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RESUMO

RODRIGUES, Lais Azevedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2017. Bioprospecc¢ao de produtos naturais antibacterianos de espécies
arbéreas nativas da Mata Atlantica. Orientador: Jodo Paulo Viana Leite.
Coorientadora: Andréa de Oliveira Barros Ribon.

As infecgcbes causadas por bactérias representam atualmente sério problema
de saude publica, o que €& agravado pela resisténcia dos patdogenos aos
antibidticos. Os metabdlitos secundarios bioativos oriundos de plantas podem
contribuir para o desenvolvimento de novos antibacterianos, tornando
estratégica a investigacdo desses compostos. BIOPROS Extracts Library (BEL)
€ uma colegcao de extratos de arvores nativas da Mata Atlantica direcionada a
pesquisa de bioprospecgcao farmacéutica. Nessa colecido, os extratos foram
obtidos de folhas e caules de diferentes espécies, utilizando solventes
extratores de diferentes polaridades. O objetivo deste trabalho foi bioprospectar
produtos naturais antibacterianos oriundos de espécies arbOreas nativas da
Mata Atlantica. Os extratos da BEL foram escolhidos aleatoriamente para
investigacdo da atividade antibacteriana e 96 extratos de 24 espécies a uma
concentracdo de 50 mg/mL foram submetidos ao teste de difusdo em agar.
Para os extratos que apresentaram atividade determinou-se a concentragao
inibitéria minima (CIM) e para aqueles que nao inibiram o crescimento
bacteriano, avaliou-se a atividade antibiofiime. Um total de 37 extratos
apresentou atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus ATCC
29213 elou Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. O fracionamento
biomonitorado e testes fitoquimicos foram realizados com o extrato organico de
folnas de Miconia latecrenata (DC.) Naudin (EOFML) que obteve CIM de
0,31mg/mL para S. aureus e 2,5 mg/mL para P. aeruginosa. A fragdo ativa foi
realizada a identificacdo dos compostos quimicos por UPLC-UV-MS, além do
teste para avaliagdo do efeito bactericida ou bacteriostatico e interagao
extrato/antibiético pelo método checkerboard. O fracionamento biomonitorado
do EOFML reduziu pela metade da CIM para P. aeruginosa na fracdo de
acetato de etila. Para S. aureus nao houve diminuicdo da CIM, o que sugere
um sinergismo entre as classes de metabdlitos encontradas. O EOFML

mostrou agdo bacteriostatica sobre S. aureus e apresentou sinergismo com
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ampicilina e tetraciclina para S. aureus, P. aeruginosa e Bacillus subtilis.
Identificaram-se, na fracdo de acetato de etila, o flavonoide quercetina e
derivados, que podem ser os responsaveis pela atividade antibacteriana. Os
extratos organicos de folhas de Syzygium jambos (L.) Alston e folhas e caules
de Inga cylindrica (Vell.) Mart demonstraram forte atividade sobre a formagéo
de biofiime de S. epidermidis NRS101 ATCC 359883. Os resultados
mostraram que essas espécies sao promissoras para descoberta de novos

antibiodticos.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Lais Azevedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2017. Bioprospecting of native arboreal species in the Brasilian Atlantic
Forest for natural antimicrobial products. Supervisor: Jodo Paulo Viana
Leite. Co-advisor: Andréa de Oliveira Barros Ribon.

Currently, infections caused by bacteria represent a serious public health
problem that is exacerbated by antibiotic resistance. Secondary bioactive
metabolites from plants can contribute for the development of novel
antimicrobial making the investigation of these compounds of strategic
importance. BIOPROS Extracts Library (BEL) is a collection of extracts from
native trees in the Brazilian Atlantic Forest directed for bioprospecting
investigations. The extracts were obtained from leaves and twigs of differents
species with solvent extractors of differents polarities. The aim of this work was
bioprospecting of native arboreal species in the Brazilian Atlantic Forest for new
antimicrobials. BEL extracts were randomly selected for antimicrobial activity
investigation, 96 extracts from 24 species were submitted to agar-diffusion
testing at a concentration of 50 mg/mL. For the extracts that presented
antimicrobial activity, the minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined. For those that did not inhibit bacterial growth, the anti-biofilm
activity was evaluated. A total of 37 extracts presented antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus ATCC 29213 and/or Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. The biomonitoring fractionation and phytochemical assay were
performed with the organic extract of leaves of Miconia latecrenata (DC.)
Naudin (EOFML), which obtained a MIC of 0,31 mg/mL for S. aureus and 2,5
mg/mL for P. aeruginosa.These tests were accomplished by biomonitoring
fractionation through liquid-liquid partition. Chemical compounds were identified
in the active fraction through UPLC-UV-MS, besides bactericidal or
bacteriostatic testing and extract/antibiotic interaction testing through
checkerboard method. Biomonitoring fractionation of the ethyl acetate fraction
of EOFML reduced MIC to half against P. aeruginosa. There were no reductions
for S. aureus what suggest synergism among the settled classes of metabolites.
EOFML demonstrated bacteriostatic activity against S.aureus. It also presented

synergism with ampicillin and tetracycline against S. aureus, P. aeruginosa and
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B. subtilis. The flavonoid quercetin and derivatives were identified in the ethyl
acetate fraction which may be responsible for the antimicrobial activity. Organic
extracts of Syzygium jambos (L.) Alston leaves and Inga cylindrica (Vell.) Mart
leaves and stalks demonstrated strong activity on S. epidermidis NRS101
ATCC 359883 biofilm formation. The results showed the species evaluated in

this work hold promising potential for new antibiotic discoveries.
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1. INTRODUCAO

Biodiversidade refere-se a diversidade genética encontrada em
populagdes, espécies, comunidades, habitats e ecossistemas (BOERO, 2010).
Nos ultimos anos, a conservagdo da variabilidade genética tem sido muito
discutida em féruns internacionais como fator de seguridade alimentar e de
crescimento econdmico, principalmente para paises em desenvolvimento.

O Brasil € um dos paises detentores da maior diversidade biolégica do
planeta, porém no ambito cientifico ainda € pouco explorado. Sabe-se que a
pesquisa cientifica pode contribuir para o uso sustentavel dos ecossistemas.
Sendo o Brasil possuidor de sete biomas e signatario da Convencao sobre
Diversidade Bioldgica (1992) e dos documentos sucessores, € emergente a
recuperacéo deste atraso cientifico (NEWMAN, 2016).

A Mata Atlantica é considerada uma das cinco principais areas hotspots
da biodiversidade mundial, sendo esse o0 segundo bioma mundial mais
ameacado de extingdo. Tendo em vista esse cenario, a busca pela sua
conservagao deve ser prioridade (JOLY et al., 2014; EISENLOHR et al., 2013).

As estratégias de bioprospecg¢ao tém como objetivo explorar de forma
sustentavel a biodiversidade em busca de novos produtos naturais com valor
econdmico, social e ambiental agregado (SIMOES et al., 2009).

Bibliotecas de extratos é uma forma eficiente de se obter uma variedade
de metabdlitos secundarios direcionados para estudos quimicos e
farmacoldgicos, na tentativa de se desenvolver bioprodutos de interesse para a
sociedade (PERROS, 2015).

Sabe-se que as plantas possuem mecanismos de defesa quimica contra
microrganismos patogénicos, resultante da agdo de moléculas oriundas do
metabolismo secundario. Essas podem atuar nos mecanismos de resisténcia
bacteriana, sendo esses divididos em grupos, 0os que diminuem a concentragao
do antibidtico atraves das bombas de efluxo, aqueles que modificam o alvo do
antibidtico por mutagdes genéticas e também os que inativam os atibiéticos por
catalise enzimatica (LEWIS e ASUBEL, 2006; JONES e DANGL, 2006;
GONZALEZ et al., 2009; BLAIR et al., 2015).



De 1981 a 2014, 140 novos compostos antibacterianos foram
descobertos para tratamento de infec¢des, dentre os quais 71 sao derivados de
produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2016).

Recentemente, a partir de uma triagem com diversos produtos naturais
derivados de bactérias isoladas do solo, foi descoberta a teixobactina (Figura
1), que inibe a sintese da parede celular bacteriana (LING et al., 2015). A
copsina, isolada de uma fonte fungica, é estabilizada por seis ligagcdes de
cisteina, e apresenta boa atividade contra bactérias Gram-positivas
(MALONEY, 2016). Alguns compostos ainda estdo em fase de testes, como a
hunanamicina A (Figura 1), isolada de uma bactéria marinha, os penicyclones
A-E (Figura 1), policétidos antibacterianos com uma ciclo-hexenona altamente
funcionalizada, isolados de uma espécie de Penicillium do mar e com atividade
antimicrobiana contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus, e
alguns alcaloides, como as axinelaminas (Figura 1) que parecem funcionar por
desestabilizar a membrana bacteriana (MALONEY, 2016; HERRMANN et al.,
2016).

Devido a amplitude de compostos ja descobertos e a infinidade de
produtos naturais que ainda ndo se conhece quanto ao potencial biolégico, a
busca por novos antibidticos utilizando colecbes de extratos € promissora.
Principalmente por causa da resisténcia bacteriana, problema considerado de
saude publica e que mobiliza varios paises no sentido de diminuir a
mortalidade por infec¢des bacterianas multi-resistentes (WHO, 2015).

Neste contexto, a busca por produtos naturais bioativos utilizando
colecdes de extratos tem sido uma estratégia de diversos grupos de pesquisa,
como a do grupo de Bioprospecgdo Molecular no Uso Sustentavel da
Biodiversidade pertencente a Universidade Federal de Vigosa, que dispbde de
uma colecdo de extratos oriundos de arvores nativas da Mata Atlantica: o
“BIOPROS Extracts Library” que estao disponiveis para pesquisa de potenciais
produtos naturais em alvos de interesse para a ciéncia no intuito de descobrir

novos farmacos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. BIODIVERSIDADE BRASILEIRA

Biodiversidade € a variabilidade entre organismos vivos de qualquer
origem, incluindo a diversidade dentro de espécies, entre espécies e de
ecossistemas (BRASIL, 2000). O reconhecimento da importancia dos recursos
naturais utilizados pela conservagcdo dessa diversidade genética tem sido
colocado em pauta nos ultimos anos, sendo assunto considerado estratégico
para Os paises que a possui, trazendo a biodiversidade para o centro do
desenvolvimento (PIMENTEL et al., 2015).

Sabe-se que a biodiversidade mundial esta distante de ser explorada
em sua totalidade. O Brasil, pais considerado detentor da maior biodiversidade
do planeta, contribui com apenas 1,5% do total da producao cientifica mundial
no ambito da diversidade biolégica (CADETE et al., 2014; JOLY et al., 2014).

Segundo Lewinsohn e Prado (2006), o Brasil possui cerca de 13,2%
de todas as espécies descritas pela ciéncia, porém, sdo poucas as espécies
que possuem propriedades terapéuticas confirmadas por estudos cientificos.
Esse atraso compromete o aproveitamento sustentavel da biodiversidade
brasileira, o que pode ser atribuido ao complexo acesso a esses recursos
(BRASIL, 2015).

Ao se falar da diversidade de espécies vegetais presentes no Brasil,
destaca-se o bioma Mata Atlantica, que abriga uma diversidade de espécies de
plantas por area superior ao da Floresta Amazénica (JOLY et al., 2014). Varios
estudos cientificos que avaliaram a diversidade floristica da Mata Atlantica
levaram a classificagdo desse bioma como estando entre os cinco principais
hotspots de biodiversidade em nivel mundial (MYERS et al., 2000).

Apesar de sua rica diversidade, o bioma Mata Atlantica € o segundo
bioma mais ameagado de extingdo do planeta (RIBEIRO et al., 2011;
EISENLOHR et al., 2013). Essa situagdo em que se encontra é decorrente
principalmente das ag¢des antrépicas, advindas dos ciclos econbémicos da
historia de nosso pais, como a exploragao do pau-brasil, mineragao e o ciclo do
café e, recentemente, pela ocupagdo demografica desordenada das areas

urbanas das grandes cidades. Hoje, as suas dareas remanescentes de
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vegetacdo nativa estdo reduzidas a cerca de 8% de sua cobertura original
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA e INPE, 2001).

E grande o apelo pela preservacdo da biodiversidade de forma
sustentavel. Essa preservagao deve ser realizada de forma estratégica e
requerendo competéncias cientificas. Porém sdo poucos os estudos de
abordagens ecologicas, fitossocioldgica e farmacoldgica relacionados ao bioma
Mata Atlantica (TRIBESS et al., 2015).

A fixagcdo de um novo marco regulatoério, recentemente aprovado no
Brasil, pretende incentivar a geracdo de valor sustentavel a partir da
biodiversidade brasileira. A Lei N° 13.123, de 20 de maio de 2015, conhecida
como a Lei da Biodiversidade, dispde regras sobre o acesso ao patrimdnio
genético brasileiro, gerando maior protegdo ao conhecimento tradicional
associado e favorecendo a reparticdo justa dos beneficios gerados. A
publicagcdo dessa lei teve como um dos objetivos tornar mais acessivel a
pesquisa com espécies vegetais, avangando na gnose da biodiversidade
(BRASIL, 2015).

2.2. ESTRATEGIAS DE BIOPROSPECGAO

O desenvolvimento de pesquisas que visam o uso sustentavel da
biodiversidade pode assegurar uma pesquisa racional e objetiva de espécies
vegetais com potencial bioativo e de interesse para a industria farmacéutica
(YADAV e MISHRA, 2013).

Para o acesso ao patrimdnio genético, os bioprospectores podem utilizar
diferentes estratégias para selecionarem as espécies vegetais a serem
avaliadas quanto seu potencial farmacoloégico, como baseado em critérios
etnofarmacoldgico, quimiossistematico, ecolégico, computacional e randémico.
Pela estratégia etnofarmacoldgica, o levantamento do conhecimento tradicional
associado a biodiversidade direciona o estudo quimico-farmacolégico. Ja pelo
critério quimiosistematico, leva-se em consideracdo a quimiotaxonomia e
filogenia de algumas familias e géneros reconhecidos por biossintetizarem
determinadas classe de compostos quimicos com atividade biolégica. Na
abordagem ecologica, a interagdo das espécies vegetais com o ambiente
fornece informacgdes para o direcionamento das pesquisas. Pode-se também
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usar abordagem computacional, selecionando espécies baseadas em testes in
silico da bioatividade dos compostos de determinadas espécies vegetais. Por
ultimo, tem-se a abordagem de acesso randémico, que consiste em recolher o
material vegetal de forma aleatdria, de acordo com a disponibilidade, para
posteriormente realizar as triagens farmacolégicas e fitoquimicas
(ALBUQUERQUE et al., 2014; ATANASOQV et al., 2015).

