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RESUMO  

Os vegetais são excelentes fontes de matéria prima em busca de novas drogas, 

tendo-se em vista a sua diversidade de moléculas. O aumento de infecções e o 

aparecimento de resistência microbiana reforçam essa pesquisa. O presente trabalho 

teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de Derris negrensis Benth 

(Fabaceae).  O extrato aquoso de caule e raiz de D. negrensis foi obtido pelo método de 

maceração, e submetido à avaliação da atividade antimicrobiana pelo método de difusão 

em ágar-técnica do poço para os micro-organismos S. aureus, C. albicans, K. 

pneumoniae, P. aeruginosa e E.coli. As atividades fungicida e bactericida foram 

analisadas utilizando placas de Petri devidamente preparadas com meio de cultura 

específico para cada micro-organismo. Os extratos foram preparados nas concentrações 

de 300, 400 e 500mg/mL. A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

foi feita através do método de microdiluição em placa, frente aos micro-organismos: S. 

aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e E.coli. Foram realizadas cromatografia em 

camada delgada (CCD) e bioautografia. Os resultados revelaram presença de atividade 

antimicrobiana no extrato da raiz para todas as bactérias testadas, sendo mais eficaz  

para as bactérias S. aureus e P. aeruginosa. No método da CIM, os extratos foram 

capazes de inibir o crescimento microbiano nas concentrações que variaram de 300 a 

75mg/mL. Foi possível observar que o extrato da raiz proporcionou melhor atividade 

antimicrobiana em relação ao extrato do caule no método de difusão ágar técnica do 

poço. Substâncias com características de alcalóides, terpenos e compostos fenólicos 

foram observadas na CCD. Os resultados deste trabalho constituem uma alternativa no 

combate aos micro-organismos resistentes a antibióticos e possibilita a descoberta de 

novos constituintes químicos derivados de produtos naturais, a fim de minimizar a 

resistência microbiana. Sugere-se a continuação de estudos complementares no sentido 

de isolar as substâncias responsáveis por esta atividade e a realização de testes 

toxicológicos para viabilizar a sua utilização.  

Palavras chaves: Timborana, atividade antimicrobiana, extratos vegetais, Derris 
negrensis.   
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ABSTRACT  

The vegetables are excellent matter sources it excels in search of new drugs, is 

tended in view your diversity of molecules. The increase of infections and the 

emergence of microbial resistance reinforce that research. The present work had as 

objective evaluates the activity antimicrobial of Derris negrensis Benth (Fabaceae). The 

aqueous extract of stem and root of D. negrensis was obtained by the maceration 

method, and submitted to the evaluation of antimicrobial activity by the diffusion 

method in agar - technique of the well for the personal microorganisms: S. aureus, C. 

albicans, K. pneumoniae, P. aeruginosa and E.coli. The fungicide and bactericide 

activities were analyzed using plates of Petri properly prepared with middle of culture 

specific for each personal microorganism. The extract was preparated in the 

concentrations of: 300, 400 and 500mg/mL.The determination of the Minimal 

Inhibitory Concentration (MIC) it was done through the microdilution method in plate, 

front to the personal microorganisms: S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa and 

E.coli. Cromatography were accomplished in thin layer (PC) and bioautography. The 

results revealed presence of antimicrobial activity in the extract of the root for all the 

tested bacterias, being more effective for the bacteries S. aureus and P. aeruginosa. In 

the method of MIC, the extracts were capable to inhibit the microbial growth in the 

concentrations that varied from 75 to 300mg/mL. It was possible to observe that the 

extract of the root provided better antimicrobial activity in relation to the extract of the 

stem in the method of diffusion technical agar of the well. Substances with 

characteristics of: alkaloids, terpens and composed phenolics they were observed in PC. 

The results of this work constitute an alternative in the combat to the resistant personal 

micro-organisms to antibiotic and it makes possible the new derived chemical 

representatives' of natural products discovery, in order to minimize the microbial 

resistance. The continuation of complemental studies is suggested in the sense of 

isolating the responsible substances for this activity and the accomplishment of 

toxicological tests to make possible your use. 

Keywords: Timborana, antimicrobial activity, vegetable extracts, Derris negrensis. 
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1  INTRODUÇÃO 

Os vegetais são excelentes fontes de matéria prima na busca de novas drogas, tendo 

em vista que a diversidade molecular dos produtos naturais é muito superior àquela derivada 

dos processos de síntese química. A fantástica variedade e complexidade de metabólitos 

biossintetizados pelas plantas sofrem a influência dos estímulos ambientais, bastante 

variáveis, de naturezas química, física e biológica, sobre sua composição química, 

sintetizando moléculas de estruturas complexas e com grande diversidade de esqueletos e 

grupos químicos funcionais (Alves, 2005). 

Os compostos de origem vegetal na medicina moderna são de grande importância, 

pois entre os anos de 1984 e 1994, dos medicamentos aprovados pelo Ministério da Saúde, 

6% foram extraídos diretamente de espécies vegetais, 24% foram produzidos a partir de 

produtos derivados de vegetais e 9% foram desenvolvidos por meio de modelagem molecular 

de estruturas químicas de compostos vegetais que serviram como protótipos. Metade dos 25 

medicamentos de maior utilização no mundo foi originada de metabólitos secundários de 

vegetais (Alves, 2005). 

As plantas produzem dois tipos distintos de metabólitos: primário e secundário.  

Metabólitos primários são encontrados em todos os sistemas vivos e são essenciais ao 

crescimento e à vida da própria planta, como exemplo: os aminoácidos, monossacarídeos, 

ácidos carboxílicos etc. Os metabólitos secundários são produtos de metabolismo específico, 

resultantes de processos adaptativos e constituídos por uma variedade de substâncias 

bioativas. A produção de determinados metabólitos secundários pode ser característica restrita 

de certas plantas e são caracterizados por uma enorme diversidade química. Essas substâncias 

são de importância relevante nos mecanismos de defesa das plantas contra predadores 

(Botsaris & Machado, 1999; Lima, 2001) e o interesse científico por elas tem aumentado 

devido à busca por novos medicamentos oriundos de plantas (Sato et al., 2002; Paiva et al., 

2003). 

A pesquísa de novas substâncias com finalidade terapêutica pode ser executada por 

meio de vários processos. Os mais utilizados são a síntese de novas moléculas, a modificação 

molecular de substâncias naturais, bem como extração, isolamento e purificação de novos 

compostos de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma fonte inesgotável de 

substâncias potencialmente ativas como medicamentos (Brito et al., 1993). 

As pesquisas com o propósito de obter novos medicamentos a partir de plantas, ou de 

aprimorar fitoterápicos já existentes, vêm reassumindo papel importante. Menos de 10% de 
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espécies de plantas no mundo foram investigadas com o objetivo de descobrir propriedades 

terapêuticas. Podem ser pesquisadas não somente plantas empregadas diretamente na 

terapêutica, mas também aquelas que possam constituir matéria prima ou fornecer 

intermediários para a fabricação de fármacos sintéticos (Ferreira et al., 1998; Sixel & 

Pecinalli, 2002). 

O farmacêutico alemão Friedrich Wilhelm Adam isolou em 1804, a morfina, que 

inspirou a descoberta posterior dos derivados 4-fenil-piperidínicos como uma nova classe de 

hipoanalgésicos de emprego mais efetivo e seguro. Esta simplificação molecular permitiu 

posterior otimização e a melhor compreensão do mecanismo de ação analgésica deste 

alcalóide, originalmente isolado de Papaver somniferum (Barreiro & Manssour, 2008). 

Segundo estimativa da Convenção de Diversidade Biológica (CDB), o Brasil 

hospeda entre 15% e 20% de toda a biodiversidade mundial, sendo considerado o maior país 

do planeta em número de espécies endêmicas. A biodiversidade do Brasil não é totalmente 

conhecida devido à sua complexidade, mas estima-se que existam 55.000 espécies 

catalogadas, num total estimado entre 350.000 e 550.000 (Toledo, 2002; Barreiro, 2009). 

Os estudos com plantas no Brasil estão se intensificando, devido à necessidade da 

busca de novos agentes antimicrobianos para combater a resistência dos micro-organismos 

frente à automedicação, síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), antitumorais, entre 

outros fatores. Considerando a evolução de genes bacterianos resistentes a antibióticos, 

extratos originários de plantas têm se tornado objeto de estudo das indústrias farmacêuticas. O 

interesse por compostos naturais está crescendo significamente, e um dos fatores é o grande 

número de efeitos adversos causados pelos medicamentos sintéticos (Ferreira et al., 1998; 

Lima, 2001; Amorim et al., 2003; Turolla & Nascimento, 2006). 

Embora existam diversas publicações sobre os usos tradicional e farmacêutico de 

espécies de plantas encontradas no Brasil, ainda há poucos estudos científicos sobre 

propriedades tóxicas e farmacológicas de plantas. Existem, também, poucos exemplos da 

descoberta de substâncias bioativas, o qual serviu como protótipo para o desenvolvimento de 

agentes fitoterapêuticos e farmacêuticos. Várias substâncias ativas, presentes em extratos de 

plantas nativas, ainda não foram identificadas; então essa é uma área que precisa ser 

explorada. Como exemplos de produtos derivados de plantas comercializados no Brasil 

podemos citar Ierobina®, cujo uso é indicado para tratamento de indigestão, e o agente 

fitoterapêutico anti-inflamatório Acheflan® (Botion et al., 2005; Fenner et al., 2006; Moreira 

et al., 2006; Giorgetti et al., 2007).   
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A Amazônia é a maior floresta tropical no mundo. Ela ocupa quase metade do 

continente sul-americano e é um centro de diversidade biológica, ao lado da sua importância 

no equilíbrio ecológico global. Essa região é uma fonte rica de espécies para agricultura, 

plantas domésticas e aplicações medicinais. Aproximadamente 125.000 espécies de plantas 

estão na floresta tropical, a qual continua a ser um bom reservatório para a descoberta de 

moléculas bioativas e agentes fitoterápicos. Entretanto, apenas 1% do potencial farmacológico 

de todas as espécies de plantas tropicais estudadas foi avaliado (Montanari & Bolzani, 2001; 

Gurib-Fakim, 2006). 

Plantas nativas da Amazônia foram pouco pesquisadas e não existem estimativas do 

número de espécies que foram estudadas ou têm aplicação para a saúde humana. O uso da 

flora dessa região tem sido modesto em relação a seu valor estratégico no desenvolvimento de 

produtos locais. Além disso, pesquisas, na região, de plantas com potencial larvicida e 

inseticida, propriedades citotóxicas e atividades antimicrobianas têm sido pouco investigadas 

(Quignard et al., 2004; Pohlit et al., 2004). 

Os extratos vegetais são uma alternativa para a descoberta de um novo produto com 

alto potencial antimicrobiano. Em face disso, e da necessidade de desenvolvimento de novos 

medicamentos, no sentido de minimizar os problemas relacionados à resistência microbiana, 

foi avaliada a atividade antimicrobiana do extrato de Derris negrensis.           
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2 OBJETIVOS      

2.1 Geral  

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de extrato aquoso de Derris negrensis 

Benth.  

2.2 Específicos  

 

Avaliar a propriedade antimicrobiana do extrato aquoso de caule e raiz de D. 

negrensis; 

 

Determinar a Concentração Inibitória Minima (CIM) dos micro-organismos; 

 

Analisar, por cromatografia em camada delgada (CCD), as caracteristicas dos grupos 

de metabólitos secundários presentes nos extratos; 

 

 Avaliar por bioautografia, a atividade antimicrobiana.             



5

     
3  REVISÃO DA LITERATURA       

3.1  Descrição botânica da família Fabaceae 

A família Fabaceae é a segunda maior entre as dicotiledôneas, composta por 740 

gêneros e mais de 16.000 espécies mundialmente distribuídas, desde florestas tropicais até 

desertos quentes (Ribeiro et al., 1999; Wink et al., 2003).  

Está subdividida em três subfamílias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e 

Papilionoideae, as quais são consideradas famílias independentes por alguns taxonomistas. A 

subfamília Papilionoideae é considerada a mais evoluída e mais amplamente distribuída 

dentre as três, sendo facilmente diferenciada do grupo pelos caracteres vegetativos, florais e 

frutíferos (Ribeiro et al., 1999; Dutra et al., 2005). 
A importância econômica da família Fabaceae é grande, pois apresenta vasta 

variedade de espécies alimentícias, além de fornecer madeira de boa qualidade, ração para 

animais, látex, resinas, matéria-prima na fabricação de tintas, inseticidas, drogas medicinais 

no seu estado bruto (Dioclea megacarpa, Vatairea paraensis e Dipteryx puncata) e árvores 

ornamentais. As espécies mais conhecidas empregadas como fontes alimentícias são: o grão-

de-bico (Cicer arietnum), ervilha (Pisum sativum), feijão (Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens 

cultivaris) e a soja (Glycine max) (Sannomiya, 1994; Ribeiro et al., 1999). 

A maioria das espécies pertencentes a essa família possui uma característica comum, 

que é a presença de nódulos nas raízes contendo bactérias do gênero Rhizobium, as quais são 

capazes de captar nitrogênio atmosférico e convertê-lo em outros compostos nitrogenados. 

Por esta razão, um grande número de leguminosas é adaptada à habitats áridos ou 

semidesérticos, além de algumas espécies da subfamília Papilionoideae como Trifolium 

repens, Medicago sativa serem utilizadas como fertilizantes (Sannomiya, 1994; Wink et al., 

2003). 

Uma grande variedade de metabólitos secundários é produzida por plantas da família 

Fabaceae, tais como alcalóides, aminoácidos não proteicos, aminas, fenilpropanóides, 

flavonóides, isoflavonóides, antraquinonas, di-, sesqui- e tri-terpenos. Entre essas classes de 

substâncias, destacam-se os flavonóides, devido à freqüência e diversidade de esqueletos que 

são encontrados nas três subfamílias. Deste modo, como são produtos naturais encontrados 

em quase todas as subfamílias de Fabaceae estudadas, são de importância taxonômica restrita 

apenas a essa família (Wink et al., 2003). 

Na família Fabaceae, a ocorrência de flavonóides resulta no uso etnobotânico das 

espécies, como tintura, inseticidas e drogas medicinais; à quimiotaxonomia, os quais podem 
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ser utilizados na determinação de parentesco de híbridos e de novos cultivares; e funções 

quimioecológicas, como defesa da planta contra herbívoros ou agentes patológicos e atração 

de polinizadores (Hegnauer et al., 1993).  

3.2  Flavonóides 

Os flavonóides são uma classe de compostos naturais de considerável interesse 

científico e terapêutico. Eles são um grupo de substâncias naturais com estrutura fenólica 

variável. As variações das estruturas resultam na diversidade de classes de flavonóides 

encontrados na natureza, como: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanal, flavanonóis, 

antocianidinas, chalconas entre outros (Behling et al., 2004). 

