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O crescente numero de pacientes imunocomprometidos nas ultimas décadas, trouxe um
aumento da incidéncia de infecgdes bacterianas e fingicas, as quais sao a maior causa de
morbidade e/ou mortalidade. As plantas utilizadas pela medicina popular sdo recursos
promissores, no tratamento destas patologias, aliada as pesquisas que confirmem estas
propriedades terapéuticas. Este enfoque ¢ particularmente interessante para o Brasil, pois
encontra-se aqui uma rica biodiversidade devido ao clima tropical e o tradicional uso de
plantas medicinais. Foi escolhido para o estudo a Acmela brasiliensis Spreng
(ASTERACEAE) anteriormente classificada como Wedelia paludosa DC. Esta ¢ uma planta
medicinal nativa do pais, usada na medicina popular para tratar varias patologias, incluindo
infeccdes do trato respiratdrio, inflamagdes e afeccdes em geral, revelando atividade
antibacteriana e antiflingica. Este trabalho avaliou atividade antimicrobiana das fracdes de
extratos das flores da A4. brasiliensis, através do método de diluicdo, revelando atividade
contra bactérias Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus cereus) e dermat6fitos
(Epidermophyton floccosum, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes). As
fracoes hexanicas, diclorometano e butanolica, demonstraram atividade, com concentragao
inibitéria minima (CIM) entre 250 e 1000 pg/mL. Dois composto puros apresentaram
atividade antimicrobiana. O 4cido caurenoico apresentou atividade para dermatofitos (CIM de
50 a 100 pg/mL) e a luteolina apresentou CIM de 500 a 800 pg/mL para bactérias Gram
positivas e CIM entre 125 e 250 pg/mL para dermatofitos. O ensaio para avaliacdo da
toxicidade usando o microcrustaceo Artemia salina demonstrou que as fragdes mais ativas
hexano e diclorometano ndo sdo toxicas.
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The growing number of immunocompromised patients in the last two decades, led to an
increase in the incidence of microbial and fungal infections, which have become a major
cause of morbidity or/and mortality. One of the most promising sources of new antimicrobial
compounds are plants used in folk medicine for treating ailments related with the searched
activity, in this case, plants used to treat infections. This approach is particularly interesting in
Brazil, which possess a biodiversity very rich because of its tropical climate and a long
tradition in the usage of medicinal plants. The selected plant in this study was the Acmela
brasiliensis Spreng (Asteraceae), in the past classified as Wedelia paludosa DC, a native
Brazilian medicinal plant used in folk medicine against several disorders, including infections
of the respiratory tract, inflammations, and affections in general, reveled antimicrobial and
antifungal activity. This work evaluated antimicrobial activity of frations of flowers extracts
from A. brasiliensis, by dilution methods and revealed activity against Gram positives bacteria
(Staphylococcus aureus and Bacillus cereus) and dermatophytes (Epidermophyton floccosum,
Trichophyton rubrum and Trichophyton mentagrophytes). The hexane, dichloromethane and
butanol fractions, showed activity, with minimum inhibitory concentration (MIC) between
250 and 1000 pg/mL. Two pure compounds showed antimicrobial activity. The kareunoic
acid and luteolin showed activity against dermatophytes (MIC = 50 to 100 pg/mL and 125 to
250 pg/mL, respectably) and Gram positives (MIC = 500 to 800 pg/mL). The plant extracts
(fractions hexane and dichoromethane) avaliable by microwell toxicity assay using Artemia
salina showed no toxicity.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas o uso irracional de antimicrobianos determinou o surgimento de
cepas de microrganismos multirresistentes, impulsionando a comunidade cientifica a pesquisa
nas areas de quimica, farmacologia e microbiologia para descoberta de novos agentes
antimicrobianos (CECHINEL FILHO, 2000; MACIEL et al., 2002; SOUZA et al., 2003).
Linhas de pesquisas tém sido desenvolvidas com éxito por diversos pesquisadores, baseadas
nas propriedades antinfecciosas e antiinflamatérias de muitas plantas de utilizagcdo consagrada
pela medicina popular e poderdo contribuir inovadoramente na terapéutica antimicrobiana
(YAMAMOTO ¢ OGAWA, 2002; HOLETZ et al., 2002; ZACCHINO et al., 2003). Os
produtos naturais sdo responsaveis direta ou indiretamente, por cerca de 40 % de todos os
farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos os usados como antibioticos
e antitumorais, esta porcentagem pode chegar a aproximadamente 70 % (PHILLIPSON, 2000;
YUNES e CALIXTO, 2001).

Os avangos constatados nos ultimos anos na area da quimica medicinal e da biologia
molecular, possibilitaram o surgimento de novos alvos biolégicos, passando de 5 mil para 10
a 15 mil. A quimica combinatoria permite sintetizar milhares de compostos em curto espaco
de tempo, e técnicas de triagem em alta escala permitem que sejam testados milhares de
compostos simultaneamente (ZACCHINO et al., 2001). Programas computacionais auxiliam
na modelagdo de moléculas ativas e a biotecnologia vem desenvolvendo novos firmacos
recombinantes mais potentes € com acgdo seletiva em alvos moleculares bem definidos
(BARREIRO, 2001).

Embora a presenga de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores nao seja um
fato recente, somente a partir da descoberta da penicilina ¢ que esta busca teve grande impulso
(TAVARES, 1996; COELHO et al., 2004). As plantas possuem varias vias metabolicas
secundarias que ddo origem a diversos compostos como alcaldides, flavondides,
isoflavonoides, taninos, cumarinas, glicosideos, terpenos, poliacetilenos que, por vezes, sdo
especificos de determinadas familias, géneros ou espécies, e cujas fungdes, até pouco tempo,
eram desconhecidas (COWAN, 1999; CLARKE et al., 2001; SIMOES et al., 2003; SOUZA
et al., 2003). Com o avango das pesquisas, foram atribuidas as referidas substancias,
importancias relevantes nos mecanismos de defesa das plantas contra seus predadores, sejam
fungos, bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores (LIMA, 2001;

NIERO et al, 2003). Além disso, em determinadas circunstancias, algumas plantas
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superiores, podem formar substancias de natureza antimicrobiana, denominadas fitoalexinas.
Estas sdo produzidas como resposta imediata a agressdes por fungos, bactérias, virus ou
nematoides ou em funcdo de determinados estimulos, como radiacdes, agentes quimicos e
outras injurias (GNANAMANICKAM, 1981; LIMA, 1996; YUNES et al., 2001). As plantas
produzem e estocam grande numero de metabdlitos secundarios em diversas partes (folhas,
caules, raizes, flores, sementes) que sdo liberados para o meio ambiente, sendo que muitos
deles apresentam acao alelopatica. A alelopatia tem sido definida como sendo a inibigdo da
germinagdo, crescimento ou metabolismo de uma planta em funcdo da liberacdo de
substancias quimicas organcias por outra planta, e ¢ reconhecida como importante mecanismo
ecoldgico e agricola melhorando a produtividade de colheitas (MALHEIROS et al., 2001).

A terapia para infec¢des bacterianas e flungicas, particularmente em paciente
imunocomprometidos, representa um desafio para pesquisadores e clinicos. Os farmacos
disponiveis estdo “perdendo” para a resisténcia que os microrganismos adquirem frente ao uso
nao racional e pouco seguro dos medicamentos ou devido a toxicidade que provocam. Estudos
que contribuam na obtencao de farmacos naturais, seguros, estaveis, padronizados e eficientes
poderdo servir como modelos para o desenvolvimento de moléculas sintéticas apropriadas
para a producdo de antimicrobianos efetivos e mais especificos contra bactérias, fungos,
helmintos, protozoarios, virus, ou ainda como antitumorais. Esta especificidade também
contribui para que se reduzam efeitos colaterais e indesejaveis ao hospedeiro, fato este, que

muitas vezes limita a terapia medicamentosa instituida aos pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana de fragdes e compostos puros obtidos a partir do

extrato das flores da Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Determinar a Concentracdo Inibitéria e Bactericida Minima das fracdes do
extrato e compostos puros obtidos das flores da Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa)
Spreng.

2.2.2 Determinar a Concentracao Inibitoria e Fungicida Minima das fragdes do extrato
e compostos puros obtidos das flores e planta inteira da Acmela brasiliensis (Wedelia
paludosa) Spreng,

2.2.3 Propor possivel mecanismo de agdo antimicrobiana dos principios ativos
extraidos das fragoes das flores da Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng.

2.2.4 Avaliar o potencial de toxicidade de extratos das flores e de planta inteira da

Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng pelo Método da Artemia salina.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Em muitas civilizagdes antigas, a origem das plantas medicinais estd relacionada ao
poder divino. Segundo a mitologia hindu, quando o homem surgiu na Terra, o Deus Indra
previu que os atos humanos desarmonicos podiam gerar males fisicos e doencas. Pediu entdo
a Brahma, o senhor absoluto, que insuflasse nas plantas o poder de curar. O pedido de Indra se
realizou e foi assim que as plantas - até entdo todas semelhantes entre si - ganharam uma
enorme diversidade de formas, aromas e virtudes terapéuticas. A mitologia grega conta que
Apolo, compadecido ante o sofrimento que as doengas traziam aos homens, dotou as ervas de
poderes curativos e transferiu esse conhecimento a seu filho Asclépio Deus da medicina,
chamado de Esculapio pelos romanos (BONTEMPO, 1990).