Segundo Khafagi e Dewedar (2000) em um estudo que analisou 36
especies selecionadas randomicamente e 24 espécies colhidas a partir de
informacgdes etnobotanicas de plantas selvagens do Egito, a abordagem
randémica levou a identificacdo de uma maior percentagem de espécies com
forte atividade antibacteriana se comparado a abordagem etnobotancia, que
identificou um maior niumero de plantas com atividade antibacteriana, porém
menos eficazes.

Mesmo que, em alguns casos, a abordagem aleatéria seja mais eficaz,
nao se podem excluir as informagdes etnobotanicas, pois as duas podem
caminhar juntas na descoberta de novas drogas. Porém, encontrar um numero
pequeno de plantas que apresenta atividade pode ser mais relevante que
encontrar um maior numero de plantas com menor atividade (ALBUQUERQUE
et al., 2014).

Desta forma, a abordagem aleatéria vem demonstrando contribuicoes
efetivas, pois, quanto maior a biodiversidade do material vegetal utilizado para
testes bioldgicos, maior sera a chance de encontrar novos compostos bioativos
(PIETERS e VLIETINCK, 2005).

2.3. COLECOES DE EXTRATOS VEGETAIS

Uma das formas de desenvolver estratégias de bioprospeccédo € a
pesquisa com colegcbes de extratos oriundos de organismos vivos, como de
especies vegetais, pois delas obtém-se uma composi¢ao rica de metabdlitos
secundarios, sendo um recurso promissor para descoberta de novos agentes
bioativos (LOWELL et al., 2015; PERROS, 2015).

Em 1960, o Departamento de Produtos naturais do Instituto Nacional
de Cancer (NCI), dos Estados Unidos, elaborou a primeira colegédo de extratos

utilizando a abordagem aleatoria. Atualmente, essa colecdo conta com mais de
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230.000 amostras (MCCLOUD, 2010), de onde importantes agentes clinicos
como os taxanos e a camptotecina foram isolados (CRAGG e NEWMAN,
2005). Com o progresso de técnicas de rastreamento, as colegdes de extratos
do NCI passaram a incluir regides tropicais e subtropicais do mundo, ndo se
restringindo apenas a extratos vegetais, mas também a extratos de outros
organismos, como microrganismos marinhos e fungos (CRAGG e NEWMAN,
2005).

As plantas utilizadas na Medicina Tradicional Chinesa também foram
fonte para construgdo de uma biblioteca de extratos contendo cerca de 202
espécies vegetais. ldealizada e construida por pesquisadores da Escola
Médica de Harvard, Universidade Chinesa de Medicina e Universidade Batista
de Hong Kong, cada espécie foi qualificada segundo a farmacopeia chinesa,
passando a servir como suporte para estudos cientificos fundamentados na
Medicina Tradicional Chinesa (EISENBERG et al., 2011).

O Brasil vem avangando na construcdo de “extratotecas” com a
finalidade de bioprospeccao. A exemplo, temos o Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais da Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) de Belo Horizonte —
Minas Gerais, que possui uma colegao ex situ com cerca de 4000 extratos de
1000 espécies. Esses extratos sao utilizados para identificagcdo de compostos
ativos em potencial, para o desenvolvimento de novas drogas que contribuam
com o tratamento de doencgas negligenciadas, como a leishmaniose, doenca de
Chagas, malaria e tuberculose (SIQUEIRA et al., 2007).

Outro exemplo de construcdo de colecbdes de extratos com a finalidade
de bioprospeccao farmacéutica no Brasil foi a realizada pelo grupo de
pesquisadores do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
UNICAMP, na qual algumas espécies vegetais do Cerrado e da Floresta
Amazdbnica alimentam um acervo de extratos que foram estudados a fim de se
encontrar espécies com potencial anticarcinogénico (CARVALHO, 2006).

Observa-se, assim, que a pesquisa de bioprospeccao tem avangado
com a possibilidade de construgdo de grandes colegbes de extratos, como
também com o implemento de novas técnicas de metaboldmica que auxiliam
na identificacdo quimica dos metabdlitos secundarios e na introducdo do HTS
(High Throughput Screening) para triagem da atividade biolégica de moléculas

em diferentes alvos, uma vez que, este metdédo de experimentacao cientifica
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permite identificar rapidamente compostos ativos, fornecendo pontos de partida
para o desenho de farmacos e para a compreensao da interagdo ou do papel
de um processo bioquimico (HARVEY et al., 2015).

2.4. COLECAO DE EXTRATO BIOPROS MATA ATLANTICA

Com o objetivo de explorar de forma sustentavel as propriedades
farmacolégicas da Mata Atlantica, o grupo de pesquisa Bioprospecgao
Molecular no Uso Sustentavel da Biodiversidade (BIOPROS), formado por uma
rede de parceria entre pesquisadores da Universidade Federal de Vigosa (UFV)
e de outras instituicdes, construiu a primeira colecdo de extratos informatizada
oriunda de plantas nativas do bioma Mata Atlantica. O acervo do “BIOPROS
Extracts Library” (BEL) é alimentado por extratos produzidos a partir de
espécies vegetais acessadas em fragmentos de Mata Atlantica pertencentes a
UFV, localizada na regido da Zona da Mata Mineira (20°45'27,5"S e
42°51°38,7"W).

Essa colecao de extratos conta com o diferencial de ter uma interface
com um sistema informatizado, a plataforma MAPA, que contém informacdes
pertinentes sobre as espécies vegetais e coordenadas de georreferenciamento,
que auxiliam no acesso ao patriménio genético dessas espécies e na
rastreabilidade dos extratos testados.

Em fase de construgcdo desde 2013, a BEL foi construida da seguinte
forma: das espécies arbdreas, foram coletadas folhas e galhos, e produziram-
se quatro extratos diferentes de cada espécie, utilizando dois tipos de
solventes, um orgénico (diclorometano e metanol 50:50) e o outro aquoso. O
primeiro alvo biolégico em que os extratos da BEL foram avaliados foi um
estudo que avaliou a atividade citotéxica de 196 extratos frente a linhagens de
células tumorais. De 49 espécies testadas, obtiveram-se sete espécies com
atividade antitumoral, onde para uma delas nao se tinha estudos cientificos
descritos em literatura (ALMEIDA, 2015).

Atualmente, cerca de 220 espécies arboreas estdo identificadas,
georreferenciadas e seus dados adicionados a Plataforma MAPA. O acervo
tem potencial de ter mais de 1000 extratos com diferentes composi¢des
quimicas, que podem ser cedidos para a avaliagdo de outros potenciais
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farmacolégicos como antimicrobiano, antiviral, anti-helmintico e inibidores de

enzimas de interesse para a busca de novos farmacos (ALMEIDA, 2015).

2.5. PRODUTOS NATURAIS E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os produtos naturais séo utlizados na terapéutica desde os tempos mais
remotos. Estes constituem cerca de mais de 40% dos farmacos para
tratamento de infecgdes, cancer e colesterol, atuando também como
analgésicos, antitérmicos e antimalaricos, a exemplo, penicilina, paclitaxel,
lovastatina, morfina, acido acetilsalicilico e artemisinina, respectivamente
(Figura 2) (AWAN et al.,2016).

Al o I @

7 [“H

/~0H H
| L D
o =

(o]
Penicilina

Lovastatina Artemisinina

Paclitaxel - o
Morfina Acido acetilsalicilico

Figura 2: Medicamentos derivados de produtos naturais.

A classe dos antibidticos esta intimamente ligada aos derivados de
produtos naturais desde a descoberta da penicilina (Figura 2) produzida pelo
fungo Penicillium chrysogenum, todavia, a partir de 1980 houve um vacuo na
descoberta de antibacterianos (AWAN et al.,2016).

A resisténcia bacteriana se alastra mais rapidamente que a descoberta
de novas moléculas. Somente apdés 30 anos da descoberta da daptomicina
(Figura 3), ultima classe de antibacterianos aprovada para uso, € que se
descobriu um novo composto, chamado de teixobactina. A teixobactina (Figura
1), produzida pela bactéria de solo, Elephtheria terrae, foi testada contra uma
série de microrganismos patogénicos que ndo apresentaram resisténcia ao
composto (LING et al., 2015; RAJA et al., 2003).
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Figura 3: Estrutura quimica da Daptomina.
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A busca por novas moléculas com atividade antibacteriana € primordial,
sendo estratégica e promissora a investigacdo de produtos naturais por
apresentarem grande diversidade estrutural, estereoquimica especifica e
interagdo com sitios ativos de proteinas (HARVEY et al., 2015).

As plantas sdo reconhecidas como fonte de estruturas quimicas com
elevado potencial terapéutico, destacando-se, a atividade antibacteriana contra
bactérias clinicamente importantes (BORGES et al., 2015).

Segundo os cientistas, as plantas possuem uma imunidade inata frente a
situagdes de estresse bidtico e abidtico. O sistema imune adaptativo das
plantas possuem proteinas sinalizadoras, tais como as proteinas de resisténcia
a doencas (R). Quando ativas, frente a presenga de patégenos por exemplo, as
proteinas R desencadeiam uma rota de sinalizacdo envolvida na biossintese de
metabdlitos secundarios (LEWIS e ASUBEL, 2006; JONES e DANGL, 2006).

Os metabdlitos secundarios, também conhecidos como produtos
naturais, sdo compostos com estruturas quimicas diversificadas, produzidos a
partir dos metabdlitos primarios ou de seus intermediarios, em reacoes frente a
respostas aos estimulos ambientais (STROHL, 2000; LEITE, 2009). Observa-
se que seu padrao de distribuicdo em plantas é determinado especificamente
por cada familia ou género, sugerindo uma evolugdo continua das vias
biossintéticas, fato este relevante ao considerarmos o avango dos mecanismos
de defesa das bactérias frente aos antibiéticos (DIXON, 2001; WENG et al.,
2012).

As plantas produzem mais de 100.000 moléculas, muitas das quais
apresentam atividade antibacteriana (DIXON, 2001). Algumas dessas
moléculas podem ser sistematizadas por classes de metabdlitos secundarios,

como os fendlicos, quinonas, saponinas, flavonoides, taninos, cumarinas,
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terpenoides e alcaloides (COWAN, 1999). Elas sao classificadas em
fitoanticipinas, moléculas presentes nas plantas na forma inativa, que se
tornam ativas a partir do ataque bacteriano; ou fitoalexinas, moléculas cujos
niveis aumentam fortemente em resposta a invasédo bacteriana, podendo ser
geradas também pela sintese de novo, apds o acometimento da infecgéo
(GONZALEZ et al., 2009).

O avango nas pesquisas tem mostrado que os metabdlitos secundarios
bioativos podem gerar novos medicamentos que combatem a resisténcia a
multidrogas, além de atenuar a viruléncia e ajudar o sistema imune do
hospedeiro a responder adequadamente ao patdégeno invasor (GONZALEZ et
al., 2009). Eles também podem inibir o crescimento ou levar a morte
bacteriana, potencializar a atividade de antibiéticos ja conhecidos ou diminuir a
adaptacao do patégeno (MITCHELL et al., 2012).

Desta forma, existe uma necessidade de busca de novos agentes
antimicrobianos que possam apresentar trés importantes propriedades:
especificidade, eficacia contra a bomba de multidrogas resistentes e diminuigéao
os fatores de viruléncia (LEWIS e ASUBEL, 2006).

Para o tratamento das infecgcbes bacterianas, varios estudos tém se
dedicado a especificar a composicao quimica dos compostos antimicrobianos
de plantas e os mecanismos envolvidos na inibicdo do crescimento bacteriano,
quer separadamente ou em sinergismo (SILVA e FERNANDES, 2010; WENG
et al., 2012).

A combinagdo sinérgica entre a diversidade e complexidade dos
compostos presentes em uma uUnica espécie vegetal constitui um potente
recurso para desenvolver um antibidético de amplo espectro, capaz de inibir o
crescimento de diferentes estirpes bacterianas (LEWIS e ASUBEL, 2006).

Alguns estudos tém mostrado que a natureza dos multicompostos
encontrados nas plantas as tornam importantes fontes para a descoberta de
novos farmacos para o tratamento de doengas complexas. Os mecanismos de
acdes de drogas vegetais em terapias sinérgicas demonstram que diferentes
agentes podem regular um determinado alvo ou diferentes alvos por intermédio
de diversas vias. Esse processo atua no metabolismo da droga no organismo,
melhorando a biodisponibilidade, superando a maquinaria de resisténcia de

células bacterianas, eliminando efeitos adversos e aumentando o potencial
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farmacolégico pelo processamento ou interacdo droga-droga (YANG et al.,
2014).

Este arsenal de informagdes sobre o potencial antibiético das plantas
pode ser investigado utilizando estratégias de bioprospeccgao, a fim de explorar
de forma sustentavel a biodiversidade em busca de novos produtos naturais
com valor econémico, social e ambiental agregado. Isso podera ocorrer a partir
do desenvolvimento de metodologias adequadas e eficientes a fim de obter
ensaios biolégicos consistentes, tanto para agao sinérgica dos metabdlitos
presentes quanto para isolamentos de produtos naturais bioativos (SIMOES et
al., 2009).

Atualmente, dentre as técnicas utilizadas para identificacdo dos produtos
naturais ativos em extratos vegetais esta o fracionamento biomonitorado, que
consiste em separar os componentes quimicos presentes em um extrato
vegetal bioativo em diferentes fragdes, de forma que estas sejam novamente
submetidas a ensaios biologicos, determinando, dessa forma, a fragdo mais
ativa. Apds a identificagao e isolamento dos produtos naturais bioativos, sédo
realizadas analises espectrométricas para a elucidacdo estrutural. Avalia-se
também se a atividade biolégica ocorre pela sinergia entre os compostos
presentes no extrato ou se a atividade pode ser atribuida a um Unico composto
quimico (ATANASOQV et al., 2015; NEWMAN, 2016).

