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RESUMO

As espécies do género Protium, pertencente a familia Burseraceae, sdo endémicas no
Brasil, principalmente na regido amazonica. Elas sao produtoras de uma resina oleosa,
rica em 6leos essenciais e triterpenos. Pesquisas cientificas ja comprovam atividades
terapéuticas anti-inflamatoéria, antitumoral, antinociceptiva, imunoestimulante; sendo,
portanto, um potencial para encontrar bioativos que possam agir contra microrganismos
e enzimas digestivas através de extratos. O aumento de microrganismos resistentes,
as hiperglicemias, dislipidemias e obesidade constituem atualmente graves problemas
de saude publica, elevando assim a necessidade de novos farmacos e novas classes
de antibiéticos para combater esse mal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
biolégico do breu comercial amazonico e investigar sua atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli; seu potencial antifungico contra Candida
albicans; bem como verificar possiveis atividades inibitorias dos extratos sobre enzimas
digestivas. A obtencéo do extrato bruto ocorreu por maceracao e sonicacao, utilizando
0s solventes: hexano, acetato de etila e etanol. Adicionalmente, testes antimicrobianos
frente a diversas cepas de bactérias e fungos, e testes de atividades inibitérias sobre
as enzimas digestivas foram realizados. De acordo com os resultados obtidos, pode-se
afirmar que os extratos de breu ndo possuem principios ativos com acao antimicrobiana
na concentracao de 500 ug/mL para esses microrganismos. Dentro das fracdes obtidas
do Breu Branco tanto por maceragdo como por sonicacdo pode-se observar que nao
apresentaram atividade inibitéria significativa para as enzimas digestivas: amilase e
lipase, mas, no caso da enzima a-glicosidase (de fungo), observou-se que todas as
frac6es mostram ac¢éo inibitoria por mecanismo redutor. Portanto, sugere-se que outras
concentracbes possam ser testadas e, apesar de ndo obtermos resultados relevantes
neste estudo, os extratos do breu sdo considerados como potenciais para outras

doencas ou microrganismos ainda nao testados.

Palavras-chave: Protium; breu comercial; antimicrobiano; enzimas.



ABSTRACT

The species of the genus Protium, belonging to the family Burseraceae, are endemic in
Brazil, mainly in the Amazon region, producing an oily resin rich in essential oils and
triterpenes. Scientific research has already demonstrated anti-inflammatory, antitumor,
antinociceptive and immunostimulant therapeutic activities, being potential to find
bioactive that can act through extracts against microorganisms and digestive enzymes.
The rise of microorganisms resistant to hyperglycemia, dyslipidemia and obesity
represents nowadays a serious public health problems, thus raising the need for new
drugs and new classes of antibiotics to combat this disease. The main objective of this
work was to evaluate the antimicrobial potential of extracts of the Amazonian
commercial product against Staphylococcus aureus and Escherichia coli; antifungal
against Candida albicans; as well as verify the possible inhibitory activities of extracts
on digestive enzymes. The crude extract was It was obtained by maceration and probe
using the solvents: hexane, ethyl acetate and ethanol. Additionally, they test
antimicrobials against various bacterial and fungal strains, and test inhibitory activities
on how digestive enzymes were performed. According to the results obtained, it can be
stated that rosin extracts do not have active ingredients with antimicrobial action at a
concentration of 500 pug / mL for these microorganisms. Within the fractions obtained
from Breu Branco by both maceration and sonication it can be observed that they did
not show significant inhibitory activity for the digestive enzymes: amylase and lipase,
but in the case of the a-glycosidase enzyme it was observed that all fractions show
inhibitory action. by reducing mechanism. Thus, it is suggested that other concentrations
may be tested and although we do not obtain relevant results in this study, rosin extracts

are still considered as potential for other diseases or microorganisms not yet tested.

Keywords: Protium; pitch Breu; antimicrobial; enzymes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Farmacos de origem vegetal

Registros historicos mostram a utilizacéo de plantas de forma empirica para o
tratamento de doencas e infeccbes (DUARTE, 2006). Ha registros de que, desde a
Antiguidade, os povos ja faziam uso de produtos naturais tais como plantas e ervas,
terra quente e Oleos para tentar tratar feridas e infec¢cdes. Pesquisas mais atualizadas
mostram que substancias isoladas a partir de vegetais apresentam atividade biologica
com potencial para producdo de farmacos, fazendo assim que estudos se
potencializem para a busca de bioativos de origem natural.