A diversidade desses metabólitos secundários contribui para importantes funções nos 

vegetais e apresentam diversas atividades biológicas. Nos vegetais, que produzem flores e 

frutos, são fontes de pigmentos para sua coloração, componentes importantes para o 

armazenamento químico da planta contra insetos, fungos, vírus, bactérias, antioxidantes, 

controle da ação de hormônios vegetais, agentes alelopáticos, inibidores de enzimas. 

Fornecem elementos importantes na proteção dos vegetais contra a incidência de raios 

ultravioleta e visível (Salisbury & Ross, 1991; Harbone & Williams, 2002; Rije et al., 2006). 

As chalconas e auronas (Figura 1) são grupos de flavonóides encontrados geralmente 

nas mesmas plantas, sendo responsáveis pela coloração amarela, enquanto as colorações 

escarlate, laranja, rosa, azul e violeta derivam das antocianidinas (Figura 1), substâncias 

constituídas de sais flavílicos solúveis em água, também encontradas em outros órgãos das 

plantas como raízes e folhas. Esses pigmentos têm como uma das mais importantes funções, a 

de atrair polinizadores e dispersores de sementes, resultando na disseminação de espécies 

vegetais por meio da interação entre plantas e animais. Também são responsáveis pela 

atividade inibidora do crescimento de larvas de alguns insetos (Dewick, 2001; Schenkel et al., 

2004; Raven et al., 2007).  

Chalcona Aurona

 

Antocianidina

 

Figura 1 - Esqueleto básico de algumas classes de flavonóides com função de                    
pigmentação na planta ( Harbone et al., 2002) 

1

 

2 3

 



7

      

3.3  Isoflavonóides 

Os isoflavonóides são caracterizados, como os demais flavonóides, por uma cadeia 

arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano. Em contraste com outras classes de 

flavonóides, os isoflavonóides têm um determinado limite de distribuição taxonômica e sua 

ocorrência é exclusiva da família Fabaceae (Schijlen et al., 2004; Simões et al., 2004)). Estes 

metabólitos secundários apresentam uma diversidade estrutural importante, como as 

isoflavonas, isoflavenos e aril-3-cumarinas; e também estruturas cíclicas como os 

pterocarpanos, cumestanos, cumaronocromonas, sendo que alguns possuem um carbono 

suplementar (rotenóides). Nos vegetais, a maioria destas substâncias comporta-se como 

fitoalexinas, como os pterocarpanos, faseorlina e medicarpina, cujos componentes são 

produzidos pela planta como defesa contra agentes patogênicos, como vírus, fungos e 

bactérias (Salisbury & Ross, 1991; Firmino, 1998). Na natureza, a ocorrência de isoflavonas é 

maior que a de isoflavanona. 

Os rotenóides não possuem uma nomenclatura sistemática e são conhecidos 

frequentemente por nomes triviais. Podem ser divididos em rotenóides, 12a-hidróxi-

rotenóides e di-hidrorotenóides. A maior parte dos rotenóides possui um substituinte 

isoprenila. Os pterocarpanos representam a maior classe de isoflavonóides, depois das 

isoflavonas. Apresentam um núcleo tetracíclico derivado do núcleo fundamental das 

isoflavonas (Simões et al., 2004). 

Flavonóides têm apresentado uma série de propriedades benéficas ao metabolismo 

do nosso organismo. Entre as propriedades, podem-se citar as atividades antialérgicas, 

antivirais e fungicidas. As atividades anticâncer, anti-inflamatórias e a redução de risco de 

doenças cardiovasculares têm sido atribuídas às propriedades antioxidantes que estão 

relacionadas à prevenção da peroxidação lipídica da membrana celular e com a proteção de 

substâncias de importante papel fisiológico, como a vitamina C e a adrenalina (Cushine & 

Lamb, 2005; Magalhães et al., 2007). Os flavonóides com maior importância terapêutica são 

os derivados de flavonas. Eles são bem absorvidos por via digestiva e sua toxicidade é baixa 

(Boltsaris & Machado, 1999). 

Muitos flavonóides, quando introduzidos no organismo humano, são capazes de 

alterar sua fisiologia, isto é, possuem atividade farmacológica. Por isso eles são de interesse 

medicinal, podendo exercer efeitos medicinais ou tóxicos, dependendo da quantidade 

introduzida no organismo humano (Lopes & Rosso, 2010). 
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3.4  Biossíntese 

Os flavonóides podem ser encontrados em diversas formas estruturais que, em 

comum, possuem 15 átomos de carbono em seu esqueleto básico, arranjados na forma C6-C3-

C6 que corresponde a dois anéis aromáticos (A e B) interligados por uma cadeia de três 

átomos de carbonos entre si, que podem vir ou não dar origem a um terceiro anel benzopirano 

ou cromano (C), de cinco ou seis membros entre os anéis aromáticos (A e B) (Figura 2)  

Pietta, 2000; Costa, 2002;Behling et al., 2004). 

 

Figura 2 - Núcleo fundamental dos flavonóides e sua numeração (Simões et al., 2004)  

São conhecidos mais de 4.200 flavonóides diferentes, sendo que o número de novas 

estruturas identificadas praticamente dobrou nos últimos vinte anos. Os flavonóides de origem 

natural apresentam-se, frequentemente, oxigenados e um grande número ocorre conjugado 

com açúcares, também conhecido como heterosídeo (Simões et al., 2004).      

A rota biossintética dos flavonóides apresenta a singularidade de seus anéis 

aromáticos serem formados de rotas metabólicas distintas: chiquimato e acetato. Estes anéis 

são originados de uma via biossintética mista, onde através de uma sequência de reações de 

condensação, mediados por enzimas, três moléculas de malonil CoA derivadas da via do 

acetato são condensadas juntamente com uma molécula de 4-hidroxicoumaril-CoA, derivada 

da via do chiquimato. As unidades oriundas da via do acetato dão origem ao anel A enquanto 

a unidade proveniente da via do chiquimato dá origem ao anel B e aos três átomos de carbono 

que intreligam os anéis A e B. A ciclização resultando na formação do anel A produz a 

chalcona que se equilibra com a flavanona correspondente. Os outros tipos de flavonóides são 

formados por subsequentes etapas de óxi-redução deste intermediário comum (Figura 3) 

(Salisbury & Ross, 1991; Andersen et al., 2006). 

A

 

C

 

B
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Figura 3 - Biossíntese dos diversos flavonóides (Simões et al., 2004)   

A flavanonona é formada pela síntese de adição, no qual o grupo hidroxílico age 

como nucleófilo e ataca a cetona , -insaturada, sendo o intermediário biossintético da 

maioria das classes de flavonóides. Em alguns casos, tem sido mostrado por meio de estudos 

de incorporação de precursores, que os flavonóides são biossintetizados a partir da chalcona. 

Após a formação deste metabólito secundário, uma série de reações enzimáticas envolvendo 

oxidações, reduções e alquilações originam os mais distintos esqueletos de flavonóides. As 

diversas classes de flavonóides diferem principalmente no nível de oxidação e no padrão de 

substituição dos anéis A e B (Schentel et al., 2004). 

O padrão de hidroxilação do esqueleto básico dos flavonóides, geralmente, ocorre 

nas posições 5, 7 e 4 . Entretanto, podem ocorrer modificações, como perda do grupo OH da 

posição 5, cujo processo é realizado pela enzima redutase, a qual, quando atua 

simultaneamente com a enzima chalcona-sintase, promove a redução deste grupo, antes da 

formação do primeiro flavonóide na via biossintética. Estas alterações são uma das principais 

características dos flavonóides (Hegnauer et al., 1993; Dewich, 2001). 
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Nas espécies da família Fabaceae, a grande diversidade estrutural de flavonóides 

ocorre devido a quatro fatores: 1) introdução de grupos hidroxílicos nas posições 6, 8 e 2 dos 

anéis A e B, respectivamente, no esqueleto básico, o qual geralmente apresenta um padrão de 

substituição 5, 7 e 4 -triidroxi; 2) perda do grupo hidroxila na posição 5, como citado 

anteriormente; 3) metilação de grupos hidroxílicos ou formação de grupos metileno dióxidos; 

4) inserção de grupo C-alquílicos, tais como metil e especialmente grupos C-prenil, os quais 

podem sofrer diversas modificações, resultando em anéis de cinco ou seis membros 

(Hegnauer & Grayer-Barkmeyer, 1993; Kaufman et al., 1999). 

Os grupos prenila são derivados da via do mevalonato e flavonóides prenilados; 

ocorrem quase que exclusivamente na subfamília Papilionoideae da família Fabaceae 

(Dewick, 2001). 

As reações de ciclização do C-prenila ocorrem por ataque nucleofílico do grupo 

hidroxila ao epóxido, inicialmente formado pela oxidação da ligação dupla deste grupo 

alquílico. Dependendo da orientação do ataque nucleofílico, o produto será um anel de cinco 

membros: o furano. O anel furano dissubstituido é biossinteticamente formado pela ação da 

enzima mono-oxigenase citocromo P450 dependente, que utiliza os cofatores NADPH e 

oxigênio molecular para clivagem do grupo hidroxi-isopropila, cujo fragmento é liberado em 

forma de acetona. Nesta etapa não ocorre a formação de nenhum intermediário hidroxilado e 

o processo é iniciado por um mecanismo via radicalar (Dewich, 2001). 

Algumas classes de flavonóides, como chalconas, di-hidrochalconas e flavanonas, 

tendem a ser encontradas na sua forma livre, ou seja, não associadas às moléculas de 

açúcares, altamente metilados e prenilados nas raízes, caule e sementes de espécies de plantas 

das famílias Fabaceae, Rutaceae, Compositae, enquanto estruturas mais simples e glicosiladas 

são encontradas em folhas, flores e frutos de espécies destas famílias (Hegnauer & Grayer-

Barkmeyer, 1993; Boltsaris & Machado, 1999). 

Os flavonóides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas 

flores, nos caules ou ramos, raízes ou frutos. Os mesmos compostos ainda podem ocorrer em 

diferentes concentrações, dependendo do órgão vegetal em que se encontram (Simões et al., 

2004). 

Segundo Simões et al. (2004), o interesse econômico pelos flavonóides é decorrente 

de suas diferentes propriedades, como, por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e 

poderem ser usados como pigmento. Além disso, esses compostos possuem também 

importância farmacológica, resultado de algumas propriedades atribuídas a alguns 

representantes da classe. 



11

       

3.5  Timbó   

Timbó ou tingui é a designação popular atribuída, em todo o Brasil, a um grande 

número de plantas empregadas por populações primitivas na pesca pelo envenenamento. A 

prática de tinguijar, deixar no rio ou lago, a planta previamente esmagada, remonta a tempos 

pré-colombianos, onde foi adotada pelos caboclos e índios da Amazônia nas pescarias, sendo 

empregada até os dias atuais. Esmagada na água, os peixes começam a boiar e podem ser 

facilmente apanhados com a mão. Deixados na água, recuperam-se, podendo ser consumidos 

sem inconveniente. A planta era também usada, em algumas tribos, no preparo de veneno de 

flechas (Lima, 1987; Schvartsman, 1992; Razzini & Mors, 1995). 

Segundo Heizer (1986), o uso de venenos vegetais de pesca é provavelmente um 

velho e arraigado hábito cultural. Seu uso estende-se para algumas regiões da América 

Central até o norte do México e em algumas regiões da América do Norte (Leste do 

Mississipi e Califórnia). Estima-se que no mundo, cerca de 140 espécies são utilizadas como 

veneno de pesca, com aproximadamente 340 nomes. 

A pesca com timbó ocorre geralmente nas estações de águas baixas, quando a 

diluição do veneno na água é maior. Este método consiste basicamente em introduzir o 

ictiotóxico a partir de um determinado ponto do rio ou igarapé, a fim de coletar os peixes 

entorpecidos. Aparentemente não deixam resíduos tóxicos nos peixes, sendo apropriados para 

consumo humano, sem maiores tratamentos. Os princípios ativos destes venenos podem ser 

divididos em oito grupos: rotenona, os saponáceos, glucosídeos cardíacos, alcalóides, 

terpenos, taninos, compostos cianogênicos e ictioterol (Acevedo-Rodriguez, 1990).   

O nome timbó serve para designar numerosas plantas pertencentes a diversas 

famílias botânicas, principalmente Sapindaceae e Fabaceae, as quais apresentam propriedades 

ictiotóxicas e contêm, em quantidades variáveis, o alcalóide timboína, o qual é um notável 

analgésico empregado sob a forma de tintura alcoólica ou extrato fluido contra nevralgias 

crônicas e insônias (Corrêa, 1984). Na medicina tradicional tailandesa, é utilizado como 

expectorante, antitussígeno e antidiarréico (Tiangburanathan, 1996), tendo sido relatada 

atividade imunoestimulante (Sriwanthana e Chavalittumrong, 2001) e atividade anti-

inflamatória (Laupattarakassem et al., 2004). 
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Os timbós encontrados na Amazônia brasileira são plantas do gênero Derris, que 

vem se destacando pela produção de compostos pertencentes às classes dos rotenóides, os 

quais apresentam ação antibacteriana (Bearez, 1998; Arruda, 2005; Borges et al., 2006). 

Ao longo do tempo, plantas tóxicas foram consideradas de modo muito diverso. Em 

épocas remotas, e também neste século, em algumas regiões, plantas tóxicas exercem papel 

importante para prover alimentação por meio do uso de veneno de flechas na caça ou veneno 

para peixes. Mais recentemente, no inicio do século XX, plantas tóxicas começaram a 

despertar interesse de pesquisadores por possuírem substâncias bioativas, capazes de propiciar 

modelos moleculares para o desenvolvimento de novos fármacos (Simões et al., 2004).       

3.6  O gênero Derris  

Os timbós verdadeiros, plantas pertencentes ao gênero Derris, compreendem várias 

espécies, tais como: Derris negrensis, Derris urucu, Derris nicou e Derris elliptica. É um 

cipó trepador originário do Brasil, encontrado nas matas da Amazônia. É revestido de uma 

substância pegajosa e possui raízes com extensas ramificações. Suas flores são pequenas, 

assumindo a forma de espigas e as folhas têm folíolos ovais (Aragão & Vale, 1973; Martins, 

1989).  

A espécie D. negrensis pertence à subfamília Papilionoideae (Figuras 4 e 5). É uma 

liana lenhosa, com caule cilíndrico, casca marrom claro, rígida, com lenticelas salientes e 

elípticas e desprendimento puverulento, exsudação vermelha (Figura 6). Suas folhas são 

subquinadas ovais ou oblongas acuminadas, com base arredondada, coriáceas, glabras em 

cima, embaixo com pêlos esparsos pequenos, racemos com muitas flores, femigíneos 

tomentosos, pedicelos fasciculados. Os folíolos são coriáceos e elípticos, ocasional. 

Conhecida popularmente como timborana, É encontrada em áreas de vertentes e baixios na 

bacia do Rio Negro (Le Cointe, 1947; Corrêa, 1984; Ribeiro et al., 1999).   
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Figura 4 - Exsicata de D. negrensis (Fonte: Fonte:http://www.nybg.org/)  

 

Figura 5 - Ramo de D. negrensis. Foto: Silva, P.E.S., 2009.    

http://www.nybg.org/
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   Figura 6 - Ritidoma (caule): exsudação. Foto: Silva, P.E.S., 2009.  