Destacam-se alguns estudos de investigagao de espécies vegetais com
potencial antibiético a fim de obter uma selegao de produtos naturais bioativos
utilizando bibliotecas de extratos. Camargo (2014) testou cerca de 1791
extratos vegetais de espécies da Floresta Amazébnica contra estirpes padroes
de Escherichia coli, obtendo oito extratos ativos com potencial para ser usado
como antibiéticos de uso veterinario, ressaltando porém a importancia da
realizacdo de analises complementares. Brighenti e colaboradores (2014)
utilizaram 60 extratos de 10 espécies vegetais do Pantanal brasileiro,
realizando um screening daqueles que possuiam atividade antibacteriana. Para
isso, os extratos foram testados contra diferentes estirpes de bactérias,
obtendo, ao final 47 extratos ativos contra pelo menos uma estirpe bacteriana.

Outro estudo utilizou espécies do bioma Caatinga, testando 23 extratos

aquosos contra duas bactérias formadoras de biofilme, Staphylococcus
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epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, obtendo resultados promissores em
trés espécies vegetais testadas (SILVA et al., 2014).

Espécies vegetais da Floresta Amazbnica e da Mata Atlantica foram
acessadas para estudo de bioprospecgdo e compdem o acervo da
Universidade Paulista (UNIP), onde foram produzidos e testados 705 extratos
organicos e aquosos em ensaios usando Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (SUFFREDINI et al.,
2004). Apds determinar a concentragao inibitéria minima e a concentragéo
bactericida minima, apenas trés extratos demonstraram-se bactericidas
efetivos. Outros tiveram a atividade confirmada, mas, maiores estudos s&o
necessarios, visto que, dependendo da concentragcdo, o extrato de algumas
espécies mostrou-se ineficaz (SUFFREDINI et al., 2004).

2.6. RESISTENCIA BACTERIANA

As infeccbes causadas por bactérias patogénicas representam
atualmente seério problema de saude publica em diversos paises, sendo
responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade, bem como maiores
custos no tratamento. Além disso, as atuais terapias com antibidticos, em
alguns casos, nao conseguem combater a enfermidade, devido a selecao de
bactérias resistentes aos medicamentos (OOSTEN et al., 2015; YEDERY e
JERSE, 2015; PERROS, 2015).

A amplitude do problema levou recentemente uma série de organizagbes
internacionais, principalmente da Europa e Estados Unidos, a tomar medidas
preventivas, levando ao publico o conhecimento dos mecanismos de defesas
das bactérias contra os antibioticos (LIN et al., 2015; EUROPA, 2015; EUA,
2014).

Estima-se que, na Europa, 25.000 pessoas morrem a cada ano como
resultado de infecgbes causadas por bactérias multi-resistentes. Os prejuizos
gerados aos cofres publicos chegam a €1.5 bilhdes/ano. Nos Estados Unidos,
mais de dois milhbes de pessoas sao infectados anualmente com bactérias
resistentes, das quais 23.000 morrem (BLAIR et al., 2015).

Em novembro de 2015, ocorreu a primeira Semana de Conscientizagao
Mundial do Antibi6tico, promovida pela Organizagcdo Mundial de Saude. Esta
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campanha visou o uso racional dos antibidticos, bem como conscientizar a
populagdo da emergéncia e propagacgado de bactérias resistentes, objetivando
melhores praticas, tanto do publico em geral, quanto de profissionais da saude
e autoridades politicas, evitando o agravamento da situacdo (WHO, 2015).

A compreensdo dos mecanismos pelos quais as bactérias se defendem
do ataque de antibidticos pode ajudar a potencializar a agdo desses farmacos,
minimizando a sua resisténcia. Dentre estes mecanismos, destacam-se: os
sistemas de efluxo, que sdo bombas situadas na menbrana plasmatica que
expulsam compostos, como antibidticos, da ceélula bacteriana; genes
responsaveis pela resisténcia, alguns desses genes fazem parte da unidade de
DNA transposon que modificam o DNA bacteriano através de trocas de DNA
cromossOmico entre espécies com recombinagao interespécies conferindo
resisténcia; reagdes enzimaticas que inativam antibidticos, como os (-
lactdmicos e aminoglicosideos, por hidrolise ou modificagdo estrutural; o
sistema Quorum sensing, um sistema de comunicagdo inter e entre
microorganismos, caracterizado pela liberagdo de sinais quimicos que permite
controlar processos celulares, como os genes de viruléncia e a formacgao do
biofilme (BLAIR et al., 2015; LIN et al., 2015).

Com o avangco nas pesquisas, tem sido possivel uma maior
compreensao sobre a ecologia bacteriana, comprovando que as bactérias
estao longe de serem células isoladas, e estabelecendo entre si, interagdes por
um complexo sistema de sinalizacdo (PENESYAN et al., 2015). Esta interacao
constitui o biofilme, em que as células bacterianas aderem a uma superficie. As
células em biofilmes crescem como comunidades, rodeadas por uma espessa
camada de substancias poliméricas extracelulares provenientes da lise celular
e de produtos de hidrélise das bactérias, constituidas de carboidratos,
proteinas, lipidios, acidos nucléicos e varios heteropolimeros (MANNER et al.,
2013). A presenga dessas substancias forma um escudo para as células
protegendo-as do ataque de compostos quimicos ou do estresse ambiental
(PENESYAN et al., 2015).

O biofilme é constituido por subpopulagdes de células presentes em
diferentes fases do crescimento bacteriano, apresentando em suas camadas
mais internas células que estdo metabolicamente inativas (MANNER et al.,

2013). Todo esse arcabougo protege as células bacterianas, aumentado a
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resisténcia aos antibioticos. Por exemplo, as bactérias que vivem nessas
comunidades possuem um ganho de resisténcia aos antibiéticos que pode ser
de até 1000 vezes mais elevados do que as correspondentes células
bacterianas individuais (PENESYAN et al., 2015). A resisténcia bacteriana
aumentada devido a formacdo do biofilme esta diretamente relacionada com
doencas nosocomiais e dificulta o tratamento de diversas doencas sistémicas
de apelo publico, como a carie dentaria, mastites, otite média, endocardite,
feridas cronicas, osteomielite e outras (QUAVE et al., 2012).

A maioria das bactérias forma biofilmes, no entanto, muitos estudos que
investigam a resisténcia a antibidticos e a busca por novos agentes
antibacterianos tém direcionado suas pesquisas apenas para células
bacterianas planctbnicas, sendo ignorado o teste dessas moléculas sobre a
comunidade bacteriana. Essa situagcdo se repete também na industria
farmacéutica, mesmo sabendo que 80% de todas as infecgcbes sao levadas a
complicagbes pela formagao do biofilme (PENESYAN et al., 2015).

E importante ressaltar que os compostos antibiofilme atuam impedindo a
sua formagdo ou causando a sua dispersdo. Desta forma, possuem uma
desvantagem inerente, pois ndo atuam sobre as células bacterianas que, por
consequéncia, podem, ao retirar o composto ativo, restabelecer rapidamente o
biofiime. Portanto, espera-se que a terapia combinada entre compostos
antibiofime e compostos que atuam na inibicdo do crescimento celular,
dificultara a resisténcia bacteriana em doencas relacionadas ao biofilme
(PENESYAN et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Bioprospectar produtos naturais antimicrobianos oriundos de espécies

arboreas nativas da Mata Atlantica.

3.2. ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade antibacteriana in vitro de extratos provenientes da
“BIOPROS Extracts Library” (BEL);

e Avaliar a atividade antibioflme dos extratos sem atividade
antibacteriana;

e Obter o perfil cromatografico dos extratos vegetais com atividade
antibacteriana;

e Realizar a prospecc¢ao fitoquimica dos extratos vegetais com potencial
atividade antibacteriana;

e Fracionar por biomonitoramento os extratos bioativos;

¢ |dentificar os compostos presentes nas fragdes ativas;

o Estabelecer correlacdo da composicdo quimica com a atividade
antibacteriana;

e Avaliar a agéo bactericida e/ou bacteriostatica;

e Avaliar a interacao extrato e/ou fragao e antibiotico para bactérias.
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4. METODOLOGIA

4.1. AQUISICAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado foi previamente coletado em fragmento de
Mata Atlantica da EPTEA Mata do Paraiso, sendo posteriormente direcionado
para a extragdo com solventes quimicos e estocados na colecdo BEL
(ALMEIDA, 2015).

As exsicatas de todas as espécies do acervo da BEL foram depositadas
no herbario VIC da UFV e no Herbario da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais (PAMG/EPAMIG), em Belo Horizonte.

Para o presente trabalho, extratos dos galhos e das folhas do acervo da
BEL foram empregados para a realizagao de uma triagem inicial para avaliagao
de atividade antibacteriana. A escolha dessas espécies para realizagao dos

testes foi por um processo de amostragem aleat6ria (randémica).

4.2. ELABORACAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

Os extratos das folhas e dos galhos de espécies do acervo BEL foram
obtidos pelo método de maceragcao com solventes de diferentes polaridades,
descrito a seguir.

O material vegetal (folhas e galhos) recém-coletado foi submetido a
secagem em estufa ventilada por 24 h a temperatura de 40°C (ALMEIDA,
2015). Apés desidratado, o material vegetal foi pulverizado em moinho de
facas. O material vegetal pulverizado de cada amostra foi inicialmente extraido
com uma mistura de solventes diclorometano e metanol, na proporgéo de 1:1
(DCM: MeOH 1:1), colocado no percolado e mantido em repouso por
aproximadamente 15 h. Apds este intervalo, o extrato liquido foi drenado uma
unica vez e o solvente removido em evaporador rotatorio para a obtencado do
extrato organico (EO). A torta que permaneceu no percolador foi extraida
posteriormente com 500 mL de agua destilada, ficando em maceragao por mais
15 h. Apds esse periodo, o percolado foi novamente drenado, e a agua retirada

por meio do processo de liofilizagdo para a obtencao do extrato aquoso (EA).
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Apods produgao dos extratos secos, esses foram armazenados em frascos de
penicilina, fechados e mantidos a -20°C protegidos da luz (MCCLOUD, 2010).

4.3. TESTES BIOLOGICOS

Para realizagdo dos testes biolodgicos, os extratos organicos e aquosos
foram diluidos em dimetil sulféxido (DMSO; Vetec®) na concentracdo de 50
mg/mL. A fim de facilitar a diluicdo, foram deixados em ultrassom por
aproximadamente 20 min a 30°C. Posteriormente foram colocados a -20°C até
a realizacdo dos testes para verificagcado da atividade antibacteriana. Os testes
biolégicos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Molecular do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.

4.3.1. MICRORGANISMOS E CONDIGOES DE CULTIVO

Os microrganismos utilizados para a realizacdo dos testes
antibacterianos foram as estirpes Gram-positivas Staphylococcus aureus ATCC
29213 e Bacillus subtilis ATCC 23857 e Gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 29853 e Echerichia coli ATCC 25922, que fazem parte da
colecao de culturas do Laboratério de Biotecnologia Molecular. Nos ensaios de
biofilme, utilizou-se a estirpe Staphylococcus epidermidis NRS101 ATCC
359883 obtidas da NARSA (Network of Antimicrobial Resistence in
Staphylococcus), forte produtora de biofilme.

Os ensaios para a determinagao da concentracao inibitéria minima, da
acao bactericida e/ou bacteriostatica e da interagdo antibidtico/extrato foram
realizados em caldo Mueller-Hinton (MH, Himedia®). Para os testes com
biofilme foi utilizado caldo BHI (Brain Heart Infusion, Himedia®).

As bactérias foram estriadas em placas contendo BHI agar (Kasvi®) um
dia antes de cada experimento, mantidas a 37°C, e o in6culo ajustado para
escala de 0,5 McFarland (108 UFC/mL).
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4.3.2. ENSAIO DE DIFUSAO EM AGAR

A atividade antibacteriana procedeu segundo a técnica de difusdo em
agar pelo método holeplate, conforme recomendag¢des do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI-2012). Para isso, 300 pL de uma
suspensdo contendo 10° UFC/mL foram misturados a 30 mL de meio agar MH
e vertido em placas de Petri. Furos de aproximadamente 5 mm de didmetro e 3
mm de altura foram feitos no agar, no qual foram adicionados 10 pyL e 20 pL
dos extratos a 50 mg/mL. Os controles foram feitos com 10 yL de DMSO e 10
ML de ampicilina (Sigma®, A9518) para S. aureus e 10 yL de gentamicina
(Sigma®, G1264) para P. aeruginosa preparadas em uma concentracédo de 10
mg/mL. As placas foram mantidas a 37°C por 24 h e os halos de inibicdo

medidos em milimetros. Os testes foram realizados em triplicata.

4.3.3. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

Para os extratos que apresentaram atividade antibacteriana foi
determinada a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2012).

A coluna 1 das microplacas de 96 pocos foi preenchida com caldo MH e
extrato na concentracdo de 20 mg/mL, nos demais pogos foram adicionados
100 uL do caldo MH. Posteriormente, realizou-se a diluicdo seriada utilizando
pipeta multicanal, retirando 100 uL da coluna 1 e transferindo para coluna 2,
homogeneizando 20 vezes. Esse processo foi repetido até a coluna 10, onde
foram descartados 100 uL de solucéo.

A suspensdo bacteriana a 0,5 da escala de McFarland foi feita e
adicionada em caldo MH para concentracéo 10° UFC/mL. Em cada poco, foram
colocados 100 uL da suspensao celular, fazendo com que a concentragao do
extrato caisse para a metade. Dessa forma, os extratos foram testados em
concentragdes que variam de 10 mg/mL até 0,003 mg/mL (Figura 4).

Para o controle do crescimento, 100 pL da mesma suspensao
bacteriana foram adicionadas aos pogos da coluna 11, que ja continha 100 uL
do caldo MH, acrescido de DMSO no volume correspondente a maior

concentracéo de extrato testada. O controle negativo (coluna 12 e linhas A a D)
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foi feito com 200 uL do caldo MH, e 200 pL do caldo MH acrescido com DMSO,
no volume correspondente a maior concentragcédo de extrato testada (coluna 12
e linhas E a H) (Figura 4).

Concentragoes dos extratos de 10 a 0,003 mg/mL
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Figura 4: Distribuicdo das amostras para o teste de Concentragado Inibitoria
Minima.
*Legenda: (+) controle positivo com 100 yL de MH e DMSO no volume correspondente @ maior concentragéo de

extrato testada e 100 pL da suspensao bacteriana; (-MH) controle negativo com 200 L de caldo MH; (-DMSO) 200 yL
de MH e DMSO no volume correspondente a maior concentracéo de extrato testada.