Através dos estudos de Serturner, foram descobertas propriedades oriundas
da seiva do 6pio, extraido de Papaver somniferum, descobrindo-se a morfina, a qual
ha mais de 200 anos € um dos analgésicos mais utilizados na medicina (SENGER,
2017). Desde entdo, diversos outros produtos naturais com propriedades
farmacoldgicas foram isolados de plantas, o que levou a descoberta de novos
farmacos, tém-se como exemplos: aspirina®, derivada da salicina que € encontrada
em diversas plantas do género Salix (BUTTLER, 2004; STROBEL, 2004); a quinina
13 (antimalarica) foi isolada das cascas da quina Cinchona sp. (COSTA, 2009), bem
como a atropina utilizada até hoje no tratamento de problemas cardiacos e isolada de
Atropa beladona (CALIXTO, 2008).

1.2 Metabolitos secundérios

Dentre os diversos reinos, o vegetal recebe destaque por oferecer uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios, muitos deles com um grande valor agregado
em suas aplicagbes nos mais diversos ramos da industria, incluindo a de substancias
antimicrobianas (VIZZOTTO et al., 2010).

Os metabdlitos secundarios sdo compostos organicos que ndo estao
diretamente envolvidos nos processos vitais de um organismo, tais como seu
crescimento, desenvolvimento e reproducéo; ao contrario dos metabalitos primarios,
a auséncia dos metabdlitos secundéarios ndo acarreta a morte imediata. Essas
moléculas possuem frequentemente um importante papel na defesa contra predagéo

e em estratégias de competicao.
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A producdo de metabdlitos secundarios em plantas esta diretamente
relacionada com fatores externos, os estimulos causados pelo ambiente em que a
planta se encontra podem ocasionar a biossintese de diferentes compostos
(BEZERRA et al., 2008). Podem ser ressaltados como exemplos desses estimulos
interacbes planta/microrganismos, planta/insetos ou planta/planta. Nao apenas
fatores bidticos, mas também abiodticos, como temperatura, nutricdo, luminosidade,
época e horérios de coleta, pluviosidade e, até mesmo, as técnicas empregadas na
coleta do material vegetal. Destaca-se, ainda, a correlagéo entre os fatores citados
anteriormente, podendo em conjunto exercer uma influéncia no metabolismo
secundario (MORAIS, 2009).

1.3 Breu branco

A familia Burseraceae representa um dos grandes taxons botanicos presentes
na floresta amazoénica e é notavel por suas espécies, as quais possuem uma resina
oleosa, rica em 0Oleos essenciais e triterpenos. Ela compreende dezoito géneros com
aproximadamente setecentas espécies, e o principal género representante da familia
€ o Protium, com 150 espécies difundidas em todo o Brasil, sobretudo na regiédo
amazobnica. As arvores do género Protium sdo popularmente chamadas de breu
branco por sua resina caracteristica e utilizadas pela medicina popular como anti-
inflamatorio, analgésico, expectorante e cicatrizante (MARQUES, 2010).

No Brasil essa resina é extraida principalmente dos troncos das arvores das
espécies P. heptaphyllum. P. kleinii e P. icicariba, as quais sdo encontradas em
abundéancia no Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica e Amazonia. O breu possui um
grande valor econdmico, pois representa uma fonte para producdo de Oleos
essenciais, cosméticos fixadores para tintas, vernizes e séo utilizados também pela
populacao tradicionais como repelentes e no tratamento de enfermidades, apresenta
atividades terapéuticas anti-inflamatoéria, antitumoral, antinociceptiva,

imunoestimulante ja comprovadas cientificamente (DALY, 2012; RUDIGER, 2008).

1.4 Antimicrobianos
Substéncias antimicrobianas constituem uma classe de farmacos
indiscutivelmente indispensavel aos seres humanos, jA que a auséncia deles

acarretaria perdas na expectativa de vida que, ao longo das ultimas décadas,
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conquistamos. Podem ser classificadas como antimicrobianas substancias naturais
(antibidticos) ou sintéticas (quimioterapicos) que agem sobre microrganismos, inibindo
0 seu crescimento ou causando sua destruicdo (SAEZ-LLORENS, 2000).

