrado. A segunda maior formacdo vegetal brasileira, superado apenas pela
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Floresta Amazonica. Sdo cerca de 1.783 milhdes de km? espalhados por 10 estados,
ocupando 22% do territdrio brasileiro (JEPSON, 2005).

No entanto, segundo o estudo de Machado et al. (2004), 880.000 Km? de
Cerrado ja foram destruidos. Atividades como a agropecuaria, producdo de carvao
vegetal, especulacdo imobiliaria e construcdo de hidroelétricas tem levado a supresséo
da biodiversidade.

Segundo Tansey et al. (2004) estimou-se que 67% das areas queimadas no
Brasil em 2000 estavam no Cerrado. Em 1998, 49% da bacia do rio Tocantins tinha sido
convertida em areas de plantio e pastagens, aumentando a descarga de adubo quimico e
residuos organicos no rio em 24% (COSTA; BOTTA; CARDILLE, 2003).

Diante desse cenério de urgéncia e com estimado potencial farmacoldgico, o
presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de triagem (i.e. screening) em extratos
vegetais do cerrado, a fim determinar seu potencial para atividade anti-Mycobacterium

tuberculosis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinagdo da atividade contra Mycobacterium tuberculosis, de extratos

vegetais nativos do cerrado.

2.2 Objetivos Especificos

Determinacdo das Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) dos extratos com

potencial farmacoldgico sobre Mycobacterium tuberculosis;

Obter as fragdes ativas de extratos e suas respectivas CIMs;

Analisar a citotoxicidade (ICso) dos extratos sobre células de mamiferos (LLC-
MKz e VERO).



18

3. CAPITULO 1 - CARACTERIZACAO DA TUBERCULOSE

3.1 Tuberculose

Mycobacterium tuberculosis € uma micobactéria aerdbica, gram-positiva, ndo
moveis, em forma de bastdo, pertencente a ordem Actinomycetables da Familia
Mycobacteriaceae (COPP, 2003). Sdo bacilos alcool-acido resistentes (BAAR),
corados pelo método de Zihel-Neelsen, microrganismos intracelulares, o que dificulta

seu tratamento (Figura 1).

Figura 1 — Visualizagdo microscopica de micobactérias coradas
em vermelho para ensaio de baciloscopia pela coloracéo de Zihel-
Neelsen em amostra de escarro.

Fonte: CDC, 2017".

Entre os principais obstaculos para o sucesso na prevencao e tratamento da TB
estdo: na dificuldade da identificacdo de individuos com infecgdo latente; incapacidade
dos sistemas de salde em realizar rapido diagnéstico para todos os casos; longa duracéo
no tratamento e disseminacdo mundial de cepas de Mycobacterium tuberculosis
resistentes a maioria dos farmacos disponiveis (ZIGNOL et al., 2016).

Segundo Dalcolmo et al. (1999) a deterioracdo do sistema de saude publica no

Brasil, associada a piora das condi¢des socioeconémicas, as crescentes taxas de

! Center for Disease Control and Prevention- CDC. Bacteriological Examination — Examination of AFB
Smears. Disponivel em: <https://www.cdc.gov/th/webcourses/th101/page3294.html>. Acesso em: 15 de
Jun de 2017.
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abandono e pelo baixo potencial dos esquemas de retratamento tém proporcionado
elevacdo nos casos de resisténcias as drogas anti-TB.

O aumento dos custos envolvidos na assisténcia e controle da TB deve-se,
também ao crescimento de casos resistentes a diferentes tipos de quimioterapicos
(COSTA et al., 2005).

Uma anélise sistemética realizada por Laurence; Griffiths; Vassall (2015)
envolvendo custos de diversos servicos de salde e usuarios no tratamento para TB,
resultou que de forma geral ha uma elevagdo expressiva de até 3.532% de gastos no
fornecimento de medicamentos aos individuos com TB-MDR (US$ 11.623), em relacdo
aos usuérios com TB sensivel as drogas (US$ 329).

Costa et al. (2005) avaliou que o custo médio do tratamento no servigo publico
da Bahia no ambito ambulatorial, por paciente para 0s casos novos de TB representam
US$ 103, enquanto que um individuo com cepa multirresistente contribui para elevagado
de 27 vezes em relagdo as cepas sensiveis ao tratamento.

As caracteristicas intrinsecas da micobactéria como crescimento lento e alta
capacidade de contagio também desestimulam os esforcos na tentativa de elucidar novas
drogas anti-TB (CANTRELL; FRANZBLAU; FISHER, 2001).

O tratamento da tuberculose é extenso (6 a 12 meses), com alta possibilidade
de faléncia e/ou abandono do esquema terapéutico contribui para o surgimento de cepas
multirresistentes (RAMOS et al., 2008).

Para o tratamento, far-se-a4 uso de quatro drogas de primeira linha: rifampicina
(RMP), isoniazida (INH), etambutol (EM), pirazinamida (PZA) e com uso da
estreptomicina quando ha falha no esquema terapéutico inicial (PHELAN et al., 2016).

O regime padrdo de 9 a 12 meses é recomendado pela Organiza¢do Mundial de
Salde — OMS para todos os pacientes com MDR pulmonar néo resistentes a drogas de
segunda linha de tratamento (WHO, 2016).

A TB e considerada uma das principais causas de morte no mundo (RAMOS et
al., 2008). Os dados epidemioldgicos deste agravo sdo motivos de preocupacdo, fato
gue a OMS reconhece como importante problema de salde publica e incentiva a
investigacdo e desenvolvimento de novas drogas antimicobacterianas, mais eficazes
com menores custos e efeitos adversos.

O acesso ao tratamento da TB apresenta dificuldades, principalmente nos
paises com baixos rendimentos, cujo financiamento na maior parte (90%) é obtido

através de doacOes internacionais, geralmente insuficientes, como o ano de 2016, que
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foram necessarios US$ 8,3 bilhdes de dodlares, entretanto apenas US$ 2 bilhdes foram
investidos para o programa de controle de TB (WHO, 2016).

A resisténcia do Mycobacterium tuberculosis (Mtb) as drogas esta associada ao
acumulo de mutacGes nos genes que codificam o alvo das drogas e/ou na sua conversdo
enzimatica. A baixa adesdo ao tratamento contribui para o desenvolvimento de formas
MDR/XDR (SANTHOSH; SURIYANARAYANAN, 2014). Segundo Phelan et al.
(2016) nem toda mutacgdo resultara algum grau de resisténcia, considerando essencial a
realizacéo de testes de sensibilidade/resisténcia.

Algumas destas mutacdes ja estdo bem caracterizadas, principalmente aquelas
associadas as drogas de primeira linha empregadas no tratamento de TB, conforme

demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Resisténcia génica associada aos principais farmacos utilizados no
tratamento da tuberculose.

. Principal mutacéo no(s) % de Resisténcia
Farmaco/droga .
Gene(s) Fenotipica
Rifampicina rpoB” 96"
Etambutol embB” 57 292"
. katG” .
Isoniazida a 60 a 80
inhA
Pirazinamida pncA”™ (Rv2043c) 85-90"
rpsL>
Estreptomicina rrs 54*
gidB

* PHELAN et al. (2016); ** ZIGNOL et al. (2016); *** BROSSIER et al. (2010)

H& um avanco quanto a disponibilidade de ferramentas para diagnéstico, como
a recente implantacdo no sistema publico de satde do Brasil, do teste rapido molecular &
rotina laboratorial, capaz de detectar o bacilo do complexo M. tuberculosis, bem como
avaliar sua resisténcia genotipica (rpoB) a rifampicina (LIMA et al., 2017).

A Rifampicina (RMP) ¢ um antibidtico semisintético que se liga a RNA f
polimerase e inibe a sua transcri¢do, ao qual rpoB é responsavel pela sua codificacéo,
quando presente a mutacdo podera causar resisténcia a RMP (MACHADO et al., 2015).
Enquanto que a Isoniazida (INH) é uma pro-droga que inibe a biossintese do acido
micolico através da ligacdo do carreador de proteina redutase enoyl-acyl que é
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codificada pelo gene de inhA. Esta pro-droga necessita de ser ativada pela enzima
catalase-peroxidase que ¢ codificada pelo gene katG (GAUTERIO et al., 2008).

A resisténcia aos antibidticos pirazinamida e ofloxacina quando presente,
muito provavel que ocorra também para rifampicina, tal situacdo compromete o
protocolo terapéutico e eleva os custos do tratamento (ZIGNOL et al., 2016).

Os estudos epidemioldgicos de resisténcia aos farmacos anti-TB, séo
importantes e necessarios, pois sdo capazes de fornecer indicadores que avaliam a
qualidade do tratamento e a eficiéncia do programa de controle da tuberculose
(RIBEIRO et al., 2004).

3.2 Epidemiologia

3.2.1 Contexto Mundial

Em 2015 foram estimados 10,4 milhdes de casos novos para TB no mundo,
sendo que 5,9 milhdes (56%) incidiram em homens, seguidos das mulheres com 3,5
milhGes (34%) e criancas com 1,0 milhdes (10%). Os individuos portadores do HIV
representaram 1,2 milhdes (11%) de todos os novos casos de TB (WHO, 2016).

No ano de 2014 o Brasil esteve em 1° lugar das Américas, com maior n°

absoluto de casos para TB (n=90.000 casos), conforme disposto na Tabela 2.

Tabela 2 — Posicionamento dos paises na regido das Américas com maior nimero de
casos estimados para TB em 2014

N° Pais N° casos estimados para Th %
1  Brasil 90.000 32,5
2 Peru 37.000 13,3
3  Meéxico 26.000 9,4
4  Haiti 21.000 7,6
5  Colémbia 16.000 5.8
6 Bolivia 13.000 4,7
7  Argentina 10.000 3,6
8  Estados Unidos da América 9.900 3,6
9 Guatemala 9.200 3,3
10  Equador 8.600 3,1
11 Venezuela 7.300 2,6
12  Republica Dominicana 6.200 2,2

Outros 23,041 8,3

Fonte: PAHO, 2015.
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Sobre a incidéncia de TB, o pais ocupou 0 10° lugar (46 casos/100.000 hab.),
com destaque para Haiti que apresentou 200 casos por 100.000 hab., cuja taxa foi a mais
alta entre todos os paises das Américas (PAHO, 2015).

Segundo a estimativa da Organizacdo Mundial de Saude — OMS, no ano de
2015, 1,4 milhdes de pessoas foram a obito por Tuberculose, e 0,4 milhdes de mortes
por TB em portadores de HIV. Neste periodo, apenas 55% de individuos notificados
com tuberculose obtiveram acesso aos exames de HIV (WHO, 2016).

A Figura 2 possibilita uma visdo macro sobre o cenario dos casos de
tuberculose nas Américas no ano de 2014. Neste periodo houve uma estimativa de
23.000 obitos, o que representa uma incidéncia de 2,3 mortes a cada 100.000 hab. para
todas as formas da doenca e 26% (5.900) mortes associadas a individuos HIV-positivo.
O Brasil (7.770) e Haiti (2870) representaram 46% de todos esses 6bitos do continente
Americano (PAHO, 2015).

R Canada

United States

_ Umauay
Chile Argentina

TB cases per 100 000 population

0-24 F:

25-49 L
I 50 - 99 Sl
I = 100

Figura 2 — Distribuicdo da incidéncia de tuberculose estimada por 100.000

habitantes nas Américas no ano de 2014.
Fonte: PAHO, 2015.
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No contexto mundial os casos de MDR-TB, em 2015 foram cerca de 480.000
novos casos, destes 100.000 foram resistentes a rifampicina (WHO, 2016).

No continente americano cerca de 6.900 casos de TB pulmonar foram
notificados em 2014 como MDR, cuja maioria (55%) proveniente das regides do Peru e
Brasil, cujas notificacBes representam 2,3% dos casos novos e 11% para situacdes de

retratamento (Tabela 3).

Tabela 3 — Relacdo dos dozes paises com maiores estimativas para MDR-TB, na
regido das Américas, 2014.

N° Pais N° casos estimados para Th %
1 Peru 2.000 29,0
2 Brasil 1.800 26,0
3 México 500 7,3
4 Haiti 450 6,6
5 Argentina 360 5,2
6 Coldmbia 360 5,2
7 Equador 310 4,5
8 Bolivia 210 3,1
9 Venezuela 150 2,2
10 Republica Dominicana 150 2,2
11 Guatemala 130 1,9
12 Estados Unidos da América 110 1,6
Outros 329 4,8

Fonte: PAHO, 2015.

Apesar de existir uma tendéncia na reducdo no quadro associativo de HIV-
positivo com tuberculose nos Gltimos anos, ainda hd um expressivo quantitativo
(36.000) na regido das Américas, com destaque para o Brasil e Haiti (Tabela 4), visto
que a Tb é uma das infeccBes oportunistas mais comuns em individuos HIV-positivo
(CHAIMOWICZ, 2001).

Um individuo co-infectado (M. tuberculosis e HIV) apresenta um risco entre 6
a 100 vezes maior em adoecer de tuberculose em relacdo a um infectado por apenas
com M. tuberculosis, cuja letalidade da Tb em infectado pelo HIV pode ser 2,4 a 19

vezes maios que aqueles ndo infectados (BOLLELA et al., 1999).
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Tabela 4 - Relacdo dos 10 paises com numero estimado de HIV-positivo associado
aos casos de Tuberculose na regido das Américas, 2014

N° Pais N° casos de HIV-TB %
1  Brasil 13.000 36,0
2  Haiti 4.400 12,0
3  México 2.300 6,4
4  Peru 2.300 6,4
5  Republica Dominicana 1.600 4,4
6  Colébmbia 1.500 4,2
7 Equador 1.200 3,3
8  Venezuela 1.100 3,1
9  Guatemala 910 2,5
10 Estados Unidos 710 2,0
11  Honduras 450 1,2
12  Bolivia 390 1,1

Outros 6.176 17,1

Fonte: PAHO, 2015.

3.2.2 Contexto Nacional

Os indicadores epidemiol6gicos para TB no Brasil, referente ao ano de 2014,
publicado pelo Ministério da Satde - MS (BRASIL, 2016), registraram um elevado
percentual (82,2%) de deteccdo de casos novos. Apesar de que ha uma reducdo na
incidéncia de 36,7 (BRASIL, 2014) para 34,1 casos por 100 mil habitantes (BRASIL,
2016).

A incidéncia maior recai sobre género masculino, 0 que representa mais que o
dobro (46,2 casos/100.000 habitantes) em relacdo ao feminino (22,3 casos/100.000
hab.), com pouca diferenciacéo entre faixas etérias de 15 a 59 anos (43,1 casos/100.00
hab.) e 60 anos e mais (43,4 casos/100.000 hab.) (BRASIL, 2016).

A prevaléncia de TB recaia sobre 0s homens na maioria dos estados do pais,
cuja forma pulmonar é a mais frequente (SELIG et al., 2004). A mudanca na proporcao
de casos diagnosticados para TB em idosos (< 60 anos), assemelha-se a transicdo
ocorrida nos paises da Europa na década de 90 (CHAIMOWICZ, 2001).

Existe uma tendéncia na reducdo da mortalidade por TB no pais, cuja
incidéncia representava 2,8/100.000 hab. no ano de 2004 para 2,2/100.000 hab. em
2014. Entretanto, o risco de morte é diferenciado entre cada unidade federativa, as vezes
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superior @ média nacional, cujos coeficientes concentraram-se sobre regifes Nordeste
(2,5), Norte (2,4) e Sudeste (2,3) do pais (BRASIL, 2016).