Extratos

As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 h. Posteriormente, o
crescimento bacteriano foi averiguado com cloreto de p-iodonitrotetrazolio (INT,
18377, Sigma®) na concentracdo 2 mg/mL, onde 5 uL do reagente foram
adicionados em cada pog¢o deixando reagir por 2h a 37°C. Alteragdo da
coloragao do meio de amarelo para réseo-violeta foi utilizada como indicacao
de crescimento bacteriano.

A CIM foi definida como a menor concentragdao do extrato no qual
visualmente ndo se observou coloragao rosa. Os ensaios foram realizados em

triplicata.
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4.3.4. DETERMINACAO DO EFEITO BACTERICIDA E/OU
BACTERIOSTATICO

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pog¢os mantidas a 37°C e
preenchidas com o indculo bacteriano a 10° UFC/mL, em meio liquido MH. Os
extratos foram acrescentados no valor de CIM, 2X CIM e 4X CIM. A suspenséao
bacteriana na auséncia dos extratos com atividade antimicrobiana foi utilizada
como controle positivo. As amostras foram coletadas nos intervalos de tempo
de 0, 2,4, 6, 10 e 24 h e a UFC/mL determinada pelo método da microgota
Definiu-se como bacteriostatico uma redugcdo do inéculo original em até <3
log10 UFC/mL e como bactericida a menor concentracdo do extrato que
reduziu o inoculo original em >3 log10 UFC/mL (MITCHELL et al., 2012).

4.3.5. INTERACAO ENTRE ANTIBIOTICOS E EXTRATOS

Para avaliar a interacdo dos extratos com os antibidticos, gentamicina,
ampicilina e tetraciclina, empregou-se o método checkerboard (PALANIAPPAN
e HOLLEY, 2010). Primeiramente foram distribuidos 100 pL de caldo MH em
cada poco da placa de 96 pocos. Posteriormente, 100 yL de caldo MH e
antibidtico foi adicionado no eixo das ordenadas na primeira linha da placa para
que se obtenha concentracdo igual a 8X a CIM e realizada entdo a diluicéo
seriada na vertical (Figura 5). O extrato foi adicionado na primeira coluna das
abscissas da placa de 96 pogos juntamente com 100 pyL de caldo MH para que
se obtenha uma concentracdo de 4X a CIM e entdo foi realizada a diluicao

seriada na horizontal (Figura 6).
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Figura 5: Esquema da diluicdo seriada dos antibidticos e dos extratos para

determinacao do tipo de interagao entre eles.
*Legenda: antibidticos (I) e extratos em vermelho e antibiético apds adigdo dos extratos em preto (l1).
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Um volume de 100 pyL de suspensao bacteriana correspondente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland foi adicionado a cada poco da microplaca
de 96 pocos, e as placas foram incubadas por 24 h a 37°C.

Apos as diluicbes e adicdo do indculo, o extrato e o antibidtico ficaram

distribuidos nos pogos em concentragcées que variam de 2X a 1/8X da CIM
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Figura 6: Esquema das concentragdes finais do extrato e do antibiotico para

determinacao do tipo de interagao entre eles.
*Legenda: concentragéo do extrato em vermelho e do antibiético em preto.
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A avaliacdo do crescimento bacteriano foi feita visualmente utilizando 5
ML de INT nos pogos, e incubando a placa a 37°C por 2 h.

O efeito das combinacbdes foi avaliado pelo calculo do indice FIC
(Concentracao Inibitéria Fracionaria) para cada combinagdo usando as
férmulas abaixo. As combinag¢des foram consideradas sinérgicas quando o
indice FIC < 0,5 (PALANIAPPAN e HOLLEY, 2010).

FIC (antibidtico) = CIM (antibiético) em combinacéo

CIM (antibidtico) sozinho

FIC (extrato) = CIM (extrato) em combinacao

CIM (extrato) sozinho

indice FIC = ZFIC = FIC (antibiético) + FIC (extrato)

4.3.6. ATIVIDADE DOS EXTRATOS SOBRE BIOFILMES EM FORMACAO E
PRE-FORMADOS

A acdo antibiofiime dos extratos foi avalida naqueles que nao
apresentaram atividade antibacteriana (KLEIN, 2014). Para isto, uma
suspensao de células (100 L) ajustada para 0,5 na escala de McFarland foi
adicionada a cada pogo juntamente com caldo BHI (Himedia®) glicosado
(BHIg) para um volume final de 200 pL. Apds incubacéo por 24 h em estufa a
37°C, as células planctbnicas foram removidas por lavagem e as células do
biofilme formado adicionou-se BHIg suplementado ou ndo com os extratos na
concentragcdo de 2 mg/mL. Apds 6 h, as placas foram delicadamente lavadas
trés vezes com PBS (pH 7,8), seguido de coloragdo com cristal violeta 0,1%
por 30 min e de adicdo de alcool 95% por 45 min. Realizou-se a leitura em
espectrofotobmetro a 560 nandmetros (VersaMax ELISA Microplate Reader). O
biofiilme incubado somente com BHIg foi utilizado como controle. Os
experimentos foram conduzidos em triplicata.

Para avaliar a atividade dos extratos sobre o biofilme em formacao, os
experimentos foram realizados como descrito acima, porém adicionando-se a

cultura com os extratos vegetais, e permitindo o crescimento por 24 h antes da
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coloragao com cristal violeta. Os experimentos também foram conduzidos em
triplicata.
Foi avaliado o quanto os extratos interferiam na estrutura deste biofilme

pelos calculos abaixo:

Formacéao do biofilme (%) = absorbancia em 560nm do extrato x 100

absorbancia em 560nm do controle positivo

Inibicdo do biofilme (%) = 100 — formagéao do biofilme

4.4. ANALISE FITOQUIMICA DOS EXTRATOS ATIVOS

O fracionamento biomonitorado e as analises fitoquimicas, executado no
Laboratorio de Biodiversidade do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFV, foi realizado para o extrato selecionado na triagem inicial,
levando em consideragdo o potencial antimicrobiano de amplo espectro
evidenciado pelos testes bioldgicos, associado a caréncia de estudos quimicos
e farmacologicos para a espécie vegetal. Assim, o estudo fitoquimico foi

empregado para monitorar quimicamente o fracionamento.

4.4.1. FRACIONAMENTO BIOMONITORADO

Para o fracionamento biomonitorado foi empregado o método de
particao liquido-liquido (PLL). Para essa particao, uma fragao de 1 g de extrato
foi inicialmente ressuspendida em 100 mL de agua ultra-pura, filtrada em
sistema Milli-Q, com auxilio de banho ultrassénico a 30°C por 10 min. Essa
suspensao foi entdo transferida para funil de separacao, iniciando a particao
com uma sequéncia de solventes com polaridade crescente, comegcando com
hexano (Sigma®), diclorometano (Sigma®), acetato de etila (Sigma®) e butanol
(Sigma®). Cerca de 100 mL de cada solvente foram usados na particao, sendo
cada processo realizado com mais duas repeticdes. Ao término de cada
particdo, a fase organica foi separada e concentrada em rotavapor para se
obter o extrato seco, sendo a fase aquosa levada a secagem pelo processo de
liofilizac&o.
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Para verificar o rendimento, cada fracao foi pesada apds secagem € o
monitoramento foi realizado por prospecgéo fitoquimica em cromatografia em
camada delgada (CCD) e pelo perfil fitoquimico obtido pela cromatografia
liquida de alta performance (HPLC) (MESSIAS et al., 2008).

4.4.2. PROSPECGCAO FITOQUIMICA

Utilizaram-se cromatofolhas em aluminio (com indicador fluorescente
254 nm, Sigma®) nos tamanhos 10 cm de altura e 5 cm de largura e 10 cm de
altura por 10 cm de largura, que foram ativadas em estufa a 50°C por 10 min
antes e depois da aplicacdo das amostras com auxilio do capilar de vidro. A
fase moével sugerida foi diclorometano, acetato de etila, acido formico (80:15:5)
e/ou acetato de etila, acido férmico, acido acético, agua (78:5:5:12). Os
padroes fitoquimicos das diferentes classes de produtos naturais pesquisados,

bem como os respectivos agentes reveladores, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Metabdlitos secundarios investigados no extrato ativo, padrbes e

reveladores utilizados na prospecgao fitoquimica.

Metabdlito secundario Padrao Reagente Revelador
Fendlicos Acido pirogalico Reagente de Barton
Flavonoides Rutina NP/PEG
Saponinas Acido 18-B-glicirretinico Anisaldeido sulfurico
Cumarinas Venalot® Hidroxido de potassio 5%
Antraquinona 1,8-diidroxiantraquinona  Hidréxido de potassio 5%
Triterpenos/esteroides B-sitosterol Reagente de Lieberman-
Burchard
Alcaloides Quinina Reagente de Dragendorff
Oleos essenciais - Anisaldeido sulfurico
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443. MONITORAMENTO POR HPLC-DAD DO FRACIONAMENTO
BIOMONITORADO

O extrato bruto e as fragcbes obtidas apdés a PLL foram monitoradas
quimicamente pelos seus perfis fitoquimicos, empregando a técnica HPLC-
DAD.

Os perfis fitoquimicos do extrato ativo e suas fragdes foram
determinados por HPLC Shimadzu, com detector DAD Shimadzu Prominence,
bomba LC - 20 AD, detector SPD - M 20 A, forno CTO - 20 A e software
LabSolutions. A coluna utilizada nas eluicbes foi de fase reversa (C-18)
(Shimpack®, 250 mm x 4,6 mm).

O preparo das amostras foi realizado utilizando 5 mg das mesmas
solubilizadas em 1 mL de metanol grau HPLC (Sigma®) com auxilio de banho
ultrassénico em temperatura de 30°C por 30 min. Posteriormente, as amostras
foram filtradas em filtro de seringa milipore de 45 ym, acondicionadas nos vials
e levadas ao HPLC.

Para a fase movel, empregou-se sistema binario em gradiente linear
(Tabela 2), com Fase A: H,O ultrapura/acido acético 2% (v/v) e Fase B:
metanol grau HPLC. O gradiente iniciou com 0% de B até 95% B apos 62
minutos. Em seguida, aumento-se o fluxo de 1 mL/min para 1,2 mL/min para a
lavagem da coluna, o sistema entdo voltou a concentragao inicial (5% B) apds

15 minutos.

Tabela 2: Gradiente de eluigdo empregado na andlise dos extratos e
fragdes por HPLC-DAD.

Fase A: H,O/
Tempo (min) Fase B: Metanol (%) | acido acético 2%
(vIv)(%)
0 0 100
50 50 50
60 60 40
62 95 5

26



4.4.4. IDENTIFICACAO QUIMICA POR UPLC-UV-MS DE COMPOSTOS
ATIVOS PRESENTES NA FRACAO ATIVA

As andlises foram realizadas no Laboratério de Fitoquimica do
Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais, pelo Prof. Dr. Geraldo Célio. Foi
utilizado o sistema Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)
ACQUITY da Waters, deteccdo DAD e Espectrdmetro de massas (MS).
Utilizou-se uma coluna CSH130 C18 (particulas de 1.7 ym, 50 x 3 mm d.i.),
detecgdo UV 220-400 nm, fluxo de 0,3 mL/min e manteve-se o forno da coluna
a 40°C. Empregou-se um gradiente de acetonitrila (MeCN) 0,1% Ac. Férmico -
H,O 0,1% acido férmico, compreendendo um periodo de eluigdo gradiente
linear longo (5 — 95% de MeCN, em 10 min), mantendo-se, a seguir, um curto
periodo de elui¢ao isocratica (95% de MeCN por 1 min) (Tabela 3).

Na obtengcdo dos espectros de massas, empregou o sistema de
ionizagao por eletron spray (ESI), voltagem do capilar 3,5 V; voltagem do cone
60 V. Foram empregados solventes grau HPLC (Tedia Brasil®) e agua
destilada, filtrada em sistema Milli-Q. A partir das informagbes obtidas nos
espectros de massa e nos cromatogramas de absorgéo no ultra-violeta (UV),
comparados com dados da literatura, foram propostas as estruturas quimicas

para as substancias presentes no extrato com maior atividade bioldgica.

Tabela 3: Gradiente de eluicdo empregado nas analises dos extratos e fragdes
por UPLC.

. H,O 0,1% acido MeCN 0,1%
Tempo (min) féormico acido férmico
0 95 5
10 5 95
11 5 95
13 95 5
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TRIAGEM PRELIMINAR DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS
EXTRATOS FRENTE A BACTERIAS PATOGENICAS

Foi avaliada a atividade antibacteriana de 96 extratos feitos a partir de
galhos e folhas de 24 espécies arbdreas nativas da Mata Atlantica, existentes
no acervo da BIOPROS Extracts Library. Os extratos foram selecionados de
forma aleatéria e testados na concentragdo de 50 mg/mL contra bactérias
Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Gram-negativa
Pseudomona saeruginosa ATCC 27853 pelo teste de difusdo em agar,
considerando como atividade antibacteriana a formacdo de um halo cujo
diametro foi registrado em mm.

Dos extratos testados, 36 apresentaram halos de inibicdo frente

Staphylococcus aureus e sete frente a Pseudomonas aeruginosa (Tabela 4).
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Tabela 4: Triagem preliminar da atividade antibacteriana de 96 extratos da

BIOPROS Extracts Library pelo teste de difusdo em agar. Os resultados estéao

expressos pelo didmetro dos halos (mm).

