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RESUMO

A flora brasileira caracterizada por sua elevada diversidade possui grande potencial
teraputico dirigido para inimeras doengas e distirbios do organismo. Essa
caracteristica impar ¢ o resultado da interagdo constante das plantas com o meio
ambiente ao longo do processo evolutivo, culmina com a producdo de diferentes
metabolitos especiais com diversas propriedades. O presente estudo avaliou o potencial
antimicrobiano de extratos de Aristolochia cymbifera Mart & Zucc, uma espécie vegetal
utilizada tradicionalmente no tratamento de diversas infeccOes na forma de extratos
aquoso (cha) e etandlico (cachaga). Apos a avaliagao da atividade antimicrobiana das
fracdes obtidas por parti¢ao liquido:liquido do extrato etandlico bruto utilizando
hexano, diclorometano e acetato de etila, foi observada uma potencializacdo da
atividade para a fase diclorometanica. A partir dessa fase diclorometanica foi isolada
uma mistura de acido aristoloquico I e II (AA 1 e AA 1II), sendo apenas AA I ativo
contra Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (a 250 pg/ml, efeito
microbioestatico e a 500 ug/ml, agdo microbiocida). Nao foi observado o envolvimento
destes acidos na agdo antifungica atribuida a fase diclorometanica. A obtengdao do
extrato bruto hexanico possibilitou a extracdo de substancias ativas sem a presenca dos
acidos aristoloquicos. Desse extrato, foi isolado o sesquiterpeno espatulenol ativo contra
MRSA (a 250 pg/ml, efeito microbioestatico e 500 pg/ml, agdo microbiocida). Todas as
amostras testadas exibiram a¢ao antiviral frente ao Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-
1), exceto a fase diclorometanica e o extrato bruto aquoso. Nenhuma amostra testada
exibiu atividade frente ao Herpes Simplex Virus tipo 2 (HSV-2). O potencial
antioxidante observado foi associado aos grupos de substancias com possivel agdo

antimicrobiana observadas pela realizacdao de bioautografias. A mistura de AAl e AA 11
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e o espatulenol, substincias que foram isoladas dos extratos de A. cymbifera nao

mostram a¢ao antioxidante.



ABSTRACT

The brazilian “flora” characterized by its high diversity has a great therapeutic
potential focused to a great number of diseases and organism disturbs. This unique
aspect is a result of the constant interaction among plants and environment along the
evolutive process, which cause the production of different specials metabolites with
many properties. This study evaluated the antimicrobial activity of extract from A.
cymbifera Mart. & Zucc, a plant used on traditional treatment of several infections
mainly as aqueous (tea) and ethanolic “cachaca” extracts. After the antimicrobial
screening of the fractions obtained by liquid:liquid partitions of ethanolic crude extract
with hexane, dichloromethane and ethyl acetate, was observed the increase of
dichloromethane fraction activity. An active sample against MRSA containing
aristolochic acid I and IT (AA I and AA II), was obtained from the dichloromethane
fraction. After separation AAI exhibited antimicrobial action against MRSA (250 pg/ml
microbioestatic effect and 500 ug/ml, microbiocidal action). These substances were not
associated to the antifungal activities of dichloromethane fraction. The obtainment of a
hexane crude extract made possible the extraction of active compounds without
aristolochic acid presence. The sesquiterpene spathulenol isolated from this extract was
active against MRSA (250 pug/ml microbioestatic effect and 500 pg/ml, microbiocidal
action). All samples were active against Herpes Simplex Virus type 1, except
dichloromethane fraction and aqueous crude extract, but all of then were not active
against Herpes Simplex Virus type 2. The antioxidant potential observed was associated
to substances groups with possible antimicrobial action showed by bioauthograph. The
AA I, AA 1I and spathulenol isolated of A. cymbifera were not related to antioxidant

properties.



ABREVIATURAS

AA I - 4cido aristoloquico 1.

AA II — 4cido aristoloquico II.

AcOEt — acetato de etila.

BHI — Brain Heart Infusion.

CG-EM - Cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massa.
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

CMI - Concentracdo Minima Inibitoria.

CMNT - Concentracdo Maxima ndo Toxica.

DMSO - Dimetil Sulféxido.

DPPH - 1,1-difenil-2-picrilhidrazila.

EBA — Extrato bruto aquoso.

EBE — Extrato bruto etandlico.

EBH — Extrato bruto hexanico.

HSV-1 — Herpes Simplex Virus tipo 1.

HSV-2 — Herpes Simples Virus tipo 2.

MEM-Eagle — Meio Essencial Minimo de Eagle.

MeOH — metanol.

MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio.
NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory Standards.

PI — Percentual de Inibigao.
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INTRODUCAO

Uso de Plantas com Finalidade Terapéutica

A utilizagao de produtos naturais pelo homem ¢ tdo antiga quanto sua propria
existéncia, geralmente associada tanto para fins nutricionais como terapéuticos, estando
sempre inserida no cotidiano de diversos povos em diferentes partes do mundo como
um importante artificio na busca de uma melhor qualidade de vida (DHAR et al., 1968;
ESQUENAZI et al., 2002; KONG et al., 2003; KUMAR et al., 2006).

Mesmo sem embasamento cientifico, a utilizagdo de plantas foi estabelecida de
modo empirico baseada em crengas populares, uma vez que se apresenta como uma
fonte renovavel e de facil acesso (COWAN, 1999). Com o passar do tempo os
beneficios oriundos da alimentagdo e tratamentos com base em plantas possibilitaram a
formagao de uma cultura terapéutica ao longo de geragdes. Desse modo foi criado um
habito alimentar que, ao permitir a observagdo de efeitos benéficos, possibilitou um
acumulo de conhecimento terapéutico empirico (NEWTON et al., 2002).

Diversos povos de culturas distintas, desenvolvidas ou ndo, conhecem ¢ usufruem
do potencial terapéutico dos vegetais no tratamento de doengas. A utilizacdo de plantas
no tratamento de infecgcdes comuns tornou-se corriqueira desde a antiguidade e,
atualmente, varias dessas plantas ditas “medicinais” ainda estdo inseridas como parte de
tratamentos habituais para varios males (RIOS & RECIO, 2005). Tais enfermidades sdo
descritas por iniimeros grupos étnicos como infec¢des cutineas, disenterias e malaria
dentre outros tipos de infecgdoes (DHAR et al., 1968; DAHANUKAR, KULKARNI &

REGE, 2000).



Por volta do Século V a.C., Hipdcrates registrou cerca de 300 a 400 plantas
medicinais (SCHULTES, 1978). J& no século I d.C., Dioscorides publicou De Materia
Medica, um protétipo das atuais farmacopéias modernas. Demonstrando um profundo
interesse em documentar determinadas propriedades terapéuticas presentes nas plantas,
tais registros indicam uma preocupagao em dominar o conhecimento referente ao poder
de cura oriundo dos vegetais como uma alternativa em busca de melhor qualidade de
vida (COWAN, 1999).

A descoberta de papiros datados de 1550 a.C. permitiu conhecer registros que
descrevem a utilizacdo de cerca de 700 plantas (RATES, 2001). Tal fato corresponde a
um forte indicio da preocupacdo dos homens primitivos em acumular informagdes
relacionadas ao uso terapéutico de plantas, o que indica o nascimento de uma cultura na
arte de curar a ser considerado como um dos pilares do surgimento da medicina.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo mundial utiliza a medicina tradicional no tratamento de suas necessidades
primarias de satde, dentre os quais 85% correspondem a participagdo de extratos de
plantas ¢ seus principios ativos na aplicagdo dessa terapia (TSHIBANGU et al., 2002).
Principalmente por corresponder a uma fonte renovavel e de grande disponibilidade que
apresenta baixo custo e boa acessibilidade, aproximadamente 75 a 90% da populagdo
rural, em escala global, utiliza a fitoterapia como a principal alternativa de cura para
uma série de enfermidades (KONG et al., 2003).

Atualmente o interesse na descoberta de novas drogas vem sendo ampliado,
especialmente no que se refere aos produtos vegetais com potencialidades terapéuticas
(MACHADO et al., 2005). Industrias farmacéuticas de grande porte demonstram
interesse em investigar componentes vegetais como fonte de novas substancias ativas e

também no desenvolvimento de agentes fitoterapicos com eficicia, seguranca e



qualidade asseguradas (CALIXTO, 2000; MACHADO et al., 2005). Também ¢ valido
ressaltar a importancia prioritaria do emprego dos mesmos critérios de qualidade
utilizados na producdo de medicamentos sintéticos. Com base nisso, a descri¢ao dos
principais componentes ativos presentes em uma planta, associada aos testes
toxicologicos e controle de qualidade eficiente, podem ser descritos como
procedimentos adequados a padronizacao de fitoterapicos em geral (WAGNER, 1997).

Cerca de 12% da area terrestre do planeta é coberta por florestas tropicais, onde
concentram-se 60% das espécies de plantas presentes no globo. Somente cerca de 1%
dessas espécies vegetais sao avaliadas com base em seus potenciais farmacologicos,
embora 25% de todas as drogas modernas sejam produtos de origem vegetal, seus
derivados e analogos sintéticos (KONG et al., 2003).

O Brasil ¢ um pais tropical conhecido mundialmente por sua ampla diversidade de
fauna e de flora. O potencial bioativo vegetal estimado gira em torno de 10 a 20% das
espécies de plantas do planeta. Dessa forma, o pais apresenta uma flora bem
diversificada que compreende, por exemplo, cerca de 56.000 espécies de Fanerégamas
descritas, o que ¢ 22% dos representantes existentes em todo o mundo (ALVES et al.,
2001).

Plantas medicinais tém despertado grande interesse por parte da comunidade
cientifica por conterem componentes de grande valor teraputico e por serem
considerados uma extensa fonte de agentes quimioterapicos valiosos com

potencialidade futura de aplicagdo pratica (PANNUTI & GRINBAUM, 1995).



