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RESUMO

Atualmente, os desafios impostos pelas doencas causadas por bactérias
resistentes aos farmacos disponiveis sdo considerados um problema de salde
mundialmente. A expressiva necessidade de descobertas de novos farmacos torna-
se imprescindivel devido a inerente selecdo natural, propiciada em parte pelo uso
inadequado de antimicrobianos na medicina ou em plantéis de producdo. Em face
ao exposto, no presente estudo foi realizado um screening buscando avaliar a
atividade antibacteriana in vitro de extratos brutos e fracdes de espécies vegetais
oriundas do bioma Cerrado do Distrito Federal e arredores. As espécies
selecionadas foram Bauhinia rufa (Bong) Steud, Bauhinia variegata Linn,
Erythroxylum subrotundum St. Hill.,, Erythroxylum daphnites Mart, Pouteria torta
Radlk., Pouteria ramiflora Radlk. e Eugenia dysenteria DC., as quais foram testadas
contra Staphylococcus aureus (25923), Pseudomonas aeruginosa (27853) e
Escherichia coli (25922) utilizando o método de disco difusdo para predizer a
sensibilidade destes. Em sequéncia foi realizado o biomonitoramento do extrato
bruto e das fracdes desta planta frente a diversos isolados de bactérias Gram-
positivas de relevancia clinica, sendo preconizado o método de microdiluicdo em
placas. Sobressaiu-se nestes testes a fracdo acetbnica de E. dysenterica ao
apresentar zona de inibicdo de 10mm com uma Concentracdo Inibitéria Minima de
250ug por disco difusdo e 83ug/mL por microdiluicdo, além de modular a acdo de
agentes B-lactamicos, demonstrando a sensibilidade de bactérias Gram-positivas a
espécie. De todos os extratos testados nenhum apresentou atividade antimicrobiana
frente as cepas Gram-negativas, P. aeruginosa e E. coli. A prospeccéao fitoquimica
por Cromatografia em Camada Delgada e por Cromatografia liqguida de alta
eficiéncia (CLAE) da E. dysenterica evidenciou a presenca dos flavondides
catequinas e epicatequinas que podem ser os metabdlitos secundarios responsaveis
pela sua efetiva atividade antimicrobiana. Considerando os resultados obtidos, a E.
dysenterica € uma espécie promissora como insumo brasileiro, para o

desenvolvimento de fitoterapicos a cosmeticos.



Palavras-chave: Espécies nativas do Cerrado, Eugenia dysenterica, atividade

antimicrobiana, Staphylococcus aureus, Concentracao Inibitoria Minima (CIM).



SILVA, Sandra Mércia Mazutti da. Evaluation of Antimicrobial Activity of Plant
Species from the Cerrado biome. Brasilia, 2013. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2013.

ABSTRACT
Currently, the challenges posed by diseases caused by bacteria resistant to available
drugs are considered a health problem worldwide. The need for significant
discoveries of new drugs becomes essential due to inherent natural selection,
fostered in part by the inappropriate use of antimicrobials in medicine or in flocks of
production. In view of the above, in this study, a screening was performed by
assessing the in vitro antibacterial activity of crude extracts and fractions derived
from plant species of the Cerrado biome of the area Federal District. The species
selected were Bauhinia rufa (Bong) Steud, Bauhinia variegata Linn, Erythroxylum
subrotundum St. Hill., Erythroxylum daphnites Mart., Pouteria torta Radlk., Pouteria
ramiflora Radlk. and Eugenia dysenterica DC., which were tested against
Staphylococcus aureus (25923), Pseudomonas aeruginosa (27853) and Escherichia
coli (25922) using the disk diffusion method to predict their sensitivity. With a
considerably positive response to E. dysenterica against S. aureus, proceeded a
biomonitoring of crude extract and fractions of this plant against various isolates of
Gram - positive bacteria of clinical relevance, and the recommended method of
microdilution plates. Stood out in these tests acetonic fraction of E. dysenterica that
presented 10mm inhibition zone with a Minimum Inhibitory Concentration of 250ug
for disk diffusion and 83ug/mL in microdilution method, in addition to modulate the
action of B-lactam agents, demonstrating the sensitivity of the Gram-positive bacteria
species. All the extracts tested showed no antimicrobial activity against Gram-
negative strains, P. aeruginosa and E. coli. The phytochemical screening Thin Layer
Chromatography and High Performance Liquid Chromatography (HPLC) of E.
dysenterica revealed the presence of flavonoids catechins and epicatechins, which
may be secondary metabolites responsible for effective antimicrobial activity.
Considering these results, E. dysenterica is a promising species as genuinely
national input, coming from the Savannah to the development of herbals and

cosmetics.

Key words: Native species of the Cerrado, Eugenia dysenterica, antimicrobial activity,
Staphylococcus aureus, Minimum Inhibitory Concentration (MIC).
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1 INTRODUCAO

A pratica milenar do uso de plantas pelo homem para manter-se higido
encontra-se documentada nos registros encontrados pelo mundo, sendo possivel
conhecer o poder das plantas sob uma perspectiva instigadora: a de promoc¢éo da
saude. Neste sentido, apesar das praticas medicinais tradicionais ndo serem
atualmente adotadas de forma segura e eficaz, a tecnologia cientifica pode
possibilitar 0 acesso a esta pratica terapéutica de maneira coerente. Assim, a
medicina tradicional associada a tecnologia pode contribuir para a compreensao da
fisiopatologia de doencas e o restabelecimento da salude, além de habilitar o uso
destes recursos naturais. Entéo, a partir desta conjuntura, nos ultimos anos, tem-se
verificado uma expressiva retomada da valorizacdo da identidade cultural dos povos,
aliando-se conhecimentos e com isso buscando-se validar o que se conhece
empiricamente para favorecer a disponibilizacdo de produtos seguros, visto que o
saber etnobotanico também é um dos requisitos imprescindiveis na triagem de
plantas com potencial terapéutico, e este fato vem se consolidando a cada dia
(COWAN, 1999; HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

Ressalta-se ainda que, nos paises em desenvolvimento, reconhecidamente
cerca de 80% da populacédo recorre a Medicina Tradicional, incluindo a fitoterapia
como a principal forma de assisténcia médica primaria para suprir suas
necessidades de saude (WHO, 2002c); fato que se da devido a falta de acesso a
assisténcia médica ou até mesmo a inexisténcia desta (BASSO et al., 2005;
BRASIL, 2006). Esta parcela da populacdo representa cerca de 3,5 bilhdes de
individuos (AGYARE et al., 2013); entretanto, recentemente, ante uma perspectiva
de mudanga do contexto, esta conduta alternativa a medicina convencional esta
sendo adotada entre diversas nacOes desenvolvidas, propulsionando maior
interesse e demanda a este nicho de mercado (OLIVEIRA, F. Q. et al., 2007).

Além disso, as pessoas tém alinhado estratégias dirigidas a manutencédo da
qualidade de vida. Clinicamente, tem-se utilizado com frequéncia tratamentos por
meio da combinacdo de medicamentos, buscando-se opcdes alternativas,
evidenciando que h& uma relagdo intrinseca entre bem-estar e recursos naturais;
sendo assim, estes anseios tém sido alvo de novas terapéuticas e aspiracdes
(BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010; WIGGINS, 2012).
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A multiplicidade de principios ativos produzidos pelas plantas medicinais pode
auxiliar ou contribuir com estes anseios. Isto é reconhecidamente devido a enorme
diversidade de espécies de plantas existentes na flora global e a significativa
variabilidade de biomoléculas expressas por estas, onde muitas detém importantes
propriedades biofarmacologicas de expressivo valor (MOREIRA;GUARIM-NETO,
2009). Os metabdlitos secundéarios advindos de folhas, raizes, caule, flores, cascas
e seus derivados compdem a base terapéutica ofertada pela natureza, ou seja, a
base primaria para o isolamento ou sintese de farmacos. Estes compostos ativos
apresentam-se distribuidos em diferentes classes fitoquimicas de interesse
farmacolégico, incluindo flavonoides, terpenoides, esteroides, taninos, alcaloides,
dentre outros (KUETE, 2010; LIMA et al., 2011).

A magnitude de probabilidades de o Brasil ser um local em destague como
fornecedor destas matérias-primas tem sido visualizada mundialmente, uma vez
que, quanto ao status floristico, o Brasil tem alguns dos mais ricos biomas do
mundo, com uma ampla diversidade biolégica dispersa ao longo dos varios
ecossistemas, cada um dos quais com uma exuberancia natural intrinseca. Existem
mais de 55.000 espécies de plantas catalogadas de um patrimdnio estimado entre
350.000 a 550.000 (SIMOES et al., 2002), distribuidas em seus biomas, o que o
torna uma poténcia energética ambiental. O destaque do bioma Cerrado é, em
particular, a superioridade de sua fitofisionomia especifica (RIBEIRO et al., 1998) e o
endemismo (MYERS et al., 2000).

Ao longo dos anos, as tendéncias globais vém se consolidando num vultuoso
interesse nesta riqueza e, conjuntamente a este sentido, sinalizam também a
necessidade de primar-se pela busca de seguranca e sustentabilidade. Esta visdo
contemporanea engloba o aproveitamento de recursos advindos de plantas
medicinais seguros e eficazes. Para que possam contribuir com esta concepgao,
além de cooperar com a conservacdo da diversidade cultural e dos ecossistemas,
deve haver manejo ecologicamente correto das plantas coletadas, proporcionando
novas oportunidades tanto econbmicas como sociais e, consequentemente,
evitando-se a extincdo de espécies, isto €, fazer uso racional e sustentavel dos
recursos dos celeiros naturais. Desta forma, cria-se um novo paradigma: permitir que
0 conhecimento etnobotanico e 0s recursos ambientais sejam aproveitados de
maneira versatil e, paralelamente, preservados para estarem garantidos e acessiveis

as futuras geracOes. Esta perspectiva abrange a utilizacdo de compostos bioativos
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resultantes do metabolismo secundario, presentes na diversidade floristica, ou seja,
no patrimonio natural vegetal (BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010;
HARAGUCHI;CARVALHO, 2010) para o desenvolvimento de drogas inovadoras e
mais eficazes, uma vez que dados recentes afirmam que o reino Plantae € uma rica
fonte de recursos base para a biossintese e prospeccdo de farmacos
(NEWMAN;CRAGG, 2012). Com essa abordagem, na qual todas as dimensdes
(ambiental, social, ética, cultural, econbémica, politica, etc.) sdo consideradas e inter-
relacionadas para agirem em complementaridade, pode-se fomentar o almejado
sentido amplo da sustentabilidade e promoc¢éo da saude.

Outra visdo que promoveu transformacdes foi a da globalizagdo. Sob este
ponto de vista, esta tem promovido mudancas em todo o mundo, com impactos
econdbmicos significativos, além de colocar a coesdo da saude em risco, uma vez
que as doencgas infecciosas humanas e animais aumentaram sua incidéncia nos
altimos anos, destacando-se o relevante aumento das infec¢cdes causadas por
bactérias Gram-positivas (AGUIAR et al., 2012; AHMED et al.,, 2012; DIAB,;
ATALLA;ELBANNA, 2012; SPELLBERG; BARTLETT;GILBERT, 2013). Com este
panorama vislumbrado, torna-se eminente a necessidade atual e a demanda do
mercado por novas opcoes terapéuticas, ressaltando-se dentre estas a busca por
novos farmacos para doencas infecciosas que atendam a esses intentos. Drogas
vegetais, além destas possibilidades, podem apresentar reduzidos efeitos adversos
indesejados ou auséncia destes, além de serem o alvo de pesquisas cientificas a
favor da redugéo das resisténcias microbianas e da cadeia produtiva farmacéutica
(BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010). Derivados da expressiva relevancia do
propésito, incentivos tém sido empregados na avaliacdo da atividade bioldgica na
area de medicamentos fitoterapicos, como a busca por farmacos antimicrobianos
eficazes na sensibilizacdo ou danificacdo do patdgeno-alvo, ou seja, que sua acao
bioldgica seja a mais seletiva possivel e com menores efeitos indesejaveis. Espécies
vegetais tém sido foco das pesquisas nas areas de medicamentos, tais como
antibioticos que superem a ineficiéncia  do arsenal disponivel
(BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010). Assim, pela relevancia da questdo e com o
intuito de encontrar agentes que atuem inibindo o desenvolvimento ou a resisténcia
de micro-organismos, a busca de solugbes e a validacdo dos multicomponentes
terapéuticos botanicos, por exemplo, de extratos vegetais e suas fracbes, séo

importantes para o desenvolvimento das terapéuticas adotadas. Estes, aliados a
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validacdo e padronizacdo dos componentes, sdo relevantes para a seguranca e
efichcia quimica e biologica dos compostos, estando claro que o elo que
necessariamente ira prevalecer serdo as orientacdes dos protocolos e as
conjunturas que 0s embasam.

Por outro lado, a expressiva necessidade de descobertas de novos farmacos
torna-se imprescindivel devido a inerente selecdo natural realizada pelos
antibioticos, seja pelo uso inadequado de antimicrobianos ou por métodos
alternativos de resisténcia, por exemplo transferéncia de plasmideos; o que implica
na refratariedade a acédo dos antimicrobianos disponiveis no mercado, revelando um
novo cenério, o qual alerta a comunidade mundial para os cuidados de saude sob
uma perspectiva alarmista (GOODMAN;GILMAN, 2010). Neste sentido, a sociedade
encontra-se avida por novos farmacos, razédo pela qual o capital natural do Brasil
passa a ser um ativo, com um enorme potencial como fonte de recursos genéticos
para atender a essas demandas do mercado e gerar solugbes para doencas
infecciosas, e mais, contribuir para amenizacdo de custos (BRESOLIN;CECHINEL
FILHO, 2010).

Neste contexto, a identificacdo de espécies vegetais com atividade inibitoria de
micro-organismos causadores de infeccdes no homem, como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, podera contribuir para o
desenvolvimento de novos medicamentos, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes com agravos tais como piodermites, gastroenterites, infeccdes
nosocomiais e demais doencas oportunistas, além de promover uma exploracédo
racional e autosustentavel. Neste sentido, o bioma Cerrado, com sua
incomensuravel riqueza vegetal e cultural, contribui com incentivos a producao
nacional e a pesquisa, no intuito de identificar novas espécies vegetais e compostos
bioativos, que possuam propriedades terapéuticas e potencial atividade
antimicrobiana, somando oportunidades para solucionar desafios impostos a
sociedade e satisfazer estas novas concepcdes. Assim, frente ao exposto e para
que promissoras evolugfes se processem no tratamento farmacologico das doengas
infecciosas, utilizando metabdlitos secundarios como um modelo para a producéo de
medicamentos antimicrobianos, este estudo teve como objetivo investigar as
propriedades antimicrobianas de extratos de plantas nativas do Cerrado em micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos de relevancia médica. Além disso,

Eugenia dysenterica, uma espécie especialmente promissora, foi investigada,
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incluindo sua analise fitoquimica e citotoxica, bem como sua combinagcdo com
farmacos de uso clinico. Sendo assim, essa prospeccéo foi realizada baseando-se
em meétodos qualitativos e quantitativos; e a fracdo mais ativa de metabdlitos
secundarios foi utilizada para a deteccdo dos niveis de variacdes de sensibilidade

dos micro-organismos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ARTE DO CONHECIMENTO DAS PLANTAS MEDICINAIS

Ao longo do tempo e ao regressarmos as origens, as organizacdes sociais e as
mais variadas formas de expressdo cultural humanas, estas nos recordam e
revelam-nos, por meio de registros do usufruto das plantas medicinais, que este
hébito surgiu na pré-historia, a partir da alianga entre conhecimento, saberes e
praticas e com base em celebracdes, observacbes e experiéncias a favor da
manutencdo da saude, sendo considerado analogo ao comportamento animal de
primatas (HART, 2005), aves e insetos (KRIEF; HLADIK;HAXAIRE, 2005). Desde
entdo, com esta ancora evolucionaria e comportamental, o0 homem passou a
compreender, por meio de evidéncias, que as plantas sdo fonte de saude, mas que
também podem ser nocivas (HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

Portanto, a medida que consolidaram-se e expandiram-se as civilizagcbes, da
visdo empirica progrediu-se para o embasamento em evidéncias cientificas. Assim,
a préatica da fitoterapia remonta ao inicio das civilizacdes, periodo em que estes
pioneiros obtiveram as primeiras constatacdes de cura advindas de plantas, sendo
inegavel que esta pratica esta intimamente ligada ao desenvolvimento da
humanidade, ou seja, andam em paralelo (COWAN, 1999).

Os acervos literarios mundiais dispdem de descricbes sobre o uso de plantas
com fins terapéuticos, conduzido pela humanidade e evidenciam as virtudes
floristicas globais, permitindo ser possivel conhecer o poder das plantas sob uma
perspectiva instigadora: a promoc¢éo da saude. Os primérdios desta préatica pelos
NosSsos ancestrais estdo registrados em varios documentos, que sao alguns dos
tesouros das antigas civilizagbes e que foram preservados para a humanidade,
resgatando o percurso do conhecimento medicinal a cerca dos recursos vegetais.

Achados de mais de 60 mil anos registram que Neanderthals foram os
primeiros usuarios de plantas para fins medicinais (HART, 2005), dentre elas a Alteia
officinalis L. (HARAGUCHI;CARVALHO, 2010) e a Malva sylvestris L. (COWAN,
1999). Os hebreus registraram seus conhecimentos a cerca do uso de plantas

medicinais em manuscritos religiosos (COWAN, 1999). Registros indicam que
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algumas plantas como o tomilho (Thymus vulgaris L.), o 6pio (Papaver somniferum
L.), o alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.) e a mostarda (Sinapis alba L.) eram utilizados
pelos sumérios em 4.000 a.C., enquanto que o0s povos babilénicos usavam, além
destas, acafrdo (Crocus sativus L.), coentro (Coriandrum sativum L.), canela
(Cinnamomun zeylacicum Blume), alho (Allium sativum L.), sene (Senna alexandrina
Mill.) e resina de benjoim (Styrax benzoin Dryand) (HARAGUCHI;CARVALHO,
2010).

Na China, em 3000 a.C., o imperador Sheng-Nung elaborou o documento que
deu origem a primeira farmacopeia, o PEN TSAO, o qual comporta descri¢cdes sobre
0 uso do dleo de chalmogra (Hydnocarpus wightiana) para lepra e da Ephedra sinica
Stapf (Ma-Huang) (efedra) para amenizar sintomas respiratérios (CHEVALLIER,
1996; JORGE, S., 2009). Além destes, descreveu também o ginseng (Panax
ginseng C.A.Meyer), o aconito (Aconitum napellus L.), o ruibarbo (Rheum officinale
L) e a canfora (Cinnamomum camphora (L.) J. Presl) (GILBERT,;
FERREIRA;ALVES, 2005).

O documento Papiro de Ebers, datado de 1550 a.C., procedente do Egito, foi a
publicacao que primeiramente levantou dados que resultaram em um tratado médico
fitoterapico. Este elenca plantas como a babosa (Aloe vera (L.) Mill), o absinto
(Artemisia absinthium L.), a hortela (Mentha piperita L.) e cerca de 800 formulacbes
(JORGE, S., 2009; HARAGUCHI;CARVALHO, 2010), além de outras plantas como a
Commiphora molmol (Engl.) e o Allium sativum L. (CHEVALLIER, 1996).