Em relagdo ao periodo de 2005 a 2014 (BRASIL, 2016), a mortalidade por TB
pulmonar foi a mais frequente em todos os anos do estudo, com média anual de 3.600
obitos e coeficiente de mortalidade em 1,7 casos por 100.000 habitantes. Somente no
ano de 2014, esta forma representou 76,5% do total de 6bitos (n = 4.374 casos).

No ano de 2014, das 2.729 mortes por causas basicas diversas onde a TB
aparece como causa associada, a maior parte (65%) representa Obitos por AIDS
(Acquired immunodeficiency syndrome) associado a TB (BRASIL, 2016). O o6bito por
TB representa a dificuldade de acesso ao diagnostico e ao tratamento, pois é
considerada uma causa evitavel (SELIG et al., 2004).

A confirmacéo de resisténcia micobacteriana (MDR, XDR) representa um risco
a saude publica. De acordo com dados do MS (2016), apenas no ano de 2014, foram
notificados 1.171 casos com algum tipo de resisténcia (Monorresistente,
Multirresistente, Polirresistente e/ou Extensivamente resistente).

Um estudo multicéntrico conduzido por Dalcolmo et al. (1999), demonstrou
que o perfil etario de multirresisténcia estaria mais associado a um grupo individuos néo
incluso na cadeia produtiva do pais.

Estabelecida pelo Ministério da Salde, como uma doenga de notificacao
compulséria (BRASIL, 2016b), a tuberculose possui um significativo percentual de
subnotificacdo, passivel de verificacdo através do cruzamento de dados do SINAN —
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo e o SIM — Sistema de Informacdo
sobre Mortalidade. Em 2014 dos 39,0% (n = 1.848) obitos de Tb por causa béasica e
38,3% (n = 1.044) por causa associada, ambos notificados no SIM e nenhum destes

constavam no banco de dados do SINAN.

3.2.3 Contexto Estadual

O Estado do Tocantins possui uma incidéncia de TB menor que a media
nacional (10,7 casos / 100.000 hab.) (BRASIL, 2017). A diferenca entre 0s géneros se
mantém, com os homens (15,3/100.000 hab.) em maior propor¢do em relacdo as
mulheres (6,9/100.000 hab.). A faixa etaria com mais de 60 anos representa 0 grupo
mais impactado (30,5/100.000 hab.) (BRASIL, 2016).
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Entre as capitais do pais, Palmas possui uma das menores taxas de incidéncia,
para TB, com 11,8 casos por 100.000 hab. (BRASIL, 2017). Contudo, ndo se pode
afirmar que tais indicadores sejam sustentaveis, visto que, ha regides do Estado no qual
ndo ha notificacbes de casos e/ou muito abaixo da expectativa, 0 que sugere
subnotificacbes e/ou falha no servico de salde para o diagndstico de sintomaticos
respiratérios (SR).

Os coeficientes de incidéncia de TB tanto para o Estado do Tocantins, quanto
da Capital Palmas, apresentam certa similaridade e estdo proximos a nova meta
estabelecida pela OMS, que até o0 ano de 2035, seja alcan¢ada uma incidéncia de 10/100
mil hab. (WHO, 2015).

A OMS preconiza que a proporcdo de abandono do tratamento para Tb seja
inferior a 5%. Entretanto, o Brasil, em 2016, alcancou um alto percentual (10,4%),
como também no Estado do Tocantins (5,9%) e sua capital Palmas (5,8%) (BRASIL,
2017).

Sobre o quadro de subnotificacdo para TB no Tocantins é perceptivel quando
analisado o mapa de distribuicdo dos casos confirmados e notificados ao SINAN
(Figura 3).

Em ambos os periodos analisados (Figura 3), ha similaridade quanto aos
representantes com maiores registros de notificagdes para casos para Th: Palmas (2015,
n =51; 2016, n = 12) Araguaina (2015, n = 41; 2016, n = 13), e Porto Nacional (2015; n
=9; 2016, n=7).
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Figura 3 — Mapa de distribui¢do de casos confirmados para Tuberculose, notificados ao
SINAN, por municipio no Estado do Tocantins, nos anos de 2015 e 2016.

Nota: Os dados estdo sujeitos a revisao.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2017) através dos dados obtidos do Ministério da Salde/SVS - SINAN
(2017).
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H& uma reducdo no percentual (55,56%) de municipios notificantes entre 2015
(n =45) e 2016 (n = 20), uma elevacao no quantitativo (2015, n = 94; 2016, n = 119) de
municipios que ndo registraram nenhum caso de tuberculose, redu¢do no numero de
casos notificados (2015, n = 186; 2016, n = 59), tudo isso gera preocupacdo no ambito
da saude publica (Figura 3).

A deteccdo de novos casos em TB implica na busca ativa de individuos
sintomaticos respiratérios (SR). Esta estabelecido aos agentes comunitarios de salde e o
programa saude da familia a sua execugdo, entretanto, isto ndo significa que de fato sera
incorporado no cotidiano de trabalho (MUNIZ et al., 2005).

Os individuos SR sdo caracterizados pelo Ministério da Salde por
demonstrarem sinais de tosse e expectoracdo persistentes com mais trés semanas. Existe
uma estimativa que 1% da populacdo geral seria portadora de TB, por isso recomenda a
realizacdo de diagnostico laboratorial (i.e. baciloscopia) em algum momento do ano
(BRASIL, 2011).

O baixo percentual de casos novos de tuberculose pulmonar com diagndstico
laboratorial, representa um indicador de baixa qualidade para vigilancia epidemioldgica
e assisténcia em satde (BRASIL, 2017).

Em 2016 o Tocantins alcangou um percentual de 76,4% e Palmas 80,8%, para
casos novos de TB pulmonar confirmados por critério laboratorial. Estes valores foram
superiores a média nacional (71,6%). Quanto ao teste de sensibilidade, neste periodo,
apenas 14,3% foram realizadas no Estado, ja a Capital obteve 100% de execucao, cuja
média nacional tenha sido de 50,2% (BRASIL, 2017).

Os casos de multirresisténcias (MDR e XDR) séo raros no Estado, corroborado
com a notificacdo de apenas um caso em 2014 (BRASIL, 2016). A mortalidade segue
reduzida (0,7/100.000 hab.), porém subnotificada como o restante do pais, cuja forma
pulmonar a principal causa de 6bito (0,5/100.000 hab.).

4 CAPITULO 2 - BIOPROSPECCAO

4.1 Plantas como fonte de novos compostos ativos

As plantas sdo uma fonte de recursos para substancias bioativas, pois produzem

moléculas estruturais altamente complexas (LI; VEDERAS, 2009). A pesquisa por
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moléculas bioativas em plantas usadas na medicina popular tem-se elevado nos ultimos
anos (NAZATO et al., 2010).

Cerca de 25% dos farmacos prescritos no mundo sdo provenientes de plantas;
das 252 drogas consideradas como basicas e essenciais pela Organizacdo Mundial de
Salde, 11% sdo exclusivamente originarias de plantas e um ndmero significativo de
farmacos sintéticos sdo obtidos destes precursores naturais (RATES, 2001).

Entre os anos de 1983 a 1994 surgiram 529 novos farmacos, dos quais 39%
foram a partir de produtos naturais e/ou derivados semissintéticos (PINTO et al., 2002).

Uma grande parcela da populacdo mundial ndo dispde de acesso aos servicos
de saude e de tratamento farmacoldgico convencional. Portanto, as plantas acabam
sendo utilizadas para os cuidados primarios em salde e auxiliam no tratamento das
enfermidades (PASA; SOARES; NETO, 2005).

O uso plantas medicinas no mundo e especialmente na América do Sul,
contribui significativamente para atencdo basica de saide (HOLETZ et al., 2002). No
Brasil, a adocdo de plantas no tratamento de doengas possui influéncias das culturas:
indigena, africana e europeia. Alguns fatores que contribuem para sua ampla utilizacéo:
diversificacdo e disponibilidade (BORBA; MACEDO, 2004).

Isto porque a industria farmacéutica tende a se concentrar em doengas que
afetam principalmente populacdes de paises desenvolvidos como céncer e doencas
cardiovasculares, a fim de recuperar os elevados custos envolvidos no desenvolvimento
de novos medicamentos para o mercado (PHILLIPSON, 2007).

Percebe-se que esta situagdo provoca um desequilibrio quanto a prioridade no
desenvolvimento de medicamentos, que indiretamente prejudica a satde publica quanto
a oferta de tratamento mais eficaz, menor efeito adverso e de baixo custo.

As condicBes sociais e econdmicas, especialmente nos paises de terceiro
mundo, induzem as classes mais carentes a procurarem alternativas terapéuticas de
baixo custo e relativamente seguras, como as plantas medicinais (CUNHA et al., 2008).

Para esta populacdo, as plantas medicinais sdo componentes de importancia
social e cultural, as vezes € a Unica alternativa disponivel para tratamento dos problemas
de salde (TOLEDO et al., 2011).

Na perspectiva historica, os produtos naturais demonstram resultados
significativos para serem fontes de obtencdo e exploracdo de novas drogas como a
digoxina (1785) a partir da digitalis, a morfina (1806) da papoula, o acido salicilico
(1897) do salgueiro e penicilina (1928) do mofo (RISHTON, 2008).
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Segundo Rates (2001) o uso das plantas como recurso para novos farmacos
ainda é pouco explorado, visto que de 250.000 a 500.000 espécies, somente 5.000
plantas foram bem estudadas para uso medicinal. Diante desse cenario, as plantas
constituem a principal esperanca no tratamento de doencas, cujas causas Sdo
desconhecidas e que muitas vezes permanecem sem tratamento (CUNHA et al., 2008).

Para Rishton (2008) os compostos bioativos que surgem a partir de estudos
envolvendo etnobotanica e\ou etnofarmacologia, tornam-se importantes ferramentas
para a elucidacdo dos mecanismos da doenca. A etnofarmacologia apresenta carater
interdisciplinar, possibilita direcionar a selecdo de plantas mediante informacdo de
medicina tradicional e conduzir estudos que promovam a descoberta de moléculas
biologicamente ativas.

O conhecimento popular é extremamente Util e valido para nortear a selecéo de
espécimes com potencial para tratamento de alguma enfermidade (TOLEDO et al.,
2011). Uma correlagcdo entre uso popular de plantas e a atividade experimental
farmacoldgica para antimicrobiana, demonstrou um percentual de sucesso para 55,2%
(BRITO; BRITO, 1993).

Souza et al. (2004) ao analisar as propriedades antimicrobianas de extratos de
plantas disponiveis localmente, também constatou uma significativa correlacdo entre as
propriedades antimicrobianas e uso na medicina tradicional.

No Brasil a medicina popular € influenciada por uma combinacdo de diferentes
conhecimentos que envolvem a cultura indigena, conhecimento trazido pelos
portugueses, espanhdis e africanos (BUENO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011),

As plantas produzem compostos conhecidos como fitoquimicos ou metabolitos
secundarios, que sofrem variacdo conforme cada tipo de espécie. Estas substancias
fornecem protecdo a planta e tém sido usadas no tratamento para curar diversas doencas
e sdo ativos a diversos microrganismos (JIMENEZ-GONZALEZ; VELOZA;
SEPULVEDA-ARIAS, 2013).

Os extratos de plantas podem conter substancias como: flavonoides, peptideos,
alcanos, ligninas, terpenos, fenois que podem ser utilizados no tratamento de diferentes
enfermidades inclusive para tuberculose (SANTHOSH; SURIYANARAYANAN,
2014).

Em virtude do crescimento de formas multirresistentes torna-se necessario a
busca por compostos com atividade antimicobacteriana, cujas as plantas séo fontes de
recursos para tal elucidagdo (MOREIRA et al., 2013; PAVAN et al., 2009).
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4.2 Cerrado

O cerrado apresenta formacdo do tipo savana tropical, com destacada
sazonalidade, com chuvas de verao e inverno seco (MIRANDA et al., 2014), com uma
precipitacdo media anual de 1.500 mm, cujos 0s meses de outubro a marco apresentem
90% desta umidade e temperatura média anual em torno de 22°C a 27°C
(MALHEIROS, 2016; KLINK; MACHADO, 2005). Entretanto ha alguns estudos
recentes que tém registrado temperaturas elevadas, que ultrapassam os 30 °C, como
algumas regibes do Tocantins e Piaui (SANTOS, 2010; SANTOS; JUNIOR;
FERREIRA, 2011; SOUZA, 2016).

O cerrado é o segundo maior bioma® no Brasil, ocupa cerca de 22% do
territorio com 1.783 milhdes km? (Figura 4) e esta predominantemente localizado no
planalto central, possui uma topografia ondulada com interflavios largos interrompidos

por afluentes dos rios Amazonas, Paran-Paraguai e S&o Francisco (JEPSON, 2005).

Figura 4 — Distribuicdo do bioma Cerrado no Brasil.
Fonte: Novaes et al. (2013).

* Bioma — (do grego Bio = vida + Oma = grupo ou massa). Trata-se de um conjunto de vida, vegetal e
animal, especificado pelo agrupamento de tipos de vegetacdo (i.e. fitofisionomia) e identificavel em
escala regional, com condicBes geograficas e de clima similares, cujas caracteristicas Ihe conferem uma
diversidade ecologica propria (COUTINHO, 2006).
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Encontra-se distribuido nos seguintes estados brasileiros: Bahia, Goias,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parand, Piaui, Rondénia,
Sao Paulo, Distrito Federal e Tocantins (MALHEIROS, 2016; SANO, 2007). Além de
encraves nos Estados do Amapa, Roraima e Amazonas (BRASIL, 2015).

O cerrado € constituido de uma vegetacdo xeromorfa, que ocorre sobre
diferentes tipos de clima, altura e densidade (IBGE, 2012). E composta por uma mistura
de gramineas, plantas lenhosas, arvores retorcidas, cuja casca é espessa, resistente ao
fogo e folhas escleréfilas (JEPSON, 2005). Possuidor de uma elevada biodiversidade, é
a mais diversificada savana tropical do mundo com mais de 12 mil espécies de plantas
(NOVAES et al., 2013).

A paisagem do Cerrado apresenta a descricdo de onze fitofisionomias (i.e. tipos
de vegetacdo), enquadrados em trés categorias: a campestre (campo limpo, campo sujo e
campo rupestre), florestal (mata ciliar, mata de galeria, mata seca e cerraddo) e a
savanica (cerrado stricto sensu, savana amazonica, palmeiral e vereda), cuja fisionomia
ocupante de maior area com 67%. (COUTINHO, 2006).

Nas diversas fitofisionomias do cerrado, seus solos, geralmente sdo profundos,
com baixa fertilidade natural, uma acidez acentuada devido a presenca de silica e relevo
plano e/ou suavemente ondulado, cuja a drenagem é perene (BASTOS; FERREIRA,
2010).

Possuidor de uma expressiva heterogeneidade fitofisiondmica, o cerrado €
caracterizado como promissor em conter especimes com elevado potencial
farmacoldgico. Neto e Morais (2003) esclarecem que a diversidade taxondmica presente
no Cerrado é relativa aos tdxons mais elevados (género, familia e ordem), isto lhe
proporciona um maior distanciamento filogenético entre as espécies e
consequentemente ha uma diferenca e diversidade quimica entre elas, com potencial de
compostos bioativos produzidos, o que poderia ser maior que aqueles presentes na
floresta amazonica.