A Planta em Estudo: Aristolochia cymbifera

A familia Aristolochiaceae pertence a superordem Magnoliiflorae (sensu Dahlgren
1980) sendo formada por 7 géneros (Saruna, Asarum, Apama, Thottea, Holosttylis,
Euglypha e Aristolochia) apresentando cerca de 400 espécies distribuidas ao longo das
regides tropicais, embora algumas espécies possam ser encontradas em regides de clima
subtropical ou até mesmo temperado (KELLY & GONZALEZ, 2003). O género
Aristolochia compreende aproximadamente 300 espécies, das quais cerca de 90 sao
brasileiras, constituidas por ervas anuais, trepadeiras, com distribui¢ao
predominantemente tropical (LEITAO & KAPLAN, 1992).

Diversos estudos envolvendo os integrantes desse género t€m sido desenvolvidos
com base em uma série de abordagens do potencial terapéutico, sendo importante
ressaltar: avaliagdo da atividade antibacteriana (GADHI et al., 2001; CAMPORESE et
al., 2003; MACHADO et al., 2005), atividade antioxidante (VELAZQUEZ et al.,
2003), atividade antiinflamatoria (SOUSA et al., 2002) e atividade anti-Trypanossoma
cruzi (ABE et al., 2002). A. cymbifera ¢ pouco descrita na literatura especializada em
estudos de elucidagdo de componentes com atividade antimicrobiana, sendo valido citar
apenas a atividade antibacteriana frente a MRSA que foi atribuida a presenga do
diterpeno acido 2-oxo-populifélico (MACHADO et al., 2005).

Popularmente A. cymbifera ¢ conhecida por diversos nomes, dentre eles: cassad,
jarrinha, cipo-milhomem, papo-de-peru, dentre outros. Embora amplamente utilizada na
medicina popular, h4 alguns produtos do seu metabolismo descritos como sendo toxicos
(ZHOU et al., 2004). Com base nessas informagdes torna-se de grande interesse um
estudo mais aprofundado da planta visando o esclarecimento dos reais perigos da

utilizagdo de seus produtos em terapias em geral, uma vez que o desconhecimento de



componentes toxicos presentes em qualquer planta utilizada para um dado tratamento
pode representar grande risco a satde do usuario (KONG et al., 2003).

A espécie em questdo, assim como outros integrantes do género Aristolochia, sdo
descritos como produtores de um metabodlito secundario conhecido como acido
aristoloquico (AA), amplamente estudado e descrito na literatura por demonstrar
acentuada acdo toxica aos rins ¢ figado (ZHOU et al., 2004). Esses metabolitos sdo
estruturalmente de natureza nitrofenantrénicas (LEITAO & KAPLAN, 1992; IOSET;
RAOELISON & ROSTETTMANN, 2003) e os principais representantes sdo o AAl e o
AAII, além de ser muito comum a sua presenca acompanhada das lactamas
correspondentes, aristolactamas. Essas substincias relacionadas sdo associadas a um
potencial altamente mutagénico, uma vez que possuem grande afinidade pelas bases
nitrogenadas guanina e adenina, culminando em uma propriedade degradativa do DNA,
contribuindo para formagao de neoplasias (KOHARA et al., 2002). Tal fato mais uma
vez ressalta a grande importancia do estudo em questdo, ja que essa planta estd bem
popularizada na medicina tradicional e seus reais efeitos benéficos, ou até mesmo
deletérios, ainda ndo sdo conhecidos em sua totalidade devido a auséncia de
embasamento cientifico.

A necessidade do desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e o baixo
numero de citagdes cientificas referentes a A. cymbifera, apesar de seu potencial
bioativo, estimulam o estudo mais aprofundado dessa espécie visando uma aplicagdo

futura de seus componentes de modo eficaz e seguro para o usuario.



Alguns Componentes Bioativos de Origem Vegetal

As Plantas produzem uma infinidade de substancias das mais variadas classes,
podendo ser responsaveis por suas fungdes bioquimicas e, em muitos casos, associados
a sua defesa contra os patdogenos presentes no meio ambiente (WOJTASZEK, 1997,
ESQUENAZI et al., 2002).

O metabolismo vegetal pode ser descrito como primario ou secundario. O
primario considera os processos essenciais a vida e sdo comuns aos seres vivos, tais
como processos bioquimicos associados a sua nutri¢ao. Ja o secundario, compreende a
produgdo de substancias que conferem vantagens adicionais a sobrevivéncia no
ambiente podendo garantir a perpetuagdo da espécie, principalmente por relacionar-se a
aspectos mais especificos a grupos de plantas (SIMOES et al., 2004).

Em parte, a ocorréncia de grande variedade de substancias produzidas por plantas
pode ser explicada com base em sua interagdo com o meio ambiente. Principalmente por
ndo se deslocarem, tal fendmeno ocorre via interagcdes quimicas que sdo desempenhadas
principalmente por produtos resultantes de seu metabolismo secundério. Essa riqueza de
substancias pode ser explicada devido a evolugdo natural influenciada pela constante
interagdo dos vegetais com as condigdes estabelecidas por fatores bidticos e abioticos
(HARBONE, 1973; WALLACE, 2004).

Uma série de classes de substancias quimicas pode ser resultante do metabolismo
secundario das plantas e compreende produtos de diversas naturezas. Dentre as
principais classes de metabolitos especiais encontrados em plantas podem ser

destacadas: Alcaldides, Terpenoides, Taninos, Saponinas e Flavonoides, dentre muitas



outras descritas na literatura responsaveis pelas mais variadas atividades biologicas
(COWAN, 1999).

Os alcaldides podem ser compreendidos como substancias organicas naturais que
contém um ou mais atomos de nitrogénio, podendo apresentar-se de formas variadas.
Estudos com base na composi¢do quimica € nos aspectos estruturais dos alcaloides
consideram a classe dividida em diversos grupos, dentre eles: alcalodides inddlicos,
quinolinicos, piridinicos, piperidinicos, esteroidicos, derivados do triptofano e da
fenilalanina, entre muitos outros (KARIBA et al., 2002). A morfina apresenta-se como
um dos primeiros alcaldides utilizados na medicina, tendo sido isolada em 1805 do 6pio
de Papaver somniferum. Seu nome ¢ uma referéncia ao deus grego do sono Morpheus
(FESSENDEN & FESSENDEN, 1982).

Os terpenos em geral denotam uma grande variedade estrutural ¢ possuem como
constituintes de sua estrutura basica unidades isoprénicas (COWAN, 1999). Essas
substancias representam os principais constituintes dos 6leos volateis de plantas (Oleos
Essenciais), e sdo classificadas como mono-, sesqui-, di-, tri- e tetraterpenos. O 6leo
essencial de A. cymbifera, obtido por arraste com vapor dagua, é rico em sesquiterpenos
além de outras substincias tais como: n-undecano (17,7%) e n-dodecano (12,4%)
(LEITAO et al., 1991). Também foi registrada para a planta a presencga de diterpenos do
tipo clerodano, como os acidos 2-oxo-populifélico e epi-populifolico, que foram
descritas inicialmente por Leitdo e colaboradores (1992) e, posteriormente foi atribuida
ao acido 2-oxo-populifolico a atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, S.
epidermides e S. haemolyticus (MACHADO et al., 2005).

Flavonobides sdo substincias fenolicas que podem ocorrer em diferentes tipos
estruturais, tais como: flavonéis, flavonas, isoflavonas, dentre outros (SIMOES et al.,

2004). A atividade antimicrobiana dos flavondides geralmente estd relacionada a sua



capacidade de se complexar tanto com proteinas extracelulares e soluveis quanto com
parede celular de bactérias em geral. Os flavonodides sdao bem descritos como produtos
antioxidantes (COWAN, 1999). Espécies do género Aristolochia sdo produtoras de
flavonoides onde se destaca a isorhamnetina-3-0-robinobiosideo isolado de A. indica, o
qual foi descrito pela primeira vez no género (MIZUNO et al., 1990).

As saponinas em geral sdo substancias muito comuns nas plantas. Do ponto de
vista quimico, caracterizam-se pela presenga de um grupo glicosidio ligado a uma
aglicona. A sua propriedade principal ¢ reduzir fortemente a tensao superficial da agua,
sendo assim, as saponinas constituem excelentes emulsificantes (KHAN, KIHARA &
OMOLOSO, 2000).

Os taninos sdo outros produtos de espécies da familia Aristolochiaceae, possuem
composicao varidvel e apresentam uma caracteristica comum: a capacidade de precipitar
proteinas, complexar metais pesados e alcaloides. Sdo quimicamente definidos como
polifendis, podendo ser condensados, hidrolisados ou mistos (COWAN, 1999;
ESQUENAZI et al., 2002). A atividade antimicrobiana desses polifendis frente a
Staphylococcus aureus, Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Fonsecaea
pedrosoi e Herpes Simplex Virus tipo I e II ja foi bem descrita (ESQUENAZI et al.,

2002).

Aspectos Gerais das Infeccoes Microbianas

O dramatico aumento do indice de resisténcia aos agentes antimicrobianos
disponiveis no mercado ¢ um crescente problema de satide publica (CHOPRA et al.,
1996; BAQUERO, 1997). Tal fato compde um cenario em que os constantes avangos

dos conhecimentos cientificos, médicos e tecnologicos ainda ndo impedem de forma



eficaz a progressao das doencas infecciosas como causa mundial de morbidade e
mortalidade (MOELLERING et al., 2007).

A constante demanda por novos agentes antimicrobianos tem estimulado a
pesquisa de substancias capazes de tratar as infec¢des resistentes aos agentes
antimicrobianos disponibilizados atualmente no mercado, muitas vezes associada ao uso
incorreto de antibidticos (NOSTRO et al., 2000; MACHADO et al., 2003).