Povos como os chineses, arabes, caldeus, egipcios, incas e muitos outros dominaram
(no passado) os segredos da acao das plantas sobre o organismo humano. Na Idade Média e na
Era Moderna, as escolas médicas s6 diplomavam aqueles que demonstrassem um profundo
conhecimento sobre as plantas medicinais (YUNES ez al., 2001).

O fato de a matéria viva ser constituida em ultima analise, dos mesmos elementos que
a matéria ndo viva, perturbou os cientistas e pensadores por um bom tempo. Porém, a
observacao da “forga vital” no século XVIII, atribuida a quimica orgéanica (teoria vitalista),
vislumbrou o inicio da compreensdo dos sistemas vivos: a existéncia de um padrao de
organizacao inerente a vida (CAPRA, 1997; BIAVATTI, 2001).

Por volta de 1970, a Organizacdo Mundial de Satde reconheceu os beneficios da
medicina chinesa (paradigma oriental a base de extratos de plantas), onde surgem pesquisas €
desenvolvimento de medicamentos obtidos de fontes naturais. Levantamentos realizados no
periodo de 1981 a 2002 pela Anual Reports of Medicinal Chemistry demonstraram que dentre
90 novas substancias com potencial farmacologico analisadas, 61 delas eram derivados semi-
sintéticos de plantas e eram oriundas de produtos naturais (SIXEL e PECINALLI, 2002;
NEWMAN et al., 2003).

A medicina popular ¢ rica em exemplos de plantas utilizadas para os mais diversos
fins, que substituem, muitas vezes, a prescricdo médica (MITSCHER et al. 1987). Isto ¢
justificado, em parte, pelo alto grau de aceitabilidade das plantas medicinais, bem como, a

grande disponibilidade destes recursos, diferente do que ocorre com os medicamentos
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industrializados, que na maioria, dependem de tecnologia e matéria-prima externas
(AMORIM et al., 2003.).

A quantidade de plantas existente no planeta, reconhecida sob o ponto de vista
cientifico, situa-se entre 250 a 500 mil espécies, sendo que somente cerca de 5 % tém sido
estudas fitoquimicamente ¢ uma porcentagem menor avaliadas sob os aspectos biologicos
(CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; YUNES et al., 2001). O valor da biodiversidade,
principalmente nas florestas tropicais, tem sido muito discutido pela industria farmacéutica,
devendo-se considerar ainda que os tratamentos baseados em produtos naturais sdo de uso
corrente por 80 % da populagao mundial (JOYCE, 1994; BIAVATTI, 2001; NEWMAN et al.,
2003). A pesquisa de novos agentes farmacologicamente ativos obtidos de plantas tem
permitido descobrir muitos firmacos clinicamente Uteis para tratar muitas doengas. No Brasil
apenas 8% das espécies vegetais nativas foram estudadas em busca de moléculas bioativas
(AMORIM et al., 2003).

De acordo com Grifo e Rosenthal (1997), 57 % dos 150 medicamentos mais prescritos
pelos médicos contém no minimo um componente derivado da diversidade bioldgica. A
Organizacdo Mundial de Satde considera como basicos e essenciais cerca de 250
medicamentos, sendo que 11 % sdo exclusivamente obtidos de plantas medicinais a partir de
fonte natural (NIERO et al., 2003). Biodiversidade refere-se ao nimero e variedade de genes,
espécies, populacdo, comunidades e ecossistemas que provém a base da vida no planeta.
Espécies tropicais tém grande valor por suas naturezas quimica, devida em parte, as condigdes
climaticas adversas e o ataque sem “trégua” dos seus predadores, desenvolvendo assim
prote¢do quimica contra predadores, parasitas e microrganismos, podendo ser interessante
fonte de substancias para uso terapéutico humano. Especula-se que menos de 1 % do potencial
quimico oriundo da diversidade vegetal tenha sido explorado at¢ o momento (LIMA et al.,
2001; NIERO et al., 2003).

Baseados no conhecimento empirico sobre as propriedades terapéuticas de algumas
plantas, desenvolveram-se alguns dos mais valiosos medicamentos utilizados na medicina
cientifica, como os digitalicos, quinina, morfina, atropina, aspirina, entre outros (SIMOES et

al., 2003).

Dentre os varios exemplos demonstrando a importancia dos estudos com plantas,
podemos destacar a pilocarpina, alcaldide isolado de género Pilocarpus (ANDRADE NETO,
1989), empregado na preparagao de uns dos poucos farmacos usados no combate do glaucoma

(MATOS, 1990), a capsaicina extraida de Capsicum sp.. com agdo anestésica, a colchicina
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extraida da Colchicum autumnale com agente anti-reumatico (YUNES et al., 2001; NIERO et
al., 2003). Como agentes cardiovasculares citam-se os efeitos benéficos dos extratos de
Digitalis purpurea e Digitalis lanata que levaram a descoberta de glicosideos cardiacos como
a digoxina e a digitoxina (CLARK, 1996), um antiarritmico — a quinidina, isolada da
Cinchona sp.. € ainda a reserpina isolada da Rauwolfia sp.. com potente agdo anti-hipertensiva
(BARRETO, 2001; NIERO et al., 2003).

Inumeros alcaldides apresentam propriedades centrais, sobretudo derivados indolicos
que ocorrem em plantas utilizadas pelos amerindios e por povos africanos como bebidas
sagradas em festas pagas com propriedades alucindgenas. Dentre elas a iboimbina isolada da
Tabernanthe iboga, que apresenta propriedades afrodisiacas e apresenta similaridade
estrutural com a serotonina; a huperzina-A isolada da erva rasteira Huperzia serratae € a
galantamina isolada da Galantus nivalis utilizadas para o tratamento da doenga de Alzheimer;
a bicuculina isolada da Dicentra cucullaria com emprego em neurofarmacologia; a hipericina
um dos componentes do extrato alcoololico de Hypericum perforatum com propriedades
antidepressivas (BARRETO, 2001).

A contribui¢do das plantas medicinais na area da oncologia, podem ser reiteradas com
a citacao dos alcaldides vimblastina e vincristina extraidas de Catharanthus roseus, utilizados
no tratamento de linfomas e leucemias; o taxol, diterpeno isolado de plantas do género Taxus
que se encontra disponivel no mercado farmacéutico e vem demonstrando efeitos positivos
em pessoas portadoras de cancer, principalmente de carcinoma ovariano e pulmonar; a
camptotecina, alcaldide extraido da Camptotheca acuminata (KINGSTON, 1991; HORWITZ,
1994; BARRETO, 2001; NIERO et al., 2003). Outros agentes que compdem o arsenal
terapéutico no combate ao cancer sao derivados semi-sintéticos de compostos extraidos das
plantas como do docetaxol, derivado do taxol e apresenta maior solubilidade e o dobro da
poténcia do composto natural; irinotecano usado no tratamento do cancer ovariano e cervical,
o etoposideo e tenoposideo derivados sintéticos da podofilotoxina extraida do rizoma da
Podophyllum peltatum (NIERO et al., 2003). Os flavonoides apresentam atividade anticancer
sendo demonstrada sua importancia na alimentacdo (WILHELM FILHO et al., 2001;
CHOWDHURY et al., 2002).

Os terpendides e compostos esterdides sdo largamente distribuidos no reino vegetal e
exibem distintas propriedades farmacoldgicas. Entre outras acdes, os terpendides que ocorrem
naturalmente, apresentam propriedades antiinflamatorias e antinoceptivas, inibem a agregacao
plaquetaria e interferem a nivel intracelular em varios passos do mecanismo de transdugdo

(CALIXTO et al., 1998; 2000). O isolamento e identificagdo de varios terpenos com efeito
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antinoceptivo, antinflamatdério, antimicrobiano, antiparasitario, tripanomicida, larvicida,
hipoglicemiante tem sido demonstrado em estudos preliminares. O d4cido caurendico,
componente da Acmela brasiliensis SRENG (ASTERACEAE) anteriormente conhecida por
Wedelia paludosa ¢ um diterpeno que apresenta os efeitos citados (BLOCK et al., 1998 a,b;
BRESCIANI et al., 2000; SARTORI et al., 2003; BRESCIANI et al., 2004). Outras plantas
como a Annona glabra (OLIVEIRA et al., 2002), marrubin, a furanolactona diterpeno da
Marrubium vulgare, folidotin e 24-metilenocicloartenal isolado do Epidendrum mosenii,
moretenona e glutinol, isolado da Sebastiana schottiana (GAERTNER et al., 1999), a-
amyrin e - amyrin da Aleurites moluccana (MEYRE-SILVA et al., 1998), iquigoside F1 da
Rubus imperialis (NIERO et al., 1999) exibiram significativa a¢ao antinoceptiva no ensaio
com acido acético, formalina e testes de capsaicina (CALIXTO et al., 2000). Terpenos
polioxigenados do extrato da arvore Ginkgo biloba, os ginkgolideos apresentam importantes
propriedades anti-tromboticas entre outras (BARRETO, 2001).