Primordialmente, os antibiéticos foram definidos como substancias quimicas
sintetizadas por varias espécies de microrganismos, vegetais e animais, que dificultam
o crescimento de outros (TAVARES, 1990). Em 1910, o primeiro farmaco sintético foi
desenvolvido por Herlich para tratar a sifilis e, nos vinte anos seguintes, poucos
progressos foram feitos. No final do século XIX, os pesquisadores estavam altamente
empenhados em desenvolver um tratamento mais eficiente, até que, em 1928,
Alexander Fleming descobriu a penicilina acidentalmente. Ap6s um evento de
contaminag¢do em seu laboratorio, postulou que o fungo do género Penicillium seria
de alguma forma capaz de inibir o crescimento bacteriano (PEREIRA et al., 2005).

Em 1934, houve a introducdo da proflavina, um antisséptico de uso topico,
muito utilizada na Segunda Guerra Mundial, entretanto sua alta toxicidade
inviabilizava o tratamento de infec¢des sistémicas, evidenciando a necessidade de
agentes mais eficientes (CROTY, 2012).

No ano de 1935, o médico polonés evidenciou um marco nos farmacos
sintéticos através da descoberta de que o corante vermelho prontosil apresentava
atividade in vivo contra infec¢des causadas por espécies de Streptococcus. A partir
de entdo, o prontosil originou uma nova classe de antibiéticos sintéticos, as sulfas ou
sulfonamidas, que compds a primeira classe de agentes efetivos contra infecgbes
sistémicas introduzida no inicio dos anos 1940.

Entre os anos de 1940 a 1960, foram descobertos varios antibidticos através
de produtos naturais microbianos, a maioria eficaz para o tratamento de bactérias
Gram-positivas, como os B-lactamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas e outros, sendo
que apenas trés derivados sintéticos foram desenvolvidos e introduzidos no mercado
nesse periodo: isoniazida, trimetropim e metronidazol.

Entre 1960 e 1980, os antibidticos semissintéticos foram introduzidos no
mercado para tratar patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos. Entre 1980 e 2000,
com 0s avancos tecnologicos da época, as principais ferramentas usadas na busca
de novos antibidticos foram a gendmica em conjunto com as triagens de produtos

naturais microbianos. Entretanto, houve uma drastica reducdo de identificacdo de
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novas substancias antimicrobianas e concomitantemente ocorreu 0 aumento na
resisténcia bacteriana (CROTY, 2012).

Observa-se um aumento da incidéncia de infec¢gbes sistémicas causadas por
fungos oportunistas nessas Gltimas anos, e deve-se a resisténcia destes frente frentes
as classes atuais de antifungicos, o que esta correlacionado com o uso indiscriminado
dos mesmos (CORTEZ et al., 2015). Os antifungos mais consumidos possuem efeitos
colaterais adversos aos pacientes, que incluem hipersensibilidade, reacdes alérgicas
e imunossupressao (ZARDO, 2004).

Das espécies de fungos que requerem mais atencdo, destaca-se o género
Candida spp., que segundo Cortez (2015) é responsavel por cerca de 80% das
infecgdes fungicas no ambiente hospitalar e constitui causa relevante de infec¢des de

corrente sanguinea.

1.5 Microrganismos resistentes

Atualmente um dos maiores problemas de saude publica sdo microrganismos
patogénicos resistentes as drogas e terapias. A resisténcia a antibiéticos e drogas
antimicrobianas €, e provavelmente continuara sendo, alvo de atencado, pois €
causada pela mutacdo espontanea e pela recombinacdo de genes, criando uma
variabilidade genética. As drogas usadas atuam como agentes seletivos como
consequéncia do uso indiscriminado (BAPTISTA, 2013).