Papilionoideae é a maior das três subfamílias da família Fabaceae. Tem distribuição 

bastante ampla nas zonas tropicais, subtropicais, estendendo-se às regiões temperadas, mas 

sua maior diversidade encontra-se nos trópicos americanos e africanos. Algumas espécies são 

utilizadas por apresentarem importantes propriedades medicinais como levodopa, usado no 

tratamento do mal de Parkinson, pitiríases, sarnas e no tratamento de pneumonia (Martins, 

1989; Ribeiro et al., 1999).   

3.7 Estudo fitoquímico e atividade biológica de plantas dos gêneros Derris, 

Lonchocarpus, Tefrosia e Poiretia 

A rotenona é o constituinte ativo de várias espécies de plantas leguminosas dos 

gêneros Lonchocarpus e Derris, popularmente conhecidas como tuba na Malásia, cube no 

Peru e timbó no Brasil (Corbett, 1940). Os gêneros Lonchocarpus e Derris abrangem espécies 

produtoras de diversos tipos de substâncias fenólicas, como por exemplo, estilbenos, 

chalconas, flavanonas, isoflavonas e rotenonas (Magalhães et al., 2000). 

Maia & Vasconcelos (1976), realizando estudos fitoquímicos, cromatográficos, 

espectrométricos e de ressonância magnética com Derris negrensis, identificaram a presença 

de 28,5% de rotenona e de-hidrorotenona. A rotenona foi encontrada na proporção de 3% a 

11% na planta Lonchocarpus nicou (Gomes, 1946). 

Nas leguminosas dos gêneros Derris e Tefrosia, o princípio ativo mais importante é a 

rotenona. Entretanto, são encontrados outros flavonóides de estruturas semelhantes, 

englobados pela designação geral de rotenóides. São insolúveis em água, e provavelmente, as 
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saponinas que os acompanham promovem sua suspensão no meio, ajudando a exercer a sua 

função tóxica (Razzini & Mors, 1995). 

Os flavonóides ocorrem principalmente nas famílias Rutaceae, Compositae e 

Fabaceae. As ações farmacológicas comuns dos flavonóides são anti-inflamatórias, 

estabilizadoras do endotélio vascular e cardiocirculatória. Entre as ações farmacológicas 

comuns, apresentadas pela saponina, estão as atividades antimicrobianas e anti-inflamatórias 

(Botsaris & Machado, 1999). 

Os principais componentes do gênero Tefrosia, encontrados nas folhas e ramos 

tenros, são: tefrosina, rotenona, deguelina e toxicarol. A tefrosina mostrou ser o princípio 

tóxico mais potente sobre os peixes (Schvartsman, 1992). Rotenona e rotenóides são 

substâncias ictiotóxicas e inseticidas, encontradas em espécies de Derris, Tefrosia e outras 

plantas da família Fabaceae (Geissman, 1962). 

Nas espécies Derris urucu e Derris nicou, são encontrados nas suas raízes, os 

metabólitos secundários rotenona e rotenóides isoflavonóicos, entre os quais se destacam a 

deguelina, tefrosina e toxicarol (Lima, 1987). 

Mascaro et al. (1998) utilizaram pó de raízes de Derris spp. e observaram valores de 

DL50 em três espécies de peixes, filogeneticamente diferentes, nas concentrações de 2,6µg/mL 

para Collosoma  macropomum (tambaqui) 4,8µg/mL  para  Oreochromis niloticus (tilápia) 

14,2µg/mL para  Plecostomus sp (cascudo) e 100,0mg/kg para Rattus norvegicus (rato), 

sugerindo a menor susceptibilidade dos mamíferos em relação aos peixes, possivelmente 

devido a fatores fármaco-cinéticos que se relacionam com as diferentes barreiras teciduais 

gástricas, encontradas pelos rotenóides, quando administrados por via oral, em mamíferos. 

Costa et al. (1997), a partir de ensaios com dosagem crescente, avaliaram o efeito do 

pó da raiz de duas espécies de timbó: D. urucu e D. nicou sobre populações de larvas de duas 

linhagens de Musca domestica, proveniente de duas localidades do Estado de São Paulo: 

Jaboticabal (jab) e Brodósqui (bro). Os resultados mostraram que D. urucu foi mais eficiente 

no controle das moscas das duas linhagens, pois com o tratamento de 0,7g de pó de raiz, as 

populações jab e bro atingiram percentagem de mortalidade maior que 80%, enquanto o 

mesmo tratamento com D. nicou controlou cerca de 10% da linhagem jab e nas populações de 

moscas da linhagem bro não ocorreram reações negativas aparentes no número de moscas 

emergidas. 

A suspensão aquosa de extrato etanólico de raiz de D. urucu foi avaliada quanto à 

sua atividade em larvas de quarto estádio de Aedes aegypti (Diptera: culicidae). A curva 
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exponencial para DL50 nas concentrações de 17,6µg/mL, 33,32µg/mL, 55,4µg/mL e 83,68 

µg/mL, após 24 horas de tratamento, mostrou que o extrato foi mais efetivo na concentração 

de 17,6µg/mL. No entanto, a concentração de 150µg/mL, após 4 horas, causou completa 

destruição da membrana peritrófica das larvas (Gusmão et al., 2002). 

O extrato aquoso de Derris amazonica, contendo 3,7% de rotenona, foi tóxico para 

Cerotoma arcuatus, via ingestão de folhas tratadas (DL50 = 15,14 µL.g-1). A aplicação tópica 

(CL50 = 1,44 µl.mL-1) induziu a mortalidade de insetos, superior a 80% (Alécio, 2007). 

Ao avaliar a aplicação tópica dos extratos aquoso e alcoólico de raiz de 

Lonchocarpus floribundus (timbó) sobre Toxoptera citricidus Kirkaldy, nas concentrações de 

5mg/mL, 10mg/mL, 20mg/mL, 30mg/mL e 40mg/mL, Corrêa (2006) constatou que as 

concentrações de 30mg/mL e 40mg/mL apresentaram maior taxa de mortalidade para os dois 

extratos testados. Ressaltando que as concentrações de 5mg/mL do extrato etanólico e 10 

mg/mL do extrato aquoso, controlaram mais de 50% dos indivíduos. 

Costa Júnior et al. (2002) avaliaram a eficiência de rotenóides extraídos D. urucu em 

teleóginas do carrapato bovino Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Foram testadas cinco 

diferentes concentrações (1,0, 2,5, 5,0, 7,5 e 10,0mg/mL) utilizando como solvente a água 

destilada. Os rotenóides extraídos do timbó mostraram-se eficazes nas concentrações de 

7,5mg/mL e 10,0 mg/mL, controlando a reprodução dos ácaros em 92,40% e 97,85% 

respectivamente. 

Santos et al. (2007) verificaram a atividade alelopática dos extratos etanólicos de 

folhas e raízes de D. urucu e D. nicou, sobre duas plantas invasoras de pastagem: Mimosa 

pudica (malícia) e Senna obtusifolia (mata-pasto) e observaram que os extratos de folhas das 

espécies avaliadas inibiram a germinação de sementes de M. pudica, acima de 40%, enquanto, 

os extratos de raízes inibiram abaixo de 28%. Para a espécie S. obtusifolia, os extratos de 

folhas das Derris avaliadas inibiram a germinação das sementes entre 40% e 45% e os 

extratos de raízes entre 22% e 26%. 

O estudo fitoquímico de Tefrosia toxicaria permitiu o isolamento e a identificação 

das flavanonas (iso-obovatina e obovatina) e dos rotenóides (6a,12a-desidro- -toxicarol, 

6a,12a-desidro- -toxicarol e -toxicarol). Dentre os extratos das raízes testados com larvas de 

Aedes aegypti, verificou-se que as frações hexano e clorofórmio apresentaram alto potencial 

larvicida, estimando CL50 = 23,99 ppm e CL50 = 13,80 ppm respectivamente (Vasconcelos et 

al., 2009). 
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Braz Filho et al. (1980) avaliaram fitoquimicamente o extrato de éter de petróleo de 

raízes da espécie Lonchocarpus longifolius. Os autores identificaram o isoflavonóide rotenona 

e os rotenóides 12a-hidroxirotenona, 6a e 12a-deshidrorotenona, deguelina e 12a-

hidroxideguelina (tefrosina). 

O extrato etanólico de um cipó de uma espécie do gênero Derris, coletado na estrada 

de Xapuri, no Estado do Acre, foi analisado fitoquimicamente por Zoghbi et al. (1988), os 

quais identificaram a presença do isoflavonóide cumestrol e do triterpeno -amirina. Segundo 

os autores, plantas deste gênero se caracterizam por apresentarem, nas suas composições 

químicas, flavonóides e isoflavonóides e, entre estes, destacam-se os rotenóides.   

Em estudos realizados, a fim de avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de 

raízes da espécie Lonchocarpus montanus, Magalhães et al. (2007) verificaram que os 

extratos foram ativos contra as cepas de Staphilococcus aureus, Bacillus subtilis, 

Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporium e Rhizopus oryzae. 

Ganapaty et al. (2006), utilizando a técnica cromatográfica, isolaram de Derris 

heyneana, quatro flavonóides: heyneana chalcona, lupinifalin, hiravarone e derrubone, e 

verificaram que heyneana chalcona apresentou atividade antimicrobiana contra cepas de 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris e Bacillus pumilis. 

Os compostos jayacanol, mundulinol, mundulin e minimiflorin, isolados de raízes de 

Lonchocarpus oaxacensis por Alavez-Solano et al. (2000), foram analisados quanto à 

atividade antifúngica contra o fungo da madeira Postia placenta. Verificou-se que somente o 

jaycanol apresentou atividade antifúngica.  

Araújo (2002) avaliou o efeito fungitóxico de rotenona e 12a-hidroxirotenona, 

isoladas de extrato hexânico de Poiretia bahiana, verificando que foram efetivos contra 

esporos de fungos fitopatogênicos da espécie Cladosporium sphaerospermum. 

Os metabólitos secundários derricina e lonchocarpina, isolados do extrato hexânico 

de raízes de Lonchocarpus sericeus, apresentaram atividade citotóxica contra células 

leucêmicas (Cunha et al., 2003). Em estudos farmacológicos realizados por Fontenele et al. 

(2005), demonstraram in vitro atividade antiplaquetária.   

O isoflavonóide pumilanol, o flavonóide tephrinone, rotenona, lupeol e estigmasterol 

foram isolados da raiz de Tephrosia pumila. O isoflavonóide apresentou inibição contra os 

protozoários do gênero Trypanosoma, Leishmania e Plasmodium em estudo in vitro 

(Pannakal et al., 2008). 
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A partir de estudos fitoquímicos das folhas e galhos de Poiretia bahiana (Fabaceae), 

após a extração com hexano, foram isoladas seis isoflavonas, duas rotenonas, uma mistura 

contendo os triterpenos lupeol e -amirina, os esteróides estigmasterol e sitosterol. Os extratos 

foram submetidos a bioensaios e apresentaram atividade antimicrobiana contra Escherichia 

coli, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Candida albicans. Foram inativos contra 

Pseudomonas aeruginosa e Penicillium notatum. A citotoxicidade foi determinada contra 

Artemia salina, apresentando uma CL50 de 459,03mg/mL (Araújo, 2009).  

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade de rotenóides, Inácio et al. (2007) 

realizaram bioensaios de letalidade com larvas de Artemia salina. O extrato etanólico obtido 

de raízes de D. urucu, submetido ao teste de letalidade frente às larvas de A. salina, 

apresentou DL50 de 108 ppm (a DL50 menor ou igual a 1000 ppm é considerada ativa). Os 

extratos das cascas das raízes de Lonchocarpus filipes mostraram-se fortemente ativos no 

ensaio de toxicidade sobre A. salina, podendo essa atividade ser correlacionada com atividade 

antitumoral e/ou inseticida (Santos et al., 2009).    

3.8  Doenças infecciosas 

As doenças infecciosas são a principal causa de morte no mundo. Elas contribuem 

com os altos índices de morbidade e mortalidade nas populações dos países em 

desenvolvimento desde tempos remotos (Coura & Castro, 2002; Tortora, 2005). 

As infecções incluem a presença e multiplicação de micro-organismos, tais como 

bactérias e fungos em um hospedeiro vivo, com estimulação de uma resposta evidente, 

podendo ser localizada ou generalizada (Koneman et al., 2001). 

As infecções bacterianas atingem o hospedeiro a partir de um reservatório externo, 

por meio de diversas vias de transmissão, tais como: contato direto, alimento, água, solo, 

poeira, dentre outros. O agente patogênico reside no próprio corpo do hospedeiro, podendo ou 

não pertencer à microbiota normal, causando doença quando ocorre um favorecimento nas 

condições do hospedeiro pelo uso de antibióticos, procedimentos cirúrgicos, ocorrência de 

carcinomas ou diabetes e imunossupressão (Lacerda & Egry, 1997). Os patógenos mais 

frequentes isolados em hospitais brasileiros são Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa (Sader et al., 2001).  

Nas últimas décadas, as infecções fúngicas tornaram-se importantes causas de 

infecções hospitalares, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Vários fatores 
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contribuem para a prevalência e dificuldade de controle dessas infecções, como o aumento do 

número de procedimentos invasivos, pela utilização de cateteres, ventilação mecânica, 

diálises, entre outros (Miranda et al., 2003; Mundim et al., 2003). 

As condições que facilitam a proliferação de leveduras do gênero Candida são: 

menor grau de defesa, geralmente, em crianças e idosos, gravidez, uso de anticoncepcionais, 

diabetes, terapia com antibióticos, corticóides e citostáticos, uso de coletores urinários ou 

intravenosos de demora (Jawetz et al., 1998; Cowen et al., 2002; Sampaio & Rivitti, 2007). 

A resistência do hospedeiro à infecção causada por este gênero de fungo é devida a 

mediadores imunes e não imunes, entre estes, a presença de fatores inibidores no soro e, entre 

os imunes, os linfócitos T e a função fagocitária dos neutrófilos. Anticorpos têm pouco valor 

na defesa do hospedeiro (Sampaio & Rivitti, 2007).   

3.9  Micro-organismos 

3.9.1  Fungos 

Os fungos são um grupo diverso de organismos eucariotos, saprofíticos, 

heterotróficos, não sintetizam clorofila nem qualquer pigmento fotossintético. Em sua maioria 

são aeróbios obrigatórios, micrófilos, uni ou pluricelulares, com parede celular composta de 

um modo geral, por quitina, glucanas, mananas, proteínas, lipídeos, além de polissacarídeos, e 

requerem fontes orgânicas de carbono pré-formado para o crescimento (Trabulsi et al., 1999). 