Estudos preliminares tém demonstrado que varios flavonodides possuem relevantes
acOes biologicas que previnem acidentes vasculares, sendo utilizados pela industria
farmacéutica na preparagao de agentes vasodilatadores como a diosmina e a rutina. Outros
flavondides como a quercetina e luteolina sdo abundantes na natureza e produzem
significativa resposta antinflamatdria, antinoceptiva quando testados com acido acético,
formalina e capsaicina (CALIXTO et al, 2000), além de atividade antimicrobiana
(SCHELEMPER et al.,1998; SARTORI et al., 2003), hipoglicemiante (NOVAES et al.,
2001).

Os flavonodides também tém demonstrado atividade antioxidante sendo amplamente
encontrados nos alimentos de origem vegetal, como frutas, vegetais, sementes, flores e folhas,
fazendo parte da dieta humana. As oxidagdes biologicas realizadas através do oxigénio
molecular representam a principal fonte de energia utilizada pela maioria de plantas
(fotossintese) e animais (respiragdo mitocondrial). Estas reagcdes bioquimicas se desenvolvem
de tal maneira que geram produtos secundarios, na ordem de 2 % dos produtos finais (H,O e
CO,). Estes intermedidrios da reducdo parcial do oxigénio sdo conhecidos como espécies
reativas de oxigénio (ERO) e possuem reatividade quimica mais acentuada que o oxigénio
molecular. Os radicais ERO sdo: o anion superoxido (O5), o peréxido de hidrogénio (H.0,), o
radical (-OH), o radical ROO-) e o oxigénio singlete (O,) e fazem parte do processo de
lipoperoxidagdo (BOVERIS et al., 2000; WILHELM et al., 2001; SILVA et al., 2002).

Grande interesse tem sido voltado para o papel das ERO na etiologia de varias

doencas. As propriedades antioxidantes dos flavonoides t€m, assim, atraido a atengdo para a
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nutri¢ao preventiva, pois eles protegem os constituintes alimentares contra o dano oxidativo,
podendo contribuir na prevencdo de patologias, como doencas cardiovasculares,
envelhecimento, canceres e outras (CHOWDHURY et al., 2002; SCHROEDER-VAN DER
ELST et al., 2003; UEDA et al., 2004). Existem relatos de que os flavonoides exibem efeitos
bioldgicos, tais como, ac¢do antimicrobiana, antiviral, antimalaria, antiinflamatoria,
antialérgica e vasodilatadora, e capacidade neuroprotetora (HANASAKI et al., 1994;
BOVERIS et al., 2000; PHILLIPSON, 2000; DAJAS et al., 2003). Além disso, inibem in
vitro a peroxidacdo lipidica, a agregacdo plaquetaria, a permeabilidade capilar, a fragilidade
capilar, e a atividade de enzimas, como ciclo-oxigenase e lipooxigenase (BOVERIS et al.,
2000). Os flavonoides exercem esses efeitos como antioxidantes, seqiiestradores de ERO,
quelantes de cations divalentes e como seqiiestrantes de peroxinitrito (PEREZ-GARCIA et
al., 2000; YUNES e CALIXTO, 2001).

Extratos naturais de misturas herbaceas tém sido usados empiricamente ha milhares de
anos no tratamento de processos infecciosos. Alguns tém demonstrado propriedades
bacteriostaticas, ndo destruindo as bactérias, mas impedindo-as de se multiplicarem com
conseqiiente diminuicdo da possibilidade de ocorréncia de mutacdes bacterianas (CAPRA,
1997; PHILLIPSONS, 2000). Muitos estudos estdo voltados para o potencial antimicrobiano
das plantas medicinais como o diterpeno biflorina isolado das raizes de Capraria biflora; o
triterpeno maitenina isolado de espécies das familias Velasteraceae e Hippocrateacae; primina
e miconidina isolado da Miconia sp.; alcaléides como anonaina e isoboldina da Annona
sazmani (LIMA, 2001) e filantimida isolada de Phyllanthus sellowianus; flavondides como
luteolina (SCHELEMPER et al., 1998; SARTORI et al., 2003); xantoxilina constituinte da
Sebastiana schottiana, extratos de Polygonum sp. e Xanthium sp. com significativa agao
antifingica (ZACCHINO ef al., 1998). A relevancia destes compostos dentro da farmacologia
¢ devida as acgdes analgésicas, antiespasmodicas, antibacterianas, antifingicas,
antiparasitarias, antiviral sendo que a correlagdo entre o uso popular e a atividade
farmacoldgica positiva para os agentes antimicrobianos ¢ de 55,2 % (BRITO, 1993; LIMA,
2001).
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3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os trabalhos relacionados a atividade antimicrobiana de plantas tiveram inicio na
década de 1940. Em 1943, Osborn, pesquisando a atividade de 2.300 plantas superiores contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, verificou que plantas pertencentes a 63 géneros
continham substincias que inibiam o crescimento de um ou de ambos 0s microrganismos.
Embora véarios estudos tenham avaliado e confirmado as propriedades antimicrobianas em
diferentes extratos contra bactérias Gram positivas € Gram negativas (PEDERSON, 1944),
verificou-se também, que outros extratos estimulavam de modo acentuado, o crescimento de
Bacillus subtillis e Escherichia coli (SANDERS, 1945).

No Brasil, as pesquisas sobre substancias antimicrobianas de origem vegetal tiveram
inicio com Cardoso e Santos (1948) que avaliaram extratos de 100 diferentes plantas,
indicadas em terapéutica como antiinflamatorias ou cicatrizantes. Destas, apenas cinco
extratos apresentaram atividade inibitéria contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Proteus X-19.

A partir de 1950 foram isolados os primeiros compostos de espécies vegetais: o
diterpeno biflorinina, e o triterpeno maitenina. Outros compostos flavondides com
propriedades antimicrobianas efetivas contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) foram isolados, como a primina, a miconidina, lapachol e derivados, a plumbagina, a
xantoxilina, filantimida, luteolina, mirecetina (XU e LEE, 2001; ZACCHINO et al., 2001).

Com relagdo aos antifungicos, pesquisa-se farmacos com alvos especificos, para
diminuir a toxicidade, ja que células fungicas e humanas sdo semelhantes e compartilham de
muitas vias metabolicas intermediarias, onde hd enzimas similares. As pesquisas, no que
tange aos antifungicos, buscam inibidores da biossintese do ergosterol, da inibicdo das

topoisomerases ou ainda da parede celular fungica (ZACCHINO et al., 2001).

3.3 BACTERIAS

Bactérias sdo células procarioticas uni ou pluricelulares, com organizagdo celular
relativamente simples. Apresentam tamanho em média de 1 a 2 um por 1 a 4 um, com
membrana citoplasmatica (FIGURA 1) sem esteroides apresentando cadeias de
peptidoglicanos que vao influenciar na forma da bactéria dependendo do tamanho destas

cadeias e da quantidade de interligacdes existentes entre os peptidoglicanos. A membrana
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nuclear estd ausente e o acido desoxirribonucléico (DNA) ¢ uma macromolécula em forma de
dupla fita circular, com comprimento de aproximadamente 1.100 nm, altamente empacotada.
Os ribossomos 70S estdo distribuidos no citoplasma (TRABULSI et al., 1999). Podem ser
autotroficas (fotossintéticas ou quimiossintéticas) ou heterotroficas (saprofitas e parasitas).

A parede celular das bactérias Gram positivas sdo compostas de aproximadamente
90 % de peptidoglicanos diferindo das Gram negativas que ¢ mais complexa (TRABULSI et
al., 1999).

Os agentes antimicrobianos podem influenciar sobre a parede celular ¢/ ou membrana
celular, sobre a atividade enzimatica ou estrutura do protoplasma, bloqueando certas reacdes
enzimadticas ou sinteses de enzimas na célula microbiana, podendo levar a destrui¢do desses

microrganismos (RANG et al., 1997; TRABULSI et al., 1999).

3.3.1 Membrana citoplasmatica bacteriana

Estrutura de aproximadamente 8 nm de espessura, responsdvel pela separagdo do
citoplasma (meio interno) com o meio externo. E composta de 60 % de proteinas imersas em
uma bicamada fosfolipidica (40 %), variando entre diferentes espécies bacterianas e condigdes
de cultivo. Os acidos graxos dos lipidios sdo responsaveis pela condicdo hidrofobica da
porg¢do interna da membrana enquanto a parte hidrofilica dos mesmos fica exposta ao meio
externo aquoso. Além das interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio, cations como Mg*
e Ca™ sdo responsaveis pela manutencdo da integridade da membrana (BARON e
FINEGOLD, 1990).

Como fungdes da membrana plasmadticas tém-se (BARON e FINEGOLD, 1990;
SCHAECHTER et al., 2002):

1- Transporte de solutos — A membrana plasmatica atua como barreira altamente seletiva,
porém, moléculas hidrofilicas polares como acidos organicos, aminoécidos e sais minerais
nao conseguem passar livremente pela membrana e portanto sdo transportados com o
auxilio de “proteinas de transporte de membrana”. A maioria das proteinas envolvidas no
transporte estd localizada ao longo da membrana com porg¢des expostas tanto ao
citoplasma como ao meio externo. Através de mudanca conformacional na proteina, o
soluto que se ligou do lado externo ¢ liberado para o lado interno. Este mecanismo de
transporte que envolve proteina transportadora e que ocorre sempre a favor de gradiente,

denomina-se difusdo facilitada. Os solutos também podem ser transportados contra um



23

gradiente de concentragdo, sendo necessario gasto energético. Esta energia pode ser obtida
de compostos com liga¢des fosfato como o fosfoenolpiruvato, ou outra reacdo que libere
energia na célula ocorrendo de duas maneiras: ou por transporte ativo onde a substancia a
ser transportada se liga a um carreador utilizando ATP, ou por translocacdo de grupo onde
a substancia ¢ alterada quimicamente durante a passagem pela membrana (fosforilacdo da
molécula).