Como consequéncia, medidas de controle na utilizacdo de antibiéticos vém
sendo adotadas por érgdos nacionais e internacionais de vigilancia e controle
epidemioldgicos. Do ponto epidemiolégico, microrganismos resistentes sdo aqueles
resistentes a pelo menos uma classe de antimicrobianos. Na perspectiva de
laboratério é o crescimento desse microrganismo em cultura in vitro na presenca de
concentracfes de antimicrobianos ou resistindo a, pelo menos, duas classes de
antibioticos que deveriam interferir no seu crescimento. Por volta de 1950, os
primeiros surtos de Staphylococus aureus resistentes a penicilina foram registrados
em ambiente hospitalar (OLIVEIRA et al., 2008).

Segundo Tortora (2012), quando a resisténcia é decorrente de mutacoes, ela €
transmitida: verticalmente, por meio dos mecanismos de reproducéo dessas bactérias,

e dessa forma a progénie passa a carregar essa caracteristica de seus microbios
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parentais, levando, dentro de um curto periodo de tempo, toda a populacdo a ser
resistente; e horizontalmente com transferéncia de material genético.

N&o apenas bactérias representam um desafio frente a resisténcia a drogas,
mas falhas no tratamento de infec¢cdes decorrentes de fungos também sdo um grave
problema, devido aos seus mecanismos de resisténcia e disseminacao que também
levantam um alerta (COSTA et al., 2015).

De fato, o aumento de microrganismos resistentes, principalmente entre
patégenos potencialmente perigosos, tem levado a um aumento na necessidade de
novos farmacos e novas classes de antibiéticos, tanto para infeccbes adquiridas em
hospitais quanto na comunidade (CONRADO, 2014).

1.6 Enzimas digestivas e saude publica

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (ADAs, 2015), as
hiperglicemias, dislipidemias e obesidade constituem atualmente graves problemas
de saude publica. Para a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBS, 2007), os fatores
que influenciam o aumento de individuos diabéticos sdo o envelhecimento
populacional, a maior urbanizacdo, a crescente prevaléncia de obesidade e o
sedentarismo.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta a obesidade como um dos
maiores problemas de saude publica no mundo. No Brasil, a obesidade cresce cada
vez mais, como apontam alguns levantamentos do IBGE (2015), segundo os quais
mais de 60% da populacdo esta acima do peso, ou seja, na faixa de sobrepeso e
obesidade. Devido a grande prevaléncia da obesidade e a repercussao negativa de
tratamentos passados, a comunidade médica anseia por tratamentos farmacol6gicos
eficazes e seguros.

Uma nova abordagem para tratamentos de reducao de peso € inibir a digestao
e a absorcdo de triglicerideos (inibindo a lipase pancreética). Fitoquimicos
identificados a partir de plantas medicinais tradicionais representam excelente
oportunidade para o desenvolvimento de terapéuticas antiobesidade (BIRARI;
BHUTANI, 2007).

As lipases sdo enzimas capazes de atuar sobre substratos insolUveis em agua;
sdo secretadas pelo pancreas e responsaveis pela digestdo dos triglicerideos — a

maior parte das gorduras ingeridas € quebrada através dessas enzimas. A producao
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de inibidores de lipase pancreatica é estudada cada vez mais para a determinacéo da
eficacia de produtos naturais como agente antiobesidade.

O principal produto de secre¢éo do pancreas e das glandulas salivares € as a-
amilase, enzima da familia das endoamilases que é encarregada de catalisar a
hidrolise inicial de amido em oligossacarideos menores, portanto, apresenta um papel
importante na dieta humana, a a-amilase faz a digestdo no amido (ZHANG et al., 2013)

Desta forma, o retardo da digestdo do amido através da inibicdo de enzimas,
como a amilase desempenha um papel chave no controle da diabetes. Inibidores da
a-amilase pancreatica leva ao atraso da digestao de carboidratos, consequentemente
causa uma reducao na taxa de absorcao de glicose e, assim, baixam-se o0s niveis de
glicose pds-prandial no sangue (ZORZIN, 2014).

Outra enzima ¢é a a-glucosidase, sua principal funcdo € produzir
monossacarideos a partir de oligo ou polissacarideos, que séo utilizados como fonte
de carbono e energia. No entanto, as atividades de transglicosilacdo do tipo exo-
glicosidases, por vezes, desempenham um papel fisiolégico importante na regulacao
de genes envolvidos na utilizagdo de carboidratos (MURY, 2010).