Estas caracteristicas presentes no Cerrado deveriam ser consideradas como
areas prioritarias para pesquisa e conservacdo de recursos naturais, porém, as taxas de
desmatamento s&o acentuadas no pais, com a conversao da vegetacdo natural em areas
agropastoris (KLINK; MACHADO, 2005; ROCHA et al., 2012).

O novo codigo florestal brasileiro autoriza que proprietarios de terras no

Cerrado, a reservarem um minimo de 20% de sua propriedade como reserva legal, caso
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o imdvel esteja localizado na Amazoénia Legal este percentual de reserva se eleva para
35% (BRASIL, 2012).

Cerca da metade das terras com destino a agropecudria no Brasil sdo cultivadas
no Cerrado. Foram altas as taxas de desmatamento nos ultimos anos, principalmente na
regido MATOPIBA", que compdem a “nova fronteira agricola”, com 337 municipios,
cuja vegetacdo é representada por 90% de Cerrado (SPERA et al., 2016).

Entre os anos de 2003 a 2013, mais de 2,3 milhdes de hectares (ha) de terras
foram cultivadas na regido do MATOPIBA, o que representa o dobro de expansdo neste
periodo sobre a vegetacdo nativa de Cerrado, que foi removida para dar espaco
preferencialmente as plantacbes de monocultivo de soja. Situacdo que afetou
significativamente no balanc¢o hidrico da regido (SPERA et al, 2016).

E perceptivel o reduzido esforco governamental quanto a sua preservacao,
aliado a regulamentos ambientais menos rigorosos e estimulos a expansao agropecuaria
sobre este bioma, contribuem para que apenas 2,2% (cerca de 33.000km?) da area
estejam legalmente protegidos (KLINK; MACHADO, 2005).

O Ministério do Meio Ambiente (BRASIL, 2015) através de um relatorio
técnico, reconhece que o Cerrado foi o bioma que mais sofreu alteraces com a
ocupacdo humana, depois da Mata Atlantica, sendo 8,6% de sua area protegida por
unidades de conservacao, destes apenas 3,1% como forma de protecdo integral através
de parques nacionais.

Analise sobre uma série historica de 2002 a 2011, evidenciou um continuo
desmatamento do Cerrado no pais, cuja area total de perda correspondeu a 997.063 km?
(48,89%) (BRASIL, 2015). Estes dados corroboram com que segundo Chaves (2011)
teria estimado com a perda de 50% da cobertura original do cerrado para conversao em
pastos, plantacdes de soja ou formas degradas de solos abandonados.

Conforme SPERA et al. (2016) a medida que a vegetacdo do Cerrado é
destruida, fragmentada e/ou substituida por plantacdes, o equilibro hidrico sofre
modificagdes, e tal desmatamento em larga escala tem potencial para reduzir a
guantidade de agua da chuva que incide na Amazénia.

A figura 5 retrata 0 mapeamento de areas desmatadas do Cerrado ocorridas
entre 2010-2011 (7.246,67 km?), com Piaui (1,38%; 1.292,23 km?/93.424 km?), Bahia

* MATOPITBA — um acrénimo formado com as inicias dos Estados de Maranhdo (MA), Tocantins (TO),
Piaui (PI) e Bahia (BA). Uma regido que recobre parcialmente os territorios destes quatro Estados citados
anteriormente (SPERA et al., 2016).
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(0,66%; 1.002,97 km?/ 151.348 km?), Maranh&o (0,61%; 1.310,62 km?/212.092 km?) e
Tocantins (0,45%; 1.160,61 km?/252.799), os estados respectivamente, com maiores
percentuais para desmatamento em relacdo a area de cobertura pelo bioma sobre seu
territério (BRASIL, 2015).
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Figura 5 — Mapa de distribuicdo de desmatamento do Cerrado

ocorrido entre o periodo de 2010-2011.
Fonte: Brasil (2015).

Para Klink e Machado (2005) as principais ameacas a biodiversidade deste
bioma estdo relacionadas a degradacao do solo (uso de fertilizantes), dos ecossistemas
nativos (praticas agricolas, queimadas) e a dispersdo de espécies exoticas (amplo uso de
gramineas africanas).

A estimativa de perda da cobertura vegetal do cerrado no pais € variavel em
funcdo da sua dindmica e/ou método de analise, conforme os diversos estudos descritos
(BRASIL, 2015; CHAVES, 2011; MACHADO et al., 2004; SPERA et al., 2016;
RATTER; RIBEIRO; BRIDGEATER, 1997). Entretanto, ha um consenso no discurso
de que a perda da biodiversidade € significativa e estd fortemente associada as
atividades antrdpicas, o que torna necessario celeridade para sua preservacéo.

As plantas do cerrado sdo de grande valor terapéutico para uma grande parcela
da populagéo, especialmente aquelas que vivem afastadas das areas urbanas (TOLEDO
etal., 2011).

Diversos sdo os estudos que demonstram atividades biologicas a partir de
extratos ou compostos isolados de plantas do cerrado (ARANTES et al., 2005; BELO et
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al., 2008; CUNHA et al., 2008; ESTEVAM et al., 2005; FERNANDES; SANTOS;
PIMENTA, 2005; PAVAN et al., 2009; MOURA et al., 2016; NAZATO et al., 2010;
RIBEIRO et al., 2014; SILVA et al., 2012; TOLEDO et al., 2011), corroborando com a

necessidade de sua preservacéo, visto que atualmente encontra-se em situacao de risco.

4.3 Descricdo das espécies selecionadas

4.3.1 Plathymenia reticulata Benth

Pertencente a familia da Fabaceae (Leguminosae), a Plathymenia reticulata
Benth (Figura 6) é uma arvore popularmente conhecida como vinhatico, ao qual é muito
apreciada pela sua fonte de madeira de alta qualidade (DELLA TORRE et al., 2011).

2

Figura 6 — llustracdo da espécie Plathymenia reticulata Benth
Vernéculo: Vinhatico
Fonte: Lorenzi (1992).
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Esta espécie € usualmente empregada na recuperacdo de areas do cerrado
devastadas, utilizada na medicina tradicional para tratamento de inflamacdo, diarreia e
disenteria (DELLA TORRE et al., 2011), infeccGes e envenenamento por serpentes
(MOURA et al., 2016).

Trata-se de uma planta decidua, heliofita, com uma altura média de 15 a 30 m,
com tronco aspero e descamante. Folhas compostas e bipinadas, com 4 a 14 pares de
pinas e flores pequenas dispostas em espigas cilindricas, frutos em vagens e sementes
aladas (LORENZI, 1992).

4.3.2 Ouratea spectabilis (Mart. ex Engl.) Engl.

A familia Ochnaceae, uma das maiores familias de plantas com flores, ao qual
compreende 27 géneros e cerca de 500 espécies, distribuidas nas zonas tropicais e
subtropicais do mundo (FERES, 2006).

Ouratea € o maior género desta familia e compreende cerca de 300 espécies
que estdo localizadas principalmente nas regifes da América do Sul e na Africa tropical
(FEDILIS et al., 2014). Normalmente utilizadas na medicina popular como
adstringentes, ténicos, vermifugos, no tratamento de disturbios gastricos e reumatismo
(ESTEVAM et al., 2005; VALADARES et al., 2003).

Algumas espécies do género tém se mostrado biologicamente ativas para
atividade antiviral (O. lucens), antimicrobiana (O. parviflora), analgésica (O. reticulata)
(CARVALHO; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2000) e antimalarica (O. nitida)
(ESTEVAM et al., 2005).

A espécie Ouratea spectabilis (Figura 7), possui sinonimia para Gomphia
spectabilis, € popularmente conhecida como “cabeca de negro”, esta presente nos
biomas cerrado e campos cerrados (FERES, 2006). Trata-se de uma planta decidua,
heliéfita, com crescimento de 4 a 5 metros, tronco tortuoso, casca suberosa, folhas
simples, cuja floracdo ocorre entre 0s meses de agosto a setembro e frutos do tipo drupa
ovoide (LORENZI, 1998).

O. spectabilis tem sido utilizada na medicina tradicional para reumatismo e
doencas géstricas (CARVALHO; CARVALHO; BRAZ-FILHO, 2000). Apesar da
dimensdo deste género ser representativa, sua caracterizagdo quimica é pouco explorada
e/ou conhecida para a espéecie O. spectabilis. Existem poucos estudos quimico e/ou

bioldgico relatados sobre esta espécie na literatura cientifica.
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Figura 7 - llustracdo da espécie Ouratea spectabilis (Mart.) Engl.

Vernaculo: Cabeca de Negro
Fonte: Lorenzi (1998).

4.3.3 Galactia glaucescens Kunth

A Galactia glaucescens, é uma planta caracteristica do cerrado, denominada
popularmente por “trés folhas” (Figura 8). Usualmente é empregada na medicina
tradicional para neutralizacdo do veneno de cobra (BELO et al., 2008).

Morfologicamente arbustiva, com folhas trifolioladas alternas, cuja
distribuicdo ocorre principalmente em area ecotonal, entretanto ha pouco dados sobre a
sua densidade populacional (BARROS et al., 2014).

Trata-se de uma espécie pertence a familia Fabaceae, sendo que esta € a
terceira maior familia de angiospermas, possuidora de grande diversidade no cerrado,
com mais de 630 géneros e cerca de 18.000 espécies (BARROS et al., 2014).
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Figura 8 - llustracdo da espécie Galactia glaucescens Kunth
Vernéculo: Trés folhas
Fonte: Tropicos (2017)".

4.3.4 Apuleia molaris Spruce ex Benth

O género Apuleia, cujas espécies sdo nativas da América do Sul, dentre elas a
Apuleia molaris (SOUSA; LEWIS; HAWKINS, 2010), conhecida como “grapia”, com
dificuldades para distin¢cdo de taxon (REIS et al., 2016), estd amplamente distribuida no
Brasil (SILVA et al., 2015) e possui sinonimia para Apuleia leiocarpa.

Pertencente a familia das leguminosas (Fabaceae) e subfamilia
Caesalpinioideae € comumente encontrada na regido Amazénica como também em
outros paises como Venezuela, Uruguai e Argentina (REIS et al., 2016), em solos
arenosos, argilosos, matas de terras firmes, varzea alta e raro em solos inundaveis
(SOUZA; VARELA; BATALHA, 1994).

Trata-se de uma espécie arborea decidual (i.e. perda de folhas em determinadas
épocas do ano), heliofita (i.e. melhor crescimento em locais bem iluminados), com
alcance de 40 m de altura e 100 cm de diametro e folhas pinadas com média de 12 cm
de comprimento, flores brancas (SOUSA; LEWIS; HAWKINS, 2010).

“ TROPICOS. Galactia glaucescens Kunth. Disponivel em:<http://www.tropicos.org/Image/100171915>.
Acesso em: 20 Ago 2017.
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Dotada de fruto seco (Figura 9), indeiscente, elipsoide, coriaceo, polispérmico,
com gineceu monocarpelar, apice acentuada, coloracdo externa de bege escuro a negro,
com indumento aveludado, mesocarpo esponjoso contendo algumas sementes por fruto
(REIS et al., 2016), que sdo duras com baixo poder germinativo devido a
impermeabilidade do seu tegumento (SOUZA; VARELA; BATALHA, 1994).

A B

Figura 9 — llustragdo da espécie Apuleia molaris Spruce ex Benth (sinonimia A.

leiocarpa) A) Espécie arborea B) Fruto com trés sementes
Vernéculo: Grapia.
Fonte: Flora Digital (2017)"; Reis et al. (2016).

Utilizada principalmente na construgéo civil e marcenaria (SOUZA; VARELA,
BATALHA, 1994), apresenta rapido crescimento, com potencial para ser utilizada em

areas de reflorestamento (REIS et al., 2016).

* Disponivel em: <http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=12483>. Acesso em: 10
Ago 2017.
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4.3.5 Dipteryx alata VVogel

A Dipteryx alata é uma espécie vegetal nativa do cerrado brasileiro,
pertencente a familia Fabaceae e popularmente conhecida como “baru” (FERNANDES
etal., 2010; MARQUES et al., 2015; MARTINS et al., 2013).

E uma planta perenifélia, heliofita, seletiva xerdfita, caracteristica de terrenos
secos do cerrado e da floresta latifoliada semidecidua, capaz de atingir uma altura media
de 15 a 25 metros (Figura 10). Possui um tronco de 40 a 70 cm de diametro, cujas

folhas sdo glabras, compostas e alado-pecioladas (LORENZI, 1992).

Figura 10 - llustracdo da espécie Dipteryx alata Vogel
Vernaculo: Baru
Fonte: LORENZI, 1992.

Para cada fruto abriga-se uma Unica semente, comestivel com alto valor
nutritivo e com propriedades medicinais (MARQUES et al., 2015). A améndoa

representa uma boa fonte de aminoacidos, com niveis aprecidveis para calcio, ferro,
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zinco e teores elevados de lipideos (250-300g/kg) e proteinas (~ 400g/kg)
(FERNANDES et al., 2010).

O oOleo extraido a partir da polpa e semente € rico em &cidos graxos
insaturados, principalmente por &cidos oleico, linoléico e linolénico; necessarios a
manutencdo da integridade da membrana celular, participacdo da transferéncia
atmosférica de oxigénio, sintese de hemoglobina e divisdo celular (MARTINS et al.,
2013).

4.3.6 Brosimum gaudichaudii Trécul.

Brosimum gaudichaudii € uma arvore, pertencente a familia Moraceae,
popularmente conhecida como “Inharé” (Figura 11). E utilizada no tratamento do
vitiligo (LORENZI, 1998), ha inclusive no mercado um produto farmacéutico
(Viticromin®), obtido através das partes inferiores do tronco e raizes desta espécie
(CUNHA et al., 2008).

Figura 11 — llustracdo da espécie Brosimum gaudichaudii Trecul.
Vernaculo: Inharé
Fonte: Lorenzi (1998).
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O género Brosimum ¢ tradicionalmente empregado na fotoquimioterapia da
psoriase, e outros problemas relacionados a pigmentacdo de pele, cuja acdo se deve a
presenca de derivados furanocumarinas (MONTEIRO et al., 2002; POZETT]I, 2005).

Descrita como uma planta decidua, helidfita, seletiva xerofita, lactescente de 4
a 10 m de altura, cuja copa é ovalada e tronco retilineo com uma média de 20-40 cm de
didmetro (Figura 11). Possuidora de casca rugosa e descamante, folhas subcoriaceas,
inflorescéncias bissexuais, infrutescéncias globosas de coloracdo alaranjada quando
maduras (LORENZI, 1998).

O fruto de B. gaudichaudii, apresenta coloracdo amarelo-alaranjado, sendo
mastigavel como goma, devido a presenca de latex (CUNHA et al., 2008).

Este espécime encontra-se distribuido entre os Estados do Amazonas até o
Parana, presentes nos cerrados, campos de cerrados e cerraddes. A arvore empregada
nos processos de reflorestamentos mistos para recuperacdo e enriquecimento da
vegetacdo, bem como nas atividades de marcenaria, construcdo civil, lenha e carvao
(LORENZI, 1998).

