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1 INTRODUCAO

Inimeros microrganismos apresentam elevada resisténcia aos antimicrobianos, dentre
as bactérias e fungos que sofreram este processo destacam-se os Staphylococcus sp., a familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, 0 Acinetobacter baumannii e, mais
recentemente, os hemdfilos, gonococos, enterococos e pneumococos. Atualmente a resisténcia
bacteriana é razdo de grande preocupacdo entre pesquisadores, microbiologistas e clinicos da
area, devido aos problemas ocasionados por este processo na terapéutica (CORREA et al.,
1989 e SWARTZ, 1997)

Diante deste contexto, ha a necessidade da pesquisa para a descoberta de novas drogas
antimicrobianas contra estes patdgenos multirresistentes que veem  crescendo,
progressivamente, durante os ultimos anos. As potencialidades de uso das plantas medicinais
contra estes microrganismos se encontram em estado de evolucdo inicial, seja como recurso
terapéutico, seja como fundamento para o surgimento de novos farmacos. Também vale
atentar para o fato de que a biodiversidade amazonica constitui fator relevante no estado para
a pesquisa destas novas terapéuticas baseadas nos recursos vegetais disponiveis.

As plantas sdo a matéria-prima para a producdo de medicamentos, sejam estes de
origem natural ou sintética e sdo também utilizadas em praticas empiricas e tradicionais como
remédios caseiros e comunitarios - processo conhecido como medicina tradicional. Este
acervo genético do Brasil é detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou em um
acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais inclusive um vasto acervo
de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas medicinais. Uma estratégia relevante de
ampliacdo das opcOes terapéuticas ofertadas a populacdo com vistas a melhoria da atencéo a
salde é o emprego do material vegetal como fitoterapico ou fonte de substancias ativas para o
desenvolvimento de novos farmacos (ADAME et al., 2006).

As pesquisas atuais enfocam as areas de fitoquimica, farmacognosia e horticultura
para a maioria das plantas medicinais. Na primeira, as plantas sdo caracterizadas por sua
possivel composicdo de compostos bioativos, que sdo separadas e submetidas a andlise
estrutural detalhada (BRISKIN, 2000). Na Farmacognosia, 0s ensaios envolvem a pesquisa de
bioatividade, identificacdo de acdo e potencial farmacolégico, e busca de sitios de agdo destes
compostos bioativos. A pesquisa em horticultura, dentre outras fungdes busca aperfeicoar o
processo de desenvolvimento de capacidade e crescimento ideal no cultivo destes vegetais.

Partindo do principio que muitas plantas medicinais ainda sdo colhidas na natureza e as



Pdagina |2

condicBes de cultivos ainda ndo foram padronizadas, os métodos de pesquisa sdo muito
pertinentes, visto que a colheita de plantas medicinais selvagens pode ser problematica a
perda da biodiversidade, as variacdes de qualidade em potencial do vegetal e, ocasionalmente,
dificuldades de identificacdo, com isso levando a sérias consequéncias do uso aleatorio de
plantas medicinais (BRISKIN, 2000).

Tratando-se de uma pratica que estimula a participacdo direta da populagdo no
processo salde-doenca, a realizacdo da avaliacdo da espécie Ayapana triplinervis V., que é
uma planta de prevaléncia amazoénica e de uso tradicional, mostra-se essencial, principalmente
para preconizar a realizacdo de prospeccbes fitoquimicas. Além de possibilitar a
caracterizacédo de seus componentes e de fragcbes do material vegetal, assim como determinar
avaliacBes farmacoldgicas destes produtos, tais como atividade antimicrobiana, a fim de
determinar a eficacia e garantir a seguranca ao uso de plantas medicinais, e de seus derivados

e produtos fitoterapicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PLANTAS MEDICINAIS

O emprego de plantas medicinais € uma pratica secular, fundamentada no
conhecimento empirico e transmitida entre as geragdes, conhecida por medicina tradicional. O
uso empirico destas plantas, cuja maioria é cultivada em residéncias, vem sendo amplamente
discutido pelos servicos de salde e pela sociedade cientifica, devido sua preocupacdo pela
utilizacdo correta e racional dessas plantas com possiveis propriedades farmacoldgicas.

Dentre os elementos que compdem a biodiversidade, as plantas sdo a matéria-prima
para a fabricacdo de fitoterdpicos e outros medicamentos (ADAME et al., 2006). Partindo
deste conceito, a fitoterapia é a pratica do uso de plantas ou suas partes com a finalidade
terapéutica (FETROW e AVILA, 2000), cuja terapia é regulamentada pela RDC n° 14, de 31
de margo de 2010 da Agéncia de Vigilancia Sanitéaria.

Segundo Baptista (2007) as plantas medicinais sdo aquelas que tém atividade
bioldgica, possuindo um ou mais principios ativos Uteis a saude humana. No Brasil, de acordo
com a RDC n° 14 as plantas medicinais sdo consideradas, em muitos casos, como suplemento
alimentar. Além disso, podem ser adquiridas em farméacias de manipulacdo, supermercados ou
feiras livres apesar de serem regulamentadas pelo Ministério da Saude; o controle de
qualidade é precario ou inexistente; ndo ha necessidade de registro obrigatorio no préprio
Ministério da Saude ou qualquer outro 6rgao controlador para o comércio e venda de plantas
medicinais, a granel ou embalados como chés e podem ser utilizadas em cosméticos e, neste
caso, se denominam cosmecéuticos. Os fitoterapicos sdo, portanto, “remédios” originados,
exclusivamente, de material botanico integral ou de seus extratos e, importa definir outro
termo, o fitofarmaco, que é a substdncia ou a base medicamentosa, isolada de extratos de
plantas (BRASIL, 2010).

Gragcas a sua expansdo territorial e posicdo geografica, o Brasil possui a maior
biodiversidade do mundo, inclui-se neste contexto as plantas, concentrando entre 15% a 20%
do numero total de espécies do globo (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2006.). Além
da biodiversidade, a diversidade cultural das populagdes tradicionais também impressiona
pelo seu préprio aspecto cultural e pelos conhecimentos acumulados de uso sustentavel da
biodiversidade. Tais populagbes sdo detentoras de ampla gama de conhecimentos sobre 0s

recursos genéticos, principalmente no que se refere a utilizagdo de espécies da flora como



Pagina |4

produtos medicinais ou fitoterdpicos. Somado a este fato, o Brasil é detentor de um parque
cientifico, com laboratérios e universidades capazes de trabalhar no desenvolvimento de
farmacos. Entretanto, apesar de possuir a maior biodiversidade do planeta com potencial
medicinal, conhecimento tradicional e ainda de deter parque cientifico e tecnoldgico para
desenvolvimento de novos farmacos, o Brasil representa o décimo mercado farmacéutico
mundial e importa farmacos e medicamentos principalmente da Alemanha, Reino Unido e
Estados Unidos (GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO, 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 85% da populacdo mundial utiliza
plantas medicinais para tratar agravos a saude, no Brasil, os percentuais sdo proximos,
estimando-se que 82% da populacéo brasileira utilize produtos a base de ervas, e ainda o setor
fitoterapico movimenta anualmente R$ 1 bilh&o em toda sua cadeia produtiva e emprega mais
de 100 mil pessoas (ADAME et al., 2006).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim subdivididos:
25% de plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001). Das 252
drogas consideradas béasicas e essenciais pela OMS, 11% sdo originarias de plantas e um
namero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001).
Além disso, nas ultimas décadas, o interesse populacional pelas terapias naturais tem
aumentado significativamente nos paises industrializados e encontra-se em expansao o uso de
plantas medicinais e fitoterapicos (WHO, 2002).

E reconhecida mundialmente a importancia dos produtos naturais no desenvolvimento
de modernas drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). Estas plantas medicinais sdo importantes
para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus
constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matérias-
primas para a sintese ou modelos de compostos farmacologicamente ativos (WHO, 2002).
Partindo deste principio, se pensa, cada vez mais, na pesquisa e desenvolvimento de novos

farmacos a partir destes materiais vegetais.

2.2 MEDICINA TRADICIONAL NO BRASIL

Estudar a relagcdo entre meio ambiente e saude é um tema dificil, pois envolve a
gualidade de vida dos seres humanos e do planeta em geral, além de interesses e politicas
variadas em todas as esferas do contexto nacional, principalmente em se tratando de um pais
com biodiversidade tdo extensa (MALHEIROS E LOPES, 2011).
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De acordo com a OMS (WHO, 2002), é cada vez maior o numero de organiza¢des nao
governamentais e institutos de pesquisas envolvidos com a medicina tradicional, na maioria
dos paises em desenvolvimento, dentre eles o Brasil que possui entre 15 e 20% de toda a
diversidade biologica do mundo, aproximadamente 55 mil espécies pertencentes a flora
nacional, o que representa 25% de todas as espécies conhecidas. Esse nimero, baseado em
levantamentos bibliograficos, fornece pistas sobre o potencial brasileiro, pois, provavelmente
menos de 1% dessas 55 mil espécies foram estudadas quimica e farmacologicamente,
informam Barata e Queiroz (1995) e Guerra e Nodari (2004). Aliado a falta de recursos para a
identificacdo e pesquisa das espécies de plantas medicinais nativas, o Brasil ndo tem uma
legislacdo eficaz sobre a exploracdo comercial de seus recursos genéticos, abrindo espaco
para a biopirataria.

No pais, dentre os fitoterapicos mais utilizados estdo a babosa, usada no tratamento de
queimaduras; o boldo e a carqueja, indicados para ma digestdo; a horteld, utilizada como
expectorante; o alho, para o tratamento de gripes e resfriados e reducdo de colesterol; e a
caléndula, a andiroba e copaiba como anti-inflamatorios e antissépticos (SOLER, 2000). A
fitoterapia sobreviveu no Brasil devido as raizes profundas na consciéncia popular que
reconheceu sua eficicia e legitimidade (SACRAMENTO, 2001). Embora haja centenas de
instituicOes e prefeituras trabalhando com fitoterapia no atendimento da populagéo, ainda néo
ha um apoio oficial do Ministério da Saude (DANIELE e DULCIAN, 2012).

A fitoterapia vem despontando com excelentes avancos devido aos trabalhos
desenvolvidos em comunidades (ONGs) e Instituicdes publicas (municipais, estaduais e
federais), dentro do grande conflito econémico e social deste pais que tem o maior indice de
exclusdo social na América Latina. Tendo em vista que, aproximadamente, 100 milhGes de
pessoas ndao tém acesso a medicamentos, ha movimentos muito fortes no pais, tentando
fortalecer as iniciativas que utilizam praticas “ndo convencionais” no atendimento da
populagdo (MARQUES, 2001; SACRAMENTO, 2001).

Dentre as espécies encontradas na regido amazénica, relata-se o uso da Japana
(Ayapana triplinervis V.), que em perspectiva real é uma das plantas utilizadas na medicina
tradicional, com grande foco sob algumas areas de tratamento, como antibacteriana, consistira

como objeto de estudo desta pesquisa.
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2.3 ESPECIE AYAPANA TRIPLINERVIS VAHL.

2.3.1 Ayapana triplinervis V. e seu uso empirico no mundo e no Brasil.

A espécie Ayapana triplinervis Vahl. R. M. King & H. Robinson pertence a familia
Asteraceae e na literatura pode aparecer com 0s seguintes sindbnimos: Eupatorium triplinerve
Vahl e Eupatorium ayapana (Vent.). E vulgarmente conhecida como: Aypana, Aypana Cha
(Inglaterra); Aypan, Ayapan, Bishallakarani (Bangladesh); Aiapana, lapana, Japana, Japana
Branca, Japana Roxa, Erva-de-Cobra, Erva-Santa (Brasil); Aiapana, Diapana, Thé de
L’amazone (Guiana Francesa); Sekrepatoewiwiri (Suriname) e Herbe a The, HerbeVulneraire
(Antilhas do oeste da Franga) (GAUVIN-BIALECKI e MARODON, 2009).

Waring (1868) descreveu na Farmacopéia da india Eupatorium ayapana (Ayapana
triplinervis V.) como uma espécie sul-americana, naturalizada em varias partes da india, mas
geralmente conhecida pelo seu nome brasileiro Ayapana, sendo a planta inteira aromatica, de
sabor ligeiramente amargo e adstringente. H& razGes para afirmar que possui propriedade
estimulante, tbnica e sudorifica. De acordo com as declaracGes de Bouton (1864), ela ocupa
um lugar entre as principais plantas medicinais das ilhas Mauricias, usada sob a forma de
infusdo contra dispepsia e outras infeccdes do estdmago e dos pulmdes. Nas epidemias de
cllera na ilha, em 1854 e 1856, foi amplamente utilizada para restaurar o calor corporal e para
melhorar a circulacdo. Relata-se seu uso também como antidoto para picadas de cobra,
utilizada tanto interna quanto externamente, com sucesso alegado, segundo Montgomery
(1862).

Bondurant (1887) estudou a Ayapana e suas caracteristicas botanicas e observou que:
suas folhas séo largas, castanhas e/ou verde, lisas, lanceoladas, oblongas, com margens pouco
revolutas. Duas veias laterais sdo proeminentes e se ramificam a partir da nervura central,
perto da base, estendem-se paralelas com a margem para o apice. O odor € leve como a
cumarina, e seu sabor levemente adstringente e aromatico. As folhas eram recomendadas
contra indigestdo, reclamacdes peitorais e colera, e foram utilizados para estes fins na Europa
no inicio do século retrasado.

Esta planta cresce até um metro de altura e é uma erva ornamental ereta, perene e
semi-lenhosa na base. As folhas (4,5-10,5 cm de comprimento e 0,8-1,7 cm de largura) séo
aromaticas, suaves, simples, opostas, subsesseis, trinervadas, acuminadas, glabras e

lanceoladas. As hastes séo de coloracdo marrom-avermelhada. As cabecgas de muitas flores
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variam de 6-13 milimetros de comprimento cada (GAUVIN-BIALECKI & MARODON,
2009).

Figura 1: Fotografia da espécie Ayapana triplinervis V. Fonte:
http://healthmad.com/alternative/philippines-medicinal-plants-part-two/3/. Acesso em: fev. 2012.

A espécie € nativa da América do Sul e pode ser encontrada na Regido Amazonica do
Brasil, Equador, Peru, Guiana, Porto Rico, Havai, mas também estd bem representada em
outros paises como na India, Vietnd e Ilhas Mascarenhas (Reunido, Mauricias, Rodrigues)
(GAUVIN-BIALECKI & MARODON, 2009). De acordo com levantamento do Governo das
Filipinas (2006), a especie é cultivada ocasionalmente para fins medicinais, mas ndo tem
ocorréncia espontanea. Foi introduzida a partir do México, e agora a sua distribuicdo é
pantropical.

Nas Filipinas as folhas em infusdo sdo tidas como sudorificas e tbnicas, sobretudo nas
febres. Compara-se a Japana com a Camomila em seus efeitos (MARTIN, 2004), pois é
estimulante e tbnico em pequenas doses e laxativa em grandes quantidades. A infusdo quente
é emética e diaforética, e pode ser administrada com vantagens na fase inicial da malaria e no
estado que precede as alteracBes inflamatorias agudas. Segundo Koster (1935) as folhas
maceradas sdo eficazes para curar febres, resfriados e diarreia, e auxiliam no tratamento de
dores de cabeca. A planta e referida ainda por Barbuiya et al. (2009) como medicinal também

no nordeste da india, em Barak Valley, onde a medicina natural é rica e diversificada.



A Japana é amplamente utilizada na medicina popular e tem sido extensivamente
investigada por suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas. No entanto, até 0 momento, as
informacdes sobre sua composicdo quimica e atividade bioldgica permanecem ainda escassas.

Alguns componentes ja foram isolados do vegetal e os dados foram representados no Quadro

1.