Staphylocoaccus Pseudomonaas
aureus’ aeruginosa
Familia Espécie Voucher Parte ATCC 29213 ATCC 27853
Planta EQ® EA° EO° EA°
10 20 10 20 10 20 10 20
Anacardiaceae Schinus terebintifolius Raddi VIC40.349 Folha 11,213,610,3 12 14,3 16 13 153
Galho 10,512675 9 11 13663 9
Annonaceae Guatteria australis A. S.-Hil. VIC40511 Folha O O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Asteraceae Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob. VIC40.381 Folha 0 O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Asteraceae Vernonanthura phosphoric (Vell.) H. Rob. VIC40383 Folha O 0O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Bignoniaceae Cybistax antisiphillitica (Mart.) Mart. VIC40528 Folha O O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Cannabaceae Trema micrantha (L.) Blume VIC40.364 Folha 0 6 0 56 0 0 0 O
Galho 76 9386 11 0 0O 0 O
Celastraceae Maytenus aquifolia Mart. VIC40427 Folha 0 O O O O O O O
Galho 76 96 0 0 0 O O O
Euphorbiaceae Aparisthmium cordatum (A. Juss.) Baill. VIC40.483 Folha 86 10 96113 0 0 0 O
Galho 6586 0 0 0 O O O
Euphorbiaceae Croton celtidifolius Baill. VIC40568 Folha O 0 O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Erythroxylaceae Erythroxylum citrifolium A. S.-Hil. VIC40612 Folha 0 O O O O O O O
Galho 831038196 0 0 0 O
Fabaceae Inga cylindrica (Vell.) Mart. VIC40209 Folha 0 O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Lamiaceae Aegiphilla integrifélia (Jacq.) Moldenke. VIC40539 Folha 0 O 0O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Lauraceae Endlicheria paniculata (Spreng.) J. F. Mac. VIC40.253 Folha 0 O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Lauraceae Nectandra oppositifolia Nees & Mart. VIC40.227 Folha 96116 8 9 0 0 0 O
Galho 7396 7 93 0 0 0 O
Melastomatacea  Miconia latecrenata (DC.) Naudin. VIC40.396 Folha 13,816 0 0 10,6143 0 O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Moraceae Clarisia ilicifolia (Spreng.) L. &Rossberg. VIC40265 Folha O O O O O O O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Myrtaceae Eugenia florida DC. VIC40.304 Folha 7 8386106 0 0 0 O
Galho 10 11665 9 8 11 0 O
Myrtaceae Marlierea teuscheriana (O. Berg) D. Legrand.  VIC40.300 Folha 96 11 10,712 0 O 0 O
Galho 10,311,310,7 12 0 0O 0 O
Myrtaceae Syzygium jambos (L.) Alston. VIC40.312 Folha 0 0 133143 0 0 0 O
Galho 76 11 63 96 0 0 0 O
Primulaceae Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex R. & Schult.  VIC40.421 Folha 81106 0 6 0 O 0 O
Galho 0 6 55 7 0 0 0 O
Salicaceae Casearia decandra Jacq. VIC40.392 Folha 0 0O 9 116 0 0 O O
Gaho 0 0 0O O O O O O
Solanaceae Acnistus arborescens (L.) Schitdl. VIC40.327 Folha 0 O O O O O O O
Gaho 0 0 O O O O 66706
Solanaceae Aureliana velutina Sendtn. VIC40.313 Folha 78 11 0 0O O O O O
Gaho 0 0 O O O O O O
Verbenaceae Aloysia virgata (Ruiz &Pav.) Juss. VIC40.582 Folha O O O O O O O O
Gaho 0 0 O O O O O ©

?Os halos de inibigéo registrados representam a média de trés repetigdes.
P Os extratos organicos (EO) e aquoso (EA) de diferentes partes da planta (folhas e galhos) foram aplicados nos pogos
em diferentes volumes (10uL e 20pL). Solvente orgéanico: Diclorometano/Metanol (1:1). Solvente aquoso: agua

destilada.

*Legenda: espécies com atividade antibacteriana (vermelho) e espécies sem atividade (preto).
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As espécies Schinus terebintifolius, Trema micrantha, Maytenus
aquifolia, Aparisthmium cordatum, Erythroxylum citrifolium, Nectandra
oppositifolia, Miconia latecrenata, Eugenia florida, Marlierea teuscheriana,
Syzygium jambos, Myrsine coriacea, Casearia decandra, Acnistus arborescens
e Aureliana velutina inibiram o crescimento de pelo menos uma das estirpes
bacterianas testadas. Essas espécies estao distribuidas em um total de 11
diferentes familias botanicas, sendo que trés espécies pertencem a familia
Myrtaceae e duas a Solanaceae. Esse resultado € bastante promissor, pois 14
especies das 24 testadas mostraram atividade na triagem inicial, o que
equivale a uma porcentagem de acerto de 58,3%. Analisando os extratos, 37
de um total de 96 testados levaram a formagao de halos de inibi¢édo, revelando
uma acao antibacteriana.

As espécies Schinus terebintifolius, Miconia latecrenata e Eugenia florida
apresentaram atividade antibacteriana tanto para Gram-positiva, quanto para
Gram-negativa. Halos de inibicdo foram vistos em todos os extratos da espécie
Schinus terebintifolius independente da estirpe bacteriana.

Das espécies que apresentaram atividade antibacteriana, muitas ja
haviam sido descritas na literatura, e continuam a ser alvo de estudos, inclusive
com compostos quimicos isolados dos extratos brutos, como é o caso de
Schinus terebintifolius, Aparisthmium cordatum, Eugenia florida, Myrsine
coriacea, Syzygium jambos e Acnistus arborescens (DOS SANTOS et al.,
2015; SOUZA et al.,, 2013; BASTOS et al.,2013; BURGUER et al., 2015;
HAQUE et al., 2015; CHATTERJEE e CHAKRABORTI,1980).

Espécies como Maytenus aquifolia, Erythroxylum citrifolium, Nectandra
oppositifolia, Miconia latecrenata e Casearia decandra, nao tiveram até o
momento potencial antibiético descrito, embora varias espécies do género
tenham comprovada agado contra bactérias patogénicas (MOTERIYA et al.,
2014; SANTOS, 2011; MACIAS et al., 2015; RODRIGUES et al., 2008; SILVA
et al., 2008).

As espécies Aureliana velutina e Marlierea teuscheriana nado possuem
registros na literatura quanto ao seu potencial antibacteriano, no entanto, as
familias a qual pertencem possuem produtos naturais com atividade
antibacteriana confirmada (HUSSAIN et al., 2015; CHAVEZ et al.,, 2016).

Quanto a espécie Trema micrantha nao ha registros na literatura de sua agao
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antibacteriana, nem mesmo para outras espécies do género, sendo, portanto,

este o primeiro relato de sua atividade sobre S. aureus.

5.2. CONCENTRAGCAO INIBITORIA MiNIMA DOS EXTRATOS ATIVOS

A CIM foi determinada para todos os extratos para os quais houve

formacdo de halo de inibigdo na triagem inicial (Tabela 5). Observou-se que

para bactéria Gram-positiva a CIM dos extratos testados foi menor do que para

a Gram-negativa, a menor concentragdo observada para S. aureus foi de 0,31

mg/mL enquanto que para P. aeruginosa foi 2,5 mg/mL. Os extratos de

algumas plantas foram seletivos para uma estirpe bacteriana e com baixo valor

de CIM, como foi o caso de Maytenus aquifolia, Aparisthmium cordatum,

Marlierea teuscheriana, Syzygium jambos, Casearia decandra e Aureliana

velutina.

Tabela 5. Concentracado inibitéria minima (CIM), em mg/mL, dos extratos

ativos.
Staphylococcus  Pseudomonas
aureus® aeruginosa®
Familia Espécie Voucher Parte ATCC 29213 ATCC 27853
Planta  EO° EA® EQ° EA®
Anacardiaceae Schinus terebintifolius Raddi. VIC40.349 Folha 0,31 0,31 2,5 2,5
Galho 1,25 2,5 5 5
Cannabaceae Trema micrantha (L.) Blume. VIC40.364 Folha 2,5 2,5 B
Galho 2,5 1,25 - -
Celastraceae Maytenus aquifolia Mart. VIC40.427  Galho 0,31 - - -
Euphorbiaceae Aparisthmium cordatum (A. Juss.) Baill. VIC40.483 Folha 0,31 0,31 - -
Galho 0,62 - - -
Erythroxylaceae Erythroxylum citrifolium A. S.-Hil. VIC40.612 Galho 1,25 2,5 - -
Lauraceae Nectandra oppositifolia Nees & Mart. VIC40.227 Folha 1,25 1,25 - -
Galho 1,25 2,5 - -
Melastomatacea Miconia latecrenata (DC.) Naudin. VIC40.396 Folha 0,31 - 2,5 -
Myrtaceae Eugenia florida DC. VIC40.304 Folha 1,25 1,25 - -
Galho 1,25 1,25 5 -
Myrtaceae Marlierea teuscheriana (O. Berg) D. Legrand. VIC40.300 Folha 1,25 0,31
Galho 0,31 1,25 - -
Myrtaceae Syzygium jambos (L.) Alston. VIC40.312  Folha - 0,31 - -
Galho 1,25 1,25 - -
Primulaceae Myrsine coriacea (Sw.) R. Br. ex R. & Schult. VIC40.421  Folha 0,62 10 - -
Galho 2,5 2,5 - -
Salicaceae Casearia decandra Jacq. VIC40.392 Folha - 0,31 - -
Solanaceae Acnistus arborescens (L.) Schitdl. VIC40.327  Galho - - - >10
Solanaceae Aureliana velutina Sendtn. VIC40.313  Folha 0,31 - - -

?Os valores apresentados representam uma média de trés repetigoes.

P Extratos das folhas e galhos, orgéanico (EO) e aquoso (EA). Solvente organico: Diclorometano/Metanol (1:1). Solvente
aquoso: agua destilada.
° Os tragos representam os extratos que néo se determinou a CIM pois ndo apresentaram atividade..
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A classificacdo adotada por Aligianis e colaboradores (2001) define
como forte inibigdo um valor de CIM até 0,5 mg/mL; inibigho moderada um
valor entre 0,6 e 1,5 mg/mL e fraca inibicdo um valor de CIM acima de 1,6
mg/mL. Segundo a classificagado, obteve-se 11 extratos com forte inibicdo, 16
extratos com inibicdo moderada e 9 extratos com fraca inibicdo para S.aureus.
Para P.aeruginosa todos apresentaram fraca inibigao.

Todos os extratos de S. terebintifolius apresentaram atividade, com CIM
menor que 5 mg/mL,contra as duas bactérias testadas. Isso indica que a(s)
molécula(s) responsavel(is) por esta atividade esta distribuida em diferentes
partes da planta e sdo extraidas por solventes com diferentes polaridades.

Trés espécies vegetais apresentaram atividade antibacteriana para
ambas as estirpes testadas (Schinus terebintifolius, Miconia latecrenata,
Eugenia florida) e, desta forma, possuem potencial para o desenvolvimento de
um antibiético de amplo espectro. Porém, pouco se conhece sobre a atividade
antibacteriana da espécie Miconia latecrenata, o que reforca a necessidade de
mais estudos de seu potencial antibiético e dos metabdlitos responsaveis por
sua atividade. A CIM do EO de folhas de Miconia latecrenata foi de 0,31 mg/mL
e 2,5 mg/mL para S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente.

De acordo com os resultados mostrados tanto no teste de difusédo
quanto na determinacao da CIM pode-se observar que as bactérias Gram-
negativas possuem uma susceptibilidade menor aos extratos. A morfologia
celular das bactérias Gram-negativas pode ser a responsavel por essa
diferenga, uma vez que essas bactérias possuem uma membrana externa que
proporciona uma barreira mecanica, sem afetar a troca de nutrientes e a
seletividade para sua sobrevivéncia (HUWAITAT et al., 2016; SILVER, 2016).
Essa membrana retarda a passagem de moléculas hidrofébicas devido a
presenca dos lipopolissacarideos e também impede a difusdo de moléculas
hidrofilicas. A continua alteracdo da composicao lipidica ou protéica da
membrana externa leva a resisténcia aos farmacos, causando o aumento da
hidrofobicidade da membrana externa, alteracdo da especificidade da
porosidade e a eficacia das bombas de efluxo (HUWAITAT et al., 2016;
SILVER, 2016). Por essas razdes existe uma maior dificuldade em encontrar

compostos que atuem contra as bactérias Gram-negativas, tornando relevante
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a descoberta de compostos que consigam burlar esses mecanismos de

resisténcia.

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DOS EXTRATOS SEM
ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os 64 extratos que nado apresentaram atividade antibacteriana para S.
aureus pelo teste de difusdo em agar (Tabela 4) foram utilizados para avaliagéo
da atividade antibiofime em Staphylococcus epidermidis NRS101 ATCC
359883, uma estirpe forte produtora de biofilme. Uma triagem inicial do efeito
dos extratos sobre a formacéo de biofilme foi feita na concentracdo de 1 mg/mL
e aqueles extratos que conseguiram reduzir a formagéao do biofilme em 20%
foram testados novamente em concentragdes que variaram de 2 a 10 mg/mL
(Figura 7). Pode-se observar, em alguns casos, que quanto maior a
concentracdo do extrato usada, maior foi a interacdo do mesmo com o cristal
violeta, o0 que ocasionou em aumento da absorbancia. Isso mostrou uma
interferéncia da constituicdo quimica do extrato no ensaio de biofilme.

Pelas razdes expostas acima, realizou-se um teste preliminar,
empregando trés diferentes extratos e avaliando o efeito da interferéncia na
leitura da absorbancia correlacionado a concentracdo desses extratos. A
execucgao desse teste utilizando apenas trés extratos foi devido a inviabilidade
de realizar com todos os 64 extratos, tanto pela quantidade de extratos
consumidos para fazer os testes em diferentes concentracbes quanto pelo
numero elevado de extratos a serem testados. Dessa forma, selecionou-se a
concentracdo de 2 mg/mL para os ensaios posteriores uma vez que a

interferéncia nao foi observada (Figura 7).
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Figura 7: Relacdo da interferéncia entre diferentes concentragcdes de trés
extratos vegetais e a coloragao resultante da interacdo desses com o revelador
cristal violeta no teste de formagao do biofilme em Staphylococcus epidermidis
NRS101 ATCC 359883.

Conforme demonstrado na Tabela 6, nenhum extrato conseguiu reduzir
significativamente o biofilme pré-formado de S. epidermidis. O EA de galhos de
Maytenus aquifolia foi o extrato que apresentou maior interferéncia, no qual, de
100% de formagéao caiu para 89%, dessa forma, a agéo do extrato reduziu em
11%. Avaliou-se também a inibicdo da formacgao do biofilme pelos extratos
(Tabela 7), e observaram-se resultados promissores para o EO de folhas de
Syzygium jambos e os EO de folhas e galhos de Inga cylindrica uma vez que
foi detectada a formacdo do biofime em 21,13%; 3555% e 44,38%,
respectivamente, inibindo o biofime em 78,87%; 64,45% e 55,62%,

respectivamente.
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Tabela 6: Atividade de extratos vegetais sobre biofiime pré-formado de

Staphylococcus epidermidis NRS101 ATCC 359883.