Estudos citoquímicos demonstraram que cada camada possui um polissacarídeo 

dominante. As camadas mais internas (8 e 5) contêm beta 1-3 glucanas e mananas, enquanto 

as camadas mais externas contêm mananas e beta 1-6 glucanas. A primeira e a terceira 

camadas são mais ricas em mananas (Trabulsi et al., 1999). 

As glucanas nas células fúngicas são normalmente polímeros de D-glicose, ligados 

por meio de pontes betaglicosídicas. As mananas, polímeros de manose, representam o 

material amorfo da parede. A quitina é o principal componente estrutural da parede celular 

fúngica. Os lipídios estão presentes como compostos polares e apolares. Os principais lipídios 

apolares são os triacilgliceróis e os esteróis, e os polares são os diacilglicerofosfocolinas e 

diacligliceroctanolaminas (Trabulsi et al., 2008). 

Outro componente da célula fúngica é a membrana plasmática, que atua como uma 

barreira semipermeável nos transportes ativo e passivo, para dentro e para fora da célula, 

sendo constituída de uma porção hidrofóbica e uma hidrofílica. As membranas das células dos 
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fungos possuem em sua constituição química esteróis, que são encontrados nas células 

bacterianas (Schaechter et al., 2002).  

A nutrição dá-se por absorção. São obrigados a viver em estado de saprofitismo, 

parasitismo ou mutualismo. Reproduzem-se por brotamento ou esporulação. Os esporos 

podem ser gerados tanto sexuada como assexuadamente (Strohl et al., 2004; Trabulsi et al., 

2008). 

Os fungos são capazes de se desenvolverem sobre a superfície de outros organismos 

superiores como plantas e animais, ou até mesmo viver em seu interior. Ao estudar o habitat 

dos fungos, é importante considerar que diferentes fatores ambientais, como temperatura, pH, 

disponibilidade de água e oxigênio afetam diretamente seu crescimento (Esposito & Azevedo, 

2004). 

Os fungos patogênicos podem ser divididos com base na forma de crescimento ou 

conforme o tipo de infecção produzida. De acordo com a micose causada, podem ser 

divididos em micoses superficial ou profunda e, de acordo com a forma de crescimento, são 

classificados em filamentosos ou leveduriformes (Lacaz et al., 1991). 

As morfologias do gênero Candida em geral apresentam-se em abundantes 

aglomerados de filamentos micelianos e blastósporos, dimorfismo característico das infecções 

por Candida (Lacaz et al., 1991). Os blastósporos aparecem como estruturas arredondadas ou 

ovaladas, diâmetro variando em torno de 4µm, podendo ocorrer gemulação inicial. Quando no 

interior de lesões dos tecidos, são facilmente confundidos com neutrófilos. O micélio é 

usualmente longo, de espessura variável com numerosas constrições. Podem-se observar 

septações a curtos intervalos, conferindo à hifa aspecto característico, bem como numerosas 

ramificações (pseudomicélio) (Lacaz, 1980; Jawetz et al., 1998). 

Segundo MacGinnis (1964), 14 espécies de fungos do gênero Candida são     

consideradas de interesse médico, como: C. albicans, C. stelladoidea, C. krusei, C. 

guilliermondii, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. parapsilosis, C. humicola, C. vini, C. 

viswanathii, C. zeylanoides, C. rugosa, C. curvata e C. norvegensis.  

3.9.1.1  Infecções fúngicas oportunistas 

Diversos fungos, presentes no meio ambiente ou integrantes da flora normal, podem, 

em determinadas situações, passarem de saprófitos a patogênicos, provocando quadros 

clínicos variáveis, desde processos febris benignos a septicemias, algumas vezes fatais (Lacaz 

et al., 1991). 
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Dentre as principais patologias fúngicas oportunistas destacam-se a candidíase, 

aspergilose, criptococose e fusariose. Candidíases ou candidose são infecções provocadas por 

leveduras do gênero Candida, principalmente, C. albicans. A maior parte das infecções é de 

origem endógena, ou seja, são causadas por micro-organismos que fazem parte da microbiota 

normal do ser humano. A transmissão exógena ocorre, principalmente, em pacientes 

debilitados pelo tratamento com antibióticos e drogas imunossupressoras, e no transcurso de 

doenças crônicas (Strohl et al., 2004; Sampaio & Rivitti, 2007; Abbas et al., 2008). 

As enzimas proteolíticas secretadas por C. albicans, assim como outras espécies 

desse gênero, podem degradar, destruir ou transformar constituintes da membrana celular do 

hospedeiro, induzindo a uma disfunção ou destruição física. As enzimas proteolíticas têm a 

função unicamente de digerir as proteínas do hospedeiro, promovendo uma fonte de 

nitrogênio para a célula parasitária e contribuindo para a adesão e invasão dos tecidos do 

hospedeiro (Hube & Naglik, 2001). 

As candidíases podem ser superficiais ou profundas, com localização cutânea, 

mucosa, mucocutânea, visceral ou sistêmica. Na candidíase mucocutânea, os tecidos das 

mucosas oral e vaginal são mais atingidos. A candidíase cutânea envolve as áreas 

intertriginosas da pele das mãos, virilha e axilas. Na candidíase sistêmica, o fungo pode 

invadir diversos órgãos causando candidíase pulmonar, endocardite, fungemia e nefrite 

(Sidrim & Moreira, 1999; Sampaio & Riviti, 2007). 

O agente etiológico mais comum da candidíase, em ambiente hospitalar, é C. 

albicans, mas outras espécies têm sido também identificadas nos últimos anos, como C. 

tropicalis, C. glabrata, C. Krusei, C. parapsilosis, C. kefur, C. guilhermondii, C. lusitaniae, 

as quais se destacam em todo o mundo, inclusive no Brasil (Fuchs et al., 2004; Trabulsi et al., 

2008).  

3.9.1.2  Agentes antifúngicos   

Durante as últimas décadas, as micoses passaram a ser uma das principais causas de 

morte em pacientes imunocomprometidos. Devido principalmente às infecções como a AIDS, 

quimioterapia cancerígena e transplante, houve um aumento das infecções fúngicas em 

humanos. Infecções fúngicas produzidas por agentes que eventualmente apresentam baixa 

virulência e podem ser letais (Zacchino et al., 2003). 
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Com o aumento das infecções fúngicas, aumenta também a necessidade de novos 

agentes antifúngicos. Os antifúngicos existentes no mercado possuem limitações terapêuticas, 

principalmente quando se leva em consideração os efeitos colaterais (Tavares, 1996).  

Grande quantidade de fármacos obtidos por meio da síntese orgânica tem sido 

utilizada no tratamento de infecções micóticas, como os antissépticos à base de tintura de 

iodo, violeta de genciana, ácido salicílico e benzóico, derivados sulfamídicos, corantes, 

quinonas e antifúngicos poliênicos (nistatina, anfotericina). Além desses, utilizam-se também 

antifúngicos, como os azóis (cetoconazol, econazol, sulconazol, miconazol, clotrimazol e 

fluconazol) e anfotericina B. Porém as infecções fúngicas são de difícil tratamento devido à 

elevada resistência da Candida à ação de alguns antifúngicos (Araujo et al., 2004).  

Os agentes antifúngicos, atualmente utilizados, apresentam, na sua grande maioria, 

uma ação fungistática ou fungicida, fato este que proporciona o aparecimento de cepas 

resistentes, sem contar que são dotados de outras limitações terapêuticas, sobretudo no que se 

refere à possibilidade do desenvolvimento de efeitos colaterais como nefrotoxicidade e 

hepatotoxicidade (Rang & Dale, 1997; Zacchino et al., 2003). 

Os agentes antifúngicos podem ser divididos em duas categorias: drogas que afetam 

a membrana celular e drogas que atuam intracelularmente, interrompendo processos celulares 

vitais, como síntese de DNA, RNA ou proteínas (Fuchs et al., 2004). 

Como exemplo de drogas que afetam a membrana celular podem ser citados os 

derivados poliênicos e imidazólicos. Estas substâncias combinam-se com esteróis da 

membrana, rompendo a mesma ou tornando-a incapaz de efetuar suas funções normalmente 

(permeabilidade e transporte). A droga forma um poro na membrana e o centro hidrófilo da 

molécula cria um canal iônico transmembrana. Podem ocorrer alterações na permeabilidade 

celular e causar a perda de constituintes essenciais das células, como potássio, açúcares, 

proteínas, fosfatos inorgânicos, ácidos carboxílicos e ésteres de fosfato (Rang & Dale, 1997; 

Trabulsi et al., 1999). 

A terapia de imunossupressão tem se tornado crescente e comum, e como o uso de 

antibióticos de amplo espectro ser frequente, Candida spp. tem assumido um papel de grande 

importância entre os patógenos hospitalares e somente foi superada pelos Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Klebsiella spp e Enterococos como causa de infecção na corrente 

sanguínea (Henry, 1999), sendo de grande interesse por serem responsáveis por quadros de 

candidemias nos hospitais, estimando-se entre 10% a 12% suas ocorrências sobre todas as 

infecções (Trabulsi et al., 2008).  
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Devido à ocorrência de cepas resistentes ou mais adaptadas aos antifúngicos 

existentes, há uma necessidade mundial no desenvolvimento de novas pesquisas destinadas à 

investigação de agentes antifúngicos que atuem de forma mais seletiva contra a célula 

fúngica, sem, contudo, interferir em nenhum sistema bioquímico da célula do hospedeiro 

(Sartori, 2005; Botelho et al., 2007).    

3.9.2  Bactérias 

Bactérias são células procarióticas unicelulares com organização celular 

relativamente simples. Apresentam tamanhos em média de 1 a 2µm por 1 a 4µm, com 

membrana citoplasmática sem esteróides, apresentando cadeias de peptidoglicanos que vão 

influenciar na forma da bactéria dependendo do tamanho destas cadeias e da quantidade de 

interligações existentes entre os peptidoglicanos. Suas membranas nucleares estão ausentes e 

o ácido desoxirribonucléico (DNA) é uma macromolécula em forma de dupla fita circular, 

com comprimento de aproximadamente 1.100µm, altamente empacotado e os ribossomos 70S 

estão distribuídos no citoplasma. Podem ser autotróficas (fotossintéticas ou quimiossintéticas) 

ou heterotróficas (saprófitas e parasitas) (Trabulsi et al., 1999). 

A manutenção da forma bacteriana (bacilo, coco etc.) é devido à presença da parede 

celular bacteriana. Além disso, a parede desempenha um papel importante na divisão celular 

como primer para sua própria biossíntese, dando origem ao septo que separa as duas novas 

células oriundas da divisão celular. Na maioria das bactérias, a parede celular deve a sua 

rigidez a uma substância somente encontrada em procariotos e que recebe diferentes 

denominações como mureína, peptidioglicano, mucopeptídeo (Trabulsi et al., 2008). 

De acordo com a constituição da parede, as bactérias podem ser divididas em dois 

grandes grupos: Gram-negativas e Gram-positivas. As diferenças entre esses dois grupos 

residem principalmente nas suas propriedades de permeabilidade e nos componentes de 

superfície. As principais diferenças reveladas pela coloração de Gram estão relacionadas à 

presença de uma membrana externa nas bactérias Gram-negativas e de uma espessa camada 

de peptidoglicano nas bactérias Gram-positivas (Tortora et al., 2005; Trabulsi et al., 2008). 

As paredes das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas apresentam diferenças 

marcantes (Figura 7). As bactérias Gram-negativas possuem uma parede composta de várias 

camadas que diferem na sua composição química e, consequentemente, é mais complexa que 
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a parede das Gram-positivas, que apesar de mais espessa, apresenta predominantemente 90% 

de peptidoglicanos (Jawetz et al., 1998; Tortora et al., 2005). 

As bactérias Gram-positivas protegem sua membrana citoplamática com uma parede 

celular espessa. As muitas camadas de peptidoglicanos impedem a passagem de compostos 

hidrofóbicos, devido à presença de açucares e aminoácidos. A parede celular das bactérias 

Gram-negativas é formada por uma ou poucas camadas de peptidoglicano e por uma 

membrana externa. Como a maioria das membranas biológicas, a membrana externa das 

bactérias Gram-negativas é formada por dupla camada lipídica: uma camada interna composta 

de fosfolipídeos e uma externa contendo lipopolissacarídeos e proteínas. O seu interior possui 

características hidrofóbicas devido aos ácidos graxos e a parte polissacarídica externa 

constitui um ambiente hidrofílico. A membrana externa constitui uma barreira adicional à 

entrada de algumas substâncias como antibióticos (Trabulsi et al., 1999; Strohl et al., 2004). 

O sistema de dupla membrana das bactérias Gram-negativas origina um 

espaçamento. O espaço que separa a membrana citoplasmática da membrana externa é 

chamado de espaço periplasmático, sendo o mesmo composto por uma camada de 

peptidoglicano e um gel constituído por vários elementos. Nesse espaço podem-se encontrar 

algumas enzimas capazes de inativar fármacos tornando a célula resistente a eles, como as 

beta-lactamases (Fuchs et al., 2004; Trabulsi et al., 2008).     
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Figura 7 - Diferenças estruturais entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas                       
(Fonte: http://www.ufmt.br/bionet/bact.htm)   

3.9.2.1  Bactérias Gram-positivas 

As bactérias pertencentes ao gênero Staphylococcus são patógenos humanos e de 

outros mamíferos, O S. aureus é uma bactéria bastante comum e causadora de diversos tipos 

de infecções. A gravidade da infecção vai desde uma intoxicação alimentar ou infecção 

cutânea de pouca importância, até infecções graves potencialmente fatais. Quando as 

infecções estão localizadas na pele, podem causar furúnculos, conjuntivites, impetigos, feridas 

infeccionadas, foliculites, pústulas ou abcessos profundos, osteomielites, endocardites, 

flebites, mastites e meningites. São também associadas às infecções relacionadas a cateteres, 

bem como com dispositivos cardiovasculares e válvulas cardíacas (Henry, 1999). 

As principais doenças associadas aos estreptococos ocorrem, principalmente, no trato 

respiratório, corrente sanguínea ou na pele. Os estreptococos do grupo B são líderes em 

septicemias neonatais e meningites. Os índices de mortalidade em recém-nascidos são de 8%, 

http://www.ufmt.br/bionet/bact.htm
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mas em pré-maturos podem chegar a 30%. Nas doenças em neonatos, com até seis dias de 

vida, a transmissão ocorre, na maioria das vezes, verticalmente (mãe/filho(a) (Strohl, 2004). 

A maioria dos membros do gênero Bacillus é constituída por micro-organismos 

saprófitos que prevalecem no solo, na água, no ar e na vegetação. Podem desenvolver-se em 

alimentos e produzir uma enterotoxina ou uma toxina emética, causando intoxicação 

alimentar. Algumas vezes estes micro-organismos podem produzir patologias em seres 

humanos imunocomprometidos (meningites, endocardites, conjuntivite, gastroenterite aguda 

(Jawetz et al., 1998). 

As infecções hospitalares ou nosocomiais causadas por bactérias gram-positivas, 

representam um motivo de preocupação, pois as mesmas são as principais causas de 

complicações para a saúde de pacientes hospitalizados, aumentando a mortalidade entre eles, 

ocasionando um grave problema médico-social (Villas Boas, 2005).   