Quadro 1: Presenga de compostos ja isolados na Japana.

Pagina

Componente Tipo quimico Parte da planta Origem
7-metoxi-cumarina Cumarina Planta Né&o relatado
Aiapanina Cumarina Folhas india
Aiapina Cumarina Planta india
Aiapina Cumarina Folhas india
Borneol Nao relatado Planta Nao relatado
Acetato de borneol Né&o relatado Planta Né&o relatado
1-8-Cineol Monoterpeno Folhas India
Cumarina Cumarina Planta Né&o relatado
Dafnetina Cumarina Folhas india
Eter DimetilDafnetina Cumarina Folhas india
Eter-7-Dimetil Dafnetina Cumarina Folhas India
Dipenteno Néo relatado Planta Né&o relatado
Hernarina Cumarina Planta india
Hidrangetina Cumarina Planta inteira india

Linalol

N&o relatado

Planta inteira

Néo relatado

Metileno-Dioxi-6,7-Cumarina

Cumarina

Planta inteira

Na&o relatado

Alfa-Felandreno Nao relatado Planta Né&o relatado

Sabineno Nao relatado Planta Né&o relatado

Beta-Selineno Sesquiterpenos | Oleo essencial da | Canada
planta

Estigmasterol Esterdide Folhas India

Alfa-Terineol Nao relatado Planta Né&o relatado

Timoquinona Monoterpeno Partes aéreas da | Vietnam
planta

Eter Dimetil Timoidroquinona Monoterpeno Oleo essencial das | India
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flores
Ester Metil Timoidroquinona Monoterpeno Planta inteira Néo relatado
Umbeliferona Cumarina Planta india

Fonte: Taylor, 2006.

Estudos anteriores com a japana isolaram constituintes pertencentes as classes:
cumarinas, esterdides, carotenoides, 6leos essenciais e vitaminas, com presenca relatada nos
extratos altamente polares de folhas (BOSE e ROY, 1936; 1937; CHATURVEDI e
MULCHANDANI, 1989; NATARAJAN e NATARAJAN, 1979; SPATH et al., 1937;
TRANG et al., 1992, 1993a,b). De acordo com estes, os metabolitos secundarios mais
caracteristicos da espécie sdo as cumarinas. Ha um total de sete cumarinas relacionadas ao
nome Ayapana triplinervis V.: (1) aiapanina (ou herniarina), (2) aiapina, (3) dafnetina, (4)
dimetil éter dafnetina, (5) metil-7- éter dafnetina, (6) hidrangetina e (7) umbeliferona.
Cumarinas sdo consideradas componentes da resposta de defesa geral das plantas e provou-se
que varias cumarinas substituidas apresentam atividade antiinflamat6ria ou antimicrobiana e
agem como inibidores de numerosos sistemas enziméaticos (MURRAY et al., 1982). Isto pode
explicar porgque Japana é usada como planta medicinal.

Dentre os principais componentes, destacam-se as cumarinas que sao amplamente
distribuidas nos vegetais, mas também podem ser encontradas em fungos e bactérias.
Estruturalmente, sdo lactonas do acido o-hidroxi-cinamico (2H-1-benzopiran-2-onas). Cerca
de 1.300 cumarinas ja foram isoladas de fontes naturais. Suas propriedades farmacoldgicas,
bioquimicas e aplicacdes terapéuticas dependem de seus padrdes de substituicdo (EVANS,
1996).

Muitas cumarinas sdo conhecidamente hemorragicas, podendo causar também
hipersensibilidade a luz. Muitas sementes apresentam toxalbuminas, que causam diarreias
violentas. Substancias histaminodides ou alergénicas estdo presentes em varias espécies da
familia da Japana, podendo causar edema de glote e morte por asfixia se ingeridas em
excesso. Existe ainda um grande numero de outras substancias toxicas presentes na espécie
(LORENZI e MATOS, 2002).

Murray et al. (1982) relatam que as cumarinas sdo consideradas componentes da
resposta de defesa geral das plantas e que dependendo das substituicdes, elas podem
apresentar atividade antimicrobiana e antiinflamatoria, agindo como inibidor de numerosos
sistemas enzimaticos no homem. Estes estudos estdo de acordo com o potencial

antimicrobiano apresentado pelos extratos hidroalcodlicos obtidos da espécie. Diversos
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autores como Natarajan e Natarajan (1979), Bose e Roy (1936) Chaturvedi e Mulchandani
(1989) e Beckstrom-Sternberg et al. (1994) j& isolaram cumarinas da espécie Eupatorium

ayapana V., corroborando com os resultados obtidos.

5 4
6 = 3
78 120

Figura 2: Estrutura béasica das cumarinas. Fonte: Simdes et al., 2001.

No Brasil, a japana é utilizada para variados fins, porém, seus usos nao sdo validados
por pesquisas cientificas sobre algumas atividades biol6gicas quanto aos seus componentes
isolados. No Quadro 2 foram descritos 0s usos etnomedicinais da Japana no Brasil.

Quadro 2: Informagdes etnomedicinais sobre a Japana no Brasil.

Parte utilizada do . . .
. Uso etnomedicinal documentado Tipo de extrato/ Via
vegetal/Localizacao

Tonico, estimulante, adstringente,
antidisentérico, sudorifero, para tosse,
. garganta inflamada, febre, resfriados, .
Folhas/Brasil ) .| Infuséo/Oral
dor de cabeca, nauseas, indigestdo,
diarreia, insbnia, vémitos e Ulceras

gastricas.

] Sedativo,  antipirético,  acidentes .
Folhas/Brasil . ) Decocgdo/Oral
ofidicos e Ulceras.

Folhas/Brasil Adstringente, emoliente e cicatrizante. | Sumo das folhas/Externa

i Adstringente, contra Ulceras bucais, 3
Folhas/Brasil . ) Infusdo/Externa
gengivite e picada de cobra.

Fonte: Taylor, 2006.

Dentre as atividades biologicas, vérias plantas possuem compostos com acao
antimicrobiana e assim protegem o vegetal dos microrganismos, com isso é de grande

importante enfatizar essa atividade.
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2.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A propriedade antimicrobiana das plantas pode ser explicada pela produgdo de
compostos ativos gerados durante o metabolismo secundario. Atualmente os conhecimentos,
as vezes empiricos, desta propriedade tém sido confirmados cientificamente, revelando assim
0 enorme potencial das plantas no controle de doencas infecciosas, enquanto verifica-se um
aumento nos casos de microrganismos patogénicos resistentes aos antimicrobianos
conhecidos. Extratos e Oleos essenciais de plantas tém mostrado efeitos sobre
desenvolvimento de microrganismos em inimeras situacdes, 0 que sugere uso pratico destes
produtos (SILVA, 2010)

Uma planta pode conter muitos metabdlitos secundarios, mas apenas 0Ss compostos
que estdo em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica
classica. No entanto, analisar os compostos ativos é uma tarefa mais complexa e longa, pois
geralmente os compostos minoritarios estdo entre os que apresentam melhores efeitos
bioldgicos. Por isso é indispensavel analisar a poténcia das fracdes e das substancias puras em
relacdo a sua concentracdo. Desta forma, a partir desta avaliacdo podemos predizer se o
principal componente quimico responsavel pela atividade bioldgica foi realmente determinado
(Cechinel Filho e Yunes, 1998).

Muitos podem ser os fatores ambientais capazes de influenciar a quantidade e
qualidade dos compostos secundarios das plantas (Gobbo-Neto e Lopes, 2007), dentre estes

0s principais estdo expostos na figura 3.

~~ Ritme clreadiano
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- atmaifériea NO, O,

s Hetblvarla &
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i
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Figura 3 - Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios nas plantas.
Fonte: adaptado de Gobbo-Netto & Lopes, 2007.
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Vérias plantas possuem compostos com acdo antimicrobiana e assim protegem o
vegetal dos microrganismos (SILVA, 2010) As plantas tém uma capacidade quase ilimitada
para sintetizar substancias aromaticas, principalmente fenois ou seus derivados (GEISSMAN,
1963). A maioria destes sdo metabolitos secundarios, dos quais pelo menos 12.000 j& foram
isolados, um nimero estimado que corresponde a 10% do total de componentes (SCHULTES,
1978). Em muitos casos, estas substancias servem como mecanismos de defesa da planta
contra predadores, assim como contra microrganismos, insetos e herbivoros (Tabela 1 e
Figura 4). Por outro lado, alguns componentes como 0s terpenodides, Sao responsaveis
propriedades odoriferas da planta, e outros, como quinonas e taninos sdo responsaveis pela
pigmentacdo. Além disso, também h& compostos responsaveis pelo sabor da planta (por
exemplo, a capsaicina), e algumas ervas e especiarias sdo utilizadas como temperos na
alimentacdo. Segundo Cowan (1999) compostos fitoquimicos antimicrobianos uUteis podem

ser divididos em categorias, expostos em resumo na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais classes de componentes antimicrobianos derivados de plantas.

Classe Subclasse Exemplo Mecanismo
Fendis Fendis simples Catecol Privacdo de substrato
Epicatequin Ruptura de membrana
a
Fendis acidos Acido ?
cindmico
Quinonas Hipericina Ligacdo com adesinas;

Complexos com  parede
celular e Inativagdo de

enzimas.
Flavonoides Crisinas Ligacéo a adesinas
Flavonas Complexos com parede
celular; Inativacéo de
enzimas.
Taninos Elagitanino Ligagdo a proteinas,
S Ligacdo a adesinas; Inibicdo

de enzimas; Privacdo de
substratos; Complexo com
parede celular; Rompimento
de membranas; Complexacao
com ions metalicos.

Coumarinas Warfarinas Interacdo com DNA
eucariotico (atividade
antiviral)

Terpenoides e Capsaicina Ruptura de membrana
6leos essenciais
Alcal6ides Piperina Intercalacdo com parede

celular e/ou DNA

Fonte: adaptado de Cowan (1999).
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Nesse sentido, a Figura 4 apresentada as formulas estruturais de alguns compostos

antimicrobianos que sdo mais frequentemente encontrados em plantas.
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Figura 4 — Estruturas quimicas de compostos antimicrobianos comumente encontrados em plantas.
Fonte: adaptado de Cowan (1999).

Outros estudos, como os relatados por RAHMAN e JUNAID (2008) mostraram a acéo
antimicrobiana do extrato bruto da espécie Ayapana triplinervis frente a 11 bactérias
patogénicas: Shigella dysenteriae AE 14396, S. sonnei CRL. (ICDDR, B), Salmonella typhi
AE 14.612, S. paratyphi AE 14.613, Bacillus subtilis BTCC 17, B. megaterium BTCC 18, B.
cereus BTCC 19, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa CRL
(ICDDR'B), Escherichia coli ATCC 25922 e Inaba et (Vibrio) AE 14748; e 5 fungos
fitopatogénicos, viz., Alternaria alternata (Fr.) Kedissler. E Curvularia lunata (Wakker)

Boedijn, Colletotrichum corchori Ikata (Yoshida), Fusarium equiseti (Corda) Sacc.,
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Macrophomina phaseolina (Maubl) Ashby. Botryodiplodia theobromae Pat. Nesse estudo,
todos os extratos avaliados (1000 pg / disco) apresentaram de moderada a boa atividade
antibacteriana contra os agentes patogénicos acima descritos, sendo que a técnica utilizada foi

a de difusdo em disco e o antibiotico padrao foi a ampicilina 20 pg / disco (Tabela 2).

Tabela 2: CIMs do extrato de folhas cruas de A. triplinerve contra bactérias testadas.

CIM  Extratos Brutos (pg/ml)

BACTERIAS ETER DE TETRACLORETO . ACETATO DE

PETROLED DE CARBONO CLOROFORMIO ETILA
Bacillus subrilis 750 500 250 250
B. megaterium 1000 300 500 750
B. cereus 750 250 250 250
Staphylococcus aureus 750 250 250 250
E. coli 1000 500 250 750
INABA ET (Vibrio) 1000 500 125 250
Shigella dysenteriae 1000 750 500 750
5. sonnei 750 500 500 250
Salmonella typhi 1000 300 250 250
S, paratyphi 750 500 250 250
Fseudomonas aeruginosa 12350 730 500 750

Fonte: Adaptado de RAHMAN e JUNAID (2008).

Além disso, RAHMAN E JUNAID (2008) também demonstraram que 0s extratos
brutos inibiram o crescimento micelial de todos os fungos testados na concentracdo de 100
ug/ml. Sendo que, os extratos de tetracloreto de carbono, cloroférmio e extrato de acetato de
etila foram os que inibiram mais de 50% do crescimento micelial dos fungos, com excec¢éo do
Botryodiplodia theobromae, quando comparado ao antifungico padrdo, a nistatina (100
pg/ml).

Outros estudos antimicrobianos relacionados a espécie Ayapana triplinervis ja foram
realizados, e dentre estes, um que merece destaque foi o estudo de Gupta e colaboradores em
2002, que mostrou a acdo dos extratos de éter de petréleo e metandlico dessa planta frente a
10 bactérias (Bacillus subtilis; Staphylococcus aureus; Staphylococcus epidermidis;
Micrococcus leuteus; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa; Salmonella typhi; Shigella
dysenteriae; Vibrio cholerae; Vibrio parahaemolyticus) e 4 espécies de fungos (Aspergillus
niger; Aspergillus fla; Alternaria solani; Fusarium solani) pela técnica de microdiluigdo em
caldo. O extrato de éter de petréleo mostrou largo espectro de atividade contra todas as
estirpes bacterianas na concentracdo testada 250 e 1000 pg/ml, exceto para Shigella

dysenteriae, e também atividade antifingica. Por outro lado, o extrato metanolico mostrou
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uma menor atividade do que a de éter de petrdleo nas concentragdes testadas contra as
espécies bacterianas e fungicas testadas.

Em estudos realizados por pesquisadores nas Mauricias, em 1998, os extratos de
folhas de Ayapana ndo evidenciaram qualquer atividade antibacteriana, mas mostraram uma
fraca atividade antifingica (JELAGER et al., 1998). Além disso, um extrato etandlico da
planta inteira (colhido no Suriname) foi mostrado ser ativo contra Bacillus subtilis em 50
mg/ml, mas inativo contra espécies de leveduras, bactérias e fungos (VERPOORTER et al.,
1987). Pesquisadores indianos também reportaram fraca atividade do 6leo essencial das folhas
contra varias cepas de fungos (CHAURASIA et al., 1978).

O oleo essencial das flores rendeu melhores resultados em testes antimicrobianos do
que a propria planta. Em 1979, os pesquisadores relataram na india uma forte atividade do
o6leo essencial de flores de Japana in vitro contra 10 cepas de fungos (SHARMA et al., 1979).
Em 1993, pesquisadores na India mostraram que o 6leo essencial das flores de Ayapana
possui acdo antibacteriana contra estafilococos, bactérias da cdlera e pneumonia, e Shigella,
bem como helmintos (Ascaris e Taenia) por (GARG et al., 1993). Em outro estudo, o 6leo
essencial das flores injetado em camundongos apresentou acdo depressora sobre o SNC,
analgeésica e sedativa, bem como ac&o antibacteriana in vitro (KOKATE et al., 1971). Além
disso, diversas universidades estdo apoiando a investigacdo sobre o uso da Japana como um
aditivo para alimentos armazenados, com o intuito de manter afastadas as pragas comuns e
insetos que se alimentam destes (FACKNATH e LALLJEE, 1999).