4.3.7 Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau

O género Tabebuia compreende cerca de 100 espécies estritamente lenhosas,
pertencente a familia Bignoniaceae, cuja dispersdo ocorre em grandes regifes tropicais e
subtropicais do continente americano (OSPINA et al., 2013).

As espécies deste género sdo de dificil classificacdo taxondmica, em razdo a
semelhanca dos vegetais nele compreendido (SOARES, 2006). Uma destas é a
Tabebuia caraiba (sinonimia: Tabebuia aurea), conhecida popularmente como
“Paratudo” ou “Ipé- amarelo”, utilizada na medicina tradicional como antiinflamatorio,
contra influenza (BARBOSA-FILHO et al., 2004) e antiofidico (REIS et al., 2014).

A T. caraiba (Figura 12) possui um tronco tortuoso e revestido por casca
grossa, suas folhas sdo compostas de 3 a 7 folioladas, glabras, subcoridceas com média
de 18 a 28 cm de comprimento e 4 a 6 cm de largura. As flores sdo amarelas e frutos
encapsulados lanceolados de pigmentacdo acinzentado-ferruginea (LORENZI, 1992).

E um espécime arborea, com altura média de 12 a 20 metros que esta
distribuida por todo territorio brasileiro (BLATT; SALATINO; SALATINO, 1996),

embora quando presente no cerrado consiga desenvolver uma altura de 4 a 6 metros. E
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caracterizada por ser uma planta decidua, heliofita e seletiva xerofita, util nos
reflorestamentos mistos de areas degradadas e empregada na arborizagdo e paisagismo
(LORENZI, 1992).

Figura 12 — llustracdo da espécie Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau

Vernéculos: Paratudo, Ipé-amarelo
Fonte: Lorenzi (1992).

4.3.8 Pterodon emarginatus (Vogel)

O género Pterodon (Leguminosae), consiste em quatro espécies distribuidas no
Brasil: Pterodon abruptus Benth, P. apparicioi Pedersoli, P. pubescens Benth e P.
emarginatus VVogel (sinonimia P. polygalaeflorus Benth) (ALVES et al., 2013).

A P. emarginatus encontra-se dispersa principalmente no cerrado e areas de
transicdo para floresta semidecidua, com tolerancia a luz direta e Gtil nos processos de
reflorestamentos mistos (LORENZI, 1992).
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E conhecida popularmente como “sucupira-branca” ou “faveiro”, que esta
amplamente incorporada & medicina tradicional brasileira como efeito antiinflamatorio,
(BUSTAMANTE et al., 2010; CARVALHO et al., 1999).

Trata-se de uma arvore (Figura 13) decidua, heliofita, seletiva xerofita, com
altura média de 8 a 16 m, um tronco entre 30 a 40 cm de didmetro e detentora de
madeira com alta densidade (0,94 g/cm?®). Suas folhas sdo compostas pinadas, com 20 a
36 foliolos de 3 a 4 cm. Capaz de produzir anualmente uma grande quantidade de
sementes viaveis (LORENZI, 1992), cuja extracdo obtém-se Oleos esséncias de
variabilidade quimica conforme os fatores ambientais de cada regido (ALVES et al.,
2013).

Figura 13 — llustracdo da espécie Pterodon emarginatus VVogel

Vernaculos: “Sucupira-branca” ou “Faveiro”
Fonte: LORENZI, 1992.
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4.3.9 Terminalia fagifolia Mart.

Terminalia fagifolia (Figura 14), popularmente conhecida como “Camagari”,
pertencente a familia Combretaceae, ¢ uma planta semidecidua, heliofita, seletiva
xerdfita, com ocorréncia preferencialmente em formagdes secundérias de varzeas ndo
inundaveis de solos argilosos férteis e profundos. Altura de 5-10 m, tronco curto de 30-

50cm diametro, com casca rugosa e fissurada longitudinalmente (LORENZI, 1998).

Figura 14 — llustracdo da espécie Terminalia fagifolia Mart.

Vernaculo: Camacari
Fonte: LORENZI, 1998.

Arvore que estd distribuida nos cerrados e cerraddes do planalto do Brasil
central e pantanal Matogrossense e na caatinga arbdrea do vale do S&o Francisco de
Minas Gerais até Pernambuco (LORENZI, 1998).
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Possui folhas simples e membranaceas, inflorescéncias em espigas
capituliformes, com flores cremes ou amarelo-esverdeadas, cujo fruto (samara) é
indeiscente, tomentosa, com duas asas transversalmente estriadas, contendo em seu

interior uma Unica semente alongada (LORENZI, 1998).

4.3.10 Stachytarpheta sp.

O espécime coletado ndo foi possivel sua devida identificacdo, obtido apenas
seu (Qénero Stachytarpheta, pertencente a familia Verbenaceae. Conhecida
regionalmente como Gervao branco (Figura 15), esta planta foi coletada no més de
marco de 2016, em é&rea de cerrado antropizado, no municipio de Palmas-TO, sob
coordenadas 10° 13° 22.1”’S ¢ 48°20° 05.8”’W.

Figura 15 — llustracdo da espécie Stachytarpheta sp.

Vernaculo: Gervao branco.
Fonte: Préprio autor (2016).

O género Stachytarpheta possui 133 espécies amplamente distribuidas no
mundo, sendo o Brasil, 0 pais com maior ocorréncia, representado por 79 espécimes,
concentrado principalmente nos estados de Goias, Minas Gerais e Bahia (ATKINS,
2005). As espécies S. angustifélia, S. canyennensis, S. jamaicensis, S. jamaicensis, S.

paraguariensis, S. polyura e S. sprucei sdo as aquelas com maior presenca no territorio
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nacional. No Estado do Tocantins a espécie S. macedoi possuir maior endemicidade
(ATKINS, 2005).

As espécies Stachytarpheta sp. sdo conhecidas popularmente como Gervéo,
normalmente encontradas nos campos rupestres e raramente em &reas do cerrado
(ATKINS, 2005). Sdo empregadas na medicina tradicional para diversas finalidades
como: tosse, diarreia, analgésico, antipirético, lesdes de pele, distlrbios gastricos
(MOREIRA et al., 2007), cortes e feridas (ABE; OHTANI, 2013), antiinflamatério
(MAQUIAVELI et al., 2016).

A forma mais comum no género € do tipo arbusto ou subarbusto ramificados
com altura média de 1 a 1,5 metros. Suas flores ficam arranjadas em forma espiralada
ao longo do eixo da inflorescéncia e corolas diversificadas quanto a pigmentagédo

conforme a espécie, sendo azul comumente encontrada (ATKINS, 2005).
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5 JUSTIFICATIVA

A tuberculose (TB) esta presente a algum tempo em nossa sociedade e fatores
como: dificuldade de adesdo, abandono de tratamento e resisténcia micobacteriana
favorecem sua persisténcia no contexto mundial e representa um serio problema de
salde publica.

Sdo altas as taxas de mortalidade associada ao HIV, em certas regides do
mundo as taxas de abandono sdo elevadas e favorecem o surgimento de formas
multirresistentes e dificultam o seu tratamento.

Desde a década de 60, apds a introdugdo da Rifampicina ao esquema
terapéutico da TB ndo se obtém um avango expressivo quanto ao seu arsenal
terapéutico. O tratamento continua extensivo e sdo varios efeitos adversos. Para 0s
individuos portadores de Mycobaterium tuberculosis resistentes existe um agravante
que é a elevacdo expressiva no custeio do tratamento.

A indisponibilidade de medicamentos mais eficazes compromete as agdes de
controle do agravo. Torna-se necessario a busca de novas drogas eficazes
principalmente as formas multirresistentes e que contemplem um menor tempo de
tratamento e efeitos adversos, sendo as plantas uma fonte de recursos para auxiliar na

pesquisa de novos compostos ativos contra cepa de M. tuberculsosis.



48

6 METODOLOGIA

6.1 Material botanico

No intuito de elevar as chances de sucesso na elucidacdo de alguma planta com
atividade antimicobacteriana, foi selecionado um pool de extratos brutos liofilizados
que estavam previamente armazenados a —20°C, no Laboratério de Fitoquimica,
coordenado pelo Prof. Dr. Marcio Galdino dos Santos, da Universidade Federal do

Tocantins (UFT) — campus de Porto Nacional, conforme destacada na Tabela 5.

Tabela 5 — Relacdo de extratos brutos de plantas do cerrado utilizados no processo de
triagem, com suas respectivas identificacdes

Parte da Registro

N° Vernaculo Nome Cientifico Familia Planta Herbario
utilizada UFT
1 Vinhético Plathymenia reticulata Benth. Fabaceae** entrecasca  10.072

Cabecade Ouratea spectabilis (Mart.)

Ochnaceae entrecasca 9.547
negro Engl.
3 Trés Folhas Galactia glaucescens Kunth Fabaceae ]Egmgz ¢ 10.070
. Apuleia molaris Spruce ex ramos e

4 Grapia Benth Fabaceae folhas 9.614

5 Baru Dipteryx alata VVogel Fabaceae entrecasca 9.687

6 Inharé Br95|mum gralLalEnuel Moraceae entrecasca 10.068
Trécul.

7 Para-Tudo Tabebuia caraiba (Mart.) Bignoniaceae entrecasca 9.680
Bureau

8 Sucupira PUETOLION BIEIR (LS Fabaceae entrecasca 10.026
(Vogel)

9 Camacari Terminalia fagifolia Mart. Combretaceae  entrecasca 10.842

10 Gervdo  Stachytarpheta sp.” Verbenaceae ]Egmg: € 11.157

* Obtida a identificagio somente pelo Género. ** sinonimia Leguminosae.
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Decidiu-se também a coleta de amostras vegetais quanto ao aspecto
etnofarmacoldgico, com indicacdo terapéutica para tosse e demais doencas respiratorias
(MACIEL et al., 2002). Os métodos etnodirecionados, tendem a oferecer chances
maiores na obtencdo de resultados satisfatérios ao contrario dos aleatérios (OLIVEIRA
etal., 2011).

As amostras representativas foram selecionadas e produzidas exsicatas e
enviadas ao Herbério do Nucleo de Estudos Ambientais (NEAMB) da UFT — campus
de Porto Nacional, para obtencao do registro e identificacdo (TABELA 5).

Todos os extratos foram submetidos a um processo inicial de triagem (i.e.
screening), para definicdo daqueles que teriam alguma atividade antimicobacteriana
significativa.

O material boténico coletado foi submetido ao processo de secagem em estufa
a temperatura de 40°C (x2°C) por dois dias. Apds secagem, as folhas foram trituradas
em moinho de faca e posteriormente acondicionadas em frascos do tipo ambar (i.e.
método de extracdo a frio), ao qual estiveram percolando em etanol a 70% (v/v) por um
periodo de 72 horas a 25°C, protegidos da luz solar (FIDALGO; BONONI, 1989).

As solucdes heterogenias foram submetidas a filtragem simples e
posteriormente evaporacdo do solvente sob pressdo reduzida a 45°C, através do
aparelho Evaporador Rotativo (MARCONI, Modelo MA120-TH), ao qual obteve-se a
concentracdo dos extratos brutos.

Para remocao de agua e excessos de solventes dos extratos brutos, foram
congelados a — 20°C e submetidos ao processo de liofilizacdo (LIOTOP, Modelo L101),
obtendo o extrato bruto em p6. Os extratos secos foram transferidos para frascos de

vidros e armazenados sob temperatura a -20°C, até sua utilizacdo nos experimentos.

6.2 Preparo da micobactéria

As atividades antimicobacterianas dos extratos foram avaliadas frente as cepas
padronizadas de Mycobacterium tuberculosis - Hs7Rv, ATCC 27294 (American Type
Culture Collection), fornecida pelo Centro de Referéncia Professor Hélio
Fraga/Fiocruz-RJ, e mantidas em solucdo estoque no freezer do Laboratdrio Central de
Saude Publica do Tocantins (LACEN-TO), sob temperatura de — 70°C.
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Todos o0s ensaios microbiologicos foram executados dentro da cabine de
seguranca biologica (CBS) classe Il, Tipo A2 (THERMO SCIENTIFIC, Modelo 1300
Sereis A2).

As cepas foram semeadas em meio Lowenstein Jensen (LJ) e incubadas em
camara climatizada (ELETROSPITALAR - Modelo ELO0850) sob temperatura
constante de 37°C (£2°C).

Aguardou-se os 28 dias para ocorrer o devido crescimento das cepas, ao qual
foram submetidas ao novo processo de repique em meio LJ, a fim de melhorar

sua viabilidade bacilar (Figura 16).

Figura 16 - Crescimento apds 28 dias de incubagdo com numerosas
colénias de Mycobacterium tuberculosis — H37Rv (ATCC 27294) em

meio Lowenstein Jensen.
Fonte: Proprio Autor (2016).

Preparou-se uma suspensdo micobacteriana a partir do crescimento em meio
solido (LJ) em tubos estéreis contendo agua destilada estéril e perolas de vidro de 3
mm.

Os tubos foram agitados em aparelho de Vortex (WARMNEST, Modelo VX-
28) e ajustado em escala padrdo de turvagdo de um (01) McFarland (3,2 x 10°
UFC/mL) com auxilio de um densitdmetro (BIOMERIEUX, Modelo DensiChek plus).

O indculo na escala de um (01) McFarland foi novamente diluindo na
propor¢do de 1:25 em meio 7H9 (4.7g de Middlebrook 7H9 broth base — Difco®)
enriquecido com 10% de ADC (albumina, dextrose e catalase). Utilizou-se esta
suspensdo Hs7Rv  (1:25) em todos o0s ensaios microbioldgicos deste estudo
(FRANZBLAU et al., 1998).

6.3 Preparo dos Extratos e do antibidtico padrao

A rifampicina — RMP (Sigma-Aldrich®) foi escolhida para ser o antibidtico
padrdo em todos os ensaios. A solucdo estoque foi preparada dissolvendo o antibiotico
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em solucdo aquosa de etilenoglicol a 1%. A concentracdo de estoque para RMP foi de
1000pg/mL e a de uso ficou em 128ug/mL.

Adotou-se a rifampicina como antibidtico padrdo para execugdo de todos os
ensaios deste trabalho, visto que possui uma significativa correlacdo de CIM entre
outras drogas de primeira linha (PHELAN et al., 2016), e uma alta sensibilidade
(91,5%) e especificidade (100%) (RIBEIRO et al., 2004).

Os extratos foram pesados em balanga analitica (BEL ENGINEERING)
diluidos em &gua destilada com 1% de DMSO (Dimetilsulfoxido) para uma
concentracdo de estoque de 1000 pug/mL e armazenados sob refrigeracéo (2 a 8°C) até o

momento de sua utilizag&o.

6.4 Screening

Para o processo de triagem, os dez extratos foram pesados e diluidos em agua
destilada estéril com DMSO a 1% até obtencdo da concentracdo de 500 pg/mL.
Posteriormente filtrados por membranas com poros de 0,22um e diametro de 47mm
(Millipore ®).

Para cada microtubo estéril de 1,5 mL, pipetou aliquotas de 100uL: da solucdo
do extrato a 500 pg/mL; do meio 7H9 + ADC e cepa Hs7Rv (1:25), totalizando um
volume de 300 pL. O microtubo contendo o antibio6tico padrdo seguiu-se este modelo,
com substituicdo do extrato para pipetagem de 100 puL de rifampicina na concentracao
de 128 pg/mL (Figura 17).