3.9.2.2  Bactérias Gram-negativas 

As manifestações clínicas das infecções causadas por Escherichia coli dependem do 

local da infecção, do tipo da cepa e do sítio de ação. É a causa mais comum de infecção do 

trato urinário, sendo responsável por cerca de 90% das primeiras infecções das vias urinárias 

em mulheres jovens (Schaechter et al., 2002). 

Algumas cepas patogênicas de E.coli podem provocar diarréia. Essas cepas são 

classificadas pelas suas propriedades de virulência, e cada grupo provoca diarréia por meio de 

um mecanismo diferente. Quando as defesas normais do hospedeiro não estão adequadas, a E. 

coli pode atingir a corrente sanguínea e provocar sepse. E.coli e os estreptococos do grupo B 

constituem as principais causas de meningites em lactentes (Trabulsi et al., 1999). 

Pseudomonas aeruginosa é um  tipicamente oportunista, que pode causar as mais 

variadas patologias, como infecções localizadas, que ocorrem em consequência de processos 

cirúrgicos ou queimaduras. Infecções urinárias podem estar associadas ao uso de cateteres, 

pneumonias associadas ao uso de respiradores, entre outras. Pode ser encontrada nos 

hospitais, e sua elevada frequência nesse ambiente pode ser explicada pela elevada resistência 

a antibióticos e antissépticos leves (Moura et al., 2002). 

Klebsiella pneumoniae causa uma pneumonia lombar necrotizante em indivíduos 

comprometidos por alcoolismo, diabete ou doença pulmonar obstrutiva crônica. Também 
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causa infecções do trato urinário e bacteremia, especialmente em pacientes hospitalizados 

(Strohl et al., 2004). 

Espécies de Enterobacter raramente são agentes primários de infecção. 

Frequentemente são isoladas de diferentes espécimes clínicos, de pacientes hospitalizados. 

Vários casos de bacteremias, decorrentes de aplicação endovenosa de líquidos contaminados, 

têm sido descritos (Trabulsi et al., 1999).   

3.9.2.3  Agentes antibacterianos 

A vida em comum entre o homem e os micro-organismos se perde na sombra do 

tempo, e, certamente, desde a pré-história estes provocam doenças ao homem. Porém as 

causas dessas doenças somente foram descobertas séculos atrás, a partir de 1878, graças aos 

trabalhos de Pasteur e Koch, que demonstraram a origem infecciosa de várias enfermidades 

do homem e animais (Tavares, 1996).  

Os produtos do metabolismo natural de fungos actinomicetos ou bactérias, que são 

capazes de impedir o crescimento ou destruir micro-organismos, denominam-se antibióticos. 

Embora a maioria dos agentes antimicrobianos seja derivada de produtos naturais de 

fermentação, grande parte deles é modificada quimicamente a fim de aprimorar as 

propriedades antimicrobianas ou farmacológicas (Mims et al., 1999). 

No início do século XX surgiram os primeiros quimioterápicos de ação sistêmica. As 

descobertas de Ehrlich e seus contemporâneos revolucionaram a terapêutica e provocaram o 

desenvolvimento da pesquisa e da indústria químico-farmacêutica, objetivando a obtenção de 

novas substâncias medicamentosas sintetizadas em laboratório (De Souza et al., 2003).  

O maior conhecimento dos métodos laboratoriais permitiu também o estudo das 

plantas com propriedades terapêuticas, procurando-se isolar seus princípios ativos. O 

planejamento dessas pesquisas conduziu à descoberta das primeiras substâncias que, 

utilizadas em doses adequadas, eram capazes de destruir os micro-organismos sem destruir a 

vida humana (Tavares, 1996).  

Uma das primeiras substâncias antimicrobianas, oriunda de plantas, foi a quinina, 

obtida de uma árvore chamada chinchona, existente no Peru, utilizada na terapêutica da 

malária. Outra substância também isolada de planta foi a emetina utilizada contra amebíase e 

a ipecacuanha utilizada no tratamento de diarréia (Botsaris & Machado, 1999). 
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Os primeiros agentes anti-infecciosos importantes não eram verdadeiros antibióticos, 

mas sim, antimetabólicos sintéticos, como o prontosil, que in vivo, é metabolizado a 

sulfonamida. A descoberta da penicilina, o primeiro antibiótico de utilidade clínica por 

Alexander Fleming, deu início à era da antibioticoterapia (Tavares, 1996). 

A partir do desenvolvimento das sulfanamidas, na década de 1930, da penicilina e 

estreptomicina, em 1940, novas classes de agentes antibacterianos foram desenvolvidas, como 

a tetraciclina, quinolona e aminoglicosídeos. Várias doenças estão sendo combatidas por meio 

de uma moderna terapia antimicrobiana que reduziu acentuadamente a taxa de morbidade e de 

mortalidade humana (Fuchs et al., 2004). 

Agentes antimicrobianos são, via de regra, classificados como sendo específicos ou 

inespecíficos. Os específicos atuam, principalmente, sobre micro-organismos invasores, sem 

afetar significativamente o hospedeiro. Os antimicrobianos inespecíficos, ou seja, compostos 

capazes de, in vitro, matar ou inibir o crescimento de qualquer micro-organismo, não são 

considerados quimioterápicos, e sim desinfetantes, antissépticos, germicidas, biocidas, 

esterilizantes, sanitizantes. Seu uso é exclusivamente tópico (De Souza et al., 2003). 

Os agentes antimicrobianos podem alterar a estrutura da parede celular e membrana 

plasmática em relação à atividade enzimática ou estrutura do protoplasma, bloqueando certas 

reações bioquímicas ou sínteses de enzimas na célula microbiana, podendo levar à destruição 

desses micro-organismos (Trabulsi et al., 1999; Fuchs et al., 2004). 

Os mecanismos do desenvolvimento de resistência das bactérias aos antimicrobianos 

podem ser naturais ou adquiridos. Os naturais são características intrínsecas de algumas 

espécies que conferem resistência a todas as cepas dessas espécies a um determinado 

antimicrobiano. A resistência adquirida ocorre devido a uma mutação genética durante seu 

processo reprodutivo, tanto em nível cromossomal (pela alteração do DNA bacteriano), como 

extracromossomal (pela transferência de DNA), geralmente, pelos plasmídios de resistência 

(Tavares, 1996; Trabulsi et al., 2008). 

Alguns fatores contribuem para a ocorrência, frequência e persistência da resistência 

bacteriana, como uso abusivo dos antibióticos, a utilização de antibióticos para o tratamento e 

prevenção de infecções em animais e, no controle de infecção bacteriana em frutas e legumes, 

causando o aumento da transmissão de organismos multirresistentes para os seres humanos 

(Rodrigues, 2001). 

A resistência antibacteriana constitui-se, atualmente, a despeito dos avanços da 

medicina, num dos maiores problemas de saúde pública. O uso excessivo de antibióticos de 
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forma indiscriminada e o não cumprimento do regime posológico são alguns dos fatores que 

contribuem para o aumento do número de cepas resistentes. Essa é uma situação preocupante 

em todas as áreas da infectologia. No ambiente hospitalar, encontra-se a maior quantidade de 

bactérias resistentes, devido ao grande fluxo de pessoas com patologias ocasionadas por 

diversos agentes etiológicos, onde a doença pode se encontrar em diferentes estágios (Corrêa, 

2007).  

4  MATERIAL E MÉTODOS     

4.1.1 Coleta e identificação do material botânico 

As amostras (caule e raiz) da espécie D. negrensis foram coletadas na Reserva 

Florestal Adolpho Ducke, Km 27 da estrada AM-010 (s 02° 54.778; w 59° 58.802), no 

Município de Manaus-AM. A espécie botânica encontra-se registrada na reserva florestal sob 

o número 3797. A exsicata da espécie encontra-se depositada no herbário do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), com o número 235648.     

4.1.2  Processamento do material botânico 

Os caules e raizes de D. negrensis foram lavados em água corrente e colocados para 

secar em casa de vegetação à temperatura ambiente, variando de 35oC a 40°C, durante 5 dias 

(Figuras 8 e 9). Após este período, foram cortados em pedaços, com tamanho aproximado de 

2 cm. Em seguida, foram triturados em moinho de faca, 721g de caule em peso bruto, 

obtendo-se 695g de pó; e 732g de raiz em peso bruto, obtendo-se 716,18g de pó.  

 

Figura 8 - Raiz de D. negrensis. Foto: Silva, P.E.S., 2009.  
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Figura 9 - Caule de D.negrensis. Foto: Silva, P.E.S., 2009. 

4.1.3  Obtenção do extrato 

Os extratos aquosos de caule e raiz de D. negrensis foram obtidos pelo método de 

maceração (Figura 10). Em um frasco Mariotte de 4 (quatro) litros, foram colocados o 

material triturado e dois litros de água destilada, permanecendo por 48 horas. Após esse 

período, o extrato foi filtrado, colocado em recipiente de vidro de (três) litros e acondicionado 

em geladeira à temperatura de 8ºC.  

Foram usados recipientes de vidro, de 4,5cm de diâmetro e 6cm de altura, nos quais 

os extratos filtrados foram distribuídos e levados para congelamento em freezer, a uma 

temperatura de -20oC. Após o congelamento, os recipientes foram colocados em aparelho 

liofilizador (Figura 11), à temperatura aproximada de -20°C, durante 24 horas, para obtenção 

do extrato bruto. Foram obtidos 13,9g de extrato bruto de caule e 15,8g de extrato bruto de 

raiz.  

 

              Figura 10 - Maceração e filtração. Foto: Silva, P.E.S., 2009. 
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              Figura 11 - Liofilização. Foto: Silva, P.E.S., 2009. 

4.1.4 Atividade antimicrobiana 

4.1.4.1 Obtenção dos micro-organismos 

Foram utilizadas cepas de levedura, bactérias gram-positivas e gram-negativas, 

obtidas no acervo da Coleção Biológica do Laboratório de Biodiversidade em Saúde do 

Instituto Leônidas & Maria Deane 

 

ILMD/FIOCRUZ-AM (Quadro 1). Estes micro-

organismos foram escolhidos por serem recomendados como padrão para testes de 

suscetibilidade antimicrobiana (CLSI, 2003), sendo os responsáveis por várias formas de 

infecções em humanos, e adquirem, com mais frequência, resistência aos antimicrobianos 

(Trabulsi et al., 2008).     

   Quadro 1  micro-organismos utilizados para testes. 

Escherichia coli CBAM 001 

Staphylococcus aureus CBAM 324 

Klebsiella pneumoniae CBAM 332 

Pseudomonas aeruginosa CBAM 232 

Candida albicans CFAM 1285 

   Legenda: CBAM  Coleção de bactérias da Amazônia; CFAM  Coleção de fungos da Amazônia   
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4.1.4.2  Método de difusão em ágar-técnica do poço 

O teste para determinação da atividade antimicrobiana foi realizado pelo método de 

difusão em ágar, com base na técnica do poço em camada dupla, conforme descrito por 

Groove & Randall (1955).  

4.1.4.3  Preparo do meio de cultura 

Foram preparados 2L de ágar Mueller Hinton (MHA) desidratado (Himedia 

Laboratories) para os testes bacterianos na proporção 34g/L de água deionizada, conforme 

especificação do fabricante. O material foi deixado em repouso, durante 45 minutos, à 

temperatura aproximada de 25ºC, para hidratar. Para o teste da levedura, foram preparados 

500mL de ágar Sabouraud a 4% (Difco), os quais foram submetidos à esterilização, por calor 

úmido, em autoclave a 121oC por 15 minutos. Após a esterilização, deixou-se esfriar até a 

temperatura de 50oC. Com uma pipeta graduada esterilizada, dispensaram-se em placas de 

Petri (90mm x 15mm) 25mL do ágar MH e 25mL do ágar Sabouraud a 4%.    

4.2  Preparo das soluções (Extratos) 

Foram preparadas soluções do extrato de raiz e caule de D. negrensis em três 

concentrações diferentes, 300, 400 e 500mg/mL, utilizando como solvente água deionizada.   

4.3  Preparo do inóculo microbianao 

Com o auxílio de uma alça de platina esterilizada, as suspensões foram preparadas a 

partir de cada  micro-organismos testados (Quadro 1). No tubo de ensaio, previamente 

preparado com 10mL de água deionizada estéril, partindo-se de culturas recentes (24 horas), 

ajustou-se a densidade das suspensões ao equivalente à escala 1 de MacFarland (MF), para as 

bactérias e levedura (Murray, 1999).  

4.4  Controles utilizados 

Foram utilizados como controles positivos, os antimicrobianos comerciais de 

referência, respeitado o perfil de sensibilidade de cada grupo e individualidade dos micro-

organismos, e como controle negativo, o solvente utilizado no preparo dos extratos. 

Cloranfenicol foi utilizado para as bactérias gram-positivas e gram-negativas; 

Itraconazol para a levedura. 
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Preparo das soluções-controle: 

 
Cloranfenicol (FB) 

 
(Reagente Analítico-ACS, Proquímica): pesou-se 0,3mg e 

adicionaram-se 10mL de Álcool Etílico (PA) (Farmacopéia Brasileira, 1988); 

 
Itraconazol (Neoquímica): pesou-se 1mg e adicionaram-se 10mL de dimetil sulfóxido 

(DMSO) (Santos, 2008).    

4.5  Procedimento-atividade antimicrobiana 

4.5.1  Determinação da atividade antifúngica 

Nas placas de Petri (90mm x 15mm), preparadas com meio de cultura ágar 

Sabouraud 4%, dispensaram-se 150µL de suspensão de fungo. Em seguida com um swab 

estéril, distribuiu-se o inóculo fúngico uniformemente sobre a superficie do ágar até a 

completa secagem da suspensão. Com um tubo de ensaio esterilizado, foram feitos três poços 

por placa, medindo aproximadamente 8mm. Dispensaram-se 80µL dos extratos de raiz e/ou 

caule nas concentrações de 300, 400 e 500mg/mL, juntamente com os controles positivo e 

negativo, nos poços devidamente identificados, utilizando-se uma pipeta automática. Incubou-

se em estufa a 27oC por 48 horas. Os diâmetros formados pelos halos de inibição promovidos 

pelos extratos e controles positivos foram usados como parâmetros do poder de inibição de 

cada substância contra o  micro-organismo testado, e foram mensurados por meio de uma 

régua milimetrada. O valor considerado foi a média dos halos das 10 repetições (Cunico et al., 

2004).  