2.4.1 Principais bactérias importantes na clinica associados ao mecanismo de resisténcia

Na atualidade, a resisténcia bacteriana adquirida é descrita em praticamente todas as
espécies de bactérias, conhecendo-se detalhes dos seus mecanismos de aquisicdo e 0s
mecanismos moleculares da manifestacdo desta caracteristica (CUNHA, 1998; JACOBY et
al., 1991). Trata-se de um fenbmeno genético, relacionado a existéncia de genes contidos no
microrganismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das
drogas. A resisténcia pode ser originada em mutacGes que ocorrem no germe durante seu
processo reprodutivo e resultam de erros de cépia na sequéncia de bases que formam o DNA
cromossémico, responsaveis pelo codigo genético. A outra origem da resisténcia € a
importacdo dos genes causadores do fendmeno, consistindo na resisténcia transferivel, que
podem ocorrer por mecanismos de transducéo, transformacao e conjugacao e, frequentemente,
envolve genes situados em plasmidios e transposons (CUNHA, 1998; LACEY, 1973, 1984;
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LEVY, 1982; McDONALD, 1966; NOVICK, 1980; SAUNDERS, 1984; SUASSUNA, 1983;
TRABULSI, 1973; ZULIANNI e TRABULSI, 1972).

Embora existente, a resisténcia a drogas especificas nas bactérias causadoras de
infeccdo humana foram pouco frequentes no inicio da era da antibioticoterapia. A importancia
do problema coincidiu com a introducdo e a ampla utilizacdo de inUmeros antimicrobianos na
década de 1950, expandindo-se a partir de 1960, com a introdu¢do dos novos antibidticos -
lactdmicos, e agravando-se nas décadas de 1980 e 1990, com o surgimento de novas formas
de resisténcia e a disseminacdo de microrganismos multirresistentes.

A importancia das substancias antimicrobianas no aumento do fendmeno da
resisténcia reside no seu papel selecionador dos exemplares resistentes, através da pressdo
seletiva resultante de seu emprego clinico (humano e veterinario), industrial (conservacdo de
alimentos), comercial (engorda de animais) e experimental (BUU-HOI, 1986; FEINMAN,
1998; SAUNDERS, 1984; SUASSUNA, 1971; WITTE, 1998; W.H.O., 1983). Atualmente, a
resisténcia constitui fator de grande preocupacdo aos clinicos quanto as drogas ja utilizadas
em terapias correntes no ambito de satde mundial e é principal motivador de novas pesquisas

e desenvolvimentos de farmacos contra estes patdgenos resistentes.

2.4.1.1 Staphylococcus aureus

Os estafilococos sdo bactérias esféricas, piogénicas por exceléncia. Gram-positivas em
forma de cachos de uva (do grego staphile = cacho de uva), cujo tamanho varia entre 0,5 a 1
um de didmetro. A parede celular estafilocdcica é constituida de 50% de peptideoglicano em
peso, que consiste em subunidades polissacaridicas alternantes de N-acetilglicosamina e
ligagbes 1,4-p de acido N-acetilmurdmico. Além disso, estas estruturas sdo interligadas por
cadeias de tetrapeptideos vinculadas ao acido N-acetilmurdmico por uma ponte pentaglicidica
especifica para S. aureus. O peptideoglicano também pode ter atividade similar a endotoxinas,
estimulando a liberacdo de citocinas por macréfagos, ativacdo do sistema complemento e
agregacdo plaquetaria (LOWY, 1998). Acidos Teicoicos covalentemente ligados & camada do
peptidoglicano, sdo os constituintes majoritarios da parede, assim como o acido lipoteicdico
que é um polimero de glicerol fosfato ligado a um terminal glicolipidico ancorado a
membrana citoplasmatica (LOWY, 1998). Com isso, diferencas estruturais na parede celular
das diferentes cepas de Staphylococcus contribuem para as variagdes na capacidade deste

agente em induzir a coagulacgéo intravascular disseminada (KESSLER et al., 1991).
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Figura 5: Componentes estruturais de S. aureus. Fonte: Adaptado de Lowy, 1998. O painel A mostra a
superficie e as proteinas secretoras. A sintese de muitas destas proteinas depende da fase de
crescimento, como mostra o grafico, e é controlada por genes regulatérios. O painel B e C mostra
segmento do envelope celular. TSST-1 simboliza a toxina do choque toxico.

7

O género Staphylococcus é composto por cerca de 30 espécies, sendo algumas
frequentemente associadas a uma ampla variedade de infeccBes de carater oportunista, em
seres humanos e animais. As principais espécies de estafilococos encontrados em seres
humanos sdo os Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus
saprophyticus. O S. epidermidis é encontrado primariamente como residente da pele, tendo
um baixo potencial patogénico, assim como o S. saprophyticus, que faz parte da microbiota
normal da regido periuretral do homem e da mulher e da pele. Ao contréario destes, o S. aureus
é um patégeno em potencial e pode ser encontrado na regido da nasofaringe e também nas
fossas nasais (MURRAY, 2004; TRABULSI, 2004; TORTORA, 2005; BROCK et al., 2006).

O S. aureus foi descoberto a partir de observacgdes clinicas e estudos laboratoriais
publicados em 1880 e 1882, em Ogston, descrito como doenga estafilocdcica, buscando
compreender o seu papel na sepse e formacao de abscessos (OGSTON, 1882a e 1884b). Mais
de 100 anos mais tarde, Staphylococcus aureus continua a ser um patdgeno perigoso em seres
humanos. As frequéncias de ambas as doengas adquiridas na comunidade e no hospital como

infeccbes estafilococicas tém aumentado de forma constante, com pouca mudanca na
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mortalidade geral. O tratamento destas infec¢des se tornou mais dificil devido ao surgimento
de cepas multirresistentes. (LOWY, 1998).

As manifestacdes clinicas ocasionadas por estes agentes se revelam com maior ou
menor gravidade de acordo com a localizacdo primaria ou secundaria da infec¢éo, no entanto
0 problema da estafilococia tem se tornado sério nos Gltimos anos. Em pacientes
hospitalizados, recém-nascidos e criangas abaixo de um ano de idade, as manifestagdes
clinicas tendem a ser de maior importancia. As infeccdes estafilococicas causadas pelo S.
aureus estdo como as de maior importancia na clinica, tais como: infeccGes em pele como
impetigo, contaminacdo de feridas cirdrgicas ou em queimados, que podem levar a sepse e
complicagdes graves como osteomielite e outros focos metastaticos no coragdo, pulmao,
sistema nervoso central, rins. Além desse comportamento, certas cepas secretam enterotoxinas
gue agem a distancia, causando intoxicacdo alimentar (MURRAY, 2004; TRABULSI, 2005;
BROCK et al., 2006).

2.4.1.2 Enterococcus faecalis

Breve historia da nomenclatura

O nome "enterocoque™ foi usado pela primeira vez por Thiercelin em um artigo da
Franca publicado em 1899 (THIERCELIN, 1899); o nome era proposto para enfatizar a
origem intestinal deste novo diplococo gram-positivo. No mesmo ano, MacCallum e Hastings
relataram um caso de endocardite provocada por um microrganismo que denominaram de
Micrococcus zymogenes, sendo que artigos mais recentes ja sugeriam que esse organismo era
realmente um Enterococcus hemolitico (SHERMAN, 1937). O nome Streptococcus faecalis
(faecalis, relativo a fezes) foi proposto em 1906 por Andrewes e Horder, que isolou este
organismo a partir de um paciente com endocardite e considerou que esta bactéria era
caracteristica do intestino humano, a denominando entdo de "Streptococcus faecalis"
(ANDREWES e HORDER, 1906). Durante a proxima década, varios autores estudaram e
escreveram sobre isolados aos quais também se referiam como S. faecalis, mas em 19109,
Orla-Jensen usou a uma terminologia diferente enquanto descrevia cepas de S. ghycerinaceus
e S. faecium (ORLA-JENSEN, 1919).

Por uma série de anos, esses nomes foram largamente ignorados e 0s organismos

foram considerados como sendo o mesmo S. faecalis (SHERMAN, 1937). As diferencas de
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nomenclatura e opinido sobre o assunto existiam, ndo s6 para S. faecalis, mas também para o
nome comum, Enterococcus. Com isso, em uma revisdo publicada em 1937 por Sherman
(SHERMAN, 1937), o mesmo enfatizou que o termo ‘enterococos’ foi usado com significado
diferente que vai desde a definicdo ampla de quaisquer estreptococos fecal para uma definicao
restrita de organismos que pareciam ser idénticos ao S. faecalis (MURRAY, 1990).

Desta forma, Sherman propds um esquema de classificacdo que separava 0S
estreptococcos em quatro divisdes: piogénicos, viridans, lactico e Enterococcus. O ultimo
termo foi utilizado para os organismos que (na sua maior parte) cresciam a 10° e 45°C, em
NaCl 6,5%, e em pH 9,6 e que sobreviveram na situacdo de 60°C durante 30 min, a
capacidade para quebrar esculina também foi observada (SHERMAN, 1937). Muitos destas
caracteristicas tornaram-se amplamente usadas para distinguir entre enterococos e
estreptococos, como S. bovis, além de auxiliar a identificacdo dos enterococos (MURRAY,
1990).

O esquema de classificacdo de Sherman também se correlacionou com a classificagdo
soroldgica originada por Lancefield no inicio dos anos 30. Nesse sistema, 0 enterococos
demonstraram reagdes positivas com o grupo D de anti-soros, enquanto que a estreptococos
piogénico reagiram com o grupo A, B, C, E, F ou G e os estreptococos viridans foram néo
agrupaveis, embora o S. bovis tenha demonstrou mais tarde reacdo positiva para o anti-soro
do grupo D. Dentro dos enterococos, Sherman descreveu o que foi reconhecido, naquela
época, como espécies enterocdcicas, S. faecalis, S. zviogenes, S. liquefjaiens, e S. duirans. No
entanto, por causa das semelhancas entre as espécies, 0 pesquisador sugeriu que a
terminologia mais apropriada seria a seguinte: S. faeccalis (hemdlise negativa, protedlise
negativa), S. faeccalis var. liquefaciens (Hemolise negativo, protedlise positiva), S. faecalis
var. hemoliticus (hemdlise positiva, proteolise, negativa), S. faecalis var. zymogenes
(hemolise positiva, protedlise positiva), e S. durans. Nesse sentido, trabalhos mais recentes
mostram que a hemolise ¢ mediada por plasmideo, que pode ser transferido para cepas nao
hemoliticas, confirmando a inadequacdo do uso desta caracteristica para distinguir as espécies
(IKE et al.,1987).

Alguns enterococos moveis também foram observadas na década de 50 por
produzirem um pigmento amarelo, e em 1968 foi sugerido a esses microrganismos 0 nome S.
faecium var. casseliflavus (GRAUDAL, 1957; MUNDT e GRAHAM, 1968). Além disso, em
1955, a partir de queijo Gouda, foi isolado um Enterococcus referido como "malodoratus”
por causa do seu mau cheiro (COLLINS et al.,1984). Por outro lado, outras cepas de

enterococos foram testadas quanto a sua reacdo com o anti-soros D e Q de Lancefield. No
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qual, observou-se que estes organismos se assemelhavam aos enterococos de galinhas, que
foram denominados de Streptococcus "aviumn" em 1967 (NOWLAN e DEIBEL, 1967),
nome que foi reconhecido em 1974 no Manual Bergev (DEIBEL e SEELEY, 1974).

Na ultima década, o uso de acido nucleico tem esclarecido de maneira indubitavel o
parentesco entre estas espécies e entdo, expandiu-se o esquema de classificagdo para 0s
enterococos. Farrow et al. em 1983 apresentou estudo bioquimico e de DNA, onde dados de
hibridizacdo indicaram que S. faecalis, S.faecium, S. casseliflai‘us, S. aviumn, S. durans, e S.
faecalis var. malodoratus eram todos distintos; e que o S. faecium var. niobilis era a mesma
espécie que S. casselflavus. Além disso, determinou que o S. faecalis e a sua ex-subespécie
liquefaciens e zymogenes eram de fato uma Unica espécie; e que alguns enterococos do grupo
D de galinhas, designada S. gallinarumn, eram distintos do S. aviumn (BRIDGE e SNEATH,
1982; FARROW et al., 1983).

Caracteristicas fisicas dos Enterococcos

Os Enterococcus sdo células esféricas ou ovdides, com dimensdes variando de 0,6 a
2,5 um, ocorrendo geralmente em pares ou cadeias curtas em meio liquido. Algumas vezes
podem se apresentar em formas cocobacilos, quando o crescimento acorre em agar, ou formas
ovaladas e em cadeias quando o crescimento se d& em caldo tioglicolato. Esses organismos
sdo gram-positivos e podem ser moveis, apresentando poucos flagelos e auséncia de capsula,
anaerdbios facultativos, capazes de fermentar diversos carboidratos com producdo
principalmente de L(+)-acido lactico. Essa fermentacdo ocorre sem producéao de gas, com pH
variando entre 4,2 e 4,6, e possui necessidades nutricionais complexas (LEME & FERREIRA,
2001).

Tal como o0s estreptococos, estes microrganismos ndo expressam enzimas como
citocromo oxidase e catalase, embora algumas cepas produzam pseudocatalases (FACKLAM
e CAREY, 1985; SCHLEIFER e KILPPER-BALZ, 1984). Crescem geralmente entre 10°C e
45°C, cuja melhor temperatura de crescimento é 37°C em pH 9,6, também podem crescer em
solugéo de NaCl 6,5% e na presenca de sais biliares a 40% (KONEMAN et al., 2001).

A habilidade de formacdo de biofilme pelo género Enterococcus permite a
colonizacdo de superficies inertes e bioldgicas, protegendo-o contra agentes antimicrobianos e
acdo de fagocitos, assim como pode mediar adesdo e invasdo de células do hospedeiro
(BALDASSARRI et al., 2005). Além da formacgdo de biofilme, os principais fatores de
viruléncia sdo a producdo de substancia de agregacdo, adesinas de superficie, acido
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lipopolitecdico, producédo extracelular de superdxido, enzima litica gelatinase e hialuronidase
(KAYAOGLU e ORSTAVIK, 2004).

Esses microrganismos sdo resistentes a diversos antibidticos, como a tetraciclina e a
gentamicina (SEDGLEY et al., 2005). No entanto, algumas cepas de Enterococcus ssp. sdo
susceptiveis a ampicilina, benzilpenicilina, cloranfenicol, eritromicina, kanamicina,
rifampicina, estreptomicina e vancomicina (KAYAOGLU e ORSTAVIK, 2004; SEDGLEY
et al., 2005).

O género Enterococcus inclui diversas espécies comensais que sdo residentes no trato
gastrintestinal, vagina e cavidade bucal. Por outro lado, algumas espécies, como E. faecalis e
E. faecium podem originar doengas, incluindo infeccBes urindrias e endocardite
(KAYAOGLU e ORSTAVIK, 2004). Nesse sentido, mais de 90% das infeccdes humanas
enterococicas sao causadas por E. faecalis, sendo as demais por E. faecium. Doencas
relacionadas a outras espécies desse género sdo raras (KAYAOGLU e ORSTAVIK, 2004;
JETT et al.,1994).

As infeccdes mais associadas com os enterococos sdo as infeccdes do trato urinario,
intra-abdominais, pélvicas, bacteremia, endocardite, cutaneas, neonatais, do sistema nervoso
central e do trato respiratério (LEME e FERREIRA, 2001; PALAVECINO et al., 2001;
GOULD et al., 2004). A infeccdo do trato urinario é a infeccdo mais frequente no homem,
sendo que a maioria dessas infeccdes é de origem hospitalar e estd associada, principalmente a
instrumentalizacdo e cateterizacdo prévia, anormalidades do trato urinario, uso extensivo de
antimicrobianos e a debilidade do paciente. Os enterococos raramente causam infec¢Ges ndo
complicadas do trato urindrio em mulheres ndo hospitalizadas (GOULD et al., 2004;
SANDRI, 2004). As infecgdes intra-abdominais sdo consideradas como o segundo tipo mais
frequente de infeccdo relacionado ao enterococos Além dessas infeccdes, também ja foram
descritos casos de prostatite e abcesso periférico atribuidos a enterococos (MOELLERING,
1992; SANDRI, 2004).