O controle positivo recebeu o meio 7H9 + ADC e Hs7Rv (1:25), ambas
aliquotas de 100 pL. O controle negativo pipetou apenas 100 puL de 7H9 + ADC A
(Figura 17).

Os microtubos foram incubados em estufa a 37°C por sete (07) dias. Apos este
periodo, acrescentou-se 30uL de resazurina a 0,01% (p/v) em todos microtubos e
reincubados por 24 horas, e posteriormente realizada leitura dos resultados
(PALOMINO et al., 2002).

Os ensaios microbiologicos foram realizados em triplicata. Aqueles extratos
que apresentaram atividade antimicobacteriana na concentragédo de 250 pg/mL foram
considerados promissores (ARANTES et al.,, 2005) e selecionados para serem

submetidos aos ensaios de determinagdo da concentragao inibitoria minima (CIM).
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Figura 17— Representagdo do modelo para execucdo do screening para atividade antimicobacteriana.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2017).
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6.5 Principio do método por Resazurina (i.e. Alamar blue)

A resazurina, detém a nomenclatura 7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-
one, segundo a IUPAC — International Union of Pure and Apllied Chemistry. Possui
solubilidade em agua e estavel no meio de cultura, auséncia de toxicidade e permeével a
membrana celular (RAMPERSAD, 2012).

Trata-se de um indicador fluorogénico/colorimétrico sensivel a oxidagédo-
reducdo (Figura 18) que tém alteracdes na coloracdo quando as células estdo vivas - i.e.
viabilidade celular (HAMID et al., 2004; O’BRIEN et al., 2000; RIBEIRO et al., 2004).

A B

Figura 18 - Para analise utilizando método colorimétrico, a
manutencdo da cor azul da resazurina € um indicativo de que ndo
ocorreu o crescimento microbiano (A). Uma mudanca na coloracao para
rosa ou avermelhada significa que houve crescimento microbiano (B).

Fonte: Proprio autor (2017).
A forma oxidada do alamar blue possui cor azul e auséncia de fluorescéncia.
No interior das células, a atividade metabolica através de enzimas mitocondriais, este
indicador sofre reducdo na estrutura de resazurina (C12H7NOs) para resorufina (Figura
19), com mudanca na coloragdo para avermelhada/résea e capacidade de emitir
fluorescéncia (NAKAYAMA et al., 1997; O’BRIEN et al., 2000).

O
[
N+
O/CE/ :©\
O OH
Resazurin
N.
O/©:/ D\
O OH
Resorufin

Figura 19 — Estruturas resazurina e resorufina.
Fonte: O’BRIEN et al., 2000.
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Os ensaios que envolvem resazurina ou alamar blue, possibilitam a
mensuracdo da viabilidade celular, através da atividade metabdlica (GLOECKNER,;
JONULEIT; LEMKE, 2001).

A mensuracdo pode ser aplicada pelos métodos de colorimetria, absorvancia
(oxidacdo — 600nm; reducdo — 570nm) e fluorescéncia (comprimento de excitacdo =
530-570 nm; emiss@o = 590-620 nm) (O’BRIEN et al., 2000; RAMPERSAD, 2012).

6.6 Avaliacdo da atividade antimicobacteriana e CIM

Os extratos selecionados mediante o processo de triagem, foram submetidos ao
processo de diluicBes seriadas em microplacas estéreis com 96 pogos com fundo chato
(Figura 20), pelo método de MABA (Microplate Alamar Blue Assay) descrito por
Franzblau et al. (1998) a fim de determinar a menor concentracdo do extrato capaz, de
prevenir a alteracdo de cor do indicador (resazurina) de azul para rosa (ARANTES et
al., 2005).

Pipetou-se 200 uL de agua estéril tipo | em cada pogo da microplaca na coluna
1 entre as linhas A e H, no intuito de minimizar a evaporagdo do meio durante a
incubacédo. Os demais pogos receberam 100 pL do meio 7H9+ADC.

Para 0s extratos usou-se uma concentracdo inicial de 250 pg/mL, apés
diluices seriadas as concentracfes finais foram: 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81;
3,90; 1,95; 0,97; 0,49ug/mL. A concentracdo final de RMP (antibidtico padrdo) nos
pocos 3G-12G ficou 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625ug/mL (Figura 20).

Uma aliquota de 100 pL da suspensdo de Mycobacterium tuberculosis - Hz7Rv
(1:25) foi pipetada nos pogos entre 3A-12G (extratos e antibidtico); 2H-4H (controle
positivo) e 10H-12H (com DMSO); o que resultou no volume final de 200puL em cada
orificio da microplaca.

As placas foram seladas com parafilme e incubadas em camara umida a 37°C
por sete (07) dias. Apos este periodo foram pipetadas 20 pL de solucéo de resazurina a
0,01% (p/v). As placas foram novamente reincubadas a 37°C por 24 h (FRANZBLAU
etal., 1998).

A manutencdo da colora¢do azul nos pogos é interpretada como ndo houve
crescimento, enquanto a rosea indica crescimento bacteriano. A CIM (Concentragao
inibitéria minima) e definida como a menor concentragdo do extrato/droga capaz de

evitar a mudanca na coloracéo de azul para résea (FRANZBLAU et al., 1998).
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Figura 20 — Modelo padronizado para procedimento de diluicdo seriada das
amostras e controles, no intuito de determinar a Concentracdo Inibitoria Minima

frente a cepa Hz7Rv (M. tuberculosis).
Fonte: Elaborado pelo Autor (2017).

6.7 Analise Fitoquimica Qualitativa

Os extratos que apresentaram uma concentracdo inibitéria minima (CIM)
menor que 100 pg mL?, foram selecionados, em razdo do valor ser promissor para a
atividade antimicobacteriana (KUETE, 2010).

Na andlise fitoquimica, seguiu-se metodologia de prospecgdo preliminar
qualitativa baseada na deteccdo de alguns constituintes importantes dos grupos
metabdlicos secundarios (SIMOES et al., 2007; MIRANDA et al., 2013).

O formato de selecdo (CIM < 100 pg mL™) e anélise fitoquimica preliminar
possibilitaram a execugdo de triagens, farmacolodgicas e fitoquimica iniciais, de baixo
custo e para algumas espécies que tenham um escasso estudo cientifico. Os grupos
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metabolicos investigados foram: saponinas, fendis, taninos, esteroides, triterpendides,
antraquinonas, flavonoides e cumarinas.

Os testes foram considerados positivos (i.e. presenga) atraves de analise visual
realizadas pela modificacdo de carateristicas fisicas, tais como: reacdes de precipitacéo,
mudanca na coloracao, formacao de espumas e manchas coloridas (Tabela 6) conforme

técnicas de anélise fitoquimica por Simdes et al. (2007) e Miranda et al. (2013).

Tabela 6 — Ensaios de deteccdo preliminar qualitativa de alguns grupos metabolicos
secundarios

Grupos Método* Indicador

Formagdo e persisténcia de
Teste de espuma- espuma por mais de 30

Saponina agitacao segundos.

Mudanca na coloracdo, cor azul
Reacdo com cloreto (taninos hidrolisaveis) ou verde
férrico (FeCls) (taninos  condensados); com

formacéo de precipitado (ppt).

Fendis/Taninos

Extracdo com
cloroférmio, anidrido
acético e acido sulfurico.

Surgimento de uma coloragéo

Esteroides e azul evanescente ou seguida de

Triterpenoides (Reacdo de Liebermann- verde.
Burchard)
Reacdo de Magnésio
FlavonGides granulado com acido Surgimento de coloracgdo réseo a
cloridrico (Teste de vermelho.
Shinoda)
Reativos de Dragendorff Formagdo de ppt laranjado ou
. turvacédo da solucéo (s¢)
Alcaloides

Formacao de ppt laranjado ou
turvacéo da sc.
Formacao de ppt vermelho ou
turvacédo da sc.

Reativos de Mayer

Reativos de Bouchardat

* Simdes et al. (2007); Miranda et al. (2013)
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6.8 Fracionamento dos extratos

Aliquotas de 5,0 g do extrato de seco de cada planta foram solubilizados em
100 mL de solucdo hidroalcodlica (MetOH:H20) na propor¢éo de 4:1 (v/v/). A solugdo
obtida foi transferida para um funil de separagdo e submetida a particdes sucessivas
utilizando solventes de ordem crescente de polaridade: n-hexano (5 x 30 mL) e
diclorometano (5 x 30 mL).

Apds o fracionamento, os solventes foram removidos sob pressdo reduzida
através do aparelho evaporador rotativo, a temperatura maxima de 40°C +2°C, que
originou as fracbes hexanicas, diclorometanicas e hidroalcodlicas, conforme
representado na Figura 21.

Os extratos foram liofilizados e seus os residuos obtidos foram mantidos em

dessecador, sob vacuo, ao abrigo da luz e posteriormente conduzidos para 0s ensaios

biologicos.
Extrato em
50g
1) Suspensio em 100 mL de WetOH : HyO (80mL: 20mL)
2) Extracio com Hexano
(Aliquotas de 30 mL por 5 vezes)
I l
Fracéo Fracéo
Hexanica Hidroalcodlica

Extragio com CH,Cl,

I I

Fragéo Fracio
Diclorometanica Hidroalcodlica

Figura 21 — Representacdo da metodologia utilizada na particdo dos extratos.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2017).
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6.9 Ensaios de Citotoxicidade

Para avaliar os efeitos citotoxicos dos compostos foi utilizado o teste MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)2,5-difenil Brometo de Tetrazolio). O principio deste método
descrito por Mosmann (1983), consiste em medir a viabilidade celular pela atividade
enzimatica de oxirredutase das células vivas.

Os ensaios de citotoxicidade foram conduzidos no Laboratério de Parasitologia,
sob coordenacéo do Prof. Dr. Sérgio de Albuquerque. Esta localizado no Departamento
de Analises Clinicas Toxicologicas e Bromatoldgicas, vinculado a Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (USP) em Ribeirdo Preto.

As células foram cultivadas em garrafas de 25cm? utilizando como meio de
cultura DMEM  (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 10% (v/v) soro bovino fetal (SBF), 100 pg/mL de estreptomicina,
100 UI/mL de penicilina e 25ug/mL de anfotericina B, incubadas em estufa de CO; a
5% sobre atmosfera Umida (> 90%) e 37 °C de temperatura.

Para o teste, uma aliquota de 200uL foi depositada em cada poco da microplaca
com suspensdo celular de 1,0 x 10° células/mL da linhagem LLC-MK; e/ou Vero. A
microplaca de 96 pocos, foi incubada a 37°C com 5% de CO2, por 48 horas para
formacédo do tapete celular. Retirou-se 100 uL da cultura de todos 0s pogos.

Os compostos foram diluidos em série de base dois (500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,62; 7,81 e 3,9 pg mL™Y) e pipetados 100 pL de cada concentragdo na microplaca
contendo o tapete celular. Incubou novamente a microplaca em estufa a 37°C, 5% de
CO2 por 24 horas.

Apos este tempo, foram adicionados aos pogos de cultivo celular 50 pL da
solugdo de MTT (2,5mg/mL) (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO) dissolvidos em PBS
(Tampéo fosfato-salino ou phosphate buffered saline) e filtrados para esterilizacdo e
remoc&o de pequena quantidade de residuos.

Apos 3 horas de incubacdo com o MTT ao abrigo da luz, foram acrescentados 50
uL DMSO (dimetilsufoxido) para dissolver os cristais de azul de formazan. A placa foi
agitada levemente para solubilizacdo do formazan e submetida a leitura sob absorbéncia
a 570 nm usando espectrofotdmero de microplaca Stat Fax 2100 (Awareness
Technology, Palm City, FL, USA).

Pipetou-se 100 pL de solucdo salina estéril no lugar do extrato nos pogos que
continham DMEM + LLC-MK>/Vero para que representasse 100% de viabilidade
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celular (Branco). Para o controle positivo usou-se 100 pL de s¢. de Triton X-100 a 20%
em pocos com DMEM + LLC-MK>/Vero.

Quanto ao controle negativo foi pipetado apenas 200 uL de DMEM; e controles
para avaliar o potencial do DMSO em interferir no formazan (200 uL de DMEM +
DMSO a 1,0%) ou afetar as células (200 uL DMEM + DMSO 1,0%+ VERO).

O percentual de viabilidade celular foi determinado a partir da seguinte formula:
Viabilidade celular (%) = (Absorbancia do pogo tratado) / (Absorbancia do branco) x
100.

O valor de ICsg (Inhibitory Concentration - Concentragdo (M) capaz de inibir
50% do crescimento celular) foi determinada por meio da curva dose-resposta no
formato sigmoide, utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 5.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Conforme critérios da 1SO (2009), um extrato capaz de lisar ndo mais que 20%
das células sera classificado como ligeiramente citotoxico; entre 21 e 50% apresenta
uma acdo leve; de 51 a 70% efeito moderado e mais que 70% uma acdo citotoxica
severa. A auséncia de lise celular é considerada como ndo citotoxico.

Para analise estatistica da atividade de citotoxicidade in vitro empregou-se a
média de duas repeti¢des + desvio padrdo. Os ensaios foram feitos em triplicata em dias
alternados. A andlise entre grupos diferentes foi avaliada pelo método de t-test Student’s
(valor p <0.05)

6.10 Principio do método Formazan

O reagente MTT € um substrato amarelo palido hidrossolavel que sofre
reducdo (clivagem mitocondrial pelas desidrogenases) para um composto azul-escuro
(insoltvel em agua), denominado formazan, quando incubado com células vivas
(MOSMANN, 1983). O ensaio é capaz de detectar um niumero minimo de células vivas
(i.e. 200), cuja formacédo de formazan é diretamente proporcional ao numero de células

viaveis.
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6.11 Linhagens de células utilizadas nos ensaios

Neste estudo trabalhou-se com dois tipos de células: LLC-MK: e Vero (Figura
22). As células de linhagem LLC-MK: s&o células epiteliais de tecido renal de macacos
rhesus (Macaca mulatta), ATTC® CCL-7™. Enquanto que as células Vero (FIGURA
22-B) sdo originarias do rim de macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops),
ATCC® CCL-81™,

Figura 22 — Imagem microscdpica de células cultivadas em garrafas a 5% de CO: a
37° C de temperatura. (A) Confluéncia de células de linhagem LLC-MK2. (B)
Confluéncia de células de linhagem Vero.

Fonte: ATCC (2017)"

As duas linhagens células (LLC-MK: e Vero) foram cultivadas em garrafas
pequenas de cultura celular (25cm?), utilizando meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium), suplementado com 10% soro bovino fetal (SBF), 100pg/mL
estreptomicina, 100 Ul/mL penicilina e 25ug/mL anfotericina B. As células foram
incubadas em estufa de CO> a 5% sobre atmosfera Umida a 37 °C de temperatura.

Ao atingir 80% de confluéncia de células nas garrafas, retirou 0 meio e pipetou
1 mL de solucdo estéril de tripsina a 0,20% (m/v) e EDTA a 0,02% (m/v) dissolvidos
em PBS, por 1 minuto. Acrescentou 4 mL de meio DMEM com 5% SBF e retirou todo
contetido da garrafa para tubo tipo Falcon e centrifugou a 1000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante foi aspirado e o precipitado contendo as células (LLC-MK:
e/ou Vero) foi ressuspendido em 1 mL de DMEM. Uma aliquota (10uL) desta
suspensdo foi pipetada em camara de Neubauer e com auxilio de um microscopio
realizou-se a contagem de células, a fim de ajustar o valor da suspensdo para
concentragdo de trabalho em 1 x 10° células/mL.