Acarbose, voglibose e miglitol sdo os inibidores padrdo em uso clinico para
tratamento de diabetes tipo 2, porém essas drogas possuem efeitos colaterais como
distensdo abdominal, flatuléncia, meteorismo e diarreia. Devido a isso, esforcos tém
sido dirigidos para encontrar inibidores naturais e seguros de a-amilase e a-
glicosidase com o minimo de efeitos secundarios.

A busca por substancias bioativas no Brasil € destaque, tendo em vista 0 seu
alto potencial e por possuir a maior diversidade do planeta, muitas espécies de nossa
flora sdo utilizadas por comunidades nativas na medicina para o tratamento de febres,
diabetes, ferimentos, inflamagdes ou infec¢des (SILVA et al., 2014). A importancia da
pesquisa se da por favorecer o conhecimento sobre o potencial biolégicos do breu
branco, ressaltando seus efeitos terapéuticos, de forma que seus derivados sejam
mais valorizados na elaboracdo de possiveis medicamentos que possam tratar
infeccdes bacterianas e/ou fungicas e doencas metabdlicas que agem sobre enzimas

digestivas.
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1. 2 OBJETIVOS

2.1 Geral
e Avaliar o potencial biolégico do breu comercial amazonico.

2.2 Especificos
e Investigar a capacidade de extratos do Breu branco comercial na

inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos;
e Verificar possiveis atividades inibitorias dos extratos sobre enzimas

digestivas.



18

3 METODOLOGIA

3.1 Material Vegetal
O breu banco foi comprado no mercado de Coari (Amazonas, Brasil) em janeiro
de 2014, limpo, triturado em um almofariz, peneirado, identificado e armazenado no

refrigerador até o inicio do processo de extracao.

3.2. Obtencao dos extratos de Breu branco

A obtencdo dos extratos brutos foi realizada por meio de dois métodos
diferentes (maceracéo e sonicacao), utilizando os solventes acetato de etila, etanol e
hexano, segundo protocolo utilizado por Ferreira (2017). Todos os extratos foram
obtidos utilizando 3g e 10g de material da resina do breu comercial.

3.1.1 Maceragéo

Os extratos foram extraidos por maceracdo estética a temperatura ambiente
durante uma semana em uma proporcao de 1:10 (v/m) de material vegetal e solvente.
Ao fim desse tempo, o material vegetal foi submetido a filtracdo simples em filtro de
papel e posterior eliminacdo do solvente em evaporador rotatorio sob a presséo

reduzida.

3.2.2 Sonicacao

Os extratos foram obtidos através da solubiliza¢do da resina com o auxilio de
aparelho de ultrassom durante 20 minutos a 28°C em uma proporcao de 1:10 (v/m) de
material vegetal e solvente. Em seguida, foram filtrados e secos nas mesmas
condi¢cBes descritas na metodologia anterior e apos secos foram pesados em balanca
analitica. Ambas as metodologias foram realizadas em triplicatas para garantir a

reprodutibilidade do experimento.

3.3 Determinacéao da atividade antimicrobiana

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo Método de Difusdo em agar
(CLSI, 2009), esquematizada na igura 1, foram utlizados o0s seguintes
microrganismos-teste: Candida albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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Para avaliacdo da atividade dos extratos contra a C. albicans, ela foi cultivada
meio agar Sabouraud, a 25 °C por 48 horas, enquanto as condicfes das bactérias
cultivadas em &gar Mueller-Hinton foram a 37 °C por 24 horas. Nesses cultivos,
prepararam-se suspensodes celulares de concentracdo semelhante a Escala de 0,5 de
MacFarland. De cada suspenséo, 100 pL foram retirados para semear na superficie
dos meios de cultura previamente citados, em placa de Petri (10 mm x 90 mm),
formando uma camada uniforme. Nesses cultivos, foram feitos pocos (diametro de
0,8cm) onde foram adicionados extratos do breu branco (500ug) solubilizados em
DMSO 10%.

As placas permaneceram incubadas a 25 °C e 37 °C por 24 e 48 horas, para
fungos e bactérias, respectivamente. Como controle positivo para a levedura, foi
utilizado Fluconazol, e para as bactérias usou-se Tienam, ambas a 0,005 mg. A
atividade antimicrobiana foi avaliada medindo-se a area de inibicdo (mm) contra o

microrganismo-teste.