Bacteremia € o terceiro tipo de infeccdo mais comumente atribuida ao enterococos
(HORNER et al., 2005; DESHPANDE et al., 2007). Segundo MOELLERING (1992) a
relacdo de bacteremia com endocardite é variada, ou seja, se a origem da bacteremia for
hospitalar, apenas em 1% dos casos ha evolucdo para endocardite; se a origem for
comunitaria, no entanto, em aproximadamente um terco dos casos had evolucdo para
endocardite. Apesar da bacteremia estar associada ao choque séptico ou a coagulacéo

intravascular disseminada, tais complicacGes sdo raras e quando ocorrem, geralmente estéo
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relacionadas a bacilos Gram-negativos que acompanham o0s enterococos em bacteremias
polimicrobianas (MURRAY, 1990).

Os enterococos sdo responsaveis por 5 a 15% dos casos de endocardite infecciosa,
sendo o E. faecalis a espécie mais frequentemente relacionada a essa doenga. A endocardite é
comum entre idosos do sexo masculino e segue, em geral, um curso subagudo, acometendo
mais frequentemente paciente com valvulopatias ou com valvulas prostéticas, embora também
possa determinar infeccdo em valvulas previamente normais (LEME e FERREIRA, 2001;
SHEPARD e GILMORE, 2002).

Infecgdes menos frequentes causadas pelos enterococos incluem infec¢des neonatais,
do sistema nervoso central e do trato respiratorio, normalmente envolvendo pacientes com
multiplas invasées ou muito debilitados (LEME e FERREIRA, 2001; BENDER, 2008;
BENDER et al., 2010).

2.4.1.3 Pseudomonas aeruginosa

As Pseudomonas sdo bacilos Gram-negativos, aerébios e moveis que pertence a
familia Pseudomonadaceae, com tamanho que varia entre 0,5 a 0,8 um de didmetro por 1,5-
3,0 um de comprimento. Sua motilidade é realizada por um unico flagelo polar, sendo que
suas espécies sdo distinguidas através de testes bioquimicos e hibridacdo de DNA. Essas
bactérias possuem necessidades nutricionais minimas, sobrevivendo em uma grande
variedade de ambientes, tais como o solo e na agua, e podem também fazer parte da
microbiota normal do trato intestinal e pele de 3 a 5 % da populacdo (ALBRECHT et al.,
1996). Mais da metade de todos os isolados clinicos de P. aeruginosa produzem o pigmento
piocianina azul-esverdeada, que muitas vezes tem um odor caracteristico doce em cultura
(LESSNAU et al., 2012).

Estes patdgenos sdo comuns na natureza, habitando o solo, dgua, plantas e animais,
incluindo humanos (LESSNAU et al., 2012). A espécie P. aeruginosa é uma bactéria
invasiva, toxigénica e o principal patégeno humano do grupo de bacilos ndo fermentadores de
glicose, podendo causar infeccOes oportunistas especialmente em  pacientes
imunocomprometidos, como vitimas de queimaduras, pacientes com cancer ou fibrose cistica.
Essa bactéria cresce facilmente mesmo em condi¢cdes desfavoraveis aos outros
microrganismos e possuem resisténcia intrinseca e adquirida aos antimicrobianos mais
comuns, desta forma esta associada frequentemente a infecgcdes nosocomiais (ALBRECHT et

al., 1996). Adicionando a sua patogenicidade, esta bactéria tem o minimo de requisitos
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nutricionais e pode tolerar uma ampla variedade de condicGes fisicas (LESSNAU et al.,
2012).

A P. aeruginosa como um patdgeno oportunista, raramente causa doenga em pessoas
saudaveis. Na maioria dos casos de infeccdo, hd perda da integridade da barreira fisica ou
deficiéncia imunoldgica (por exemplo, imunossupressdo, neutropenia) nos individuos
acometidos pela bactéria (LESSNAU et al., 2012). Esta espécie pode causar infeccGes
nosocomiais graves, com elevada letalidade (PELLEGRINO et al., 2002; SAFDAR et al.,
2004) e atualmente se posiciona entre as principais bactérias causadoras desse tipo de
infeccdo, perdendo apenas para o Staphylococcus coagulase negativo e o S. aureus (SADER
et al., 2001). Relatos de cepas de P. aeruginosa resistentes aos antimicrobianos foram
publicadas no Brasil (ANDRADE et al.,2003; KIFFER et al.,2005) e em outros paises (VAN
ELDERE, 2003; RAJA e SINGH, 2007), destacando-se a resisténcia a antimicrobianos de
amplo espectro como os carbapenémicos e as cefalosporinas anti-pseudomonas (NICOLETTI
et al., 2006; LANDMAN et al., 2007; LI et al., 2000).

A patogénese das infecgdes por Pseudomonas é complexa e multifatorial, visto que as
espécies de Pseudomonas sdo invasivas e toxigénicas. De acordo com Pollack (2000), a
patogénese envolve 3 fases: (1) fixacdo bacteriana e colonizagdo, (2) infeccdo local, e (3)
disseminacdo na corrente sanguinea e doenca sistémica. A colonizacdo e aderéncia estdo
associadas a fatores de viruléncia das cepas, tais como a producgéo de proteases extracelulares
gue auxiliam a adesao e invasao bacteriana. Além disso, estes fatores podem levar a infec¢bes
no trato respiratorio em pacientes com fibrose cistica e/ou com complicacdes na ventilacdo
mecénica (LESSNAU et al., 2012).

Como dito anteriormente, a P. aeruginosa € uma bactéria ubiquitaria e faz parte da
microbiota humana, por isso raramente € causa de infeccdes comunitarias em individuos
saudaveis. No entanto, em ambientes hospitalares, esta bactéria tornou-se um dos mais
importantes agentes infecciosos, principalmente em pacientes predispostos com quebra de
barreiras fisicas e imunossupressdo. Além disso, o numero de fatores de viruléncia é
significativamente maior em cepas oriundas de isolados clinicos quando comparados as cepas
ambientais (TADEU et al., 2000). Nesse sentido, quase todos 0s equipamentos e materiais
hospitalares, principalmente com componentes liquidos, podem servir de reservatorio para a
bacteéria, incluindo equipamentos de ventilagéo assistida, fluidos de administracédo intravenosa
e desinfetantes (SWADDIWUDHIPONG et al., 1995).

No Brasil, dados do programa SENTRY mostraram que a P. aeruginosa foi o

patdgeno mais frequentemente isolado em pacientes com pneumonia hospitalar, a segunda
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maior causa de infeccdo urinaria e ferida cirdrgica e o sétimo patdgeno mais comum em
infeccBes da corrente sanguinea, nos hospitais avaliados pelo programa (SADER et al., 1999).
Além disso, também foi o segundo agente mais frequente em individuos queimados
(SANTUCCI et al., 2003). Desta forma, infec¢cdes causadas por P. aeruginosa, em pacientes
imunocompetentes, sdo trataveis e potencialmente curdveis. No entanto, infec¢des agudas
fulminantes, como pneumonia bacteriana, sepse, infeccdes em feridas, queimaduras e
meningite estdo associadas com taxas de mortalidade extremamente elevadas (LESSNAU et
al., 2012).

2.4.1.4 Escherichia coli

A Escherichia coli foi inicialmente chamada de Bacterium (Bacilllus) coli communne
quando descoberta, tendo a sua denominagdo modificada para Bacilllus coli por Castellani e
Chalemers em 1919. Essa bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae, que é composta por
microrganismos que podem crescer aerobicamente ou anaerobicamente e utilizam carbono
simples e nitrogénio no seu metabolismo (EWING, 1986). Dessas fontes, fermentam
principalmente a glicose, resultando na formacdo de &cido e gas (NEIDHARDT, 1987;
ARTENCIO, 2007). As bactérias desta espécie sdo bastonetes Gram-negativos curtos, que
medem de 1,1 a 1,5 pum de diametro por 2,0- 6,0 um de comprimento e podem ser
encontrados isolados ou aos pares e ndo formam esporos. Além disso, a E. coli apresenta
motilidade devido a presenca de flagelos peritriqueos (ORSKOV e ORSKOV, 1984).

Em placas de &gar incubadas por 24 horas a 37°C, as colonias de E. coli. tém formato
baixo, convexo, liso e incolor. No Agar MacConkey, as col6nias se apresentam cercadas por
um precipitado de coloracdo rosa claro. No agar EMB (Eosine-Methylene Blue) possuem
coloracdo verde metalica escura. J& no Agar Tergitol, as colbnias desenvolvem coloracéo
amarela, com didmetro de aproximadamente 1-3 mm, de estrutura granular em toda a sua
margem. Algumas colbnias podem ser rugosas e maiores que o usual apresentando
irregularidade em seus bordos. Em agar sangue é frequente a ocorréncia de hemolise por E.
coli patogénica de mamiferos, sendo que em amostras isoladas de aves, a hemdlise ndo é
comum, outra caracteristica é a rapida turbidez em caldos nutrientes (BARNES, et al. 2003).

A Escherichia coli é uma bactéria anaerdbia facultativa predominante do colon
humano. No organismo infantil, geralmente coloniza o trato gastrointestinal dentro de
algumas horas de vida, e, posteriormente ap0s adaptacdo, a E. coli atua como comensal no

hospedeiro (DRASAR e HILL, 1974). Normalmente, essa bactéria permanece inofensiva no
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lumen intestinal, no entanto, em hospedeiros imunossuprimidos ou debilitados, ou quando as
barreiras gastrointestinais sdo violadas, as cepas normais de E. coli podem ser tornar
patogénicas e assim causar infeccdo. Além disso, alguns grupos de E. coli expressam varios
fatores de viruléncia, que podem causar um amplo espectro de doencas em humanos
(NATARO e KAPER,1998).

InfeccBes causadas por E. coli patogénica pode estar limitada as superficies de
mucosas ou podem disseminar em todo o corpo. Trés sindromes clinicas gerais podem
resultar de infeccBes com cepas patogénicas de E. coli: (i) infeccdo do trato urinario, (ii)
sepse/meningite, e (iii) diarreia/doencga diarreica (NATARO e KAPER,1998). A E. coli
também ¢é a principal causa de infec¢des do trato urinério, incluindo pielonefrite e prostatite
(ALBRECHT et al., 1996).

Segundo Albrecht (1996), os géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Serratia e
Citrobacter (chamados coletivamente de coliformes) e Proteus, sdo responsaveis por uma
grande variedade de infec¢bes. Sendo que destas, a E. coli € um patégeno entérico mais
comumente isolado em laboratdrios clinicos, principalmente nos paises em desenvolvimento,
como no Brasil.

Nesse sentido, os principais grupos de E. coli responsavel pela doenga entérica
incluem os sorotipos classicos enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasivos (EIEC), entero-hemorragica (EHEC), e enteroagregativa (CEEA)
(ALBRECHT et al., 1996). E. coli tem diversos mecanismos para a producdo de patogénese
em humanos, que incluem diferentes toxinas e fatores de colonizacdo. Espécies de coliformes
raramente causam doenca extra-intestinal, a menos que as defesas do hospedeiro estejam
comprometidas (ALBRECHT et al., 1996). De forma geral, os coliformes sdo bacilos Gram-
negativos, flagelados. Algumas cepas produzem capsulas. A viruléncia depende muitas vezes
da presenca de pili penhora (que podem ser caracterizadas por reacdes de hemaglutinacao) e

pili sexuais.

2.4.1.5 Proteus mirabilis

O nome Proteus foi usado pela primeira vez por Hauser em 1885 para descrever uma
bactéria isolada da carne putrefata. Proteus mirabilis, um gram-negativo,dimorfico, membro
moveis da familia Enterobacteriaceae, tem fascinado os cientistas por mais de 125 anos
devido a sua capacidade de se diferenciar de hastes curtas em células alongadas

multinucleadas que expressam milhares de flagelos (HOENIGER, 1965).
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Proteus mirabilis sdo bacilos que se desenvolvem no solo, na 4gua e no trato intestinal
de mamiferos. Eles sdo capazes de colonizar forma coordenada superficies solidas. Estas
bactérias sdo agentes causadores de uma variedade de infeccdes das vias respiratorias
oportunistas incluindo nosocomiais, de olhos, ouvidos, nariz, pele, queimaduras, garganta e
feridas (ROZALSKI et al., 1997; JIM MANOS & BELAS, 2006). Sd0 mais comumente
associados a infec¢bes do trato urinario (ITU) em individuos com ou anormalidades
funcionais e estruturais, e especialmente em infec¢fes ascendentes de pacientes submetidos a
cateterizacdo urinaria (WARREN et al.,1987; WARREN et al.,1982).

Esses organismos sdo capazes de colonizar e causar doengas devido ao seu arsenal de
fatores de viruléncia como fimbrias, motilidade flagelar, fatores de variacdo antigénica,
capsulas, IgA-proteases, fatores prejudiciais aos hospedeiros (enzimas de degradacdo, tais
como proteases, ureases, hemolisinas), formacéo de cristais de hidroxiapatita, capacidade de

formacéo de biofilmes, dentre outros.

2.4.1.6 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae, também conhecida como bacilo de Friedlander, é uma das
principais representantes deste grupo de agentes. Pertence a familia Enterobacteriaceae.
Dentre as espécies, destaca-se a Klebsiella pneumoniae, além disso, pode-se citar as
seguintes: Klebsiella oxytoca; Klebsiella ozaenae; Klebsiella rhinoscleromatis; Klebsiella
ornithinolytica; Klebsiella planticola e Klebsiella terrigena.

Essas bactérias sdo anaerobias facultativas ou aerébias, fermentam um grande nimero
de carboidratos, possuem estrutura antigénica complexa e produzem uma variedade de toxinas
e de outros fatores de viruléncia (FARMER e KELLY, 1991). Sendo bactérias entéricas,
estabelecem-se no trato intestinal normal alguns dias ap6s o nascimento e, a partir dali,
constituem uma parte importante da flora microbiana aerdbia (anaerébia facultativa normal).
A Klebsiella pneumoniae também é encontrada no trato respiratério, em aproximadamente
5% dos individuos normais (ANA et. al., 1996). Além disso, a Klebsiella pneumoniae
também representa importante problema na infecgdo hospitalar, principalmente em pacientes
debilitados. E comumente transmitida pela equipe de salde, pelos instrumentos ou pela
medicacdo parenteral. Seu controle depende da lavagem de méos, de rigorosa assepsia, de
esterilizacdo do equipamento, de desinfeccdo, de restricdo do tratamento endovenoso e de

precaucdes para se manter o trato urinario estéril. No entanto, as medidas de controle ndo séo
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possiveis no tocante a flora enddgena normal, podendo a partir dai ocorrer a infeccdo
sistémica.

Esta bactéria é responsavel por uma pequena fracdo (cerca de 3%) das pneumonias
bacterianas, sendo um dos poucos bacilos Gram-negativos que causam pneumonia lobar
(Johnson et al., 1993). Pode provocar extensa consolidacdo necrotizante hemorragica dos
pulmbes e formagdo de cavidades. Causa pneumonia em pacientes debilitados ou
imunossuprimidos, sendo os alcoolatras particularmente suscetiveis a infecgéo.

