
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL 

FACULDADE DE MEDICINA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM DOENÇAS INFECCIOSAS E 

PARASITÁRIAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DANIELE CRISTINA VITORELLI VENANCIO 

 

 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIOXIDANTE E PROSPECÇÃO 

FITOQUÍMICA DOS EXTRATOS DE Equisetum pyramidale, Pouteria ramiflora, 

Porophyllum ruderale, Tapirira obtusa e Smilax fluminensis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAMPO GRANDE 

2021  



 
 

DANIELE CRISTINA VITORELLI VENANCIO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA, ANTIOXIDANTE E PROSPECÇÃO 

FITOQUÍMICA DOS EXTRATOS DE Equisetum pyramidale, Pouteria ramiflora, 

Porophyllum ruderale, Tapirira obtusa e Smilax fluminensis 

 

 

Dissertação apresentada como exigência para 

obtenção do título de Mestre em Doenças 

Infecciosas e Parasitárias pela Universidade 

Federal de Mato Grosso do Sul, sob a 

orientação da Profª Drª Marilene Rodrigues 

Chang e co-orientação da Profª Drª Doroty 

Mesquita Dourado. 

 

 

 

 

 

 

 

CAMPO GRANDE 

2021 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho ao meu esposo, 

Fabio, que foi o meu grande 

incentivador e aos meus filhos, 

Miguel e Maitê, meus pequenos 

raios de sol.   



 
 

Agradecimentos 

 

À Deus, pelo dom da vida e por derramar sobre as trevas da minha inteligência um raio 

da Sua claridade, por seu fiel e eterno amor. 

Ao meu amado esposo Fabio Antonio Venancio, pelo companheirismo, paciência e 

dedicação. Meu porto seguro em todas as circunstâncias. 

Aos meus filhos, Miguel e Maitê, que mesmo nas mais duras ausências acalentaram meu 

coração com carinhos, sorrisos e abraços. 

À minha orientadora Profa. Dra. Marilene Rodrigues Chang, pelo acolhimento, 

compreensão, ensinamentos e pelo inestimável auxílio e confiança depositada em meu trabalho. 

À minha co-orientadora Profa. Dra. Doroty Mesquita Dourado, pela confiança e auxílio 

antes mesmo do meu ingresso no mestrado.  

 À Profa. Dra. Rosemary Matias, pela sugestão de espécies vegetais para o estudo, pelos 

auxílios prestados e pela sincera e constante disposição em ajudar. 

 À Profa. Dra. Angela Kwiatkoswski pelo auxílio nas análises antioxidantes. 

 Às técnicas de laboratório Nayara Moreno e Karen Martins por todo apoio, dedicação, 

auxílio técnico e conselhos. 

Aos colegas do Laboratório de Pesquisas Microbiológicas pela convivência, pelas 

experiências compartilhadas, pelas sugestões e por solidariamente acompanharem os percalços 

enfrentados no decorrer deste trabalho.  

 À Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e ao Programa de Pós-Graduação em 

Doenças Infecciosas e Parasitárias pela oportunidade e auxílio financeiro. 

Aos professores do Programa de Pós-Graduação em Doenças Infecciosas e Parasitárias 

que estiveram envolvidos na construção de minha formação acadêmica. 

 À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela bolsa 

de estudos concedida. 

 A todos aqueles que me auxiliaram e incentivaram para a conclusão deste trabalho, 

reitero o meu reconhecimento e agradecimento. 

Muito obrigada!  



 
 

RESUMO 

As doenças infecciosas, por décadas, têm sido um dos problemas de saúde pública mais 

relevantes. A resistência antimicrobiana é uma séria ameaça à eficácia do tratamento e 

responsável por altos índices de morbimortalidade. Existem bactérias resistentes a todas as 

classes de antimicrobianos disponíveis e o número de resistência aos antifúngicos também está 

em ascensão. Entretanto, a produção de novos fármacos pela indústria farmacêutica não ocorre 

na mesma velocidade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e 

antioxidante, bem como a composição fitoquímica dos extratos de Equisetum pyramidale, 

Pouteria ramiflora, Porophyllum ruderale, Tapirira obtusa e Smilax fluminensis. Extratos 

etanólicos das folhas e/ou partes aéreas de cada material botânico foram preparados. As classes 

de metabólitos secundários foram determinadas a partir de um screening fitoquímico. Os teores 

de compostos fenólicos e flavonoides foram obtidos por UV-visível. Para determinar a 

atividade antimicrobiana dos extratos dessas plantas foram realizados testes de susceptibilidade 

pelo método de difusão em disco e microdiluição em caldo frente a isolados clínicos 

multidrogas resistentes de Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae e frente a cepas 

ATCC de Candida spp. Dos extratos que inibiram crescimento microbiano foram determinadas 

a concentração bactericida mínima e concentração fungicida mínima. A atividade antioxidante 

total dos extratos foi determinada pelo método de sequestro de radicais livres DPPH (2,2 

difenil-1-picrilhidrazil). A análise fitoquímica demonstrou a presença de algumas classes de 

metabólitos secundários em comum: compostos fenólicos, flavonoides, esteroides, taninos e 

saponinas. Os teores de compostos fenólicos e flavonoides foram significativos, sendo 

superiores na S. fluminensis (CF= 230,34 ± 1,20 mg/g (mg Catequina/g extrato) e Flav.= 155,77 

± 0,99 (Quercetina/g extrato)), seguido da E. pyramidale (CF= 205,4 ± 0,70 mg/g (mg 

Catequina/g extrato) e Flav.= 150,9 ± 0,25 mg/g mg (Quercetina/g extrato)). O extrato de S. 

fluminensis apresentou atividade fungicida sobre C. glabrata (ATCC 2001) (CIM=500 μg/mL). 

Atividade bactericida sobre MRSA (CIM=1000 μg/mL) foi demonstrada pelo extrato de T. 

obtusa. Todos os extratos vegetais testados apresentaram atividade antioxidante acima de 50% 

de sequestro do radical livre DPPH, sendo que os mais significativos foram T. obtusa (82,36 ± 

0,44 %) e S. fluminensis (69,89 ± 1,06). O extrato de S. fluminensis mostrou propriedades 

antifúngicas e antioxidantes promissoras. Tapirira obtusa demonstrou atividade antibacteriana 

sobre um patógeno resistente e pode ser considerada para novas pesquisas, além de representar 

um antioxidante natural em potencial. Porophyllum ruderale, E. pyramidale, e P. ramiflora 

possuem potencial antioxidante. 

 

Palavras-chave: plantas medicinais; atividade antimicrobiana; Klebsiella pneumoniae; 

Staphylococcus aureus; Candida.  



 
 

ABSTRACT 

Infectious diseases, for decades, have been one of the most relevant public health 

problems. Antimicrobial resistance is a serious threat to treatment efficacy and responsible for 

high morbidity and mortality rates. There are bacteria resistant to all classes of antimicrobials 

available and the number of antifungal resistances is also on the rise. However, the production 

of new drugs by the pharmaceutical industry does not occur at the same speed. The objective 

of this work was to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity, as well as the 

phytochemical composition of the extracts of Equisetum pyramidale, Pouteria ramiflora, 

Porophyllum ruderale, Tapirira obtusa and Smilax fluminensis extracts. Ethanol extracts from 

leaves and/or aerial parts of each botanical material were prepared. The classes of secondary 

metabolites were determined from a phytochemical screening. The contents of phenolic 

compounds and flavonoids were obtained by UV-visible. To determine the antimicrobial 

activity of extracts from these plants, susceptibility tests were performed using the disk 

diffusion method and microdilution in broth against resistant multidrug clinical isolates of 

Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae and against ATCC strains of Candida. From 

the extracts that inhibited microbial growth, the minimum bactericidal concentration and the 

minimum fungicidal concentration were determined. The total antioxidant activity of the 

extracts was determined by the DPPH free radical scavenging method (2.2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl). Phytochemical analysis showed the presence of some classes of secondary 

metabolites in common: phenolic compounds, flavonoids, steroids, tannins and saponins. The 

contents of phenolic compounds and flavonoids were significant, being higher in S. fluminensis 

(CF= 230,34 ± 1,20 mg/g (mg Catechin/g extract) e Flav.= 155,77 ± 0,99 (quercetin/g extract)), 

followed by E. pyramidale (CF= 205,4 ± 0,70 mg/g (mg Catechin/g extract) e Flav.= 150,9 ± 

0,25 mg/g mg (quercetin/g extract)). The extract of S. fluminensis showed fungicidal activity 

on C. glabrata (ATCC 2001) (MIC=500 μg/mL). Bactericidal activity on MRSA (MIC=1000 

μg/mL) was demonstrated by the extract of T. obtusa. All plant extracts tested showed 

antioxidant activity above 50% of DPPH free radical scavenging, the most significant being T. 

obtusa (82.36 ± 0.44 %) and S. fluminensis (69.89 ± 1.06 %). The S. fluminensis extract showed 

promising antifungal and antioxidant properties. Tapirira obtusa demonstrated antibacterial 

activity against a resistant pathogen and can be considered for further research, in addition to 

representing a potential natural antioxidant. Porophyllum ruderale, E. pyramidale, and P. 

ramiflora have antioxidant potential. 

 

Keywords: medicinal plants; antimicrobial activity; Klebsiella pneumoniae; Staphylococcus 

aureus; Candida.  
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

 Infecções causadas por micro-organismos multidrogas resistentes são de difícil 

tratamento e estão associadas à elevada morbimortalidade. Essas infecções têm gerado um 

impacto significativo nos hospitais do mundo todo devido à falta de opções terapêuticas e 

constituem um sério problema de saúde pública.  

Dentre as bactérias com maior relevância em infecções hospitalares estão 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina e Klebsiella pneumoniae produtora de 

carbapenemase. Leveduras do gênero Candida são as principais responsáveis por infecções 

fúngicas na comunidade e nos hospitais. Assim como ocorre com as bactérias, o uso de 

antifúngicos em larga escala parece ter contribuído com a emergência de Candida spp 

resistentes, em especial, ao fluconazol.  

Diante desse cenário, crescente e dinâmico, da disseminação de patógenos resistentes, 

os fármacos disponíveis vão se tornando ineficazes e as opções terapêuticas escassas. Assim, 

se torna imprescindível a busca de novos compostos ativos para serem utilizados na terapia 

antimicrobiana. Devido à alta diversidade química das espécies vegetais elas se tornam fortes 

candidatas para programas de bioprospecção, sendo um campo fértil para busca de novos 

compostos com atividades terapêuticas. 