Em meados de 2300 a.C., era tendéncia entre diversos povos, como egipcios,
assirios e hebreus, cultivar plantas ou transporta-las das regides por eles
exploradas; portanto, as descobertas das rotas maritimas comerciais e das grandes
navegacoes possibilitaram uma expressiva troca de espécimes, conhecimentos e
experiéncias sobre plantas medicinais (JORGE, S, 2009;
HARAGUCHI;CARVALHO, 2010). O cravo da india (Syzygium aromaticum (L.) Merr.
et Perry ou Eugenia caryophyllata - familia Myrtaceae), por exemplo, foi uma das
espécies mais importadas nestas viagens transoceanicas e foi amplamente utilizada
como antisséptico e analgésico (CHEVALLIER, 1996); atualmente, € usada na
composicao de produtos de higiene bucal, devido a altas concentracdes de eugenol
gque a espécie apresenta (WHO, 2002b; OLIVEIRA, F. Q. et al., 2007; FRANCISCO,
2010; VICTORIA et al., 2012), composto com reconhecida atividade antimicrobiana
(ZAGO; USHIMARU;BARBOSA, 2009).
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Em levantamentos realizados pelo “Pai da Medicina”, Hipdcrates (400 a.C.),
foram reunidas na obra "Corpus Hipocratium" descricbes sobre a prescricéo vegetal
para cada enfermidade. Este manuscrito reconhece cerca de 400 plantas, dentre
elas a erva-doce (Pimpinella asinum L.), a salsa (Petroselinum crispum (Mill.) Nym, o
tomilho (Thymus vulgaris L.), o funcho (Foeniculum vulgare Mill) e o aipo (Apium
graveolens L.) (COWAN, 1999; JORGE, S., 2009; HARAGUCHI;CARVALHO,
2010).

Na redacdo da “Historia das Plantas”, elaborada por Teofrasto (372-285 a.C.),
considerado pai da Botanica, foram catalogadas 500 espécies vegetais com
descricdes botanicas pormenorizadas, salientando os efeitos téxicos e as
propriedades curativas (JORGE, S., 2009; HARAGUCHI;CARVALHO, 2010), sendo
ele o primeiro a referir ao poder do 6pio (GOODMAN;GILMAN, 2010).

Os primordios de documentos relatando comprovacgdes cientificas do poder
medicinal das plantas ocorreu na Grécia, com Dioscorides, século | a.C., que
publicou o esboco da farmacopeia, o tratado "De Materia Medica” (COWAN, 1999),
onde foram inseridas informacdes sobre mais de 500 plantas medicinais e suas
aplicacbes, sendo algumas utilizadas até os dias atuais (CHEVALLIER, 1996;
GILBERT; FERREIRA;ALVES, 2005). Na Idade Média, as imposicdes realizadas
pela Igreja podem ter concorrido para a perda de documentos deste acervo, bem
como de informacfes valiosas (COWAN, 1999; JORGE, S., 2009). Como estes
conhecimentos eram fundamentais para a humanidade, estes foram entéo
resgatados por monges, no século XI (HARAGUCHI;CARVALHO, 2010), e por
religiosos, no Brasil (JORGE, S., 2009). Dentre estes destacam-se Duarte Pacheco
(1506) e os padres José de Anchieta (1553) e Manuel de Ndébrega (1549). A arte
literaria de seus manuscritos € composta de informacfes sobre plantas como o
Pilocarpus pennatifolius Holmes (jaborandi), a Nicotiana tabacum L. (fumo), a
Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes (ipeca) e a Peltophorum dubium (Spreng.)
Taub (canafistula) (STARLING; GERMANO;SCHMIDT, 2005.).

Em terras brasileiras, Gabriel Soares de Souza, em 1587, foi o responsavel
pelas informacdes recolhidas junto aos habitantes nativos e, consequentemente,
pela elaboracdo da obra farmacopeica indigena, onde descreveu as plantas
cabureiba (Mycrocarpus frondous Fr. All.), figueira-do-inferno (Datura stramonium L.)
e copaiba (Copaifera langsdorffii (Desf.) Kuntze (GILBERT; FERREIRA;ALVES,
2005).
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Do ocidente, também existem registros sobre os indios mexicanos, que
usavam cacto (Lophophora williamsii (Lem) Coult.) para curar feridas, o qual tem
atividade antimicrobiana comprovada (HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

Muito antes da chegada dos europeus ao Brasil, a populacdo autéctone era
composta de diferentes etnias indigenas. Estes habitantes ja desfrutavam da
biodiversidade de diversas formas e, dentre estas, a medicinal; mas foi com as
viagens maritimas que o Brasil foi descoberto e também desvelou-se seu patrimonio
natural e cultural. Desde entéo, foi o reflexo da convivéncia entre a populacédo nativa
com individuos de outros continentes que aqui aportaram (europeus, africanos,
italianos dentre outros) que estabeleceu-se um intenso intercambio e aprimoramento
de saberes empiricos sobre as propriedades medicinais das plantas, proporcionando
um fluxo bidirecional de informacdes e de matéria-prima natural (COWAN, 1999;
JORGE, S., 2009; PANIZZA; VEIGA;DE ALMEIDA, 2012).

O habito europeu trouxe ao pais tropical plantas medicinais como a Eugenia
caryophyllata Thunb. (cravo) e a Cinnamomum zeylacicum (canela), assim como
ervas aromaticas tomilho (Thymus vulgaris L.), erva-doce (Pimpinella asinum (L.),
cebola (Allium cepa L.), etc), que sdo um legado europeu prontamente incorporado
pela populacdo brasileira (COWAN, 1999). Por exemplo, a camomila (Matricaria
recutita), originaria da Europa e amplamente utilizada no cotidiano das familias
brasileiras, foi introduzida por meio destas trocas, assim como inumeras outras
espécies (SIMOES et al., 2002; JORGE, S., 2009). Estas plantas somaram-se ao
hébito dos indigenas de consumirem vegetais para fins medicinais, como o 6leo de
copaiba (Copaifera landesdorffi) (GILBERT; FERREIRA;ALVES, 2005).

Neste contexto, no século XX, ocorreram o0s primordios das mudancas na
indUstria quimica farmacéutica, neste periodo principiaram as buscas de novas
opcOes terapéuticas advindas de plantas, fase em que houve o isolamento de um
dos primeiros metabolitos secundarios, um alcaloide derivado do 6pio, purificado da
papoula (Papaver somniferum L.), dando origem a morfina, um dos principios ativos
oriundos desta planta de relevante significancia na inibicdo da resposta aos
estimulos dolorosos (GOODMAN;GILMAN, 2010).

Por fim, a abundancia do patriménio natural e as diversas possibilidades de
consumo (infuséo, tintura, 6leos, pomadas) aliadas as favoraveis condi¢des bidticas

e abidticas do Brasil podem contribuir decisivamente para o progresso da pratica da
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fitoterapia, seu desenvolvimento e produgcédo, bem como das pesquisas envolvendo

0S recursos naturais do pais.

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

O uso e a manutencdo de recursos naturais racionalmente e de forma
sustentavel asseguram o usufruto para suprir as necessidades das geracdes
presentes, ndo esgotando e deixando-os disponiveis para as geracdes futuras. Com
estas atitudes e acdes, 0s ecossistemas terdo capacidade de prover bens essenciais
a humanidade por longo prazo, sendo que este pressuposto abrange a utilizacdo de
compostos quimicos presentes nas plantas resultantes do metabolismo secundério
(NASCIMENTO, 2012).

No reino Plantae, a producao de metabdlitos secundarios promove adaptacdes
evolutivas e exerce fungdes de protecdo da espécie e, paralelamente, sdo estes que
sdo utilizados para restabelecimento e promoc¢do da saude do ser humano
(JIRSCHITZKA et al., 2012).

As plantas fornecem uma multiplicidade de compostos vegetais resultantes dos
processos de biotransformacdo de moléculas da planta em resposta as
necessidades primordiais e a interacfes e pressdes seletivas provocadas por micro-
organismos patogénicos e fitdfagos herbivoros presentes no ambiente.
Ecofisiologicamente, os metabdlitos primarios suprem as funcbes basicas da planta
e encontram-se distribuidos de forma universal, enquanto que o0s metabdlitos
secundarios sdo um arsenal de substancias que sao biotransformadas em funcéo da
demanda de atividades que estdo aliadas a papéis importantes, como seguranca,
adaptacao e interacdo com o meio ambiente, incluindo a perpetuacao da espécie em
seu habitat, defesa contra predadores e patégenos (HARBORNE, 1999; SIMOES et
al., 2002; PERUMAL SAMY;GOPALAKRISHNAKONE, 2010; ROCHA et al., 2011),
protecdo contra os raios ultravioleta (UV), atracdo de polinizadores ou dispersores
de sementes (COWAN, 1999) e dar cor a flores e frutos tornando-os mais atraentes;
sdo ainda estes metabdlitos fornecidos pela natureza que abrem enormes
perspectivas para a descoberta de fontes de principios ativos para a manufatura de
medicamentos farmacologicamente ativos (CUSHNIE;LAMB, 2005; DEWICK, P. M.,
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2011; CECILIO et al., 2012). Portanto, a producéo e as propriedades dos principios
ativos dos vegetais estdo diretamente associadas as adaptacdes evolucionarias das
plantas as condicbes bidticas e abidticas ambientais (KRIEF; HLADIK;HAXAIRE,
2005; HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

Em fungdo dos fatores diretamente condicionantes dos metabolitos
secundérios produzidos, os teores de principios ativos podem ser variaveis e
estarem distribuidos de forma heterogénea na planta, influenciando na concentracao
e nas propriedades do produto vegetal. Neste sentido, diversos fatores que
influenciam sua variabilidade precisam ser computados, dentre 0sS quais se
ressaltam os seguintes: localizacdo geogréfica e sazonalidade, como estacdo do
ano, fotoperiodo (tempo e intensidade luminosa), temperatura, umidade, altitude,
latitude, condicdes edaficas (disponibilidade de nutrientes e tipo de solo), além do
periodo do dia da coleta, condi¢cdes fenolégicas, forma de uso in natura ou
desidratada (BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010; HARAGUCHI;CARVALHO,
2010).

Naturalmente, diversas fitoalexinas metabolizadas pelas plantas em resposta a
circunstancias atipicas séo capazes de atribuir protecdo antimicrobiana aos vegetais
(HARBORNE, 1999; ORHAN et al., 2010), destacando-se dentre elas, o0s
flavonoides (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008).

As catequinas (Figura 1), compostos da classe dos flavonoides, possuem
potencial atividade antimicrobiana em Vibrio cholerae, Streptococcus mutans,

Shigella, dentre outros micro-organismos (COWAN, 1999).
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Figura 1- Estrutura da catequina e seu isbmero epicatequina
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Séo atribuidas aos metabdlitos secundérios bioatividades como antioxidante,
anticancerigena e antimicrobiana, propriedades propiciadas pelos varios fitoquimicos
como compostos fendlicos, destacando-se os flavonoides, alcaloides, taninos,
terpenos (DEWICK, P., 2002; BAG et al., 2012; JYOTHI;SESHAGIRI, 2012) e
também lectinas (COWAN, 1999).

Alguns estudos indicam que o efeito benéfico em potencial de plantas
medicinais e da utilizacdo de complexos metabdlicos pode estar associado a
sinergia que estes desempenham (CHEVALLIER, 1996; HARAGUCHI;CARVALHO,
2010).

Entre os metabolitos secundarios, sobressaem-se os flavonoides, sendo as
chalconas as precursoras desta ampla classe de substancias de origem vegetal com
propriedades farmacologicas (BASILE et al., 2000; CUSHNIE;LAMB, 2005). Séo
estruturas onipresentes, comumente encontradas em vinho, prépolis, sementes,
nozes, frutas e vegetais (BOIK, 2001; SIMOES et al., 2002; CUSHNIE;LAMB, 2005;
SAVOIA, 2012). Alguns exemplos de flavonoides sdo as catequinas provenientes de
Camellia sinensis L., os quais possuem propriedades antioxidante, anti-tumoral
(BOIK, 2001), anti-inflamatéria e anti-plaquetaria, apresentando relevantes
beneficios para o sistema cardiovascular (DEWICK, P., 2002; SIMOES et al., 2002).
Estes compostos fendlicos tém potente capacidade de eliminar radicais livres
(COOK;SAMMAN, 1996; MANDALARI et al.,, 2007), além de apresentarem
atividades analgésica, antialérgica e antimicrobiana, de regeneracao de cartilagens e
0ssos (ORHAN et al., 2010; SUGAMOTO et al., 2011) e moduladora do sistema
imune (MACHADO et al., 2008). Os potenciais beneficios a saude propiciados pelos
flavonoides também estdo associados com a compatibilidade com o meio bibtico
(CLARDY;WALSH, 2004).

Estruturalmente, os flavonoides sdo substancias fendlicas hidroxiladas,
constituidas por um anel aromatico com 15 atomos de carbono (C;5) € uma unidade
Ce-C3-Cs ligada a este (SIMOES et al., 2002). Atualmente, ja foram identificados
mais de 6000 flavonoides diferentes (Marchand, 2002), sendo as principais classes
dos flavonoides: flavonas, flavanonas, antocianinas (MANDALARI et al., 2007),
isoflavonas, flavonois e flavanas (COOK;SAMMAN, 1996; DEWICK, P., 2002).

Em razdo dos flavonoides deterem a capacidade de ligarem-se as proteinas

extracelulares, formando um complexo com a parede do agente patogénico e
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inativando bactérias, estes tém sido alvo de pesquisas (TSUCHIYA et al., 1996;
COWAN, 1999).

2.3 ARCABOUCO LEGAL DAS POLITICAS PUBLICAS BRASILEIRAS
REFERENTES AS PLANTAS MEDICINAIS

Remontam de longa data os ideais relacionados a Promogéo de Saude, desde
as primeiras organizacdes sociais e com mais afinco atualmente, busca-se refletir
sobre maneiras de manter e promover qualidade de vida mediante uso terapéutico
de recursos naturais (COWAN, 1999; HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

Neste contexto, destacam-se a Carta de Ottawa (WHO, 1986) e a Agenda 21
aliadas as Politicas Publicas de Saude, as quais englobam as Politicas que
incentivaram o uso seguro e eficaz de fitoterapicos, como a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), resultantes do intuito de solucionar obstaculos
das esferas envolvidas neste processo a favor da adocdo da perspectiva global
(BRASIL, 2006; FERRAZ, 2013). Essas politicas respaldam os objetivos sugeridos e
apoiam a adequacdo dos produtos oriundos das plantas, visando garantir acesso
seguro e uso racional das plantas medicinais e fitoterapicos, bem como promover o
uso sustentavel da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
indastria nacional (BRASIL, 2009; PANIZZA; VEIGA;DE ALMEIDA, 2012).

Assim, nas ultimas décadas, houve um aumento global do consumo de plantas
medicinais e fitoterdpicos. Todavia, somente em 1978, durante a Conferéncia
Internacional sobre Cuidados Priméarios de Saude, em Alma-Ata (WHO, 1978), a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu e chancelou oficialmente a
importancia do uso de plantas medicinais e fitoterdpicos para fins curativo,
profilatico, paliativo ou diagnoéstico de doencas (HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

No Brasil, em 1982, o Ministério da Saude, por meio da CEME (Central de
Medicamentos), foi responsavel pelos primeiros incentivos e respaldos regulatorios
de fitoterapicos com a criacdo do Programa de Pesquisa de Plantas Medicinais, que

propunha a producdo de medicamentos fitoterapicos alternativos ou
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complementares, constituindo o marco inicial do arcaboucgo legal referente as
plantas medicinais e a fitoterapia no pais (BRASIL, 2009).

O instrumento de regulamentacdo em vigor atualmente para o registro de
medicamentos fitoterapicos € a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) N°14/2010
da ANVISA, que determina o0s requisitos necessarios ao registro, como a
nomenclatura botanica da planta proposta, padrdo de qualidade e validagcdo de
eficacia e seguranca clinica (BRASIL, 2010a). As iniciativas de regulamentacao dos
medicamentos fitoterapicos incorporam elaboracdo de monografias das plantas e
levantamentos etnofarmacoldgicos, evidéncias cientificas, padronizacao, testes de
toxicologia e producdo atendendo as boas préaticas de manufatura, dentre outros.
Neste sentido, para atender as expectativas de promocao de salude expressas nos
atuais instrumentos normativos sobre o assunto, estratégias vém sendo planejadas

e estabelecidas, visando a prospeccdo de medicamentos fitoterapicos eficazes e
seguros (CARVALHO, A. C. B. et al., 2007; CARVALHO, A. C. et al., 2008).

2.4 PANORAMA MERCADOLOGICO DOS FITOTERAPICOS

A constatacao de atividades farmacoldgicas oriundas de produtos naturais sédo
rentdveis e muito exploradas mundialmente. Decorridos cerca de vinte e sete anos
da divulgacdo da Carta de Ottawa, marco inicial da Promoc¢édo de Saude de forma
holistica e que abarca todas as extensdes e as responsabilizacdes atribuidas aos
atores deste processo, faz-se notério que o atual panorama do mercado de
medicamentos fitoterapicos e seus derivados traduza sua importancia econdmica e
social e para a promoc¢éao de saude da humanidade.

Nas ultimas décadas, as possibilidades de exploracdo da matéria-prima
ofertada pela biodiversidade vegetal brasileira para fins terapéuticos é um segmento
econdmico em ascensédo deste ativo.

Atualmente, o mercado dos medicamentos fitoterapicos constitui uma parcela
substancial da esfera econdmica de medicamentos, movimentando mundialmente
US$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil, este promissor nicho de mercado gira cerca de
US$ 160 milhdes por ano com potencial de crescimento estimado de 15% ao ano
(ZUANAZZI;MAYORGA, 2010).
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Apesar deste potencial de crescimento, observa-se ainda a lacuna que
envolve a precariedade nos sistemas de produc¢ao, padronizagdo e comercializacéo.
Enquanto esses empecilhos ndo sejam superados, a efetiva competitividade nao

sera estabelecida.

2.5 RELEVANCIA DAS INFECCOES MICROBIANAS, A RESISTENCIA
BACTERIANA E AS CLASSES DE AGENTES ANTIMICROBIANOS

Na tentativa de protegerem-se das doencas, as civilizacbes buscaram na
natureza uma opcao terapéutica, a qual permanece sendo a principal fonte
originadora de substancias bioativas, principalmente no tratamento das doencas
infecciosas (CLARDY;WALSH, 2004). Uma recente pesquisa realizada no periodo
de 1981 a 2010 estimou que a maioria dos farmacos utilizados no controle de
infeccbes advém de insumos naturais, corroborando a dadiva imbuida a mae
natureza (NEWMAN;CRAGG, 2012).

Face aos indices impactantes de doencas infecciosas e de resisténcia
bacteriana aos antibiéticos, e juntamente com a propagacao ameacadora de micro-
organismos, é premente a busca por estratégias minuciosas para obtencao de novos
compostos bioativos, como aqueles oriundos de plantas, 0os quais representam
novas possibilidades de aplicagdo antimicrobiana (FRIEDMAN, 2007,
GOLDMAN;AUSIELLO, 2009; AGUIAR et al., 2012).

A questdo da emergéncia das infeccbes e das resisténcias bacterianas esta
relacionada a mudancas que, consequentemente, fortaleceram as doencas
infecciosas como importantes entidades morbidas dos tempos atuais. Mudancas
estas de origem comportamental, tecnolégica, econdmica e ambiental que permeiam
as sociedades modernas. Por exemplo, as mudancas de estilos de vida, o
desenvolvimento de testes diagndsticos mais precisos, as mudancas no
comportamento das populacdes (emigracdo e imigracao), as alteracdes ambientais
(presséo antropica), o aumento exponencial da populagdo associado ao aumento da
prevaléncia de individuos imunodeprimidos e de sua sobrevida, a elevagdo do
consumo indiscriminado de agentes antimicrobianos, as limitagdes de medicamentos

antimicrobianos e a utilizagdo destas substancias nos alimentos séo alvos
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apontados como fatores associados ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana,
permitindo a subsequente selecdo de espécies resistentes e tornando-se
responsaveis por esse sério problema de saude publica mundial (ALVES, T. M. D. A.
et al., 2000; RANG et al., 2007; BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010; MCPHEE;
PAPADAKIS;RABOW, 2011; AGUIAR et al., 2012), a ponto de tornar-se necessaria
a edicdo da RDC 20/2011, com o objetivo de racionalizar o consumo de
antimicrobianos (BRASIL, 2011).