Estudo recente publicado pelo SENTRY Antimicrobial Surveillance Program mostrou
que a E.coli e ogénero Klebsiella sdo os principais agentes etiolégicos em infeccbes de
corrente circulatoria, infeccdes de pele e tecidos moles (Gales et al., 2012). O aumento da
resisténcia entre os membros da familia Enterobaceriaceae tem culminado com o
aparecimento cada vez mais frequente de espécies multirresistentes, para as quais as opcoes
terapéuticas sdo muito limitadas (Kallen et al., 2010; Patel et al., 2009). Embora os géneros
Klebsiella spp. e Enterobacter spp. constituam a principal ameaca, a presenca de f-
lactamases de espectro estendido (ESBL), AmpC B-lactamases e carbapenemases também
tem sido bastante freqliente em outras espécies como Escherichia coli, Serratia marcescens,
Citrobacter spp. e Proteus spp., entre outras (ANDRADE et al., 2011; JONES et al., 2009).
A resisténcia aos carbapenémicos ja é considerada um problema de salde publica em diversos
paises e a producdo da enzima Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) tem sido
descrita como o principal mecanismo de resisténcia a esta classe de antibidticos na familia
Enterobacteriaceae (CHEN et al., 2012; GIAKKOUPI et al., 2011).

2.5 DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS A PARTIR DE PLANTAS

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é complexo, longo e de alto
custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovagOes cientificas e tecnoldgicas
(GUIDO et al., 2008). Os avancos expressivos da quimica e biologia e a melhor compreenséo
de vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos que levam ao aparecimento e
desenvolvimento de doencas, tornaram possivel a descoberta de inovagOes terapéuticas
notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida da populagdo mundial.

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos é dividido em duas grandes
fases: (I) descoberta (também conhecida como pré-clinica ou pesquisa basica) e (II)
desenvolvimento (ou clinica) (LOMBARDINO E LOWE, 2004). Nos estagios iniciais da fase

de descoberta, as pesquisas se concentram geralmente na identificacdo e otimizacdo de
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moléculas capazes de representar novas entidades quimicas com potencial de
desenvolvimento clinico. A validagdo do alvo molecular selecionado é fundamental por uma
série de razbes que envolvem desde o estabelecimento de sua relevancia no processo
fisiopatoldgico em estudo até a caracterizacdo do impacto de sua modulacdo seletiva no
tratamento ou na cura de doencas ou disfun¢ées em humanos.

O presente trabalho se propde a avaliar as propriedades dos constituintes
quimicos isolados das folhas do vegetal, obtidos com diferentes extratos de polaridades
crescentes de Ayapana triplinervis V. quanto as suas acfes contra cepas de bactérias gram-
positivas e principalmente gram- negativas. Com isso, este estudo faz parte do processo inicial
de desenvolvimento de um novo farmaco, visando combater estes patdgenos através da

utilizacdo da terapia medicamentosa derivada de produtos naturais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos e fragdes de folhas de Ayapana triplinervis V.

sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter extratos de folhas de Ayapana triplinervis V. a partir dos seguintes solventes: etanol

(extrato hidroalcodlico), metanol, acetato de etila e hexano;

- Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos frente as cepas ATCC de S. aureus;
E. faecalis; P. aeruginosa e E. coli com determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM);

- Obter fracGes a partir do extrato metanolico de Ayapana triplinervis;
- Avaliar a atividade antimicrobiana das fracdes frente a bactérias gram-negativas (P.

aeruginosa, E. coli, Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae) com determinacédo de CIM E
CBM.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 TRATAMENTO PRELIMINAR DO MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta do material botanico

A coleta do material vegetal foi realizada por especialista local (mateiro), no més de
marco de 2011, no municipio de Acard, estado do Para. A regido se encontra a 01°32.684’ de
latitude e a 048°23.984° de longitude, coordenadas geograficas obtidas com a utilizagdo de um
equipamento do tipo GPS (Global Positionig System). A identificacdo botanica foi realizada
por especialista do Museu Emilio Goeldi e uma exsicata foi depositada no herbario da

instituicdo com o nimero MG 123913.

4.1.2 Limpeza, secagem e preparo do material vegetal

Apos a coleta, o material foi separado em: folhas, talos, e raiz, de onde se aproveitou
para esta pesquisa somente as folhas. Posteriormente, seguiu para a lavagem superficial com
agua, para a retirada de impurezas e em seguida, com alcool a 10%, para a retirada de
microorganismos. Apos a lavagem, o material foi seco a temperatura ambiente por 24 horas e
apos este periodo, seguiu para estufa de circulacdo de ar a 45° C por 5 dias. O material seco
foi pulverizado em moinho de martelos e facas na Central de Extragdo da Faculdade de

Quimica da Universidade Federal do Para.

4.1.3 Obtencao dos extratos hexanico, de acetato de etila, metandlico e hidroalcodlico

Para a execucdo desta etapa, deve-se levar em consideracdo uma série de fatores que
interferem nesta operacdo, tais como as caracteristicas do material vegetal, o seu grau de
divisdo, 0 meio extrator (solvente) e a metodologia (SIMOES et al., 2001).

O grau de divisdo do material vegetal ira influenciar diretamente na eficiéncia da
extracdo, ja que o poder de penetracdo dos solventes depende, entre outros fatores, da
consisténcia dos tecidos que formam o material a extrair. O solvente escolhido deve ser o
mais seletivo possivel, pois é gracas a seletividade que se pode extrair apenas as substancias

desejadas ou em maior quantidade. J& quanto a escolha do método extrativo, deve-se avaliar a
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eficiéncia e a estabilidade das substancias extraidas, considerando a finalidade do extrato que
se quer preparar, pois como a composicdo quimica das plantas é extremamente complexa,
frequentemente ocorre a extracdo de substancias farmacologicamente ativas, ou nao,
desejadas, ou ndo, por isso deve-se definir com a maior precisdo possivel o que se deseja
obter (ALVES e PAVANI, 1991).

Para a execucdo desta etapa, o material pulverizado foi submetido a extragdo a frio
pelo processo de maceracdo por polaridade crescente. Primeiramente 100 gramas do material
vegetal foram colocados em contato com 500 mL de hexano P.A. por sete dias em erlenmeyer
fechado e estéril, protegido de luz, calor e umidade, com agita¢des regulares de 3 minutos por
dia. Apoés este periodo, realizou-se a filtragdo sob véacuo. A solucdo resultante foi separada
para seguir para evaporador rotativo para a obtencdo do extrato seco hexanico, e o residuo foi
submetido a uma nova extracdo com 500 mL de solvente acetato de etila P.A. por um novo
periodo de sete dias, com agitacbes regulares de 3 minutos. Ao término deste periodo
realizou-se a filtracdo deste material. A solugéo resultante seguiu para evaporador rotativo e
obteve-se 0 extrato de acetato de etila e com o residuo filtrado seguiu-se nova maceracdo com
solvente metanol, pelo mesmo processo. Apds os sete dias, obteve-se 0 extrato metanolico e
entdo, com o residuo, realizou-se a Ultima etapa do processo com solucdo hidroalcodlica a
70%, de agua destilada estéril e etanol P.A. obtendo-se assim os quatro extratos, em um
periodo de tempo de 28 dias. A técnica de maceracdo por solventes de polaridade crescente

estd padronizada na Farmacopéia Brasileira de 4 de novembro de 1926.

4.1.4 Obtencéo das frac6es do extrato metanolico

Cromatografia em coluna

A cromatografia € um método fisico-quimico de separa¢do dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes em duas fases, que estdo em
contato intimo. Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra se move através dela.
Durante a passagem da fase mdvel sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sdo
distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase
estacionaria, o que resulta em migracgdes diferenciais desses componentes. Cromatografia em
coluna consiste em uma técnica classica, feita em coluna de vidro, sob pressdo atmosférica,

com o fluxo da fase movel devido a forga da gravidade (COLLINS et. al., 2006).
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A cromatografia em coluna, utilizada nos ensaios, enquadra-se na classificacdo de
Collins em dois critérios: fisico-quimico (por adsor¢do) e passagem da amostra (elui¢do).
Segundo a autora, quando se trata de um sélido, como a silica ou alumina, como fase
estacionaria, a adsorcdo do soluto ocorre na interface entre o sélido e a fase movel, devido a
presenca de grupos ativos em sua superficie (principalmente em atragdes dipolares — forcas de
Van Der Walls- ou coulémbicas, incluindo a formacéao de ligacdes de pontes de hidrogénio).

Esta técnica é muito utilizada para isolamento de produtos naturais e purificacdo de
produtos de reacBes quimicas. As fases estacionarias mais utilizadas sdo silica e alumina,
entretanto estes adsorventes podem servir simplesmente como suporte para uma fase
estaciondria liquida. Fases estacionarias solidas levam a separagdo por adsorcdo e fases
estacionarias liquidas por particdo. Esses suportes sdo acondicionados em tubos cilindricos
geralmente de vidro, colunas, de didmetros variados, 0s quais possuem uma torneira em sua
extremidade inferior. A Fig. 6 é uma ilustracdo de uma coluna cromatografica empacotada

com silica, sendo mostrados seus demais constituintes.

4— Sclwvente

44— Fase estaciondria
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Pastilha de
amostra
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Figura 6: Esquema de empacotamento da cromatografia em coluna. Adaptado de Quimica Nova na
Escola - Cromatografia N° 7, maio 1998.

A coluna de vidro utilizada na técnica tem 4 mm de didmetro por 30 cm de altura. O
método usado para a introducdo do suporte na coluna foi com silica gel umida, previamente
homogeneizada (silica gel para coluna 0,063 — 0,2 mm/ 70-230 mesh ASTM) com solvente
hexano P.A. Colocou-se uma pequena bucha de algodédo na base inferior da coluna para evitar
a passagem do suporte sélido pela torneira e a mesma foi preenchida até cerca de 20 cm,

lentamente, durante 2 horas.
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Ap0s periodo de repouso deixou-se escoar o solvente até que restou pouca quantidade
de solvente na superficie, evitando-se sua secagem completa. Posteriormente, foi introduzida
a “pastilha” de amostra (impregnacdo da amostra - 5 gramas de extrato metanolico- em
pequena quantidade do adsorvente, silica gel) no solvente, diretamente na coluna com o
auxilio de uma pipeta Pasteur, tendo cuidado para ndo perturbar a superficie do adsorvente, e
entdo se iniciou a eluigo.

A coluna foi preenchida com o solvente (até o topo), e iniciada a elui¢do propriamente
dita. A medida que as fracdes foram sendo recolhidas na base da coluna tornou-se necessario
adicionar mais solvente, cuja polaridade foi modificada mediante mistura graduada com
outros solventes mais polares — Hexano P.A. 100%; Hexano P. A./ Diclorometano P. A.
50:50; Diclorometano P.A 100%; Diclorometano P.A/ Acetato de Etila P. A. 50:50; Acetato
de Etila P. A. 100%; Acetato de Etila P. A./ Metanol P. A. 50:50; Metanol P. A. 100%;
Metanol P. A./ Agua 50:50; e Agua 100% - Respectivamente, todos na quantidade de 500
mL.

Apbs o recolhimento das fracdes, realizou-se um monitoramento por Cromatografia
em Camada Delgada (CCD) para investigar se todos os componentes da amostra foram
eluidos e quais fracbes poderiam ser combinadas. Algumas fracBes continham mais de um
componente, e essas fracdes, que ndo demonstraram o mesmo perfil na CCD, ndo foram

reunidas com as que apresentavam apenas um componente.

Cromatografia em Camada Delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separacdo dos componentes
de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada de adsorvente retido sobre
uma superficie plana. Seu processo de separacdo estd fundamentado, principalmente, no
fendmeno de adsorcdo, mas pode ser apds tratamento das fases estacionarias, utilizada
também para parti¢cfes ou trocas ibnicas, 0 que permite seu emprego tanto na separagdo de
substancias hidrofobicas como hidrofilicas (COLLINS et. al., 2006).

As amostras foram aplicadas nas cromatoplacas em forma de solugdes a cerca de 1 cm
da base inferior, através do uso de um tubo capilar. Solugdes diluidas da amostra foram
aplicadas repetidamente, a fim de obter uma maior concentracdo no ponto de partida. Mais de
uma amostra foi aplicada por cromatoplaca, mantendo-se, sempre, uma distancia de 1 cm
entre cada, para evitar o contato entre as amostras. A placa, com a extremidade “aplicada”

para baixo, foi entdo mergulhada na mistura de solventes (fase movel), e mantida em camara
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fechada. Importante ressaltar que o nivel do solvente sempre ficou abaixo dos pontos de
aplicacdo e que durante a corrida, a cdmara permaneceu fechada, para garantir a saturagdo
pelo vapor do solvente. Um pedaco de papel de filtro foi colocado na parede interna da
camara, acelerando assim a saturacdo da mesma. A cromatoplaca foi retirada da cuba somente
quando a superficie do solvente atingiu o limite pré-determinado de 1 cm abaixo da parte
superior da placa (figura 7).

|- Fase estacionaria
/-3 = Suporte

Sentido de
eluicdo das «— ]
amostras

Fase movel

Figura 7: Esquema de eluicdo da cromatografia camada delgada. Adaptado de COLLINS et. al., 2006.
ApOs o processo, as cromatoplacas foram secas e as posi¢des dos componentes da

amostra visualizadas por revelacdo, que foi feita por métodos fisicos e quimicos. A revelacao
foi documentada por luz visivel, lampada de luz ultravioleta (365 e 245 nm) e por revelagédo

com Acido Sulfarico e Metanol 5% e posterior aquecimento em placa quente.

Diluicéo dos extratos e fracdes para avaliacédo da atividade antimicrobiana

Para a realizacdo dos testes antimicrobianos, os extratos e fragdes de Ayapana
triplinervis V. foram diluidos em Dimetilsulfoxido (DMSO): agua destilada, na proporcao de
1:9 (10%) e homogeneizados em agitador de tubo por 2 minutos. Para a realiza¢do dos testes
microbioldgicos padronizou-se as concentracfes de 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 mg/ml
por pogo, para isso foram preparadas solucdes estoques de 1; 0,5;0,25;0,125; 0,0625 mg/mL.
Além disso, cada extrato e fracdo foi protegido da umidade, luz e do calor, abrindo-se os

mesmos somente no momento do ensaio de microdiluicdo em ambiente estéril.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.2.1 Obtencéo e manutencéo das cepas testadas

Para a realizacdo da pesquisa de atividade antibacteriana com os extratos foram

utilizadas cepas de referéncia ATCC (American Type Culture Collection) de bactérias Gram-
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positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e
Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853) e Escherichia coli (ATCC 8739),
obtidas a partir da colecdo do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude,
Fundacao Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro) que foram mantidas em agar
nutriente, & temperatura ambiente, no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal do Para.

Para os ensaios, todas as bactérias foram previamente semeadas em placas de Petri
contendo meio especifico para cada bactéria, para certeza de identificacdo de espécie. S.
aureus foi semeado em meio 4gar manitol (Figura 8 -A); E. faecalis agar sangue (Figura 8 -
B); E. coli em &gar Mac-Conkey (Figura 8 -C) e P. aeruginosa o &gar cetrimide(Figura 8 -D).
Em seguida, todas as placas foram incubadas a 37,5°C por 24 em estufa para verificacdo do

crescimento.

Figura 8: Bactérias em meio especifico. A. S. aureus semeado em &gar manitol; B. E. faecalis em agar
sangue; C. E. coli em agar Mac-Conkey e D. P. aeruginosa em agar cetrimide.

O ensaio com as fragbes seguiu 0 mesmo protocolo dos ensaios com 0s extratos,
porém as bactérias testadas foram cepas ATCC de E. coli, P. aeruginosa, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae e um isolado clinico de E. coli, cedido pelo Laboratério Central do
Pard (LACEN-PA), previamente confirmada por testes bioquimicos. Foi realizada a partir dos
indculos 1x108 UFC/mL de nos quais foram feitas diluicGes conforme descrito anteriormente
para 0s extratos.
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4.2.2 Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha),
agar Mueller-Hinton (MERCK, Alemanha), agar cetrimide (HIMEDIA, india), 4gar nutriente
(HIMEDIA, India), 4gar manitol (HIMEDIA, india) e &gar Mac-Conkey (MERCK,
Alemanha). Estes meios foram preparados a partir de uma base desidratada disponivel

comercialmente e conforme as instrucdes do fabricante.