Microrganismos s3o conhecidos principalmente por sua capacidade genética
intrinseca de adquirir resisténcia aos mais diversos agentes antimicrobianos utilizados
no tratamento de infecgdes, particularmente destacando-se as bactérias Gram-negativas.
A membrana mais externa desses microrganismos constitui uma barreira de
permeabilidade que dificulta a penetragdo de substincias antimicrobianas polares e
permite a passagem de produtos com carater mais lipofilico (TEGOS, STERMITZ &
LOMOVSKAYA, 2002).

As infecc¢des fungicas e bacterianas constituem atualmente um grande problema
médico-social 0 que aumenta consideravelmente o interesse pela micologia e
bacteriologia médicas. O aumento significativo de pacientes portadores de
imunodeficiéncias adquiridas (HIV-positivo) e induzidas (terapias imunossupressoras)
contribui consideravelmente para a consolida¢ao desse quadro (BURIK & MAGEE,
2001).

O primeiro antibiotico utilizado como substancia isolada foi a penicilina, em 1942,
0 que possibilitou a cura de diversas infecgdes comuns e ampliou o horizonte na
descoberta de agentes antimicrobianos. Atualmente ndo ha uma terapia totalmente
eficaz contra todos os tipos de infecgdes e a descoberta de novos agentes

antimicrobianos ¢ de extrema necessidade (MARQUES-SANTOS et al., 1999).
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O processo infeccioso bacteriano abrange desde a etapa de transmissao,
reconhecimento superficial e adesdo as células do hospedeiro como eventos iniciais, até
processos mais avangados como invasao celular e/ou tecidual e evasdo do sistema
imunolégico do individuo infectado (MACHADO et al., 2003).

Com o aumento da prevaléncia de bactérias resistentes a muitas drogas, a busca
por produtos naturais originados de plantas com potencial terapéutico oferece uma
alternativa viavel no combate as infecgdes de dificil tratamento (COWAN, 1999). Além
disso, pesquisadores em diversos campos da ciéncia estdo desenvolvendo estudos que
visem a elucidacdo do potencial terapéutico presente nas plantas. O aspecto
interdisciplinar dos grupos de estudo possibilita obtencdo de produtos farmacoldgicos
com maior rapidez e seguranga por agilizar o desenvolvimento de cada etapa do estudo
(AHMAD, AQIL & OWALIS, 2007).

Na tltima década do século XX foi observado um grande aumento no niimero de
infec¢des causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), tanto em
unidades hospitalares quanto em comunidades (SANTOS et al., 1999). No caso do
MRSA, o tratamento restringe-se apenas ao uso do antimicrobiano vancomicina
(BOYCE, 1992), ressaltando que ja sdo registrados casos de S. aureus resistente a
vancomicina (VRSA) (HIRAMATSU, 1998; MACHADO et al., 2005).

Estima-se que mais de 60% dos problemas de satde associados as infec¢des em
ambiente hospitalares nos Estados Unidos estdo relacionados aos microrganismos
Staphylococcus Coagulase-Negativa (CoNS), S. aureus e espécies de Enterococcus, em
que 89,1% dos CoNS e 59,5% de S. aureus, isolados em Unidades de Terapia Intensiva,
foram resistentes a meticilina enquanto 28,5% das espécies de Enterococcus
encontrados demonstraram resisténcia a vancomicina. Portanto, ¢ valido ressaltar que no

periodo entre 1992 e 2002 ocorreu um aumento de 36% para 62% da prevaléncia de
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MRSA em Unidades de Terapia Intensiva nos EUA (WISPLINGHOFF et al., 2004,
MCDONALD, 2006).

Tendo em vista o aumento de casos de infecgdes associadas a MRSA tanto em
ambientes hospitalares quanto comunitarios, estima-se que com o maior uso de
vancomicina na terapia antimicrobiana desses agentes possa ser possivel o surgimento
cada vez maior de cepas de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA). Evidéncias
descritas na literatura demonstram a transferéncia in vivo dos genes de resisténcia a
vancomicina de Enterococcus sp. para S. aureus (CRAVEN & SHAPIRO, 2006).

Infecgdes fungicas sist€émicas sdo constantemente associadas aos casos de
morbidade e mortalidade de pacientes hospitalizados. Embora haja diferentes patégenos
fungicos, os integrantes do género Candida continuam sendo uma causa cada vez mais
comum de infecgdes fungicas em ambientes hospitalares em que até 40% dos casos de
candidiase invasiva n3o respondem ao tratamento antifngico utilizado
(GUDLAUGSSON, GILLESPIE & LEE, 2003; OSTROSKY & PAPAS, 2006).

Existem aproximadamente 50.000 espécies de fungos, em grande parte benéficas
ao homem, por atuarem na degradacdo e reciclagem de matéria organica e também por
serem utilizados como modelos experimentais na pesquisa de variados processos
eucarioticos. Entretanto, além do impacto econdomico como fitopatdogenos
(HOSTETTER, 1998), diversas espécies sdo agentes etioldgicos de intoxicagdes,
micotoxicoses e micoses, sendo a ultima dividida em superficiais, cutineas,
subcutaneas, sistémicas e at¢ mesmo oportunistas (HOGAN, KLEIN & LEVITZ, 1996;
GRAYER & KOKUBUN, 2001).

De modo geral, a resisténcia aos agentes antifingicos disponiveis atualmente e aos
antibioticos apresenta-se como um dos principais aspectos que dificultam o tratamento

de doengas infecciosas associadas a esses agentes microbianos. Tal fato dificulta em
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muito a abordagem clinica no tratamento dessas infecgdes e os procedimentos de
determinagdo do perfil de resisténcia realizado na rotina de laboratorio de anélise clinica
(SCHMOURLO et al., 2005).

A dificuldade no tratamento das infeccdes, utilizando os agentes antifiingicos, € os
demais agentes antimicrobianos, pode ser compreendida como um processo
multifatorial dependente de aspectos dos quais destacam-se a difusdo incompleta em
determinados tecidos, como no caso de abscesso cerebral ou de tecido hepatico
afetados; absor¢do incompleta pelo organismo da substancia utilizada; fortes
associagodes as proteinas do organismo; ou até mesmo a rapida eliminagdo que dificulta
a manuten¢do do efeito do agente antimicrobiano. Individuos imunocomprometidos,
como os portadores do HIV, sdo mais propensos as infecgdes por patdgenos
oportunistas que desencadeiam processos infecciosos devido a deficiéncia das defesas
do organismo a julgar que a maioria desses microrganismos ja estd presente na

microbiota do individuo (MOELLERING et al., 2007).

Relevancias das Infeccoes Virais

Desde os tempos antigos lesdes do tipo herpéticas tém sido relatadas na Grécia,
por Hipdcrates, ¢ em Roma, por Herodotus (WILD & WATSON, 1963), sendo
atualmente os herpesvirus (familia Herpesvirinae) disseminados na natureza, infectando
de insetos a mamiferos. Cerca de oito herpesvirus humanos ja sdo descritos, dentre os
130 ja caracterizados no reino animal. O virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e o virus
herpes simplex tipo 2 (HSV-2) estdo classificados na subfamilia Alphaherpesvirinae e

género Simplexvirus, sendo estes dois os de maior importancia clinica apresentando
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elevada incidéncia de infec¢des virais dentre os integrantes da familia (ROIZMAN &
PELLETT, 2001).

Tanto o HSV-1 quanto o HSV-2 causam infecgdes com lesdes recorrentes.
Geralmente o HSV-1 esta associado com infecgdes labial ¢ o HSV-2 com infecgao
genital. Entretanto, € possivel o HSV-2 causar herpes labial e o HSV-1, herpes genital
(LAFFERTY etal., 2000; STRUTT et al., 2003).

Embora atualmente o impacto social resultante da infec¢do labial causada por
HSV-2 seja pequeno, ha indicios de que ocorre o aumento do niimero de casos de
herpes genital causados por HSV-1. J& foi visto que em alguns paises da Europa, o
HSV-1 ja se tornou o principal agente causador de herpes genital. Porém a infecgdo
genital causada pelo HSV-1 apresenta-se como uma manifestacdo clinica menos grave e
associada a um menor numero de recorréncias quando comparada a infec¢do causada
pelo HSV-2 (WALD et al., 2002).

De modo geral, a soroprevaléncia do HSV-1 ¢ superior a do HSV-2, excetuando-
se as populagdes determinadas como sendo de risco, como HIV positivos e pessoas com

comportamento sexual promiscuo, por exemplo (LOOCKER & GARNETT, 2005).

Atividade Antioxidante de Plantas

O estudo de radicais livres na biologia tem despertado grande interesse, uma vez
que desempenham um papel importante na ocorréncia de diversas doengas, incluindo
doencas cardiovasculares, algumas formas de cancer, processos inflamatérios e
desordens neurodegenerativas (MAXWELL, 1995). Em organismos aerdbios, lipideos
contendo acidos graxos poli-insaturados, proteinas, acidos nucléicos e carboidratos

podem ser oxidados via reagdes mediadas por radicais livres (RAMOS et al., 2003).
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Quando o oxigénio ¢ fornecido em excesso ou sua redugdo ¢ insuficiente,
espécies reativas de oxigénio (ERO) como superdxidos, radical hidroxila e peroxido de
hidrogénio sdo gerados. As ERO podem atacar e lesar diversas moléculas e estruturas
biologicas importantes como proteinas, DNA e membranas, induzindo a ocorréncia de
diversas doengas. Radicais livres sdo produzidos ao longo do metabolismo e removidos
pelo sistema de defesa enzimatico e ndo enzimatico (HALLIWEL, GUTTERIDGE &
CROSS, 1992). Porém, o stress oxidativo resultante de um sistema de defesa
antioxidante inadequado causa inumeros danos teciduais. Nesse contexto, substancias
com multiplos mecanismos de acdo, incluindo propriedades antioxidantes, podem
contribuir para minimizar danos ao organismo causados por radicais livres (BARRY,
1991).