Staphylococcus epidermidis

Familia Espécie Voucher Parte NRS101 ATCC3598837
Planta EQ® EA°
Annonaceae Guatteria australis A. S.-Hil. VIC40.511 Folha 100 100
Galho 96,06 100
Asteraceae Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob. VIC40.381 Folha 100 94,75
Galho 90,95 96,87
Asteraceae Vernonanthura phosphoric (Vell.) H. Rob. VIC40.383 Folha 96,62 100
Galho 100 100
Bignoniaceae Cybistax antisiphillitica (Mart.) Mart. VIC40.528 Folha 99,72 100
Galho 100 -
Celastraceae Maytenus aquifolia Mart. VIC40.427 Folha 100 100
Galho - 89,47
Euphorbiaceae Aparisthmium cordatum (A. Juss.) Baill. VIC40.483 Galho - 100
Euphorbiaceae Croton celtidifolius Baill. VIC40.568 Folha 99,95 96,63
Galho 100 93,30
Erythroxylaceae  Erythroxylum citrifolium A. S.-Hil. VIC40.612 Folha 100 100
Fabaceae Inga cylindrica (Vell.) Mart. VIC40.209 Folha 100 100
Galho 100 -
Lamiaceae Aegiphilla integrifélia (Jacq.) Moldenke. VIC40.539 Folha 93,14 100
Galho 100 100
Lauraceae Endlicheria paniculata (Spreng.) J. F. Mac. VIC40.253 Folha 96,16 91,90
Galho 100 100
Melastomatacea  Miconia latecrenata (DC.) Naudin VIC40.396 Folha - 100
Galho 93,96 98,45
Moraceae Clarisia ilicifolia (Spreng.) L. & Rossberg. VIC40.265 Folha 98,74 96,63
Galho 100 100
Myrtaceae Syzygium jambos (L.) Alston. VIC40.312 Folha 99,39 -
Salicaceae Casearia decandra Jacq. VIC40.392 Folha 100 -
Galho 100 100
Solanaceae Acnistus arborescens (L.) Schitdl. VIC40.327 Folha 97,33 96,66
Galho 98,76 100
Solanaceae Aureliana velutina Sendtn. VIC40.313 Folha - 95,08
Galho 91,84 99,24
Verbenaceae Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Juss. VIC40.582 Folha 90,98 97,90
Galho 99,92 99,62

? Os valores apresentados mostram apercentagem de biofilme pré-formado calculado a partir da média das

absorbancias das triplicatas.
® Extratos das folhas e galhos, organico (EO) e aquoso (EA) a 2 mg/mL. Solvente organico: Diclorometano/Metanol
(1:1). Solvente aquoso: agua destilada.
" Extratos que possuem atividade antibacteriana e por isso nao foram testados para biofilme.
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Tabela 7: Atividade de extratos vegetais sobre formacgdo de biofiime de

Staphylococcus epidermidis NRS101 ATCC 359883.

Staphylococcus epidermidis

Familia Espécie Voucher Parte NRS101 ATCC3598837
Planta EQ® EA°
Annonaceae Guatteria australis A. S.-Hil. VIC40.511 Folha 100 100
Galho 100 97,75
Asteraceae Vernonanthura discolor (Spreng.) H. Rob. VIC40.381 Folha 95,36 98,90
Galho 99,88 100
Asteraceae Vernonanthura phosphoric (Vell.) H. Rob. VIC40.383 Folha 98,97 94,82
Galho 95,95 100
Bignoniaceae Cybistax antisiphillitica (Mart.) Mart. VIC40.528 Folha 93,88 100
Galho 97,69 100
Celastraceae Maytenus aquifolia Mart. VIC40.427 Folha 86,92 100
Galho - 97,27
Euphorbiaceae Aparisthmium cordatum (A. Juss.) Baill. VIC40.483 Galho - 100
Euphorbiaceae Croton celtidifolius Baill. VIC40.568 Folha 88,21 100
Galho 96,01 100
Erythroxylaceae  Erythroxylum citrifolium A. S.-Hil. VIC40.612 Folha 100 100
Fabaceae Inga cylindrica (Vell.) Mart. VIC40.209 Folha 35,55 100
Galho 44,38 100
Lamiaceae Aegiphilla integrifélia (Jacq.) Moldenke. VIC40.539 Folha 100 100
Galho 92,27 100
Lauraceae Endlicheria paniculata (Spreng.) J. F. Mac. VIC40.253 Folha 100 100
Galho 95,93 97,34
Melastomatacea  Miconia latecrenata (DC.) Naudin. VIC40.396 Folha - 100
Galho 100 100
Moraceae Clarisia ilicifolia (Spreng.) L. & Rossberg. VIC40.265 Folha 100 100
Galho 100 100
Myrtaceae Syzygium jambos (L.) Alston. VIC40.312 Folha 21,13 -
Salicaceae Casearia decandra Jacq. VIC40.392 Folha 98,22 -
Galho 100 100
Solanaceae Acnistus arborescens (L.) Schitdl. VIC40.327 Folha 100 100
Galho 100 100
Solanaceae Aureliana velutina Sendtn. VIC40.313 Folha - 99,70
Galho 100 100
Verbenaceae Aloysia virgata (Ruiz & Pav.) Juss. VIC40.582 Folha 93,03 91,43
Galho 93,20 98,84

?Os valores apresentados mostram a agdo dos extratos sobre biofilme em formag&o (%) calculado a partir da média

das absorbancias das triplicatas.

® Extratos das folhas e galhos, organico (EO) e aquoso (EA) a 2mg/mL. Solvente organico: Diclorometano/Metanol

(1:1). Solvente aquoso: agua destilada.
"Extratos que possuem atividade antibacteriana e por isso ndo foram testados para biofilme.
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De acordo com Bazargani e Rohloff (2016), encontrar produtos naturais
com atividade sobre o biofilme pré-formado é mais raro que encontrar produtos
naturais que impecam a adesao das células bacterianas. A justificativa para
essa dificuldade em transpor a barreira criada pela comunidade bacteriana esta
na constante evolugdo e adaptagdo das bactérias. A exemplo, as bactérias
possuem uma alta taxa de mutagdo, e a proximidade entre as células
bacterianas permite transferéncias de genes de resisténcia levando a selecéo
de subpopulagdes com maior capacidade de aquisicdo de resisténcia para os
antibidticos. Adicionalmente, as células presentes nas camadas mais profundas
do biofiime possuem um metabolismo mais lento, sendo adaptadas a
condigbes limitadas de nutrientes e oxigénio, levando a uma diferenciacao
celular mais resistente a antibidticos. Associados a esses mecanismos de
resisténcia estdo os mecanismos de resisténcia das células individuais, que
aumentam a resisténcia do biofilme a moléculas antibacterianas. Para produtos
naturais, acreditasse que a diversidade de estruturas quimicas das moléculas
encontradas nos extratos vegetais podem interferir na difusao pela estrutura do
biofilme (PENESYAN et al.,2015).

No entanto, estudos com produtos naturais que impedem a formacao de
biofilme tém obtido resultados promissores. Silva e colaboradores (2015)
avaliaram 33 extratos de 14 espécies vegetais diferentes a uma concentragao
de 4 mg/mL, sendo que 10 extratos apresentaram potencial antibiofilme, por
diminuirem em 50% a formacdo do biofime. Tendo em vista que a
concentracao utilizada neste trabalho (2 mg/mL) é equivalente a metade usada
por Silva e colaboradores (2015), pode-se observar que os extratos organicos
de folhas de Syzygium jambos e de folhas e galhos de Inga cylindrica
apresentaram forte potencial antibiofiime.

Nenhum estudo, até o presente momento, relatou a atividade
antibiofiime de extratos de /nga cylindrica e Syzygium jambos. Porém, a
atividade antibacteriana da espécie S. jambos e do género Inga ja foi
confirmada por diversos estudos (MACEDO et al.,, 2016; MONTALVO et al.,
2013; HAQUE et al., 2015; DJIPA et al., 2000; MURUGAN et al., 2011). S.
Jambos possui produtos naturais isolados, e sua atividade antibacteriana foi
atribuida a taninos (DJIPA et al., 2000; MURUGAN et al., 2011; HAQUE et al.,
2015).
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Tendo em vista a pouca informagao sobre a atividade antibacteriana e a
auséncia de estudos sobre o potencial antibiofiime das espécies S. jambos e |.
cylindrica, ressalta-se a importancia e contribuicdo que estas podem oferecer
no combate a patégenos bacterianos clinicamente importantes. Sendo assim,
faz-se necessaria a continuidade dos estudos, investigando o mecanismo de
acao e o perfil fitoquimico dessas espécies.

Os estudos fitoquimicos da espécie vegetal Inga cylindrica que
apresentou atividade antibiofilme seréo realizados futuramente devido a falta
de extrato para dar prosseguimento ao fracionamento biomonitorado. Nao se
justifica prosseguir com estudos fitoquimicos para a espécie Syzygium jambos,
uma vez que seu potencial antibidtico ja € bem documentado até mesmo com
produtos naturais isolados. Porém estudos futuros para a determinacao do
mecanismo de acao desses produtos naturais contra o biofilme em formacao
sS40 necessarios.

Como mostrado anteriormente, o extrato organico de folhas de Miconia
latecrenata (EOFML) apresentou forte potencial antibiético de amplo espectro,
uma vez que foi ativo frente as duas estirpes bacterianas testadas (Tabela 5).
Em levantamento realizado na literatura cientifica, pode-se verificar uma
caréncia de estudos quimicos e farmacolégicos dessa espécie arbérea nativa
do bioma Mata Atlantica. Diante deste cenario, foi realizada a pesquisa
fitoquimica de M. latecrenata, a fim de obter maior conhecimento sobre a
identidade quimica da(s) possivel (is) molécula (as) responsavel (is) pela sua

acao antibidtica.

5.4. FRACIONAMENTO BIOMONITORADO DE Miconia latecrenata (DC.)

Naudin.

Apartir do extrato previamente selecionado realizou-se o fracionamento
biomonitorado por partigao liquido-liquido, utilizando 1g de extrato orgéanico de
folnas de Miconia latecrenata (EOFML) tratado com solventes de diferentes
polaridades (Tabela 8). Sendo uma técnica considerada rapida, de facil
execugao e economicamente viavel, a PLL obteve um rendimento de 83,48%
do total de extrato inicialmente utilizado (1 g), tendo apenas 16,52% de perda,
que pode ser justificada durante o manuseio da técnica. A fragdo mais
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enriquecida foi a aquosa com 44,2% de rendimento, mostrando que o EOFML

possui quantidades significativas de moléculas polares.

Tabela 8: Rendimento (%) das respectivas fracbes do EOFML por PLL.

Solvente Sigla Recuperado (mg) Rendimento (%)
Hexano EOFML-H 236 23,6
Diclorometano EOFML-D 32 3,2
Acetato de etila EOFML-AE 41 4.1
Butanol EOFML-B 83,8 8,38
Agua EOFML-A 442 442

Total 834,8 83,48
Perda 165,2 16,52

5.5. PROSPECCAO FITOQUIMICA DOS COMPOSTOS PRESENTES NO
EXTRATO E NAS FRACOES DE Miconia latecrenata.

Realizou-se uma analise qualitativa por CCD a fim de identificar as
classes fitoquimicas presentes no EOFML e nas cinco diferentes fragdes
obtidas apés fracionamento por PLL. As classes de metabdlitos secundarios
encontradas no extrato e nas fracbes de Miconia latecrenata podem ser

verificadas na Tabela 9.

Tabela 9: Resultado da prospecgao fitoquimica realizada com o EOFML e suas

respectivas fragoes.

Classes EOFML EOFML-H EOFML-D EOFML-AE EOFML-B EOFML-A
Polifenol + + + + + +
Oleo essencial + + + - - -
Triterpeno e Esteroide + + + - - -
Flavonoide + - - + + +
Cumarina

Antraquinona
Alcaloide

Saponina + + + + +

*Legenda: (+) presenga, (-) auséncia.

A triagem fitoquimica do EOFML para as classes testadas apenas nao
apresentou antraquinona, alcaloide e cumarina. Quanto as fragdes, se observa
um perfil fitoquimico diferente, no qual a presenca de 6leo essencial se deu

apenas nas fragdes de diclorometano e hexano, os triterpenos e esteroides

39



estdo presentes apenas nas fragcbes de hexano e dicloromentano, as
saponinas ficaram concentradas na fracdo de hexano, diclorometano, acetato
de etila e butanol, e os flavonoides apenas na fracdo de acetato de etila,
butanol e agua, indicando que a PLL foi eficiente na separagao das classes.

Ha uma caréncia de estudos do perfil fitoquimico de Miconia latecrenata.
Gotinjo (2012) identificou a presencga de taninos e saponinas no extrato aquoso
de folhas de Miconia latecrenata, unico estudo encontrado que relata o perfil
fitoquimico da espécie. A auséncia de saponinas na fracdo aquosa do EOFML
pode ser justificada pelo solvente extrator utilizado, diclorometano/metanol
(1:1), para produgéao do extrato organico.

No entanto para o género Miconia foi relatada abundante presenca de
triterpenos, polifenois e flavondides (CUNHA et al., 2003; RODRIGUES et al.,
2008).

5.6. MONITORAMENTO POR HPLC-DAD DO FRACIONAMENTO
BIOMONITORADO

A identidade de espécies vegetais € considerada uma ferramenta
importante e confiavel para a identificagcdo de extratos vegetais, bem como
para monitorar quimicamente o fracionamento. Além disso, os perfis
cromatograficos podem ser utilizados para identificar ou avaliar a qualidade de
amostras referentes a uma determinada espécie, contribuindo de forma
indireta, para a garantia da eficacia e seguranga de fitoterapicos que
contemplem o extrato investigado (GOODARZI et al., 2013; SKIRYCZ et al.,
2016).

O perfil fitoquimico ou impressao digital do EOFML assim como das
fracdes resultantes do fracionamento pela técnica PLL foi determinado por
Cromatografia Liquida de Alta Performance. Nos cromatogramas obtidos
usando o detector DAD em comprimento de onda de 254 nm (Figura 8), pode-
se observar a presenga majoritaria de compostos polares no EOFML, de
acordo com a concentracao de picos com tempo de retencédo abaixo de 10 min.
Observa-se que, para as fragdes de hexano e diclorometano houve uma
concentracdo de compostos mais lipofilicos, provavelmente provenientes de

pigmentos de clorofila e triterpenos. Consequentemente, ocorreu um
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enriquecimento dos compostos polares nas fragdes de acetato de etila, butanol
e agua, apresentando similaridades nos seus perfis, principalmente entre
acetato de etila e butanol. De acordo com os resultados de prospeccao
fitoquimica, essas trés fracbes apresentam, dentre as classes polares de
metabdlitos secundarios detectadas, polifenois, flavonoides e saponinas, sendo

esta ultima, ausente para fracdo aquosa.
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Figura 8: Impresséo digital do extrato e das fragdes de Miconia latecrenata.