Producdo de energia por transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa envolvendo
citocromos e enzimas da cadeia de transporte de elétrons.

Biossintese - enzimas de sintese de lipidios da membrana e outras macromoléculas que
compdem estruturas externas a membrana (peptidoglicanos, 4cidos teicoicos,
lipopolissacarideos e polissacarideos extracelulares) ligada a membrana citoplasmatica.
Depois de sintetizadas, as macromoléculas sdo permeadas ao lado externo por canais
denominados de juncdes de Bayer. Estes prolongamentos da membrana ligam-se a
membrana externa de bactérias Gram negativas estabelecendo contato entre o citoplasma e
o limite externo da célula.

Duplicacdao do DNA

Secrecdo - a membrana secreta enzimas hidroliticas que rompem macromoléculas que

serdo fontes de nutriente.

3.3.2 Parede Celular

E responsavel pela manuten¢io da forma bacteriana e desempenha papel na divisdo

celular. As bactérias Gram positivas e Gram negativas apresentam diferengas marcantes sendo

relevante ao estudo dos mecanismos de acao dos quimioterapicos e patogenicidade. A rigidez

da parede celular ¢ devida a uma camada composta de peptidoglicanos. Nas Gram positivas

esta camada atinge de 15 % a 50 % da massa seca da célula e nas Gram negativas ndo

ultrapassa 5 %. A forma da célula é determinada pelo comprimento das cadeias de

peptidoglicano e pela quantidade de interligacdes existentes entre estas cadeias (BARON e

FINEGOLD, 1990; RANG et al., 1997).

Os agentes antimicrobianos se difundem com mais facilidade através da parede celular

das Gram positivas, porém devem atravessar os canais de porinas nas Gram negativas

(BARON e FINEGOLD, 1990).
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As propriedades da parede nas bactérias Gram positivas sdo: facilitar a ligacao e
regulacdo da entrada e saida de cétions na célula; regular a atividade das autolizinas durante o
processo de divisdo celular; constituir sitios receptores de bacteridfagos; servir de sitio de
ligacdo com o epitélio do hospedeiro; e, devido a presenga de antigenos celulares possibilita
identificacdo soroldgica de espécies bacterianas (BARON e FINEGOLD, 1990; TRABULSI
et al., 1999; SCHAECHTER et al., 2002).

FIGURA 1 - Parede celular de bactérias Gram positivas e Gram negativas e detalhe das
N -

Bactéria o . ®
Gram-positiva "

#  Bactéria
Gram-negativa

[ ]
parede *
celular néoentra
poro w1
memhbrana " iy

externa ~.__
enzimas B-Iam.—{\%ﬂ

L. espasso
- periplasmatico
= - a—t——", peptideoglicano
o i) == C‘: “—-. membrana ‘{
™, citoplasmatica .~

proteinas ligantes penicilina

fragmento Qﬂ

hacteriano
porinas das Gram negativas.

Fonte: Baron, 2005.

3.3.3 Bactérias Gram positivas

Staphylococcus aureus

Estafilococos sdo cocos Gram positivos da familia Micrococcaceae, catalase positivos.
Os estafilococos sao amplamente encontrados na natureza e fazem parte da microbiota normal
da pele e mucosa. O género Staphylococcus ¢ composto por cerca de 27 espécies, sendo
algumas delas causadoras de infec¢des de carater oportunista em seres humanos e animais,
como o S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus. Um marcador de
patogenicidade destes microrganismos ¢ a capacidade de coagular o plasma (TRABULSI e?

al., 1999; KONEMAN et al., 2001).
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O Staphylococcus aureus € a espécie que geralmente estad envolvida em infecgdes
piogénicas humanas tanto de origem comunitaria como hospitalar, localizadas na pele
(foliculites, furunculose, impetigo, pustulas ou abscessos cutaneos) ou em regides mais
profundas (osteomielites, bacteremias, endocardite, pneumonia e toxinfec¢des alimentares).
Atualmente, a espécie coagulase negativa, também tem sido responsavel por infecgdes graves
em pacientes imunocomprometidos, ou submetidos a implantes de orteses e proteses, nos
ambientes hospitalares (RANG et al., 1997; SCHAECHTER et al., 2002).

O tratamento de escolha para infec¢des estafilococicas € a penicilina para amostras
sensiveis, porém, o surgimento e disseminacdo de amostras resistentes, atribuido a produgao
de enzimas denominadas penicilinases ou betalactamases, codificadas por genes plasmidiais,
vem limitando a utilizagdo deste farmaco. Também foi detectado o aparecimento de
resisténcia ao uso de meticilina e outras penicilinas semi-sintéticas (oxacilina, nafcilina,
cloxacilina) apo6s dois anos do inicio do seu uso, resisténcia esta, relacionada as proteinas
ligadoras de penicilinase (PBP), sendo que seus determinantes genéticos parecem ser
cromossomais. Atualmente, no caso de infecgdes graves com Staphylococcus aureus
meticilino resistente, as alternativas terap€uticas sdo os glicopeptideos (vancomicina,
teicoplamina), mas que ja ha relatos de cepas pan resistentes (TRABULSI et al., 1999; MIMS
et al., 1999; ANWAR e BOKHARI, 2003).

Staphylococcus saprophyticus

Esta espécie pode ser encontrada na microbiota normal da pele e regido periuretral do
homem e da mulher, sendo patdogeno oportunista em infecgdes do trato urinario. Sua
patogenicidade parece estar relacionada a sua capacidade de se aderir as células do trato

urinario (TRABULSI et al., 1999; KONEMAN et al., 2001).

Streptococcus agalactiae

Os estreptococos pertencem a familia Streptococcaceae. Estdo amplamente
distribuidos na natureza (agua, vegetacdo, leites e derivados), fazem parte da microbiota
normal, mas muitas espécies sdo responsaveis por uma variedade de manifestagdes clinicas
(TRABULSI et al., 1999).

O Streptococcus agalactiae comporta os estreptococos do grupo B classificacdo de
Lancefield. Sdo encontrados na microbiota normal em vias aéreas superiores, trato intestinal e
vagina. Sua importancia clinica, nos Ultimos anos, tem sido ressaltada devida ser agente

etiologico de meningites, septicemias € pneumonias em neonatos. Staphylococcus agalactiae
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sdo regularmente sensiveis a penicilinas, com concentragdes inibitérias minimas mais altas
que as encontradas para o Staphylococcus pyogenes, cefalosporinas, eritromicina e

cloranfenicol (MIMS et al., 1999; SCHAECHTER et al., 2002).

Bacillus cereus

O género Bacillus compreende bacilos Gram positivos anaerobios facultativo
formadores de esporos, pertencentes a familia Baccilaceae. A importancia clinica do Bacillus
cereus ¢ a de ser responsavel por intoxicacdes alimentares, podendo também participar de
infeccdes cutaneas acompanhadas de necrose ou gangrena, bacteremia e septicemia e mais
raramente pneumonias, meningites, infecgoes oculares, etc. (RANG et al., 1997; TRABULSI

et al., 1999).

3.3.4 Bactérias Gram negativas

Escherichia coli

O género Escherichia pertence familia Enterobacteriaceae, sendo bacilos Gram
negativos, moveis ou ndo. Fazem parte da microbiota intestinal, tornando-se patogénico em
localizagdes extra intestinais ou mesmo intestinais. Em meio de cultivo EMB (Eosina Azul de
Metileno), apresenta colonias esverdeadas, com brilho metalico e geralmente com centro mais
escuro. Esta espécie compreende grande numero de grupos e tipos sorologicos, identificados
com anti-soros preparados com trés tipos de antigenos que ocorrem na espécie: O, K e H. Os
sorogrupos que sdao encontrados na microbiota intestinal podem causar infec¢des urinarias,
meningites e septicemia e outros tipos de infeccdo. Provavelmente, nenhuma outra espécie
bacteriana ¢ tdo versatil em sua patogenicidade como a E. coli. Com relagdo as infecgdes
intestinais, ha pelo menos seis categorias conhecidas: Escherichia coli enteroinvasora (EIEC),
Escherichia coli enterotoxicogénica (ETEC), Escherichia coli enteropatogénica (EPEC),
Escherichia coli entero-hemorragica (EHEC), Escherichia coli enteroagregativa (EaggEC),
Escherichia coli que adere difusamente (DAEC) (TRABULSI et al., 1999; MIMS et al., 1999;
BARON e FINEGOLD, 1990; ANWAR e BOKHARI, 2003).
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Proteus sp.