De modo geral plantas medicinais com propriedades antioxidantes ainda ndo sao
bem exploradas cientificamente, mas o seu potencial como fonte natural de substancias
antioxidativas tem despertado grande interesse. A procura por novos compostos que
atuem na protecdo quimica da oxidacdo de moléculas biologicamente importantes se
mostra como um campo promissor da fitoterapia a ser explorado (RAMOS et al., 2003).
Recentemente, o extrato alcodlico de Aristolochia cymbifera analisado pelo método

colorimétrico de DPPH exibiu potente a¢do antioxidante (ALVIANO et al., 2008).
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Justificativa

O constante aumento de casos de resisténcia aos agentes antimicrobianos
existentes restringe cada vez mais as possibilidades de tratamento das infecgdes
causadas por microrganismos, elevando cada vez mais os custos com tais terapias. Este
cendrio contrasta com todo o avango cientifico da atualidade ainda incapaz de impedir o
destaque das doengas infecciosas como importante causa de morbidade e de
mortalidades de pacientes em nivel mundial. O Brasil, concentrando grande parte da
diversidade biologica global, corresponde a um potencial imenso e eficaz de substancias
com atividades bioldgicas, muitas delas ja utilizadas popularmente contra uma série de
enfermidades que, em sua maioria, sdo doengas infecciosas. Uma vez que grande parte
dessas infecgdes sdo resultantes da acdo de microrganismos resistentes a maioria dos
produtos disponibilizados atualmente, estudos direcionados a elucidagdo de novas
substancias antimicrobianas sdo necessarios. Tais esfor¢os tornariam possivel a
obtencdo de novos produtos terapéuticos tuteis ao tratamento dessas infecgdes, além de

tornar o uso empirico dessas plantas mais seguro e eficaz.
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Objetivo Geral

O desenvolvimento do presente estudo visa avaliar a atividade antimicrobiana,
antiviral e antioxidante da espécie Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc e confirmar o
seu uso empirico frente a microrganismos de importancia clinica, além da obtencao de

substancias ativas.

Objetivos Especificos

o Obter extratos brutos e fragdes semipurificadas de Aristolochia cymbifera Mart &
Zucc;

o Avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos brutos e de fragcdes de
Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc frente aos microrganismos testados;

o Observar o perfil de atividade antimicrobiana das fragdes obtidas por meio de
fracionamento acompanhado por testes de avaliagdo de atividade antimicrobiana;

. Isolar e identificar a(s) substancia(s) ativa(s) a partir dos extratos brutos e fracdes
semipurificadas ativos;

e  Avaliar a presenca do acido aristoloquico;

e  Avaliar o perfil de atividade antiviral para Herpes Simplex Virus — HSV-1 e HSV-
2 dos extratos brutos e das fracdes semipurificadas;

. Avaliar o potencial antioxidante dos extratos brutos, de fracdes semipurificadas e
das substancias isoladas de A. cymbifera.

e  Obter informagdes inerentes ao embasamento cientifico ao uso popular de A.

cymbifera;
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MATERIAL E METODOS

Origem da Planta

A planta abordada nesta pesquisa, Aristolochia cymbifera Mart. & Zucc, ¢
caracterizada por seu habito em cipo, sua ampla distribuicdo no territdrio brasileiro e
seu uso para fins terapéuticos. O 6rgao vegetal eleito para este estudo foi o caule, por
ser a parte utilizada na medicina popular. A amostra estudada foi coletada em janeiro de
2005 e ¢ oriunda do Herbario da Universidade Federal de Sergipe (UFS), onde foi feita

também a identificagdo botanica.

Obtencao dos Extratos Brutos

O material botanico, (930g de caule), devidamente seco foi triturado e submetido
aos processos de extragdo por maceragao estatica com hexano (5 x 1,51) e em seguida
por etanol (2 x 1I). Apoés filtragdo, os extratos obtidos foram concentrados em
evaporador rotatorio e acondicionados em frascos bem vedados a -20°C. A seguir, foi
realizada a macera¢do do material ndo extraido com agua aquecida, na qual o material
vegetal foi submerso em agua (70°C) deixando atingir temperatura ambiente, e mantido
em geladeira por 24 h. O extrato aquoso ap0s filtragdo foi liofilizado e estocado a -20°C

(Esquema 1).
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Caule de A. cymbifera
(930g)

Hexano [5 vezes]

Extrato bruto hexanico Material ndo
EBH extraido
9,38 2)

Etanol 2 vezes]

~N

Extrato bruto etandlico Material ndo
EBE extraido
22,1 ¢)

Agua [2 vezes]

Extrato bruto aquoso Material ndo
EBA extraido
9,389

Esquema 1 — Processo de obtencao dos extratos brutos hexénico, etandlico e aquoso.

Testes de Atividade Antimicrobiana

Microrganismos

Vérios microrganismos de importancia médica foram utilizados nos testes para
determinag@o da atividade antimicrobiana dos extratos de A. cymbifera: 1) Bactérias
Gram positivas - Staphylococcus aureus MRSA (BMB9393) (Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho, UFRIJ); Lactobacillus casei isolado clinico do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ; Streptococcus mutans isolado clinico do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ; 2) Bactérias Gram negativas -
Escherichia coli isolado clinico do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho 3)

Fungos leveduriformes - Candida albicans Sorotipo B ATCC 36802; Cryptococcus
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neoformans T;-444 Sorotipo A - isolado clinico (Universidade Federal de Sdo Paulo,
UNIFESP-SP); Fungos filamentosos - Fonsecaea pedrosoi amostra SVPL, isolado
clinico (Universidade Federal de Minas Gerais) ¢ Trichophyton rubrum isolado clinico

(Hospital Universitario Clementino Fraga Filho).

Condicoes de Cultivo dos Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes de atividade antimicrobiana foram
cultivados seguindo as seguintes condigdes: as bactérias S. aureus MRSA, L. casei, E.
coli e S. mutans foram cultivados em meio infusdo de cérebro e coragdo (BHI) contendo
agar, a 37°C por 24 horas, sendo apenas S. mutans mantido em condi¢des de
anaerobiose. Os fungos C. albicans, C. neoformans foram cultivados em meio
Sabouraud agar ¢ mantidos a temperatura ambiente por 24 a 48 horas, ja os fungos F.
pedrosoi ¢ T. rubrum foram cultivados em meio Sabouraud agar a temperatura ambiente

por 7 a 10 dias.

Técnicas de Difusdo em Agar

13

Drop Test”

A atividade antimicrobiana de cada amostra, extrato bruto e fragdes, foi
determinada por meio da Técnica de Difusdo em Agar, que consiste em adicionar (10pl)
da amostra diretamente na superficie do meio de cultura previamente inoculado com o
microrganismo teste de modo confluente. Apods o periodo de incubacdo, 24h (bactérias)
e 48h (fungos leveduriformes) e 72h (fungos filamentosos), o didmetro dos halos

correspondentes a inibi¢gdo do crescimento microbiano foram medidos e devidamente
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registrados (HILI, EVANS & VENESS, 1997). Como controle positivo das bactérias
utilizamos Vancomicina (1 mg/ml) e para fungos a Anfotericina B (1 mg/ml), sendo
aplicado o volume de 10 pl.

Os extratos aquosos foram adicionados diretamente na superficie do meio,
enquanto os extratos brutos hexanico e etandlico, assim como as fragdes organicas
foram ressuspensos inicialmente em DMSO e diluidos (1:3) em agua destilada estéril
antes de serem aplicados na superficie do meio, para assegurar a nao interferéncia do
diluente na formagao do halo de inibigdo microbiana. A realizagdo do controle com o

DMSO mostrou que nao hé interferéncia no crescimento microbiano.

13

Spot Test”

Ao longo das etapas de fracionamento, as fragdes obtidas foram avaliadas quanto a
sua atividade antimicrobiana por meio desta técnica. Tal procedimento consiste em
aplicar em um ponto marcado da superficie de uma placa de gel de silica 5 ul da fragdo
concentrada cerca de 10x. Uma vez o solvente da amostra ter sido evaporado, a mesma
¢ exposta a radiagdo UV em fluxo laminar por 15 min e meio de cultivo contendo agar
previamente inoculado com o microrganismo (de acordo com as condigdes de cultivo)
em questdo ¢ vertido sobre a placa de silica. Apds periodo de incubagdo, o halo de
inibigdo observado sobre a area em que a amostra foi aplicada indica atividade da
fragdo. Para uma melhor visualizagdo do halo de inibicdo a superficie do meio ¢
revelada com um corante de viabilidade celular, o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazolio - (MTT) na concentragdo de 3mg/ml. Essa técnica possibilitou
avaliar a atividade antimicrobiana de amostras obtidas ao longo do processo de

fracionamento solubilizadas em solventes orgénicos.
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Concentracdo Minima Inibitoria (CMI)

ApoOs estabelecido o perfil de atividade antimicrobiana, a Concentragdo Minima
Inibitéria (CMI) dos extratos brutos e das fragcdes foi determinada. A CMI ¢ definida
como a menor concentracdo da substancia capaz de inibir todo o crescimento do
microrganismo empregado no teste, permitindo uma avaliacdo quantitativa do seu
potencial antimicrobiano.

O procedimento foi realizado com base nas normas NCCLS — M7-A6, M11-A6,
M27-A2 e M38-A que consiste em incubar as amostras em diluigdes seriadas em uma
concentragdo padronizada do indculo (10° células/ml). Os meios de cultivo utilizados
foram: Caldo Muller-Hinton para bactérias, RPMI para fungos leveduriformes ¢ Caldo
Sabouroaud quando utilizados fungos filamentosos. Os seguintes controles sio
realizados: controle negativo do meio de cultivo (Meio puro), controle positivo do
inéculo (microrganismos + Meio). O periodo de incubacdo ¢ de 24h (bactérias), 48h
(fungos leveduriformes) e 72h (fungos filamentosos). A temperatura de incubagao foi de
37°C para bactérias e temperatura ambiente para fungos. A leitura foi realizada
visualmente ¢ confirmada com a adi¢do de um indicador de viabilidade celular

(Resazurina a 0,005% em PBS pH 7,0). Todos os testes foram realizados em duplicata.