*Legenda: A: EOFML; B: EOFML-H; C: EOFML-D; D: EOFML-AE; E: EOFML-B; F: EOFML-A. Condigdes de analise

vide item 4.4.3, pag. 22.
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5.7. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS FRACOES de Miconia latecrenata
(DC.) Naudin.

Foi avaliada a atividade antibacteriana das fragbes obtidas do EOFML
frente S. aureus e P. aeruginosa na concentragdo de 50 mg/mL. Para isso,
seguiu-se 0 mesmo protocolo descrito anteriormente para o teste de difusédo

em agar. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10: Halos de inibicdo (mm) do EOFML e das fragbes obtidas por PLL

pelo teste de difusdo em agar.

Amostras Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa
ATCC 29213 ATCC 27853

EOFML 13,8 10,6

EOFML-H 0 0

EOFML-D 0 0

EOFML-AE 8,3 14,6

EOFML-B 9,3 12,3

EOFML-A 11,6 12,6

De acordo com os resultados, observa-se que os halos de inibicdo das
fragcdes para S. aureus foram menores que aquele obtido para o EOFML, o que
evidencia uma distribuicao dos compostos bioativos presentes no EOFML entre
as fragdes de acetato de etila, butanol e agua. Como as fragdes hexanica e
diclorometanica ndo apresentaram atividade antimicrobiana, pode-se afirmar
que o potencial antibiético do EOFML ¢é atribuido a compostos de maior
polaridade. Neste caso, as classes relacionadas a esta atividade, de acordo
com a prospeccgao fitoquimica, podem ser atribuidas aos polifenois, flavonoides
€ saponinas.

Também foi possivel observar que, frente a bactéria P. aeruginosa, as
fracdes em acetato de etila, butanol e aquosa apresentaram halos de inibigao
maiores que o EOFML, indicando aumento da atividade antibacteriana
provavelmente devido a remogao de substancias interferentes ou concentragao
de moléculas ativas nessas fragdes. A fragdo em acetato de etila, com o maior

halo entre as fragdes ativas, apresentou um halo de inibi¢do para P. aeruginosa
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de 14,6 mm, enquanto que o EOFML forneceu um didmetro menor (10,6 mm)
(Tabela 10, Figura 9).

Figura 9: Halos de inibicdo do EOFML e de suas respectivas fragcdes (50
mg/mL) pelo teste de difusdo em agar contra Staphylococcus aureus (1) e

Pseudomonas aeruginosa (2).

*Legenda: A: EOFML; B: EOFML-A, C: EOFML-B; D: EOFML-AE; E: EOFML-D; F: EOFML-H; G: EOFML; H: controle
negativo, DMSO; I: controle positivo, para S. aureus, ampicilina 10 mg/mL e para P. aeruginosa, gentamicina a 10
mg/mL.

A CIM das fragbes ativas (EOFML-AE, EOFML-B e EOFML-A) também
foi determinada segundo protocolo descrito anteriormente, porém foi testada
contra mais duas estirpes bacterianas, a Gram-positiva Bacillus subtilis ATCC
23857 e a Gram-negativa Echerichia coli ATCC 25922 (Tabela11).

Tabela 11: Concentragao inibitéria minima, em mg/mL, do EOFML e das suas
respectivas fragdes.

Staphylococcus Pseudomonas . - .. ,
Amostras acruginoss  Bacilus subtiis - Escherichia col
ATCC 29213 ATCC 27853
EOFML 0,31 25 0,62 >10
EOFML-AE 0,62 1,25 0,62 >10
EOFML-B 0,62 2,5 0,62 >10
EOFML-A 0,31 2,5 0,62 >10
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Os valores da CIM da maior parte das fragdes frente as bactérias Gram-
positivas foram maiores ou iguais a CIM do EOFML. Esta observagao sugere
um sinergismo entre as classes de produtos naturais presentes no extrato, que
sdo responsaveis pela atividade antibacteriana, sendo assim, o uso do EOFML
como um possivel produto com acdo antibiética, para Gram-positivas, seria
mais viavel e economicamente mais vantajoso, pois 0s processos de
fracionamento em grande escala sdo bastante caros.

A CIM da fracdo em acetato de etila foi menor (1,25 mg/mL) que a do
EOFML (2,5 mg/mL) para a P.aeruginosa, sugerindo que o(s) composto(s)
responsavel(is) pela atividade antibacteriana foi concentrado nessa fragéo.
Porém para Echerichia coli a CIM tanto do extrato bruto quanto das fragdes foi
maior que 10 mg/mL, tendo uma atividade antibacteriana muito fraca.

De acordo com a classificagdo de Aligianis e colaboradores (2001)
relatada anteriormente, a CIM do EOFML para bactérias Gram-negativas é
considerada de forte inibicdo, e para a Gram-positiva, apds o fracionamento,
obteve-se uma melhoria de fraca, encontrada no EOFML, para moderada
inibicdo bacteriana para EOFML-AE.

A espécie Miconia latecrenata (DC.) Naudin (Figura 10) pertencente a
familia Melastomataceae, popularmente conhecida como “pixeicugu’,
“‘jacatirao” ou “pixiricao”, € endémica da Mata Atlantica. Sdo poucos os estudos
que investigam o potencial farmacolégico da espécie, ja tendo sido relatado o
efeito citostatico em células tumorais e um estudo que investiga a atividade
antibacteriana, porem, este estudo foi realizado com técnicas de extragao e
com metodologia para avaliagdo da atividade antimicrobiana diferente da
testada neste trabalho, sendo a atividade antimicrobiana comprovada apenas
no extrato aquoso bruto pelo teste do halo e por CIM em uma unica estirpe
bacteriana de S.aureus (GOLDENBERG, 2010; PAIS, 2011; GONTIJO, 2012).
Outros estudos referentes ao sistema reprodutivo, levantamento morfopolinico
e fitossocidlogico sdo encontrados (VILELA et al.,1999; GOLDENBERG e
VARRASIN, 2001; CRUZ-BARROS et al., 2007 apud GONTIJO, 2012).

A familia Melastomataceae possui cerca de 4500 espécies em 166
géneros, sendo o género Miconia o maior género com 1000 espécies que estéo
distribuidas em areas tropicais das Américas (RENNER, 1993). Estudos com

Miconia spp. relatam o potencial antitumoral, analgésico, antimicrobiano,
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antioxidante, tripanossomicida e atividade antimalaria (HASRAT et al.,1997;
CELOTTO et al.,2003; SPESSOTO et al.,2003; CUNHA et al.,2008;
RODRIGUES et al.,2008; SERPELONI et al.,2008; PIERONI et al., 2001;
SERPELONI ET AL.,2011 apud GONTIJO,2012). Recentemente também foi
relatada a acéo inibidora de enzimas a-amilase e a-glucosidase de extratos
provenientes de Miconia, sugerindo seu emprego como adjuvante no
tratamento do diabetes mellitus (ORTIZ-MARTINEZ et al.,2016).

Figura 10: Miconia latecrenata (DC.) Naudin (Melastomataceae)

Outro estudo que investiga o potencial antimicrobiano de diversos
extratos organicos de folhas de espécies do género Miconia a 30 mg/mL, a
saber M. cabucu, M. rubiginosa e M.stenostachya, frente a diferentes estirpes
bacterianas mostrou halos de inibicdo entre 9 a 18 mm (RODRIGUES et
al.,2008). Os extratos metandlico para Miconia stenostachya e Miconia
rubiginosa e o extrato em cloroférmio para Miconia cabucu apresentaram
atividade, porém demonstraram altos valores de CIM, entre 1,5 a 10 mg/mL
(RODRIGUES et al.,2008). Comparagbes dentro do presente trabalho
monstram que Miconia latecrenata apresentou melhores resultados que outras
espécies do mesmo género em relagdo ao potencial antibacteriano.

Rodrigues e colaboradores (2008) também identificaram e isolaram
diversos compostos quimicos presentes nas espécies de Miconia atribuindo a

atividade antimicrobiana aos triterpenos e flavonoides encontrados.

46



5.8. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS PRESENTES NA
FRACAO ATIVA DE Miconia latecrenata.

Técnicas hifenadas como UPLC acoplado a espectrometria de massas
sdo amplamente utilizadas em diversos estudos para identificagdo de produtos
naturais em extratos vegetais, uma vez que a jungcdo dessas duas técnicas
permite a separacdo com seletividade e sensibilidade adequadas para obter a
caracterizagao estrutural dos compostos quimicos presentes em matrizes
complexas como extratos vegetais (SKIRYCZ et al., 2016).

A identificacdo dos compostos quimicos presentes na fracdo de acetato
de etila do EOFML foi realizada utilizando a técnica hifenada UPLC-UV-MS.
Para deteccdo pelo espectrdmetro de massas foi empregado a fonte de
ionizagao por eletron spray nos modos positivo e negativo. A Figura 11 mostra
o perfil cromatografico obtido para EOFML-AE pelo detector UV em
comprimento de onda de 254 nm, mostrando o predominio de compostos de

alta polaridade, com tempo de retencao inferior a 4 min.
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Figura 11: Perfil cromatografico por UPLC-UV em 254 nm da fragc&o de acetato
de etila do EOFML.

*Legenda: Condicdes de analise vide item 4.4.4, pag. 23.

A composigao fitoquimica da fragao bioativa analisada por UPLC-UV-MS
levou a identificacdo de alguns dos compostos maijoritarios, sendo todos
derivados de flavonoides. O grande numero de picos registrados no
cromatograma indicou que a fragdo ainda se manteve como uma mistura
complexa, ndo sendo possivel a identificacdo dos compostos minoritarios. No
entanto, o principal foco do trabalho foi verificar os compostos majoritarios da
espécie que poderiam estar relacionados com a atividade antibacteriana,
visando assim, uma futura aplicagdo industrial da planta no campo
farmacéutico. Neste caso, os flavonoides seriam importantes marcadores

ativos para fitoterapicos produzidos a partir dessa espécie vegetal.
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Para identificacdo de flavonoides, o UV é muito empregado, pois os
mesmos possuem bandas de absorcdo caracteristicas, uma com maximo de
absorcao em 240-285 nm referente ao anel A e outro com maximo de absorcao
em 300-550 nm referente ao anel B. A posig¢ao e intensidade dessas bandas
fornecem informagdes sobre a natureza do composto € o seu padréo de
substituigdo (ASSIMOS, 2014).

Dos picos identificados como sendo referentes a flavonoides pelo perfil
espectral no UV, obtiveram-se seus dados espectrais por ESI-MS das suas
respectivas fragmentacdes por espectrometria de massas, sendo os ions
resultantes comparados com dados da literatura. A Figura 12 mostra o
fingerprint de EOFML-AE por ESI-MS, obtidos nos modos negativo (ESI') e
positivo (ESI"). Por se tratar de compostos flavonoidicos, com a presenca de
grupos fendlicos com carater acido, os fingerprints obtidos por ESI-MS em
modo negativo foram mais eficientes para a ionizagdo dos compostos
presentes nesta fracdo. Dessa forma, para o presente trabalho, as analises em

modo negativo serdo apresentadas e usadas na discussao.
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Assim, foram identificados pela primeira vez na espécie Miconia

latecrenata compostos flavonoidicos derivados da quercetina (Figura 13,

Tabela 12). Os espectros referentes a esses flavonoides encontram-se nas

Figuras 14, 15, 16 e 17.

Figura 13: Estrutura quimica da quercetina identificado no EOFML-AE.

Tabela 12: Dados encontrados na analise por UPLC-UV-MS para EOFML-AE.

SUBSTANCIA tR ?(min) UV(nm) [M+H]' (m/z) [M-H](m/z) MS MS
301; 283; 257;
Quercetina 2,85 253; 361 303 301 229; 173;
145;117
. . ) 315, 300; 215;
Metoxiquercetina 3,48 220; 366 - 315 199: 151:135
Derivado 217- 253 446; 315; 300;
pentosidico de 3,13 y ’ 449 447 271, 243, 161;
X , 353
metoxiquercetina 151
Quercetina-3-0- 217; 253; 447; 301; 271;
ramnosidio 3,11 360 449 447 151

? tR: tempo de retengéo
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Algumas das fragmentagdes observadas nos espectros dos flavonoides
foram identificadas, para quercetina: 283 — H,O (16 u.), 257 — CO; (44 u.) e
229 —C3H4O2 (72 u.); metoxiquercetina: 151 (vem da fragmentagdo retro
Diels-Alder); derivado pentosidico de metoxiquercetina: 315 — pentose (132
u.), 300 — CH3; (15 u.) perdida apds perda da pentose, 271 - CO, (44 u.) perdida
ap6s perda da pentose e 151 (vem da fragmentacdo retro Diels-Alder);
quercetina-3-O-ramnosidio: 301 — ramnose (146 u.) e 271 — CH,0O (30 u.)

Os flavonoides possuem fragmentagdes da reacado retro Diels-Alder,
onde ocorre uma clivagem no anel C, no qual os valores m/z dependem dos
substituintes de cada um dos anéis A e B (SILVIA et al., 2009). Uma proposta

geral de fragmentacéao para flavonol pode ser visualizada na Figura 18.

Retro Diels-Alder

[T
- mr_“H m/z 257
-
S

oH o
mfz 151

Figura 18: Proposta geral de fragmentagdo para flavonol (DUENAS et al.,
2008).

A quercetina e seus derivados identificados em EOFML-AE também
foram encontrados em outras epécies de Miconia (RODRIGUES et al., 2008). A
atividade antibacteriana da quercetina, bem como de seus derivados, vem
sendo bastante documentada em diversos estudos (MEGDICHE-KSOURI et
al., 2015; DAGLIA, 2012; BASTOS et al., 2016; SAMEEH et al., 2016).