4.2.3 Preparo dos indculos bacterianos

Para o preparo dos indculos bacterianos foram utilizadas cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 8739),
Escherichia coli (Isolado clinico), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 10031) e Proteus mirabilis (ATCC 15290). Apdés o periodo de
incubacdo, 3 a 4 coldnias dessas bactérias foram selecionadas e transferidas para tubo estéril
contendo 1 mL de meio caldo Mueller-Hinton. Quando necessario, realizou-se ajustes para o
alcance da concentragdo desejada de aproximadamente 1x10® UFC/mL, sendo compativel
com a escala 0,5 de Mc Farland. Em seguida, realizou-se a incubacdo dos tubos, cada um
contendo a concentragdo do indculo 1x10® UFC/mL por 2 horas para alcancar o crescimento
exponencial das bactérias. ApoOs esse tempo, diluicbes seriadas foram realizadas até a
obtencdo do in6culo 1x103 UFC/mL (CLSI, 2003).

4.2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de A. triplinervis V.

frente a bactérias gram-negativas e gram-positivas pela técnica de microdiluicdo

A microdilui¢do foi realizada a partir dos in6culos 1x103 UFC/mL de S. aureus, E.
faecalis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae e P. mirabilis nos quais foram feitas diluigdes
conforme descrito acima. Os indculos e os procedimentos adotados para as bactérias testadas
seguiram a norma M7-A6 vol. 23 n° 2 da “Metodologia dos testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Dilui¢do para Bactéria de crescimento Aerdbico”- Norma Aprovada-
Sexta edicdo do NCCLS (National Commitee for Laboratory Standards) de janeiro de 2012. A
microdiluicdo em placas de 96 pocos foi realizada para os grupos de bactérias, conforme

esquematizado na Figura 9.
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Figura 9: Representacdo esquematica simplificada da microdiluicdo em placas de 96 pogos para
determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
Fonte: Adaptado de Oliveira, 2005.

Para os testes antimicrobianos, os extratos e fracbes foram padronizados com solvente
DMSO 10% nas seguintes concentragdes: 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 mg/mL e colocados em
tubos de plasticos (Figura 10), em seguida 100uL de cada concentracdo foi adicionada em
pocos da microplaca juntamente com 100uL de inoculo bacteriano (1x10* UFC/mL), obtendo
as seguintes concentrac6es por poco: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,03125 mg/ml. Cada ensaio
foi realizado em triplicada para cada concentracdo de extrato/fracdo acima descrita e cada
bactéria testada. Como controle negativo foi utilizado o DMSO 10% (solvente) e para
controle positivo, o antimicrobiano comercial cloranfenicol foi utilizado contra bactérias
gram-positivas (250 pg/mL) e a penicilina-estreptolisina para bactérias gram-negativas
(10000unit/10mg) (Figura 11 e 12).
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Eppendorf “A™: [1 mg/mL]

P99 Pogo A: [0,5 mg/mL]
5 :i;'r 100 pL de inoculo + 100 yL de Extrato/ Fracdo “A”
e o559
PR

Figura 10: Esquema representativo da Diluicdo de extratos e fracGes — de eppendorfs aos pogos.

Bactéria ATCC

—_— r— — o g ———

M Ensaios com extrato Hidroalcoslico

| Ensaios com extrato Metanélico

. Ensaios com extrato de Acetato de etila
[l Ensaios com extrato Hexénico

Figura 11: Representagdo esquematica simplificada da microplacas de 96 pogos na microdiluicdo dos
diferentes extratos — 12 etapa de experimentos. A. 500 pg/mL; B. 250 pg/mL; C. 125 pg/mL; D. 62,5
po/mL; E. 31,3 pg/mL.
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Figura 12: Representagdo esquematica simplificada da microplacas de 96 pocos na microdilui¢do das
fracOes do extrato metandlico. 22 etapa de experimentos. A. 500 pg/mL; B. 250 pug/mL; C. 125 pg/mL;
D. 62,5 pg/mL; E. 31,3 pg/mL.

4.2.5 Deteccao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A CIM foi considerada como a menor concentracdo dos extratos e fragcdes de Ayapana
triplinervis V. que foram capazes de impedir o crescimento do microrganismo detectado por
ensaio colorimétrico. Esse efeito foi observado pela pelo ensaio de microdiluicdo em caldo
usando o método colorimétrico de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium
(MTT) para os extratos. Para isso, adicionou-se em cada cavidade, 20 pL da solugdo aquosa
de MTT como indicador colorimétrico de oxi-reducdo para caracterizar a viabilidade celular
no tratamento da bactéria com as fracdes do extrato metanolico, conforme a Norma M27-A2
do CLSI (NCCLS, 2012), Quadros et al. (2011) e (KONEMAN et al., 2001).

Ap0s a adicdo do inoculo bacteriano com as diferentes concentragcdes dos extratos e
fracBes em microplacas, as mesmas foram incubadas a 37°C por 22 horas, e apds esse tempo,
20uL de MTT foram acrescentados em cada pogo, para identificagdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). Um periodo de 2 horas foi necessario para a reagdo com MTT- no
caso das fracOes - e entdo realizou-se a interpretagdo dos resultados. Todos os ensaios foram
realizados em triplicatas. Alem disso, 10uL de cada pogo contendo o indculo bacteriano e
extratos da Ayapana foram semeados em placas de petri contendo Agar Miller Hinton,
incubados por mais 24 horas a 37°C para posterior leitura das UFCs. A partir das placas
semeadas 0 numero de UFC foi estipulado, dando assim o valor de CIM para os diferentes

extratos e fracoes.
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4.2.6 Contagem da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Concentracdo Bactericida Minima (CBM) é a menor concentracdo de um agente
microbiano capaz de matar 99 a 100% dos microrganismos testados. A CBM foi obtida a
partir da técnica de contagem das UFC, sendo considerada a menor concentracdo do extrato
que resultou em nenhum crescimento ou no crescimento de no maximo trés colénias placas
(99,9% de morte), conforme descrito por Quadros et al. (2011).

Esta metodologia foi realizada apds o semeio em placas de petri contendo Agar Miller
Hinton, de 10uL de cada amostra contendo inoculo bacteriano e extratos ou indculo
bacteriano e fragcdes de Ayapana triplinervis V. Em seguida, as placas foram incubadas por
mais 24 horas a 37°C para posterior leitura das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) e
obtencdo da concentracdo capaz de matar pelo menos 99 a 100% dos microrganismos. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata. Para controle positivo, o antimicrobiano comercial
cloranfenicol foi utilizado em bactérias gram-positivas na concentracéo de 250 pug/mL, ja para
bactérias gram-negativas, penicilina-estreptolisina foi o antibiotico de escolha para controle

de positivo, na concentracdo 10000unit/10mg.



Pdagina |41

5 RESULTADQOS

Ensaios Fitoquimicos com os extratos de Ayapana triplinervis.

5.1 ANALISE FITOQUIMICA

O resultado do screening fitoquimico evidenciou na constituicdo dos extratos
Hidroalcoolico; Metandlico; de Acetato de etila e Hexanico de folhas de Ayapana triplinervis
V. a presenca de saponina espumidica; acucares redutores; alcaldides; fenois; taninos;
depsidios; depsidonas; derivados da cumarina e sesquiterpenolactonas, entretando foi
negativo para polissacarideos e flavonoides.

Tais resultados demonstraram que o extrato metanélico apresentou positividade para a
maioria dos constituintes quimicos testados e também por este motivo, além de sua maior
atividade antibacteriana quando comparado aos outros extratos, foi escolhido para o
fracionamento, parti¢do solido- liquido.

Os resultados da prospeccdo fitoquimica realizada encontram-se descritos abaixo no
Quadro 3.

Testes Extrato Extrato de Extrato Extrato
Hexanico Acetato de metandlico | Hidroalcodlico
Etila
Saponina espumidica - - + +
Acucares redutores - - + -
Polissacarideos - - - -
Alcalbides - - + -
Fenois e taninos * - - + +
Flavonoides - - - -
Depsideos e depsidonas + - - -
Derivados da cumarina * + + + +
Sesquiterpenolactonas + + + -

Quadro 3: Analise fitoquimica dos extratos hidroalcoélico; Metandlico; de Acetato de etila e Hexanico
de folhas de Ayapana triplinervis V. (+)Resultado Positivo (-) Resultado negativo.
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52 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS FRENTE A
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Os resultados mostram que somente o extrato metandlico apresentou uma excelente
acao antimicrobiana nas concentracOes testadas, com determinacdo de CIM em 75 pg/mL e
CBM em 150 pg/mL (Figura 13). Nos demais extratos, verificou-se pouca ou nenhuma
inibicdo do crescimento de S. aureus. O indculo bacteriano com DMSO 10% (solvente) ndo

interferiu no crescimento bacteriano.

Figura 13: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do
Extrato Metandlico de A. triplinervis V. frente a S. aureus (ATCC 6538).

Figura 14: Controle de crescimento positivo S. aureus (ATCC 6538).
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS FRENTE AO ENTEROCOCCUS
FAECALIS

Todos o0s extratos apresentaram atividade antimicrobiana, obtendo a CIM em 125 pg/mL para o
extrato hidroalcodlico; 62,5 pug/mL para o extrato metanélico; 250 pg/mL para os extratos de acetato
de etila e hexanico (Figuras 15, 16, 17 e 18). No entanto, o extrato metanoélico foi o que mostrou maior
eficacia contra E. faecalis quando comparado aos demais extratos, embora ndo apresente agdo
bactericida nas concentracdes testadas, visto que ndo foi possivel obter os valores de CBM . O in6culo

bacteriano com DMSO 10% nao interferiu no crescimento bacteriano (Figura 19).

31,2 pg/mL

Figura 15: Concentragdo inibitéria minima (CIM) e menor concentragdo testada do Extrato
Hidroalcodlico de A. triplinervis V. frente a E. faecalis (ATCC 29212).

S 62,5ug/mL

L.

Figura 16: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e maior concentracdo testada do Extrato
Metanolico de A. triplinervis V. frente a E. faecalis (ATCC 29212).
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250 pg/mL 62,5 ug/mL

Figura 17: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e menor concentracdo testada do Extrato Acético
de A. triplinervis V. frente a E. faecalis (ATCC 29212).

i!//

= S

ug/mL

AR BN

Figura 18: Concentracédo Inibitoria Minima (CIM) e menor concentracdo testada do Extrato Hexanico
de A. triplinervis V. frente a E. faecalis (ATCC 29212).
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Figura 19: In6culo e DMSO 10%. frente a E. faecalis (ATCC 29212).

5.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS FRENTE A ESCHERICHIA
COLI ATCC 8739

Os dados mostraram que a maioria dos extratos (hidroalcodlico, metandlico e hexanico)
apresentam a CIM em 125 pg/mL e CBMs em 500 pg/mL. Entretanto; o extrato de acetato de etila
mostrou excelente acdo bactericida in vitro, ndo sendo possivel obter a CIM nas concentragdes
testadas, visto que as mesmas foram capazes de matar 100% da bactéria com valor de 125 pg/mL para
a CBM (Figuras 20, 21, 22 e 23). O indculo bacteriano e 0 DMSO 10% n&o demonstrou interferir no
crescimento bacteriano (Figura 24). Como controle positivo foi utilizado antibidtico penicilina-

estreptolisina.

500 pg/mL 125 pug/mL

Figura 20: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do
Extrato Hidroalcoolico de A. triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).
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500 pg/mL 125 pg/mL

Figura 21: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do
Extrato Metanolico de A. triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).

500 pg/mL

125 pg/mL

Figura 22: Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e maior concentragdo testada do Extrato de
Acetato de Etila de A. triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).
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500 pg/mL

Figura 23: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) do
Extrato Hexanico de A. triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).

Figura 24: Inéculo e DMSO 10%. frente a E. coli (ATCC 8739).

5.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS FRENTE A P. AERUGINOSA
ATCC 25853

Os extratos hidroalcodlico e metandlico foram os Unicos que apresentaram atividade
antimicrobiana frente a essa espécie, obtendo a CIM em 31,5 pg/mL, mas somente o extrato
hidroalcodlico mostrou agdo bactericida com CBM na concentracdo de 125 pg/mL Os extratos
hexanico e acetato de etila ndo demonstraram atividade antimicrobiana frente a P. Aeruginosa (Figuras
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25 e 26). O indculo bacteriano e 0 DMSO 10% néo interferiram no crescimento bacteriano (Figura
27).

31,2 ug/mL

Figura 25: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do
Extrato Hidroalcoodlico de A. triplinervis V. frente a P. aeruginosa (ATCC 25853).

500 pg/mL ~ 31,2 ug/mL

Figura 26: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e maior concentracdo testada do Extrato
Metandlico de A. triplinervis V. frente a P. aeruginosa (ATCC 25853).
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! DMSO10%

Figura 27: In6culo e DMSO 10%. frente a P. aeruginosa (ATCC 25853).

Tabela 3: Resumo da atividade antibacteriana dos extratos frente as diferentes bactérias testadas

(dados em pg/mL).
Bacteria/Extratos Hexanico Acetato de etila Metandlico Hidroalcoolico
CIM | CBM | CIM CBM CIM CBM CIM CBM
P. aeruginosa
ATCC 25853 >500 | >500 | >500 >500 31 >500 31 125
= ool 125 | 500 | >500 | 125 | 125 | 500 | 125 | 500
ATCC 8739
S. aureus
ATCC 6538 >500 | >500 | >500 >500 75 150 >500 >500
E. faecalis
ATCC 29212 250 >500 250 >500 62 >500 125 >500

5.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS FRACOES DO EXTRATO METANOLICO
FRENTE A BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

5.6.1 Escherichia coli - ATCC 8739

A atividade antibacteriana das fracdes do extrato metandlico frente a bactéria E. coli

(ATCC 8739) foi significativa nas fracGes extraidas com Hexano, Diclorometano, e
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Diclorometano/ Acetato de etila (1:1) expostas a seguir. Para as demais fragdes ndo houveram
resultados significativos frente a E. coli ATCC. A figura 28 mostra que fracdo Hexanica
apresentou excelente acao antibacteriana com o valor de CIM de 15,6 pg/mL e CBM acima
de 31,3 pg/mL.

FRACAO 1

15,6 ug/mL  § s 31,3 pg/mL

Figura 28: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da
Fracdo 1 do Extrato Metandlico de A. triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).

A fracdo Diclorometanica apresentou uma acdo antibacteriana moderada com CIM

obtido na concentragdo 125 pg/mL (Figura 29).

FRACAO3

125 pg/mL

Figura 29: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) da Fracdo 3 do Extrato Metandlico de A.
triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).
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Outra fracdo com excelente atividade antibacteriana foi a diclorometano e acetato de
etila (1:1), com CIM obtido em 15,6 pg/mL, e CBM de 31,3 pg/mL, similar a fracdo 1
(Figura 30).

Y FRACAO 4.1 B

15,6 pg/mL >31,3 pg/mL

Figura 30: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) da
Fracéo 4.1 do Extrato Metandlico de A. triplinervis V. frente a E. coli (ATCC 8739).

A figura 31 mostra que 0 DMSO 10% nao interferiu no crescimento bacteriano e 0s

antibidticos penicilina/ estreptolisina inibiram completamente o crescimento bacteriano.

DMSO 10% + ’ PEN-STRE
INOCULO E

4

f%/

¥

b

\
\

Figura 31: DMSO 10% e penicilina-streptolisina mostrando 100% de morte bacteriana.
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5.6.2 - Escherichia coli — Isolado Clinico

A atividade antibacteriana das fracdes do extrato metandlico frente a cepa de E. coli
com maior potencial virulento apresentou resultados relevantes com a fracdo Diclorometanica
cujo CIM foi obtido em 31,3 pg/mL, e CBM acima 125 pg/mL (Figura 32).