O Brasil, por sua diversidade de espécies vegetais nos diferentes biomas, é notadamente 

uma fonte de recursos naturais em potencial para a descoberta de novos compostos ou o 

desenvolvimento de formulações à base de extratos vegetais. Diante da possibilidade de 

prospectar materiais botânicos da flora brasileira ainda pouco ou não investigados para obter 

informações para a descoberta de alvos, elegemos cinco espécies vegetais: Equisetum 

pyramidale, Pouteria ramiflora, Porophyllum ruderale, Tapirira obtusa e Smilax fluminensis. 

A escolha se justifica no fato de que pouco se sabe sobre a atividade farmacológica dessas 

espécies e elas podem representar potencial de uso como agentes antimicrobianos. 

Assim, pela relevância da questão e com o intuito de encontrar agentes que atuem 

inibindo patógenos bacterianos e fúngicos de interesse médico, foi desenvolvido este estudo. 

Aqui, analisamos a atividade antioxidante e antimicrobiana sobre Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina, Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase e Candida spp., 

bem como realizamos um screening fitoquímico dessas espécies vegetais. Cada estudo 

realizado é único e pode representar um passo na direção da descoberta de novas moléculas 

terapêuticas ou de um novo fármaco. 



11 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 RESISTÊNCIA MICROBIANA 

 

 As doenças infecciosas estão entre as principais causas de mortes em todo o mundo, 

principalmente nos países de baixa renda (WHO, 2020a). Desde a descoberta do primeiro 

antibiótico, em 1911, os antimicrobianos têm sido fundamentais para o tratamento de doenças 

infecciosas (HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019; JONES, 1911). Com aumento 

progressivo de micro-organismos resistentes, a resistência microbiana (RM) se tornou um dos 

problemas de saúde pública mais relevantes e responsável por altos índices de 

morbimortalidade (ASLAM et al., 2018; FOUNOU; FOUNOU; ESSACK, 2017).  A RM é 

uma fonte crescente de preocupação para as organizações de saúde em todo o mundo e uma 

séria ameaça à eficácia da terapia antimicrobiana atual, que tem limitado a prevenção e o 

tratamento de infecções, especialmente em ambiente hospitalar (SCIRE; HOZÉ; UECKER, 

2019; WHO, 2020b). 

 De acordo com o Grupo de Coordenação Interinstitucional da Organização das Nações 

Unidas (ONU) sobre resistência a antimicrobianos (IACG, 2019), pelo menos 700.000 pessoas 

morreram no ano de 2019 devido a doenças resistentes a medicamentos. Estima-se que até 2050, 

haverá 10 milhões de mortes a cada ano causadas por micro-organismos multidroga resistente.  

Cada vez mais, doenças comuns como infecções do trato respiratório e do trato urinário, se 

tornam intratáveis devido à RM (WHO, 2019).  

À medida que micro-organismos resistentes a medicamentos se espalham globalmente, 

os antimicrobianos disponíveis se tornam cada vez mais ineficazes. A RM também aumenta o 

risco de morte nos casos de tratamento de infecções decorrentes de procedimentos médicos 

como cirurgias, inclusive cesarianas, transplante de órgãos e quimioterapias para o tratamento 

de câncer (WHO, 2020b). Em algumas regiões, micro-organismos resistentes são isolados 

rotineiramente, por isso alguns pesquisadores inferem que podemos retornar ao nível da era 

pré-antibiótico (BROWN; WRIGHT, 2016; WHO, 2014).  

Muitos países de baixa renda apresentam elevadas taxas de infecções hospitalares, 

gerando uma dependência contínua de antimicrobianos ao mesmo tempo que exerce pressão 

seletiva substancial para que a resistência evolua (LAXMINARAYAN et al., 2016). O uso 

excessivo de antimicrobianos em medicina humana e veterinária diminui a sua eficácia, 



12 

 

impulsionando a pressão seletiva por resistência e acelerando o desenvolvimento de patógenos 

multirresistentes (LAXMINARAYAN et al., 2016; WHO, 2017). 

O tratamento de doenças infecciosas ocasionadas por micro-organismos resistentes 

representa também um custo significativo para a economia. Além da morte, doenças 

prolongadas resultam em estadias hospitalares mais longas, necessidade de medicamentos mais 

caros e cuidados mais intensivos, além de afetar a produtividade dos pacientes e seus cuidadores 

(WHO, 2020b). 

 Entre os patógenos mais frequentemente relatados em infecções hospitalares estão as 

bactérias Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA), Klebsiella pneumoniae 

produtora de carbapenemase (KP-KPC) e leveduras do gênero Candida.  

 Uma lista global de patógenos prioritários divulgada pela OMS identifica as bactérias 

multidroga resistente (MDRO) que devem ser priorizadas para pesquisa e desenvolvimento de 

medicamentos. Esses organismos estão organizados em três rankings prioritários, KP-KPC é 

classificada como crítica (primeira prioridade) e MRSA é classificada como alto risco (segunda 

prioridade) (WHO, 2017).  

 

2.1.1 Staphylococcus aureus resistente à meticilina 

 

Staphylococcus aureus são cocos Gram-positivos não esporulados pertencente à família 

Staphylococcaceae.  

Indivíduos sadios podem ser colonizados na nasofaringe, ocasionalmente na pele e 

raramente na mucosa vaginal. A partir desses sítios, o S. aureus pode ocasionar infecções a 

partir da quebra da barreira cutânea ou diminuição da imunidade. É responsável por uma grande 

variedade de infecções, como infecções na pele e subcutâneas, infecções pós-cirúrgicas, 

osteomielites, pneumonias, abscessos, endocardites e sepses potencialmente letais (BRASIL, 

2013). São umas das causas mais comuns de infecções hospitalares e comunitárias, 

apresentando-se como responsável por altos índices de morbimortalidade (KOURTIS et al., 

2019; TONG et al., 2015). 

Antes da disponibilidade de antibióticos, as infecções invasivas causadas por S. aureus 

eram frequentemente fatais. Após a introdução da penicilina na prática clínica, em 1940 houve 

queda na letalidade causada por S. aureus. No entanto, em 1942 foram reconhecidos os 

primeiros isolados resistentes à penicilina, devido a produção de enzimas beta-lactamases 

(MARANAN et al., 1997; PALAVECINO, 2020). No início da década de 1960 foram 

desenvolvidas as penicilinas semissintéticas, como a meticilina, o que possibilitou um avanço 
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na terapêutica. Entretanto, a resistência foi descoberta quase imediatamente, em 1961, sendo 

posteriormente verificada a multirresistência (MARANAN et al., 1997). 

Staphylococcus aureus é o patógeno predominante em infecções de corrente sanguínea 

e apresenta alta morbimortalidade (DIEKEMA et al., 2019; GU et al., 2020). Pelo menos 50% 

dos pacientes com bacteremia por S. aureus (BSA) desenvolverão a forma complicada da 

doença (GUIMARAES et al., 2019). A taxa de mortalidade associada a BSA é de 

aproximadamente 20 a 30% e de endocardite varia de 22 a 66% (GUIMARAES et al., 2019, 

PEREZ-MONTARELO et al., 2018; TONG et al., 2015). Em países desenvolvidos a incidência 

de BSA varia de 10 a 30 por 100.000 pessoas-ano (LAUPLAND et al., 2013). No entanto, não 

há um sistema de vigilância que divulgue dados clínicos e epidemiológicos de BSA, 

principalmente em países menos desenvolvidos (SEALE et al, 2017).  

A prevalência de infecções por MRSA varia consideravelmente. Na União Europeia, o 

percentual de resistência à meticilina varia de 1,1 a 46,7% dentre as infecções invasivas 

causadas por S. aureus (ECDC, 2019). Na América Latina, MRSA foi responsável por 44,7% 

dos casos de BSA, tendo percentuais bastante elevados no Brasil, ultrapassando 80% (SEAS et 

al., 2018). Já nos Estados Unidos, estima-se aproximadamente 323.700 casos anuais de 

infecções causadas por MRSA apenas em pacientes hospitalizados e cerca de 119.247 casos de 

BSA com 19.832 mortes associadas (CDC, 2019; KOURTIS et al., 2019)  

 

2.1.2 Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase 

 

 Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) pertence à família Enterobacteriaceae; são 

bastonetes gram-negativos, encapsulados, que fazem parte do microbioma do trato 

gastrointestinal de humanos e animais saudáveis (NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; 

CARATTOLI, 2017). Entretanto, diante de condições favoráveis pode produzir uma série de 

infecções como no trato urinário, pneumonia, infecções de feridas cirúrgicas, endocardite e 

septicemia (VADING et al., 2018). Infecções por K. pneumoniae representam uma ameaça 

particular para pessoas com sistema imunológico debilitado ou ainda não totalmente 

desenvolvido, incluindo recém-nascidos, populações em envelhecimento, pessoas submetidas 

a cirurgias e pacientes oncológicos (AKTURK et al., 2016; MICOZZI et al., 2017; WANG et 

al 2018, ZAIDI et al., 2005). Embora existam tratamentos para infecções por K. pneumoniae, 

o surgimento de mecanismos de resistência aos antibióticos carbapenêmicos tem reduzido as 

opções terapêuticas e acarretado desfechos fatais.   



14 

 

As carbapenemases mais comuns em enterobactérias são as K. pneumoniae 

carbapenemase (KPC; classe A). Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KP-

KPC) está entre as espécies K. pneumoniae mais prevalentes, o que a torna resistente aos 

antibióticos carbapenêmicos, principal classe utilizada no tratamento (NORDMANN; 

DORTET; POIREL, 2012; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). 

O primeiro micro-organismo produtor de KPC em K. pneumoniae, foi identificado em 

1996 no leste dos Estados Unidos e, dentro de poucos anos, foram relatados globalmente 

(YIGIT et al., 2001; NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011). A rápida disseminação de genes 

de resistência mediada por plasmídeos e a crescente resistência aos carbapenêmicos são uma 

grande ameaça à saúde pública.  

Em uma revisão sistemática e meta análise, Ramos-Castañeda et al., (2018), 

demonstram que a taxa de mortalidade geral relacionada à infecção por KPC-KP varia de 

41,0%, a 51,0%, tendo maior incidência em países menos desenvolvidos e em pacientes 

oncológicos. Um percentual igual a taxa de mortalidade pelo vírus Ebola, que fica em torno de 

50%. Os autores (RAMOS-CASTAÑEDA et al., 2018) ainda apontam para associação do 

aumento da taxa mortalidade nos últimos anos, com a falta de tratamentos seguros e eficazes 

contra esse micro-organismo. 

Dentre as Enterobactérias, KP-KPC é o micro-organismo resistente mais predominante 

em infecções hospitalares no estado de Mato Grosso do Sul (RODRIGUES et al., 2021). 