A atividade antibacteriana dos flavonoides ja é bastante conhecida,
podendo ocorrer de trés formas: morte direta ou por sinergia das bactérias ou
atenuagao da patogenicidade bacteriana. No entanto, estudos relatam que os
flavonoides antibacterianos podem ter multiplos alvos celulares, ao invés de um
local de agao especifico (CUSHNIE e LAMB, 2011).
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Outros mecanismos, ja foram documentados, como a atividade inibitéria
contra a bomba de efluxo de S. aureus resistente a ampicilina, restricdo da
sintese de peptidoglicano e ribossomos em Escherichia coli resistente a
amoxicilina e inibicdo de diferentes tipos de lactamases, sendo as principais
enzimas que inativa os antibiéticos via hidrélise (ROCCARO et al, 2004;
EUMKEB et al., 2012; TENOVER, 2006; FAST e SUTTON , 2013 apud XIE et
al., 2015).

A atividade antibacteriana dos flavonoides depende da sua estrutura,
especialmente das substituicbes dos anéis aromaticos. Varios extratos vegetais
com atividades antibacterianas tém tido sua atividade relacionada a
flavonoides, principalmente os que possuem propriedades hidrofobicas, tais
como grupos prenil (XIE et al., 2015; CUSHNIE e LAMB, 2005).

Em mondcitos infectados por Salmonella typhimurium, flavonoides como
resveratrol e a quercetina reduziram a producédo de oxido nitrico, diminuindo a
citotoxicidade gerada pela sua reagdo com anions superéxidos formando
peroxinitrito, que € altamente reativo. Também inibiram a viabilidade celular dos
patdgenos bem como a proliferagdo dos mesmos e, consequentemente,
diminuiu a morte celular das células hospedeiras e os efeitos téxicos da
infeccéo bacteriana (PAOLILLO et al., 2011).

Flavonois, como a quercetina e seus derivados, devido aos grupos
hidroxila, parecem melhorar a atividade antibacteriana, indicando que os
flavonois podem ser melhores agentes antibacterianos que outros flavonoides,
pois os grupos fendlicos hidroxilados podem apresentar afinidade com as
proteinas e, dessa forma, atuarem como inibidores de enzimas bacterianas,
assim como interferem nas suas vias de sintese, atrapalhando o
desenvolvimento do microrganismo (XIE et al., 2015; CUSHNIE e LAMB,
2005).
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5.9. DETERMINAGCAO DO EFEITO BACTERICIDA E/OU BACTERIOSTATICO

DE Miconia latecrenata.

A determinacao do efeito bactericida e/ou bacteriostatico do EOFML foi
realizado com a bactéria S. aureus pela facilidade na contagem das col6nias
isoladas, uma vez que o método empregado foi o de microgota em meio de
cultura agar.

Segundo Mitchell e colaboradores (2012), um composto é considerado
bacteriostatico quando ha uma redugao do indculo original em até <3 log10
UFC/mL e bactericida quando a menor concentragdo do extrato que reduziu o
in6culo original em >3 log10 UFC/mL. Pode-se observar que n&o houve
reducdo de log UFC/mL na CIM até aproximadamente 24 h, comprovando o

efeito bacteriostatico (Figura 19).
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Figura 19: Determinacdo do efeito bacteriostatico do EOFML sobre
Staphyloccocus aureus ATCC 29213.

A definigdo bacteriostatica e bactericida esta bem determinada in vitro,
porém para um agente antibacteriano, esta definicdo aplica-se apenas ao
organismo particular contra o qual foi testado sob as condi¢cdes de teste
utilizadas. Na clinica, os efeitos bactericidas e bacteriostaticos de diversos
antibacterianos ndo sdo absolutos. Nem sempre um antibidtico bactericida in
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vitro, tera eficacia clinica uma vez que fatores como o mecanismo de defesa do
hospedeiro, o local da infeccdo e a farmacocinética e farmacodindmica do
agente antibacteriano podem interferir na resposta terapéutica (PANKEY e
SABATH, 2004).

A maioria dos autores concorda que a possivel superioridade da
atividade bactericida sobre antibacterianos bacteriostaticos € de pouca
relevancia clinica no tratamento da grande maioria das infec¢des bacterianas
Gram-positivas. In vitro, o efeito bacteriostatico e/ou bactericida pode fornecer
informacgdes sobre potenciais agentes antibacterianos, mas este € apenas um
dos muitos fatores necessarios para garantir a eficiéncia terapéutica (PANKEY
e SABATH, 2004).

A exemplo, a atividade bacteriostatica de clindamicina é eficaz na
inibicdo da producdo de toxinas de S. aureus em culturas de fase de
crescimento e estacionarias, sendo o antibidtico de escolha para o tratamento
da sindrome do choque téxico estafilocécico e estreptocdcico (RUSSELL e
PACHOREK, 2000).

5.10. ANALISE DA INTERAGCAO EXTRATO/ANTIBIOTICO

A interacdo do EOFML com os antibiéticos ampicilina, gentamicina e
tetracilcina foi testada neste trabalho. O efeito da interacdo de EOFML foi
testado apenas sobre S. aureus e B. subtilis uma vez que as fragbes nao
mostraram CIM inferiores ao extrato bruto. No entanto, para P. aeruginosa a
fracdo de acetato de etila mostrou menor CIM em relagédo ao EOFML, sendo
entao escolhida para a realizagado do teste. Devido a CIM elevada tanto do
extrato quanto das fragdes, ndo se avaliou o efeito sobre E. coli.

O método checkerboard foi utilizado para determinacdo das interagdes
entre os antibioticos e o EOFML e a fracdo em acetato de etila. As
concentracdes de extratos e antibidticos foram variadas e combinadas de 2X
CIM até 1/8X CIM. Para avaliagao do crescimento bacteriano, mais uma vez,
foi utilizada a incubacdo com o INT. Com base nas menores concentracoes
combinadas em que houve inibicdo do crescimento bacteriano foi calculado o
indice de concentragbes fracionarias inibitorias (FIC), e determinado o tipo de
interagcéo (Tabela 13).
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As interagbes sao interpretadas com base no ZFIC. Quando este valor é
< 0,5, considera-se a interagdo como sinérgica; para 0,5 < 2FIC < 1 a interagéo
€ aditiva; para 1 < 2FIC < 4 a interacao indiferente; e valores maiores que 4
sao de antagonismo (PALANIAPPAN e HOLEY, 2010).

Tabela 13: Avaliacdo do tipo de interagdo de Miconia latecrenata com os

antibidticos para diferentes bactérias.

Estirpes A\.laliagé? da . Antibié.tit.:os .
interagao Ampicilina Gentamicina Tetraciclina
FIC antibidtico 1/8XCIM 1/8XCIM 1/8XCIM
Staphylococcus aureus FIC EOFML 1/4XCIM 1XCIM 1/2XCIM
ATCC29213 SFIC 0,45 1,125 0,60
Interacao Sinérgica Indiferente Aditiva
FIC antibidtico 1/8XCIM 1XCIM 1/8XCIM
Pseudomonas aeruginosa FIC EOFMI-AE 1/2XCIM 1/8XCIM 1/8XCIM
ATCC 27853 2FIC 0,61 1,125 0,35
Interacao Aditiva Indiferente Sinérgica
FIC antibidtico 1/8XCIM 1/8XCIM 1/8XCIM
Bacillus subtilis ATCC 23857 FIC EOFML 1XCIM 1/2X CIM 1/8XCIM
2FIC 1,125 0,60 0,24
Interacéo Indiferente Aditiva Sinérgica

De acordo com a avaliacdo do tipo de interacdo antibidtico/extrato
vegetal, pode-se observar sinergismo para EOFML e ampicilina para S. aureus
(Figura 20), EOFML-AE e tetraciclina para P. aeruginosa (Figura 21) e EOFML
e tetraciclina para B. subtilis (Figura 22). As demais interagdes foram aditivas

ou indiferentes.
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Concentracoes do EOFML em XCIM
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Figura 20: Interacdo sinérgica entre EOFML e ampicilina para
Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Concentragoes do EOFML-AE em XCIM
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Figura 21: Interagcdo sinérgica entre EOFML-AE e tetraciclina para

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Figura 22: Interagdo sinérgica entre EOFML e tetraciclina para Bacillus
subtilis ATCC 23857.

Patogenos como Sthaphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis tém recebido uma atencgao especial pelos pesquisadores, visto
a ampla gama de infecgdes pelo qual s&o responsaveis e principalmente por
cada vez mais serem resistentes aos antibidticos comerciais. As terapias de
combinagao sinérgica entre extratos vegetais e antibiéticos comerciais tém
mostrado um caminho para melhor resultado na clinica (MALONEY, 2016;
USMAN et al., 2016).

A resisténcia adquirida pelas bactérias ocorre de trés formas: seja por
modificagdes do local ativo do antibidtico, resultando em redugéo na eficiéncia
da ligagao do farmaco, ou pela destruigao direta e/ou modificagao do antibidtico
por enzimas produzidas pelo microorganismo, ou pelo efluxo do antibiético da
célula (AIYEGORO e OKOH, 2009). Os extratos vegetais possuem inibidores
da resisténcia multidrogas modulando o desempenho de antibiticos sobre
estirpes resistentes. Esses inibidores podem atuar na modificacdo do receptor
ou sitio ativo, no aumento da penetragéo da droga, na diminuigdo do efluxo do
antibidtico pela célula e impedindo a degradacédo enzimatica ou modificagao do
antibiético pela bactéria (HEMAISWARYA et al., 2008; AIYEGORO e OKOH,
2009).

Alguns metabdlitos secundarios como os polifenois, triterpenos e

flavonoides foram documentados em estudos por reverter a resisténcia de
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bactérias a diversos antibioticos e por melhorarem a atividade dos antibiéticos
isoladamente ou através da mistura (AIYEGORO e OKOH, 2009).

A fragdo de acetato de etila do EOFML identificada por HPLC-UV-MS é
enriquecida de flavonoides, sugerindo que esta classe de metabdlito
secundario seja a responsavel pelo sinergismo observado.

Os flavonoides sdo um grupo de metabolitos secundarios amplamente
estudados quanto o seu potencial antibacteriano e, além de possuirem
atividade antibidtica de forma isolada, vém sendo pesquisados quanto ao uso
em co-administragdo com antibiéticos. Como exemplo, a quercetina, flavonoide
identificado na fracao de acetato de etila de Miconia latecrenata, demonstrou
agao sinérgica em associagao com ampicilina para infecgao topica causada por
Sthaphyilococus aureus resistentes a ampicilina, assim como para rifampicina e
outros (USMAN et al., 2016; LIN et al., 2008).

Estudos demonstram como a quercetina potencializa a acgao do
antibidtico. A quercetina, de modo isolado promoveu uma ligeira inibicdo da f3-
lactamase, mas quando associada a rifampicina, houve melhor efeito inibidor
da pB-lactamase. Ela também inibe a atividade -catalitica de diferentes
topoisomerases bacterianas o0 que pode explicar a atividade sinérgica entre ela
e a ciprofloxacina (BERNARD et al.,1997; LIN et al., 2008; DAGLIA, 2008).

Como visto na literatura, os flavonoides, como a quercetina, que ja
possui estudos avaliando o sinergismo, e que foi o flavonoide identificado no
EOFML, pode contribuir com o aumento do potencial de acdo dos antibidticos,
visto que a espécie conseguiu reduzir a CIM da ampicilina de 30 ug/mL para
3,75 yg/mL em S. aureus, da tetraciclina de 30 pg/mL para 3,75 yg/mL em P.
aeruginosa e de 3 pyg/mL para 0,37 ug/mL em B. subtilis, sendo um produto

natural promissor como novo antibiético para ser utilizado em associacao.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Na triagem inicial, ao verificar o potencial antibacteriano dos 96 extratos
de 24 espécies da BEL foram obtidos 37 extratos de 14 espécies com atividade
contra a bactéria Gram-negativa, P. aeruginosa, e a Gram-positiva, S. aureus.
Apenas trés espécies apresentaram atividade antibacteriana para ambas as
bactérias testadas, a saber, Schinus terebintifolius, Miconia latecrenata,
Eugenia florida.

Dos 64 extratos vegetais testados sobre biofilme, nenhum conseguiu agir
significativamente sobre biofilme pré-formado. No entanto, o extrato organico
de folhas de Syzygium jambos e os extratos orgéanicos de folhas e galhos de
Inga cylindrica reduziram a formacado de biofime em 78,87%, 64,45% e
55,62%, respectivamente, demonstrando alto potencial antibiofilme.

No fracionamento biomonitorado do extrato orgénico de folhas de Miconia
latecrenata, que se mostrou promissora pela triagem inicial para atividade
antibacteriana, observou-se a predominancia de compostos fendlicos,
flavonoides e saponinas, estes dois ultimos concentrados nas fragbes de
acetato de etila, butanol e agua, sendo saponinas ausentes na fragdo aquosa,
comprovando a eficiéncia da parti¢cao liquido-liquido na separacado das classes.
Esses resultados foram confirmados tanto na prospeccéo fitoquimica por
cromatografia em camada delgada quanto pelo perfil cromatografico em
cromatografia de alta performance.

Ao realizar os testes biolégicos com o EOFML e as fragdes constatou-se
que a atividade antibacteriana estava concentrada nas fragdes mais polares,
acetato de etila, butanol e agua. A CIM das fragbes para S. aureus e B. subtilis
manteve-se a mesma que a do EOFML, mas para P. aeruginosa a fragao de
acetato de etila diminuiu a CIM pela metade em relagdo ao extrato bruto
demonstrando que a(s) molécula(s) responsavel(is) pela atividade
concentraram-se nessa fragcao e os interferentes foram eliminados.

Foi possivel identificar por UPLC-UV-MS alguns metabdlitos presentes na
fracdo de acetato de etila, a saber, flavonoides quercetina, metoxiquercetina,
derivado pentosidico de metoxiquercetina e quercetina-3-O-ramnosideo,

podendo ser os responsaveis pela atividade antibacteriana.
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O EOFML mostrou-se bacteriostatico. Observou-se sinergismo entre
EOFML e ampicilina ou tetraciclina para S. aureus e B. subtilis,
respectivamente. O mesmo foi observado entre EOFML-AE e tetracilcina para
P. aeruginosa.

Conclui-se que a pesquisa com produtos naturais na busca de novas
moléculas antibiéticas é promissora, uma vez que o EOFML mostrou
resultados satisfatorios para dar prosseguimento ao estudo visando um produto
novo para industria farmacéutica, além de contribuir para o uso sustentavel da
biodiversidade agregando valor e reconhecimento dessa espécie vegetal pouco
conhecida. As outras espécies vegetais que também apresentaram bons

resultados, serédo alvos de novas pesquisas fitoquimicas e bioldgicas.
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