Preparacdo de suspensdes 1g:30 ml
celulares Escala MacFarland

Pogos de 0,8 cm

Semeadura de 100,

. Controle: Fluconazol 500
Placa5_ apos tempo de pug/mL(levedura); TIENAM Inoculacdo de 100uL do
incubacdo 500 pg/mL (bactérias). extrato de breu-branco

Figura 1: Esquema da metodologia de difusdo em Agar
Fonte: Autoria prépria
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3.4 Determinacéao de atividades enzimaticas (in vitro)

3.4.1 Atividade inibitéria a-amilase

Este procedimento foi realizado de acordo com Subramanian et al. (2008) com
modificacdes. A atividade foi comparada com o padrdo quercitina e com acarbose
(medicamentos antidiabéticos usados para o tratamento de diabetes do tipo ).

A reacdo das substancias diluida com a enzima foi feita em microplaca. Foram
adicionadas 30uL do inibidor na concentracdo de 1mg, incubado por 5 min (37°C) e,
em seguida, adicionados 170uL do substrato (Amilase CNPG Liquiform). Fez-se,
entdo, a primeira leitura em absorbéncia de 405nm. Foi homogeneizado e incubado a
37 °C de 20-40 minutos, até que a absorbancia do controle alcancasse 0,8-1,00 + 0,1.
A segunda leitura foi feita apds a incubacdo em leitor de ELISA em absorbancia de
405 nm.

3.4.2 Atividade inibidora a-glucosidase

Esta atividade enzimatica foi determinada de acordo com Andrade-Cetto et al.
(2008), com ligeiras modificacdes, medindo a libertacdo de 4-nitrofenol a partir de 4-
nitrofenil a-D-glucopiranésido (4-NPGP). Nesse experimento, foram utilizadas duas
fontes da enzima: a partir de Saccharomyces cerevisiae e de murinos.

Com as substéancias diluidas fez-se a reacdo em microplaca com a solucdo de
enzima preparada. Em seguida, obtiveram-se os valores das absorbancias a 405nm.
Com a adicado do reagente de cor, procederam-se leituras a cada 5 minutos, até o

tempo de 30 minutos.

3.4.3 Atividade inibitéria da lipase

A atividade inibitéria contra a lipase pancreatica foi medida de acordo com
Slanc et al. (2009) com modificacdes usando diluente ou controle de drogas Orlistat®.
A mistura de reacédo consiste em 50 pL (0,1 mM de 4-MU), oleato, 20 pL de tampéo
Mcllvane (0,1 M de citrato-Na2 HPO4, pH 7,4) e 5 puL de solugdo de amostra da
substancia. A lipase pancreatica porcina (25uL) foi adicionada a mistura de reacédo e
o volume final ajustado para 0,1 mL. Logo apds a mistura, houve incubacéo a 37 °C

durante 10 min.



21

O resultado foi medido utilizando um leitor de deteccédo multifluorescéncia a um
comprimento de onda de excitacdo de 320 nm e um comprimento de onda de emissao
de 450 nm. A substéncia foi diluida 5 vezes em sequéncia, com as seguintes
concentracdes (2,000 a 62,5 mg / mL), o que estd esquematizado na Figura 2. As
medicdes se efetuaram em triplicata, e o valor de IC50, a concentracao da substancia

gue resulta na inibicdo de 50% maxima foi determinada.

0000 0O00 0000
SRE
3333 33838386
0000 BOOO OO0
S000 BOOC 0000
9900 06000000

00 66000000

Amostra

C > N
> Monitoramento |
y Yy da leitura

leitura da absorbancia
UV-Vis 2405 nm

Enzima

Figura 2: Esquema da diluicdo das enzimas
Fonte: Ferreira (2017)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade antimicrobiana

Foi realizado o teste com os extratos de breu comercial em linhagens
bacterianas pertencentes a bacterioteca da Plataforma de Bioensaios Biotecnoldgicos
(RPT11H), do Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD) — Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), localizado em Manaus - AM, Brasil.