Entre os principais agentes etioldégicos destas infeccbes, encontra-se o
Staphylococcus aureus, uma bactéria encontrada normalmente no corpo humano
em uma interacdo bioldgica de comensalismo, a qual, por vezes, torna-se uma
relacdo desarmodnica, pois algumas cepas sao capazes de desencadear infeccdes,
principalmente em condi¢cées em que o hospedeiro encontra-se fragilizado, momento
no qual em que este micro-organismo se torna oportunista e passa a expressar sua
potencial viruléncia (GOLDMAN;AUSIELLO, 2009). Os grupos de individuos mais
suscetiveis ao risco de acometimento por este patdégeno sdo usuarios de drogas
endovenosas, portadores de insuficiéncia renal, individuos insulino-dependentes,
pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI) ou com doencas
dermatolégicas, usuéarios de cateteres, idosos e imunocomprometidos (EMPINOTTI
et al., 2012), além de individuos em aprisionamento (KUMAR; ABBAS;FAUSTO,
2005), atletas, homosexuais, militares em treinamento e trabalhadores na area da
saude (CHAMBERS, 2001; MORAN et al., 2006; BASSETTI; NICCO;MIKULSKA,
2009).

Por ser um micro-organismo mesofilo, coloniza normalmente varias regides do
corpo humano, como a mucosa nasal, as fezes, o tegumento cutaneo, as axilas e o
perineo, utilizando como porta de entrada partes de pele com perda de integridade
(EMPINOTTI et al., 2012). Morfologicamente, caracteriza-se por ser uma bactéria
Gram-positiva, em forma de coco e com um arranjo de agrupamento igual a um
cacho de uvas; mede cerca de 0,5 um de diametro e 1 a 8 um de comprimento e
possui uma espessa parede celular composta de muitas camadas de peptidoglicano.
Metabolicamente, € um anaerdbio facultativo, de distribuicdo global e ocorréncia em
ampla gama de ambientes e hospedeiros (TORTORA; FUNKE;CASE, 2005;
GOODMAN;GILMAN, 2010).

Uma revisdo sobre a capacidade das linhagens de S. aureus desenvolverem

resisténcia afirma que esta principia em uma adaptacédo por meio de uma selecao
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genética molecular (GOLDSTEIN et al., 2012). Além disso, nesta mesma revisao,
mencionou-se que esta pandemia acomete inclusive o Brasil. Fato que tem
demonstrado a humanidade uma das mais notaveis evidéncias das teorias
evolutivas de Darwin, as resisténcias bacterianas induzidas pelo aumento do
consumo de antibidticos de forma indiscriminada, tornando sua eficacia limitada
(GOLDMAN;AUSIELLO, 2009; MOGHADAM et al., 2010).

Outros mecanismos responsaveis pela resisténcia a inGmeros antimicrobianos
sao os fatores de viruléncia, tais como o acido teicoéico, responsavel por permitir a
adesdo da bactéria as células do hospedeiro; a secrecdo de toxinas que causam lise
celular; o efluxo ativo da droga pela membrana plasmética; a diminuicdo da
permeabilidade da membrana celular; a producdo de enzimas que inativam o
farmaco; a producdo de proteinas de adesdo e a alteragcdo do alvo de acéo
(KUMAR; ABBAS;FAUSTO, 2005). Por exemplo, no S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), essa resisténcia da-se pela producdo de uma proteina de ligacdo da
penicilina de baixa afinidade pelo antibiotico (PBP) (BASSETTI; NICCO;MIKULSKA,
2009). Um exemplo de micro-organismo emergente € o S. aureus resistente a
meticilina (MRSA), um dos patdgenos implicados na elevacdo das taxas de
morbidade e mortalidade por serem resistentes a agentes [B-lactamicos
(TOHIDPOUR et al., 2010), apresentando-se sensivel apenas aos glicopeptideos
vancomicina e teicoplanina (ZUO et al., 2008). Merece destaque também a cepa de
S. aureus resistente a meticilina adquirido na comunidade (CA-MRSA) (SALGADO;
FARR;CALFEE, 2003; MENEGOTTO;PICOLI, 2007), ressaltando-se ainda a
emergéncia e prevaléncia destes na América Latina (MEJIA; ZURITA;GUZMAN-
BLANCO, 2010). Fatos que intensificam a ineficiéncia ascendente dos agentes
antimicrobianos fornecidos no mercado atual, fazendo-se necessaria a otimizacéo
da disponibilizacdo de novos agentes terapéuticos.

Todavia, sobressai-se comumente a resisténcia disseminada pela transferéncia
de genes plasmidiais de resisténcia, mediada principalmente pelo mecanismo de
conjugacao, propagando rapida e amplamente a viruléncia do agente patogénico e
conduzindo a invasao tecidual. Este € o caso da resisténcia a antibidticos B-
lactamicos, em que fragmentos de material genético sdo carregados por um
plasmideo e transferidos de uma bactéria para outra; desta forma, estes micro-
organismos alcancam potencial capacidade de se estabelecerem e de disseminarem

gens de resisténcia a antibidticos desenfreadamente entre bactérias da mesma
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espécie ou de espécies diferentes, conferindo mudancas na fisiologia e ecologia dos
microrganismos (RANG et al., 2007; HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008;
GOODMAN;GILMAN, 2010). Entdo, além da vasta resisténcia as inumeras classes
de antimicrobianos em consequéncia da exposicdo inadequada a estes, outras
resisténcias microbianas indiretas ocorrem devido a pressao seletiva desenvolvida
por intermédio de transferéncia de genes de resisténcia oriundos, por exemplo, de
biotipos presentes em alimentos (CHAMBERS, 2001; SCHWARTZ et al., 2003).

Conforme estudos, o aumento da prevaléncia de doencas infecciosas tem sido
atribuido a fatores como o uso indiscriminado e excessivo de antibioticos
(COLOMBO;GUIMARAES, 2003; BRIJESH et al., 2006). Este fato decorre também
do uso de antimicrobianos como aditivos nas formulacfes de alimentos para animais
e no manejo dos plantéis (SANTURIO et al.,, 2007). Por exemplo, o uso de
antibiéticos na avicultura e na suinocultura tem sido relatado como agente facilitador
da transmissao de cepas resistentes (ROSSI;ANDREAZZI, 2005).

De acordo com Goodman e Gilman (2010), nos EUA, cerca de 70% das
bactérias envolvidas na etiologia das infec¢cdes nosocomiais séo resistentes a algum
antimicrobiano (GOODMAN;GILMAN, 2010) e, aproximadamente, 90 a 95% das
cepas de S. aureus do mundo séo resistentes a penicilina (HEMAISWARYA,
KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008).

Por outro lado, as bactérias Gram-negativas, assim como as bactérias Gram-
positivas, sdo micro-organismos que causam infec¢cdes provocando significante
aumento das taxas de mortalidade e morbidade. Estruturalmente, sdo constituidas
por uma Unica camada de peptidoglicano sobreposta por uma membrana externa
lipoproteica (TORTORA; FUNKE;CASE, 2005). Neste grupo de bactérias, destacam-
se aquelas produtoras de beta-lactamase de expectro estendido (ESBL), como a
Pseudomonas aeruginosa e a Escherichia coli, substancialmente associadas a
doencas infecciosas (TRAGANTE et al., 2008; BASSETTI;RIGHI, 2013).

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria oportunista, dispersa em diferentes
ambientes e hospedeiros, capaz de provocar, por exemplo, pneumonias, infec¢des
urinarias e bacteremias (STOVER et al., 2000). E. coli, outra bactéria Gram-negativa
relevante, estda diretamente relacionada a doengas diarreicas (KUMAR;
ABBAS;FAUSTO, 2005).

Dados epidemiologicos apontam que, em 2002, cerca de um ter¢co dos 53

milhdes de Obitos ocorridos mundialmente foram ocasionados por doencas
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infecciosas (GOLDMAN;AUSIELLO, 2009), enquanto que, no Brasil, segundo o
DATASUS, no ano de 2011, as mesmas foram responsaveis pela morte de 49.175
individuos (BRASIL, 2012) De forma alarmante, o Brasil € apontado ainda como o
pais em primeiro lugar em mortes por sepse grave (BRESOLIN;CECHINEL FILHO,
2010). Nas Unidades de Terapia Intensiva, 25% dos leitos s&o ocupados por
pacientes com choque séptico e 50% destes vao a 6bito (GOLDMAN;AUSIELLO,
2009). Reforcando estas estimativas, em uma analise sistematica atual, de
distribuicdo espacial abrangente, demonstrou-se que pneumonia, diarreia, malaria e
sepse sobressaem-se como causas de morte entre criancas atribuidas as doencas
infecciosas (LIU et al., 2012).

Além disso, cerca de 2 milhdes de criancas morrem em decorréncia de
infeccbes gastrointestinais a cada ano, especialmente em paises em
desenvolvimento na Africa, na Asia e na América Latina, representando um dos
principais  problemas de saude publica (MURRAY;LOPEZ, 1997;
GOLDMAN;AUSIELLO, 2009; MCPHEE; PAPADAKIS;RABOW, 2011). As doencas
diarreicas sédo a segunda principal causa de morte em todo o mundo entre criancas
menores de 5 anos de idade (WHO, 2011). Globalmente, segundo indices
computados no ano de 2008, ocorreram cerca de 8.795 milhdes de mortes entre
criancas menores de cinco anos, destes 68% foram causadas por doencas
infecciosas, como pneumonia (18%), diarreia (15%) e malaria (8%); em neonatos,
em especial, foi marcante a prevaléncia de sepse (6%) (LIU et al., 2012; BLACK et
al., 2010). Fazendo-se uma analogia, as diarreias sao responsaveis por taxas de
mortalidade similares aquelas provocadas pela AIDS (VICTORA, 2009).

A pneumonia causada por S. aureus € responsavel por aproximadamente 18%
das infeccbes hospitalares no Brasil e € a primeira em morbidade e mortalidade,
com taxas de mortalidade de 60%. Em UTls, a taxa de mortalidade de pacientes
com pneumonia é de aproximadamente 50% (MARTINELLI et al., 2010).

Uma recente revisdo relata a influéncia acentuada dos produtos naturais no
ambito do comércio antibacteriano e ressalta que a maioria dos correntes
antimicrobianos foram descobertos a partir de fontes naturais (NEWMAN;CRAGG,
2012). Nos paises em desenvolvimento, 80% da populacdo dependem
exclusivamente da medicina tradicional para cuidados de saude primarios (WHO,
2002a). Na Africa, na Asia e na América do Sul é ampla a utilizacdo de material

vegetal em praticas tradicionais de medicina e, em varias comunidades de paises
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em desenvolvimento, as plantas sao o Unico recurso disponivel para o tratamento de
inumeras infec¢cdes (HOLETZ et al., 2002; ZAGO; USHIMARU;BARBOSA, 2009;
SMITH-HALL; LARSEN;POULIOT, 2012).

No bioma Cerrado, um nimero expressivo de plantas nativas tem sido utilizado
como farmacos naturais pelas populac¢des locais (rurais, ribeirinhas, quilombolas,
tradicionais e indigenas) para o tratamento de varias morbidades (ALVES, T. M. D.
A. et al., 2000; GASPI et al., 2006; HIRUMA-LIMA et al., 2006; MOREIRA;GUARIM-
NETO, 2009).

Devido a extrema significAncia e a representatividade clinica, inumeras
substancias antibacterianas foram desenvolvidas focando diferentes alvos e com
distintos mecanismos de acdo. Por exemplo, alguns antibidticos atuam inibindo a
sintese da parede celular bacteriana, destacando-se entre estes os antibiéticos -
lactamicos, como a penicilina - que age inibindo a transpeptidase e,
consequentemente, a formacgdo de ligacbes cruzadas entre as cadeias de
peptidoglicano - e a oxacilina - que inibe a B-lactamase (GOLDMAN;AUSIELLO,
2009; GOODMAN;GILMAN, 2010; GUIMARAES; MOMESSO;PUPO, 2010).

Neste contexto, deve-se refletir quanto ao enfoque da ameaca de propagacao
e transmissdo de doencas infectocontagiosas e de transferéncia de potencial
resisténcia pelo contato entre micro-organismos, 0s quais apresentam alta eficiéncia
em disseminar sua viruléncia para os micro-organismos da microbiota intestinal,
provocando sua instabilidade.

Assim, considerando-se o grau de relevancia destas enfermidades e os
problemas implicitos ou delas decorrentes, é justo afirmar que esta questdo incita-
nos a refletir que é essencial o controle da emergéncia das resisténcias,

minimizando a pressao seletiva por intermédio do uso prudente de antimicrobianos.

2.6 ATIVIDADE MODULADORA PELA COMBINACAO DE AGENTES
ANTIMICROBIANOS: SINERGISMO

Tem-se buscado compreender a estreita relacdo que pode ser obtida entre fito-
substancias e antimicrobianos sintéticos (WAGNER, HILDEBERT, 2011). A sinergia

configura-se em relevante estratégia para a resolugcdo das resisténcias
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desenvolvidas por micro-organismos, uma vez que é evidente que muitas doencas
tém sido tratadas de forma mais eficaz com combinacdes de medicamentos, entre
elas as doencas infecciosas (BERENBAUM, 1989; WAGNER, HILDEBERT, 2011).

Existem relatos de efeitos sinérgicos entre compostos bioativos e agentes
sintéticos, como catequinas e epigalocatequinas provenientes de Camellia sinensis
conjugados com penicilina para tratar S. aureus, sendo ativas inclusive em cepas
gue desenvolveram o mecanismo de resisténcia via bomba de efluxo (WAGNER,
HILDEBERT, 2011).

Sabe-se que os metabdlitos secundarios exercem influéncia sobre a atividade
antimicrobiana (TSUCHIYA et al., 1996; COWAN, 1999; ABAD et al., 2012). Assim,
para obter-se uma atividade mais expressiva, ganha respaldo o uso de combinacdes
terapéuticas, como a jun¢éo de extratos ou fracdes de plantas com antimicrobianos.

E usual a adocdo de esquemas com uso simultineo de agentes
antimicrobianos, buscando-se maximizar as chances de éxito no processo
terapéutico; além disso, obtém-se outras vantagens desta atuacdo, tais como a
modulacdo da afinidade pelo sitio de ligacéo realizada pelos mediadores biolégicos,
a melhoria do espectro de acéo, a otimizacdo de tempo de tratamento, de intervalos
e de doses e, até mesmo, reducéo de resisténcia (BERENBAUM, 1989).

A ocorréncia de sinergismo no uso simultaneo de dois farmacos é avaliada pelo
Teste de Checkerboard (WHITE et al., 1996; BONAPACE et al., 2002). Este teste
baseia-se na técnica de microdiluicdo em caldo, estabelecida pela norma M7-A6
(2003) do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e consiste na
combinacdo de farmacos e na determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) dos farmacos combinados em relacdo ao CIM dos farmacos isolados (WHITE
et al., 1996; BONAPACE et al., 2000).

Em caso de sinergismo decorrente da combinacdo entre farmacos
antimicrobianos e os ativos vegetais, procede-se com a adoc¢io do indice de
Concentracdo Inibitéria Fracionado (ICIF). Este indice corresponde a soma das
Concentragdes Inibitérias Fracionadas (CIF), as quais consistem na razdo entre a
CIM dos farmacos combinados e a CIM de cada farmaco separado (ODDS, 2003;
JOHNSON et al., 2004).
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2.7 A BIODIVERSIDADE DA SAVANA BRASILEIRA

A manutencdo da diversidade e da sustentabilidade dos ecossistemas tem
importancia mundial, tendo em vista seu impacto na economia e na saude humana.
O processo contemporaneo de integragdo mundial provocou avancgos tecnologicos e
intensas alteracbes comportamentais, ambientais e soOcio-culturais, 0s quais tém
gerado desenvolvimento mas ao mesmo tempo, enormes desafios e temores com o
futuro da saude da humanidade.

Essas apreensdes sao reflexo da acéo antrépica desenfreada, gerando danos
incalculaveis e que se fazem notar. Ao primar-se pelo principio da sustentabilidade,
o qual rege o Planeta, a humanidade estara se orientando as premissas de
Promocédo de Saude e equidade social e apelos por uma biota equilibrada.

No quesito multiplicidade bioldgica, o Brasil é reconhecido internacionalmente
por sua riqueza e exuberancia natural proporcionadas, em generosa parte, por sua
dimensédo continental, uma elevada biodiversidade floristica, a diversidade
etnocultural, além de inumeras condicbes edéficas e climaticas, vantagens que
ampliam as possibilidades de oferta de matéria-prima com finalidades farmacéuticas
para a humanidade (RIBEIRO et al.,, 1998; FUNARI;FERRO, 2005). E mais, a
localizacdo nos tropicos favorece este pais com uma megadiversidade, a qual o
situa em primeiro lugar do mundo (MITTERMEIER et al., 1998; KRIEF;
HLADIK;HAXAIRE, 2005).

O Brasil tem alguns dos mais ricos biomas do mundo, com uma ampla
diversidade biologica dispersa ao longo dos varios ecossistemas. Existem mais de
55.000 espécies de plantas superiores, distribuidas em cinco biomas, fazendo deste
pais um soberano e importante fornecedor de matéria-prima, incluindo inovadoras
fontes terapéuticas (SIMOES et al., 2002; FUNARI;:FERRO, 2005). O bioma Cerrado
destaca-se por ser a segunda maior formacdo vegetal da Ameérica do Sul, sendo
superado somente pela Floresta Amazoénica, além de uma excepcional fitofisionomia
especifica e o endemismo, onde predominam 4400 espécies tipicas desta area
(MITTERMEIER et al., 1998; RIBEIRO et al., 1998).

O Cerrado comporta uma extensa dimensdo fisica, a maior parte esta
localizada no Centro-Oeste e Nordeste do Brasil e estende-se a estados adjacentes,

como Amapa, Para, Roraima, Sao Paulo e Parana. Este bioma tem uma area de



37

aproximadamente dois milhdes de quildmetros quadrados e abrange 25% da
superficie terrestre do pais (CARDOSO et al.,, 2011). O Cerrado abriga mais de
11.000 espécies de plantas nativas, das quais estima-se que 44% sao de espécies
endémicas (MYERS et al., 2000; GENOVESE et al., 2008). Desde que a capital
brasileira foi movida para a regido, iniciou-se um estado de deplecdo devido a
"Revolucdo Verde" e aos impactos humanos de propor¢cdes sem precedentes, como
construcbes, desmatamento, urbanizacdo e queimadas descontroladas. Sendo o
Cerrado severamente fragmentado e degradado por estas acdes antropicas a ponto
de ser considerado um hotspot mundial (MYERS et al., 2000; BASSO et al., 2005;
SMITH-HALL; LARSEN;POULIOT, 2012; VILELA et al., 2012). Entre as familias com
relevancia farmacoldgica encontradas no Bioma Cerrado, destaca-se a familia
Myrtaceae (GENOVESE et al., 2008).

2.8 DESCRICAO BOTANICA, FARMACOLOGICA E FITOQUIMICA DE ESPECIES
NATIVAS DO CERRADO SELECIONADAS PARA O SCREENING
ANTIMICROBIANO

2.8.1 Familia Erythroxylaceae, Género Erythroxylum

Uma das familias encontradas no bioma Cerrado € a familia Erythroxylaceae, a
qual compreende cerca de 250 espécies catalogadas nos géneros Aneulophus,
Erythroxylum, Nectaropetalum e Pinacopodium. O género Erythroxylum € o mais
representativo, com cerca de 200 espécies (AGUIAR et al., 2012), sendo conhecido
pela producao de alcaloides (EL-IMAM, YMA; EVANS;PLOWMAN, 1985; EL-IMAM,
YAHIA; EVANS;GROUT, 1988; DEWICK, P., 2002; JIRSCHITZKA et al., 2012).
Estudo sobre predominéncia de flavonoides em espécies de Erythroxylum revelou
gue E. daphnites apresenta kaempferol e quercitina (BOHM et al., 1988).