O género Proteus inclui Proteus mirabilis e Proteus vulgaris sendo encontrados
regularmente nos intestinos do homem. Causam infecgdes principalmente no trato urindrio
sendo a primeira causa de infecgdes comunitdrias e a segunda associada a infecgdes
hospitalares. Estes microrganismos hidrolisam uréia formando amonia, tornando assim a urina
dos pacientes com infecgdes cronicas muito alcalinas, fato que favorece formagao de calculos
renais devido a diminuicdo da solubilizagdo do calcio. Bactérias do género Proteus
apresentam resisténcia natural as polimixinas, um grupo de antibiotico bastante ativo contra as
demais enterobactérias e outros Gram negativos (TRABULSI et al., 1999; ANWAR e
BOKHARI, 2003).

Salmonella sp.

A classificacdo atual divide este género em duas espécies, baseando-se nas
caracteristicas bioquimicas: Salmonella enterica, que estd subdividida em seis subespécies, €
Salmonella bongori. Sao microrganismo ndo fermentadores da lactose e apresentam coldnias
incolores e transparentes no meio de cultura MacConkey (KONEMAN et al., 2001). Na rotina
clinica, a identificagdo baseia-se no esquema Kauffmann e White, que divide o género em
tipos sorologicos, baseando-se na composi¢cdo antigénica das Salmonelas com relacdo aos
seus antigenos O (somatico), Vi (capsular) e H (flagelar). O homem ¢ o Unico reservatorio
natural de Salmonella typhi e Salmonella paratyphi A, B e C. A patogenicidade das
salmonelas varia de acordo com o tipo soroldgico, idade e condi¢des de satide do hospedeiro.
A capacidade invasora das salmonelas ¢ um processo complexo, envolvendo tanto genes
cromossomais como plasmidiais. As infec¢des por Salmonella sio geralmente autolimitadas,
sendo que o uso de agentes antimicrobianos além de nao acelerar a recuperagcdo do paciente
pode selecionar cepas resistentes. Nos casos de complicagdes sistémicas e na febre tifoide
utiliza-se ampicilina, cloranfenicol ou sulfametoxazol-trimetoprima, tanta na fase aguda da
doenca como para tratamento de portadores (TRABULSI et al., 1999; MIMS et al., 1999;
SCHAECHTER et al., 2002).

Enterobacter sp.

Sao anaerdbios facultativos, fermentam glicose e lactose como fonte de carbono,
produzindo gas, em meio de cultivo especifico formam colonias grandes, mucdides e rdseas
transparentes com o centro amarronzado sem brilho metalico. Este género tem tido crescente

importancia como microrganismo causador de infecgdes hospitalares, sendo que alguns
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pacientes hospitalizados apresentam bacteremia decorrente da aplicagdo endovenosa de

liquidos contaminados (BARON e FINEGOLD, 1990; TRABULSI et al., 1999).

Pseudomonas sp.

O género compreende grande numero de espécies, sendo que 90 % dos isolamentos
das amostras clinicas correspondem a Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas malthophilia e
Pseudomonas cepacia, sendo a primeira responsavel por 70 % das infeccdes. Uma das
caracteristicas da espécie € a capacidade de produzir um pigmento azul-esverdeado,
denominado piocianina e pioverdina. A Pseudomonas aeruginosa habita solo, dgua e vegetais,
podendo ser encontrada também na pele, fezes, garganta em 3 a 5 % dos individuos normais.
Em pacientes hospitalizados a colonizacdo pode ser bastante elevada. Este microrganismo
causa infeccdes tipicamente oportunistas, em processos cirtrgicos, queimaduras, pos
cateterizagdo urinaria, pneumonias principalmente ap6s procedimentos de entubacdo, podendo
resultar em bacteremias severas. A identificagdo do microrganismo ¢ feita através de suas
caracteristicas bioquimicas e producdo de pigmento das cepas isoladas do material
proveniente do processo infeccioso. A Pseudomonas sp € naturalmente resistente aos
antimicrobianos betalactimicos e as tetraciclinas, cloranfenicol, clotrimoxazol e outros. E
sensivel aos aminoglicosideos e algumas penicilinas semi-sintéticas (carbenicilina) (BARON
e FINEGOLD, 1990; TRABULSI et al., 1999; KONEMAN et al., 2001; SIQUEIRA et al.,
2002).

3.4 FUNGOS

O atual interesse no desenvolvimento de novos agentes antifingicos pode ser
parcialmente explicado pelo aumento acentuado do nimero de casos de SIDA e subseqiiente
supressdao do sistema imune em pacientes doentes. Por exemplo, mais de 90 % dos
diagnosticos de HIV-positivos adquirem uma infecg¢do fingica durante o curso da doenca. Em
particular, algumas formas de dermatomicoses sdo causa de grande morbidade em pacientes
recebendo quimioterapia antineoplasica, transplantados e nos extremos de idade como idosos
e neonatos (ARMSTRONG et al., 1989; SELITRENNIKOFF et al., 1992; WALSH et al.,
1992; SCHLEMPER et al. 1998; BLOCK et al., 1998b; PHILLIPS et al., 2001; LACAZ et
al., 2002) Estas infec¢des sdo produzidas por um grupo de fungos que caracteristicamente

infectam areas queratinizadas do corpo e freqiientemente sao de dificil erradicagdo, sendo que
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novos e efetivos agentes antifungicos topicos sao necessarios (ZACCHINO et al., 1998; 2001;
PHILLIPS et al., 2001).

Uma das mais promissoras fontes de pesquisa, para novos compostos bioldgicos ativos
sdo plantas usadas na medicina tradicional, muitas delas ainda ndo investigadas do ponto de
vista da composicdo quimica ou de sua atividade farmacologica (ZACCHINO et al., 1998;

2001; URBINA et al., 2000; SARTORI et al., 2003).

3.4.1 Dermatofitos

No passado as infec¢des fungicas eram classificadas como micoses superficiais,
subcutaneas e profundas. O advento da terapia antimicrobiana de amplo espectro e a
utilizacdo de farmacos imunossupressores € citotoxicos para tratamento de patologias
metabolicas cronicas e neoplédsicas trouxeram uma mudanga etiologica entre os fungos
patdégenos e “contaminantes”’, fazendo com que a classificagdo das micoses fosse revista
(FISHER e COOK, 2001).

A Tabela 1 abaixo apresenta uma classificagdo das micoses que mais freqiientemente
acometem o homem, especialmente pacientes imunocomprometidos.

Os fungos causadores de micoses profundas sdo sempre patdégenos e potencialmente
capazes de produzir enfermidades graves. Os agentes fungicos como Aspergillus fumigatus ou
membros dos géneros Zygomycetes (Phycomycetes), Nocardia e Candida, antes considerados
contaminantes com pouca importancia clinica, sdo atualmente reconhecidos como causadores
de patologias generalizadas e até fatais para o hospedeiro submetido a imunosupressdo
(WALSH et al., 1992; FISHER e COOK, 2001; LACAZ et al., 2002).

Outros fungos ambientais, como Scopulariopsis, Fusarium e Cladosporium, antes ndo
reconhecidos como causadores de doencas, sdo hoje considerados agentes etiologicos
ocasionais de endocardites, queratinites micoticas e outras enfermidades broncopulmonares
alérgicas como a sindrome pulmonar de granjeiros. Algumas destas espécies produzem
também aflatoxinas, que podem provocar transtornos gastrointestinais ou manifestacoes
neuroldgicas ao serem ingeridas por homens e animais (WALSH et al., 1992; KONEMAN et
al.,2002).
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TABELA 1 - Classificagdo das micoses humanas mais comuns.

MICOSES MICOSES MICOSES MICOSES
PROFUNDAS OPORTUNISTAS SUBCUTANEA SUPERFICIAIS
Blastomicoses Actinomicoses* Actinomicoses* Dermatomicoses

Tinea capitis
Tinea corporis
Tinea cruris
Tinea pedis
Tinea versicolor

Coccidioidomicoses Aspergiloses Cromomicoses
Criptococoses Candidiase Maduromicoses
Histoplasmoses Geotricoses Nocardioses*
Paracoccidiodomicoses Esporotricoses
(blastomicoses

sulamericana)

*Os membros da familia Actinomycetaceae, incluindo os géneros Actinomyces e Nocardia, sdo
considerados atualmente bactérias e sao classificados dentro da ordem Schizomycetes.
Fonte: Koneman, 2001.

3.5 ANTIMICROBIANOS

O uso de substancias quimicas e derivadas de plantas é tdo antigo quanto a
humanidade, mas somente com o crescente desenvolvimento da alquimia a partir do século
XVI, as drogas medicinais passaram a serem obtidas por métodos laboratoriais. Inicialmente,
foram testados os fenois, cresois, formol e outras substincias quimicas, as quais se
comportaram de forma eficiente na destrui¢do dos microrganismos, porém de forma nao
seletiva, restringindo assim seu uso na terapéutica antiinfecciosa devido a toxicidade que
provocam a célula hospedeira. A pesquisa planejada conduziu a descoberta das primeiras
substancias que utilizadas em doses adequadas, eram capazes de destruir os microrganismos
sem destruir a vida humana (TAVARES, 1984; MIMS et al., 1999; TRABULSI et al., 1999).