T Disponivel em: < https://www.atcc.org/ >. Acesso em 11 Jul. de 2017.
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7 RESULTADOS

Os extratos brutos hidroalcoolicos na concentracdo de 250 pg/mL, foram
submetidos ao processo de triagem frente a cepa Hz7Rv (ATCC 27294) e apresentaram

diferentes resultados conforme demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7 — Relagdo dos extratos que foram avaliados quanto a atividade
antimicobacteriana, frente a cepa M. tuberculosis HssRv (ATCC 27294), na
concentragéo de 250 pg/mL

Extratos Abreviacao Atividade Antimicobacteriana
Plathymenia reticulata Extl Sem atividade
Ouratea spectabilis Ext2 Inibiu crescimento
Galactia glaucescens Ext3 Sem atividade
Apuleia molaris Ext4 Inibiu crescimento
Dipteryx alata Ext5 Inibiu crescimento
Brosimum gaudichaudii Ext6 Inibiu crescimento
Tabebuia coraiba Ext7 Inibiu crescimento
Pterodon emarginatus Ext8 Sem atividade
Terminalia fagifolia Ext9 Sem atividade
Stachytarpheta sp. Ext10™" Inibiu crescimento

A maioria dos extratos brutos (60%) obtiveram alguma atividade
antimicobacteriana, correspondendo aos extratos: Ext2, Ext4, Ext5, Ext6, Ext7 e Ext10,
para definicdo de suas concentracdes inibitorias minimas (CIMs), através das diluicdes

em microplacas de 96 pocos (Figura 24).
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Figura 24 — Microplaca de 96 po¢os com 0s extratos: Ouratea spectabilis (2A-12A);
Apuleia molaris (2B-12B); Dipteryx alata (2C-12C); Brosimum gaudichaudii (2D-
12D); Tabebuia caraiba (2E-12E); Stachytarpheta sp. (2F-12F), para definigdo de suas
concentragdes inibitdrias minimas.

Nota: Toda coluna 1 (A-H) representa pocos de hidratacdo, no intuito de evitar
desidratacdo da microplaca. A Rifampicina (Antibidtico Padréo) foi utilizada entre os
pocos 2G-12G (CIM = 0,5 pg mL™Y). Os controles Positivos (CP) sdo representados
entre os pogos 2H-4H. Os controles Negativos (CN) estdo entre os pogos 6H-8H. E
controles positivo com DMSO nos pogos 10H-12H. A persisténcia da coloragdo azul
nos pogos indica que ndo ocorreu crescimento micobacteriano. A mudanga de coloragédo

para rosa nos pogos indica que ocorreu crescimento micobacteriano.
Fonte: Autor (2016).

A Figura 25 expdem os seis extratos brutos hidroalcodlicos com os valores das
CIMs entre 250 - 62,5 pg mL?, frente a cepa padrdo de M. tuberculosis (ATCC 27294).
Os extratos Ouratea spectabilis e Apuleia molaris obtiveram as concentragfes mais
significativas (CIM < 100 pg/mL), com potencial antimicrobiano promissor (boa
inibicdo), conforme o critério de classificacdo adotado por Kuete (2010). Os demais
extratos desempenharam uma atividade moderada (100 < CIM < 625 ug mL™Y).
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Para o processo de parti¢do e identificacdo fitoquimica, foram escolhidos os
extratos com CIM menores que 100 pg mL? i.e. ponto de corte (KUETE, 2010),
conforme apresentado na Figura 25. Neste critério, 0s Unicos que atenderam o requisito
foram: O. spectabilis (Ext2) e A. molaris (Ext4), ambos com concentracdes de 62,5 ug

mL, capazes de inibir o crescimento da cepa Hs7Rv.

DB0 | sumemusimvien s S R A B S S R R s pr—
=
£
) SR
= L
E L B
© 100 Z e

62,5 RN Py S S s 5_ ‘%d .....

B | % - e e e I
Ext2 Ext4 Ext5 Ext6 Ext7 Ext10
Extratos

Figura 25 — Gréfico de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para os extratos
selecionados nos ensaios de triagem.

Nota: Ouratea spectabilis (Ext2); Apuleia molaris (Ext4); Dipteryx alata (Ext5);
Brosimum gaudichaudii (Ext6); Tabebuia coraiba (Ext7); Stachytarpheta sp.(Ext10).
A Rifampicina (Antibi6tico Padrdo) apresentou CIM = 0,5 pug mL™. Ponto de corte
(CIM <100 pg mL™?)

As especies O. spectabilis e A. molaris, demonstraram potencialidades quanto
a atividade antimicobacteriana. Seus resultados foram relevantes, portanto, foram
avaliados quanto a presenca de alguns grupos metabdlicos secundarios através de

ensaios fitoquimicos preliminares qualitativos (Tabela 8).
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Tabela 8 — Testes de identificagdo fitoquimica preliminar qualitativa para extratos
hidroalcoolicos liofilizados de Ouratea spectabilis e Apuleia molaris, duas espécies
vegetais nativas do cerrado tocantinense.

" L . Extratos Etanolico Bruto
Grupo de metabolico secundario

O. spectabilis A. molaris

Saponina (+) (+)

Taninos (+) (+)

Fenois (+) (+)
Alcaldides**

RE (-) (-)

Flavonoides (+) (+)

Esteroides/Triterpenoides (+) (+)

(-) Ausente; (+) Presente; * presenca de taninos catéquicos (coloracdo esverdeada).
** Reagente de Bouchardat - RB.

As andlises (Tabela 8) revelaram presenca de compostos com caracteristicas
antimicrobianas intrinsecas em ambos extratos analisados. E perceptivel que ha
similaridade quanto a presenca dos principais grupos metabdlicos secundarios. Situacdo
que provavelmente esteja associado ao expressivo desempenho dos dois extratos frente
a cepa micobacteriana H37Rv.

Quanto ao processo de particionamento resultou em trés fragdes: hexanica
(Hex); diclorometanica (DMC) e hidroalcodlica (MetOH) para cada amostra (Ext2 e
Ext4). Estas particdes foram novamente avaliadas quanto a atividade antimicobacteriana
e determinagdo da CIM, conforme exposto na Figura 26.

O fracionamento do extrato de O. spectabilis, resultou na elevacdo das CIMs
para suas fracGes. Isto sugere o envolvimento de diversos compostos com capacidade de
agirem sinergicamente como acdo antimicobacteriana, visto que o extrato bruto tenha

sido 0 mais eficaz (Tabela 9).
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0. spectabilis

A. molaris

Figura 26 — Determinacdo de CIM para as fragdes Hexanica (Hex), Diclorometanica
(DMC) e Aquosa (H20) dos extratos de O. spectabilis (Ext2) e A. molaris (Ext 4) frente
a cepa M. tuberculosis H37Ruv.

Nota: Toda coluna 1 (A-H) representa pocos de hidratacdo, no intuito de evitar
desidratacdo da microplaca. A Rifampicina (RMP), Antibiético Padrdo, foi utilizada
entre 0s pocos 2G a 12G. Os controles positivos (CP) sdo representados entre 0s pogos
2H a 4H. Os controles negativos (CN) estdo entre os pocos 6H a 8H. E CP com DMSO
nos pogos 10H a 12H. A persisténcia da coloragdo azul nos pocos indica que nédo
ocorreu crescimento micobacteriano. A mudanca de coloragdo para rosa nos pocos

indica que ocorreu crescimento micobacteriano.
Fonte: Autor (2016).

A particdo hexénica de A. molaris, foi a que demonstrou os resultados mais
expressivos de todo o estudo, capaz de inibir crescimento da cepa Hs7Rv com a menor
concentracdo de 31,25 pg/mL (Tabela 9).
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Tabela 9 — Rendimento e CIM em diferentes fracdes obtidas dos extratos brutos de
Ouratea spectabilis e Apuleia molaris contra M. tuberculosis.

Extratos Fracoes* Renc(:ig/r;w)ento CIM (pg/mL)**
Hex 10,3 250
Ouratea spectabilis DMC 14,5 250
MetOH 22,7 125
Hex 16,2 31,25
Apuleia molaris DMC 22,8 250
MetOH 30,4 250

* Fragdes: Hex — Hexanica; DMC — Diclorometanica e MetOH — hidroalcodlica; ** A Rifampicina
(Antibidtico Padréo) apresentou valor de CIM =0,5 pg mL™,

Sobre os experimentos de citotoxicidade envolvendo as células Vero (Figura
27), o grafico em escala logaritmica apresenta uma curva de crescimento de morte
celular conforme ha uma elevacdo nas concentracdes dos respectivos extratos A. molaris

e O. spectabilis.

VERO

100- * Apuleia molaris IC50 = 192,0 pg/mL
Ouralea spectabilis ~ 1C50 = 217,2 ug/mL

804

Citotoxicidade (%)

39 781 1562 3125 625 125 250 500

Concentragéo (ug/mL)

Figura 27 - Citotoxicidade (ICso) dos extratos brutos de O.
spectabilis e A. molaris em células Vero (1,0x 10° células/mL).
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Foi obtido uma ICso de 192,0ug/mL e 217,20ug/mL respectivamente para 0s
extratos A. molaris e O. spectabilis. Ndo ocorreu diferenca estatistica entre os dados
pareados pelo teste t-student (t = 1,23; p = 0,26) e suas curvas (A. molaris, r = 0,977; O.
spectabilis, r = 0,958) detém uma performance semelhante (Figura 27).

Os extratos de A. molaris e O. spectabilis obtiveram CIMs iguais (62,5ug/mL)
frente a cepa H37Rv. Nesta concentracdo os extratos foram capazes de reduzir
respectivamente 24% (= 2) e 33% (x 2) da viabilidade celular para linhagem Vero.
Conforme os critérios da ISO (2009), ambos 0s extratos demonstraram citotoxicidade
leve frente as células Vero.

Ao submeter as células LLC-MK: nos testes de citotoxicidade envolvendo
novamente os extratos A. molaris e O. spectabilis (Figura 28), ficou demonstrado um
efeito citotoxico maior em relacdo as células Vero, conforme os valores de 1Cso: 95,2l

e 49,8ug/mL, respectivamente.

LLC-MK,

- Apuleia moiaris IC50 = 95,2 ug/mL
100+
Ouratea spectabilis IC50 = 49,8 pg/mL

Citotoxicidade (%)

3,9 7,81 15,62 31,25 62,56 125 250 500

Concentracédo (pg/mL)

Figura 28 - Citotoxicidade (ICso) dos extratos brutos de O. spectabilis
e A. molaris com células LLC-MK2> (1,0x 10° células/mL).

Apesar de ocorrer um certo distanciamento entre alguns pontos da curva (A.
molaris, r = 0,983; O. spectabilis, r = 0,949), quanto a analise estatistica de t-student
ndo hé diferenca entre os ensaios (t = 2,23; p = 0,06) (Figura 28).
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Sob o critério 1SO (2009), o extrato A. molaris apresentou efeito citotoxico
leve (CIM = 62,50ug/mL com perda celular de 34% £2) e O. spectabilis uma acdo
citotoxica moderada (CIM = 62,50ug/mL com perda celular de 65% 1), para linhagem

LLC-MKGa.
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8 DISCUSSAO

Para Plathymenia reticulata, ha descricdo de ensaios que comprovem alguma
atividade antimicrobiana significativa frente a bactérias Gram-Positivas (FERNANDES;
SANTOS; PIMENTA, 2005), entretanto ha casos de experimentos que apresentam
conclusBes contraditérias como Toledo et al. (2011) que afirma ser uma atividade
reduzida, com uma melhor efetividade para leveduras (Candida sp.) e uma baixa
citotoxicidade.

A presenca de taninos na entrecasca desta espécie € capaz de inibir os efeitos
toxicos ocasionados pelo veneno da Brothrops atrox e B. jararacussu. Esta capacidade
de reverter o bloqueio neuromuscular e efeitos miotoxicos, decorre da precipitacdo de
proteinas contidas no veneno (MOURA et al., 2016)

Para Ruppelt et al. (1991) espécies que geralmente tem indicacdo popular para
antiofidismo possuem uma capacidade antiinflamatéria, que esteja relacionada a
presenca de flavonoides. A P. reticulata apresenta estes efeitos conforme descrito nos
estudos por Fernandes (2002) e Moura et al. (2016).

O extrato desta planta também obteve expressiva atividade leishmanicida
(Leishmania amazonensis), cuja acdo biol6gica possa ser associada a presenca de
taninos e flavonoides em sua composicdo quimica (LIMA et al., 2015).

Neste estudo, apesar de possuir capacidade em agir contra certos
microrganismos, o extrato bruto da P. reticulata ndo demonstrou efetividade para inibir
0 crescimento de cepa M. tuberculosis.

A Ouratea spectabilis, tem a capacidade de inibir a germinacdo e o
crescimento de outras espécies sob seu dossel, através da sintese de compostos
fitotoxicos (atividade alelopatica), entre eles a predominancia de flavonoéides dos grupos
das isoflavonas e catequinas, ambos detectados nas folhas do extrato hidroalcodlico da
fracdo de acetato de etila (MECINA et al., 2014).

Valadares et al. (2003) ao comparar perfis cromatograficos entre trés tipos
diferentes de extratos hidroalcodlicos das espécies da Ouratea spp. (O. semiserrata, O.
castanaefolia e O. spectabilis), demonstrou a presenca de composi¢oes complexas em

todas as amostras analisadas, com maior percentual no caule em relagéo as suas folhas.
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Entretanto sua atividade vasodilatadora significativa s6 foi confirmada na
espécie O. semiserrata. Agdo bioldgica fortemente associada a presenca de
proantocianidinas distintas as outras espéecies (VALADARES et al., 2003).

Para Suzart et al. (2007) a presenca de proantocianidinas nos géneros de
Ouratea, permite que sirvam de marcadores quimiotaxonémicos, bem como
desempenhar algum potencial farmacolégico.

Nesta pesquisa, 0s ensaios envolvendo o extrato bruto hidroalcéolico de O.
spectabilis apresentaram uma atividade antimicobacteriana expressiva (CIM =
62,5ug/mL). Sobre esta acdo antimicobacteriana € provavel que seja atribuida a
presenca de taninos, triterpenoides, flavonoides e/ou saponinas, pois estes sao
metabdlitos secundarios conhecidos pelo seu amplo espectro de atividade
antimicrobiana (CANTRELL; FRANZBLAU; FISHER, 2001).

Contudo, as fracdes (Hex, DMC, MetOH) de O. spectabilis, ndo obtiveram
melhores resultados (CIM > 125 pg/mL), que seu extrato bruto. Tal fenémeno possa ter
explicacdo quanto a acdo sinérgica de substancias presentes em sua composicao e/ou a
formacdo de complexos que promovam a intensidade de suas atividades terapéuticas.

As acOes terapéuticas antiofidicas a partir de extratos vegetais, geralmente
estdo vinculadas a presenca de compostos como: rutinas, taninos e cumarinas. Cintra-
Francischinelli et al. (2008), evidenciaram uma reducdo desta atividade quando estas
substancias foram isoladas do extrato de Casearia sylvestris e concluiu que o poder de
acao esta associado a capacidade de estabelecer sinergismo entre esses compostos.