Avaliacdo do Efeito Microbioestatico € Microbiocida

Paralelamente a determinagdo da Concentracdo Minima Inibitéria, também foi
investigado se a concentragdo apenas inibia o crescimento do microrganismo (efeito
microbiostatico) ou se sua ac¢do ocasionava um efeito de inviabilizagdo total do

crescimento do microrganismo (microbiocida). O procedimento consiste em reincubar
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em meio de cultivo estéril as concentragdes do teste de CMI onde nao foi observado
crescimento microbiano, as concentracoes maiores € iguais a CMI. A menor
concentragdo que ndo exibir nenhum crescimento corresponde a concentragdo que
apresenta efeito microbicida. Ao realizar este procedimento torna-se possivel observar
se a CMI apenas inibiu o crescimento do microrganismo ou se de fato demonstrou

efeito microbicida.

Bioautografia

Inicialmente ¢é realizada uma cromatografia em camada fina, onde os componentes
sdo separados com base em sua afinidade com o sistema solvente utilizado que ¢
descrito ao longo dos resultados. Apds o solvente ter sido evaporado da placa de silica,
a mesma ¢ exposta a radiagdo UV por cerca de 20 min para assegurar descontaminagao,
sendo esta posicionada dentro de uma Placa de Petri estéril onde ¢ vertido meio de
cultura (BHI — agar) ainda no estado liquido (45°C) previamente inoculado com o
microrganismo teste. Apos periodo de incubagdo, especifico para cada microrganismo, a
regido onde ocorrer o halo de inibi¢do do crescimento microbiano ¢ comparada com a
placa espelho (duplicata) revelada como descrito na técnica. Sendo assim torna-se
possivel elucidar a regido cromatografica correspondente a substancia responsavel pela
inibigdo do crescimento microbiano (SAXENA et al., 1995 ¢ NOSTRO et al., 2000).
Para uma melhor visualizagio do halo de inibicdo foi utilizado um corante de
viabilidade celular, o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio -

(MTT) na concentragdo de 3mg/ml.
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Técnicas de Fracionamento

Todas as etapas de fracionamento dos extratos brutos e fragcdes foram direcionadas
tendo como base o perfil de atividade bioldgica. O emprego em conjunto de técnicas
analiticas para avaliagdo de bioatividade e do perfil quimico viabilizou a elucidagdo de

substancias bioativas presentes nos extratos e fragdes.

Cromatografia em Camada Fina

Apbs ser aplicada a amostra (extrato bruto ou fragdo) na placa cromatografica de
gel de silica a 1,0 cm da base (Silica G60 F,45 - Merck), a cromatografia ¢ desenvolvida
de modo a promover a separagdo de seus componentes. As placas foram observadas sob
radiagdo UV e reveladas com anisaldeido sulfirico (17 ml de metanol, 2 ml acido
acético, 1 ml de 4cido sulfurico e 0,1 ml de anisaldeido) para observar a distribuicao das
substancias ao longo do campo cromatografico. Os diversos sistemas solventes sdo

descritos ao longo da apresentacdo dos resultados.

Particao Liquido:Liquido

Parti¢cdes liquido:liquido entre dgua e solventes organicos foram desenvolvidas,
em funil de decantagdo, objetivando a obtengdo de fragdes semi-purificadas do extrato
bruto etandlico (EBE). O EBE foi inicialmente suspenso em MeOH:H,O (9:1) e entao
extraido com hexano (Fase hexanica). Posteriormente, todo o material ndo extraido foi
evaporado, ressuspenso em MeOH:H,O (1:7) e extraido sequencialmente com

diclorometano (Fase diclorometanica) e acetato de etila (Fase em acetato de etila)
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(Esquema 2). Ap6s a evaporagao dos respectivos solventes em evaporador rotatorio, as

fracdes obtidas foram pesadas e avaliadas quanto o seu perfil de atividade bioldgica.

Ext. Etandlico

EBE MeOH:H,0 (9:1)
(8.0 2)
Hexano
Fase hexinica Residuo I MeOH:H,0 (1:7)
(584,1 mg)
Diclorometano

Fase diclorometanica Residuo II
(612,4 mg) ’

Acetato de Etila

Fase em acetato de etila Residuo III
(305,8 mg) Fase Aquosa

Esquema 2 — Processo de parti¢ao liquido:liquido do extrato bruto etanodlico de Aristolochia cymbifera

Mart & Zucc com solventes organicos.

Cromatografia em Coluna Aberta

O EBH e a fracao semipurificadas ativa (Fase diclorometanica) foram submetidas
a cromatografia de adsor¢do em coluna de gel de silica G60 (Merck, 70-230 mesh)
utilizando-se como eluentes misturas binarias de hexano, AcOEt e MeOH em gradiente
de polaridades crescentes, além dos solventes puros. As fracdes obtidas foram entdo
concentradas em evaporador rotatério, avaliadas quanto sua atividade antimicrobiana e
correlacionadas com o perfil de substancias observadas através da associagdo entre

cromatografias em camada fina e bioautografia.
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Identificacdo dos bioativos antimicrobianos nos extratos: EBH ¢ EBE

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE

Ao longo do desenvolvimento das etapas de fracionamento da Fase
diclorometanica obtida do EBE, as amostras obtidas foram comparadas com um padrao
de Acido Aristoloquico por meio de cromatografia em camada fina para observar o seu
possivel envolvimento na agdo antimicrobiana. O perfil cromatografico da amostra ativa
foi observado e comparado com um padrio de Acido Aristoloquico (A5512 - SIGMA-
Aldrich) contendo uma mistura do AA I e AA II. A avaliagdo foi realizada em um
aparelho de cromatografia liquida modelo HP-1090, utilizando coluna RP-18 XTerra®
(250mm x 4,6 mm x Sum) e gradiente de acetonitrila (Solucao B) em agua (Solucao A):
inicialmente 20%B por 2min, 71%B até 5min, isocratico em 71%B até 8min, 72%B aos
11min, 100%B até¢ 20min. Detector de UV ajustado em 254 nm e fluxo de 1 ml/min. O
cromatograma foi obtido utilizando o integrador HP3396A.

A mistura de AA I ¢ AA II obtida da Fase diclorometanica em questdo foi
separada em coluna semi-preparativa SUPELCOSIL™LC-18 (250mm x 10mm x Sum)
baseando-se as mesmas condigdes anteriores de gradiente de eluigdo e detecgdo, e fluxo

de 4 ml/min.

Cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas — CG/EM

A fracdo ativa isolada por cromatografia de adsor¢do em gel de silica do EBH foi
analisada em cromatégrafo com fase gasosa Shimadzu QP 2010 interfaceada com

espectrometro de massas, utilizando coluna ZB-5MS, injetor a 270°C, interface de
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230°C, temperatura da coluna: 60°C a 290°C (10°C/min). Os espectros de massas foram
obtidos por impacto eletronico a 70 eV. A identificagdo dos constituintes foi
determinada com base na comparacdo do indice de retencao relativo a uma série de
hidrocarbonetos, pela determinacao do indice de reten¢ao de Kovats e comparagdo com
os espectros de massas publicados por ADAMS (2001) bem como com o banco de

dados NIST21 e NIST107 da biblioteca do CG/EM.

Avaliacio do Perfil de Atividade Antiviral

Cultura de Células

Para a realizacdo dos testes de avaliacdo do perfil de atividade antiviral dos
extratos brutos e fra¢des semipurificadas, foi utilizada a cultura de células Vero
(fibroblasto de rim de macaco Cercopitheccus aethiops).

A células foram mantidas em Meio Minimo Essencial de Eagle (MEM-Eagle)
acrescido de 0,03 mg/ml de glutamina, 50 pg/ml de garamicina, 2,5 mg/ml de
fungizona, solucdo de bicarbonato de sédio a 0,255, HEPES 10 mM e 10% de soro fetal
bovino (meio de crescimento) ou sem soro fetal bovino (meio de manutencdo) e

incubadas a 37°C por 48 horas.

Amostras de virus utilizadas

As amostras de Herpes Simplex Virus tipo 1 e 2 foram isoladas a partir de fluido

de vesiculas caracteristicas de herpes labial e de lesdes na genitalia, respectivamente, e
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pertencem a colecdo do LEDAC (Laboratorio Experimental de Drogas Antivirais e

Citotoxicas).

Determinacdo da Concentracdo Maxima Nao Téxica - CMNT

Inicialmente foi determinada a maior concentracdo ndo toxica para a cultura de
célula utilizada, célula Vero, em sistema de triplicata sendo cultivadas em microplacas
de 96 pocos empregando-se dilui¢des seriadas dos extratos por 48 horas a 37°C. O
efeito citotoxico foi detectado por alteragdes na morfologia das células quando
comparadas com o controle nao tratado. A Concentragdo Méaxima Nao Toxica (CMNT)

foi determinada de acordo com a metodologia utilizada por Rodrigo et al., 1990.

Teste de Atividade Antiviral

A atividade antiviral frente ao Herpes simplex Virus tipo 1 e 2 foi avaliada pela
reducdo do titulo viral em células tratadas com os extratos brutos e fragdes
semipurificadas na CMNT quando comparadas com as células ndo tratadas (controle).
Foi utilizada cultura de células Vero cultivadas em microplacas de 96 pogos onde foram
tratadas com os extratos em estudo na CMNT. Imediatamente apds, a suspensdo de
HSV-1 e HSV-2 foram adicionadas para as culturas de células tratadas e nao tratadas
sendo incubadas em atmosfera com 5% de CO, a 37°C por 48 horas ¢ a leitura realizada
em microscopio invertido. Apds a incubagdo, os titulos virais foram calculados com
base nos métodos estatisticos de Reed & Muench (1938) e expressos como indice de

inibi¢do viral. Resultados da atividade antiviral foram expressos como percentagem de
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inibicao (PI) baseando-se nos valores da TCID50 como segue: PI = [1 - (teste valor /

valor controle)] x 100 (NISHIMURA, TOKU & FUKUYASU et al., 1977).