 

2.1.3 Candida spp 

 

O gênero Candida é composto por células leveduriformes e inclui aproximadamente 

150 espécies, das quais cerca de 15 foram descritas como patogênicas (MAGALHÃES et al., 

2015; ODDS, 1987). Dentre essas, cinco espécies apresentam maior prevalência: Candida 

albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei. Espécies do gênero 

Candida são leveduras comensais comuns na pele humana normal e na microbiota intestinal e 

presente em até 60% dos indivíduos saudáveis, mas podem levar ao desenvolvimento de 

infecções denominadas candidíases, que variam desde lesões superficiais até infecções 

disseminadas (ANTINORI et al., 2016; DELALOYE; CALANDRA, 2014; PAPPAS et al., 

2018). 

Candida spp. tem caráter oportunista e são consideradas a causa mais frequente de 

infecções fúngicas humanas. Afetam principalmente pacientes críticos em unidades de terapia 

intensiva, aqueles submetidos a cirurgia abdominal, que se encontram com cateteres de demora 
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ou venosos, pacientes neutropênicos, imunossuprimidos e oncológicos (ANTINORI et al., 

2016; MATTOS et al., 2017; STROLLO et al., 2017). 

Estima-se que, anualmente, cerca de um bilhão de pessoas têm infecções fúngicas na 

pele, unhas e cabelos, milhões têm candidíase na mucosa e mais de 150 milhões de pessoas têm 

doenças fúngicas graves, resultando em aproximadamente 1,7 milhão de mortes por ano 

(BONGOMIN et al., 2017; KAINZ et al., 2020).  

De modo geral, C. albicans é o patógeno mais frequentemente isolado em candidíases 

invasivas, mas espécies de Candida não albicans, coletivamente, podem representar mais de 

50% dos isolados da corrente sanguínea em certas regiões (BONGOMIN et al., 2017; KAINZ 

et al., 2020; PAPPAS et al., 2018). Tem havido um aumento preocupante em infecções 

causadas por espécies de Candida não albicans. Dentre essas, as espécies mais relatadas são C. 

glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (BONGOMIN et al., 2017; PAPPAS et al., 

2018). O aumento da prevalência de espécies de Candida não albicans é preocupante devido 

ao surgimento de resistência antifúngica, principalmente aos azólicos e às equinocandinas, 

principais opções de tratamento (ANTINORI et al., 2016). De modo geral, nota-se que a 

prevalência de C. glabrata tem aumentado, seguida de C. parapsilosis (PAPPAS et al., 2018). 

No estado de Mato Grosso do Sul já foi documentada a emergência de espécies de 

Candida com sensibilidade reduzida aos antifúngicos, bem como o surgimento de resistência a 

drogas azólicas, principalmente em espécies de Candida não albicans (MATTOS et al., 2017). 

Candida auris é um patógeno recém-descrito que representa uma ameaça global, devido 

a sua multirresistência aos antifúngicos disponíveis e o número crescente de países que tem 

relatado casos de infecção por esse micro-organismo (PAPPAS et al., 2018). 

Oitenta por cento das infecções fúngicas relacionadas à assistência à saúde (IRAS) são 

causadas por Candida spp., sendo que de 30 – 40% dos casos levam à sepse ou choque séptico 

(DELALOYE; CALANDRA, 2014). 

Além das candidíases invasivas representarem uma importante causa de 

morbimortalidade, demandam maior tempo de internação e custos de tratamento bastante 

elevados. Nos Estados Unidos, no período de 2002 a 2012, houve um custo médio anual 

superior a US$ 2 bilhões no tratamento de pacientes com candidemia ou candidíase invasiva 

(STROLLO et al., 2017). 
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2.2 PRODUTOS NATURAIS 

 

 Os produtos naturais são amplamente utilizados no tratamento de doenças desde a 

antiguidade. O conhecimento empírico sobre as propriedades terapêuticas das plantas foi 

acumulado e transmitido de geração em geração, tornando os medicamentos derivados de 

plantas o principal tratamento para patologias durante milhares de anos (THOMFORD et al., 

2018). 

O uso terapêutico da flora é anterior à escrita, sendo que o primeiro registro 

arqueológico data 60 mil anos e aponta que os Neandertais foram os primeiros usuários de 

plantas para fins medicinais (HARDY, 2012; CALIXTO, 2019). O conhecimento sobre as 

propriedades terapêuticas das plantas foi construído gradativamente, por meio da observação, 

experiência e prática, integrando-o à atual medicina tradicional.  

Com o passar do tempo e os avanços técnico-científicos, o uso de plantas como 

medicamentos foi sendo substituído gradativamente por medicamentos sintéticos (CALIXTO, 

2019). Entretanto, nos últimos anos, tem-se observado o crescente interesse pelo uso das plantas 

medicinais como método terapêutico novamente (CHEIKHYOUSSEF et al., 2011). Embora a 

medicina moderna esteja bem desenvolvida na maioria dos países, a OMS reconhece que a 

medicina tradicional é uma parte importante e muitas vezes subestimada dos cuidados de saúde, 

especialmente às populações que têm pouco acesso aos sistemas de saúde e dependem da 

medicina tradicional para sua atenção primária (WHO, 2013). 

Os produtos naturais derivados de plantas têm sido um recurso de grande relevância no 

desenvolvimento de modernas drogas terapêuticas (CHEIKHYOUSSEF et al., 2011; 

NEWMAN; CRAGG, 2012). Estima-se que, aproximadamente, 40% dos medicamentos 

atualmente disponíveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, 

sendo as plantas responsáveis por 25% desse total (CALIXTO, 2019). 

Newman e Cragg (2016) avaliaram o papel dos produtos naturais nos medicamentos 

aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) entre 1981 e 2014. Nesse período, dos 

1.562 medicamentos aprovados, 64 (4%) eram produtos naturais inalterados, 141 (9,1 %) eram 

medicamentos botânicos (mistura), 320 (21%) eram derivados de produtos naturais e 61 (4%) 

eram drogas sintéticas, mas com produtos naturais farmacóforos. Esse fato ressalta a 

importância das plantas para a pesquisa farmacológica e o desenvolvimento de novas drogas, 

ainda que seus constituintes sejam utilizados indiretamente, como matérias-primas para a 

síntese, ou modelos para compostos farmacologicamente ativos. 
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Diversos fármacos foram isolados a partir de espécies vegetais como por exemplo a 

atropina, isolada da Atropa belladonna; cafeína, obtida da Coffea arabica; digoxina, isolada de 

Digitalis lanatae, morfina e codeína (potentes analgésicos) e papaverina (alcalóide 

antiespasmódico) isolados da Papaver somnniferum (CALIXTO, 2019; DUTRA et al., 2016). 

O Brasil é o país que possui uma das mais ricas biodiversidades do mundo, com mais 

de 50.000 espécies de plantas catalogadas (20-22% do total planetário). Apesar da grande 

biodiversidade, poucos produtos inovadores foram desenvolvidos e comercializados no Brasil 

ou no exterior a partir de constituintes ativos derivados da sua flora (CALIXTO, 2019; DUTRA 

et al., 2016). Todavia, o crescente número de artigos científicos publicados demonstra uma real 

possibilidade da descoberta de novos fármacos provenientes de produtos naturais. 

 

2.3 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

 As plantas produzem metabólitos secundários decorrentes do mecanismo de defesa 

contra herbivoria, ataque de patógenos, plantas competidoras, bem como para atração de 

agentes polinizadores, dispersores de sementes e ação protetora contra estresses abióticos 

(VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010). 

Os metabólitos secundários são compostos por substâncias biologicamente ativas e vêm 

se destacando como fonte de recursos terapêuticos. São classificados em três grupos principais: 

terpenos, compostos fenólicos e alcaloides (GUERRIERO et al., 2018). 

Os compostos fenólicos constituem um grupo quimicamente heterogêneo com, 

aproximadamente, 10.000 compostos, dentre os quais se destacam os flavonoides, os taninos e 

as cumarinas devido as suas propriedades farmacológicas (TAIZ; ZEIGER, 2006; VIZZOTTO; 

KROLOW; WEBER, 2010). 

Os flavonoides constituem a maior classe de fenólicos vegetais. Possuem a capacidade 

de induzir sistemas enzimáticos protetores humanos (KUMAR; PANDEY, 2013), efeitos 

antioxidantes contra processos degenerativos como doenças cardiovasculares, cânceres e outras 

doenças relacionadas à idade (KUMAR; PANDEY, 2013; PIETTA, 2000), atividade 

hepatoprotetora (TAPAS; SAKARKAR; KAKDE, 2008), propriedades anti-inflamatórias 

(MISHRA et al., 2013), atividade sobre agentes infecciosos (bactérias, fungos e vírus) (CHEN 

et al., 2014; DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016; JUCÁ et al., 2020) e atividade 

moduladora do sistema imunológico (JUCÁ et al., 2020). 
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Os taninos possuem, principalmente, atividade antioxidante (CRUZ et al., 2020; 

MAISETTA et al, 2019); antimicrobiana (CRUZ et al., 2020; FERREIRA et al., 2012; LIU et 

al., 2013); antiviral (SZYMAŃSKA et al., 2018) e anticâncer (CAI et al., 2017). 

As cumarinas também têm sido associadas a atividade antitumoral (PANNO; 

GIORDANO, 2014), anti-HIV (GARRO; PUNGITORE, 2015), antimicrobiana e antioxidante 

(KHAN et al., 2019; TAN et al., 2017). 

Os terpenos são o maior e mais diverso grupo estrutural de metabólitos secundários 

(ISAH et al., 2018). Apresentam atividade antiviral (BALTINA et al., 2003; DINIZ et al., 

2021), anti-inflamatória (LIAW et al., 2013), antioxidante (DAVID et al., 2012), anticâncer 

(LUO et al., 2011) e antimicrobiana (AHMED et al., 2010; MOKOKA et al., 2013).  

Os alcaloides apresentam propriedades medicinais bastante diversas, incluindo 

atividade antifúngica (CRETTON et al., 2016), antibacteriana (JASIM et al., 2015) e 

antioxidante (GAN et al., 2017). Dois medicamentos estão entre os alcaloides mais conhecidos:  

a morfina, derivada da Papaver somniferum e a atropina, derivada da Atropa belladonna 

(CUSHNIE; CUSHNIE; LAMB, 2014).  

 

2.4 ESPÉCIES BOTÂNICAS 

 

2.4.1 Equisetum pyramidale Gold. 

 

Equisetum (Figura 1) é o único gênero representante da família Equisetaceae e possui 

cerca de 30 espécies. As espécies do gênero Equisetum possuem ampla distribuição geográfica, 

sendo encontradas em regiões temperadas, em áreas de pântanos e pastagens (LARGE et al., 

2006). No Brasil, as espécies deste gênero estão distribuídas na Bahia, Minas Gerais, São Paulo, 

Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Goiás, e no cerrado de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul 

(POTT; POTT, 2000).  
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Figura 1 – Representante do gênero Equisetum.  

 

 

Nota: (a) caule aéreo de planta adulta; (b) estróbilos.  
Fonte: VINCENTZ, 2007; RUELLAN, 2021. 