Para Delaquis et al. (2002), as fracOes podem apresentar sinergismo e/ou
antagonismo, capazes de influenciar nos efeitos microbioldgicos.

Didry, Dubreuil e Pinkas (1994), avaliaram combinacdes de substancias
bioativas que propiciaram diferentes respostas atraves do quantitativo de CIM, dentre
elas, a capacidade de sinergismo entre timol e carvacrol, contrarios aos microrganismos
presentes na cavidade oral.

Os ensaios in vitro e in vivo conduzidos por Kaushik et al. (2017), confirmaram
o sinergismo entre rifampicina e biapenem contrarios M. tuberculosis. Estes antibidticos
exerciam efeito bacteriostatico quando utilizados isoladamente, mas quando
coadministrados obtiverem um alto e agil efeito bactericida sobre Ha7Rv.

A fracdo hidroalcoolica do extrato O. spectabilis, embora ndo tenha superado
os resultados alcancados pelo extrato bruto, dentre as fragdes, foi a que apresentou os

melhores resultados.
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Trata-se de uma fracdo com alta polaridade, com chances maiores no
isolamento de compostos do tipo flavonoides, visto que estes foram detectados nos
ensaios das amostras do extrato bruto de O. spectabilis.

Os compostos biflavondides como 6,6”-bigenkawanin e 7,7”-dimetoxi-
agasthisflavona, foram isolados das folhas de O. spectabilis. Ambos detém a capacidade
de inibir a enzima aldose redutase (FELICIO et al., 1995), além de inativar aflatoxinas
(substancias toxigénicas) produzida por Aspergillus flavus (GONCALEZ; FELICIO;
PINTO, 2001) possuem baixa citotoxicidade para células de cornea de coelho (SIMONI
etal., 2002).

As andlises de Simoni et al. (2002) corroboram com os resultados apresentados
neste trabalho para uma baixa citotoxicidade de O. spectabilis sobre as linhagens de
ceélulas Vero.

Moraes et al. (2012), testaram o extrato etandlico da casca de Pterodon
emarginatus e suas fracbes quanto o efeito antiinflamatério em camundongos. As
fragdes: hexanica (rica em lupeol) e diclorometanica (com betulina), ambos
triterpenoides, exibiram tal atividade, cujas doses foram proporcionalmente maiores que
0 extrato bruto (i.e. mais eficaz), o que sugere que suas atividades ocorram de maneira
sinérgica.

A espécie Galactia glaucescens demonstrou poucos estudos cientificos. Destes,
foram descritas atividades bioldgicos como acdo: leishmanicida moderada (LIMA et al.,
2015) e inibicdo de paralisia neuromuscular induzida por veneno Crotalus durissus
terrificus (BELO et al., 2008).

Suas atividades bioldgicas podem ser associadas a intensa presenca de
alcaloides em sua constituicdo (BARROS; SILVA; PORTO, 2014), que sdo capazes de
lisar as membranas de protozodarios e/ou inibir as proteinas do veneno.

A presenca de taninos no extrato de G. glaucescens (LIMA et al., 2015)
permitiram que ocorresse a inibicdo dos efeitos do veneno. Estes compostos detém
propriedades fisico-quimicas capazes de precipitar proteinas e de promover a perda da
toxicidade, o que sugere um fator protetivo em plantas ricas em taninos (NAZATO et
al., 2010).

S&0 escassos 0s estudos sobre Apuleia molaris, a maioria estd associada a
caracterizacdo morfologica da espécie (SOUZA; VARELA; BATALHA, 1994, REIS et
al., 2016).
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Alguns ensaios na literatura foram conduzidos com extratos da casca e
revelaram a presenca de algumas flavonas (FILHO; GOTTLIEB, 1971), taninos,
flavonoides (RUPPELT et al., 1991) e triterpenos (MUNOZ et al., 2000), com
expressivas atividades biologicas confirmadas para analgesia, antiinflamatéria
(RUPPELT et al., 1991) e antimalarica (MUNOZ et al., 2000).

Um estudo etnofarmacolédgico envolvendo a etnia Chacobo - indigenas da
Amazobnia Boliviana, confirmou que extrato etandlico da casca de A. leiocarpa
apresentava boa atividade antimalarica “in vivo” (250mg/kg) contra Plasmodium
berghei, capaz de inibir 53% destes parasitas em camundongos. Sua atividade
provavelmente esteja associada a presenca de p-amirina (MUNOZ et al., 2000), um
triterpenoide com propriedades anti-inflamatorias e sedativas (PINTO et al., 2007).

Neste estudo a fracdo hexanica da A. moralis, apresentou 0s melhores
resultados (CIM = 31,25 pg/mL) em inibir a cepa H37Ryv, inclusive em relacdo ao seu
extrato bruto. Situagdo, que possa estar associada a um maior isolamento de compostos
apolares do tipo terpenos, demonstrando serem mais eficazes contra as cepas de M.
tuberculosis.

H&a ensaios que descrevem compostos naturais com expressivo efeito de
inibicdo quando estes estdo isolados (DELAQUIS et al., 2002, DIDRY; DUBREUIL,;
PINKAS, 1994), como o caso de se utilizar apenas cinamaldeido em resposta a presenca
de microrganismo caracteristico da cavidade oral (DIDRY; DUBREUIL; PINKAS,
1994).

Tal fato se assemelha aos experimentos com plantas do cerrado conduzidos por
Pavan et al. (2009), no qual obteve extratos com atividades promissoras para M.
tuberculosis. Os extratos foram submetidos a extracdo de compostos apolares através de
cloroférmico, cuja caracteristica lipofilica possibilitou sua penetracdo na parede celular
da micobactéria.

A parede de uma micobactéria contém alta quantidade de lipideos, como o
acido micolico, portanto substancias lipofilicas sdo susceptiveis a penetra¢cdo com maior
facilidade sobre a célula (PALOMINO et al., 2002).

Segundo Cantrel, Franzblau e Fisher (2001), os compostos isolados em que se
tenham um CIM no valor de 64pg/mL ou menor sdo considerados promissores.

Os extratos hidroalcéolicos da casca de Dipteryx alata foram capazes de inibir

os efeitos neurotoxicos e miotdxicos em ratos a partir do veneno de Bothrops
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jararacucu. Sua acdo farmacologica esta vinculada, principalmente, quanto a presenca
de taninos nestes extratos (NAZATO et al., 2010).

Enquanto o extrato hexanico das folhas D. alata, apresentou grande potencial
contra Leishmania amazonenses (ICso = 0,08ug/mL) e uma baixa citotoxicidade para
células de mamiferos (RIBEIRO et al., 2014).

Quanto a atividade antimicobacteriana avaliada neste trabalho, seus extratos
hidroalcoolicos a partir da entrecasca de D. alata, demonstraram uma agdo moderada
(CIM = 125ug/mL), com provavel associacdo de substancias com propriedade
antimicrobianas como: flavonoides e triterpenos (TABELA 12).

Um estudo conduzido por Cunha et al. (2008) com raizes de Brosimum
gaudichaudii em camundongos, comprovou que O extrato possuia baixa toxicidade
(DL50 > 2000 mg/kg), cuja média de dose letal correspondeu aproximadamente 351
vezes maior que a dose terapéutica.

Sobre atividade antimicrobiana ha poucos estudos deste espécime. Uma
avaliacdo de extratos alcodlicos da casca e folhas de B. gaudichaudii indicaram
efetividade contra cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosas
(BORGES, 2016).

Evidenciou-se que as substancias isoladas psoreleno e bergapteno, presentes no
cortex da raiz desta arvore, alem de conter acdo fotossensibilizante responsavel em
promover pigmentacdo dérmica, também inibem o desenvolvimento larval para
Strongyloides stercoralis e Ancilostomideos — i.e. atividade anti-helmintica (POZETTI,
2005).

Segundo Martins et al. (2011) a propor¢do de alcool 70% (v/v) é capaz de
extrair a maior quantidade de psoreleno e bergapteno. Este tipo de concentracdo foi
adotado neste estudo para extrair os bioativos.

Nesta pesquisa, 0s extratos alcoolicos da entrecasca de B. gaudichaudii
apresentaram atividade intermediaria (CIM = 125 pg/mL) contra os bacilos de Koch. Os
compostos furanocumarinas (psoreleno e bergapteno) podem ser co-responsaveis por
esta inibicdo de crescimento no meio de cultura.

Tabebuia caraiba é pertence a familia das Bignoniaceas, que por sua vez
detém uma enorme diversidade em espécies e variedade de compostos quimicos com
propriedades antimicrobianas (AGARWAL; CHAUHAN, 2015). As espécies deste
género sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional e possuem um forte potencial
terapéutico (SANTOS et al., 2015; OSPINA et al., 2013)
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Alguns destes estudos (TABELA 12), possibilitaram a identificacdo de
compostos como: flavonoides (BLATT; SALATINO; SALATINO, 1996), triterpenos,
esteroides, iridoides (SOARES, 2006) e naftoquinonas.

Em experimentos que envolveram a andlise de citotoxicidade com T. aurea
(sinonimia T. caraiba), seus resultados indicaram que os extratos etanolicos da casca e
folha ndo continham efeito toxico significativo sobre a viabilidade celular, exceto as
flores (CLso = 0,5 mg/mL) (SANTOS et al., 2015).

Foi confirmado sua capacidade com acdo antiinflamatéria em extratos
etanolicos da flor e folha, cuja presenca de compostos terpendides possa ser 0 seu efeito
farmacoldgico (SANTOS et al., 2015). Tal atividade também foi constatada para as
demais espécies do género como na T. rosea e T. ochracea (OSPINA et al., 2013).

O uso tradicional como antiofidico a partir do extrato da casca de T. aurea foi
confirmado por Reis et al. (2014), através da inibicdo do infiltrado leucocitario, a
producdo de peroxido de hidrogénio, acdo anti-inflamatéria e reducdo hemorragica,
miotoxicidade induzida por veneno de Bothrops neuwiedi.

Nos ensaios microbiologicos envolvendo T. caraiba (sinonimia T. aurea), oito
compostos isolados de extratos da casca por Barbosa-Filho et al. (2004) demonstraram
acao antimicrobiana, com destaque para substancia ethyl p-hidroxicinamato, capaz de
inibir: Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Serratia marcensis, Candida albicans, Monilia sitophila e
Mycobacterium smegmatis.

Santos et al. (2015) s6 confirmaram esta atividade antibacteriana significativa
para S. aureus em ambas as partes vegetais, flor e folha, a partir de extrato bruto de T.
caraiba, enquanto Ospina et al. (2013), também confirmou esta acdo, porém em
extratos etanolicos da casca de T. ochracea e T. rdosea.

Diante deste potencial antimicrobiano para T. aurea (sinonimia T. caraiba), 0s
pesquisadores Agarwal e Chauhan (2015) procuram avaliar os extratos etanolico e
aquoso da casca e folha, quanto acdo antimicobacteriana frente a cepas: M. tuberculosis
H37Rv, MDR isolados de pacientes e M. fortuitum. Seus resultados mostraram que o
extrato aquoso da casca foi o que melhor inibiu o crescimento para H37Rv e MDR.

Os ensaios conduzidos por Agarwal e Chauhan (2015), apesar de terem
empregado metodologias diferentes deste presente estudo, seus resultados

corroboraram, visto que seu potencial antimicobacteriano foi confirmado com uma
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efetividade intermediaria (CIM = 125ug/mL) perante a capacidade de inibir o
crescimento de M. tuberculosis H37Rv.

A maior parte dos estudos envolvendo a espécie Pterodon emarginatus estdo
direcionados aos extratos e 0leos essenciais de seus frutos e sementes (ALVES et al.,
2013, CARVALHO et al., 1999). Ha alguns estudos envolvendo folhas (NEGRI;
MATTEI; MENDES, 2014) e casca (BUSTAMANTE et al., 2010, MORAES et al.,
2012).

Os compostos triterpenos, como lupeol e betulina, sdo indicados como
possiveis responsaveis pelo o efeito antiinflamatorio presente na casca de P.
emarginatus (MORAES et al., 2012).

Diferente dos extratos secos e/ou 0leos essenciais obtidos das sementes, acdo
farmacoldgica foi atribuida a presenca de compostos terpenicos como os derivados
furanos diterpenos (CARVALHO et al., 1999).

O extrato bruto etandlico da casca da P. emarginatus conseguiu inibir o
crescimento de bactérias gram-positivas esporuladas e ndo esporuladas, gram-negativas,
e inclusive leveduras de C. albicans (BUSTAMANTE et al., 2010).

Este potencial antimicrobiano ndo se estendeu aos ensaios desta pesquisa
quando submetido o extrato bruto hidroalcodlico da casca de “sucupira” frente as cepas
de M. tuberculosis, pois ndo demonstrou efeito capaz de inibir seu crescimento sob a
concentracdo de 250ug/mL.

Terminalia fagifolia apresentou reduzida atividade leihsmanicida (LIMA et al.
2015), apesar que seu género ha descricdo de compostos triterpendides pentaciclicos
com altas concentragdes (ARAUJO; CHAVES, 2005).

Indicada na medicina popular no tratamento de tumores, a partir de extratos
etanolicos da casca de T. fagifolia, foram isolados alguns compostos flavonoides com
propriedades citotoxicas significativas para células cancerigenas humanas de linhagem:
Hep2 - carcinoma de laringe e Hag2 - carcinoma mucoepidermdide pulmonar (GARCEZ
et al., 2006).

Aradjo et al. (2015) e Rodrigues et al. (2017) também confirmaram este efeito
citotoxico potencial em outras células tumorais do tipo: MCF7 (cancer de mama
humano) PC3 (cancer de prdstata humano) e B16F10 (melanoma murinho).

Tribuiani et al. (2017) conseguiu expor sua capacidade em neutralizar a

paralisia e miotoxicidade induzida pelo veneno de Bothrops jararacucu (40ug mL™?),
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através dos extratos brutos etanolico da casca de T. fagifolia em células
neuromusculares de aves (500pg mL™?) e de mamiferos (100pg mL 1).

Jé& o efeito antimicrobiano e inibi¢do de biofilme foi confirmado por Aradjo et
al. (2015) em cepas gram positivas de Staphylococcus aureus e S. epidermides, ao qual
envolveu extrato etanolico da casca T. fagifolia e suas fracbes (MICs entre 25 a
200pg/mL).

Os compostos como terpendides, flavonoides e polifendis sdo descritos como
agentes naturais antimicrobianos, possuem moléculas pequenas e podem inibir muitas
espécies bacterianas, especialmente microrganismos gram positivos (ARAUJO et al.
2015).

Para os testes desta pesquisa envolvendo agdo antimicobacteriana, o extrato
hidroalcodlico da entrecasca de T. fagifolia ndo evidenciou tal atividade farmacoldgica,
apesar de conter compostos quimicos em potencial como: flavonoides, triterpenos
pentaciclicos e saponinas (ARAUJO et al., 2015; GARCEZ et al., 2006; LIMA et al.,
2015;; RODRIGUES et al., 2017).

Para o género Stachytarpheta, ha confirmacao de acdo antiparasitaria (Giardia
lamblia) (NEIVA et al., 2014), antiinflamatdria e antiulcerogénica para S. cayennesis
(PENIDO et al., 2006), bem como a¢do leishmanicida principalmente sobre a espécie
Leishmania braziliensis (MAQUIAVELI et al., 2016; MOREIRA et al., 2007).