Avaliacio do Potencial Antioxidante

Apos ter sido realizada uma Cromatografia em Camada Fina, conforme descrito
anteriormente, a placa ¢ revelada com uma solugdo de 0,2% de 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila (DPPH) em metanol sendo observadas apos 30 min. Regides do campo
cromatografico correspondentes a presenca de substancias potencialmente antioxidantes
ficam amareladas, em contraste com as demais areas em que o revelador mantém sua
coloragdo roxa sugerindo a nao acao antioxidante para esses respectivos componentes

(CUENDET et al., 2001).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos envolvendo a atividade bioldgica de plantas sdo muitas vezes
direcionados com base no uso popular. Tal fato permite ao investigador em fitoquimica
a oportunidade de confirmar a atividade atribuida a planta, seja de rejeitar o uso da
planta ou ainda da padronizar criteriosamente seu emprego como medicamento.

Ao avaliar a atividade antimicrobiana de A. cymbifera, os extratos brutos etandlico
e aquoso foram obtidos tendo por base sua principal forma de utilizagdo popular,
respectivamente a “cachaca” e o chd. Além disso, um importante metabdlito secundario
potencialmente toxico ¢ comum ao género Aristolochia em estudo, o acido
aristoloquico. A avaliacdo de sua presencga ¢ tdo importante quanto a confirmagdo da
atividade biolégica da planta em estudo, seja como medicamentosa ou toxica.

Nos testes realizados nao foi observada qualquer atividade antimicrobiana para o
extrato bruto aquoso (EBA) (Tabela 1). Sendo assim, o estudo foi direcionado a

avaliacdo da atividade dos extratos brutos etanolico e hexanico, respectivamente, EBE e

EBH.

Estudo da Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto Etanolico - EBE

A avaliag¢do do potencial antimicrobiano do EBE demonstrou a¢do antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (MRSA) e ao Streptococcus
mutans ao ser avaliado por meio da técnica de difusdo em agar — “Drop Test” (HILI,
EVANS & VENESS, 1997), onde nao foi observada agdo antifungica frente aos
microrganismos testados (Tabela 1). Tal procedimento permitiu a avaliagdo apenas

qualitativa do potencial antimicrobiano.
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Tendo em vista o perfil de atividade antimicrobiana do EBE, fragdes
semipurificadas foram obtidas utilizando-se etapas de fracionamento do tipo particdo
liquido:liquido. Foram entdo obtidas 4 fracdes: Fase hexanica, Fase diclorometanica,
Fase em acetato de etila e Fase aquosa. Esses materiais ao serem submetidos a avaliacao
do potencial antimicrobiano mostraram auséncia de atividade para as fases em acetato
de etila e aquosa. A Fase hexanica apresentou uma atividade antibacteriana e
antifingica moderada, respectivamente para Lactobacilus casei ¢ Fonsecaea pedrosoi.

A Fase diclorometanica apresentou atividade antibacteriana potencializada
comparada a observada para o EBE. A visualizacdo de um maior didmetro do halo de
inibicdo sugere que a atividade antimicrobiana evidenciada para o EBE ¢ devido ao
componente ativo encontrado na fase diclorometanica. Com relagdo a agdo antifungica,
foi possivel observar o potencial inibitorio frente os fungos filamentosos F. pedrosoi e
T. rubrum.

A obtengdo de amostras semipurificadas por meio da técnica de partigdo
liquido:liquido forneceu fracdes com potencial antimicrobiano diferenciado, sendo
possivel observar que os principais componentes ativos foram priorizados na fase
diclorometanica. O emprego desta técnica de purificagdo parcial facilitou o processo de
isolamento de componentes de extratos de plantas, principalmente por permitir a
obtencdo de fragcdes com menor complexidade quimica contendo grupos de substancias

separados com base em seu grau de polaridade.



Fase em Anfotericina
Fase Fase Fase ici
MICRORGANISMOS EBA EBH EBE . . A acetato de B Vancomicina
hexanica diclorometanica . aquosa  ;y o [1 mg/ml]
etila [1 mg/ml]
Staphylococcus aureus - MRSA -k Atividade 1,0 - 2,0 - - - 1,2
Moderada**
Escherichia coli - Atividade - - - - B} - .
Moderada
Lactobac”lus Casel _ Athldade - Athldade Athldade - _ 0’85
Moderada Moderada Moderada
Streptococcus mutans - - 1,0 - 1,7 - - - 1,1
Candida albicans - - - - - - - 2,0 -
Cryptococcus neoformans - 1,1 - - - - - 2,3 -
Fonsecaea pedrosoi - Atividade - Atividade 0,9 - - 1,6 -
Moderada Moderada
Trichophyton rubrum - - - - 0,8 - - 1,65 -

Tabela 1 — Avaliagdo da atividade antimicrobiana (técnica de difusfo em agar “spot test”) dos extratos brutos e fracdes, sendo os valores referentes
diametro do halo de inibi¢do expressos em cm.
* (-) indica auséncia de atividade inibitéria do crescimento microbiano.

** _ Atividade Moderada — didmetro do halo de inibi¢do < 0,5 cm.

ao
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A fase diclorometanica apresentou melhor atividade antimicrobiana e foi
submetida a cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando-se como eluente
misturas bindrias de hexano, AcOEt e MeOH em gradiente de polaridades crescentes,
além de solventes puros. As diversas fragdes obtidas foram reunidas segundo seu perfil
cromatografico em cromatografia em camada fina que foram reavaliadas para
determinagdo do seu potencial antimicrobiano. Essa etapa foi realizada utilizando-se a
técnica de “Spot Test” frente a MRSA, o microrganismo que demonstrou maior
sensibilidade aos componentes da fracdo (Esquema 3). O emprego dessa técnica de
avaliacdao possibilita o estudo de fragdes solubilizadas em solventes organicos que
necessitariam de uma diluicdo muito elevada para garantir a ndo influéncia do solvente
no resultado do teste.

Apbs a realizacdo de sucessivos fracionamentos por cromatografia em coluna, foi
obtida uma fracdo (Fracao 7) a qual foi associada a atividade inibitoria do crescimento
de MRSA. A comparacdo da composicdo dessa amostra com o padrio de acido
aristoloquico I (AAI) e II (AA II) permitiu inferir ser essa amostra composta da mistura
de AAI mais AAIIL Entretanto, a comparagao utilizando cromatografia em camada fina
ndo permitiu determinar nesse momento se seria AA I ou AA II a substancia que
corresponde ao principio ativo com atividade antimicrobiana presente na amostra, nem a

propor¢ao dos mesmos (Figura 1).
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Fase diclorometanica

(500 mg)
Procedimentos
cromatograficos em coluna
sobre gel de silica.

85 fragdes obtidas e
reunidas em 41 amostras.

Estudo do perfil
l - de atividade
Antimicrobiana
Fracdo 18 a 35
Procedimentos
l cromatograficos em coluna
sobre gel de silica

64 fragdes obtidas e
reunidas em 17 amostras.

Estudo do perfil
de atividade
Antimicrobiana
o COOH
Fracao 7 > <o O‘ NO;
\ D «— AAIL
+

o COOH
I T e,
OCHj3

Esquema 3 — Etapas principais do fracionamento da Fase diclorometanica, mostrando isolamento da

mistura de AAT+ AA L
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FIGURA 1 — Comparagio entre a Fragdo 7 isolada da Fase diclorometanica e o padrio de Acido

Aristoloquico por meio de cromatografia em camada fina.

* - Sistema Solvente: AcOEt (2% de MeOH).

Em um outro momento, utilizando a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em escala analitica, foi possivel comparar o perfil cromatografico do
padrao de AA com a Fracdo 7 da Fase diclorometinica por meio de co-inje¢do da
amostra + padrao. Como pode ser observada na Figura 2, os resultados indicam que a
Fracao 7 possivelmente ¢ composta da mistura de AAI e AAIIL. Além disso, foi visto

que na amostra 0 AA 1 (75%) era mais abundante que o AA II (25%).
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Figura 2 - Perfis cromatograficos obtidos por CLAE: (A) — Fragdo 7 isolada da Fase diclorometanica; (B)
- padrao comercial de acido aristoloquico; (C) - perfil obtido pela co-inje¢do do padrao de acidos
aristoloquicos + amostra (Fracao 7). Pela comparag@o entre as areas dos sinais observados em (A), foi

visto a propor¢do de AA I:AAII (25% : 75%).

Posteriormente, a mesma técnica de cromatografia (CLAE) foi empregada
utilizando-se coluna semipreparativa, possibilitando a separagdo dos dois componentes
presentes na Frag¢do 7 da Fase diclorometinica. Sendo assim, tornou-se possivel
determinar o envolvimento dos componentes na acdo antimicrobiana para MRSA

(Figura 3).
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FIGURA 3 — Fracionamento da mistura de AAI e AAII realizada por CLAE utilizando coluna
semipreparativa. (A) — Cromatograma da mistura de AAI e AAII correspondente a amostra isolada; (B) —

AAII isolado da mistura analisada em A; (C) — AAI separado da amostra representada em A. (D) - Spot

Test frente a MRSA das amostras isoladas representadas em B ¢ C.