 

Equisetum pyramidale Gold. (E. pyramidale) é conhecida popularmente por cavalinha, 

pinheirinho, erva-canudo, cauda-de-raposa, árvore-de-natal (KISSMANN; GROTH, 2000). Na 

medicina popular é utilizada como remineralizante, diurética e anti-inflamatória (POTT; POTT, 

2000). Pesquisas in vivo realizadas com o extrato etanólico de E. pyramidale mostraram 

potencial anti-inflamatório e cicatrizante (CARMIGNAN et al., 2019; MATIAS, 2010; 

OLISKOVICZ et al., 2006). 

 

2.4.2 Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass. 

 

A família Asteraceae é o maior grupo dentro das Angiospermas e está representada por 

mais de 1600 gêneros e cerca de 24 mil espécies, com distribuição cosmopolita e com maior 

abundância nas regiões temperadas e semiáridas dos trópicos e subtrópicos (BENTHAM, 1873; 

FUNK et al., 2009). 

 Porophyllum é um dos cinco gêneros encontrados no Brasil e possui aproximadamente 

28 espécies (BREMER, 1994; ROQUE, TELES, NAKAJIMA, 2017). Porophyllum ruderale 

(Jacq.) Cass. (P. ruderale) (Figura 2) é nativa do Brasil e distribuída em todas as regiões do 

País (CARNEIRO, 2020; KISSMAN, GROTH, 1997). 
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Figura 2 – Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass.  

 

 

Nota: (a) planta adulta; (b) flores. 

Fonte: DJATMIKO, 2010. 

 

 Popularmente é conhecida como couvinha, arnica-paulista, couve-cravinho, erva-

fresca, arnica-brasileira, arnica-do-campo e picão-branco (MOREIRA; BRAGANÇA, 2011), 

sendo utilizada na cicatrização de feridas, como anti-inflamatório, fungicida, antibacteriano, 

analgésico, dentre outros (LIMA-NETO, 1996).  

Pesquisas com extratos de P. ruderale tem indicado atividade antimicrobiana 

(BUSSMANN et al., 2010), atividade anti-inflamatória e cicatrizante (JÁCOMO et al., 2015), 

atividade antiepilética e ansiolítica (AWAD et al., 2009) e atividade sobre Leishmania 

amazonensis (TAKAHASHI et al., 2011). 

 

2.4.3 Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. 

 

 A família Sapotaceae está distribuída mundialmente, embora a maioria das espécies 

concentrem-se em regiões tropicais e subtropicais da Ásia e América do Sul (SWENSON; 

ANDERBERG, 2005). Dentre os principais gêneros destaca-se Pouteria Aubl., que possui 

cerca de 330 espécies distribuídas pela região Neotropical e 122 espécies registradas no Brasil 

(ALVES-ARAUJO, 2015; PENNINGTON, 1990). 

 Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk. (P. ramiflora) (Figura 3) é conhecida popularmente 

como curriola, abiu, fruta-do-veado, massaranduba, abiu-cutite, dentre outros (ALVES 
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ARAÚJO, 2015).  É nativa do Brasil e amplamente distribuída pelo território brasileiro, sendo 

presente nos domínios fitogeográficos da Amazônia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlântica 

(ALVES-ARAÚJO, 2020). 

 

Figura 3 – Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.  
 

 

Nota: (a) planta adulta; (b) folhas e inflorescências; (c) fruto imaturo. 

Fonte: MERCADANTE, 2015; MERCADANTE, 2013. 

 

 Na medicina popular P. ramiflora é utilizada no tratamento de verminoses, diarreia, 

náusea, vômito, dor e inflamação (FONTES JÚNIOR et al., 2009; SILVA; SIMEONI; 

SILVEIRA, 2009; TUTTIS et al., 2018).  

Estudos in vivo demonstraram atividade antinociceptiva e anti-inflamatória 

(FERREIRA, 2016; FONTES JÚNIOR et al., 2009) e efeito neuroprotetor e antioxidante em 

animais diabéticos (COSTA et al., 2013). In vitro foram verificadas atividade larvicida, anti-

HIV e antimicrobiana (BEDOYA et al., 2008; COÊLHO, 2006; NOGUEIRA, 2012). 

 

2.4.4 Smilax fluminensis Steud. 

 

Smilicacae é uma família composta por lianas, representada por três gêneros e com 

distribuição tropical e subtropical, mais raramente em regiões temperadas (ANDREATA, 

2003). Smilax é o maior gênero e mais importante da família, devido não somente ao número 

de espécies, mas, principalmente, pelo seu amplo uso na medicina popular (ANDREATA, 

1997).  

Plantas do gênero Smilax são utilizadas na medicina popular desde o século XIX como 

diurético, no tratamento de sífilis, reumatismo e afecções cutâneas (BREITBACH et al., 2013; 
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MARTINS et al., 2014; MEDEIROS, DE SENNA-VALLE; ANDREATA, 2007). Estudos com 

espécies do gênero identificaram outras propriedades farmacológicas, tais como: atividades 

anti-inflamatória e analgésica (JIANG et al., 1997; MONTEIRO; ANDREATA, 1997; 

RAJESH; PERUMAL, 2014), atividade antimicrobiana e antimutagênica (XU et al., 2013) e 

propriedades anticancerígenas (COX; JAYASINGHE; MARKHAM, 2005). 

No Brasil, Smilax fluminensis Steud. (S. fluminensis) (Figura 4) é conhecida 

popularmente como salsaparrilha ou japicanga e está distribuída pelos domínios fitogeográficos 

da Amazônia, Cerrado, Mata Atlântica e Pantanal (ANDREATA, 2015; FRAGA, 

ANDREATA, 2020).  

 

Figura 4 – Smilax fluminensis Steud.  

 

 

Nota: (a) partes aéreas de planta jovem; (b) folhas e fruto. 

Fonte: a autora; DUPONT, 2016. 

 

Estudos sobre S. fluminensis concentram-se nas áreas de morfoanatomia e determinação 

do perfil químico da planta. Uma pesquisa avaliou a atividade antifúngica (BRITO et al., 2021) 

e, até momento, não há estudos que avaliem a atividade antimicrobiana da espécie. 

 

2.4.5 Tapirira obtusa (Benth.) J.D. Mitch. 

 

 Anacardiaceae é uma família constituída de aproximadamente 81 gêneros e 800 

espécies sendo predominantemente encontradas em regiões tropicais e subtropicais com 

algumas espécies também sendo encontradas em regiões temperadas (MARTINELLI; 

MORAES, 2013). 
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 Tapirira obtusa (Benth.) J.D. Mitch. (T. obtusa) (Figura 5) distribui-se da região tropical 

do México até a América do Sul; no Brasil ocorre nas formações vegetacionais da Amazônia, 

no Cerrado e Mata Atlântica, sendo pouco expressiva no Nordeste (SILVA-LUZ et al., 2020; 

STANDLEY; STEYERMARK, 1949). É conhecida popularmente como pombeiro, pau-

pombo, pau-de-pomba, copiúba e copiúva (SILVA-LUZ et al., 2020).  

 

Figura 5 – Tapirira obtusa (Benth.) J.D. Mitch.  

 

 

Nota: (a) planta adulta; (b) folhas e fruto imaturo. 

Fonte: ZAPPI, 1988. 

 

Na medicina popular casca e folhas de T. obtusa são utilizadas em decocção ou infusão, 

para doenças de pele e sífilis, respectivamente (CARVALHO, 2006). Devido a escassez de 

estudos sobre essa espécie, ela representa uma fonte de pesquisas em potencial. 

Considerando o conhecimento popular e poucos estudos realizados com as espécies 

descritas acima, elas foram a base dos nossos estudos na busca por novos agentes terapêuticos.  
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 3 OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral: Avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante e os constituintes fitoquímicos 

dos extratos de Equisetum pyramidale, Pouteria ramiflora, Porophyllum ruderale, Tapirira 

obtusa e Smilax fluminensis. 

 

Objetivos específicos: 

a. Realizar a análise fitoquímica dos extratos de E. pyramidale, P. ramiflora, P. 

ruderale, T. obtusa e S. fluminensis. 

b. Investigar a capacidade antioxidante in vitro dos extratos vegetais. 

c. Verificar a atividade antimicrobiana dos extratos de E. pyramidale, P. ramiflora, P. 

ruderale, T. obtusa e S. fluminensis frente a isolados clínicos resistentes de 

Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae e cepas ATCC de leveduras do 

gênero Candida. 

 

 

 

 

  



25 

 

4 METODOLOGIA 

 

4.1 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS 

 

4.1.1 Local da pesquisa 

 

 Os experimentos foram realizados no Laboratórios de Pesquisas Microbiológicas da 

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FACFAN/UFMS); no Laboratório de Produtos 

Naturais da Universidade Anhanguera-Uniderp, no município de Campo Grande-MS e no 

Laboratório de Química Orgânica do Instituto Federal de Educação, Ciência de Tecnologia de 

Mato Grosso Do Sul (IFMS) no município de Coxim-MS. 

 

4.1.2 Delineamento experimental 

 

As etapas executadas no desenvolvimento deste trabalho estão sumarizadas na Figura 6.  

 

Figura 6 – Fluxograma das atividades desenvolvidas 

 

Nota: CIM = Concentração Inibitória Mínima; CBM = Concentração Bactericida Mínima; CFM = Concentração 

Fungicida Mínima. 
Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 
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4.1.3 Coleta e identificação das espécies vegetais 

 

O material botânico (folhas e caule/folhas) utilizado foi coletado na área de Cerrado na 

cidade de Campo Grande e em Taboco, distrito de Corguinho, Mato Grosso do Sul, Brasil 

(Figura 7). Para a coleta e fins de pesquisa foi obtida autorização de acesso ao patrimônio 

genético do Conselho de Gestão do Patrimônio Genético (CGEN) sob o registro nº 

010579/2013-3. 

 

Figura 7 – Quadro das espécies vegetais, órgão vegetal, local e data de coleta e número de 

registro no Herbário 
 

Espécies Vegetais 
Órgão 

Vegetal 
Local Data Reg. 

Equisetum pyramidale 

Golden Folhas e 

Caules  

Campo Grande – MS 

(S20°26’16,6” O54°32’14,5’’) 

Dezembro 

2019 
2214 

Porophyllum ruderale 

Jacq. Campo Grande – MS (S20°26’20.64” 

O54º32’26.78”) 

Dezembro 

2019 
8021 

Smilax fluminensis Steud. Folhas 
Agosto 

2019 
8569 

Pouteria ramiflora 

(Mart.) Radlk. | 
Folhas 

Taboco, Distrito de Corguinho – MS 

(20°29´54.47´´S 55°48´48.49´´O e 

19°26´7.60´´S 55°00´2.78´´O) 

Agosto 

2019 
7829 

 

Tapirira obtusa (Benth.) 