FRACAO 3 | FRACAO3

31,3 ug/mL >125 pg/mL

Figura 32: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) da
Fracéo 3 do Extrato Metanolico de A. triplinervis V. frente a E. coli (ISOLADO CLINICO).

O DMSO 10% ndo interferiu no crescimento bacteriano os antibidticos penicilina/

estreptolisina inibiram completamente o crescimento bacteriano conforme a Figura 33 a

sequir.

DMSO 10% + PEN-STRE
INOCULO N 7%

Figura 33: Controle de crescimento positivo de E. coli (ISOLADO CLINICO) com DMSO 10% e
penicilina-estreptolisina com morte de 100% das bactérias.
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5.6.3 — Pseudomonas aeruginosa — ATCC 25853

Os dados obtidos com os ensaios microbiologicos das fragdes do extrato metandlico
frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, mostram que houve excelente atividade
antibacteriana na fracdo diclorometénica cujo CIM foi encontrado em 62,5 pg/mL (Figura
34).

—

FRACAO 3

62,5 pg/mL

Figura 34: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da Fracdo 3 do Extrato Metanodlico de A.
triplinervis V. frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853.

Em nenhuma das outras fracOes testadas houve atividade antibacteriana relevante
contra Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853). A figura 35 mostra os controles realizados

nos ensaios (a. DMSO 10% e b. Estreptolisina-penicilina).

| DMSO 10% PEN-STRE

Figura 35: Controles do ensaio com Pseudomonas aeruginosa. (a.) DMSO 10 e (b.) Antibiético.
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5.6.4 — Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae— ATCC 15290 e 10031

Os dados obtidos com Proteus mirabilis e Klebsiella pneumoniae ATCCS 15290 e
10031, respectivamente, mostram que nenhuma das fracGes do extrato metandlico apresentou
atividade antibacteriana nas concentracOes testadas (0,5 a 0,03125 mg/mL). As figuras 36 e
37 mostram os controles realizados nos ensaios (a. DMSO 10%; B. antibioticos

Estreptomicina-penicilina).

N

|

PEN-STRE |

Figura 36: Controles do ensaio com Proteus mirabilis. (a.) DMSO 10% e (b.) Antibidtico.

DMSO 10% ~ 2 PEN-STRE

Figura 37: Controles do ensaio com Klebsiella pneumoniae ATCC 0000. (a.) DMSO 10% e (b.)
Antibiotico.

A tabela a seguir (TABELA 4) resume os dados obtidos com as fragdes do extrato

metanolico frente as diferente bactérias gram-negativas testadas.
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Tabela 4: Resumo da atividade antibacteriana das Fragdes do Extrato metanolico frente as diferentes

bactérias testadas.
Fragdes do extrato metandlico— CIM e CBM (ug/mL)
DC/AE AE /IMT MT/A
Bacteria HEX bC (1:1) AE (1:1) MT (1:1)

CIM| CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

P. aeruginosa ATCC

25853 >500 | >500 | 25 125 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
ATCC ?K?'Ebs'e”a pneumoma | 5500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500
arcem e mirabilis | o500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | 500 | >500 | >500 | >500

,'i'T‘:gg 8739 5.6 13 25 125 5.6 13 >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500 | >500

E. coli isolado clinico >500 >500 1.35 25 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500 >500
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6 DISCUSSAO

A abordagem fitoquimica preliminar dos extratos de Ayapana triplinervis e fragdes
(dados nd3o publicados) revelou que ha presenca de cumarinas, alcaldides, flavonoides,
compostos fendlicos, taninos condensados e esterdides. Estudos anteriores conseguiram isolar
na espécie, constituintes pertencentes as classes: cumarinas, esteroides, carotendides, 6leos
essenciais e vitaminas, com presenca relatada no extrato de folhas (BOSE e ROY, 1936;
1937; CHATURVEDI e MULCHANDANI, 1989; NATARAJAN e NATARAJAN, 1979;
SPATH et al., 1937; TRANG et al., 1992, 1993a,b). De acordo com estes, 0s metabolitos
secundarios mais caracteristicos da espécie sao as cumarinas. H4 um total de sete cumarinas
relacionadas ao nome Ayapana triplinervis V.: (1) aiapanina (ou herniarina), (2) aiapina, (3)
dafnetina, (4) dimetil éter dafnetina, (5) metil-7- éter dafnetina, (6) hidrangetina e (7)
umbeliferona, caracterizadas da planta e exemplificadas abaixo na Figura 38, adjacente a

outros compostos isolados.

1

OCH,
OCH3

JO, CC )
HaC o~ Yo 0 , 0 © HO o o
OH
3

Figura 38: Metabolitos secundarlos isolados de Ayapana triplinervis V.: aiapanina (1), aiapina (2), dafnetina (3),
dimetil éter dafnetina (4), metil-7-éter dafnetina (5), hidrangetina (6), umbeliferona (7), estigmasterol (8),
éter metil timol (9), éter dimetil timoquinol (10), e timoquinona (11). Fonte: Gauvin-Bialecki e Marodon, 2009.

Cumarinas sdo consideradas componentes da resposta de defesa geral das plantas e

provou-se que varias cumarinas substituidas apresentam atividade antiinflamatéria ou
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antimicrobiana e agem como inibidores de numerosos sistemas enziméaticos (MURRAY et al.,
1982). Isto pode explicar porque Ayapana triplinervis V., é usada como planta medicinal.
Especificamente sobre os compostos volateis de Ayapana triplinervis V., ha poucas
investigacOes, dedicadas exclusivamente as amostras de 0leo essencial de origem brasileira,
indigena e vietnamita (GAUVIN-BIALECKI e MARODON, 2009).

Ficou evidente também, a partir da triagem fitoquimica executada nesse estudo, a
presenca de sete grupos: Saponina espumidica, acUcares redutores, alcaloides, fenodis e
taninos, depsideos e depsidonas, sesquiterpenolactonas e, os ja citados, derivados da
cumarina. Apesar da reacdo de cloreto férrico no teste para flavondides ter sido fracamente
positiva, as demais reacOes ndo apresentaram positividade, descaracterizando assim a
presenca deste grupo de substancias na amostra em estudo.

Dentre os metabolitos positivos no extrato metandlico estavam os fendis e polifendis.
Segundo Cowan (1999), os compostos fendlicos, fenois e polifendis pertencem a uma classe
de compostos que inclui uma grande diversidade de estruturas simples e complexas, que tem
no minimo, um anel aromatico e tais compostos apresentam agdo sobre microrganismos,
provocando a privacdo do seu substrato e a ruptura da membrana plasmatica. De acordo com
0 mesmo autor, taninos sdo substancias quimicamente complexas, que por ndo se
cristalizarem, ocorrem como misturas de polifendis dificeis de separar e sdo responsaveis pela
acdo antimicrobiana por varios mecanismos, como: ligando-se a proteinas e adesinas, inibindo
enzimas, provocado a privacao do substrato microbiano ou ruptura da membrana plasmatica,
formando complexos com a parede celular ou com ions metéalicos (COWAN, 1999). Séo
substancias apolares, logo se suspeita que a atividade antimicrobiana dos extratos apolares
possa estar associada a presenca deste composto, nestas fracbes mais apolares do extrato
metandlico.

Além de Cowan, Simdes et al. (1999) relataram que os flavonoides sdo polifendis de
baixo peso molecular, encontrados em diversas plantas e que desde que foram descobertos,
foram reconhecidos por serem sintetizadas por vegetais em resposta as infec¢cdes microbianas.
Logo, ndo é surpreendente que tenha sido demonstrada em diversos estudos a acgdo
antimicrobiana destas substancias in vitro contra uma grande variedade de microrganismos.
Flavonas, por exemplo, formam complexos com a parede das células dos microrganismos e
outros constituintes da classe, como a crisina, e se ligam a adesinas bacterianas, residindo ai a
sua atividade antimicrobiana. Vale ressaltar que diversos autores atribuem a flavonoides
isolados de extratos de plantas do género Ayapana, principalmente de extratos das folhas,

importantes propriedades farmacoldgicas, como: potente efeito inibitorio sobre o crescimento
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de células cancerosas, atividades citotdxica, antioxidante, antihepatotoxica, antiedema,
antibacteriana, antihepatotdxica, antimalarica, além de inibicdo das atividades de germinacéo
e crescimento das plantas. Neste ensaio, ndo foram encontrados tracdes de flavonoides em
nenhum dos extratos produzidos. Em estudo anterior realizado por nosso grupo, a prospeccao
fitoquimica de Ayapana triplinervis V. também apresentou resultados negativos para
flavondides em extrato hidroalcodlico, sugerindo que a atividade antimicrobiana demonstrada
pela planta neste extrato e em extratos polares sucede de outros metabolitos presentes, embora
ndo descarte a possibilidade de presenca desta classe de metabdlitos em outras partes da
planta (MALHEIROS E LOPES, 2010).

A saponina é outra classe de metabolitos secundérios de vegetais, j& relatadas como
fortemente presentes na espécie Ayapana triplinervis V. (MALHEIROS E LOPES, 2010),
possuindo atividade antiprotozoéria através da formacdo de complexos com a membrana
celular do parasita, conforme observado por Cheeke e Otero. No entanto, ndo ha relatos na
literatura descrevendo a agdo antimicrobiana da saponinas, e também ndo se sabe se esses
metabolitos podem atuar em sinergismo com outros componentes do vegetal. Sua presenca foi
observada nos extratos mais polares do vegetal. Extrato metanolico e extrato Hidroalcodlico.
Vaérios estudos relatam que essas classes de metabdlitos secundéarios apresentam elevada acao
antimicrobiana (Rauha et al., 2000; Simdes et al., 2000; Sartori, 2005; Pretto, 2005).

Para avaliarmos um metabdlito secundario de um vegetal é necessaria a realizacéo de
ensaios microbioldgicos com os extratos produzidos a partir deste vegetal. Um extrato
etanolico da espécie Ayapana triplinervis (planta inteira), colhida em Suriname, foi testado e
reportado como ativo contra Bacillus subtilis na concentragdo de 50 mg/mL porém inativo
contra outras bactérias e fungos testados (Verpoorter et al., 1987).

Um dos ensaios realizados com a espécie em 2002, utilizou os extratos metanolico e
éter de petréleo das folhas de Ayapana triplinervis V. Estes foram testados para atividades
antimicrobianas e antifingicas. O extrato éter de petrdleo apresentou maior atividade
antibacteriana, mostrando amplo espectro de atividade contra cepas bacterianas, além de
eficiente atividade antifungica, contra espécies de Aspergillus, Alternaria e Fusarium solani,
guando comparado com o extrato metandélico, que apresentou menor atividade contra ambas
as cepas, bacteriana e fungica (GUPTA et al., 2002).

Em 2006 um grupo de Carson city, estado de Nevada, EUA, publicou um relatério de
dados com os principais estudos realizados com a espécie ao redor do mundo. Este relatério
técnico de Ayapana triplinervis V. realizado por Taylor (2006) resumiu as principais

pesquisas e as classificou quanto as suas ac¢les bioldgicas comprovadas em estudos e relatadas
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popularmente, relacionando ambas aos metabolitos ja isolados e responsaveis por essas
atividades. Estes dados (adaptados) seguem representados no quadro 4.

Quadro 4: Atividade biol6gica dos extratos da japana. Fonte: Taylor, 2006 (Préxima pagina).
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Parte da
planta/ Pais . .
onde a Atividade et NOEE DTS Resultados
. . extrato testados
pesquisa foi
realizada
leo Antldep,re_sswa, Oleo _
AT Analgésica e . Ativo
essencial-India . : essencial —
Antibacteriana
O_Ieo, : Antipirética Oleo_ Inativo
essencial-India essencial
O_Ieo, _ Antifingica Oleo_ Fungos patogénicos Ativo
essencial-India essencial Severos
Aspergillus niger
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Microsporum gymseum
Rhizopus nigricans
O_Ieo’ _ Antifangica OIeo_ Alternarla species ALiVo
essencial-India essencial Helminthosporium
saccharii
Cladosporum herbarum
Trichothecium roseum
Cunninghamella
echinulata
Aspergillus candidus
) ) Aspergillus nidulans
O_Ieo, _ Antifingica OIeo_ Trichophyton rubrum Inativo
essencial-India essencial Mucor mucedo
Penicillium digitatum
Fusarium oxysporum
Oleo essepugl Antiparasitaria Oleo_ Ascaris lumbricdéides Ativo
de flores-India essencial
Oleo essepugl Antihelmintica Oleo_ Taenia solium Ativo
de flores-India essencial
Vibrio cholera ogawa
Oleo essencial : . Oleo Staphylococcus aureus .
o Antibacteriana . Dipplococcus Ativo
de flores-India essencial .
pneumoniae
Shigella flexneri
Bacillus subtilis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus
) epidermidis
Folhas-india Antibacteriana Eter Micrococcus luteus Ambiguo
petréleo Escherichia coli
Pseudomonas
aeruginosa
Salmonella typhi
Vibrio cholera
Folhas-India Antibacteriana Eter Shigella dysenteriae Inativo
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Um estudo realizado em 2008 por Rahman e colaboradores com a espécie Ayapana
triplinervis investigou a agdo antibacteriana de extratos de folhas obtidos a partir dos
solventes éter de petroleo; tetracloreto de carbono; cloroférmio e acetato de etila contra 11

bactérias patogénicas humanas, e seis fungos patogénicos (Shigella dysenteriae AE 14396;

S. sonnei CRL. (ICDDR, B); Salmonella typhi AE 14612, S. paratyphi AE 14613;
Bacillus subtilis BTCC 17, B. megaterium BTCC 18; B. cereus BTCC 19;
Staphylococcus aureus ATCC 6538; Pseudomonas aeruginosa CRL (ICDDR’B);
Escherichia coli ATCC 25922; INABA ET (Vibrio) AE 14748 e 0S fungos
Alternaria alternata; Curvularia lunata; Colletotrichum corchori;

Fusarium equiseti; Macrophomina phaseolina; Botryodiplodia theobromae). No entanto um
estudo realizado por Jelager e colaboradores em 1998 com o extrato seco de folhas de
Ayapana triplinervis reportou quase nenhuma atividade antibactericida e uma atividade
fungicida fraca. Outros pesquisadores trabalharam com o extrato de folhas e reportaram
resultados positivos contra varias cepas de bactérias e fungos.

A espécie ja foi investigada por pesquisadores das ilhas Mauricias (Africa), EUA e
india, porém nenhum dos estudos realizados e publicados mostrou o grande potencial
antimicrobiano contra gram-negativas como o observado nos experimentos realizados. Este
fato pode estar relacionado a composicao diferenciada do vegetal brasileiro, a0 momento de
coleta e composicdo fitoquimica do mesmo, ou até mesmo pela diferenciacdo dos extratos
utilizados na pesquisa, visto que a polaridade dos solventes e 0 processo extrativo empregado
(esgotamento), facilita uma composicdo fitoquimica de polaridade intermediaria, o que
poderia facilitar também a entrada dos compostos antimicrobianos nas bactérias. Pouco se
sabe a respeito dos mecanismos envolvidos na agdo antimicrobiana da Ayapana,
especialmente de sua acdo mais evidenciada em bactérias gram-negativas, além da citacdo de
Murray e colaboradores (1982) que diz que as cumarinas apresentam atividade antimicrobiana
agindo através da inibicdo de numerosos sistemas enzimaticos das bactérias e fungos, muito
pouco é citado na literatura sobre estes mecanismos.