Com o isolamento desses componentes, foi realizada a determinagdo da
Concentracdo Minima Inibitéria para avaliagdo do potencial ativo desses produtos
isolados. Apenas o AA I mostrou-se ativo frente a MRSA enquanto o AA II ndo

apresentou atividade inibitoria do crescimento desse microrganismo. O valor da CMI

para AA I foi de 250 pg/ml (Figura 4).
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Ao comparar as estruturas do AA I e AA 1I, observa-se que Unica diferenca
consiste na presenca do grupo metoxila (-OCH3) em AA 1, o que nao ocorre na estrutura
do AA II. A presenga deste grupamento quimico ¢ determinante para a ocorréncia da
atividade antimicrobiana frente a MRSA, visto que apenas o AA I exibiu agdo anti-

MRSA.

1000 500 250 125 65,2 31,25 15,62 7,81 39 1,95
pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml pgml pg/ml opgm C-  C+

Figura 4 — Determinagdo da CMI para AA I ¢ AA Il para a MRSA.

* Seta indica a CMI observada — 250 pg/ml.

A determinagdo da CMI para o EBE, fase diclorometanica ¢ AAI permitiu a
comparagdo quantitativa do perfil de atividade antimicrobiana destas amostras (Tabela
2). No decorrer do fracionamento, a substdncia ativa foi sendo concentrada nas
amostras obtidas, e consequentemente, foi observada uma menor CMI. Como ja

descrito anteriormente na Figura 4, o AA II ndo possui agdo anti-MRSA.
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Fase
MICRORGANISMOS EBE . .. AA1 Vancomicina  Anfotericina B
diclorometanica
Staphylococcus aureus - 1.85 0.250 0.250 0.001 )
MRSA 9 9 b b
Candida albicans 2,7 0,920 o - 0,0001
Cryptococcus neoformans 0,920 0,300 - - 0,0002
Fonsecaea pedrosoi 0,920 0,920 - - 0,006

Tabela 2 — Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) do extrato bruto etandlico (EBE), da fragdo
semipurificada ativa (Fase diclorometanica) e substancia isolada acido aristoloquico I (AA I) sendo os
valores expressos em mg/ml.

* (-) — auséncia de atividade.

Paralelamente a determinagdo da CMI, também foi realizada a avalia¢do do efeito
microbioestatico e microbiocida para MRSA. Tal avaliagdo estabelece a concentragao
em que ocorreu inviabilizagao total do crescimento do microrganismo. Como observado
na Figura 5, a concentragdo de 500 pg/ml de AAI exibiu efeito microbiocida frente a
MRSA, enquanto a CMI observada anteriormente apenas mostrou efeito

microbioestatico.

Controle
Meio de
Cultivo

Figura 5 — Estudo do efeito microbiocida e microbioestatico de AA I frente a MRSA. Destaque na figura

indica a concentragdo em que foi verificado efeito microbiocida — 500 pg/ml.
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Embora ndo tenha sido realizada a avaliagdo da CMI para as bactérias S. mutans e
L. casei, foi possivel observar o envolvimento da mistura de AAI e II na agdo
antimicrobiana por meio de bioautografia (Figura 6). Pelo fato dos microrganismos
MRSA, S. mutans ¢ L. casei possuirem semelhante organizagdo estrutural da membrana,
todos sendo Gram-positivos, acredita-se que o mesmo componente AAI envolvido na
acdo antimicrobiana para MRSA, seja também responsavel pela acao sobre S. mutans e

L. casei.

Placa Revelada com
Anisaldeido

L. casei S. mutans

S. aureus MRSA

e e 8
HDBEN NEBEE NEAN nmannn

Figura 6 — Bioautografia das fragdes ativas. 1 — EBH; 2 — EBE; 3 — Fase hexénico; 4 — Fase
diclorometénica; 5 — Padrio de Acido Aristoloquico (mistura de AA I e AA II). Halos de inibi¢do
elucidados com a aplicagdo de MTT. Sistema Solvente utilizado AcOEt (MeOH 2%). (—) — indicam as

principais regides da cromatografia onde ha a presenca de componentes com ag@o antimicrobiana.

Os integrantes do género Aristolochia sdo reconhecidos como produtores de
acidos aristoloquicos, sendo diversas espécies descritas como produtoras dessas
substancias. Diversos estudos associam os 4cidos aristoléquicos com um forte potencial
mutagénico, porém esses acidos tém despertado grande interesse em estudos
envolvendo sua acdo como estimulantes do sistema imunoldgico e potencial antitumoral

(HOUGHTON & OGUTVEREN, 1991).
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A atividade antibacteriana de AA I foi descrita para bactérias Gram positiva e

Gram negativa (KOMATSU et al, 1973), mas a atividade de AA II nao foi avaliada.
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Estudo da Atividade Antimicrobiana do Extrato Bruto Hexanico — EBH.

A presenca de AA I e AA II no extrato etanolico e posteriormente na Fase
diclorometanica estimulou o emprego de uma metodologia de obten¢do do extrato de A.
cymbifera sem que ocorresse a extragdo desses acidos aristoloquicos. A planta foi entdo
submetida a um processo de extragdo direta com hexano e, posteriormente, 0 mesmo
material foi extraido com etanol em maceracgdo estatica seguida por extracdo com agua
(Esquema 1).

O EBH apresentou potencial antimicrobiano elevado para C. neoformans e
atividade moderada frente a MRSA, E. coli, L. casei e F. pedrosoi (Tabela 1).

O fracionamento do EBH foi realizado por cromatografia em coluna aberta sobre
gel de silica (Esquema 4) tendo como sistemas eluentes misturas de hexano, AcOEt e
MeOH em gradiente de polaridades crescentes, além dos solventes puros. Ao longo das
etapas de fracionamento, diversas fragdes foram sendo obtidas, reunidas com base em
seu perfil cromatografico (observado por cromatografia em camada fina) e avaliadas
quanto ao perfil de atividade antimicrobiana. O estudo do perfil de atividade
antimicrobiana foi realizado por meio da técnica de difusdo em agar — “Spot Test” e
evidenciou a acdo anti-MRSA da Fragao 50-55 (Figura 7). As amostras foram
agrupadas em fragdes com perfil cromatografico semelhante e apds a determinagdo da
atividade antimicrobiana foi realizada técnica de bioautografia que mostrou o
envolvimento de ao menos um componente na atividade anti-MRSA (Figura 8). Nas
etapas desenvolvidas ndo foi possivel isolar o componente responsavel pela atividade

antifungica observada frente a C. neoformans para o EBH.
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Figura 7 — Técnica de “Spot Test” avaliando a atividade anti-MRSA das fragdes obtidas ao longo do
fracionamento do EBH. As fragdes foram testadas apods agrupamentos das amostras com perfil

cromatografico semelhante.

Fracio 50-55 Fragdo 50-55

Figura 8 — Bioautografia da Fracdo 50-55 eluida ao longo do fracionamento do EBH. (A) — perfil
cromatografico obtido por cromatografia em camada fina das fragdes correspondentes a substancia ativa

(B) — Bioautografia da Fragao 50-55 ap6s o agrupamento das fragcdes semelhantes baseando-se no perfil

cromatografico em camada fina.

*Sistema Solvente: Hex:AcOEt 7:3.
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A Fracao 50-55 apos ter sido isolada e verificada a atividade anti-MRSA foi analisada
quanto a sua composicdo quimica visando a determinagdao do componente ativo
responsavel por essa atividade. A analise por CG-EM demonstrou que a Frac¢ao 50-55
possuia um componente majoritario, que pelo seu perfil de fragmentacio em
espectrometro de massas foi possivel identificar o sesquiterpeno espatulenol. Além
disso, o calculo do Indice de Reten¢io de Kovats (IK) reafirmou tratar-se do

sesquiterpeno espatulenol (Figura 9).

A , B
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Figura 9 — Analise da Fraciao 50-55 por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas. (A) - Analise do perfil cromatografico obtido por cromatografia gasosa mostrando o sinal unico
correspondente ao principal componente da Fracdo 50-55. (B) — Perfil de fragmentagdo da substincia
detectada no tempo de retencio de 12,947 min indicando ser o espatulenol. (C) - Indice de Kovatz

calculado e registrado na literatura reafirmando ser a estrutura proposta.
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Tendo em vista a atividade ja atribuida a Fracao 50-55 e a identificacdo da
substancia ativa como o espatulenol, foram realizados testes de avaliagdo da atividade
antimicrobiana frente a MRSA. A técnica utilizada foi a determinacdo da CMI, que

avalia quantitativamente o potencial antimicrobiano (Figura 10).

1000 500 250 125 65,2 31,25 15,62 7,81 39 1,95 C- C+
pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pug/ml  pg/ml  pg/ml

FIGURA 10 — Teste de determinacdo da CMI da substancia isolada espatulenol obtida do EBH frente a

MRSA.

*Seta indica a concentrag@o que corresponde a CMI - 250 pg/ml.

A comparagdo dos resultados obtidos com a determinagdo da CMI do EBH e do
espatulenol foi visto que a substancia isolada apresenta menor valor de CMI, como o
esperado. Além disso, o EBH exibiu potencial antifungico elevado ao ser comparado
com o potencial antibacteriano ao observar que o valor de CMI foi bem menor para os

fungos em relagdo ao observado para MRSA. (Tabela 3).
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MICRORGANISMOS EBH Espatulenol Vancomicina Anfot]e;rlcma
Staphylococcus aureus
- MRSA 5,5 0,250 0,001 -
Candida albicans 2,7 ND* - 0,0001
Cryptococeus 0,102  ND i 0,0002
neoformans

Fonsecaea pedrosoi 0,102 ND - 0,006
Trichophyton rubrum Sk ND - 0,003

Tabela 3 — Concentragdo Minima Inibitoria (CMI) do extrato bruto hexanico (EBH) e a substancia isolada
espatulenol sendo os valores expressos em mg/ml.
* - ND — Teste néo realizado.