J.D. Mitch. 

Dezembro 

2019 
8439 

Identificação: Ademir Kleber Morbeck de Oliveira. Reg.= Registro no Herbário da Uniderp. 

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 

4.1.4 Obtenção dos extratos  

 

As folhas de cada espécie, e especificamente caule e folhas de E. pyramidale e P. 

ruderale, após secagem em estufa, com circulação de ar (40º C) e trituração, foram extraídas 

com etanol, em banho de ultrassom (Unidque®, USC-1450) por 60 minutos seguido de 

maceração estática por 24 h. Após este período, os extratos resultantes foram filtrados (funil de 

vidro e algodão) e a eliminação do solvente ocorreu em evaporador rotativo (Tecnal®, MA120). 

Este procedimento foi repetido por sete dias e a secagem final ocorreu em dessecador sob 

pressão reduzida para obter o extrato bruto etanólico. 

 

 

http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/04/09/1166/
http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/04/09/1166/
http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/04/09/1166/
http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/04/09/1166/
http://www.arvoresdobiomacerrado.com.br/site/2017/04/09/1166/
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4.1.5 Análise fitoquímica  

 

Para realizar o rastreamento químico dos constituintes presentes em cada extrato 

etanólico, foi obtida uma solução etanólica a 20% dos cinco extratos e estas soluções foram 

submetidas à triagem fitoquímica seguindo os procedimentos de Matos (2009) e Simões et al. 

(2017). A exceção foi à análise de saponinas, determinada utilizando-se 1 g da folha seca para 

estimar o índice de saponinas (índice afrosimétrico) (SCHENKEL et al., 2017). 

As análises foram executadas em triplicatas e comparados os extratos originais a 20% 

com o controle. As leituras dos resultados foram feitas por meio da observação da alteração de 

cor e/ou precipitação e formação de espuma, o que é indicativo da alta concentração de uma 

das classes de metabólitos secundários presentes em cada um dos extratos etanólicos que foi 

denominado como: fortemente positivo com alta intensidade (+++), positivo acentuada (++±),  

positiva (++), medianamente positivo (+±), positiva discreta (+), parcial (±) e negativo  (-),  com 

escore classificado em 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e zero (0), respectivamente. O escore 

é dado pelo somatório dos pontos obtidos na avaliação de precipitação, intensidade de cor e no 

caso das saponinas na formação de espuma, com base em metodologia adaptada de Fontoura et 

al. (2015).  

Para a confirmação dos grupos químicos, o extrato bruto (1,0 mg/1,0 mL) foi diluído 

em álcool metílico para HPLC (Merck®) e submetido a análise em espectrofotômetro 

(FEMTO®, 800XI), tendo como branco o álcool metílico. As medidas das bandas de 

absorbância máxima (Amax.) foram realizadas em triplicatas, registradas e analisadas com base 

nos dados da literatura (PIIRONEN et al., 2000; JURASEKOVA et al., 2006; KASAL; 

BUDESINSKY; GRIFFITHS, 2010; SILVERSTEIN et al., 2014). 

 

4.1.6 Quantificação de Fenóis totais e Flavonoides  

 

A determinação de fenóis totais (FT) foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu, 

utilizando ácido gálico (Vetec®, 99%) como padrão, nas concentrações de 10, 50, 100, 150, 300 

e 400 µg/mL (SOUZA et al., 2007), para construir a curva de calibração (y = 0,1326 x + 0,0045, 

R² = 0,9978). A leitura da absorbância da mistura de reação da amostra, padrão e branco, 

ocorreu a 760 nm em espectrofotômetro (Femto®, 800XI). Todos os reagentes, exceto a 

amostra, foram preparados como branco. As análises foram desenvolvidas em triplicata e o teor 

de polifenóis foi determinado em miligramas de ácido gálico/g do extrato.  
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Os flavonoides foram avaliados pelo método cloreto de alumínio (Vetec, 99,5%) e 

como padrão foi utilizado quercetina (Sigma, ≥ 95%), concentrações de 6,0, 8,0, 10,0, 12,0, 

16,0 e 20,0 μg/mL, para construir a curva de calibração (Y= 0,0633x - 0,0061 R2= 0,999) 

(PEIXOTO SOBRINHO et al., 2008).  

 

4.1.7 Atividade antioxidante 

 

A atividade antioxidante dos extratos etanólicos das espécies vegetais E. pyramidale, P. 

ruderale, P. ramiflora, S. fluminensis e T. obtusa foi avaliada pelo método de sequestro de 

radicais livres DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com Mensor et al. (2001), com 

pequenas modificações. Alíquotas dos extratos foram solubilizadas em etanol absoluto (Êxodo 

Científica®) até uma concentração final de 50 mg/mL. A solução estoque de DPPH foi 

preparada a partir da dissolução de 2,4 mg de DPPH (Sigma®) em volume final de 100 mL de 

metanol, conforme descrito por Rufino et al. (2007). 

A amostra constituiu de 0,1 mL do extrato diluído, 1,0 mL de solução estoque de DPPH 

e 3,0 mL de etanol absoluto. Para o branco 0,1 mL de extrato foram adicionados em 4,0 mL de 

etanol absoluto. O controle foi preparado ao diluir 1,0 mL de solução estoque de DPPH (60 

µM) em 3,1 mL de etanol absoluto. As soluções foram incubadas em temperatura ambiente, no 

escuro, por 45 minutos. Após, a redução da absorbância foi medida a 517 nm em 

espectrofotômetro (BEL Photonics, Modelo V-M5) em cubetas de vidro. Os testes foram 

realizados em triplicata e a inibição do radical livre DPPH (em %) foi calculada pela equação:    

AA% = 100 – [(Aa – Ab) x 100] / Ac, em que: Aa representa absorbância da amostra; Ab é a 

absorbância do branco e Ac é a absorbância do controle. 

 

4.1.8 Teste de susceptibilidade antimicrobiana  

 

4.1.8.1 Micro-organismos 

 

 Nos testes de suscetibilidade in vitro foram utilizadas cepas de referência American 

Type Culture Collection de Candida albicans (ATCC 90028), Candida parapsilosis (ATCC 

22019), Candida krusei (ATCC 6258) e Candida glabrata (ATCC 2001). Também foram 

utilizados os isolados clínicos resistentes: um Staphylococcus aureus, MRSA (resistente aos 

antimicrobianos oxacilina e penicilina G) e uma cepa de Klebsiella pneumoniae sabidamente 

produtora de carbapenemase (KP-KPC), a qual além dos carbapenêmicos, era também 
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resistente aos antibióticos das classes dos aminoglicosídeos, cefalosporinas, cefamicina, 

fluorquinolonas e fosfomicina, sendo sensível apenas à polimixina. No teste de microdiluição 

em caldo com os isolados clínicos a bactéria Escherichia coli (ATCC 25922) foi utilizada como 

controle positivo. 

 Os micro-organismos foram selecionados da coleção do Laboratório de Pesquisas 

Microbiológicas (LPM-FACFAN/UFMS). Os isolados clínicos MRSA e KP-KPC fazem parte 

de estudos prévios aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Mato Grosso do Sul sob CAAE nº 20621919.4.0000.0021 e CAAE nº 50087815.2.0000.0021, 

respectivamente. Os micro-organismos estavam armazenados sob congelamento em caldo 

Brain Heart Infusion (BHI) (Himedia®, Mumbai, Índia) com 15% de glicerol. Para reativação 

foram colocadas em tubos com BHI e incubadas a 35º± 2ºC. Posteriormente, E. coli e KP-KPC 

foram repicadas em placas com Ágar MacConkey (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra), MRSA 

em ágar Sangue de Carneiro (Himedia®, Mumbai, Índia) e Candida spp. em ágar Sabouraud 

Dextrose (ASD) (Sigma®, St. Louis, USA) e incubadas a 35º± 2ºC por 24 horas. 

 

4.1.8.2 Método de difusão em disco 

 

A triagem inicial da atividade antibacteriana e antifúngica dos extratos foi realizada pela 

técnica de difusão em disco adaptada de Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012a). 

Inicialmente, foram preparados discos contendo os extratos. Para prepará-los, o extrato bruto 

foi suspendido em água destilada estéril a fim de obter o extrato em duas concentrações 

diferentes: 2000 µg/disco e 500 µg/disco. Discos de papel (Cecon®, São Paulo, Brasil) de 6 mm 

de diâmetro, estéreis, receberam 20 µL do extrato nas duas concentrações. Foram secos em 

cabine de segurança microbiológica por 15 min, vedados e armazenados em temperatura 

ambiente para uso no dia seguinte. 

 A partir de uma cultura pura de 24 h de cada micro-organismo, foi realizada uma 

suspensão bacteriana em salina estéril (0,85%) com turbidez equivalente a escala 0,5 McFarland 

(1,5 x 108 UFC/mL). Com um swab, a suspensão foi semeada confluentemente na superfície de 

uma placa contendo Ágar Mueller Hinton (AMH) (Himedia®, Mumbai, Índia). Em seguida, 

foram adicionados os discos nas diferentes concentrações do extrato, bem como o controle 

positivo (cloranfenicol 30 µg para as bactérias e fluconazol 25 µg para as leveduras, ambos 

Cecon®, São Paulo, Brasil) e o controle negativo (água destilada estéril). 

Em seguida, as placas foram invertidas e incubadas a 35º ± 2ºC. Transcorridas 18 h para 

as bactérias e 24h para as Candida spp., os diâmetros dos halos de inibição foram mensurados 
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em milímetros, considerando a área sem crescimento detectável a olho nu. Os testes foram 

realizados em duplicata. 

 Os extratos que apresentaram zonas de inibição maiores ou iguais a 8 mm de diâmetro 

foram considerados ativos (BHALODIA; SHUKLA, 2011; PANDA et al., 2016; SAQUIB et 

al., 2019) e selecionados para a próxima etapa. 

 

4.1.8.3 Método de microdiluição em caldo 

 

Os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana pela técnica de difusão em disco 

foram utilizados para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) pela técnica de 

microdiluição em caldo (adaptado de CLSI, 2012b). Nos ensaios de microdiluição com 

leveduras foi utilizado o meio RPMI 1640 (Sigma®, Saint Louis, EUA) tamponado com ácido 

morfolino- propanosulfônico (MOPS) (Sigma®, Saint Louis, EUA), pH 7,0, conforme CLSI 

(2008). E nos testes com bactérias foi utilizado o caldo Mueller Hinton cátion ajustado de 

acordo com CLSI (2012b). 