Em principio, o antimicrobiano se difunde através da superficie do meio de
cultura contendo &gar, inibindo ou mesmo matando os microrganismos presentes na
area. A avaliacdo é comparativa frente a um padréo biolégico de referéncia (controle
positivo) e a zona ou o0 halo de inibicdo de crescimento é medida partindo-se da
circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde ha crescimento de
microrganismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991). De acordo com a dimensé&o do
halo, os microrganismos podem ser classificados. Neste teste, os resultados foram

negativos, como mostra a Tabela 1.



23

Tabela 1: Atividade antimicrobiana de extratos de breu branco contra diferentes
linhagens de E. coli, Staphylococcus spp e da levedura Candida albicans.

Bactérias Testadas C+ EXET EXACE EXHEX

DAEC - Escherichia coli aderéncia 33+ 057
ETEC- Escherichia coli enterotoxigénicaLT 33+ 057 - - -
ETEC- Escherichia coli enterotoxigénica ST 33+ 057 - - 2

EIEC- Escherichia coli -INV- enteroenvasora 33+ 057 - - -

EPEC- Escherichia coli enterotoxigénica tipica 33+ 057

EAEC- Escherichia coli enteroagregativa 33+ 057 - - -
Eschirichia coli ndo diarreiogénica 33+ 057 - - ;

EHEC- Escherichia coli enterohemorragica 33+ 057 ° - -

Staphylococcus aureus 36+ 057 - - -

Staphylococcus sumulans 38+ 057 - - -

Staphylococcus resistente a meticilina 37+ 057 -~ - -
Levedura Testada C+ EXET EXACE EXHEX

Candida albicans 33+ 057 - - -

Fonte: Autoria prépria

Nas ultimas décadas, as substancias antimicrobianas representam talvez o
maior avancgo da farmacoterapia, com progresso sem limites dentro da terapéutica
medicamentosa (VALE, 2012). Pesquisas de tal natureza no Brasil sdo de grande
importancia pelo fato de o pais ser considerado um dos maiores reservatérios de
biodiversidade do mundo.

A busca por novos agentes antimicrobianos no controle da Staphylococcus
aureus é importante, uma vez que este microrganismo se constitui como um
importante patdgeno devido a sua viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e
associacao a varias doencas (ARDURA, 2009).

No trabalho de Galdino et al. (2013), o extrato de Protium hebetatmu a partir de
folhas e galhos foram testados pelo método difusdo em Agar frente as mesmas
bactérias e obtiveram-se resultados positivos com a concentragao 4mg/mL.

Bastos (2016) testou extratos de Protium Kklugii a partir de galhos e cascas na
concentracdo 5mg/mL e apresentou-se uma pequena atividade contra S. choleraesuis

e S. aureus, com os halos de inibicdo de 15 mm. Nesse mesmo estudo, foi testado
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também contra Candida albicans, porém ndo houve formac&o de halo de inibicdo
frente a esses extratos.

Assim também foi realizado o teste com os extratos de breu comercial na
levedura Candida albicans utilizando o mesmo método (difusdo em Agar). Da mesma
maneira que as bactérias, os extratos na concentracdo 500ug mostram ser ineficientes
para a inibicdo do crescimento do fungo como exposto na Tabela 1. Talvez a
concentracdo dos extratos utilizados nos dois experimentos tenha sido insuficiente
para formacdo de halos de inibicdo para os microrganismos como ja citado nos

trabalhos de Bastos e Galdino.

T Ny,

P

— .

Figura 3: Atividade antifingica apés 48h
Fonte: Autoria propria

A busca por novas opg¢des anti-Candida se deve ao de fato de estas leveduras
estarem envolvidas em quadros clinicos graves e até fatais em humanos e animais,
além da resisténcia aos antifiingicos disponiveis (BRITO et al., 2009).

A candidiase sistémica tem sido apontada como um problema de saude publica
no Brasil e no mundo (CDC, 2013). A taxa de candidemia causada por C. albicans
varia de 37% na América Latina a 70% nos paises nordicos.

No trabalho de Bandeira (2006), mostrou-se que o 6leo essencial de Protium
heptaphyllum foi efetivo contra o fungo Céndida albicans com CMI de 1,25 ug/mL e a

bactéria Staphylococcus aureus com CMI de 2,5 pg/mL.
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4.2 Atividade inibitoria enzimatica

Os testes realizados proporcionaram a determinacao da atividade inibitéria dos
extratos frente a trés enzimas que sdo importantes em processos metabolicos e
patologicos. Foram determinados os ensaios inibitorios da lipase, a-amilase e a-
glucosidase in vitro.