Aproximadamente 200 espécies de Erythroxylum estdo distribuidas em éareas
tropicais, como na América do Sul e na Africa (JOLY, 1998.; GONZALEZ-GARCIA et
al., 2005; AGUIAR et al., 2012). No Brasil, encontram-se 114 espécies do género

Erythroxylum e, com tamanha diversidade, pode-se considerar o pais como detentor
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de ampla parcela de regides endémicas do género (LUCAS-FILHO et al., 2010).
Este encontra-se representado por &rvores, arbustos e subarbustos; os quais
contém pigmentos, Oleos essenciais em suas cascas e propriedades medicinais
(JOLY, 1998.; ALONSO;MACHADO, 2008).

Alguns usos etnofarmacolégicos citados na literatura destacam a atividade de
espécies desse género como anti-inflamatério, antibacteriano, diurético, ténico,
estimulante e como tratamento de doencas hepaticas, de vias biliares e renais, bem
como para artrite, doencas respiratérias (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005; LUCAS-
FILHO et al., 2010) e ginecoldgicas (GUPTA, 2008).

Ensaios in vivo indicaram que E. novagratense produziu acdo anti-inflamatoria
em ratos, sem sintomas de intoxicacdo (CHAVES et al.,, 1988), enquanto que
resultados de uma pesquisa conduzida com E. suberosum mostram que a espécie
apresenta eficiente atividade antimicrobiana contra os fungos Candida krusei,
Candida glabrata e Criptococcus neoformans e bactérias da espécie S. aureus, além
de possuir elevada atividade citotoxica (VIOLANTE, 2008).

2.8.2 Familia Leguminosae, Género Bauhinia

Tem relevancia também a familia Leguminosae, destacando-se a subfamilia
Caesalpinioideae, na qual encontra-se o género Bauhinia. Esse possui mais de 300
espécies e predomina nas areas proximas a linha do equador, sendo popularmente
conhecido no Brasil e em outros paises como pata-de-vaca e tradicionalmente
usado para o tratamento de diabetes e infec¢cdes (JOLY, 1998.; MENEZES et al.,
2007; GUPTA, 2008; DIAS;ARRUA, 2011; DA SILVA;CECHINEL FILHO, 2002).

A espécie B. variegata € conhecida popularmente como adstringente, tonica,
anti-helmintica e anti-inflamatéria, sendo usada ainda para diarreia, lepra, Ulceras,
tumores e diabetes (DA SILVA;,CECHINEL FILHO, 2002; POKHREL;
ADHIKARI;BARAL, 2002). Estudos com o extrato etandlico bruto de B. variegata
evidenciaram halo de inibicdo de 15 mm quando exposto a S. aureus (POKHREL;
ADHIKARI;BARAL, 2002).

Bauhinia forficata tem sido usada tradicionalmente via oral como analgésico,

tbnico, digestivo, anti-inflamatério, adstringente, anti-tussigeno, expectorante, anti-
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hipertensivo, diurético, hipocolesterolemiante e para controle de palpitacdes,
enquanto que o uso topico tem acao adstringente e antisséptica em doencas de pele
(GUPTA, 2008).

Recentemente, relatos confirmaram atividades farmacologicas da espécie B.
forficata como hipoglicemiante (COELHO DE SOUZA et al., 2004), antibacteriana,
fungicida, antioxidante, anticoagulante, antifibrinolitico e antitoxica para veneno de
escorpides (DIAS;ARRUA, 2011). Usando o método de difusdo em disco
comprovou-se ainda que a B. forficata inibiu o crescimento de E. coli e S. aureus na
concentracéo de 1000pug/mL (DA SILVA;CECHINEL FILHO, 2002).

Outras espécies do género se destacam devido ao potencial antimicrobiano,
por exemplo, B. kockiana e B. pulcherrima possuem atividade antibacteriana para S.
aureus (MRSA) com concentracdo minima inibitéria de 100 a 500ug/disco, agéo
atribuida a grande quantidade de compostos fendlicos (CHEW et al., 2011). De
forma analoga, as espécies B. tomentosa e B. vahlii também sdo efetivas em
microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos (DUGASANI et al., 2010).

Diversas plantas do género Bauhinia foram estudadas fitoquimica e
farmacologicamente, tendo sido relatados compostos mais expressivos, tais como
flavonoides, glicosideos, esteroides, lactonas, taninos, quinonas e terpenoides, aos
quais é atribuida a atividade farmacolégica e, principalmente, antimicrobiana (DA
SILVA;CECHINEL FILHO, 2002; COELHO DE SOUZA et al., 2004; LUSA;BONA,
2009). Da espécie B. rufa, encontra-se relatada a presenca majoritaria de
sesquiterpenos e de monoterpenos no Oleo volati  (DUARTE-ALMEIDA;
NEGRI;SALATINO, 2004). Entretanto, n&o existem estudos sobre a atividade
farmacobioldgica de Bauhinia rufa (Bong.) Steud (DA SILVA;CECHINEL FILHO,
2002; MELO et al., 2010).

2.8.3 Familia Sapotaceae, Género Pouteria

Espécies do género Pouteria (Sapotaceae) sdo encontradas no bioma Cerrado
(JOLY, 1998.), correspondendo a mais de 400 espécies. Sado muito utilizadas na
medicina popular para o tratamento de varias patologias, como diarreia (PERFEITO

et al., 2005) maléria, hanseniase, diabetes e infec¢des ovarianas (MONTENEGRO
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et al., 2006). De acordo com Silva e colaboradores este género possui atividades
antioxidante, anti-inflamatéria, antifingica e antitumoral (SILVA, C. A,
SIMEONI;SILVEIRA, 2009). Os constituintes em maior proporcdo nas plantas deste
género séo os triterpenos e flavonoides (MONTENEGRO et al., 2006; SILVA, C. A,;
SIMEONI;SILVEIRA, 2009).

A espécie P. torta apresenta atividades antimicrobiana e antioxidante
(PERFEITO et al., 2005; BOLETI et al., 2007), sendo que o extrato metandlico de
folhnas de P. torta inibiu Cladosporium sphaerospermum, B. cereus, E. coli (ATCC
25922), P. aeruginosa (ATCC 27853) e S. aureus (ATCC 25923) com uma
concentracdo de 5mg/poco (ALVES, T. M. D. A. et al., 2000).

Estudos buscando esclarecer o potencial antimicrobiano de P. salicifolia
comprovaram sua agao sobre S. aureus, M. tuberculosis, C. albicans e A. niger
(BERTUCCI et al., 2009).

2.8.4 Familia Myrtaceae, Género Eugenia

Myrtaceae é outra familia de plantas da regido do Cerrado que encontra-se
amplamente distribuida e representada nas areas tropicais, compreendendo cerca
de 129 géneros e 4620 espécies. Eugenia é o género desta familia que mais se
destaca para o uso medicinal, possuindo aproximadamente 500 espécies (COLE;
HABER;SETZER, 2007; BRANDAO, 2011), das quais cerca de 350 s&o nativas
(MAGINA et al., 2009).

Um membro desta familia, a E. uniflora L., conhecida como pitangueira,
encontra-se referida na RDC 267 de 22 de setembro de 2005 para o preparo de
infusdes com seus frutos e folhas e, na Farmacopeia Brasileira (2010), suas folhas
sdo indicadas como fonte de matéria-prima para produtos farmacéuticos em virtude
da expressiva quantidade de taninos e flavondides em sua constituicdo (BRASIL,
2005, 2010b). Por sua vez, o Oleo essencial das folhas tem sido utilizado pela
industria brasileira de cosméticos, pois este detém propriedades adstringentes
(AMORIM et al., 2009; VICTORIA et al., 2012). Além da reconhecida E. uniflora L.,
outras duas espécies da familia Myrtaceae, Eugenia caryophyllata e Eucalyptus
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globulus, ja possuem monografias descritas pela OMS indicando suas faculdades
medicinais (WHO, 2002b).

Entre as espécies vegetais nativas do Cerrado representantes desta familia e
que sado potencialmente utilizadas para exploracdo medicinal ou alimentar,
sobressai-se a Eugenia dysenterica. DC, (synon. Stenocalyx dysentericus Berg.,
Myrtus dysenterica M.) (COSTA et al.,, 2000; LORENZI, 2002.; PALHARES, 2003;
DUARTE, A. R. et al., 2009; CARDOSO et al., 2011), conhecida popularmente como
“cagaita” ou “cagaiteira”, cujos frutos sé@o coletados pela populacdo autéctone e
aproveitados pelo seu sabor sui generis em preparacdes alimenticias como sucos,
picolés, licores e geléias ou in natura (PALHARES, 2003; ROESLER;
LORENCINI;PASTORE, 2010; VIEIRA et al., 2012; VILELA et al., 2012). Segundo os
conhecimentos tradicionais dos povos do Cerrado, esta apresenta uso medicinal: as
folhas da cagaiteira sdo detentoras de propriedade antidiarreica (PALHARES, 2003;
OLIVEIRA, M. D. L. et al., 2008; DUARTE, A. R. et al., 2009; DUARTE, A. R. et al.,
2010) e eficazes na cicatrizacdo da pele e no tratamento de diabetes e ictericia
(SILVA, R. S.; CHAVES;NAVES, 2001); enquanto que o0s seus frutos tém
propriedade laxativa (COSTA et al., 2000; SILVA JUNIOR, 2005; CARDOSO et al.,
2011), sendo esta propriedade ressaltada nos manuscritos do naturalista francés
August Saint-Hilaire (1779-1853) (BRANDAO, 2011; OLIVEIRA, V. B. et al., 2012).

Macroscopicamente, a cagaiteira, apresentada na Figura 2 (A) e (B),
caracteriza-se por ser uma arvore que apresenta frutos do tipo baga amarelos e
globosos (LORENZI, 2002.; PALHARES, 2003; CARDOSO et al., 2011), polposos e
suculentos, com cerca de 4 cm de didmetro (SILVA JUNIOR, 2005). Trata-se de uma
espécie decidua, perene, que pode medir até 10 metros de altura, de galhos
retorcidos, casca grossa e fendada (PALHARES, 2003; JORGE, N,
MORENO;BERTANHA, 2010) e folhas simples, opostas, cruzadas, elipticas ou
ovadas, glabras, com 3 a 10 cm de comprimento e 1 a 5 cm de largura, que quando
jovens apresentam tons avermelhados (SILVA JUNIOR, 2005).
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Figura 2- Eugenia dysenterica (A) espécime e (B) flores e frutos no Campus Darcy Ribeiro -

Universidade de Brasilia UnB - Brasil

As cagaiteiras encontram-se amplamente dispersas nas mais diversas
fitofisionomias do Cerrado (TRINDADE;CHAVES, 2005), ocorrendo nos estados da
Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para,
Piaui, S8o Paulo, Tocantins e no Distrito Federal (LORENZI, 2002.; MEDEIROS,
2011.). Esta arvore encontra-se bem adaptada a solos pobres, que sao
caracteristicos do Cerrado brasileiro (PALHARES, 2003; OLIVEIRA, M. et al., 2011).

A propagacdo da espécie € promovida por animais. Insetos como Apis sp,
Bombus atratus e B. morio (SILVA, R. S.; CHAVES;NAVES, 2001;
TRINDADE;CHAVES, 2005) se incumbem de fazer a fertilizacdo do polen, enquanto
gue a dispersdo das sementes da-se, na maioria das vezes, de forma antropocérica
por intermédio da coleta. O periodo de frutificacdo ocorre entre outubro e dezembro
(ALMEIDA; SILVA;RIBEIRO, 1990.; SILVA JUNIOR, 2005; ROESLER;
LORENCINI;PASTORE, 2010).

Nos ultimos anos, indmeros estudos tém alertado sobre o processo de extingdo
de espécies ao qual o planeta estd sujeito e que vem prejudicando a
sustentabilidade da biosfera. Esse efeito tem gerado uma pressao negativa que se
reflete sobre todos o0s ecossistemas, concorrendo para a cessagcao de exemplares
da flora e da fauna, incluindo o declinio das abelhas Apis mellifera, base de
sustentacdo da vegetacdo nativa e da seguranca alimentar e, consequentemente,
das interacbes ambientais (GENERSCH, 2010; RATNIEKS;CARRECK, 2010;
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MOCKEL; GISDER;GENERSCH, 2011; VIDAU et al., 2011; SCHONING et al.,
2012).

Além do decréscimo da fecundacdo da espécie e da degradacdo do bioma
Cerrado, outra circunstancia agravante revela-se pela forma com que as instituicdes
que processam os frutos do Cerrado vém dispensando as sementes ao final do
processo de obtencdo da polpa, uma vez que, por intermédio de informacdes
informais, pode-se constatar que a maior parte deste patrimonio genético esta sendo
transformado em composto organico ao invés de retornar ao seu habitat natural.
Diante desta situacdo, evidencia-se a necessidade de preservacao destas espécies
para a manutencao do equilibrio das interagcdes ambientais.

Eugenia dysenterica € detentora de potenciais faculdades bioldgicas, sendo
reportada sua acdo como agente antiviral (CECILIO et al., 2012), inibidora da
atividade de enzimas tirosinase (SOUZA, P. M. et al.,, 2012), além de sua acéo
moluscicida (OLIVEIRA, A. M. D. et al., 2006) e fungicida (COSTA et al., 2000;
SOUZA, L. K. H. et al., 2002; OLIVEIRA, R. D.; DIAS;:CAMARA, 2005; ROESLER;
LORENCINI;PASTORE, 2010). E também um promissor nutracéutico, uma vez que
€ rica em vitamina C (CARDOSO et al., 2011) e tem extraordinaria acdo antioxidante
(GENOVESE et al., 2008; ROESLER; LORENCINI;PASTORE, 2010).

Recente pesquisa mostrou, em modelos animais, que 0s extratos aquoso e
etandlico de polpa de frutos de E. dysenterica possuem compostos farmacologicos
com propriedades laxativas, além de constatar-se que este ndo é téxico (LIMA et al.,
2010). De acordo com Cecilio e colaboradores (2012), o extrato etanodlico de folhas
de E. dysenterica inibe a replicacdo de rotavirus SA1l in vitro e ndo apresenta
toxicidade a uma concentracdo de até 500ug/mL. A atividade antiviral esta
relacionada com os compostos presentes, como taninos, flavonoides, saponinas,
cumarinas e terpenos (CECILIO et al., 2012). O 6leo essencial de folhas desta
espécie demonstrou potencial atividade inibidora de fungos da espécie Cryptococcus
neoformans in vitro, com uma concentracdo abaixo de 250ug/mL (COSTA et al.,
2000).

As espécies vegetais do bioma Cerrado, por apresentarem em sua Composi¢ao
constituintes metabolitos secundarios com propriedades farmacologicas(COWAN,
1999; DA SILVA;CECHINEL FILHO, 2002; CHIN et al., 2006), sdo apontadas como
excelentes alvos de escolha por sua potencial atividade bioldégica e de inibicdo

microbiana, podendo representar expressivas fontes medicamentosas.
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Assim, esta prospecc¢do procurou mostrar e validar informagdes sobre plantas
tradicionalmente detentoras de virtudes medicinais, pelos métodos cientificos,
almejando-se a descoberta de multicomponentes terapéuticos botanicos e o

enaltecimento da importancia dos vegetais para o desenvolvimento da medicina.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade antibacteriana in vitro de
espécies vegetais oriundas do bioma Cerrado do Distrito Federal e arredores, sendo
selecionadas as espécies Bauhinia rufa (Bong) Steud, Bauhinia variegata Linn,
Erythroxylum subrotundum St. Hill, Erythroxylum daphnites Mart., Pouteria torta
Radlk., Pouteria ramiflora Radlk. e Eugenia dysenteria DC.

Para que o0 objetivo proposto fosse alcancado, 0s seguintes objetivos
especificos foram estabelecidos:

e Obter os extratos brutos de espécies vegetais do bioma Cerrado;

e Monitorar a atividade antimicrobiana de espécies dos géneros
Erythroxyllum, Bauhinia, Pouteria e Eugenia;

e Estabelecer uma metodologia de inibicAo microbiana, definindo a
concentracéo inibitéria minima - CIM;

e Desenvolver o estudo quimico biomonitorado da espécie mais promissora;

e Avaliar a citoxicidade da espécie mais promissora em cultura celular de

gueratindcitos e fibroblastos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 METODOS GERAIS

4.1.1 Obtencéo dos Extratos e Fragcfes

4.1.1.1 Material Vegetal

As espécies vegetais nativas do Cerrado utilizadas para confeccionar os
extratos e fragOes usados na avaliagcdo foram devidamente identificadas (Tabela 1).
As folhas e o caule das plantas foram coletadas no Cerrado, em terreno da
Universidade de Brasilia, no Campus Darcy Ribeiro, em Brasilia, Distrito Federal,
Brasil. A identificagcdo taxonémica foi confirmada e uma exsicata de cada espécie
devidamente identificada foi depositada no Herbario da Universidade de Brasilia
(UB).
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TABELA 1- Espécies vegetais nativas do Cerrado avaliadas quanto a atividade

antimicrobiana

Familia Espécie Parte Coletor Numero
vegetal de herbario

Erythroxyllum f Fagg, CW. & (UB) 2193
daphnytes Mart. Silveira, D.

Erythroxylaceae Erythroxyllum f Fagg, CW. & (UB) 2194
subrotundum Silveira, D.
ST. Hill.
Bauhinia rufa f

Leguminosae (Bong.) Steud

Bauhinia f Gomes, S.M. (UB) 8749
variegata Linn
Pouteria torta f de Paula, J. E. (UB) 3674
Sapotaceae Radlk.
Pouteria fec de Paula, J. E. (UB) 3671
ramiflora Radlk.
Myrtaceae Eugenia f da Silva, E. C. (UB) 914

dysenterica DC.

f: folha; c: caule

4.1.1.2. Obtencao dos Extratos

No laboratério de Controle de Qualidade de Medicamentos da UnB, o material
botanico, ap6s a secagem em estufa a 40°C, foi pulverizado em moinho de facas.
Para a extracdo, foram utilizadas folhas ou caule das espécies selecionadas. Para a
obtencdo do extrato, foi vertido, sobre o material vegetal, agua destilada em
temperatura em torno de 70°C. Apoés arrefecimento a cerca de 40°C, a solucéo
extrativa foi filtrada, congelada e submetida a liofilizagdo. Os extratos brutos
aquosos obtidos foram conservados sob refrigeragdo (- 30°C) até seu uso nos
ensaios biologicos (Figura 3). Parte do material botanico pulverizado foi utilizada

para obtencdo dos extratos brutos hexanico e etandlico. A obtenc&o dos extratos foi
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feita por processo de extracdo a frio (maceragcdo passiva): as amostras foram
embebidas com solventes organicos (hexano ou etanol), com quantidade suficiente
de solvente para cobrir o material botanico, e mantidas por sete dias a temperatura
ambiente; decorrido este periodo, o extrato foi filtrado e este procedimento foi
repetido mais duas vezes apds cada filtracdo; apos a filtracdo, procedeu-se a
concentragdo, em que as solugbes extrativas foram submetidas a eliminagdo do
solvente organico, sob vacuo, em evaporador rotatério (HEIDOLPH), a temperatura
de aproximadamente 40°C; e o resultante foi completamente seco em banho-maria
até a eliminacdo completa do solvente (NOVA ETICA B) a 40°C. Resultou-se, entéo,

em extrato bruto aquoso, hexanico e extrato bruto etandlico.