Evidéncias do uso do quinino extraido de folhas das arvores de chinchona, pelos indio
peruanos, para o tratamento de malaria, de outras substancias extraidas de bolores com agao
antibacteriana e antifingica pelos chineses para o tratamento de doencas infecciosas e
substancias isoladas de plantas foram a emetina utilizada contra amebiase e a ipecacuanha
utilizada no tratamento de diarréias (TAVARES, 1984; NIERO et al., 2003), datam de 3000
anos atras. Os sumérios recomendavam emplastros com uma mistura de vinho, cerveja,

zimbro e ameixa (RANG ef al., 1997) e estes tratamentos marcam o inicio da quimioterapia
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bem sucedida (RANG et al., 1997; NEU e GOOTZ, 2004).

A moderna quimioterapia teve inicio na Alemanha com Paul Ehrlich com o uso de p-
rosanilina para tratamento de tripanosomiase e arsfenamina contra sifilis, postulando que seria
possivel encontrar agentes quimicos que fossem seletivamente toxicos para parasitas € nao
toxicos para seres humanos.

A partir dos trabalhos de Pasteur e Koch em 1878, ficaram demonstradas as origens
infecciosas das enfermidades que acometiam homens e animais (TAVARES, 1984; RANG
etal., 1997; MIMS et al., 1999).

Em 1930, Gerhard Domagk descobre os efeitos protetores do prontosil, precursor das
sulfonamidas. A descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, deu inicio a era da
antibioticoterapia. O advento da antibioticoterapia contribuiu com um aumento da expectativa
de vida de varias doencas infecciosas, antes de dificil tratamento e de alta mortalidade
(SCHAECHTER et al., 2002). O isolamento da penicilina G ocorre em 1939 na Universidade
de Oxford por Florey e colaboradores, marcando o inicio de seu uso terapéutico (NEU e
GOOTZ, 2004). A quimioterapia sulfamidica e a penicilina impulsionaram as pesquisas €
comegaram a surgir por sintese organica ou biossintese, novas substancias ou firmacos com
espectro de acdo ndo so para bactéria, mas também com atividade antifingica que atuavam
por via topica ou sistémica em diversas micoses (LACAZ et al., 2002).

Em 1944, Waksman isolou a estreptomicina e subseqiientemente descobriu-se agentes
como o cloranfenicol, tetraciclinas e eritromicina em amostras do solo. Por volta de 1960,
com o desenvolvimento de técnicas de fermentacdo e o avangco da quimica medicinal
permitiram a sintese de inumeros agentes quimioterapicos por modificacdo molecular dos
compostos ja existentes (NEU e GOOTZ, 2004).

As reagdes adversas aos medicamentos antimicrobianos sdo restri¢do importante ao
seu uso terapéutico. Para amenizar estes efeitos adversos, procura-se estudar compostos que
apresentem seletividade de acdo. O trimetropim ¢ um medicamento que atua no bloqueio da
enzima catalisadora da sintese de acido fo6lico. Na concentracao de 0,005 mM, o trimetropim
inibe apenas a enzima presente na bactéria (RANG et al.,1997; SCHAECHTER et al., 2002).

O uso abusivo e indiscriminado da penicilina para o tratamento das infecgdes
bacterianas trouxe a constatagdo de que algumas patologias ndo cediam ao seu uso. Observou-
se também que alguns microrganismos que anteriormente eram sensiveis estavam tornando-se

resistentes (MIMS et al., 1999; LIMA, 2001).
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3.5.1 Classificacao dos agentes antimicrobianos

3.5.1.1 Agentes Antibacterianos

A classificacdo dos antibacterianos segue diversos critérios como estrutura quimica,
mecanismo de agdo, espectro de acdo entre outros (RANG et al., 1997; MIMS et al., 1999,
SCHAECHTER et al., 2002).

Segundo o mecanismo de acdos os grupos de agentes antimicrobianos, podem ser

classificados em:

A) Inibidores da Sintese de Parede Celular Bacteriana

A parede celular bacteriana de Gram positivos contém peptidoglicanos, acido ticoico e
teicurdnico e as bactérias podem estar rodeadas por proteinas ou envelope de polissacarideos.
Bactérias Gram negativas contém na parede celular peptidoglicanos, lipopolisacarideos,
lipoproteinas, fosfolipideos e proteinas. O sitio de ataque dos agentes que agem contra a
parede celular ¢ a camada de protecao de peptidoglicano que reveste a membrana celular
bacteriana. Os antibidticos que agem sobre a sintese da parede celular atuam produzindo uma
parede com defeitos estruturais atuando sobre o processo de replicagdo celular causando dano
ou perdas nesta camada destruindo a rigidez da parede celular e resultando na morte celular.

Esta acdo ¢ seletiva, visto que as células dos hospedeiros mamiferos ndo apresentam parede

celular (RANG et al., 1997; MIMS et al., 1999).
a) Féarmacos que inibem a biossintese de enzimas - Fosfomicina, Cicloserina.
b) Farmacos que combinem com substratos da parede celular — Vancomicina.
¢) Féarmacos que combinem com carreadores de moléculas — Bacitracina.
d) Farmacos que inibem a polimerizagdo e compressao de novos peptidoglicanos a parede

celular - Penicilinas, Cepalosporinas, Carbapenens, Monobactans.

B) Inibidores da Membrana Citoplasmatica
A membrana citoplasmatica esta localizada abaixo da parede celular e circunda o
citoplasma. Apresenta dupla camada lipidica (33 % de lipideos) com elevado conteudo de
proteinas (66 %), estando os lipideos com seus grupos polares orientados para fora e as
cadeias apolares voltadas para o interior da membrana e possuem permeabilidade seletiva que
controla a passagem de substancias e nutrientes para dentro da célula e a saida de catabolitos

dela (SCHAECHTER et al., 2002).
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Os antibioticos que atuam por alteracdes fisico-quimicas da membrana citoplasmatica
assemelham-se aos detergentes catidnicos, gracas a presen¢a em sua molécula de grupamentos
basicos NH;" e de uma cadeia lateral de acido graxo. Quando alcangam a membrana
citoplasmatica, o acido graxo mergulha na sua parte lipidica e a por¢do basica permanece na
superficie. A intercalagdo das moléculas do antibidtico na membrana provoca sua
desorganizacao alterando sua permeabilidade seletiva com a saida de elementos vitais a célula
como fosfatos, ions, purinas e acidos nucléicos ou a entrada de substincias nocivas ao
metabolismo bacteriano, resultando em morte celular (RANG et al., 1997; TRABULSI et al.,
1999).

A morte da célula bacteriana pode ocorrer por danos ao sistema respiratorio da célula,
e por alteragdes nos constituintes resultando em uma méa formagdo da membrana
(SCHAECHTER et al, 2002). Podem ser classificados como:

a) Farmacos que desorganizam a membrana citoplasmatica - Tirociclinas, Polimixinas.
b) Farmacos que produzem poros na membrana - Gramicidinas.
¢) Féarmacos que alteram estrutura dos fungos - Polienos (Anfotericina).

d) Imidazdis - Cetoconazol, Fluconazol (MIMS et al., 1999; NEU ¢ GOOTZ, 2004).

C) Inibidores da Sintese de Acidos Nucléicos
Agentes antimicrobianos podem interferir em diferentes niveis na sintese de acidos
nucléicos. A inibicdo pode ser da sintese de nucleosideos ou interconversdo. Para iniciar a
sintese de DNA ¢ necessaria a ativagdo prévia de uma enzima para produzir o desenrolar da
dupla fita de DNA e introduzir uma superespiral negativa. Esta enzima ¢ a DNA-girase ou
topoisomerase II, e a polimerase pode interferir na replicagdo e transcricgdo do DNA.
(TRABULSI et al., 1999; SCHAECHTER et al., 2002).
a) Inibidores do metabolismo de nucleotideos — Adenosina arabinose (virus), aciclovir
(virus), Flucitosina (fungos).
b) Agentes que prejudicam a funcdo do DNA — Agentes intercaladores, Cloroquina
(parasitas).
c¢) Inibidores da replicagdo do DNA — Quinolonas, Nitroimidazois.
d) Inibidores da RNA polimerase — Rifampicina (RANG et al., 1997; NEU e GOOTZ,
2004).
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D) Inibidores da func¢ao dos ribossomas:

Alguns agentes se ligam ao ribossoma 30S e parecem inibir a ligacdo do aminoacil-
tRNA no sitios dos ribossomas bacterianos, outros inibem a subunidade 50S ribossomal onde
inibe a formagdo do peptideo por ligacdo a enzima peptidiltransferase no ribossoma 50S ou
reacdes de translocagao.

a) Inibidores da Unidade 30S — Estreptomicina, Canamicina, Gentamicina, Amicacina,

Espectinomicina, Tetraciclinas.

b) Inibidores da Unidade 50S — Cloranfenicol, Clindamicina, Eritromicina, Acido

fusidico.

E) Inibidores do Metabolismo dos Folatos:

Agentes que interferem com o metabolismo de folato na célula bacteriana por
competividade bloqueando a biosintese da tetrahidrofolato, o qual atua como carreador de
fragmentos do carbono — um e ¢ necessario para o término da sintese do DNA, RNA e
proteinas da parede celular.

a) Inibidor da sintese do 4acido pterdico — Sulfonamidas.

b) Inibidores da dihidrofolato redutase — Trimetoprim.