Dentro das fragGes obtidas do breu branco, tanto por maceragcdo como por
sonicagdo, podemos observar que nao apresentaram atividade inibitoria significativa
para as enzimas digestivas amilase e lipase. Mas, no caso da enzima a-glicosidase,
podemos observar que todas as fracbes mostram acéo inibitéria por mecanismo
redutor e ndo por competicdo enzimatica, jA que a enzima a-glicosidase de
Saccharomyces cerevisiae hidrolisa as terminacdes nédo reduzidas do substrato,
sendo esse 0 motivo para o padrdo usado para esta enzima ser o flavonoide

guercetina e ndo o Acarbose.

Tabela 3: Tabela de resultados de atividade inibitéria das enzimas; Breu Branco
Maceracdo Hexano (BBMH); Breu Branco Maceracédo Acetato (BBMA); Breu Branco
Maceragédo Etanol (BBME); Breu Branco Sonicagdo Hexano (BBSH); Breu Branco
Sonicacao Acetato. (BBAS); Breu Branco Sonicacao Etanol (BBSE)

amostras a-glicosidase Saccharomyces a-glicosidase lipase amilase
cerevisiae Murino
% inibicao ICso0 pg/ml % inibicéo % inibicéo % inibicdo
Media DP Media DP Media DP | Media DP | Media DP
BBMH 68,22 0,18 8,03 0,32 2,15 0,99 | 30,48 1,76 1 0,1
BBMA 61,46 1,5 553 0,006 0,02 0,86| 1,44 0,11 | 0,72 0,32
BBME 70,49 0,68 | 10,37 0,45 6,9 0,69 | 0,11 0,07 | 049 0,64
BBSH 65,36 1,4 4.9 0,79 2,01 0,1 | 13,23 0,45 | 5,59 0,8
BBAS 79,23 2,09 7,68 0,51 046 093| 064 047 0,75 0,2
BBSE 73,23 2,09 512 0,02 03 0,16 | 087 0,07 | 0,1 0,8
Quercetina 99,27 2,803 | 14,82 1,26
Acarbose 69,27 1,74 50,3 0,22
Orlistate 93,24 1,15

Fonte: Autoria propria
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Neste estudo, o encaminhamento do uso dessas enzimas se baseou nas
demonstracdes de que tais proteinas sdo o foco terapéutico de medicamentos com
efeito inibidor ou de novos farmacos que possam controlar o metabolismo digestivo
de carboidratos e lipidios para serem futuramente utilizados para tratamentos de
diabetes e obesidade.

No trabalho de Souza (2012), foram testados extratos metanoicos de 19
espécies de diferentes familias de vegetais, entre elas Fabaceae, Rubiaceae,
Boraginaceae e outras. Das 19 avaliadas, 8 inibiram atividade da lipase pancreética,
mostrando assim que espécies vegetais frente ao solvente metanol podem revelar

uma boa fonte de inibidores de lipase extraidos de produtos naturais.
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5 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que os extratos de breu
ndo possuem principios ativos com acgdo antimicrobiana na concentragdo de 500
ug/mL para esses microrganismos. Sugere-se que outras concentracdes possam ser
testadas, uma vez que o género € rico em terpenoides.

As fracBes obtidas do breu branco ndo apresentaram atividade inibitoria
significativa para as enzimas digestivas amilase e lipase; contudo, para a-glicosidase
de origem de Saccharomyces cerevisiae, as fracbes mostram acao inibitoria
satisfatoria, guando a mesma enzima de origem animal ndo se mostrou eficaz.

Assim, a pesquisa mostrou relevancia ao possibilitar o conhecimento de
provaveis efeitos bioldgicos dos extratos do breu e a necessidade da continuidade das
pesquisas, visto que so foi possivel nesse estudo testar uma concentracao para 0s
microrganismos testados. Sugere-se que outros estudos possam ser realizados em

busca de potenciais bioativos oriundos do breu branco.
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