Torta
“Agua
Material Infusao
boténico
pulverizado
Hexano Extrato
maceragao aquoso
Torta Extrato hexanico
Etanol
maceracao
Torta Extrato
etandlico

Figura 3- Esquema para obtencdo dos extratos brutos

Obtidos os extratos soélidos, foram calculados os rendimentos dos extratos por
meio da relacéo do peso do extrato seco obtido multiplicado por 100 e dividido pelo
peso total do material botanico utilizado inicialmente na extragdo (ALVES, M. M. et

al., 2011). Conforme férmula a seguir:
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pfx 100
pi

Rendimento =

Onde, pf = peso final e pi = peso total inicial.

Desta forma, os rendimentos dos extratos ao final do processo estéo listados

na tabela a seqguir (Tabela 2).

TABELA 2- Obtencédo dos extratos brutos das espécies de plantas do Cerrado

Espécie Parte  Massa Solvente Técnica Rendimento
da (@) (%)
planta

Erythroxyllum F 79,17 H.O infusao 1,6
daphnytes 848,63 hexano maceracgao 1,8
848,63 etanol maceracao 18,4
Erythroxyllum F 78,05 H.O infusdo 6,8
subrotundum 436,75 hexano maceracgao 1,0
436,75 etanol maceracao 1,7
Bauhinia rufa F 115,0 H.O infuséo 4,5
385,0 hexano maceracao 2,0
385,0 etanol maceracao 6,0
Bauhinia F 84,6 H,O e metanol maceragao 7,72

variegata
Pouteria torta F 45,0 H,O infuséo 11,2
46,6 hexano maceracao 51
104,0 etanol maceracao 11,3
Pouteria F 395 H,O infuséo 9,22
ramiflora 700 hexano maceragao 5,17
700 etanol maceracao 18,32
Pouteria C 650 maceracao maceracao 5,0

ramiflora
Eugenia F 100 H,O infuséo 7,0

dysenterica




50

Um estudo recente evidenciou que o rendimento do extrato hidroalcodlico seco
de folhas de E. dysenterica independe da estacédo, seja ela chuvosa ou seca, pois
em ambas estacfes obteve-se um rendimento de cerca de 15% (ALVES, M. M. et
al., 2011).

4.1.1.3 Obtencéo das Fracbes de Eugenia dysenterica e de Erythroxylum daphnites

por Lavagem

O extrato bruto aquoso de E. dysenterica (7g) e de E. daphnites (3g) foram
submetidos a precipitacdo de substancias por lavagem com solventes puros
(acetona, metanol e isopropanol). Ao extrato bruto aquoso de E. dysenterica, foram
misturados 30mL do primeiro solvente supracitado e homogeneizados, com posterior
separacao do precipitado e sobrenadante apds decantacdo. Este procedimento foi
repetido trés vezes e, em seguida, realizada a evaporacédo, obtendo-se a fracao
acetOnica do extrato bruto aquoso da planta. Para a extracdo da fracdo metandlica,
foi utilizado o residuo remanescente da extracdo acetbnica, sendo o procedimento
igual ao citado acima para a obtencao da fracdo acetdnica. Para obtencéo da fracao
isopropandlica, foi realizada uma lavagem com 3g de extrato bruto aquoso,
seguindo-se esta mesma metodologia. Os residuos o0s extratos aquosos foram
acondicionados e secos a temperatura ambiente, resultando nos produtos de cada
extrato bruto dos respectivos extratos (Figura 4 e Tabela 3). As fracdes obtidas

foram mantidas sob refrigeracao (- 30°C).



Torta

Extrato Aquoso Bruto

-Metanol (30mL)

-Filtracéo

Precipitado

Fracao aceténica

Eliminagéo do
solvente

Frac&o metandlica

Figura 4- Esquema para obtencao das fracdes apos a extracao por lavagem
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TABELA 3- Rendimento da extracdo do extrato aquoso de Eugenia dysenterica e de

Erythroxylum daphynites por lavagem

Espécie

Espécie

E. dysenterica fracdes obtidas de (79) E. daphynites fracdes obtidas (39)

Fracdo metandlica (59%)

Fracdo acetonica (8,6%)

Fracdo isopropandlica (4%)

Precipitado (0,01%)

Fracado metandlica (53,6%)
Fracéo acetonica (3,3%)
Precipitado (37%)

O rendimento das fracdes oriundas dos extratos aquosos foram calculados a

partir da amostra de extrato utilizada, conforme formula descrita no item 4.1.1.2.
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4.1.1.4 Fracionamento do Extrato Etandlico de Bauhinia rufa e de Erythroxylum

daphnites por Particdo entre Liquidos Imisciveis

O procedimento utilizado na particdo dos extratos para obtengédo de compostos
foi realizado de acordo com a metodologia proposta por Bresolin e Cechinel Filho
(2010).

Dos extratos brutos etandlicos, 5g de amostra de B. rufa e 7,43g de E.
daphnites foram submetidos a particdo conforme método de separacdo com
solvente de diferentes polaridades. Em um funil de decantagdo de 500mL, foi
depositada a amostra a ser separada e, em seguida, a mistura de solventes
imisciveis composta por 100mL de metanol (CH3OH) e 100mL de agua destilada
(1:1:1) com posterior adicdo de 25mL de hexano, homogeneizando vigorosamente
com um bastdo de vidro. Assim, fracionou-se com o solvente hexano (4 x 25mL),
sendo obtida a fracdo hexanica do extrato bruto etandlico das plantas. Apos a
separacao, esta fracdo foi concentrada em evaporador rotatério sob vacuo a uma
temperatura de aproximadamente 40°C e exposta a secagem em banho-maria. Para
a extracdo da fracdo acetato de etila, utilizando a fase aguosa remanescente de
cada extrato preparado a partir da extracdo da fracdo hexanica, foram adicionados
25mL de agua destilada juntamente com o solvente acetato de etila (4 x 25mL). A
fracdo acetato de etila foi evaporada e a fracdo aquosa foi acondicionada em baldo
redondo, congelada e liofilizada, resultando deste procedimento trés produtos para
cada extrato bruto: fracdo hexéanica, acetato de etila e aquosa dos respectivos

extratos (Figura 5 e Tabela 4). As fracdes obtidas foram mantidas sob refrigeracéo.



Extrato etandlico bruto

H,O: metanol: hexano{1:1:1)

Particéo

Fracao aquosa
intermediaria

Acetato de etila
Particao

Fracao aquosa

gura 5- Esquema para obtencéo das fracGes por particdo entre liquidos imisciveis

Fragao acetato de etila

53

Fracdohexanica

Fi

TABELA 4- Rendimento do fracionamento do extrato etandlico de Bauhinia rufa e de

Erythroxylum daphynites por particdo entre liquidos imisciveis

Espécie

B. rufa fracdes obtidas de (59)

E. daphynites fracdes obtidas de (7,439)

Fracéo acetato de etila (47,6%)

Fracéo hexanica (5,8%)
Fracdo aquosa (0,02%)

Fracao acetato de etila (14,5%)

Fracédo hexanica (2,8%)

Fracédo aquosa (3,8%)

O rendimento das fracdes oriundas dos extratos etandlicos foram calculados a

partir da amostra de extrato utilizada, conforme formula descrita no item 4.1.1.2.

4.1.2 Preparo das Solugdes
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4.1.2.1 Preparo das Solucfes de Extrato

Inicialmente, os extratos foram solubilizados para o teste com disco conforme o
extrato e seu respectivo solvente, sendo entéo utilizados agua destilada esterilizada,
hexano e etanol para obter uma solucdo mée de 50mg/mL. Ao adicionar 20ul de
extrato solubilizado em cada disco, a concentracédo final dos extratos e fragbes
variou de 62,5 até 1000ug/disco. Para o teste de microdiluicio em caldo, o extrato
aquoso e as fracdes de E. dysenterica foram diluidos com dimetilsulfoxido (DMSO) a
5% e agua destilada, de forma a obter uma solucdo padrdo de 1mg/mL, a qual foi
diluida em série com concentracdes finais do extrato e das fragbes no meio de

cultura de 1,3 até 167ug/mL.

4.1.2.2 Preparagéo dos Discos com as Solucdes de Extratos ou Fragdes

Cada disco de papel estéril, com 6,0mm de diametro, foi impregnado com 20uL
da solucado de extrato bruto ou de sua fracéo, dispensados com uma pipeta a fim de
obter as seguintes concentragfes: 62,5, 125, 250, 500 e 1000pg/disco. A secagem
dos discos foi realizada dentro de placas de petri (150X15) estéreis em temperatura
ambiente por 24 horas.

Os discos embebidos com 20ul dos solventes agua Milli-Q, hexano e etanol

foram utilizados como controle negativo.

4.1.2.3 Preparo da Solucao Salina 0,9%

Uma solucéo de NaCl na concentracdo de 9g/L foi preparada com agua
destilada estéril. Essa solucéo foi usada para a padronizagéo do inéculo.
4.1.2.4 Preparo da Solugédo de DMSO 5%
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Esta solucao foi preparada com uma aliquota de 5mL de DMSO, que foi diluida

em 9,5mL de agua Milli-Q estéril.

4.1.2.5 Preparo da Solucdo de Resazurina 0,01%

Para o preparo desta solugcéo, 1mg do reagente Resazurina (Sigma-Aldrich) foi

adicionado a 10mL de agua Milli-Q estéril.

4.1.2.6 Preparo das Solugbes Tampéao

Solucéo A
Para o preparo de 100mL, foi dissolvido 1,399 de fosfato de s6dio monobésico

em agua estéril dentro de um balédo volumétrico.

Solucéo B
Para o preparo de 200mL, foram dissolvidos 5,369 de fosfato de sédio dibasico

em agua estéril dentro de um balédo volumétrico.

Tampao fosfato pH 8, 0,1M/L
Para obtenc&o desta solucdo solvente, foram pipetados 94,7mL da solucdo B

juntamente com 5,3mL da solugéo A.
Tampao fosfato pH 6, 0,1M/L

Para obtencdo desta solucao diluente, foram pipetados 87,7mL da solucdo A

juntamente com 12,3mL da solugéo B.

4.1.2.7 Preparo das Solucdes Estoque dos Agentes Antimicrobianos
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Solucéo estoque de Ampicilina

A solucéo estoque de ampicilina (Sigma-Aldrich) foi preparada com 5120ug do
pd antimicrobiano, o qual foi homogeneizado com 1mL do solvente tampao fosfato
pH 8, 0,1M/L e, em seguida, diluido com 9mL do diluente tampao fosfato pH 6,
0,1M/L, sendo obtida uma concentracdo de 512ug/mL, conforme documento M100-
17 (CLSI, 2007).

Solucéo estoque de Oxacilina
A solucdo estoque de oxacilina (Sigma-Aldrich) foi preparada com 5120ug do
pé antimicrobiano, o qual foi homogeneizado com 10mL de agua Milli-Q estéril,

sendo obtida uma concentragao de 512ug/mL.

4.1.2.8 Preparo do Meio Mueller Hinton Cétion Ajustado - CAMHB

Primeiramente, foi preparada uma solucdo de magnésio dissolvendo-se 8,36¢g
de MgCl,.6H,0 em 100mL de agua Milli-Q estéril, a qual contém 10mg de Mg**/mL.

Depois, foi preparada uma solucdo de calcio dissolvendo-se 3,68g de
CaCl,.2H,0 em 100ml de agua Milli-Q estéril, a qual contém 10mg de Ca**/mL.

Posteriormente, foi preparado o caldo Mueller Hinton conforme instru¢cées do
fabricante, deixando arrefecer e acrescentando 100uL de solucdo de magnésio e
100pL de solucao de célcio para um litro de caldo.

Na porcdo de caldo Mueller Hinton utilizada com o agente antimicrobiano
oxacilina, foi acrescentado NaCl 2% p/v.

4.1.3 Ensaios Biologicos
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4.1.3.1 Micro-organismos Avaliados

O bioscreening da atividade antimicrobiana dos extratos e das fragdes foi
investigado em agentes patogénicos de relevancia clinica: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC
12692, S. aureus ATCC 29213 produtor de B-lactamase, S. aureus ATCC 27154
produtor de enterotoxina, S. aureus ATCC 10390 produtor de enzima coagulase, S.
aureus ATCC 6538 proveniente de lesdo humana, S. aureus ATCC 12598 isolado
de artrite séptica, S. aureus ATCC 25904, S. aureus ATCC 29737 e S. aureus
subsp. Aureus ATCC 25923 obtida de isolamento clinico; os quais foram fornecidos
pela Fundagédo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ - BRASIL. Os microrganismos liofilizados
foram reativados em caldo Mueller Hinton (MHB, Himedia, Mumbai, india) e, apos 24
horas, foram semeados em Agar Mueller Hinton (MHA, Acumedia, Neogen, Lansing,
MI, USA) e submetidos aos testes. Todas as culturas foram armazenadas a -80°C

em glicerol e regeneradas antes do uso na analise dos ensaios.

4.1.3.2 Preparo do In6culo Bacteriano e Padronizagéo

No preparo da cultura do in6culo, para a reativacdo de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa, utilizou-se o meio liquido Mueller Hinton Broth em ambiente estéril e
incubacao a 35°C por 24 horas. Decorrido o periodo de ativagao, foi feita cultura em
um meio inclinado em tubos de ensaio contendo MHA, incubando-se por 24 horas a
35°C novamente. Entdo, foi feita uma suspensao direta de colénias com uma
solucéo salina 0,9% estéril, seguida da padronizacdo no espectrofotdmetro a 625nm
até alcancar turbidez equivalente a 0,5 da escala de MacFarland (10® UFC/mL).
Foram realizadas duas diluicdes seriadas 1:10 para obter, assim, a suspensao de
trabalho a 1 x 10° UFC/mL.

4.1.3.3 Método de Difusdao em Disco
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A atividade antimicrobiana dos extratos e das fracdes foi testada nas cepas de
S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 pelo
método de difusdo em disco, recomendado pelo NCCLS National Committee for
Clinical Laboratory Standards (atual CLSI), o qual se baseia no método descrito por
Bauer e colaboradores (1966) (BAUER et al., 1966). A concentracao inibitéria
minima (CIM) foi determinada de acordo com o protocolo M2-A8 (NCCLS, 2003b) e
os documentos M100-S15 e M100-S17, em que a CIM foi definida como a menor
concentracdo detectada visualmente que inibiu o crescimento do microrganismo.
Esta técnica fornece resultados qualitativos de padrdo de resposta de bactérias
guanto a sensibilidade destas frente a concentracbes pré-estabelecidas de uma
droga antimicrobiana e, a partir desta resposta, € possivel agrupar o micro-
organismo infectante como sensivel ou resistente (ROSSI;ANDREAZZI, 2005;
ALVES, E. G.; VINHOLIS;CASEMIRO, 2008; GOODMAN;GILMAN, 2010). Cada
suspensdo de micro-organismo foi inoculada em 20mL de MHA por meio de
espalhamento em placas de petri de 90x15cm de diametro preparadas previamente,
esperando-se a completa absor¢cdo do inéculo pelo agar antes de depositar os
discos contendo os extratos. Em seguida, foram incubadas a 35°C durante 24 horas
para permitir o crescimento bacteriano. Decorrido o periodo de incubacdo, o
didmetro das zonas de inibicdo foi mensurado em milimetros. Foram consideradas
ativas as zonas de extratos ou fracdes que obtiveram 10 milimetros ou mais de zona
clara de inibigé&o.

Como controle positivo, foram empregados discos das substancias puras
ampicilina e amoxicilina - Laborclin. Como controle negativo, foram utilizados discos
impregnados com 0sS respectivos solventes. Todos o0s experimentos foram
conduzidos em triplicata. As analises estatisticas dos resultados foram feitas pela
média ponderada e os respectivos desvios padrdo das amostras das triplicatas

utilizando GraphPad Prism verséo 5.01.

4.1.3.4 Método de Microdiluicdo em Caldo
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O método de microdiluicdo em caldo foi aplicado para as cepas de
Staphylococcus aureus ATCC (25923, 29213, 12692, 6538, 27154, 10390, 12598,
29737 e 25904). O ensaio procedeu-se segundo a metodologia dos documentos M7-
A6 do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003a),
M100-S15 e M100-S17 (CLSI, 2007), em que cada orificio da placa de 96 pocos
recebeu 90uL de MHB, 20uL de solugao de extrato ou fracdo e 10uL da suspensao
bacteriana testada a aproximadamente 10° UFC/mL. As concentracdo finais
variaram de 1.3 até 167ug/mL na diluigdo seriada por pogo, sendo o volume final de
120uL. As placas inoculadas foram entdo incubadas a 35°C durante 24 horas.
Ampicilina e oxacilina a 512ug/mL foram utilizadas como controle positivo e DMSO
5% foi aplicado como controle negativo. Nas placas teste, foram incluidos os
controles de esterilidade (120uL de MHB) e de crescimento (110uL de MHB e 10uL
de in6culo). Em seguida, as placas inoculadas foram incubadas a 35°C durante 24
horas. Cumprido o periodo de incubagao, aos pogos foram adicionados 30uL de
resazurina a 0,01% e, apés 4h de reincubacéo, foi realizada leitura visualmente. A
presenca ou auséncia de crescimento microbiano foi revelada por meio da técnica
de coloragdo com resazurina; sendo demonstrada resposta positiva de atividade por
meio da coloracdo azul, que indica a auséncia de células viaveis, e resposta
negativa de atividade por meio da coloracdo rosa, que indica presenca de células
viaveis. Deste modo, conforme descrito por Alves et al. (2008), a CIM foi
determinada como a menor concentragéo do extrato da planta ou das fragdes capaz
de inibir o crescimento de micro-organismos no caldo (ALVES, E. G,
VINHOLIS;CASEMIRO, 2008). Para cada teste foram realizados ensaios em

triplicata.

4.1.3.5 Atividade Moduladora pelo Método de Checkerboard - "Tabuleiro de Xadrez"

A performance de sinergismo entre drogas antimicrobianas e a fragéo
acetbnica de E. dysenterica foi revelada com o auxilio do “Teste de Checkerboard”.

Este ensaio, desenvolvido com base na técnica de microdiluicdo em caldo
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estabelecida pela norma M7-A6 (2003) do CLSI, consiste na avaliagdo do efeito da
combinagdo de dois agentes antimicrobianos sobre um determinado micro-
organismo e, consequentemente, na determinacdo da CIM das drogas juntas
(BONAPACE et al., 2000). Para a avaliacao do potencial efeito de interacao entre as
drogas antimicrobianas e a fracdo acetbnica vegetal, foi utilizado o indice de
Concentracdo Inibitéria Fracionado (ICIF), o qual corresponde a soma das
Concentragdes Inibitérias Fracionadas (CIF). Estas equivalem a razéo entre a CIM
das substancias A e B combinadas pela CIM de cada substancia, conforme descrito
abaixo (ODDS, 2003; JOHNSON et al., 2004).

CIFa= CIM da droga A com B/CIM de A sozinha
CIFg= CIM da droga B com A/CIM de B sozinha
ICIF= CIFp + ClFg

Nesta avaliacdo, o ICIF foi interpretado como indicativo de sinergismo se <0.5,
aditivo ou indiferente se >0.5 e <1, e antagonismo se >1 (VISALLI,
JACOBS;APPELBAUM, 1998; BONAPACE et al., 2000; BONAPACE et al., 2002;
ODDS, 2003).

Desta forma, definidas as CIMs do antimicrobiano e da fracdo acetdnica de E.
dysenterica frente a cepa de bactérias Gram-positivas S.aureus ATCC 29213, estes
foram convertidos em concentracéao inibitoria fracionada (CIF).