4.5.2  Determinação da atividade antibacteriana 

Dispensaram-se 150µL da suspensão bacteriana em placa de Petri (90mm x 15mm), 

contendo o meio de cultura ágar Mueller Hinton (MHA). Com auxilio de um swab estéril, a 

suspensão bacteriana foi distribuída, formando uma camada uniforme até a completa secagem 

dessa suspensão. Com um tubo de ensaio estéril, foram feitos três poços por placa, medindo 

aproximadamente 8mm. Dispensou-se 80µL dos extratos de raiz e/ou caule nas concentrações 

de 300, 400 e 500mg/mL e os controles positivo e negativo, nos poços devidamente 

identificados, utilizando-se uma pipeta automática. As placas de Petri foram deixadas à 

temperatura aproximada de 25ºC por, aproximadamente, uma hora, para que ocorresse a 

difusão da solução pelo ágar, antes do crescimento bacteriano. Em seguida, incubou-se em 
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estufa a 35oC por 24 horas. O halo de inibição do crescimento foi medido em milímetros, 

utilizando-se régua milimetrada, e o valor considerado foi a média dos halos das 10 repetições 

(Groove & Randall, 1955).   

4.6 Método de determinação da concentração inibitória mínima (CIM) em placa de 

microdiluição 

4.6.1  Preparo das soluções 

Foram preparados 100mL do meio de cultura líquido Mueller Hinton Both (MHB) 

desidratado (Difco), na proporção 2,1g/100mL de água deionizada. O material foi deixado em 

repouso para hidratar. Em seguida, foi submetido à esterilização por calor úmido, em 

autoclave a 121oC, por 15 minutos; 

Foram preparadas as soluções dos extratos de raiz e caule na concentração de 

300mg/mL de água deionizada; 

Pesou-se 1g de Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazólio (Inlab) 1% (p/v) e adicionou-se 

100mL de água deionizada. 

4.6.2  Preparo do inóculo microbiano 

Com auxílio de uma alça de platina esterilizada, inocularam-se as bactérias testadas 

(Quadro 1) no tubo de ensaio, previamente preparado com 10mL de água deionizada estéril, 

partindo-se de culturas recentes (24 horas). Ajustou-se a densidade da suspensão ao da escala 

1 de MacFarland (MF) (Murray et al., 1999).   

4.6.3  Procedimento 

Em microplaca estéril de 96 orifícios, distribuídos em oito linhas identificadas de A 

até H e doze colunas, dispensaram-se 100

 

de meio de cultura liquido (MHB) em todos os 

orifícios. Na linha A da microplaca foram adicionados 100µL da solução do extrato vegetal, 

na concentração de 300mg/mL. Em seguida, com uma pipeta de microdiluição, foram feitas 

as diluições seriadas, transferindo-se 100µL da linha A para a linha B, e assim 

sucessivamente, até a linha G da microplaca, sendo que a última linha, H, não se dispensou o 

extrato, pois foi utilizada como controle do crescimento bacteriano. Foram inoculados, em 

cada um dos orifícios da microplaca, 25 da suspensão bacteriana padronizada e da solução 

indicadora TTC 

 

Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazólio (Inlab) a 1% (p/v), o qual indicou uma 

coloração vermelha nas microplacas que apresentaram crescimento bacteriano. A microplaca 
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foi selada e incubada a 37  por 24 horas e a leitura feita visualmente. A CIM foi determinada 

como a menor concentração do extrato capaz de impedir a mudança de cor, ou seja, de inibir o 

crescimento celular (Telles & Mosca, 2000). 

Para classificação da atividade antimicrobiana, utilizaram-se os seguintes critérios: 

atividade entre 10 e 100 mg/mL, foi considerado boa; entre 100 e 500mg/mL, como atividade 

moderada; entre 500 e 1000mg/mL, como fraca atividade; e maior que 1000mg/mL, foi 

considerado inativo (Holetz et al., 2002).     

4.7  Avaliação da concentração bactericida mínima (CBM) 

4.7.1  Procedimento 

Para determinar a concentração bactericida mínima (CBM), foram selecionadas as 

três menores concentrações capazes de impedir a mudança de cor do desenvolvimento de 

bactérias, no ensaio da CIM mais a solução controle. As alíquotas foram retiradas com pipeta 

de microdiluição e inoculadas em placa de Petri (150mm x 15mm), dividida em quatro partes, 

preparada em meio ágar Mueller Hinton (subcultura), isento de composto e incubada por 24 

horas, a 37oC. Após a incubação, as subculturas foram inspecionadas por meio da verificação 

visual do crescimento microbiano. 

A concentração bactericida mínima é a quantidade mínima de agente antimicrobiano 

necessário para inviabilizar a célula microbiana, ou seja, provocar danos irreversíveis às 

bactérias. 

Quando os valores da CBM são comparados com a CIM, pode-se avaliar se o 

composto é bacteriostático ou bactericida (Baron & Finegold, 1999).   

4.8  Análise dos extratos por cromatografia de camada delgada (CCD) 

Os extratos aquosos de caule e raiz, obtidos do material vegetal, foram analisados por 

CCD. Os cromatogramas foram obtidos usando-se cromatoplacas de 9cm x 4cm de sílica gel 

60 (Alugran® SIL254nm G). As amostras foram aplicadas com auxílio de um capilar em um 

ponto próximo ao extremo inferior da fase estacionária, experimentando várias combinações 

de solventes orgânicos em proporções volumétricas. As cromatoplacas foram colocadas em 

um recipiente contendo a Fase Móvel (mistura de solventes). A polaridade dos solventes é 
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específica à substância que se deseja separar; neste caso foram usados no sistema: acetato de 

etila, ácido formico, ácido acético glacial e água (6:1:1:2 mL). Após uma migração de 8cm 

dos solventes nas cromatoplacas, as mesmas foram retiradas do recipiente que contém a Fase 

Móvel. Logo após o desenvolvimento e evaporação do eluente, os cromatogramas foram 

observados sob luz ultravioleta (UV) de 254nm e 365nm e revelados com reativo de 

Dragendorff, vanilina sulfúrica e cloreto férrico, a fim de determinar classes de metabólitos 

secundários e os respectivos Rf. As revelações dos cromatogramas apresentaram cores às 

bandas, indicando a substância de interesse (Balinova, 1998).  

4.9  Análise qualitativa por bioautografia 

Nos ensaios bioautográficos, em placa de cromatografia de camada delgada (CCD), o 

cromatograma foi colocado dentro de uma placa de Petri medindo 150mm x 15mm. Foram 

utilizados 20 mL do meio a 40°C (ágar Mueller-Hinton), suplementado com 500µL de 

suspensão bacteriana equivalente a escala 1 de MacFarland (MF) e 500µL de Cloreto de 

2,3,5-Trifeniltetrazólio-TCC 1,0% (p/v), os quais foram vertidos no cromatograma, a fim de 

formar uma fina camada. Após solidificação do meio, as placas foram incubadas a 37°C por 

24 horas. A atividade antibacteriana foi avaliada, visualizando-se a área de inibição 

(Schmourlo et al., 2005).  

4.10  Análise estatística 

O delineamento foi inteiramente casualizado com três tratamentos, dez repetições, 

mais dois grupos controle, perfazendo um tamanho amostral n=50. Os dados foram analisados 

por meio de estatística paramétrica, teste de Análise de Variância-ANOVA, seguido do teste 

de Tukey; e por meio de estatística não-paramétrica, teste de Kruskal Wallis, seguido do teste 

de Dunn: O intervalo de confiança foi de 95%, sendo considerado estatisticamente diferente 

(P > 0,05). Para elaboração das análises estatísticas foi utilizado o programa computacional 

Statistical Package for the Social Science (SPSS 17.0).          
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5  Resultados e discussão  

5.1 Avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos aquosos de raiz e caule de D. 

negrensis             

A determinação das concentrações utilizadas neste trabalho de 300, 400 e 500mg/mL 

foi subjetivamente definida, com intuito de verificar a variação na atividade antimicrobiana 

dos extratos. 

A determinação da atividade antimicrobiana dos extratos frente aos micro-

organismos testados, mediante a utilização de dois extratos de diferente parte da planta, teve 

como objetivo verificar a ocorrência de variação nos resultados entre eles. Os resultados 

mostraram que o extrato da raiz possui melhor atividade em relação ao extrato do caule. 

Os resultados obtidos com extratos de raiz de D. negrensis após a realização dos 

ensaios de difusão em ágar, pelo método preconizado por Grove & Randall (1955), 
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ocasionaram inibição microbiana pela constatação da formação de halo de inibição ao redor 

dos poços onde foram depositados os extratos testados. 

Os valores das médias dos diâmetros dos halos de inibição para as concentrações de 

300, 400 e 500mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis nos tempos de 12 e 24 horas 

estão demonstrados nas tabelas 1,2 e 3.   

Tabela 1 

 

Média dos diâmetros dos halos de inibição de crescimento dos micro-organismos, 
obtidos por meio da ação do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, na concentração de 300 
mg/mL,  em 12 e 24 horas 

Micro-organismo 12h (raiz  300mg/mL) 24h (raiz  300mg/mL) Controle (+) 

S. aureus 17,2 b 15,9 a 30,0 c 

C. albicans 0,0 d 0,0 d 13,0 d 

E. coli 16,5 b 13,3 c 40,0 b 

K. pneumoniae 15,6 c 13,7 c 41,0 a 

P. aeruginosa 19,6 a 15,1 b 30,0 c 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de  = 0,05.

      

Tabela 2 

 

Média dos diâmetros dos halos de inibição de crescimento dos micro-organismos, 
obtidos por meio da ação do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, na concentração de 400 
mg/mL,  em 12 e 24 horas 

Micro-organismo 12h (raiz  400mg/mL) 24h (raiz  400mg/mL) Controle (+) 

S. aureus 18,0 a 18,0 a 30,0 c 

C. albicans 0,0 c 0,0 d 13,0 d 

E. coli 15,2 b 14,7 c 40,0 b 

K. pneumoniae 15,0 b 16,0 b 41,0 a 

P. aeruginosa 18,0 a 17,9 a 30,0 c 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de  = 0,05.
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Tabela 3 

 
Média dos diâmetros dos halos de inibição de crescimento dos micro-organismos, 

obtidos por meio da ação do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, na concentração de 500 
mg/mL,  em 12 e 24 horas 

Micro-organismo 12h (raiz  500mg/mL) 24h (raiz  500mg/mL) Controle (+) 

S. aureus 20,0 ab 20,0 a 30,0 c 

C. albicans 0,0 c 0,0 d 13,0 d 

E. coli 20,1 ab 16,9 b 40,0 b 

K. pneumoniae 18,5 b 15,5 c 41,0 a 

P. aeruginosa 21,1 a 19,1 a 30,0 c 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey em nível de  = 0,05.

  

Analisando a concentração de 300mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, 

no tempo de 12 horas, sobre os micro-organismos S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, K. 

pneumoniae e C. albicans (Tabela 1), observou-se que essa concentração apresentou o mesmo 

efeito quanto a inibição do crescimento de S. aureus e E. coli. Para os micro-organismos P. 

aeruginosa e E. coli apresentou efeito diferente. A concentração avaliada desse extrato foi 

mais eficaz para P. aeruginosa e não inibiu o crescimento de C. albicans. 

A concentração de 300mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, no tempo 

de 24 horas (Tabela 1), apresentou o mesmo efeito em relação à inibição de crescimento de 

E.coli e K. pneumoniae. Para os demais micro-organismos o efeito foi diferente, sendo mais 

eficaz para S. aureus, apresentando média do diâmetro do halo inibição de crescimento de 

15,90. Para C. albicans, não apresentou efeito inibitório.   

O extrato aquoso de raiz de D. negrensis, na concentração de 400mg/mL, avaliado 

sobre os micro-organismos E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e C. albicans, no 

tempo de 12 horas (Tabela 2), indicou que E. coli e K. pneumoniae não apresentaram 

diferença estatística em relação ao diâmetro do halo, ou seja, a concentração avaliada teve o 

mesmo efeito quanto a inibição de crescimento dos dois micro-organismos. A concentração 

de 400mg/mL apresentou, também, o mesmo efeito de inibição de crescimento e maior 

eficácia para S. aureus e P. aeruginosa, porém para C. albicans, não apresentou efeito 

inibitório. 

Quanto à concentração de 400mg/ml do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, no 

tempo de 24 horas (Tabela 2), obervou-se que E. coli e K. pneumoniae apresentaram diferença 
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estatística quanto a média dos diâmetros dos halos, ou seja, a concentração avaliada teve 

efeito diferente sobre a inibição do crescimento desses micro-organismos. Apresentou maior 

eficácia e, também, o mesmo efeito em relação à inibição de crescimento de S. aureus e P. 

aeruginosa. Em relação a C. albicans, não apresentou efeito inibitório. 

No tempo de 12 horas, o extrato aquoso de raiz de D. negrensis, na concentração de 

500mg/mL (Tabela 3), apresentou maior eficácia e o mesmo efeito inibitório sobre o 

crescimento dos micro-organismos S. aureus, P. aeruginosa e E. coli, porém o efeito sobre P. 

aeruginosa foi diferente em relação a K. pneumoniae. A concentração de 500mg/mL não 

inibiu o crescimento de C. albicans.  

A concentração de 500mg/mL do extrato aquoso de raiz de D. negrensis, no tempo 

de 24 horas (Tabela 3), apresentou efeito diferente quanto à inibição do crescimento de E. 

coli, K. pneumoniae. Essa concentração foi mais eficaz e apresentou o mesmo efeito de 

inibição de crescimento para S. aureus e P. aeruginosa, porém não inibiu o crescimento de C. 

albicans. 

As tabelas 4 e 5 mostram a comparação da atividade antimicrobiana entre as 

concentrações de 300, 400 e 500mg/mL do extrato de raiz de D. negrensis, para cada micro-

organismo avaliado nesse estudo (S. aureus, C. albicans, E. coli, K. pneumoniae e P. 

aeruginosa), nos tempo de 12 e 24 horas.       

Tabela 4 

 

Comparação da atividade antimicrobiana entre as concentrações de 300, 400 e 
500mg/mL do extrato de raiz de D. negrensis para cada micro-organismo avaliado, no tempo 
de 12 horas. 

Micro-organismo 

Tempo 12 horas 

Concentração 

(mg/mL) 

S. aureus C. albicans E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa 

300 17,2 c 0,0 a 16,5 b 15,6 b 19,6 b 

400 18,0 b 0,0 a 15,2 c 15,0 b 18,0 c 

500 20,0 a 0,0 a 20,1 a 18,5 a 21,1 a 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunn em nível de  = 0,05.
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Tabela 5 

 
Comparação da atividade antimicrobiana entre as concentrações de 300, 400 e 

500mg/mL do extrato de raiz de D. negrensis para cada micro-organismo avaliado, no tempo 
de 24 horas. 

Micro-organismo 

Tempo 24 horas 

Concentração 

(mg/mL) 

S. aureus C. albicans E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa 

300 15,9 c 0,0 a 13,3 c 13,7 b 15,1 c 

400 18,0 b 0,0 a 14,7 b 16,0 a 17,9 b 

500 20,0 a 0,0 a 16,9 a 15,5 a 19,1 a 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Dunn em nível de  = 0,05.

   

Analisando a tabela 4, observou-se que as três concentrações avaliadas, no tempo de 

12 horas, apresentaram diferença estatística quanto aos valores das médias dos diâmetros dos 

halos de inibição de crescimento dos micro-organismos S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. 