3.5.1.2 Agentes Antifungicos

Os antifungicos existentes no mercado atualmente possuem limitagdes terapéuticas,
principalmente quando se levam em consideracdo os efeitos colaterais como a nefro e a
hepatotoxicidade. Entre alguns exemplos de antifingicos que apresentam efeitos toxicos cita-
se a anfotericina B, e o cetoconazol. O fato de alguns antifingicos apresentarem acao
fungistatica e ndo fungicida (az6is), podem contribuir para o surgimento de cepas resistentes.
(RANG et al., 1997; ZACCHINO et al., 2003).

Muitos dos farmacos atualmente disponiveis apresentam efeitos colaterais
indesejaveis, eficacia duvidosa contra fungos reemergentes, ou desenvolvem uma rapida
resisténcia sendo necessario urgentemente uma nova geragdo de agentes antifungicos. As
pesquisas estdo orientadas na investigacdo de farmacos antifungicos, que possam atuar

seletivamente na célula fingica sem inibir nenhum sistema bioquimico do hospedeiro.
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FIGURA 2 - Representagdo da estrutura da parede celular fungica
Fonte: Selitrennikoff, 2001

Os fungos possuem paredes celulares (FIGURA 2), sendo uma estrutura essencial para
eles, diferentemente das células dos mamiferos, e este fato faz com que todos os sistemas
enzimaticos que fazem parte da sintese ¢ montagem da parede celular fingica se transformem
em alvo util para o descobrimento e desenvolvimento de novos farmacos antifingicos com
maior especificidade (WALSH et al., 1992; SELITRENNIKOFF et al., 1995; LOPEZ et al.,
2001; ZACCHINO et al., 2001; SELITRENNIKOFF. 2001). Infelizmente, as células fungicas
e humanas apresentam muitas semelhancgas. Compartilham a maioria das vias de metabolismo
intermediario, utilizando enzimas muito similares ndo sendo facil encontrar alvos que
oferecam a seletividade requerida para obter-se um antifingico seguro. Os alvos que
apresentam maior possibilidade de levar a antifingicos seletivos sdo os inibidores da
biossintese do ergosterol, a inibigdo das topoisomerases fungicas e a inibi¢ao da parede celular
fungica (URBINA et al., 2000; ZACCHINO et al., 2001; LACAZ et al., 2002).

A parede celular fingica como alvo extremamente util para detectar antifungicos
seletivos e, portanto ndo tdxicos para o hospedeiro, surgiu recentemente. J& que a parede

celular fungica ¢ uma barreira protetora, evita sua ruptura osmotica e lhe confere forma, ¢é
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essencial para seu crescimento e viabilidade. Ela ¢ constituida por muitos componentes
macromoleculares, entre eles B-glicanos, quitina, manoproteinas e outras proteinas. Uma vez
sintetizados, eles interagem entre si, via uma série de enzimas associadas a parede, realizando-
se ligacdes cruzadas, ramificagcdes e outras fungdes. Trés atividades enzimaticas tém
demonstrado serem essenciais para a formacdo da parede celular fungica: 1,3 B-glicano
sintetase, 1,6 B-glicano sintetase e quitina sintetase que catalisam a formacao de 1,3 e 1,6-p3-
glicanos e quitina respectivamente, sendo portanto, alvos atrativos para o descobrimento de
novos farmacos antifungicos (ZACCHINO et al., 2003).

Apesar dos inibidores da biossintese do ergosterol terem demonstrado uma grande
seletividade, eles podem inibir vias comuns de biossintese de esterdides humanos, o que os
tornam potencialmente toxicos. A investigacdo de antifingicos seletivos ¢ direcionada para a
inibi¢do da etapa de adigdo de um grupo metil no C-24 da cadeia lateral dos esterdides. O
mecanismo de acdo do doador do grupo metil é a S-adenosil metionina. A etapa da biossintese
do ergosterol, como a 24 metilagdo, no C-24 da cadeia lateral dos esterdides ¢ uma das areas
mais promissoras da investigacdo de antifingicos seletivos, j& que nao ocorre nas células dos
mamiferos, reduzindo as chances de toxicidade (FIGURA 3).

As topoisomerase I fingicas sao suficientemente diferentes das humanas, logo também
podem ser alvos promissores para novos antifungicos. O DNA celular, tanto cromossomal
como plasmidico, encontra-se como um circulo fechado covalentemente que pode estar em
estruturas topologicas diferentes, relaxado ou superenovelado. As DNA-topoisomerases sao
um grupo de enzimas capazes de catalizar a interconversao entre ambas as formas topologicas,
permitindo que o mesmo cumpra suas fungdes de transcricdo, tradu¢do ou recombinagdo
dentro da célula. Estas enzimas, rompendo transitoriamente uma das cadeias do DNA
(topoisomerase tipo 1) ou as duas (topoisomerase tipo II) e logo as relaxando, permite as
transformagoes topoldgicas que seriam de outra forma impossiveis (CARDENAS et al., 1999;
ZACCHINO et al., 2001; 2003).

As DNA-topoisomerases mostraram ser alvos moleculares importantes para o
descobrimento de firmacos antibacterianos e anticancerigenos. Seus efeitos citotdxicos
parecem vir da estabilizagdo do complexo catalitico intermedidrio que se forma entre a
topoisomerase ¢ o0 DNA, impedindo o relaxamento da espiral de DNA. Esta estabilizagdo
desencadeia um processo desconhecido que causa a morte celular. Estudos demonstram que
varias topoisomerases | extraidas de fungos seriam alvos promissores para novos agentes

antifingicos mais seletivos (ZACCHINO et al., 2003).
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Os agentes antifungicos podem ser classificados em duas categorias: os que afetam a
membrana celular e os que atuam intracelularmente, interrompendo processos celulares vitais,
como sintese de DNA, RNA ou proteinas (SCHAECHTER et al., 2002).

Antifungicos podem atuar inibindo a biossintese do ergosterol (FIGURA 3). Em uma
rota sintética que inicia com a acetilcoenzima A, sdo envolvidas vérias enzimas até a
formagdo do ergosterol para fungos e o colesterol para animais. Os antifingicos que atuam
nessa rota, infelizmente inibem enzimas que sao comuns para a formacao tanto do ergosteroi
quanto colesterol. Devido a essa ndo seletividade desses agentes, a sintese do colesterol em
mamiferos acaba sendo interrompida, provocando efeitos colaterais como inibi¢do de sintese
hormonal (URBINA et al., 2000; ZACCHINO et al., 2003).

Como exemplos de drogas que afetam a membrana celular podem citar os derivados
poliénicos, e derivados imidazolicos. Estas substancias combinam-se com esterdis da
membrana, rompendo a mesma ou tornando-a incapaz de efetuar suas fungdes normalmente
(permeabilidade e transporte). A droga forma um poro na membrana e o centro hidrofilo da
molécula criam um canal idnico transmembrana.

Podem ocorrer alteracdes na permeabilidade celular e causar a perda de constituintes
essenciais das células como K, agucares, proteinas, fosfatos inorganicos, acidos carboxilicos

e ésteres de fosfato (RANG et al., 1997, TRABULSI et al., 1999).
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FIGURA 3 - Biossintese do ergosterol e do colesterol. Os quadros a direita das flechas
mostram as enzimas que participam nesta etapa da biossintese. Os quadros a esquerda das
flechas mostram inibidores destas enzimas

Fonte: Zacchino, 2001
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3.6 Acmela brasiliensis SPRENG (Wedelia paludosa) (ASTERACEAE)

3.6.1 Caracteristicas gerais

Acmela brasiliensis Spreng, anteriormente classificada como Wedelia paludosa, ¢
pertencente a familia das Asteraceae (FIGURA 4). E planta herbacea, prostrada, radicante nos
noés, possuindo raizes bastante superficiais; caules cilindricos de 2-5 mm de largura e até¢ 2 m
de comprimento, verde ou castanho avermelhado, esparsamente piloso € com ramos
esporadicos, folhas simples, opostas curto peciolada, membranacea, com base regularmente
atenuada, dois pequenos lobos laterais agudos, dpice agudo e margens irregularmente
denteadas, comprimento até 8 cm por 4 cm de largura, verde escura e superficie brilhante na
face ventral, mais clara e pilosa na face dorsal; peciolo semicilindrico, ciliado, com 4mm de
comprimento; capitulos isolados, 2 — 3 cm de diametro, com pedunculo piloso, fino e reto,
chegando a 10 cm de comprimento a partir de uma axila foliar; bracteas involucrais folidceas,
verdes, em duas séries, 8§ — 12 mm de comprimento, pilosas no dorso; hermafroditas, com
corla tubulosa, abrindo-se em 5 lobos com minusculos pélos, também amarelos; androceu
com anteras lineares, negras, de bases sagitada; gineceu com estilete de ramos glabros,
carnosos, obtusos, semicilindricos e um estigma bifido; aquénio triqueto, glabro, estreitado na
base, com ciatiformes de 1 mm de comprimento (CORREA, 1984; KISSMANN ¢ GROTH,
1991-1992).