Nos ensaios de combinacédo, o procedimento de checkerboard ou 'tabuleiro de
xadrez' descrito por White (WHITE et al., 1996) foi realizado conforme sugerido por
Bonapace (BONAPACE et al., 2002), o qual permite a variacdo das concentracdes
de cada um dos antimicrobianos ao longo de eixos, assegurando, assim, que cada
um dos 96 pocos da placa do bioscreenig contenha uma combinacéo diferente de
concentracdes dos compostos (Figura 6). Todos os experimentos foram conduzidos

em triplicata.
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Figura 6 - Esquema para realizagao do checkerboard ou ‘tabuleiro de xadrez'

4.1.4 Agentes Antimicrobianos

Para a definicdo das CIMs dos farmacos padrédo, foram empregados como
controles positivos discos de 10pug de Ampicilina e de 10ug de Amoxicilina
(Laborclin), para o teste de difusdo em disco, e p6 de Ampicilina e Oxacilina (Sigma-

Aldrich), para o método de microdiluicdo em caldo.

4.1.5 Analises Cromatograficas

As andlises cromatogréaficas foram desenvolvidas no Laboratério de Controle

de Qualidade de Medicamentos da UnB.
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4.1.5.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

4.15.1.1 fase estacionaria

A caracterizacdo da constituicdo qualitativa do extrato aquoso de E.
dysenterica e de suas fracdes foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), conforme metodologia preconizada por Wagner & Bladt (WAGNER,
HILDEBERT ;BLADT, 1996.).

Foram utilizadas placas de silica gel 60 G (Merck), preparadas em suporte de
vidro, com 0,25mm de espessura, previamente ativadas a 105°C; e placas de silica
gel de 0,2mm Kieselgel 60 Alugram 805-25 EA (Sigma-Aldrich, Germany). As
amostras foram suspensas em metanol e aplicadas nas placas.

4.15.1.2 fase movel

A fase moével foi constituida de um sistema solvente composto por acetato de
etila (AcOEt), acido acético (AcOH), acido formico (HCOOH) e agua

(25:1,5:1,5:1,5 v/viviv ml), no qual foram eluidas as amostras.

4.1.5.1.3 reveladores e reagentes

As cromatoplacas foram reveladas por meio da borrifagdo com o reagente
NP/PEG solugdo A (solucdo metandlica de difenilboriloxietilamina 2%) e, em
seguida, com a solucdo B (solucao etandlica de polietilenoglicol-400 (PEG400) 5%),
sendo procedida a visualizagéo sob luz UV (A 365nm).

Estes reagentes foram utilizados para detectar flavonoides e outros compostos
fenolicos, que demonstram intensa fluorescéncia a luz ultravioleta (SIMOES et al.,
2002).
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Posteriormente, as placas foram reveladas por meio de borrifagdo com solucao
A (anisaldeido em &cido acético 2%) e, em seguida, com solu¢cdo B (solugéo
etandlica de H,SO, 20%), sendo aquecidas a temperatura de aproximadamente
100°C para revelacgéao.

Apéds a primeira, também foram feitas borrifacdes com as solugcdes A (solucao
etandlica de vanilina 1%) e B (solugdo etandlica de &cido sulfarico 5%), seguida de

aguecimento para realizacdo de outro método de revelacao.

4.1.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As andlises por cromatografia liquida foram desenvolvidas no Laboratério de
Controle de Qualidade de Medicamentos da UnB.

A fracdo acetbnica de E. dysenterica foi analisada usando o cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (CLAE), sistema LaChrom Elite (Hitachi, Tokyo, Japao),
composto por uma bomba L2130, injetor L2200, forno para coluna L2300 mantido a
25°C e detector L2455 DAD. O detector usado para coletar os dados da amostra foi
ajustado na faixa de 230nm e 400nm, sendo extraido um cromatograma em 280nm
e 354nm. A fase movel foi constituida de solucdo eluente de acido fosférico 1%
(solvente da bomba A) e acetonitrila (solvente da bomba B), sendo o gradiente de
eluicdo 0 min. 90% (A) e 10% (B); 40 min. 70% (A) e 30% (B); 50 min. 50% (A) e
50% (B). A fase movel deu-se com uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. A separacéo foi
realizada em uma coluna C18 e de fase reversa da Star PurospherStar RP C18 (150
X 4.6mm, 5mm, Merck, Germany), acoplada a pré-coluna de mesmas caracteristicas
(4 x 4; 5mm particlesize, Merck, Germany). Os componentes presentes nas
amostras foram caracterizados de acordo com seu espectro UV-vis, identificados por

seu tempo de retengdo e comparados com padrbes comerciais.
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4.1.6 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Laboratorio de Histopatologia
Bucal da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, onde foram testadas duas
linhagens celulares quanto a sua viabilidade mitocondrial frente ao extrato bruto
aquoso de E. dysenterica (EDA) e a sua fracdo acetdnica (FA), sendo uma linhagem
de queratindcito humano (HaCat) e uma linhagem de fibroblastos de camundongo
(L-929). As células foram cultivadas como monocamadas em uma mistura de meio
de Eagle modificado por Dulbecco's (DMEM) e enriquecido com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibiéticos (penicilina - estreptomicina). As células foram mantidas a
37°C e 5% de CO,. Para todos os experimentos, as células foram desagregadas
com solucao de tripsina (0,25%) / EDTA (1mM). Todos os reagentes utilizados nas
culturas celulares foram adquiridos de Sigma-Aldrich (ET. Louis, MO). As linhagens
de células utilizadas sdo oriundas de colecdes ATCC (American Type Culture
Collection).

As células foram semeadas a uma densidade de 5000 células por poco em
uma placa de 96 pocos e incubadas por 24 horas. Decorrido este periodo, tratou-se
as células com solucdo de extrato aquoso bruto de E.dysenterica e da fracdo
acetobnica, que foram diluidos em meio de cultura DMEM (Dulbelco’s Modified Eagle
Medium) a uma concentracdo de 500ug/mL, assim como, a concentracdes
referentes a CIM do ensaio antimicrobiano (83 e 167ug/mL). Decorridas as 24 horas
de incubacéao e tratamento, para cada 100uL de meio com extrato foram adicionados
10uL de solucdo de brometo de Tetrazdélio 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil - MTT
(5mg/mL). As placas foram recobertas com papel aluminio e reincubadas. Apos 4
horas, foi aspirado o meio de cultura com a solucdo de MTT e acrescentado 100pL
de isopropanol acidificado (25mL de isopropanol + 104uL de HCI 100%). As placas
foram agitadas em vortex por 10 minutos a velocidade média. Finalmente, a
absorbéancia das células foi verificada em uma leitora de microplaca (Thermo Plate
TP reader) a 570nm. Para obter a citotoxicidade induzida pelo tratamento, a
absorbéancia das células foi comparada a absorbancia de seu devido controle
negativo (células tratadas apenas com meio de cultura e solugdo de PBS na mesma
concentracéo utilizada para as células tratadas com o extrato), que foi estabilizado

como 100% de células viaveis.
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Este teste avalia a capacidade da atividade enzimatica mitocondrial das
células vivas converterem sais de tetrazllio (brometo de Tetrazdlio 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil - MTT) em formazan, portanto, apenas as células viaveis
tém a capacidade de fazer esta reducdo ou as células que nédo sofreram toxicidade
ainda suficiente para reduzir a sua atividade mitocondrial.

Todas as experiéncias foram conduzidas em triplicata. As andlises estatisticas
dos resultados da citotoxicidade foram feitas pela média ponderada e os respectivos
desvios padrédo das amostras das triplicatas utilizando GraphPad Prism verséo 5.01.
Os valores encontrados foram comparados ao controle com o uso de Oneway
ANOVA, seguido pelo teste de andlise de Tukey. Ou seja, o teste busca identificar se
as meédias encontradas para a amostra e para o0 controle sdo significativamente
diferentes. O limite de significancia para todas as andlises estatisticas foi de p <

0,05, portanto, resultando em um intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

Neste estudo, sete espécies nativas do Cerrado foram avaliadas quanto a
atividade antimicrobiana in vitro em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Nos
ensaios biolégicos, foram testados extratos brutos e fracdes obtidos destas plantas.

De acordo com as normas do National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) e outros relatos presentes na literatura, na avaliacdo de
compostos quanto a sensibilidade microbiana, € apropriado o uso dos métodos de
difusdo em disco e de microdiluicdo em caldo, utilizados neste estudo, os quais séo
métodos qualitativo e quantitativo, respectivamente. Estes sdo métodos simples,
rapidos, de baixo custo e de facil reprodutibilidade e que demandam diminutas
porcOes de amostras (BAUER et al., 1966; ELOFF, 1998a; NCCLS, 2003a, 2003b;
ROSSI;ANDREAZZI, 2005; KLANCNIK et al., 2010; KUETE, 2010).

O método de difusdo em disco determina a concentragdo inibitéria minima
(CIM), ou seja, a menor concentracdo de agente antimicrobiano capaz de inibir
completamente o crescimento de coldnias visiveis no meio de cultura, seguindo o
protocolo recomendado para testes de sensibilidade de acordo com o NCCLS,
Documento M2-A8, 2003 (ELOFF, 1998b; NCCLS, 2003b; GOLDMAN;AUSIELLO,
2009). A CIM dos extratos foi aferida através do didmetro dos halos de inibigdo do
crescimento  bacteriano, considerando-se  sensivel (S) quando houve
desenvolvimento de halo 210,0mm e resistente (R) quando nédo houve
desenvolvimento de halo ou este foi <10,0mm, conforme sugerido por alguns
autores (SOUZA, I. A. et al., 2007; AGUIAR et al., 2008; OLIVEIRA, I. S. et al.,
2008).

No presente estudo, foram testados 16 extratos brutos: extratos hexanicos de
B. rufa (folhas), E. subrotundum (folhas), E. daphnites (folhas), P. torta (folhas) e P.
ramiflora (folhas e caules); extratos etanodlicos de B. rufa, B. variegata (folhas), E.
subrotundum, E. daphnites, P. torta e P. ramiflora; e extratos aquosos de B. rufa, E.
subrotundum, E. daphnites e E. dysenterica (folhas). Destes, 6 extratos

apresentaram atividade antimicrobiana contra S. aureus, sendo que algumas
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espécies exibiram atividade de inibicdo de S. aureus ATCC 25923, com halos

medindo 10,0mm de diametro ou mais no ensaio de difusdo em disco (Tabela 5).

TABELA 5- Concentracéo inibitoria minima (CIM) dos extratos brutos testados pelo

método de difusdo em disco ativos frente a S. aureus ATCC 25923

Familia Espécie Extrato * CIM Halos (mm)
pg/disco
Erythroxylaceae Erythroxylum Etanol (f) 1000 10,0£1,0
daphnites Aquoso (f) 1000 10,6 £ 0,6
Leguminosae Bauhinia rufa Hexano (f) 1000 11,3+0,6
(Bong.) Stued
Myrtaceae Eugenia Aquoso (f) 250 10,3+0,6
dysenterica
DC.
Sapotaceae Pouteria Etanol (f) 1000 10,3+0,6
ramiflora Hexano (c) 1000 10,0+ 0,0
Radlk.
AMP** 10 49,7+ 0.6
AMOX** 10 39,6 +0.6

*Solvente utilizado e parte vegetal utilizada folha (f) e caule (c)
** Controle positivo: ampicilina e amoxicilina

Os extratos brutos de B. rufa, B. variegata, E. daphynites, E. subrotundum, P.
torta, P. ramiflora e E. dysenterica ndo apresentaram halo de inibicdo para P.
aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922, demonstrando que estas bactérias
Gram-negativas ndo foram sensiveis a estes extratos nas concentracdes testadas.
Resultado semelhante foi relatado quanto ao extrato aquoso de Eugenia
malaccencis (LOCHER et al., 1995).

Posteriormente, foram realizados ensaios utilizando fracdes dos extratos brutos
destas plantas para avaliar uma possivel atividade de inibicdo microbiana em P.
aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923. Os
resultados revelaram acéo inibitéria somente contra S. aureus ATCC 25923 (Tabela
6).

Considerando a incidéncia crescente e preocupante das infeccbes, em
especial as causadas por S. aureus (SPELLBERG; BARTLETT;GILBERT, 2013),
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principalmente, devido a distribuicdo ubiquitaria (BASSETTI; NICCO;MIKULSKA,
2009; AHMED et al., 2012; DIAB; ATALLA;ELBANNA, 2012; NUNES; ARRAIS DE
ALENCAR MOTA;CALDAS, 2013). Em face disso, ha uma predisposicdo para
adquirir este micro-organismo Gram-positivo patogénico. Fato este alarmante, uma
vez que, mundialmente, tém despertado consideravel atencdo as doencas
infecciosas provocadas por S. aureus, uma das principais causas de elevadas taxas
de mortalidade e morbidade (TAYLOR, P. L.;WRIGHT, 2008; BURTON et al., 2009;
GOLDMAN;AUSIELLO, 2009), especialmente entre criancas, idosos e pessoas
imunocomprometidas (OLIVEIRA, D. C.; TOMASZ,DE LENCASTRE, 2002;
COLOMBO;GUIMARAES, 2003; FIELD, 2003; KUMAR; ABBAS:FAUSTO, 2005).

Portanto, estes relatos sdo importantes para fornecerem novas opcdes
terapéuticas para infecgcdes que afligem a sociedade contemporanea. Dentre o0s
agentes etioldgicos de processos infecciosos, S. aureus € considerado um dos mais
importantes patdgenos oportunistas e esta frequentemente associado a infecgdes
comunitarias e hospitalares (ANDERSON et al., 2012). No homem, este micro-
organismo esté vinculado a doencas de pele e mucosas, que afetam cerca de 7% da
populacdo, tais como impetigo, ectima, foliculite, sindrome da pele escaldada e
infeccbes gastrointestinais, infeccdées nosocomiais, as quais podem complicar-se
com bacteremia, endocardite, pneumonia ou até septicemia
(COLOMBO;GUIMARAES, 2003; KUMAR; ABBAS;FAUSTO, 2005; BURTON et al.,
2009; EMPINOTTI et al.,, 2012). Pode provocar ainda mastite em animais
(FAGUNDES;OLIVEIRA, 2004).

TABELA 6- Concentracéo inibitoria minima (CIM) das fracdes de extratos testadas
pelo método de difusdo em disco ativas frente a S. aureus ATCC 25923

Familia Espécie Fracédo CIM Halos
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pg/disco (mm)
Erythroxylaceae Erythroxylum Acetato de
daphnites (f) etila 500 10,3+ 0,6
Hexanica NI NI
Aquosa 500 10,0+ 0,0
Metandlica 500 10,3+0,6
Acetonica 1000 10,0+ 0,0
Precipitado NI NI
Leguminosae Bauhinia rufa Hexanica 1000 10,3+£0,6
(Bong.) Acetato de NI NI
Stuedel (f) etila NI NI
Aquosa
Leguminosae Bauhinia MeOH NI NI
variegata
(Bong.)
Stuedel (f)
Myrtaceae Eugenia Acetonica 250 11,6 +0,6
dysenterica Metandlica 250 10,0+ 0,0
DC. (f)
Isopro 250 10,0+ 0,0
AMP** 10 49,7+ 0.6
AMOX** 10 39,6 +0.6

NI= n&o inibiu

** Controle positivo: AMP= ampicilina e AMOX= amoxicilina

De acordo com a literatura, o género Erythroxylum é escasso em estudos
farmacoldgicos e fitoquimicos (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005). Quanto aos
constituintes quimicos da espécie E. daphnites, ha relato de terem sido isolados

flavondides, como kampherol e quercitina (BOHM et al., 1988). Estudo recente com

uma espécie do género Erythroxylum comprovou atividade antibacteriana e

antifingica de extrato metanolico e fracdes de E. caatingae e constatou que esta

planta apresenta compostos bioativos frente a bactérias Gram-positivas, como S.

aureus, e nao foi efetiva em bactérias Gram-negativas (AGUIAR et al.,, 2012),
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semelhante aos dados encontrados no presente estudo com E. daphnites.
Provavelmente, esta acdo deve-se a presenca de moléculas bioativas, como
alcaloides, taninos, flavonoides e terpenoides, sintetizadas por membros da familia
Erythroxilaceae (AGUIAR et al., 2012).

Quanto ao género Bauhinia, hd comprovada atividade antimicrobiana tanto
para bactérias Gram-positivas como para Gram-negativas. Por exemplo, Bauhinia
forficata foi ativa em E. coli e S. aureus, Bauhinia splendens teve acdo sobre S.
aureus (DA SILVA;CECHINEL FILHO, 2002) e Bauhinia variegata inibiu P.
aeruginosa e S. aureus (POKHREL; ADHIKARI;BARAL, 2002). Chew e
colaboradores (2011) afirmam que as espécies Bauhinia kockiana e Bauhinia
pulcherrima tém acgéo antimicrobiana para bactérias Gram-positivas, com CIM de
100 a 500ug/disco para S. aureus (MRSA), e julgam que este efeito é atribuido a alta
guantidade de compostos fendlicos presentes nesta espécie (CHEW et al., 2011).
Da mesma forma, as espécies Bauhinia tomentosa e Bauhinia vahlii também séo
efetivas contra micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos, incluindo S.
aureus e leveduras (DUGASANI et al., 2010).

Neste estudo, somente o extrato hexanico de B. rufa mostrou atividade frente a
S. aureus 25923. Nos ensaios com B. variegata, ndo houve inibicdo dos
microrganismos testados. Dados estes que divergem dos estudos de Pokhrel e
colaboradores (2002), que evidenciaram atividade antimicrobiana no extrato
etandlico bruto de B. variegata, o qual foi mais efetivo contra P. aeruginosa e S.
aureus (POKHREL; ADHIKARI;BARAL, 2002). Esta diferenca de resposta pode ser
devida a fatores bidticos e de sazonalidade, fato que provavelmente ocorreu neste
estudo (BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010; HARAGUCHI;CARVALHO, 2010).

Os extratos brutos de P. torta ndo demonstraram efeito antimicrobiano com
uma concentracdo de 1000ug/disco frente as cepas testadas. Estudos apontam que
0 género Pouteria apresenta atividades biol6gicas antitumoral, anti-inflamatéria e
anti-helmintica (SILVA, C. A.; SIMEONI;SILVEIRA, 2009), assim como a espéecie P.
torta tem acdes antimicrobiana e antioxidante (PERFEITO et al., 2005; BOLETI et
al., 2007), conferidas aos triterpenos (MONTENEGRO et al., 2006). O flavonoide
mericitrina € um marcador do género (SILVA, C. A.; SIMEONI;SILVEIRA, 2009).
Segundo Alves e colaboradores (2000), o extrato metandlico de folhas de P. torta
inibiu Cladosporium sphaerospermum, Bacillus cereus, E. coli (ATCC 25922), P.
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aeruginosa (ATCC 27853) e S. aureus (ATCC 25923) com uma concentracao de 5
mg/poco (ALVES, T. M. D. A. et al., 2000).

Assim, a auséncia de efeito antimicrobiano da espécie P. torta no presente
estudo pode ser devida a concentracdo adotada ou a fatores ambientais
(BRESOLIN;CECHINEL FILHO, 2010). Por outro lado, os extratos etandlico (f) e
hexéanico (c) da espécie P. ramiflora apresentaram atividade antimicrobiana contra
S.aureus, com halo de inibicdo de 10mm, o que mostra que o género Pouteria

possui capacidade de sensibilizacdo de bactérias Gram-positivas.

5.2 ESTUDO QUIMICO BIOMONITORADO PELA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DE EUGENIA DYSENTERICA

O screening por difusdo em disco indicou que a espécie E. dysenterica exibiu
consideravel atividade antimicrobiana para a linhagem Gram-positiva (S. aureus),
sobressaindo-se como a espécie mais promissora. A partir deste resultado, foi feito
um biomonitoramento do extrato bruto aquoso e das fragcdes acetbnica, metandlica e
isopropandlica da espécie pelo método de microdiluicdo em caldo para determinar a
CIM de cada um dos produtos botanicos, por meio de uma diluicdo seriada entre 1,3
a 167ug/mL.