 

4.1.8.4 Diluição dos antimicrobianos e dos extratos 

 

 Previamente, foram preparadas soluções estoque dos agentes antimicrobianos utilizados 

como controle positivo. O fluconazol (FLU) (Sigma®, Saint Louis, EUA) foi diluído em 

dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração 1280 µg/mL (CLSI, 2008; CLSI, 2020). O 

ertapenem (ERT) (Sigma®, Saint Louis, EUA) foi diluído em tampão fosfato, pH 7,2; 0,01 

mol/mL, na concentração 640 µg/mL. Alíquotas dos antimicrobianos foram distribuídas em 

criotubos e mantidas sob refrigeração à -20 ºC. Para o teste foram preparadas soluções de 

trabalho diluindo uma alíquota da solução estoque em meio de cultura a fim de se obter uma 

concentração de 128 µg/mL para FLU e uma concentração de 64 µg/mL para ERT.  

Para o preparo da solução de trabalho dos extratos, 8 mg de massa de cada espécie 

vegetal foi solubilizada em 1 mL de água destilada estéril e agitada em vórtex até completa 

homogeneização, obtendo uma concentração igual a 8.000 µg/mL.  

 

4.1.8.5 Preparo do inóculo 

 

 Para o preparo do inóculo foram utilizadas culturas recentes de até 24 h. De cada micro-

organismo, foi realizada uma suspensão em salina (0,85%) estéril com turbidez equivalente a 
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escala 0,5 de McFarland. Cada suspensão de levedura foi diluída em meio RPMI tamponado, 

para a obtenção de um inóculo na placa de 2 x 103 CFU/mL (CLSI, 2008). Cada suspensão 

bacteriana foi diluída em CAMHB a fim de se obter uma concentração final no inóculo na placa 

de aproximadamente 5 x 105 CFU/mL (CLSI, 2012b). 

 

4.1.8.6 Procedimento do teste 

 

Em uma placa de microtitulação de 96 poços, na coluna 1, linhas A – D, foram 

adicionados apenas 200 µL do meio de cultura em cada poço (controle negativo). Ainda na 

coluna 1, linhas E – H, foram inseridos 50 µL de água destilada estéril, 50 µL de meio de cultura 

e 100 µL do inóculo em cada poço, correspondendo ao controle negativo do solvente do extrato. 

A coluna 12 foi considerada como controle positivo onde foram inoculados 100 μL da 

suspensão microbiana em 100 μL do meio de cultura.  

Em cada poço nas colunas 2 a 11 (linhas A – D) foram adicionados 100 μL do meio de 

cultura. Posteriormente, na coluna 2 (linhas A – B) foram colocados 100 μL do fármaco, 

homogeneizado e retirados 100 μL passando para a coluna 3; desta também foram retirados 100 

μL e repassados a coluna 4 e assim sucessivamente até a coluna 11, e desprezando-se após 

homogeneização os 100 μL em excesso. O mesmo procedimento foi repetido com a solução de 

trabalho do extrato nas linhas C e D. Por fim, foram colocados 100 μL da suspensão microbiana 

em cada poço, exceto nos poços para controle de esterilidade do meio. Ao final da diluição 

seriada obteve-se concentrações que variaram de 64 a 0,125 µg/mL para FLU, 32 a 0,062 

µg/mL para ERT e 2000 a 3,91 µg/mL para os extratos. O procedimento foi realizado da mesma 

maneira para se obter a CIM dos extratos sobre MRSA e KP-KPC. As placas foram incubadas 

a 35º ± 2ºC por 20h para as bactérias e 24 h para as Candida spp. 

  Após o período de incubação, a leitura foi realizada visualmente com auxílio de um 

espelho côncavo, comparando o crescimento microbiano do controle positivo com os 

crescimentos microbianos sob efeitos dos antimicrobianos e dos extratos vegetais. Para a 

interpretação dos resultados foi considerada a CIM como a menor concentração capaz de inibir 

em 100% o crescimento bacteriano. Para a interpretação do crescimento das leveduras foram 

utilizados escores de crescimento (CLSI, 2017; MATTOS, 2017) os quais indicam o grau de 

inibição ou de crescimento do micro-organismo:  

a) escore 4: quando não houve nenhuma redução no crescimento quando comparado ao 

controle positivo. Pode ser referido como 100% de crescimento e 0% de inibição do 

crescimento; 
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b) escore 3: quando ocorre uma pequena redução do crescimento comparado ao controle 

positivo. Pode ser referido como 80% de crescimento ou 20% de inibição de crescimento;  

c) escore 2: quando é possível observar uma redução significativa no crescimento 

comparado ao controle. Considerado como 50% de crescimento ou 50% de inibição de 

crescimento;  

d) escore 1: ocorrência de um pequeno crescimento comparado ao controle positivo. 

Considerado 20% de crescimento ou 80% de inibição;  

e) escore 0 (zero): ausência de crescimento visível. Considerado sem crescimento ou 

100% de inibição.  

Embora ainda não exista uma padronização das concentrações inibitórias mínimas para 

extratos vegetais quando comparados aos antimicrobianos padrão, é crescente o número de 

autores que têm utilizado o seguinte parâmetro para a descrição de atividade antimicrobiana de 

produtos naturais: CIM ≤100 μg/ml como atividade antimicrobiana potencialmente promissora, 

CIM de 100 a 500 μg/ml como atividade antimicrobiana moderada, CIM de 501 a 1000 μg/mL 

como atividade antimicrobiana leve e CIM >1000 μg/mL como inativo (BOGUSZEWSKA-

CZUBARA et al., CERVEIRA et al., 2021; SILVA, 2013; HOLETZ et al., 2002). 

 

4.1.8.7 Determinação da Concentração Bactericida Mínima e da Concentração Fungicida 

Mínima 

 

Para determinar a Concentração Bactericida Mínima (CBM) uma alíquota de 10 µL foi 

retirada dos poços em que não se verificou o crescimento bacteriano. Cada alíquota foi 

inoculada em placas de Petri contendo AMH estéril e incubadas a 35º ± 2 ºC.  

Para determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) uma alíquota de 10 µL foi 

retirada dos poços em que não se observou a presença de leveduras. Cada alíquota foi inoculada 

em placas de Petri contendo ASD estéril e incubadas a 35º ± 2 ºC.  

Após 24 h as placas foram analisadas e a CBM e a CFM foram definidas como a menor 

concentração do extrato em que não se verificou crescimento microbiano na superfície de ágar 

(VALLE JR et al., 2015; MOGANA et al., 2020). Foi considerada atividade bacteriostática e 

fungistática do extrato quando houve crescimento microbiano e atividade bactericida e 

fungicida do extrato quando não houve crescimento microbiano na superfície do ágar. 
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4.2 ORGANIZAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS  

 

Para organização e tabulação dos dados utilizou-se o programa Microsoft Excel®. A 

análise descritiva e a caracterização dos achados foram realizadas a partir da distribuição de 

frequência das variáveis selecionadas, cálculo de média e desvio padrão. Para análise estatística 

foi utilizado o teste de variância (ANOVA) para comparar o grupo de amostras. Para análise da 

diferença entre os resultados das amostras de atividade antioxidante e doseamento de compostos 

fenólicos e flavonoides, foi adotado o Teste de Tukey. Para todas as análises foi utilizado 

software RStudio 4.0 e adotado o nível de significância de 0,05.  
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 ANÁLISE FITOQUÍMICA  

 

Para o rastreamento das classes de metabólitos secundários nos extratos das espécies E. 

pyramidale, P. ruderale, P. ramiflora, S. fluminensis e T. obtusa foi realizado um screening 

fitoquímico e os resultados dos escores estão apresentados na Figura 8. 

  

Figura 8 – Quadro dos metabólitos secundários e valores das absorbâncias dos extratos 

etanólicos das espécies Equisetum pyramidale, Porophyllum ruderale, Pouteria 

ramiflora, Smilax fluminensis e Tapirira obtusa provenientes do Cerrado sul-

mato-grossense, Brasil 

 

Metabólitos 

Secundários 

Espécies Vegetais 

E. 

pyramidale 

P. 

ramiflora 

P. 

ruderale 

S. 

fluminensis 

T. 

obtusa 

Compostos fenólicos +++ ++± +++ +++ ++± 

Flavonoides ++ ++ ++ ++± ++ 

Taninos +± + + + ± 

Cumarinas - - - + + 

Esteroides + ++± +± +± + 

Triterpenos + +± ++ +± +++ 

Saponinas +± + + + + 

Tiofenois - - + - - 

Número de Classes de 

Metab. Secund. 
6 6 7 7 7 

λmax 
270, 326, 

335, 368 

280,330, 

350, 417 

230, 260, 

335, 390 

290, 330, 

380 

250, 320, 

390, 420 
Nota: “+” presença; “-” ausência da classe de metabólitos secundários: fortemente positivo (+++= 100%), seguido 

de positivo acentuada (++±= 75%), positiva (++= 50%), medianamente positivo (+±= 25%), positiva discreta (+= 

10%), parcial (±= 5%) e negativo (-= 0), Metab. Secund.= metabólitos Secundários 

 

Os resultados do screening fitoquímico dos extratos indicou que a P. ruderale, S. 

fluminensis e T. obtusa possuem maior diversidade de classes de metabólitos secundários (7 

classes), seguido por E. pyramidale e P. ramiflora (6 classes) (Figura 8). Das classes 

investigadas os compostos fenólicos, flavonoides, taninos, esteroides, triterpenos, saponinas 

foram detectados em todas as espécies, com maior frequência dos compostos fenólicos (100 %) 

para E. pyramidale, P. ruderale e S. fluminensis e triterpenos para T. obtusa. As cumarinas 

foram detectadas apenas S. fluminensis e T. obtusa e os tiofenois no extrato de P. ruderale. 
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A confirmação das classes majoritárias observadas nos espectros de UV-vísivel (Figura 

8), com absorção máxima semelhante em todas as amostras entre 320 e 390 nm, é característico 

de flavonoides e entre 240 e 290 nm dos compostos fenólicos. Especificamente os esteroides e 

triterpenos apresentam bandas na região de 410 a 440 nm, a banda em 230 nm observada na P. 

ruderale é indicativo de tiofenois.  

Os resultados do conteúdo de fenólicos totais dos cinco extratos etanólicos analisados 

encontram-se apresentados na Figura 9. Verifica-se que todos os extratos apresentaram 

quantidades relevantes de fenólicos totais, com destaque para o extrato etanólico de S. 

fluminensis com teor de 230,34 ± 1,20 mg/g (mg Catequina/g extrato) exibindo o mais elevado 

teor destes constituintes, entre os extratos estudados, sendo estatisticamente diferentes das 

demais (p< 0,05). Em sequência destaca-se os teores de fenólicos totais do extrato de E. 

piramidale com teor de 205,4 ± 0,70 mg/g (mg Catequina/g extrato), seguido do extrato de P. 

ruderale (CF= 160,8 ± 1,5 mg/g mg (mg Catequina/g extrato); P. ramiflora (CF= 136,6 ± 0,55 

mg/g (mg Catequina/g extrato) e T. obtusa (CF= 120,45 ± 0,80 mg/g (mg Catequina/g extrato). 