Nesta pesquisa, todos 0s extratos apresentaram acao antimicrobiana, sendo que o extrato
metandlico apresentou uma potente acdo bactericida contra bactérias gram-positivas. Por
outro lado, todos os extratos foram capazes de inibir o crescimento de bactérias gram-
negativas, tendo essa acdo variando conforme a polaridade de cada extrato. Nesse sentido, 0s
valores de CIM obtidos para P. aeruginosa com o0s extratos hidroalcodlico e metandlico
mostraram uma excelente acdo bacteriostatica frente a essa espécie, visto que a concentracdo

de 0,031 mg/mL ja foi capaz de inibir 50% do crescimento bacteriano de P. aeruginosa e
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0,125 mg/mL de E. coli. Para as bactérias gram- positivas, 0 melhor extrato testado também
foi 0 metandlico, que apresentou CIM em 0,075 mg/mL para S. aureus e 0,062 mg/mL para
E. faecalis, além de CBM em 0,125 para E. faecalis. Desta forma, fica evidente o potencial
antimicrobiano do uso desta espécie. Vale ressaltar que ha diferencas nos dados observados
entre os extratos testados, em funcdo provavelmente dos solventes escolhidos para o processo
extrativo, com grande variagao de polaridade.

A variabilidade de acdo antimicrobiana dos diversos extratos testados pode também ser
explicada pela imensa diversidade de metabdlitos secundarios responsaveis por esta
propriedade antimicrobiana, que foram separados de maneira diferente, em quantidades
diferentes ou até exclusivamente por cada solvente visto que a polaridade € fator decisivo para
arraste destes metabdlitos nos processos de extracdo destes vegetais.

O preparo dos extratos, a escolha dos solventes para extracdo deve se basear,
principalmente, na seletividade que o mesmo apresenta pelos compostos a serem extraidos.
No entanto, outras caracteristicas ndo podem ser ignoradas, como a facilidade de manuseio,
protecdo ao ambiente e toxicidade (LIST e SCHMIDT, 2000). De acordo com a literatura, a
extracdo que mais se adequa, em termos de rendimento, custo e tempo de processo ao
experimento executado é a maceracdo pois a mesma enquadra-se no grupo de processos
extrativos exaustivos, possibilitando o esgotamento da matéria-prima, e maxima extracdo de
principios ativos, inclusive os volateis.

A polaridade do solvente influencia diretamente a eficiéncia de extracdo. O solvente
utilizado deve ser o mais seletivo possivel, pois € devido a seletividade do mesmo que se
podem extrair as substancias desejadas, ou separar 0s grupos de substancias os quais se espera
obter as atividades farmacoldgicas testadas. Como a seletividade depende da polaridade, o
grau de polaridade do grupo que se pretende extrair determina o solvente ou a mistura de
solventes que mais se aproxima do 6timo de seletividade para aquela extracdo (PRISTA et al.,
1996; SIMOES et al., 2003).

A extracdo de determinadas substancias ainda pode ser influenciada também pela
acidez/basicidade do meio extrator. Considerando que 0S processos extrativos dependem,
predominantemente, de reacdes de difusdo e que a renovagdo do solvente em contato com as
substancias a extrair desempenha um papel de grande influéncia na velocidade do processo de
dissolucdo, entende-se que a agitacéo, seja ela constante ou em determinados intervalos, pode
diminuir a duracio do processo extrativo (DAR, 1981; VOIGT e BORNSCHEIN, 1982;
PRISTA et al., 1996; ANSEL et al., 2000; SIMOES et al., 2003). No caso do experimento
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realizado, foram estabelecidas agitagdes em intervalos regulares de 8 horas, e o pH da silica é
7, 0 que caracteriza a reagdo como neutra, variando somente com o pH dos solventes.

O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade de qualquer
substancia, motivo pelo qual os métodos de extracdo a quente sdo sempre mais rapidos do que
os realizados a temperatura ambiente. Entretanto, sabemos que o calor nem sempre pode ser
empregado, pois muitas substancias sdo instaveis em altas temperaturas ou até mesmo
volateis (DAR, 1981; VOIGT e BORNSCHEIN, 1982; PRISTA et al., 1996; ANSEL et al.,
2000; SIMOES et al., 2003). Por este motivo, escolheu-se 0 processo de extracdo por
maceracao a temperatura ambiente.

Por fim, para a escolha do método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a
seletividade, a estabilidade das substancias extraidas além do custo do processo escolhido,
considerando principalmente a finalidade do extrato que se quer preparar (COSTA, 1994;
SIMOES et al., 2003). Desta forma, a maceracdo foi o processo ideal para a realizacdo do
experimento. Apresentou alto rendimento e estabilidade de componentes quimicos,
observados atraves dos testes fitoquimicos realizados.

Os ensaios da atividade antimicrobiana sdo influenciados por um grande ndmero de
variaveis técnicas ou fatores que podem interferir significativamente na pesquisa de atividade
de agente antimicrobiano, incluindo a preparacdo e o tamanho do in6culo, a formulacdo do
meio e seu pH, duracdo e temperatura de incubacdo e o critério usado para a verificacdo do
resultado do ensaio. Para se obter éxito e uniformidade nos testes de atividade, estes fatores
devem ser muito bem controlados (ESPINEL-INGROFF e PFALLER, 1995). No que diz
respeito aos microrganismos testados, a atividade antimicrobiana pode depender dos tipos,
géneros, espécies e cepas. Os meios de cultura e as solugdes diluentes foram selecionadas de
modo que ndo causassem danos celulares. O meio de cultura inadequado pode produzir
resultados onde 0s microrganismos aparentemente apresentam alta susceptibilidade ao agente
que se esta pesquisando (BARRY, 1991). A uniformidade de preparacdo do agente
antimicrobiano, proporcdes do solvente utilizado, solubilidade e sua estabilidade, também
podem influenciar no ensaio. Por este motivo as condicdes de trabalho foram sempre
repetidas de modo a se estabelecer condi¢Ges necessarias a uma boa reprodutibilidade dos
ensaios. Todas as bactérias testadas seguiram o mesmo protocolo e as mesmas condicdes de
manuseio, incubacéo e testes. O tempo de exposi¢do foi cuidadosamente controlado, assim
como o namero inicial de bactérias utilizadas no ensaio.

O efeito da temperatura também é importante, seja durante a exposi¢do ou durante a

etapa de incubacdo. A temperatura de exposi¢do deve ser Otima para o organismo testado,
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para se recuperar 0 nimero maximo de células viaveis e prevenir a impressdo do aumento de
atividade do agente. CondicOes de anaerobiose ou microaerofilia deve ser considerada na
composicao da atmosfera. Niveis de pH também podem afetar a atividade de antimicrobianos.
(WOODS e WASHINGTON, 1995). Finalmente as propriedades béasicas proprias dos agentes
antimicrobianos como sua solubilidade, estabilidade quimica, acdo e tendéncia de produzir
inibicdo parcial do crescimento sob diferentes concentragcdes, devem ser levadas em
consideracdo (ESPINELINGROFF e PFALLER, 1995).

O esquema realizado nesse estudo extraiu metabolitos muito polares e sucessivamente
metabdlitos de menores polaridades nos extratos, Esses extratos passaram por método de
maceracdo sequencial (extracdo liquido-solido) com os solventes: hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, obedecendo a ordem crescente de polaridade. Como o extrato
obtido a partir do solvente metanol foi um dos que apresentaram melhor atividade
antimicrobiana frente as cepas de bactérias gram negativas, principalmente de Escherichia
coli nas concentraces testadas, 0 mesmo foi submetido a fracionamento cromatografico.

Através da Cromatografia de Coluna por Via Umida filtrante, utilizando os sistemas de
solventes hexano, hexano/diclorometano 50%, diclorometano, diclorometano/acetato de etila
50%, acetato de etila, acetato de etila/ metanol 50% e metanol, foram obtidas dezesseis
fracbes. Ap6s confirmagdo com Cromatografia em Camada Delgada com leitura em trés
comprimentos de onda diferentes e revelagcdo com &cido sulfarico/ metanol 5%, as fragdes de
padrdes cromatograficos semelhantes foram reunidas e restaram entdo nove fracoes.

Muitas plantas com atividade antimicrobiana que ja foram estudadas por diversos
pesquisadores e, a maioria, sdo ativas apenas contra cepas de bactérias Gram-positivas. Em
geral, todos os extratos foram eficazes contra as bactérias testadas, porém apresentaram
particularidades entre si. Nesse estudo, mostrou-se também que somente o extrato metandlico
apresentou acdo bactericida contra a bactéria gram-positiva, S. aureus. No entanto, neste
estudo também foi mostrado que todos os extratos foram eficazes contra uma bactéria Gram-
negativa fermentadora E. coli e os extratos hidroalcodlico e metandlico foram potentes contra
uma bactéria Gram-negativa ndo fermentadora (P. aeruginosa). Por outro lado, 0s extratos de
acetato de etila e hexanico apresentaram pouca eficacia ou ndo foram eficazes contra bactérias
gram-positivas e P. aeruginosa, mas mostraram excelente acédo bactericida contra E. coli.

Os experimentos com as fragdes do extrato metandlico mostraram que, dentro deste
extrato, que é um dois mais polares do vegetal, as fracbes mais ativas frente as bactérias
gram-negativas foram as menos polares. A partir dos ensaios com quatro espécies diferentes

de bactérias gram-negativas notou-se que Ayapana triplinervis é ativa principalmente contra
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E. coli, tanto em cepa ATCC quanto em isolados clinicos. Além disso, a fracdo
diclorometéanica obtida a partir do extrato metanolico foi ativa contra P. aeruginosa (ATCC
25853), porém, ndo houve atividade das fracGes do vegetal contra Klebsiella pneumoniae e
Proteus mirabilis. Ainda assim, os dados mostram as fraces de japana apresentaram
excelente atividade antimicrobiana frente as bactérias gram-negativas. As fraces de Hexano,
Diclorometano e Diclorometano: Acetato de etila (1:1) apresentaram os melhores resultados
de atividade antimicrobiana. A fracdo obtida com hexano mostrou-se ativa contra E. coli
ATCC com CIM em 5,6 pg/mL e CBM em 1,3 pg/mL. A fracdo diclorometano mostrou
atividade de CIM em 25 pg/mL e CBM em 125 pg/mL para E. coli ATCC e CIM de 1,35
pg/mL e CBM de 25 pg/mL para E. coli Isolado Clinico. Esta fracdo ainda foi ativa contra P.
aeruginosa ATCC 25853 com CIM em 2,5 pg/mL e CBM em 125 pg/mL. Outro resultado
positivo foi obtido com a fracdo Diclorometano: Acetato de etila (1:1) que apresentou CIM
em 5,6 pg/mL e CBM em 1,3 pg/mL para E. coli Isolado Clinico. As outras fracdes nao
mostraram atividade significativa contra as bactérias testadas.

A maior sensibilidade das bactérias Gram- negativas pode ser justificada pelas
diferencas estruturais destas bactérias em relacdo as Gram positivas, principalmente na parede
celular bacteriana, que pode ter alterado a acdo dos produtos antimicrobianos testados. Nesse
sentido, Urzua e colaboradores (1998) sugerem que a membrana externa das bactérias Gram-
negativas poderia agir como uma barreira contra as substancias ativas presente nos extratos de
plantas. Desta forma, embora a ampla quantidade de estudos que mostram a acédo
antibacteriana da Japana, pouco se sabe realmente sobre os possiveis metabdlitos secundarios
gue possuem mecanismos de acdo antimicrobiana envolvidos na morte de bactérias e fungos.

Esta diferenca pode ser explicada pela polaridade intermediaria dos compostos extraidos
nestas fracGes. Sabe-se que compostos extraidos por solventes muito apolares, ou muito
polares, ndo possuem uma grande possibilidade de tornarem-se um fitoterapico, visto que os
mesmos solventes apolares que os retiram sdo toxicos e dificultam uma possivel viabilizacdo
farmacoldgica além de um grande custo para 0s processos extrativos, e 0s solventes muito
polares, correm um grande risco de contaminacao por fungos e bactérias, dificultando assim a
estabilidade do farmaco, logo, 0 experimento extraiu substancias de polaridades
intermedidrias, o que além de facilitar a estabilidade das moléculas, dificulta a contaminagao
por fungos e bactérias e facilita o processo extrativo.

Em vista da resisténcia que muitos patégenos humanos apresentam devido a selecdo a
que passaram pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, da emergéncia de infeccGes

incomuns e efeitos adversos apresentados por alguns medicamentos, as pesquisas tornaram-se
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mais direcionadas as plantas medicinais, sendo que muitas espécies ja se mostraram eficazes
como agentes antimicrobianos (ZAMPINI et al., 2005). Alem disso, Para Holetz et al. (2002),
extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana em concentracdes acima de 0,5
mg/mL possuem fraca atividade, sendo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento
de infec¢bes bacterianas ou fungicas. Partindo desse principio, sup8e-se que 0s extratos de
Ayapana triplinervis V. possuem grande potencial farmacologico e grandes perspectivas de
aproveitamento farmacéutico, ja que todos os extratos e fracdes demonstraram atividades
bacteriostaticas e bactericidas em concentracdes muito inferiores, inferiores ou iguais a 0,5
mg/mL.

A espécie Ayapana triplinervis mostrou-se muito promissora como alternativa
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas, inclusive cepas de isolados clinicos de E.
coli. Novos ensaios e pesquisas de mecanismos de acdo podem elucidar ainda mais essa
atividade da planta, e entdo novas discussGes sobre o potencial farmacolégico da espécie
poderdo ser levantadas. Desta forma, conclui-se que, é valida a iniciativa de purificar ainda
mais estas fracdes e isolar-se deste vegetal os componentes bactericidas na busca de elucidar
seus componentes ativos frente a bactérias gram-negativas, tanto pela baixa eficacia de
produtos vegetais nocivos a estes microrganismos quanto pela pouca compreensdo de seus
mecanismos de acdo antimicrobiana. Compreender estes mecanismos tornou-se um grande
desafio a comunidade cientifica atualmente, visto que este grupo de bactérias atualmente
corresponde um desafio aos microbiologistas clinicos por seu alto potencial de resisténcia e

mutacao.
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7 CONCLUSOES

O screening fitoquimico evidenciou na constituicdo dos extratos Hidroalcoodlico;
Metanolico; de Acetato de etila e Hexanico de folhas de Ayapana triplinervis V. a
presenca de saponina espumidica; acUcares redutores; alcaldides; fendis; taninos;
depsidios; depsidonas; derivados da cumarina e sesquiterpenolactonas, entretando foi

negativo para polissacarideos e flavonoides.

Todos os extratos obtidos da espécie Ayapana triplinervis V. apresentaram acao
antimicrobiana, com potenciais variaveis, sendo que o extrato metandlico apresentou

uma potente acao bactericida contra bactérias gram-negativas.

Os extratos Acetato de etila e Hexanico apresentaram pouca eficacia ou ndo foram
eficazes contra bactérias gram-positivas e P. aeruginosa, mas mostraram excelente

acao bactericida contra E. coli;

Foram obtidas nove fracdes diferentes do extrato metandlico de Ayapana triplinervis
os quais 3 foram fortemente ativas frente a ensaios de CIM e CBM com P. aeruginosa

e E. coli;

As fragBes Hexanica, Diclorometanica e diclorometano/ Acetato de etila se mostraram
muito eficazes frente a E. coli ATCC e isolado clinico;

Todos os extratos foram eficazes contra a bactéria Gram-negativa E. coli e 0s extratos
hidroalcodlico e metandlico foram potentes contra a bactéria Gram-negativa nao
fermentadora (P. aeruginosa)

A partir dos dados obtidos, observa-se a necessidade de isolamento dos compostos

presentes nas fragdes dos extratos que foram eficazes contra as bactérias Gram-negativas para

posterior elucidacdo de seus mecanismos de agdo bactericidas. No entanto, esse estudo

evidenciou a possibilidade de utilizacdo da espécie Ayapana triplinervis V. como alternativa

terapéutica no tratamento das infeccGes bacterianas por Gram-negativas, ou mais

especificamente por E. coli.
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