E importante salientar que o critério de classificagio adotado na avaliacido da
concentracgdo inibitéria minima (CIM) para atividade antimicrobiana por microdiluicao
em caldo foi realizado conforme o documento M7-A6 do CLSI/NCCLS e os
suplementos M100-S15 e 17, considerando-se CIM <100ug/ml como atividade
antimicrobiana potencialmente positiva, CIM de 100 a 500ug/ml como atividade
antimicrobiana moderada, CIM de 500 a 1000pug/mL como atividade antimicrobiana
leve e CIM >1000ug/mL como inativo (HOLETZ et al., 2002; NCCLS, 2003a; CLSI,
2005; DUARTE, M. C. T. et al., 2005; CLSI, 2007; KUETE, 2010).

A triagem da inibicdo do crescimento de S. aureus por extrato aquoso e fragdes
de E. dysenterica foi conduzida usando o método de microdiluicdo com a reacdo de
resazurina. Este indicador é reduzido a resofurina na presenca de células viaveis

(STOPPA, 2009) e tem a vantagem de ndo formar precipitado apés a reducéo,
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permitindo leitura direta visual, além de ser um método facil e reprodutivel (COS et

al., 2006).

O efeito dos compostos sobre os isolados nos ensaios por microdiluicdo

indicou que a fragdo acetbnica de E. dysenterica apresentou excepcional atividade

antimicrobiana frente as cepas de S. aureus avaliadas em relacédo as demais fracoes

e ao extrato bruto aquoso (Tabela 7).

TABELA 7- Perfil da atividade antimicrobiana, CIM (ug/mL) de extrato aquoso e
fracOes de folhas de E. dysenterica pelo método de microdiluicdo em caldo para
diferentes isolados de patdégenos oportunistas

Cepas de Isolado*/ Extrato Fracao Fracao Fracao AMP OXA
S. aureus Producgao** aquoso acetbnica metandlica Iso (ug/mL) (ug/mL)
(ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) propandlica
(Hg/mL)
25923 Isolamento 83,0 83,0 83,0 83,0 - -
clinico *
29213 Ferimento * 167,0 83,0 NI NI 128,0 256,0
B-lactamase**
12692 - 83,0 167,0 167,0 NI - -
6538 Leséao 167,0 167,0 167,0 NI - -
humana*
27154 Peru fatiado* 167,0 167,0 167,0 NI - -
Enterotoxina**
10390 Enzima NI 167,0 NI NI - -
coagulase **
12598  Artrite séptica NI 167,0 167,0 NI - -
*
29737 - 83,0 167,0 NI NI - -
25904 - 167,0 167,0 NI NI - -

(*) Isolado; (**) Producao; (NI) N&o inibiu

No presente estudo, os extratos e as fracdes das plantas somente mostraram

atividade antimicrobiana para micro-organismos Gram-positivos. Esta resposta pode

ser atribuida a diferenca estrutural da parede celular das bactérias, isto €, a

presenca da membrana lipoprotéica revestindo o exterior das bactérias Gram-
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negativa pode ter dificultado a difusdo dos compostos ativos, atuando como uma
barreira (KAJIYA; KUMAZAWA;NAKAYAMA, 2002; BURT, 2004; TORTORA,;
FUNKE;CASE, 2005; FRIEDMAN, 2007; MAGINA et al, 2009; ZAGO;
USHIMARU;BARBOSA, 2009; GOODMAN;GILMAN, 2010; TAJKARIMI;
IBRAHIM;CLIVER, 2010). Além disso, a presenca de compostos fendlicos e
lipopolissacarideos torna as células Gram-negativas menos suscetiveis a agentes
antimicrobianos, dificultando a ruptura da membrana e, consequentemente, os
danos as mitocondrias provocados por essas substancias (BURT, 2004; TAGURI,;
TANAKA;KOUNO, 2004; AULTON, 2005.). Burt (2004) reportou que é comum este
padrao de resposta dos agentes patogénicos em relagdo a compostos vegetais
(BURT, 2004). Portanto, a permeabilidade das células dos micro-organismos &
diretamente influenciada por fatores estruturais. Além disso, Basile e colaboradores
(2000) ressaltam que este comportamento seletivo € semelhante as classes de
agentes antimicrobianos (BASILE et al., 2000).

Usando o método do disco de difusdo, foi mostrado que o extrato aquoso cru
de E. dysenterica e as fragBes metandlica, acetdnica e isopropanodlica promoveram
sensibilizagdo da estirpe Gram-positiva. Entéo, foi realizado o teste de microdiluigdo
em caldo com espécies isoladas de S. aureus (ATCC 25923, ATCC 12692, ATCC
29213, ATCC 27154, ATCC 10390, ATCC 6538, ATCC 12598, ATCC 25904, ATCC
29737). A avaliacdo do efeito antibacteriano de E. dysenterica frente as diversas
bactérias Gram-positivas demonstrou que todas as linhagens de S. aureus
mostraram-se sensiveis a fracéo acet6nica (Figura7).

Assim, de acordo com os critérios de classificacdo da atividade antimicrobiana
aplicados, o extrato aquoso de folhas de E. dysenterica demonstrou consideravel
atividade antimicrobiana para as cepas de S. aureus ATCC 25923, 12692 e 29737,
com CIM de 83ug/mL; atividade antimicrobiana moderada nas cepas de S. aureus
ATCC 29213, 6538, 27154 e 25904, com valor de CIM de 167ug/mL; e ndo se
apresentou ativo para as cepas de S. aureus ATCC 10390 e 12598 nas
concentracbes testadas. A fracdo acetdnica mostrou os melhores resultados do
ensaio, com uma atividade antimicrobiana relevante em S. aureus ATCC 29213 e
25923 (CIM = 83ug/mL) e moderada atividade antimicrobiana em S. aureus ATCC
12692, 6538, 27154, 10390, 12598, 25904 e 29737 (CIM = 167ug/mL). No entanto,
comparando-se estes dois compostos ativos e considerando-se o perfil de

sensibilidade de cada cepa a substancias puras, € perceptivel o desempenho
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superior da fracdo acetdnica, a qual inibiu todas as cepas testadas, principalmente
as cepas 10390 (coagulase-positiva) e 12598 (isolada de artrite séptica) e, mais
intensamente, a estirpe produtora de B-lactamase (S.aureus 29213), com CIM de
83ug/mL.

180 1
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140 -
120 A
100 A
80 A
60 A
40 A
20 A

25923 29213 12692 6538 27154 10390 12598 29737 25904
Cepas de S. aureus ATCC

CIM (pg/mL)

Figura 7- Perfil de S. aureus em relac@o ao extrato aquoso e as fracdes de E. dysenterica usando o
meétodo de microdiluicdo em caldo
M extrato aquoso bruto; Mfracio acetdnica; Hfracdo metandlicae Mracdo isopropandlica

Estes resultados estdo de acordo com 0s encontrados para outras espécies do
género Eugenia que se destacam por sua acdo antimicrobiana, como Eugenia
umbelliflora, Eugenia brasiliensis, Eugenia uniflora, Eugenia malaccensis, Eugenia
caryophyllata e Eugenia mansoni.

E. umbelliflora e E. brasiliensis foram reportadas como potencialmente
antimicrobianas para S. aureus ATCC 25923, com CIM de 119 e 156ug/mL,
respectivamente (MAGINA et al., 2009).

Das sementes de E. uniflora foi extraida e purificada uma lecitina (EUniSL),
uma proteina que inibiu in vitro S. aureus, P. aeruginosa e Klesiella sp.(OLIVEIRA,
M. D. L. et al., 2008). Outro estudo também revelou a atividade antimicrobiana do
Oleo de E. uniflora, sensibilizando cepas de S. aureus com um CIM de 0,8mg/mL
(VICTORIA et al.,, 2012). Das sementes de outra espécie do género, a E.

malaccensis, conhecida como jambo, também foi extraida uma lecitina (EmalL) que
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teve acdo antimicrobiana inibitoria in vitro para S. aureus e proporcionou bons
resultados in vivo para tratamento de inflamacéo em pele (BRUSTEIN et al., 2012).

Segundo outro estudo, o extrato metandlico de folhas de E. uniflora inibiu
Cladosporium sphaerospermum, B. cereus, E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa
(ATCC 27853) e S. aureus (ATCC 25923) com uma concentracdo de 5mg/poco
(ALVES, T. M. D. A. et al., 2000).

O extrato hidroalcodlico de folhas de E. uniflora foi testado em cepas de
bactérias e leveduras, mostrando inibicdo de S. aureus com CIM de 250ug/mL e E.
coli com CIM de 500ug/mL. Quanto as leveduras, inibiu Candida krusei com CIM de
31,2ug/mL, C. parapsilosis com CIM de 125ug/mL e C. tropicalis com CIM de
31,2ug/mL. Esta atividade pode ser atribuida aos constituintes bioativos presentes
na espécie (HOLETZ et al., 2002).

Auricchio e colaboradores (2007) também verificaram a atividade
antimicrobiana de E. uniflora para S. aureus (CIM 80 pg/mL), Salmonella cholerasuis
(CIM 100pg/mL), P. aeruginosa (CIM 400ug/mL) e C. albicans (CIM 500ug/mL), que
pressupfe-se que seja produzida por compostos fendlicos (AURICCHIO;
BARROS;BACCHI, 2007).

A Eugenia caryophyllata, mais uma espécie deste género que se sobressai
guanto a capacidade antibacteriana (LARHSINI et al., 2001; WHO, 2002b; CHAIEB
et al., 2007; FRANCISCO, 2010), € muito usada pela industria de produtos de
higiene pessoal na confeccédo de creme dental e enxaguatério bucal (VICTORIA et
al., 2012). O efeito antimicrobiano desta espécie da-se devido a abundéancia de
eugenol, o qual tem comprovada acéo contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (DORMAN;DEANS, 2000; LAI;ROY, 2004; FRANCISCO, 2010; KOUIDHI;
ZMANTAR;BAKHROUF, 2010). O eugenol € usado como antisséptico e analgésico
para tratamento de doencas infecciosas orais, pois estudos recentes evidenciaram
sua potencial atividade antimicrobiana em patégenos orais, como Streptococcus
mutans e diversas linhagens de Candida sp., com baixa citotoxicidade (KOUIDHI;
ZMANTAR;BAKHROUF, 2010).

As espécies E. mansoni e E. respanda mostraram-se ativas para
Mycobacterium tuberculosis, S. aureus, L. inocua, C. albicans e A. niger (BERTUCCI
et al., 2009).

Outro exemplar desta mesma familia € o Syzygium jambos (L.) Alston ou

Eugenia jambos, cujos extratos aquoso e acetdnico foram ativos em varias cepas de
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S. aureus, por exemplo, inibiram uma cepa oxacilina resistente com CIM de 500 e
750pg/mL, respectivamente, e a cepa 25923 com CIM de 500ug/mL em ambos
extratos (DJIPA; DELMEE;QUETIN-LECLERCQ, 2000). Os extratos aquoso,
etandlico e acetdnico e as fracdes de sementes de E. jambolana inibiram S. aureus,
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli (BAG et al., 2012).

Psidium cattleianum Sabine, o araca, também apresenta abundancia de
compostos fendlicos, acido ascorbico e carotenos, os quais sao geralmente
associados com importantes propriedades bioldgicas, incluindo acdo antioxidante,
antimicrobiana e anticarcinogénica (OZGOVA; HERMANEK;GUT, 2003; MEDINA et
al., 2011).

Destaca-se também nesta familia o género Eucalyptus, o qual, devido a acéo
do eucaliptol, € amplamente usado como antimicrobiano em produtos cosméticos e
farmacéuticos, alimentos industrializados (TOHIDPOUR et al.,, 2010) e cimentos
dentarios, sendo capaz de inibir diversos micro-organismos, incluindo o S. aureus
(WHO, 2002b). O déleo essencial deste género em combinacdo com antissépticos,
como clorexidina, demonstrou significativa eficacia (KARPANEN et al., 2010).
Comumente, tém-se incorporado 6leos essenciais em produtos cosmeéticos,
preparacdes topicas para infeccbes cutaneas e solucbes para uso inalatério
(SOLORZANO-SANTOS;MIRANDA-NOVALES, 2012).

Relata-se ainda outros géneros com potencial antimicrobiano, tais como
Hypericum (CUSHNIE;LAMB, 2005), capaz de inibir o crescimento de S. aureus
resistente a meticilina (SAVOIA, 2012); Allium sativum (Liliaceous), cuja propriedade
foi detectada cientificamente por Louis Pasteur em 1858; Thymus vulgaris e Salvia
officinalis, ambos da familia Labiatae e ricos em timol (LAI;ROY, 2004,
SOLORZANO-SANTOS;MIRANDA-NOVALES, 2012). Outra espécie também citada
como eficaz no tratamento odontologico é a romé&, Punica granatum L. (Punicaceae)
(OLIVEIRA, F. Q. et al., 2007; FRANCISCO, 2010).

Uma espécie extensamente citada com potencial efeito antimicrobiano é a
Camellia sinenesis (Theaceae), erva que possui abundancia do fitoquimico
catequina (BOIK, 2001; KAJIYA; KUMAZAWA;NAKAYAMA, 2002; LAI;ROY, 2004,
STAPLETON et al., 2004; BANDYOPADHYAY et al., 2005). As catequinas possuem
uma significativa capacidade de modular a atividade antimicrobiana de farmacos de
uso clinico, como a oxacilina (STAPLETON et al., 2004; STAPLETON et al., 2006) e
o levofloxacino (FRIEDMAN, 2007).
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Entre os metabdlitos secundarios vegetais com capacidade antimicrobiana,
sobressaem-se flavonoides, alcaloides, lectinas, taninos e terpenos (PERUMAL
SAMY;GOPALAKRISHNAKONE, 2010), com acdo principalmente em bactérias
Gram-positivas (KUETE, 2010; SAVOIA, 2012).

A caracterizacdo fitoquimica por CCD e CLAE da fracdo acetbnica de E.
dysenterica revelou a presenca de potenciais compostos antimicrobianos, os
compostos fendlicos catequina e epicatequina (Figura 8 e 9). InUmeros estudos
associam a significativa atividade antimicrobiana de plantas a abundancia de
flavonoides, como catequinas (COWAN, 1999; VAN DER WATT;PRETORIUS, 2001,
FRIEDMAN, 2007; PERUMAL SAMY;GOPALAKRISHNAKONE, 2010), composto
biodisponivel no plasma humano apo6s 2 a 4 horas de sua ingestdo (CABRERA,;
ARTACHO;GIMENEZ, 2006). Corroborando os resultados obtidos, estudos com
Camellia sinensis relatam o potencial antimicrobiano das catequinas (STAPLETON
et al., 2004; FRIEDMAN, 2007; SHIMAMURA; ZHAO;HU, 2007; DAGLIA, 2012).
Estudos com ensaios in vitro e in vivo sugeriram que catequinas oriundas de cha de
Camellia sinensis podem ser uma alternativa para o tratamento de dermatite atopica
(HISANO et al., 2003; FRIEDMAN, 2007). As catequinas possuem ainda potencial
atividade antimicrobiana contra S. aureus de origem alimentar (TAGURI,;
TANAKA;KOUNO, 2004).

Baseando-se no delineamento fitoquimico encontrado e no embasamento
bibliografico, provavelmente a atividade antimicrobiana do extrato aquoso e da
fracdo acetbnica de E. dysenterica apresentada neste estudo pode estar
intimamente condicionadas a sua composicdo quimica, ou seja, a presenca de
flavonoides.

Estudos preliminares constataram que as bactérias Gram-positivas apresentam
maior sensibilidade aos compostos polifendlicos, como as catequinas, fatos similares
aos encontrados neste estudo (HISANO et al., 2003; TAGURI; TANAKA;KOUNO,
2004).

O mecanismo da atividade antimicrobiana de muitos extratos de plantas tem
sido atribuido aos compostos fendlicos, os quais podem reagir com a membrana
celular e inativar processos vitais do micro-organismo (COWAN, 1999;
SHIMAMURA; ZHAO;HU, 2007; YALTIRAK et al, 2009). Shimamura e
colaboradores (2007) ressaltam que a agdo antimicrobiana das catequinas advém

do seu efeito sobre as proteinas das células do patogeno: ao ligarem-se a estas,
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causam sua precipitagcdo e, consequentemente, danificam a parede celular e
interferem na sua biossintese. Estes mesmos autores sugerem que este principio
ativo pode ser eficaz contra as infeccbes de trato digestivo ou pele (SHIMAMURA,;
ZHAO;HU, 2007). Outro composto encontrado na E. dysenterica, a epicatequina,
também possui propriedade antimicrobiana (YALTIRAK et al., 2009; TAYLOR, P. W.,
2013).

Os flavonoides presentes em propolis, quercetina e narigenina, afetam as
funcbes bioenérgéticas de bactérias como S. aureus (MIRZOEVA;
GRISHANIN;CALDER, 1997). Outros estudos com propolis também demonstram
gque este possui atividade biolégica contra S. aureus, a qual é atribuida
principalmente aos flavonoides (BANSKOTA; TEZUKA;KADOTA, 2001; MARCUCCI
et al., 2001; STEPANOVIC et al., 2003; CUSHNIE;LAMB, 2005; LU; CHEN;CHOU,
2005; CUSHNIE;LAMB, 2011), acao semelhante a encontrada neste estudo.

O extrato bruto aquoso e as fracdes de E. dysenterica apresentaram efeito
antimicrobiano em diferentes perfis de cepas de S. aureus, como cepas produtoras
de enterotoxinas e coagulase. Corroborando estes achados, duas revisfes atuais
relatam que flavonoides, como as catequinas, podem exercer efeitos antibacterianos
satisfatérios em doencas gastrointestinais causadas por bactérias toxigénicas, tanto
em humanos como em outros animais (FRIEDMAN, 2007; CUSHNIE;LAMB, 2011,
DAGLIA, 2012). Doencas do trato gastrointestinal sdo causadas por diversos micro-
organismos, incluindo bactérias veiculadas por alimentos e agua, e sdo comumente
provocadas por toxinas pirogénicas e eméticas como as provindas de S. aureus,
(NORMANNO et al., 2007; TAYLOR, P. L.;WRIGHT, 2008), E. coli e P. aeruginosa
(AHMED et al., 2012).

As gastroenterites estafilococicas, condicdes infecciosas causadas por
enterotoxinas termoestaveis produzidas por S. aureus coagulase-positivo, afetam
indiretamente os homens por meio de acometimento do gado e contaminacao de
produtos lacteos ou outros alimentos com cepas com alta capacidade toxigénica
(FAGUNDES;OLIVEIRA, 2004; NORMANNO et al., 2005; TAYLOR, P. L.;WRIGHT,
2008; NUNES; ARRAIS DE ALENCAR MOTA;CALDAS, 2013). Este agente
patogénico € responsavel pela maioria das intoxicacdes alimentares e tem
propensdo para causar choque toxico (FAGUNDES;OLIVEIRA, 2004; KUMAR,;
ABBAS;FAUSTO, 2005). Fato que chama a atencdo pela viruléncia deste micro-

organismo e pela possibilidade de carrear resisténcia aos antimicrobianos.
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Portanto, a E. dysenterica demonstrou potenciais efeitos antimicrobianos in
vitro em cepas de S. aureus de relevancia médica, evidenciando que a espécie pode
ser uma promissora fonte de agente antimicrobiano. Além disso, possui
prerrogativas que lhe sdo facultadas na literatura cientifica com relacéo a atividades
antioxidante (ROESLER et al., 2007; GENOVESE et al., 2008), laxativa (LIMA et al.,
2010), fungicida (COSTA et al., 2000; STEFANELLO; PASCOAL;SALVADOR, 2011)
e antiviral (CECILIO et al., 2012).