** (-) — auséncia de atividade.

Além da determinacdo da concentracdo capaz de inibir o crescimento do
microrganismo (CMI), também foi avaliada a concentragdo que seria capaz de
inviabilizar por completo o crescimento do microbiano. Sendo assim, foi realizado o
estudo do efeito microbiocida do espatulenol. Foi visto que a concentragdo
correspondente a CMI (250 pg/ml) apresenta apenas efeito microbioestatico ao passo
que a concentracao de 500 pg/ml possui efeito microbiocida, em que o microrganismo
ndo ¢ capaz de crescer novamente apds o contato com a substancia durante o periodo de

incubacao (Figura 11).
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Figura 11 — Estudo do efeito microbiocida e microbioestatico do espatulenol frente & MRSA. Destaque

na figura indica a concentragdo que corresponde ao efeito microbiocida — 500 pg/ml.

Componentes da classe dos terpenos sdo os principais componentes dos o6leos
essenciais, porém s3o comuns na composicdo de fragdes ndo polares do extrato
hexanico de diversas espécies do género Aristolochia (PALMEIRA et al., 2001).
Diversos estudos tém descrito a presenca marcante de terpenodides do tipo
sesquiterpenos em Oleos essenciais. A predominancia de sesquiterpenos oxigenados é
mais comum em raizes e caules, enquanto os 6leos essenciais obtidos de folha possuem
maior concentra¢do de sesquiterpenos nao-oxigenados (PRIESTAP et al., 2003).

A andlise quantitativa de fragdes pouco polares do extrato hexanico de A.
acutifolia identificou a presenga de 47 constituintes terpenoidicos destacando-se a
presenga predominante de sesquiterpenos, onde o espatulenol foi um dos componentes
mais abundante encontrados (PALMEIRA et al., 2001).

Até o presente momento, nenhum relato da presenca do espatulenol na espécie A.
cymbifera foi encontrada. Entretanto, a atividade antibacteriana ja foi descrita para este
componente isolado de Helichrysum fulgidum, uma erva aromatica utilizada na Africa.
Onde foi visto que o espatulenol ndo possui atividade antifungica (BOUGATSOS et al.,

2004).
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Os resultados obtidos descrevem pela primeira vez a presenca do sesquiterpeno
espatulenol em Aristolochia cymbifera Mart & Zucc. Além disso, também foi
determinada a sua atividade frente a MRSA. Apenas foi possivel isolar este componente
em quantidade suficiente para determinar seu potencial de acdo antimicrobiana frente a

MRSA.
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Estudo da Atividade Antiviral dos extratos brutos e fracdes semipurificadas de A.

cymbifera.

O estudo do potencial antiviral de A. cymbifera foi realizado frente a HSV-1 e
HSV-2, onde as amostras utilizadas foram EBH, EBE, EBA e as respectivas fragdes
semipurificadas obtidas por particdo liquido:liquido a partir do EBE: Fase hexéanica,
Fase diclorometanica, Fase em acetato de etila e Fase aquosa (Esquema 2).

Inicialmente as amostras foram submetidas a avaliagdo da Concentracdo Maxima
Nao Toéxica (CMNT) a cultura de células utilizada no estudo (célula de rim de macaco -
VERO). Esse procedimento consiste em determinar a maior concentragdo da amostra
que nao possui efeito citotdxico, alteragdes morfologicas da cultura de célula.

Dentre os 3 extratos brutos avaliados, o EBE apresentou menor citotoxidade, e
onde a concentracdo de 200 pg/ml ndo demonstrou efeito toxico. A CMNT determinada
para o EBA foi de 100 pg/ml enquanto para EBH foi de 50 pg/ml.

As fracdes semipurificadas obtidas do EBE com a realizagdo de parti¢des
liquido:liquido exibiram maior potencial téoxico ao ser comparado ao EBE. Como
observado na Tabela 4, a Fase hexanica e a Fase em acetato de etila apresentaram
CMNT de 50 pg/ml, enquanto para as Fases diclorometanica e aquosa a CMNT foi de
25 pg/ml.

O fracionamento do EBE demonstrou que ocorreu um aumento do perfil de
toxidade dos extratos brutos para as fases semipurificadas. E evidente que a amostra em
estado bruto apresenta menor toxidade ja que os componentes potencialmente téxicos
encontram-se em uma mistura mais complexa, minimizando o efeito toxico observado.

A avaliacdo do percentual de inibi¢ao viral demonstrou que nenhuma das amostras

testadas possui potencial antiviral contra HSV-2, desde que todas as amostras testadas
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exibiram percentual nulo de inibi¢do do titulo viral. J& ao avaliar frente a HSV-1 foi
visto que apenas o EBA e a Fase diclorometanica nao exibiram ag¢do inibitoria do titulo
viral de HSV-1, enquanto as demais amostras foram capazes de reduzir o titulo viral de
HSV-1 (Tabela 4).

A Fase diclorometanica, descrita anteriormente, apresentando melhor atividade
anti-MRSA, ndo exibiu qualquer potencial antiviral frente a HSV-1 e HSV-2. Sendo
assim, acredita-se que ndo haja o envolvimento do &cido aristoloquico na atividade
antiviral frente a estes dois tipos de virus, tendo em vista ser este um importante

componente ativo da Fase diclorometanica.

Percentual de Inibicao - PI

Substancia CMNT (pg/ml) HSV-1 HSV-2
EBH 50 68,4 0
EBE 200 43,8 0
EBA 100 0 0
Fase hexinica 50 85,9 0
Fase diclorometinica 25 0 0
Fase em acetato de etila 50 68.4 0
Fase aquosa 25 43,8 0

Tabela 4 — Perfil de atividade antiviral frente a HSV-1 e HSV-2.
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Estudo do Potencial Antioxidante de A. cymbifera.

As amostras foram avaliadas quanto a presenca de substancias com potencial
antioxidante. A técnica foi desenvolvida utilizando-se os trés extratos brutos, EBH,
EBE e EBA, assim como as 4 fragdes semipurificadas obtidas por meio de partigdes
liquido:liquido a partir do EEB: Fase hexanica, Fase diclorometanica, Fase em acetato
de etila e Fase aquosa.

Os resultados observados demonstraram a presenga de diferentes componentes
com propriedade antioxidante. Como observado na Figura 12, diversas regides do
campo cromatografico indicaram a ocorréncia de substdncias com tal propriedade ao
proceder revelacdo da placa cromatografica utilizando-se DPPH. Foi observado que
alguns dos grupos de substancias associadas a agdo antioxidante também estio
envolvidos com o potencial antimicrobiano anteriormente descrito por bioautografia
(Figura 6). As regides da placa cromatografica que correspondem a presenca desses
grupos de substancias com acdo antioxidante e antimicrobiana estdo destacadas na
Figura 12.

Embora diversas amostras tenham sido associadas a presen¢a de componentes
com acdo antioxidante, a substancia isolada espatulenol e a mistura dos &cidos
aristoloquicos I e II ndo exibiram potencial antioxidante no teste realizado. Isto sugere a
presenga de outras substidncias nos extratos que sejam responsaveis pelo potencial
antioxidante.

Diversos estudos mostram diferentes atividades bioldgicas para um mesmo extrato
de planta exibindo um amplo espectro de bioatividade. Este fato estimula cada vez mais
o estudo de plantas que possibilitem a obtencdo de substancias com diversas

propriedades terapéuticas associadas (ALVIANO & ALVIANO, 2009). A avalia¢do do
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potencial antioxidante permitiu elucidar uma outra propriedade terapéutica além das ja
descritas para os extratos de A. cymbifera.

O avango observado na pesquisa de produtos com acdo antioxidante tem
despertado o interesse em plantas como fonte natural de substancias capazes de prevenir
a oxidagdo, controlar a proliferagao de microrganismos, evitar a produgao de toxinas em
alimentos, além de possibilitar sua aplicagdo na terapia de diversas doencas. A busca
por novas substancias antioxidantes que atuem na prevencao quimicas de biomoléculas

relevantes ¢ um promissor campo a ser explorado na fitoterapia (RAMOS et al, 2003).

Anisaldeido

[

oGoiooonn o f EoogEoo

Figura 12 — Estudo do Potencial Antioxidante. Placas cromatograficas foram reveladas com anisaldeido e
DPPH. A - EHB; B - EEB; C — EAB; D — Fase hexénica; E — Fase diclorometanica; F — Fase em acetato
de etila; G — Fase aquosa; H — Padrdo de Acido Aristoloquico (Sigma®); I — Espatulenol.

* - Sistema Solvente utilizado AcOEt (MeOH 2%). Circulos indicam algumas das regides
correspondentes a presenga de substdncias com agdo antioxidante também associadas a agdo

antimicrobiana.
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CONCLUSAO

e Os resultados obtidos ao longo do estudo de A. cymbifera indicaram a atividade
bioldgica desta planta por diferentes abordagens;

e Foiisolado da Fase diclorometanica obtida do EBE o 4cido aristoloquico I e II;

e O principal componente presente no EBE com atividade anti-MRSA foi o 4cido
aristoloquico I, sendo que o AA II ndo foi ativo;

e O fracionamento do EBH permitiu isolar o sesquiterpeno espatulenol que
apresentou atividade antimicrobiana frente a MRSA;

e A Fase diclorometanica apresentou maior potencial citotdéxico juntamente com o
EBA;

e Todas as amostras testadas ndo apresentaram agdo antiviral para HSV-2, porém
apenas a Fase diclorometanica e o EBA ndo foram ativos frente 8 HSV-1;

e Diversos grupos de substancias presentes nos extratos e fracdes possuem potencial
antioxidante. A mistura de AA 1 + AA Il e o espatulenol ndo exibiram agao
antioxidante.

e A identificagdo da presenca de AA I e AA II nesta espécie ressalta o risco da uso
popular desta planta.

e A avaliagdo futura da relagdo entre a concentracdo toxica e a dose efetiva ¢

necessaria para garantir o uso seguro desta planta.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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