Schapoval et al. (1998) conseguiram isolar compostos iridoide ipolamiide e
glicosideo feniletanoide acetosideo de extratos alcodlico e n-butandlico das folhas de S.
caynnesis. Estas substancias foram capazes de inibir os efeitos da histamina e
bradicinina, bem como execer atividade antiinflamatéria em ratos.

Chariandy et al. (1999) verificou que S. jamaicensis apesar de conter uso
popular para doencgas infecciosas, tal informacao etnofarmacoldgica ndo se confirmou.
O extrato ndo obteve o efeito antimicrobiano necessario para inibir bactérias gram
positiva e negativa. Entretanto, seu efeito larvicida foi comprovado para Aedes aegypti.

Tal situacéo foi diferente com estudo realizado por Okoye et al. (2010), porém
envolveu outro espécime deste género (S. cayennesis), cujo extrato metandlico e suas
fracOes exibiram efeitos inibitorios significativos para bactérias: S. aureus, P.
aeruginosas, Salmonella paratyphi e Bacillus subtilis. Também apresentou a capacidade
de reduzir as contragdes induzidas por acetilcolina e histamina; confirmando seu efeito

antibacteriano e antiespasmaddico no uso da medicina tradicional.
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Sobre a atividade antimicobacteriana, neste estudo o extrato alcodlico bruto do
Gervdo branco (Stachytarpheta sp.) demonstrou uma baixa atividade farmacologica
(CIM = 250pg/mL) correlacionando ao estudo de Chariandy et al. (1999) sobre sua
capacidade microbioldgica.

De uma forma geral, tanto o extrato bruto Apuleia molaris quanto Ouratea
spectabilis apresentaram valores de toxicidade relativamente baixos, principalmente
para linhagem do tipo Vero. Estes resultados reforcam o carater promissor destes
extratos sendo necessario o prosseguimento de novos experimentos mais aprofundados

bem como estudos in vivo e determinacdo e isolamento dos compostos ativos.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa contribuiu para fornecimento de dados cientificos quanto a
atividade antimicobacteriana para os extratos avaliados e reforcar a importancia do
estudo e na preservacdo do Cerrado, visto que este bioma tem estado em constante
degradacéo pelas a¢Ges antropicas.

Sobre a epidemiologia da tuberculose no Tocantins, apresenta uma baixa
incidéncia em relacdo aos outros Estados, inclusive para formas multirresistentes, apesar
que ha regides cujas as notificacdes sdo reduzidas e/ou ausentes. Fato que gera motivos
de preocupacdo, sobre possiveis subnotificacdes, falta na busca ativa de individuos
sintomaticos respiratorio e/ou dificuldades no acesso do diagndstico.

Os resultados adquiridos neste estudo foram promissores, em especial para 0s
extratos de Ouratea spectabilis e Apuleia molaris, em virtude da expressiva agdo sobre
cepa de Mycobacterium tuberculosis e por demonstrarem baixo efeito citotoxico.

Também constatou a ampla diversidade de classes de metabolitos que podem
atuar como bactericidas. Confrontando os resultados para os extratos brutos de O.
spectabilis e A. molaris, além de provavelmente ocorrer uma acdo sinérgica, pode-se
observar uma variacdo quimica de metabolitos secundarios que se modifica de polar
(flavondides) a apolares esterdides e triterpenos. Sugerindo também aces fisioldgicas
diferentes ao ataque da micobactéria.

A fracdo hexanica de A. molaris foi a que obteve o melhor desempenho nas
analises, sendo necessario novos ensaios em modelos in vivo, bem como a elucidacao
quimica dos compostos, no intuito de tornarem-se alternativas futuras no tratamento da

tuberculose.
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Tabela 10 — Relagdo das plantas do cerrado que foram utilizadas nos ensaios, com a descri¢cdes de uso popular e atividades bioldgicas associada
a presenca de substancias bioativas segundo a literatura

Substancias bioativas e/ou

Propriedades

Espécies Vernaculos Uso empirico " o
grupos metabolicos farmacologicas
Antimicrobiana,
principalmente sobre
Gram-positivos
(FERNANDES;
SANTOS; PIMENTA,
Antiinflamatério 2005)
vinhatico (MOURA etal., 2016) Taninos, fendis, diterpenos I i
L . Antifungica - Candida
vinhatico-da-mata Envenenamento por e flavonoides (LIMA et al., albicans e C
vinhatico-rajado P I 2015; MOURA et al., 2016) ilosi '
_ _ vinhatico-amarelo serpente — em particular parapsilosis (TOLEDO
Plathymenia reticulata Benth pela Bothrops atrox etal., 2011)

pau-de-candeia

(MOURA et al., 2016)

Esterdides, triterpenoides
(LIMA et al., 2015)

Antiinflamatdria
(FERNANDES, 2002;
MOURA et al., 2016)

Efeito citostatico em
células tumorais
(FERNANDES, 2002)
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continua

Espécies

Vernéaculos

Uso empirico

Substancias bioativas e/ou
grupos metabolicos

Propriedades
farmacologicas

Plathymenia reticulata Benth

Atividade anti-
hemorrégica, antiofidica
(MOURA et al., 2016)

Leishmanicida (LIMA
et al., 2015)

Ouratea spectabilis (Mart.ex
Engl.) Engl.

Sinonimia: Gomphia spectabilis
(Mart.ex Engl).

cabeca de negro

Tratamento gastrico e
reumatico (VALADARES
et al. 2003) e reumatico

Flavondides (MECINA et
al., 2014; VALADARES et
al., 2003)

Biflavonoides: 6,6”-
bigenkawanin; 7-7"-
dimetoxi-agasthisflavona
(FELICIO et al., 2001;
SUZART et al., 2007);

Polifenais, triterpenos,
esteroides (VALADARES
et al., 2003).

Fitotoxicidade
(MECINA et al., 2014)

Antifungico (inibe a
producdo de aflatoxinas
de Aspergillus flavus)
(GONCALEZ;
FELICIO; PINTO,
2001).

Inibidor da Aldose
Redutase (FELICIO et
al., 1995; SIMONI et

al., 2002)
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continua
- . _— Substéncias bioativas e/ou Propriedades
Especies Vernéculos Uso empirico 1 -
grupos metabolicos farmacologicas
Flavonoides, triterpendides,
esteroides, saponinas,
compostos fendlicos,
chalconas (LIMA et al.,
Tratamento em 2015) Anti-neurotoxinica
A envenenamentos ofidicos Taninos (BARROS; (BELO etal., 2008)
trés folhas

Galactia glaucescens Kunth

Apuleia molaris Spruce ex Benth.

Sinonimia: A. leiocarpa Vogel J.
F. Macbr.

grapia, garapeira,

garapa, amareldo,
paucetim,
muirajuba,

muirataud, Juatai

(BARROS: SILVA;
PORTO, 2014)

Antiofidico
(RUPPELT et al., 1991)

Antiulcerativo (SILVA et
al., 2015)

Febre (MUNOZ et al.,
2000)

SILVA; PORTO, 2014;
LIMA et al., 2015)

Alcaldides, terpenos
(BARROS; SILVA;
PORTO, 2014)

Flavonoides
(RUPPELT et al., 1991)

Triterpeno: B-amirina
(MUNOZ et al., 2000)

Leishmanicida (LIMA
et al., 2015)

Analgesia e
Antiinflamatéria
(RUPPELT etal., 1991)

Antimicrobiana (SILVA
et al., 2015)

Antimaléarico (MUNOZ
et al., 2000).
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continua
-~ . _— Substéncias bioativas e/ou Propriedades
Especies Vernéculos Uso empirico 1 -
grupos metabolicos farmacologicas
Acido fenolicos (NAZATO
baru, barui, etal., 2010)

Dipteryx alata VVogel

Sinonimia: Coumarouna alata
(Vogel) Taub.; Dipteryx pteropus
Mart.; Dipteryx pterota Benth.

Brosimum gaudichaudii Trécul.

Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau

cumbaru, cumuru,
barujo, coco-
feijao,
cumarurana,
emburena-brava,
feijdo-coco, pau-
cumaru

inharé; mama-
cadela; mamica
de cadela,
monduru,
algodaozinho

Paratudo,
craibeira,
caraibeira,
carauba,
caroba-do-campo,
cinco-em-ramo,
ipé-amarelo-do-
cerrado, pau
d’arco do campo

Antireumatico, tbnico e
regulador menstrual
(ESTEVES-PEDRO et al.,

Cicatrizante (MARTINS et

Tratamento do Vitiligo e
doenca de pele (CUNHA
et al., 2008)

Fortificante; depurativo;
inflamacdes; dor;
antialérgico (BAPTISTEL
et al., 2014)

Problemas estomacais,

figado, diabetes, febre,

contra vermes e malaria
(SOARES, 2006)

Antiinflamatorio
(REIS et al., 2014)

Antigripal (BARBOSA-

Flavonoides e taninos
(NAZATO et al., 2010,
RIBEIRO et al., 2014)

Triterpenos, esteroides,
isoflavonas (RIBEIRO et

al., 2014)

Fendis; terpenos (CUNHA
et al., 2008)

Derivados de furocumarinas
como psoraleno e
bergapteno (CUNHA et al.,
2008, GOTTLIEB; SILVA;
MAIA, 1972)

Fendis; Flavonoides: 6-
hidroxiluteolina, luteolina-
7-O-glucosideo, quercetina-
3-O-glucosideo, quercetina-
3-O-galactosideo, rutina, e

3-O-diglicosideo de
quercetina (BLATT;
SALATINO; SALATINO,

Leishmanicida

(RIBEIRO et al., 2014)

Antiofidico

(NAZATO et al., 2010)

Antifangica

(SILVA et al., 2012)

Antimicrobiana
(BORGES, 2016)

Anti-helmintica
(POZETTI, 2005)

Antibacteriano

(BARBOSA-FILHO et
al., 2004, SANTOS et

al., 2015)

Antiinflamatério

(BARBOSA-FILHO et
al., 2004, REIS et al.,
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continua

Propriedades

Espécies

Substancias bioativas e/ou
grupos metabolicos
1996)

farmacologicas

Uso empirico
2014, SANTOS et al.,

Vernéaculos

Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau

FILHO et al., 2004, REIS
etal., 2014, SANTOS et
al., 2015)

2015)

~Acido verético
Acido anisico (BARBOSA-

FILHO et al. 2004)

Antihemorragico e
Antimiotéxico (REIS et

Antiofidico (SANTOS et
al., 2015, REIS et al., al., 2014)
2014) Triterpenos: Olean-12-en-3-
ona, B-Amirina, Acido Antifungico
Oleandlico, Acido 38-O-E-  (BARBOSA-FILHO et
p-cumaril-Ursélico, Acido al., 2004)

3B-6B-19a-triidroxi-
Ursolico
(SOARES, 2006) e Acido
Betulinico (BARBOSA-
FILHO et al., 2004)

Antimicobacteriano
(AGARWAL;
CHAUHAN, 2015)

Antiofidico (REIS et al.,

Esterdides: g-Sitosterol
2014)

(BARBOSA-FILHO et al.,

2004), 3-(6’-O-acil-O-p-D-

glucopiranosil)--Sitosterol
(SOARES, 2006)

Naftoquinonas: Lapachol

(BARBOSA-FILHO etal.,
2004)

Iridéides: 6-O-E-p-
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continua

Espécies

Vernéaculos

Uso empirico

Propriedades
farmacologicas

Substancias bioativas e/ou
grupos metabolicos

Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau

cumaroil-Catalpol, 6-O-E-p-
cumaroil-Jioglutina D,
Jioglutina D, 6-O-E-p-
cumaroil-1-metil-3etil-
Juglutina D, 6-O-E-p-
cumaroil-1-etil-3metil-

Juglutina D, Remaglutina D

e 7-O-E-p-cumaroil-
Jiofuranal (SOARES, 2006)

Pterodon emarginatus (VVogel)

faveiro, sucupira-
branca, fava-de-
sucupira,
sucupira,sucupira-
lisa

Antirreumatico
(CARVALHO et al., 1999,
MORAES et al., 2012)

Antiinflamatério e
analgésico (MORAES et
al., 2012, NEGRI;
MATTEI; MENDES,
2014)

Dores de garganta
(CARVALHO et al.,
1999),

Tonico e depurativo
(CARVALHO et al.,
1999)

Flavonoides
(BUSTAMANTE et al.,
2010)

Antimicrobiano
(BUSTAMANTE et al.,
2010)

Isoflavonas e alcaloides
(MORAES et al., 2012)

Terpenos: diterpenos,
triterpenos como lupeol e
betulina (MORAES et al.,

2012)

Antinociceptivo
(NEGRI; MATTEL;
MENDES, 2014)

Antiinflamatorio
(MORAES et al., 2012,
NEGRI; MATTEI;
MENDES, 2014)

Heterosideos saponinicos
(BUSTAMANTE et al.,
2010)

Derivado de hederagenina
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continua
Espéci . _— Substéncias bioativas e/ou Propriedades
species Vernéculos Uso empirico 1 -
grupos metabolicos farmacologicas
Problemas respiratorios, Esteroides
(BUSTAMANTE et al.,
Pterodon emarginatus (Vogel) 2010)
B-cariofileno, a-copaeno, a-
humeleno (ALVES et al.,
2013)
Antimicrobiana (Araujo
Antraquinonas, saponinas, etal., 2015)
cumarinas, compostos
fendlicos, taninos (LIMA et Antiofidico
camagari, Aftas e tumores (AYRES; al., 2015). (TRIBUIANI et al.,
cachaporra-do- CHAVES, 2009) 2017)
gentio, capitéo- Flavonoides e triterpenoides
Terminalia fagifolia Mart. do-seco, capitdo- Digestiva, afeccBes do (GARCEZ et al., 2006, Leishmanicida (LIMA
do-mato, estdmago e intestino LIMA et al. 2015) etal., 2015)
mirindiba, pau- (RODRIGUES et al.,
de-bicho 2017) Acido galico e sitosterol Antitumoral (GARCEZ
(GARCEZ et al., 2006) et al., 2006;
RODRIGUES et al.,
Triterpenos pentaciclicos 2017)

(ARAUJO et al., 2015)
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continua
-~ . _— Substéncias bioativas e/ou Propriedades
Especies Vernéculos Uso empirico 1 -
grupos metabolicos farmacologicas
. N Alcal6ides, flavonoides,
Diarreia e desinteria i
(NIEINEA el 2011 uinonaé egteroide,s
?:om s fenclices  Anti-Giardia (NEIVA et
Cortes e Feridas (ABE; P . al., 2014)
Stachytarpheta sp OHTANI, 2013) (HORE IR EUEL, 207,
' ’ ONOFRE et al., 2015) L eishmanicida
« Antiinflamatério . . (MOREIRA et al., 2007,
Gervao, Cumarinas e antraquinonas

vassourinha de
botdo, rinchdo

(MAQUIAVELI et al.,
2016)

Analgésico, antipirético e
hepatoprotetor,
antimicrobiano (ONOFRE
et al. 2015; OKOYE et al,
2010)

(ONOFRE et al., 2015)

Iridéide ipolamiide;
glicosideo feniletanoide
acetosideo (SCHAPOVAL
et al., 1998)

MAQUIAVELI et al.,
2016)

Antiinflamatorio e anti-
noceptivo
(SCHAPOVAL et al.,
1998)

Larvicida
(CHARIANDY et al.,
1999)