Para K. pneumoniae, as concentrações de 300 e 400mg/mL não apresentaram diferença 

estatística, ou seja, tiveram a mesma atividade antibacteriana. O extrato de raiz não 

apresentou atividade antifúngica para C. albicans nas concentrações avaliadas. 

No tempo de 24 horas (Tabela 5), verificou-se resultados semelhantes aos obtidos no 

tempo de 12 horas, sendo que o extrato de raiz, nas concentrações de 400 e 500mg/mL, não 

foi, estatisticamente, diferente quanto ao diâmetro do halo de inibição, para a bactéria K. 

pneumoniae, ou seja, apresentaram a mesma eficiência na inibição do crescimento desse 

micro-organismo. 

As concentrações de 300, 400 e 500mg/mL, do extrato aquoso de caule de D. 

negrensis, nos tempos de 12 e 24 horas, não apresentaram atividade antimicrobiana sobre E. 

coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e C. albicans. Observou-se que essas concentrações 

somente tiveram efeito sobre o crescimento de S. aureus.  

As concentrações de 300, 400 e 500mg/mL, do extrato aquoso de caule de D. 

negrensis, nos tempos de 12 e 24 horas, causaram halos de inibição com médias de diâmetros 
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estatisticamente diferentes entre si, ou seja, apresentaram efeitos diferentes quanto à inibição 

do crescimento de S. aureus (Gráfico 1).  

 

Gráfico 1 

  

Média  dos diâmetros dos halos de inibição utilizando as concentrações de 300, 
400 e 500 mg/mL do extrato de caule de D. negrensis frente a S. aureus, no tempo de 12 e 24 
horas.    

Em relação ao método utilizado, verificou-se que a ocorrência de maiores halos, no 

método de difusão, deu-se em algumas bactérias Gram-negativas em todas as concentrações 

no período de 12 horas. A ocorrência de maiores ou menores halos de inibição indica que a 

inibição do crescimento microbiano está correlacionada a uma maior ou menor atividade do 

extrato testado. Este acontecimento já foi observado em alguns trabalhos científicos que 

testaram a atividade antimicrobiana pelo método de difusão em ágar, e correlacionaram os 

maiores halos a uma maior atividade (Alves et al., 2000; Andrade et al., 2005).   

A atividade antimicrobiana de D. negrensis sobre S. aureus e E. coli corrobora a 

atividade da planta do gênero Derris sobre esses micro-organismos no trabalho realizado por 

Sittiwet & Puangpronpitag (2009), os quais utilizaram a espécie Derris scandens sobre S. 

aureus e E. coli e verificaram atividade antibacteriana. Os fatores determinantes na escolha 

das espécies de bactérias, utilizadas no presente trabalho, foram a sua importância em doenças 
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infecciosas nos seres humanos e o aumento do desenvolvimento da resistência aos 

antimicrobianos nos últimos anos. 

Existem diversos trabalhos científicos relacionados com avaliação da atividade 

antimicrobiana de vários vegetais. As plantas pertencentes à família Fabaceae, objeto do 

nosso estudo, têm se destacado nessas pesquisas devido aos seus constituintes químicos, 

principalmente, os flavonóides e alcalóides (Botsaris & Machado, 1999).   

Os resultados obtidos em nosso trabalho quanto à atividade antimicrobiana se 

assemelha aos resultados encontrados no estudo realizado por Souza et al. (2007), os quais 

avaliaram a atividade antibacteriana do extrato de Stryphnodendron adstringentes, uma planta 

nativa do cerrado brasileiro, pertencente à família Fabaceae, que apresenta propriedades 

bactericida e fungicida, frente aos micro-organismos S. aureus e E.coli, utilizando o método 

de difusão em ágar pela técnica do poço, a qual demonstrou atividade para as bactérias 

testadas. A atividade dessa planta e da planta utilizada em nossa pesquisa, provavelmente, se 

caracteriza pela presença de compostos fenólicos, que são metabólitos secundários presentes 

nas plantas da família Fabaceae, e que, na análise cromatográfica realizada (Figura 15), 

indicou a presença dessa classe de constituintes químicos em D. negrensis. 

Em outro estudo com o mesmo objetivo, foi testado o extrato etanólico das folhas de 

Ficus benjamina, pertencente à família Moraceae, frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e 

K. pneumoniae, pelo método de difusão em ágar. Foi demonstrada atividade antibacteriana 

para todas as bactérias. Alcalóides, flavonóides, terpenóides e tanino, poderiam justificar essa 

atividade antibacteriana (Reschke et al., 2007). Em nossos estudos cromatográficos realizados 

com o extrato de D. negrensis, apontou a presença dessas classes de compostos químicos 

encontrados em F. benjamina, provavelmente, responsáveis pela atividade antibacteriana 

sobre essas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e, também, observou-se que as 

espécies Moreaceae e Fabaceae possuem classes de metabólitos secundários semelhantes, 

mas, provavelmente, em concentrações diferentes. 

A presença de flavonóides, isoflavonóides e compostos terpênicos no mecanismo de 

ação antibacteriana, ainda não está elucidado, mas existem relatos de que envolva a ruptura de 

membrana. O comportamento anfótero de saponinas, e a capacidade de formar complexos 

com esteróides, proteínas e fosfolipideos de membranas, podem ser responsáveis pela ação 

antimicrobiana. Essa ação pode ser devido à alteração da permeabilidade da membrana e sua 

posterior destruição (Avato et al., 1997; Simões et al., 2004). 
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A presença de flavonóides pode estar diretamente relacionada com a atividade 

antimicrobiana. Neste sentido, Ganapaty et al. (2006) testaram os flavonóides isolados de 

Derris heyneana: heyneana chalcona, lupinifalin, hiravarone e derrubone, e verificaram que  

heyneana chalcona apresentou atividade antimicrobiana contra cepas de Staphylococcus 

aureus, Escherichia coli, Proteus vulgaris e Bacillus pumilis. 

O extrato da raiz de D. negrensis mostrou ter uma atividade antibacteriana mais 

eficiente tanto para S. aureus como para P. aeruginosa, o que sugere a possível presença de 

sinergismo entre as substâncias responsáveis pelo efeito antibacteriano ou à menor 

concentração de rotenona, isoflavonóide presente em espécies de plantas do gênero Derris, 

encontrada no caule de timbó e a maior concentração deste constituinte químico estar nas 

raízes, podendo variar de 5 a 13%, dependendo da espécie (Costa et al., 1999). 

O S.aureus mostrou sensibilidade tanto para o extrato de caule como de raiz de D. 

negrensis, e K. pneumoniae foi inibida pelo extrato da raiz. Esses resultados são interessantes, 

partindo-se da grande dificuldade no controle e tratamento de micro-organismos 

multirresistentes, principalmente em doenças infecciosas hospitalares. 

A atividade antimicrobiana de D. negrensis, possivelmente, está relacionada à ação 

de metabólitos secundários polifenóis. Os trabalhos realizados por França & Kuster (2009) 

relataram a atividade antibacteriana de floroglucinóis e do extrato hexânico de Hypericum 

brasiliense Choysi, os quais foram efetivos contra os S. aureus resistentes à meticilina 

(MRSA). O H. brasiliense é quimicamente constituído de flavonóides, xantonas e 

floroglucinóis, com significativos efeitos farmacológicos e biológicos.  

As plantas tóxicas e medicinais, como espécies de Fabaceae, que contém compostos 

fenólicos na sua composição química, a qual pertence a espécie D. negrensis, são de grande 

importância no combate aos micro-organismos patogênicos, conforme demonstraram Ahmad 

& Beg (2001) em estudo pelo método de difusão em poço, a ação antibacteriana do extrato 

etanólico de várias plantas medicinais indianas, tradicionalmente utilizadas na medicina 

popular, ricas em flavonóides e taninos, contra bactérias multirresistentes. 

Podemos sugerir, com base nos nossos resultados, que os extratos de D. negrensis 

possuem compostos fenólicos, os quais, provavelmente, agiram positivamente sobre as 

bactérias avaliadas. Observando os trabalhos realizados por Rauha et al. (2000), os quais 

avaliaram, pelo método de difusão em ágar com poço, nove espécies de micro-organismos em 

alguns extratos ricos em flavonóides e outros compostos fenólicos, verificou-se que foram 

efetivos tanto para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.  
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Na avaliação da atividade antimicrobiana dos extratos de raiz e caule de D. 

negrensis, foi observado que os dois extratos não foram ativos, nas concentrações testadas, 

contra o fungo leveduriforme C. albicans, corroborando os estudos realizados por Souza et al. 

(2008), que avaliaram os extratos brutos e frações das raízes de duas espécies vegetais do 

gênero Derris em micro-organismos do gênero Candida e não verificaram atividade 

antifúngica. Esses resultados vão de encontro à prevalência da resistência desses aos supostos 

agentes antifúngicos presentes em espécies do gênero Derris, utilizados nos testes de 

sensibilidade com células fúngicas. Esse fato pode ser observado devido à parede celular 

fúngica atuar na célula como uma barreira protetora. Essa parede pode estar impedindo a 

entrada dos extratos, ou os mesmos podem não estar interferindo em processos que resultem 

na inibição da parede ou na sua má formação. Devido a essas dificuldades, a parede se 

mantém intacta e a viabilidade celular é mantida (Selitrennikof, 1992; Trabulsi et al., 2008).  

O ideal para um antifúngico que exerça sua ação por meio da inibição da síntese do 

ergosterol é a inibição de enzimas especificas para sua formação. Após o zimosterol, a rota 

sintética do ergosterol difere do colesterol. Se o agente antifúngico atuar em uma enzima 

conversora de zimosterol em 24-metilzimosterol, ou de 24-metilzimosterol em ergosterol, ele 

será especifico para células fúngicas e, possivelmente, apresentará efeitos colaterais reduzidos 

(Zacchino et al., 2003). 

O potencial antifúngico de compostos fenólicos, especialmente da classe dos 

flavonoides, é relatado por diversos autores, como Lopes et al.,  (1998), os quais observaram a 

atividade antifúngica de flavonóides isolados de plantas, verificando que os metabólitos 

secundários, dessa classe de constituinte químico, apresentaram ação 10 vezes mais potente 

que a nistatina, um antibiótico utilizado para tratamento de infecções vaginais causadas por C. 

albicans e outros da mesma espécie, que age sobre o fungo pela inibição do ergosterol. A 

atividade antimicrobiana de flavonóides é provavelmente devido à sua habilidade de se 

complexar com proteínas e com a parede celular do micro-organismo. Quanto mais lipofílico 

for o flavonóide, mais facilmente pode ocorrer a atividade antifúngica (Cowan, 1999; Somchit 

et al., 2003). 

Em nossos estudos, após leitura de 6 horas para o cultivo da levedura C. albicans, 

exposta à ação dos extratos de raiz e caule de D. negrensis, observou-se halo de inibição, 

porém, após 12 horas de cultivo, não foi observado halo de inibição, ou seja, não apresentou 

mais atividade antifúngica. Segundo Arthington-Skaggs et al. (2002), esse fenômeno ocorre 

com aproximadamente 5% dos isolados de Candida spp. Esse crescimento trailing pode ser 
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tão vigoroso que faz com que um isolado seja interpretado como susceptível nas primeiras 

horas de incubação, mas se apresente como resistente após 48 horas. 

Os extratos de D. negrensis, avaliados em nossa pesquisa, não apresentaram 

atividade frente ao micro-organismo C. albicans, nos testes empregando a metodologia de 

difusão em ágar. Esses resultados estão de acordo com o ensaio realizado por Pretto (2005), o 

qual realizou uma triagem de extratos de plantas medicinais brasileiras e testou-os contra o 

fungo leveduriforme C. albicans, observando que os extratos foram inativos. No entanto, 

Alves et al. (2006) encontraram resultados positivos ao avaliarem a atividade antimicrobiana 

do extrato de Psidium guajava sobre levedura do gênero Candida.  

Costa et al. (2009) também avaliaram a atividade antifúngica in vitro de extratos 

vegetais de Rosmarinus officinalis e Syzygium cumini, os quais apresentaram, sobre cepas de 

C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, atividade inibidora. A planta Rosmarinus officinalis é 

rica em terpeno, metabólito secundário com característica lipofílica, que tende a compartilhar 

a fase aquosa das estruturas da membrana fúngica, causando sua expansão, aumentando a 

fluidez ou desordem da estrutura da mesma (Sikkema et al., 1995). Nos extratos avaliados de 

D. negrensis, de acordo com nossos estudos cromatográficos, sugere-se a presença de 

compostos terpênicos, porém, provavelmente, em concentrações insuficientes para promover 

ação frente C. albicans.     

5.2 Determinação da concentração inibitória mínima 

Foi realizada a determinação da Concentração Inibitória Minima dos extratos de raiz 

e caule de D. negrensis, a partir da concentração de 300mg/mL. Os extratos foram ativos até a 

concentração de 75mg/mL, frente a todas as bactérias (E. coli, S. aureus, K. pneumoniae e P. 

aeruginosa) (Tabelas 6 e 7). Considerando os parâmetros estabelecidos por Holetz et al. 

(2004), a CIM igual a 75mg/mL possui boa atividade antimicrobiana (Figura 12).  
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Figura 12  Teste da Concentração Inibitória Minima de raiz e caule para S. aureus em placa             

de microdiluição.            

Tabela 6 - Resultados da Concentração Inibitória Minima obtidos pelo método de         

microdiluição.   

Micro-organismo  

300           150

 

CIM  Extrato de Raiz (mg/mL) 

      75            37,5           18,7           9,37          4,68 

              -                -

 

Ec 

Kp                         

Pa 

Sa 

              -

 

             -

 

             -

  

             -  

 

              -

 

              -      

              -

 

          -

 

          -

  

          -
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        +

 

        +

 

        +                   +                                  

        +                   +

 

        +                   +

 

        +                   +

 

       +

 

       +

 

       +

 

       +

 

Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa - Pseudomonas aeruginosa; Sa- 
Staphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano negativo.    
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Tabela 7 - Resultados da Concentração Inibitória Minima obtidos pelo método de        

microdiluição.   

Micro-organismo  

300           150

 

CIM  Extrato de caule (mg/mL) 

       75           37,5           18,7           9,37          4,68 

              -                 -

 

Ec 

Kp                         

Pa 

Sa 

              -

 

             -

 

             -

  

             -  

 

              -

 

              -      

              -

 

           -

 

           -

  

           -

 

        +

 

        +            

        +

 

        +

 

        +                   +                                  

        +                   +

 

        +                   +

 

        +                   +

 

       +

 

       +

 

       +

 

       +

 

Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa - Pseudomonas aeruginosa; Sa- 
Staphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano negativo.   

Em testes de atividades antimicrobianas utilizando extratos de plantas, tanto para as 

bactérias Gram-positivas como para as Gram-negativas, tem demonstrado um perfil de 

seletividade. Entretanto este fenômeno também ocorre para a maioria dos agentes 

antimicrobianos (Trabulsi et al., 2008; Basile et al., 1999). 