Assim, postula-se que o mecanismo envolvido na atividade antimicrobiana
encontrada em E.dysenterica atua em nivel da parede celular, afetando a estrutura e
a integralidade da mesma, ou interfere em processos essenciais a sobrevivéncia do
micro-organismo, conforme sugerido em estudo prévio (HEMAISWARYA,;
KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008).

Quanto a avaliacdo da acdo moduladora in vitro da combinacdo de fracéo
acetbnica de E. dysenterica com 0s agentes antimicrobianos ampicilina e oxacilina,
foi demonstrado que houve efeito sinérgico em S. aureus. A CIM dos antibiéticos -
lactamicos foi diminuida em duas diluicbes seriadas, mostrando acdo com sub-CIM
(0,25 X CIM) para a cepa 29213 (Tabela 8) e o ICIF encontrado foi < 5.

TABELA 8- Avaliacao da atividade moduladora na cepa S. aureus 29213

Concentracgao Inibitoria Minima - CIM (ug/mL)

AMP AMP+ FA OXA OXA + FA
128 32 256 64

Essa observacdo corrobora com inUmeros estudos que reportam que extratos
contendo catequinas apresentam agédo sinérgica com antibidticos B-lactamicos
(ZHAO et al.,, 2001; STAPLETON et al.,, 2004; TAYLOR, P. W.; HAMILTON-
MILLER;STAPLETON, 2005; FRIEDMAN, 2007; CHO; SCHILLER;OH, 2008;
HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008; WAGNER, HILDEBERT, 2011;
ANDERSON et al., 2012). Possivelmente, este fato pode ser atribuido as varias
maneiras com que flavonoides agem modulando a resisténcia dos patdgenos aos
antimicrobianos, por exemplo, via inibicdo da expressdo da proteina ligante de
penicilina 2a (PBP2a), fazendo com que os agentes tenham maior afinidade com a
parede celular apds a ligacdo destes compostos com peptidoglicano (STAPLETON
et al., 2007).
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Estudos apontam que a capacidade antimicrobiana dos flavonoides pode ser
atribuida a véarios mecanismos: lesfes causadas a parede celular; supressdo de
fatores de viruléncia bacteriana, como a inibicdo de enzima coagulase; reducédo da
secrecdo ou neutralizacdo de toxinas, inclusive termorresistentes (HISANO et al.,
2003; FRIEDMAN, 2007); inibicdo da formacédo de biofilme (STAPLETON et al.,
2007); acao sobre mecanismos de resisténcia, como bloqueio de bomba de efluxo
(WAGNER, HILDEBERT, 2011) e inibicdo de B-lactamases (ZHAO et al., 2001;
HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008); e sinergismo com agentes
antimicrobianos ao modularem a acéo destes (CUSHNIE;LAMB, 2011; ANDERSON
et al., 2012; DAGLIA, 2012). Estas evidéncias demonstram as promissoras
possibilidades de aplicacdo dos metabdlitos secundarios em combinacdo com
antibioticos para o tratamento de doencas infecciosas em seres Vvivos
(HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI;DOBLE, 2008).

O presente estudo confirma o potencial de agdo antimicrobiano de mais uma
espécie do género Eugenia, a E. dysenterica, frente a cepas Gram-positivas. Esta
acao provavelmente decorre da presenca de catequinas. Esses dados corroboram o
seu papel etnofarmacolégico e, em algum grau, valida o seu uso tradicional. Desta
forma, este estudo reafirma que podem ocorrer novas descobertas de principios
ativos presentes nas plantas.

5.3 AVALIACAO FITOQUIMICA DA EUGENIA DYSENTERICA

Para identificar os metabdlitos secundéarios presentes em E. dysenterica,
estabeleceu-se o padrdao de combinacdo de taxonomia, cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta performance (CLAE-DAD).

A andlise da cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato aquoso e das
fragbes de E. dysenterica, revelada sob luz ultravioleta (luz UV), mostrou a
existéncia de flavonoide pela fluorescéncia (Figura 8A) e pela a¢do dos reveladores
(Figura 8B) (PETERSON;DWYER, 1998; SIMOES et al., 2002). O extrato aquoso cru
e as fracOes foram testados em comparacao com diferentes padrdes comerciais de
metabdlitos secundarios para determinar a presengca do composto ativo. Foi possivel

detectar por CCD que, na espécie E. dysenterica, 0S compostos majoritarios
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encontrados nas amostras foram catequina e epicatequina, sendo reafirmada esta

informacao pela analise por CLAE-DAD.

(A)
Figura 8- Perfil da CCD de Eugenia dysenterica

A: Fluorescéncia sob luz UV de extrato aquoso bruto (1), fracdo acetdnica (2), fracdo metandlica (3) e
fracdo isopropandlica (4) comparados aos padrdes de catequina (5) e epicatequina (6);

B: Revelagdo com solugdo de Vanilina/Acido para o extrato aquoso bruto (1), fracdo acetbnica (2),
fracdo metandlica (3) e fracdo isopropandlica (4) comparados aos padrbes de catequina (5) e
epicatequina (6).

A investigacdo de metabdlitos secundarios de plantas foi aprofundada com o
auxilio da CLAE-DAD, a qual fornece com acurécia informacdes sobre as classes de
produtos quimicos presentes (SPRINGFIELD; EAGLES;SCOTT, 2005).

Nas analises com CLAE, a presenca de flavonoides inicialmente verificada por
CCD foi confirmada por meio de comparacao dos tempos de retencédo de compostos
auténticos e da fracdo acetdnica de E. dysenterica. Na fragcdo acetbnica, foram
identificados por CLAE catequina (14") e epicatequina (18" (Figura 9), compostos
estes reconhecidamente bioativos (COWAN, 1999; MACHADO et al., 2008).
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FIGURA 9- Perfil cromatografico da fracdo acetdnica de Eugenia dysenterica

Similarmente a estes resultados, estudo usando o método de CLAE com
inimeras espécies da familia Myrtaceae endémicas da Africa, incluindo espécies do
género Eugenia, demonstrou que todas as espécies analisadas contém catequinas.
Destacaram-se Eugenia orbiculata e Eugenia tinifolia, que apresentaram os mais
altos niveis deste metabdlito, respectivamente. Esta Gltima, além do referido
composto, também possui epicatequinas, assim como a espécie E. dysenterica
estudada (NEERGHEEN et al., 2006). Em outro estudo recente, Eugenia pollicina,
também originaria do referido continente, demonstrou conter catequina (RAMFUL et
al., 2011).

Outra espécie, a E. uniflora, é constituida de compostos como taninos,
flavonoides (AURICCHIO; BARROS;BACCHI, 2007), terpenos, saponinas e
cumarinas (CECILIO et al., 2012).

Em relacdo a composicao fitoquimica, estudos anteriores revelaram a presenca
de importantes moléculas bioativas na espécie E. dysenterica, conforme

relacionados na Tabela 9.
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TABELA 9- Composicéo fitoquimica de Eugenia dysenterica

Compostos

Parte vegetal

Referéncias

Sesquiterpenos,
monoterpenos,
B-cariofileno,
a-humuleno, a-Copaeno,
o-cadineno

Compostos fendlicos:
flavonoides, taninos,
saponinas e terpenos
Flavonoides, saponinas,
terpenos e taninos
Carotenoides, Vitamina C,
folato, proteina, lipidios,
carboidratos e fibras
Cariofileno e
trans-cariofileno
Campferol, quercetina e

acido elagico

Sesquiterpenos

Fendis

Cariofileno

Sesquiterpenos,
B-cariofileno, a-humuleno,
limoneno, a-tujeno,

sabineno e a -terpineol

Folhas (6leo essencial)

Folhas

Folhas (extrato etandlico)

Polpa

Folhas

Polpa

Folhas (6leo essencial)

Sementes

(extrato etandlico)

Folhas

Folhas (6leo essencial)

(VILELA et al., 2012).

(VIEIRA et al., 2012).

(CECILIO et al., 2012).

(CARDOSO et al., 2011).

(ALVES, M. M. et al,
2011).

(DE SOUZA;
LAJOLO;GENOVESE,
2010).

(DUARTE, A. R. et al,
2010).

(ROESLER;
LORENCINI;PASTORE,
2010).

(DUARTE, A. R. et al,
2009).

(COSTA et al., 2000).
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Uma revisdo recente sobre a composi¢ao quimica do 6leo essencial de folhas
de espécies da familia Myrtaceae reporta que, no género Eugenia, hd uma enorme
diversidade quimica, predominando o} B-cariofileno (STEFANELLO;
PASCOAL;SALVADOR, 2011), composto também relatado como prevalente em E.
dysenterica (COSTA et al., 2000; DUARTE, A. R. et al., 2009; ALVES, M. M. et al.,
2011; STEFANELLO; PASCOAL;SALVADOR, 2011).

De acordo com estudos prévios sobre a constituicdo quimica da E. dysenterica,
nesta espécie figuram compostos fendlicos como flavonoides, taninos, saponinas, E
terpenos (COSTA et al., 2000; DO COUTO et al., 2009; CARDOSO et al., 2011),

cujas acdes bioldgica e terapéutica sao reconhecidas (COWAN, 1999).

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS E DOS
SOLVENTES

A resposta inibitéria das substancias puras utilizadas como controle positivo na
técnica de difusdo em disco revelou que a linhagem padrédo de S. aureus 25923 foi
sensivel a ampicilina (Tabelas 10).

Embora as substancias utilizadas como controle positivo tenham apresentado
halos de inibicdo superiores aos gerados pelos compostos vegetais, os resultados
apresentados sdo considerados potenciais, uma vez que os farmacos controle
tratam-se de moléculas isoladas e os extratos sdo complexos de principios ativos
(COWAN, 1999). Quanto a ocorréncia de ampla variacdo no padrdo de sensibilidade
aos antimicrobianos, esta resposta € esperada até mesmo entre cepas da mesma
espécie (GOODMAN;GILMAN, 2010), para substancias puras (BASILE et al., 2000)
ou compostos vegetais (BURT, 2004; FRIEDMAN, 2007).
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TABELA 10- Medidas de diametro em (mm) dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano obtidas por difusédo em disco utilizando substancias puras em cepas de
bactérias ATCC

Micro-organismos Ampicilina 10ug/disco Amoxicilina 10ug/disco
E. coli - 25922 18 -
P. aeruginosa - 27853 NE -
S. aureus - 25923 50 40
S. aureus - 29213 22 16
S. aureus - 12692 54 45
S. aureus - 6538 50 45
S. aureus - 27154 45 40
S. aureus - 10390 17 15
S. aureus - 12598 45 40
S. aureus - 29737 45 35
S. aureus - 25904 20 20

(-) =ndo utilizado; NE= nao efetivo

Em relacdo as substancias puras utilizadas como controle positivo no método
de microdiluicdo em caldo, mostrou-se que a cepa padrao 29213 nao foi sensivel a
oxacilina (Tabela 11), pois apresentou CIM 24ug/mL, maior do que o estipulado
pela norma do CLSI (CLSI, 2005, 2007). Além disso, a cepa 29213 foi previamente
citada como resistente a oxacilina (STAPLETON et al., 2004; PEREIRA et al.,
2009).

TABELA 11- Concentracao inibitéria minima (CIM) em pg/mL das substancias puras
em cepas de bactérias ATCC pelo método de microdiluicdo em caldo

Micro-organismos Ampicilina Oxacilina
S. aureus - 25923 0,12 -

S. aureus - 29213 128,0 256,0
S. aureus - 12692 0,12 -

S. aureus - 6538 0,25 -

S. aureus - 27154 0,12 -

S. aureus - 10390 2,0 64,0
S. aureus - 12598 0,12 -

S. aureus - 29737 0,25 -

S. aureus - 25904 8,0 -

(-) =né&o utilizado
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Os solventes etanol, hexano, DMSO e 4gua, usados na diluicdo de extratos
vegetais e respectivas fracbes, ndo influenciaram no crescimento dos micro-
organismos nos testes de inibicdo microbiana, o que determina que eles né&o
interferiram no potencial de resposta dos compostos testados. Todavia, a atividade
antimicrobiana das fracdes e dos extratos foi dependente da concentragéo e do tipo
de solvente utilizado na extracdo, possivelmente em funcdo da polaridade dos
solventes. Por exemplo, o metanol é relatado como um bom solvente para extracao
de compostos fendlicos de frutos de E. dysenterica (ROCHA et al., 2011), assim
como a acetona (PERUMAL SAMY;GOPALAKRISHNAKONE, 2010). De acordo com
Simdes e colaboradores (2002), solventes com maior polaridade - metanol, agua e
acetona - s&o eficientes na extracédo de flavonoides como catequinas (SIMOES et
al., 2002).

5.5 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

O ensaio de citotoxicidade foi realizado para predizer a seguranca in vitro do
extrato aquoso e da fracdo acetbnica de E. dysenterica. O bioensaio avaliou os
efeitos da exposicado de linhagens de células HaCat (queratindcito de pele humana)
e L-929 (fibroblasto de camundongo) ao complexo advindo da espécie, quanto a sua
capacidade de interferir na viabilidade celular. Observou-se que as amostras
avaliadas comportaram-se como toxicas para ambas as células na concentracéo de
500ug/mL (Figura 10 A e B). As concentragdes de 83 e 167ug/mL de ambos os
compostos, capazes de inibir cepas Gram-positivas, foram avaliadas quanto a sua
afinidade com células que compdem o tecido cutaneo. Entdo, a concentracdo de
167ug/mL foi toxica para queratinécitos (HaCat), mas néo para fibroblastos (L-929);
enquanto que a concentragao de 83ug/mL causou leve toxicidade para a linhagem
de queratindcitos, com uma variacéo entre 87 e 89% de células viaveis, e acado nao

toxica para fibroblastos, propiciando até uma leve proliferacédo destas células.
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Figura 10- Perfil de efeito citotdxico de extrato aquoso bruto (EDA) e fracdo acetdnica (FA) de
Eugenia dysenterica em linhagens (A) HaCat (queratinécito) e (B) L-929 (fibroblasto)

Esta avaliacdo preliminar é recomendada para evitar que uma possivel
citotoxicidade seja interpretada como eficacia antimicrobiana (KUETE, 2010), além
disso, é uma ferramenta Util para prever os efeitos da exposi¢cdo ao uso empirico de
extratos de plantas.

Os resultados obtidos corroboram um estudo que mostrou que o extrato
aguoso de folhas da espécie E. dysenterica ndo foi toxico frente a linhagens
semelhantes as que foram avaliadas neste ensaio, propondo que compostos
advindos desta espécie podem constituir formulagdes tdpicas (SOUZA et al., 2012).

Outro estudo avaliou a citotoxicidade do extrato etandlico de folhas de E.
dysenterica, o qual comportou-se como atoxico para uma linhagem de células de rim
de macacos (MA-104) até uma concentragdo de 500ug/mL, enquanto que o extrato
etanolico de folhas de E. uniflora foi toxico com uma concentracéo similar (CECILIO
et al., 2012).

Em geral, espécies de género Eugenia ndo demonstraram toxicidade aguda em
estudos com E. uniflora (AURICCHIO; BARROS;BACCHI, 2007; KOUIDHI,
ZMANTAR;BAKHROUF, 2010) e  extratos de semente (ROESLER;
LORENCINI;PASTORE, 2010) e 6leo essencial de cagaita (VICTORIA et al., 2012).

Lima e colaboradores (2011) analisaram o comportamento in vivo da cagaita,
encontrando que o extrato etandlico e a infusdo de folhas de E. dysenterica foram
toxicos aos animais (LIMA et al.,, 2011). Por outro lado, um peptideo isolado dos
frutos de E. dysenterica € um eficaz laxante e ndo citotoxico (LIMA et al., 2010;

VILELA et al., 2012). Em estudo in vivo recente, o extrato etandlico de folhas de E.
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dysenterica exibiu atividade genotoxica e citotoxica com altas doses (VIEIRA et al.,
2012).

Estas observacdes corroboram o presente estudo e a expressiva contribuicao
de comprovacOes cientificas para o desvelamento dos constituintes metabdlicos de
plantas com fung¢@es curativas, bem como elucidam possiveis a¢des nocivas.

Neste estudo mostrou-se que E. dysenterica potencialmente inibiu inGmeras
cepas de S. aureus, podendo contribuir para o desenvolvimento de um fitoterapico
para doencas infecciosas de relevancia para a saude publica. As analises
demonstraram que o extrato aquoso e as fracOes de folhas de E. dysenterica tém
compostos, como catequina e epicatequina, capazes de inibir, sem citotoxicidade
aguda, o crescimento de micro-organismos que causam gastroenterites e doencas
de pele. Por esta razdo, as folhas de E. dysenterica representam uma alternativa
interessante para combater doencas infecciosas causadas por S. aureus. Portanto,
constitui fonte potencial para o desenvolvimento de antimicrobianos, assim como
para pomadas, pastas de dente, enxaguatorios bucais dentre outras formulacdes
gue promovam acao antisséptica topica.

E pertinente ressaltar a urgente necessidade de preservacgio do bioma Cerrado
para o equilibrio das interacdes, pois a pressdo antrOpica sobre este bioma tem
contribuido para um acelerado processo de exaustdo deste patrimbnio natural. No
caso da Eugenia dysenterica, a propagacdo desta espécie da-se em funcdo da
polinizacdo por abelhas, as quais estdo em vias de extin¢cdo, e da coleta dos frutos
pela populagdo da regido, sem retorno apropriado das sementes a natureza,
concorrendo para a minimizacao da populacao de individuos desta espécie. Assim,
€ oportuno aventar ao Ministério da Saude a estruturagcdo de uma monografia da
Eugenia dysenterica, uma vez que apesar de apresentar virtuosas faculdades

biolégicas, encontra-se em condi¢cdes desfavoraveis de conservacao da espécie.

6 CONCLUSAO
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O presente biomonitoramento mostrou que, das sete espécies avaliadas -
Erythroxyllum subrotundum, Erythroxyllum daphynites, Bauhinia variegata, Bauhinia
rufa, Pouteria torta, Pouteria ramiflora e Eugenia dysenterica - aquela que
demonstrou uma performance consideravel aos padrbes de potencial atividade
antimicrobiana foi a espécie da familia Myrtaceae, a E. dysenterica.

Os resultados encontrados com a fragcdo acetdnica de E. dysenterica fornecem
perspectivas encorajadoras sobre o0 seu potencial efeito antibacteriano em bactérias
Gram-positivas do género Staphylococcus, incluindo as cepas de S. aureus
produtora de p-lactamase (ATCC 29213), enterotoxigénica (ATCC 27154),
coagulase positiva (ATCC 10390) e isolada em caso de artrite séptica (ATCC
12598). Esta fracdo inibiu a cepa de S. aureus produtora de B-lactamase (ATCC
29213) com uma concentragdo inibitéria minima potencialmente positiva e as demais
cepas, incluindo a estirpe enterotoxigénica (ATCC 27154), com uma CIM moderada.

A E. dysenterica apresentou os metabdlitos secundéarios ativos catequina e
epicatequina, os quais possuem consideravel acdo para bactérias Gram-positivas do
género Staphylococcus.

Este trabalho representa o primeiro relato na literatura da presenca de
catequinas no extrato aquoso de E. dysenterica, correlacionando-a a atividade
antibacteriana em S. aureus. E importante ressaltar que o extrato aquoso bruto e a
fracdo acetdbnica de E. dysenterica ndo apresentaram citotoxicidade contra
gueratindcitos e fibroblastos na concentracéo inibitéria minima encontrada.

Considerando os resultados obtidos, E. dysenterica € uma espécie promissora
como insumo genuinamente nacional, oriundo do Cerrado, para o desenvolvimento

de fitoterapicos a cosméticos.
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