 

Figura 9 – Gráfico representativo dos teores de compostos fenólicos e flavonoides de Equisetum 

pyramidale, Porophyllum ruderale, Pouteria ramiflora, Smilax fluminensis e 

Tapirira obtusa 

 

  

Valores expressos como média  desvio padrão (n=3). Os resultados de cada teste foram analisados separadamente 

por análise de variância (ANOVA). Médias com letras diferentes, na mesma coluna, são estatisticamente diferentes 

pelo teste de Tukey, sendo p< 0,05. Letras maiúsculas para compostos fenólicos, letras minúsculas para 

flavonoides. 
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Os resultados dos teores de flavonoides totais também foram superiores para S. 

fluminensis (Flav.= 155,77 ± 0,99 (Quercetina/g extrato)) e estatisticamente diferentes dos 

teores de flavonoides dos demais extratos. Os demais extratos apresentaram o mesmo perfil de 

fenóis com valores superiores do extrato de E. pyramidale com 150,9 ± 0,25 mg/g mg 

(Quercetina/g extrato), seguido de P. ruderale com 135,9 ± 0,87 mg/g (Quercetina/g extrato), 

P. ramiflora com 125,8 ± 1,05 mg/g (Quercetina/g extrato) e T. obtusa Flav= 115,0 ± 0,05 mg/g 

(Quercetina/g extrato).  

 

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

A tabela 3 demonstra a atividade antioxidante expressa em valor percentual médio ± 

desvio padrão de sequestro do radical livre DPPH das espécies vegetais avaliadas. O extrato de 

T. obtusa apresentou maior atividade antioxidante (82,36 ± 0,44), seguido de S. fluminensis 

(69,89 ± 1,06).  

 

Tabela 3 – Percentagem da atividade antioxidante pelo método DPPH dos extratos vegetais na 

concentração de 50 mg/mL 

 

Espécies vegetais 
Atividade antioxidante 

 (%) ± DP 

E. pyramidale 57,43 ± 0,86 

P. ruderale 59,16 ± 1,31 

P. ramiflora 59,13 ± 1,16 

S. fluminensis 69,89 ± 1,06 

T. obtusa 82,36 ± 0,44 

 

De todas as análises realizadas, somente três pares de médias (E. pyramidale vs P. 

ramiflora, P. ruderale vs P. ramiflora e P. ramiflora vs E. pyramidale) não apresentaram 

diferenças. Todas as outras análises entre as médias apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas com p-valor <0,001 (Figura 10). 
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Figura 10 – Comparação das médias da atividade antioxidante das espécies vegetais 

determinado pelo intervalo de confiança de Tukey 

 

Nota: EQ=E. pyramidale; PR=P. ruderale; RA=P. ramiflora; SF=S. fluminensis; e TO=T. obtusa 

 

 

5.3 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA 

 

5.3.1 Método de difusão em disco 

 

Neste estudo foi avaliada a atividade antimicrobiana de extratos etanólicos de cinco 

espécies vegetais (E. pyramidale, P. ramiflora, P. ruderale, T. obtusa e S. fluminensis) sobre 

Candida spp., MRSA e KP-KPC. 

Na triagem inicial realizada por meio da técnica de difusão em disco, o extrato de S. 

fluminensis demonstrou atividade antimicrobiana sobre C. glabrata nas duas concentrações 

testadas (500 µg/disco e 2000 µg/disco). No teste realizado sobre MRSA, os extratos de E. 

pyramidale, T. obtusa e S. fluminensis apresentaram halo de inibição apenas na maior 

concentração (2000 µg/disco). Já sobre KP-KPC, foi observado halo de inibição ao redor do 

disco de quatro extratos vegetais utilizados: P. ruderale, E. pyramidale, P. ramiflora e T. 

obtusa. Os extratos etanólicos das espécies vegetais e a média dos diâmetros dos halos de 

inibição considerados como atividade antimicrobiana (halos ≥ 8 mm) são demonstrados na 

Tabela 1. 
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Tabela 1 – Diâmetro dos halos de inibição por concentração dos extratos etanólicos vegetais sobre Candida spp., MRSA e KP-KPC pelo método 

de difusão em disco. 

 

Espécies 

vegetais 

C* 

µg/disco 

Micro-organismos 

Candida albicans 

ATCC 90028 

Candida glabrata 

ATCC 2001 

Candida krusei 

ATCC 6258 

Candida parapsilosis 

ATCC 22019 
MRSA KP-KPC 

E. pyramidale 
500 0 0 0 0 0 8,0 ± 0,0 

2000 0 0 0 0 9,0 ± 0,0 10,5 ± 0,71 

P. ruderale 
500 0 0 0 0 0 11,5 ± 0,71 

2000 0 0 0 0 0 13,5 ± 0,71 

P. ramiflora 
500 0 0 0 0 0 0 

2000 0 0 0 0 0 9,5 ± 0,71 

S. fluminensis 
500 0 11,0 ± 0,0 0 0 0 0 

2000 0 15,0 ± 0,0 0 0 8,0 ± 0,0 0 

T. obtusa 
500 0 0 0 0 0 0 

2000 0 0 0 0 8,5 ± 0,71 9,0 ± 1,41 

Fluconazol1 25 17,33 ± 0,52 17,33 ± 0,52 0 17,33 ± 0,52 nt nt 

Cloranfenicol2 30 nt nt nt nt 30,33 ± 1,37 nt 

Ertapenem3 10 nt nt nt nt nt 9,50 ± 0,84 

Água destilada4 - 0 0 0 0 0 0 

Valores expressos em média ± desvio padrão (n=2); * Concentração em µg/disco; 0 ausência de atividade (halo de inibição ausente ou < 8 mm). 1controle positivo para leveduras; 
2controle positivo para MRSA; 3controle positivo para KP-KPC; 4controle negativo; nt não testado. 
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5.3.2 Microdiluição em caldo 

 

O próximo passo foi submeter os extratos etanólicos das plantas que apresentaram 

atividade antimicrobiana no teste de difusão em disco à determinação da CIM. 

O teste de microdiluição em caldo com o extrato etanólico de Smilax fluminensis sobre 

C. glabrata apresentou uma CIM igual a 500 μg/mL. Extratos de T. obtusa sobre MRSA 

apresentaram uma CIM igual a 1000 μg/mL. Em contrapartida, os testes com o extrato de E. 

pyramidale e S. fluminensis sobre MRSA e de E. pyramidale, P. ruderale, P. ramiflora e T. 

obtusa sobre KP-KPC apresentaram CIM superior a 2000 μg/mL.  

As drogas utilizadas como controle positivo (ERT e FLU) tiverem valores de CIM de 

acordo com os resultados preconizados pelos documentos do CLSI. O solvente utilizado no 

preparo dos extratos não inibiu o crescimento microbiano. 

No ensaio para determinar a CBM do extrato de T. obtusa sobre MRSA o resultado foi 

de 1000 μg/mL (Figura 11 A). Nessa concentração o extrato teve atividade bactericida, pois 

não houve crescimento bacteriano na superfície do ágar. O resultado da determinação da CFM 

do extrato S. fluminensis sobre C. glabrata não houve crescimento de colônias na concentração 

500 μg/mL (Figura 11 B), demonstrando que o extrato tem ação fungicida sobre C. glabrata 

nesta concentração. 

 

Figura 11 – Determinação da CBM do extrato etanólico de T. obtusa e da CFM do extrato 

etanólico de S. fluminensis. 

 

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 
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6 DISCUSSÃO  

 

A pesquisa com plantas, em especial aquelas de uso na medicina popular é complexa, 

envolve diversas etapas e é considerada de elevado custo. Assim, o screening é uma opção 

viável, por ser uma metodologia rápida e eficientes (SIMÕES et al., 2010). 

O extrato etanólico de E. pyramidale indicou diversidade nas classes de metabólitos 

secundários, com maior frequência no grupo de compostos fenólicos e flavonoides, seguido de 

taninos e saponinas e, com menor frequência, esteroides e triterpenos, conforme já observado 

(CARMIGNAN et al., 2020; CORRÊA et al., 2019).  

Compostos fenólicos e flavonoides são fitoquímicos comuns em P. ramiflora 

(OLIVEIRA et al. 2017; TUTTIS et al., 2018). A presença de triterpenos é característica de 

plantas pertencentes à família Asteraceae, incluindo Porophyllum (CORRÊA et al., 2021; 

IBRAHIM et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017). Nesta espécie, 

esteroides têm sido detectados em extratos etanólicos (CORRÊA et al, 2021; OLIVEIRA et al., 

2014) mas não identificados quando utilizado outro solvente na extração (OLIVEIRA et al., 

2014; TUTTIS et al., 2018). 

As classes mais representativas de metabólitos secundários em Asteraceae são os 

compostos fenólicos e os terpenos (BESSADA et al., 2015; LIMA et al, 2016), similarmente à 

presença de compostos fenólicos, flavonoides e triterpenos encontrados em P. ruderale. Outros 

autores (ATHAYDE et al., 2019; CONDE-HERNÁNDEZ; GUERRERO-BELTRÁN, 2014; 

JÁCOMO et al., 2015) identificaram a presença de compostos fenólicos em suas amostras, mas 

não identificaram a presença de triterpenos. 

 As classes de metabólitos secundários encontradas em S. fluminensis (compostos 

fenólicos, flavonoides, taninos, cumarinas, esteroides, triterpenos e saponinas) estão em 

conformidade com os resultados de Mendonça et al. (2019), incluindo presença expressiva de 

compostos fenólicos e flavonoides (PETRICA, SINHORIN, SINHORIN, 2014; SOARES, 

2010). 

 Na T. obtusa foi evidenciada diversidade de metabólitos secundários, com 

predominância de compostos fenólicos e triterpenos, seguido de flavonoides (CORREIA et al., 

2001; MATIAS et al., 2021). 

A produção de metabólitos secundários pode ser alterada por fatores ambientais 

(localização, luz, temperatura, oferta hídrica, nutrientes e salinidade do solo), época de coleta 

do material vegetal, parte da planta utilizada ou, ainda, o método de obtenção do extrato pode 
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comprometer as análises das substâncias isoladas (FERRANDINO; LOVISOLO, 2014; 

GRIESSER et al., 2015; VERMA; SHUKLA, 2015). Esse fato pode explicar a diferença na 

frequência de flavonoides e taninos encontrados em P. ramiflora (CORRÊA et al., 2021), bem 

como na ausência de triterpenos em P. ruderale (ATHAYDE et al., 2019; JÁCOMO et al., 

2015). Todavia, não é possível predizer quais desses fatores foram responsáveis por alterar a 

presença ou identificação dos metabólitos secundários. 