Foi observada, nos testes da CIM, a atividade dos extratos de D. negrensis para as 

bactérias Gram-negativas. Essa observação é interessante, pois a resistência das bactérias 

Gram-negativas aos agentes antimicrobianos tem sido associada à presença de uma membrana 

externa existente nesses micro-organismos. Com isso, o agente antimicrobiano encontra 

grande dificuldade de penetrar na célula, ou, quando consegue, a concentração não é alta o 

suficiente para apresentar resultado esperado (Fuchs et al., 2004; Trabulsi et al., 2008). 

Em pesquisa microbiológica, tem sido demonstrado que as bactérias, sobretudo as 

Gram-negativas, possuem mecanismos especializados em expulsar substâncias estranhas para 

fora de sua célula, mecanismo esse chamado de bomba de efluxo. Esses mecanismos atuam 

limitando o acesso do agente antimicrobiano ao seu alvo de ação. Esse sistema previne o 

acúmulo de droga no interior da célula, evitando assim que o agente antimicrobiano atinja a 

quantidade necessária para tornar o ambiente letal à célula, não exercendo o seu efeito 

(Hancock & Bell, 1988). 
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As concentrações que apresentaram atividade no ensaio para determinar a CIM 

também foram submetidas para determinar a CBM. Observou-se que, utilizando o extrato de 

raiz de D. negrensis, o perfil de atividade bactericida encontrado foi semelhante aos valores 

encontrados para CIM, pois as diferença entre CIM e CBM foram relativamente pequenas em 

relação à inibição do crescimento dos micro-organismos (Tabela 8). Entretanto, para o extrato 

de caule, os valores de CIM e CBM não foram semelhantes, pois para CBM somente houve 

inibição de crescimento de um micro-organismo, Klebsiella pneumoniae, na concentração de 

300mg/mL (Tabela 9). 

O critério empregado para interpretação dos resultados foi o crescimento do micro-

organismo na subcultura, que significou ação bacteriostática e  a ausência de crescimento que 

significou ação bactericida (Baron & Finegold, 1990). 

O crescimento bacteriano é paralisado pela adição de agente bacteriostático, porém 

alguns organismos permanecem viáveis. Agente bactericida mata as bactérias e o número total 

de organismos viáveis decresce. Apesar de prática, essa classificação pode ser muito 

simplista, pois é possível que um agente seja bacteriostático para um organismo e bactericida 

para outro (Strohl et al., 2004; Trabulsi et al., 2008).   

       Tabela 8  Resultados da Concentração Bactericida Minima para o extrato da raiz. 

Micro-organismo  

         300             

CBM  Raiz (mg/mL) 

                  150                                 75    

       Ec 

       Kp  

           - 

           -  

                    -                                     + 

                    -                                     +  

      Pa 

     Sa                                 

                     

  

  - 

  - 

- 

- 

                 - 

                +  

       Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa - Pseudomonas aeruginosa; 
Sa- Staphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano 
negativo.       



50

        
       Tabela 9 - Resultados da Concentração Bactericida Minima para o extrato do caule 

Micro-organismo  

         300             

CBM  Raiz (mg/mL) 

                  150                                  75    

       Ec 

       Kp  

           + 

           -  

                    +                                     + 

                    +                                     +  

      Pa 

     Sa                                 

                     

  

  + 

  + 

+ 

+ 

                 + 

                 +  

        Legenda: Ec - Escherichia coli; Kp - Klebsiella pneumoniae; Pa 

 

Pseudomonas aeruginosa; 
Sa- Staphylococcus aureus; (+) crescimento microbiano positivo; (-) crescimento microbiano 
negativo. 

Os extratos de raiz de D. negrensis apresentaram CBM de 300 e 150mg/mL para os 

micro-organismos S. aureus, K. pneumoniae e E. coli. Somente para P. aeruginosa, obteve 

efetividade nas concentrações de 300 a 75mg/mL. Para os extratos de caule, houve 

crescimento nas concentrações de 300 a 75mg/mL, para as bactérias S. aureus, P. aeruginosa 

e E. coli, porém para K.pneumoniae, a efetividade foi somente na concentração de 

300mg/mL. Portanto, considerando a CBM de 75mg/mL, o extrato de raiz somente foi 

eficiente para a bactéria P. aeruginosa (Figura 13). A partir das concentrações de 37,5mg/mL 

a 4,6mg/mL, os resultados apresentaram crescimento bacterianos nas subculturas.   

 

Figura 13 

 

CBM de extrato de raiz para P. aeruginosa. 
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As técnicas da CIM e CBM utilizadas no presente estudo, também foram utilizadas 

no trabalho de Sittiwet & Puangpronpitag (2009). Foi testado o extrato aquoso do caule de 

Derris scandens frente aos micro-organismos: S. aureus, E. coli, S.epidermidis.  As mesmas 

demonstraram somente atividade para S. aureus e E. coli, nas concentrações de 4 a 16mg/mL. 

Em relação ao trabalho de Sittiwet & Puangpronpitag (2009), foi observada uma 

grande variação em relação aos resultados da nossa pesquisa quanto à atividade 

antibacteriana. Para Fennel et al. (2004), as variações referentes à determinação da CBM e 

CIM, de extratos de plantas podem ser atribuídos a vários fatores. Dentre eles podemos citar a 

técnica aplicada, e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época de coleta, se os 

extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extratos 

testados. Assim, não existe método padronizado para expressar os resultados de testes 

antimicrobianos de produtos naturais. 

Dos micro-organismos utilizados neste trabalho, existem relatos na literatura da 

atividade antimicrobiana de plantas do mesmo gênero e de espécies diferentes, devido 

possuírem algum tipo de isoflavonóide ou flavonóide biossintetizado, mais especificamente o 

rotenóide, com atividade somente para S. aureus e E. coli (Ganapaty et al., 2006; Araújo, 

2009). Na Amazônia brasileira são encontradas plantas do gênero Derris, que vem se 

destacando pela produção de compostos pertencentes às classes dos rotenóides, os quais 

apresentam ação antibacteriana (Bearez, 1998; Arruda, 2005; Borges et al., 2006). 

Neste sentido, há trabalhos científicos relacionados com a avaliação da atividade 

antimicrobiana de vários vegetais. As plantas pertencentes à família Fabaceae têm se 

destacado nesses estudos devido aos seus constituintes químicos, principalmente 

isoflavonóides e os flavonóides, que ocorrem quase que exclusivamente na subfamília 

Papilionoideae (Dewick, 2001).  

5.3 Análise dos extratos por cromatografia em camada delgada (CCD) 

Na Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos aquosos de raiz e caule de 

D. negrensis, diversos eluentes foram testados e foi possível verificar que a fase móvel 

constituída por acetato de etila, ácido formico, ácido acético glacial e água (6:1:1:2 mL), foi a 

mais eficiente para a resolução dos cromatogramas. 
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Sem a utilização de revelador, verificou-se a presença de duas bandas de cor cinza ao 

visível. Na revelação sob a luz ultravioleta (UV) de 254nm e 365nm, indicou o Rf: 0,50 para 

o extrato de caule e Rf 0,42 para extrato de raiz, que após a revelação com a vanilina 

sulfúrica, mostrou manchas de coloração marrom avermelhada (Figura 14), possivelmente 

tratando-se de compostos terpênicos presentes na composição quimica desses extratos, de 

acordo com o trabalho realizado por Zoghbi et al. (1988), que identificaram a presença do 

triterpeno -amirina no extrato etanólico de caule de uma espécie do gênero Derris, e Araújo 

(2009) que também identificou a partir das folhas e galhos de Poiretia bahiana (Fabaceae), 

após a extração com hexano, os triterpenos lupeol e -amirina.  

 

Figura 14 - Cromatografia em camada delgada (CCD) revelada com a vanilina sulfúrica.   

Quando as frações dos extratos foram dissolvidas, houve a presença de espuma, 

indicando a existência de saponinas, que, segundo Bramley (1997), as saponinas são 

constituídas de triterpenos ou esteróides como aglicanos e diferentes tipos de unidades de 

carboidratos. São conhecidas como eficazes agentes antibacterianos e antifúngicos. 

A figura 15 apresenta a cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos de D. 

negrensis, utilizando como fase móvel acetato de etila, ácido formico, ácido acético glacial e 

água (6:1:1:2 mL), revelada com cloreto férrico. Observou-se manchas de cor azul (Rf 0,78 e 

0,95 para o extrato de caule e 0,75 para o extrato de raiz). Segundo Costa (2002), essas 

manchas podem ser atribuidas à presença de compostos fenólicos, possivelmente pertencentes 

ao grupo dos flavonóides. 

Rf 0,50

 

Rf 0,42
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Figura 15 - Cromatografia em camada delgada (CCD) revelada com cloreto férrico.   

De acordo com Fengel & Wegener (1989), os flavonóides constituem uma classe de 

substâncias especiais encontrados facilmente em extratos de raiz e caule de plantas da família 

Fabaceae. Harbone et al. (1994) já haviam afirmado que plantas desta família são 

excepcionalmente ricas em flavonóides, com vários registros de estruturas únicas existentes 

somente ou em particular abundância nesta família. 

Verificou-se uma forte indicação da presença de alcalóides ou um composto que 

contenha dupla ligação (Rf 0,18 para extrato de caule e Rf 0,12 para extrato de raiz) nos 

extratos revelados com reagente de Dragendorff (Figura 16). Algumas famílias botânicas 

apresentam alcalóides, os mesmos são classificados de acordo com seu núcleo heterocíclico, 

que é uma estrutura cíclica ligada a um grupo amina, e possuem atividade farmacológica 

muito variável. De todos os grupos de princípios ativos, os alcalóides possuem a maior 

atividade biológica (Di Stasi, 1996; Botsaris & Machado, 1999). 

Rf 0,78

 
Rf 0,95

 
Rf 0,75
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Figura 16 - Cromatografia em camada delgada (CCD) com o revelador de Dragendorff.  

A positividade no resultado do revelador de Dragendorff indica a presença de 

compostos que contêm nitrogênio na estrutura, que são fortemente isolados de plantas nas 

diversas familias. Varias atividades biológicas são atribuídas a este tipo de compostos: 

atividade antiproliferativa, citotóxica, antitumoral, imunomodeladora, antinematicida e 

antibacteriana (Zhang et al., 2007). 

Alcalóides são grupos de constituintes químicos muito peculiar em plantas da família 

Fabaceae, como foi verificado no trabalho realizado por Cunha et al. (2003), os quais isolaram 

os alcalóides derricina e lonchocarpina do extrato hexânico de raízes de Lonchocarpus 

sericeus, que após avaliação in vitro, apresentaram atividade citotóxica contra células 

leucêmicas.   

5.4 Análise qualitativa por bioautografia 

A atividade antimicrobiana também foi detectada por bioautografia, que foi realizada 

com os extratos de caule e raiz de D. negrensis para identificar os possíveis constituintes 

responsáveis pela atividade antimicrobiana contra os micro-organismos teste.  

Inicialmente foram testados vários sistemas de solventes para a realização da 

cromatografia de camada delgada (CCD), para obtenção de cromatogramas com boa 

resolução, pois uma separação inadequada das substâncias pode interferir no resultado da 

Rf 0,18

 

Rf 0,12
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inibição bacteriana. Dentre todos os sistemas testados os que apresentaram a melhor resolução 

foi acetato de etila, ácido formico, ácido acético glacial e água (6:1:1:2 mL), justificando 

assim seu uso neste ensaio.  

Nos bioautogramas, observou-se que os extratos de caule apresentaram área de 

inibição para as bactérias: S. aureus, E.coli, P.aeruginosa e K.pneumoniae, nas bandas 

correspondendo aos Rf: 0,18, e 0,95 (Figura 17). Para o extrato de raiz o Rf foi de 0,12 

(Figura 17).  A correlação da análise por bioautografia, com o método de difusão em ágar 

(técnica do poço), indica que na planta (caule e raiz) existem substâncias, possivelmente 

pertencentes aos grupos dos flavonoides e/ou alcaloides, com atividade antibacteriana frente a 

S. aureus, apesar da diferença das metodologias.    

 

Figura 17  Bioautografia do micro-organismo S. aureus.  

Esses resultados são semelhantes aos obtidos por Magalhães et al. (2007), que 

avaliaram a atividade antibacteriana por bioautografia de alguns flavonóides isolados de 

Lonchocarpus montanus e verificaram que os extratos de derriobtusona, medicarpina e 

lanceolatina foram efetivos contra Staphilococcus aureus  e Bacillus subtilis.  

Utilizando o sistema de solventes: acetato de etila, ácido formico, ácido acético 

glacial e água (6:1:1:2 mL), foi possível localizar pelo menos dois grupos distintos de 

substâncias com atividade antimicrobiana, sendo um grupo mais apolar, e outro mais polar, 

demonstrando que na planta existe mais de uma substância com diferente polaridade e 

atividade antimicrobiana. A atividade antimicrobiana apresentada por drogas vegetais pode 

ser em função da presença de flavonóides, taninos, alcalóides, saponinas e terpenos, os quais 

apresentam polaridades diferentes (Scalbert, 1991; Harbone & Williams, 2000; Bylka et al., 

2004; Veluri et al., 2004; Kuete et al., 2006). 

Rf 0,18 

 

Rf 0,95 

 

Rf 0,12 
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6  CONCLUSÕES  

Baseado nos resultados obtidos na presente pesquisa pode-se concluir que:  

 

O extrato da raiz de D.negrensis apresentou atividade antimicrobiana frente às 
bactérias testadas, utilizando-se o método de difusão em ágar pela técnica do poço;  

 

O extrato do caule apresentou atividade antibacteriana somente para S.aureus;  

 

Os extratos de raiz e caule de D. negrensis apresentaram atividades antimicrobianas 
com CIM variando de 300 a 75 mg/mL, demonstrando efetividade para todas as 
bactérias testadas;  

 

A Concentração Bactericida Minima, nas concentrações de 300 a 150mg/mL, do 
extrato de raiz de D. negrensis, apresentaram atividade para todas as bactérias, 
demonstrando ser mais eficiente para P.aeruginosa em todas as concentrações;  

 

A Concentração Bactericida Minima do extrato de caule de D. negrensis foi efetiva 
somente na concentração de 300 mg/mL, para a bactéria K.pneumoniae;  

 

Os cromatogramas apresentaram substâncias com características de: alcalóides, 
terpenos e compostos fenólicos, após a revelação com os seus respectivos reveladores;  

 

A análise qualitativa para bioautografia mostrou atividade frente a todas as bactérias 
testadas.    

Os resultados deste trabalho constituem uma alternativa no combate aos micro-organismos 

resistentes à antibiótico e possibilita a descoberta de novos constituintes químicos derivados de 

produtos naturais, a fim de minimizar a resistência microbiana, que é, atualmente, o principal fator 

preocupante em relação às infecções hospitalares. Sugere-se a continuação de estudos complementares 

no sentido de isolar as substâncias responsáveis por esta atividade e a realização de testes 

toxicológicos para viabilizar a sua utilização.      
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