Quanto à atividade antioxidante, todos os extratos vegetais testados apresentaram 

atividade acima de 50% de sequestro do radical livre DPPH, o que sugere que esses extratos 

são compostos por substâncias com significativa atividade antioxidante. Tapirira obtusa 

demonstrou um alto potencial antioxidante. Embora desconheçamos outros estudos com T. 

obtusa, o extrato metanólico de T. guianensis apresentou atividade antioxidante (RODRIGUES 

et al, 2017). Os extratos de S. fluminensis também demonstraram alto potencial antioxidante, 

como descrito em estudos in vitro (PETRICA, SINHORIN, SINHORIN, 2014) e in vivo 

(CUNHA, 2021). Pouteria ramiflora neutralizou o estresse oxidativo e apresentou efeito 

neuroprotetor nos neurônios do de cérebro diabético (COSTA et al. 2013) e potencial 

antioxidante in vitro (CONDESSA, 2011). Porophyllum ruderale também já apresentou 

atividade antioxidante em estudos anteriores (CONDE-HERNANDEZ et al., 2014).  

No tocante à atividade antimicrobiana, nossos resultados demonstram que o extrato 

etanólico das folhas de S. fluminensis possui ação fungicida sobre C. glabrata (ATCC 2001). 

Este é o primeiro estudo a investigar atividade antifúngica de S. fluminensis sobre C. glabrata.  

São resultados bastante relevantes, pois C. glabrata é o segundo agente mais prevalente em 

candidíase vulvovaginal (MAKANJUOLA; BONGOMIN; FAYEMIWO, 2018; WILLEMS et 

al., 2020) e em candidíase orofaríngea (MIRANDA-CADENA et al., 2018; TATI et al., 2016). 

Frequentemente C. glabrata apresenta susceptibilidade reduzida aos fármacos azólicos e 

resistência às equinocandinas (DELLIÈRE et al., 2016; HASSAN; CHEW; THAN, 2021; 

RIVERO-MENENDEZ et al., 2019) ressaltando a necessidade do desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas para o tratamento de candidíases ocasionadas por esse patógeno. 

O outro único estudo que avalia atividade antifúngica de S. fluminenis foi realizado com 

extratos das partes aéreas e flores e observou atividade antifúngica sobre C. tropicalis e C. 

krusei (BRITO et al., 2021). Outras Smilax spp. se destacam por sua ação antimicrobiana in 

vitro. O extrato aquoso do tubérculo de S. glabra Roxb, por exemplo, demonstrou atividade 

sobre Listeria monocytogenes, Escherichia coli, e Salmonella enterica (MCMURRAY et al., 

2020). Os extratos etanólicos dos rizomas de S. glabra apresentaram atividade sobre S. aureus 

(ATCC 6538) e C. albicans e seus compostos isolados foram reportados, além desses, com 
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atividade sobre Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, K. pneumoniae, MRSA e 

Enterococcus faecalis (XU et al., 2013). Também já foi demonstrado que os extratos das folhas 

de S. china L. exibiram atividade antimicrobiana sobre Listeria monocytogenes, S. aureus e 

Salmonella Typhimurium (SEO et al., 2012).  

Este estudo, também, é o primeiro a demonstrar atividade antibacteriana da T. obtusa. 

Nossos resultados revelaram que o extrato etanólico das folhas de T. obtusa possui atividade 

antibacteriana sobre MRSA. Este é um achado de grande importância, devido a relevância 

clínica desse patógeno. Staphylococcus aureus é o principal agente em infecções de pele como 

foliculite, furúnculo, abscessos e impetigo que, quando resistente à meticilina, dificulta o 

tratamento podendo, inclusive, acarretar infecções mais graves (CDC, 2019). Na Austrália, um 

estudo demonstrou que 60% dos casos de em infecções de pele e tecidos moles foram causados 

por MRSA (MACMORRAN et al., 2017), evidenciando a crescente disseminação de patógenos 

resistentes a antibióticos e gerando uma enorme necessidade de descoberta de novas opções 

terapêuticas (SCIRE; HOZÉ; UECKER, 2019; WHO, 2020b; IACG, 2019). 

Um estudo realizado com outra espécie brasileira, a Tapirira guianensis, verificou que 

o extrato apresenta atividade antimicrobiana sobre S. aureus e S. epidermidis (ROUMY et al., 

2009), apoiando o uso tradicional do gênero. A família Anacardiaceae, a qual pertence T. 

obtusa, frequentemente tem sido relatada devido a ampla diversidade de suas atividades 

biológicas (BAPTISTA et al, 2018; SALEHI et al, 2020; SINSINWAR; VADIVEL, 2020). 

O extrato etanólico de Pouteria ramiflora apresentou atividade antibacteriana sobre S. 

aureus a uma concentração de 4 mg/mL (BUSSMANN et al., 2010), corroborando com nossos 

achados onde não identificamos atividade antibacteriana até a concentração máxima testada 

(2.000 µg/mL, que correspondem a 2 mg/mL). 

Os extratos etanólicos de E. pyramidale, P. ramiflora, P. ruderale e T. obtusa 

apresentaram atividade inibitória no teste de difusão em disco sobre KP-KPC, porém, esses 

resultados não foram confirmados pelo teste de microdiluição em caldo nas concentrações 

testadas. Isso pode explicado pela superfície hidrofílica rica em lipopolissacarídeos da parede 

celular das bactérias gram-negativas que dificultam a difusão dos compostos ativos, atuando 

como uma barreira (NIKAIDO, 1994, SHAN et al., 2007). 

A diferença entre as metodologias utilizadas para avaliar a atividade antimicrobiana é 

um ponto que pode resultar em dados de difícil comparação entre as pesquisas. A ausência de 

metodologias específicas para teste de susceptibilidade antimicrobiana de extratos vegetais 

pode acarretar diferenças significativas nos resultados que, por sua vez, podem sofrer variações 

decorrentes do meio de cultura utilizado, preparo do inóculo e técnica empregada. 
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Todos os extratos vegetais estudados apresentaram atividade antioxidante. Em geral, a 

atividade antioxidante está relacionada com os teores de compostos fenólicos e flavonoides dos 

extratos vegetais (KUMAR; PANDEY, 2013; PIETTA, 2000). Entretanto, como os teores de 

flavonoides foi determinado pelo método de complexação por cloreto de alumínio, que é 

específico para flavonas e flavonóis, é possível inferir que o valor dos teores de flavonoides 

encontrados para o extrato de T. obtusa possa estar relacionado com outras classes de 

flavonoides, e/ou triterpenos com potencial antioxidante. 

Os compostos fenólicos, incluindo os flavonoides, são reconhecidos por apresentarem 

propriedades antioxidantes e exercerem muitos efeitos benéficos sobre a saúde, agindo com 

propriedades farmacológicas, como antitumoral, antiviral, anti-inflamatório, anti-infecciosos, e 

tratamento de doenças neurodegenerativas (DAVID; ARULMOLI; PARASURAMAN, 2016; 

LAKHANPAL; RAI, 2007; KUMAR; PANDEY, 2013). 

Existem evidências que as saponinas encontradas na Smilax medica e Smilax aspera 

subsp. mauritanica possuem atividade antifúngica sobre C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis 

(SAUTOUR; MIYAMOTO; LACAILLE-DUBOIS, 2006; BELHOUCHET et al., 2008). 

Diante disso, podemos inferir que a atividade antifúngica de S. fluminensis está relacionada, 

além dos compostos fenólicos e flavonoides, à presença de saponinas. No entanto, esse extrato 

também apresentou a presença de cumarinas, que estão associadas às atividades antitumorais, 

anti-HIV, antimicrobiana e antioxidante (BORGES et al., 2005; GARRO; PUNGITORE, 2015; 

PANNO; GIORDANO, 2014). Nesse contexto, podemos inferir que a atividade antioxidante e 

antifúngica apresentada pelo extrato de S. fluminensis não está restrita a um único metabólito 

secundário, mas se deve a atuação sinérgica desses constituintes. Dentre os ensaios realizados, 

a S. fluminensis, foi a espécie que se sobressaiu em relação a resultados positivos nos diferentes 

testes empregados. 

Os triterpenos são compostos que têm sido relatados pela sua atividade anti-inflamatória 

(LIAW et al., 2013), antioxidante (DAVID et al., 2012), antiviral (BALTINA et al., 2003), 

anticâncer (BISHAYEE et al., 2011), antimicrobianas (AHMED et al., 2010; MOKOKA et al., 

2013). Esses metabólitos foram encontrados em todas as espécies vegetais e com maior 

frequência em T. obtusa. Esse fato sugere que a atividade antibacteriana de T. obtusa sobre 

MRSA pode estar relacionada à alta frequência de triterpenos. Além disso, é possível que ocorra 

uma atuação sinérgica entre os triterpenos e os compostos fenólicos capaz de intensificar as 

propriedades antibacterianas nessa espécie. Novos estudos são necessários para comprovar esta 

hipótese. 
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As limitações deste estudo foram o pequeno número de micro-organismos testados e a 

realização dos testes de susceptibilidade somente com extrato bruto. Estudos com frações do 

extrato vegetal podem possibilitar a comparação entre as concentrações necessárias para 

verificação da atividade antimicrobiana, haja vista que os metabólitos minoritários podem ter 

sua atividade biológica diminuída por outros componentes da mistura. Por outro lado, em 

muitas espécies botânicas, a atividade antimicrobiana é conferida por meio da atuação sinérgica 

entre os compostos dos extratos vegetais. 

Diante disso, nossos dados, embora promissores, requerem a necessidade de mais 

estudos que possam identificar e quantificar os compostos químicos presentes nos extratos 

vegetais e o seu potencial antimicrobiano nas plantas estudadas.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Este estudo demonstra potencial atividade antimicrobiana de extratos de S. fluminensis 

e T. obtusa frente a Candida glabrata e isolados clínicos multidrogas resistentes de 

Staphylococcus aureus, respectivamente. 

Smilax fluminensis possui princípios ativos que podem ser utilizados no 

desenvolvimento de produtos antifúngicos tópicos para o tratamento de candidíase vaginal, 

orofaríngea, ou ainda, outras candidíases na pele e unhas. E Tapirira obtusa pode ser utilizada 

como tratamento tópico para infecções de pele causadas por Staphylococcus aureus. 

O potencial antioxidante das espécies estudadas representa uma alternativa promissora 

aos antioxidantes sintéticos que podem ser utilizados pela indústria alimentícia e cosmética, ou 

ainda, no desenvolvimento de novos produtos nutracêuticos. 

Novos estudos são necessários para identificar quais metabólitos secundários estão 

relacionados com a atividade antimicrobiana e antioxidante encontradas nos extratos de E. 

pyramidale, P. ramiflora, P. ruderale, T. obtusa e S. fluminensis. 
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