FIGURA 4 - Flor da Acmela brasiliensis Spreng
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Esta planta, nativa do Brasil, ¢ amplamente encontrada em varias regidoes do pais,
incluindo o estado de Santa Catarina. Ocorre de forma espontanea, principalmente em praias e
areas umidas. Muitas vezes ¢ cultivada para cobertura de barrancos e margens de caminhos e
como ornamental, pois forma um vasto “colchdo” verde com vistosas flores amarelas
(FIGURA 4) durante quase todo o ano, mais pronunciadamente no verdo (KISSMANN e
GROTH, 1991-1992; CORREA, 1984;).

Acmela brasiliensis Spreng ¢ conhecida popularmente como margaridao, mal-me-
quer-do brejo, pingo-de-ouro, vedelia, entre outras (CORREA, 1984). Estudos desenvolvidos
no Nucleo de Investigagdes Quimico-Farmacéuticas da UNIVALI com esta planta indicaram
que a mesma produz vdarios compostos de interesse medicinal. Os extratos brutos
apresentaram agOes antibacterianas, analgésicas, antiespasmoddicas, antiinflamatorias e
hipoglicemiantes (CORDEIRO et al., 1998; SCHLEMPER et al., 1998; BLOCK ef al., 1998;
CECHINEL FILHO, 2000; BRESCIANI et al., 2000, 2004). Os principais constituintes ativos
foram identificados como sendo a luteolina (MOLINARI et al, 1997), acido caurendico
(HANDA et al., 1992; NOVAES et al., 2001) e uma lactona chamada paludolactona
(CECHINEL FILHO et al., 2004).

3.6.2 Estudos fitoquimicos de Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng.

Estudos fitoquimicos anteriores com planta Acmela brasiliensis Spreng demonstraram
o isolamento e identificagdo de alguns compostos, como o acido caurendico e alguns de seus
derivados (ROQUE et al, 1987, CARVALHO et al., 1995; BATISTA et al, 1996;
BRESCIANI et al., 2000, 2003, 2004), duas lactonas sesquiterpénicas (eudesmanolide lactona
1 e eudesmanolide lactone 2) (FERREIRA et al., 1994; CECHINEL FILHO et al., 2004), o
3B-0O-acil-olean-12-en-28-0l, o estigmasterol, glicosideos de estimasterol ésteres alifaticos,
uma mistura de 3B-D-glicopiranosilsitosterol e  3B-D-glicopiranosilestigmasterol
(CARVALHO et al, 1995; CARVALHO et al., 2001) e friedelan-3B-0l (BATISTA et al.,
1999).

A andlise fitoquimica indicou que as raizes apresentam a maior concentragdo de
terpenoides, enquanto as flores produzem diferentes flavonodides que ndo sdo encontrados nas
outras partes da planta (BLOCK et al. 1998). Um destes flavonoides foi identificado como a
chalcona coreopsina (RODRIGUES ef al., 1998).
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3.6.2.1 Terpenos

O 4cido caurendico ¢ o principal composto da planta e possui diferentes atividades,
tais como antibacteriana (WILKENS et al, 2002), antifungica (SARTORI et al., 2003)
larvicida, tripanosomida (BATISTA et al., 1999) e antinociceptiva (BLOCK et al.,1998). E
também um potente estimulador da contragdo uterina. A andlise do perfil cromatografico por
HRGC/FID (High Resolution Gas Chromatography Flame Ionization Detection), de diferentes
partes da Acmela brasiliensis Spreng (raiz, caules, folhas, flores) na fracdo hexano,
demonstrou que a maior concentragdo do acido caurendico esta nas raizes (6,65 mg/g da
planta seca) (BRESCIANI et al., 2000). Este estudo confirma estudos anteriores em
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) (BLOCK et al.,1998). O &cido caurendico foi
identificado por co-inje¢do de amostra auténtica de acido caurendico. Verificou-se que ha
outros compostos, comuns em todas as fra¢des, presumivelmente um diterpeno do tipo
caureno, ainda nao identificado. Também observou-se varios picos, os quais foram
identificados como uma mistura de esterodis ou triterpenos, incluindo estigmasterol, acetato [3-
amirina e 4cido oleanolico (BRESCIANI et al., 2000, 2003).

A estrutura molecular do 4acido caurendico (FIGURA 5) mostra que como outros
caurenos pertence a classe dos diterpenos os quais possuem um esqueleto tetraciclico rigido.
Eles sdo intermediarios da biossintese das giberelinas, os quais sd3o hormonios de crescimento
de varias plantas, alguns metabdlitos de fungos e de alcalodides triterpenos (GUISALBERTI,
1997). Acido Ent-16-kauren-19-oico ou é&cido caurendico ¢ um dos mais importantes
membros desta familia, com inimeras propriedades bioldgicas ja citadas (BRESCIANI et al.,

2002).

HsC COOH

FIGURA 5 — Estrutura molecular do terpendide Acido caurendico
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Os terpendides sao sintetizados de unidades acetato e dividem origem com os acidos

graxos diferindo destes por serem ciclicos.

3.6.2.2 Flavonoides

Sao conhecidos cerca de 4 mil flavonodides naturais e em geral sdo encontrados nas
fragdes mais polares, como acetato de etila (agliconas) e butanolica (flavonoides glicosados).
Alguns compostos apolares, como a luteolina, sdo extraidos com cloroférmio ou
diclorometano (NIERO, 2000).

A luteolina, como mostra sua estrutura molecular (FIGURA 6), ¢ um flavonodide
presente nas folhas e flores da A. brasiliensis Spreng. Flavonodides sdo substancias fendlicas

hidroxiladas, mas ocorrem unidas ao Ce-Cs e ligadas ao anel aromatico.

FIGURA 6 — Estrutura molecular do flavonoide luteolina

Dados encontrados na literatura demonstram o isolamento de estigmasterol nas flores
de Acmela brasiliensis Spreng (CARVALHO et al., 1995). Através da cromatografia em
camada delgada comparativa com extratos das diferentes partes da planta, utilizando uma
amostra auténtica do flavonoide luteolina e revelada com FeCls, demonstraram que este
flavondide esta presente nas folhas e flores e ausente nas raizes e caules. Compostos de
natureza fenodlica também foram detectados por CCD nas folhas e flores com Rf proximo ao
da isoquercitina utilizada como amostra auténtica (BLOCK et al., 1997; BRESCIANI et al.,
2000).

Os flavonodides sdao conhecidos por serem sintetizados por plantas em resposta a
infec¢cdes microbianas, justificando assim sua agdo antimicrobiana frente a varios
microrganismos. Esta atividade se da provavelmente devido a habilidade de complexagdo com
a parede bacteriana. Os flavonoides mais lipofilicos podem lisar a membrana microbiana.

Os flavonoides tém grupos hidroxil sobre seu anel B o que aumenta mais sua atividade

contra microrganismos, do que as flavonas com grupo —OH ndo ligados ao anel. Este fato
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pode levantar a hipdtese de que o mecanismo de agdo seja em alvos na membrana plasmatica.
Compostos lipofilicos podem interromper a estrutura da membrana microbiana e a maior
hidroxilagdo do composto pode levar a maior atividade antimicrobiana por aumento de
toxicidade aos microrganismos (COWAN, 1999).

Os compostos fenodlicos hidroxilados atuam possivelmente por inibicdo de enzimas
através de reagcdes com grupos sulfidrilas e por interagdes inespecificas com proteinas, embora
nao tenha sido comprovada uma relagdo entre o grau de hidroxilagcdo e a atividade toxica

(WILHELM FILHO et al., 2001).

3.6.3 Estudo Analitico - Cromatografia em camada delgada

A extracdo dos constituintes de plantas ¢ um processo de tentativa acerto/erro
utilizando-se particoes em solventes de polaridades diferentes sob variadas condi¢des de
tempo e temperatura de extragdo e eluicao.

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) ¢ um método util para separagdo,
identificacdo e quantificagdo de compostos antimicrobianos em um cromatograma de um
extrato bruto ou semipuro, permitindo o isolamento bioguiado do composto ativo. A CCD ¢
um método fisico de separagao, na qual os compostos a serem separados sao distribuidos entre
duas fases, uma fase fixa - silica gel, de grande area superficial, denominada fase estacionaria
e outra, onde um fluido elui através dela, chamada fase movel. Utiliza-se para fase movel

solventes com polaridades crescentes (CECHINEL FILHO et al., 2000).

3.6.4 Estudos biolégicos de Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng

Os modelos de avaliacdo de atividade biologica utilizada para investigagdo de plantas
medicinais fazem parte da pesquisa e desenvolvimento de um novo medicamento desde
ensaios laboratoriais, triagens, testes pré-clinicos e clinicos, aprovacdo em Orgaos
competentes, marketing até a comercializagao (SOUZA, 2003).

Considerando os efeitos farmacolégicos e bioldgicos demonstrados pela Acmela
brasiliensis Spreng e seu uso na medicina popular, incentiva que seja feito um controle de

qualidade dos extratos das plantas.
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No estudo da avaliagdo de atividade analgésica foram utlizados modelos
farmacologicos de dor utilizados muldialmente e validados internacionalmente como modelos
de dor induzida quimicamente em animais para avaliacdo da atividade antinoceptiva a nivel de
sitema nervoso central e periférico, como os testes das contor¢cdes abdominais induzidas pelo
acido acético; modelo de dor induzido pela formalina que permite avaliar se a dor ¢ de origem
neurogéncia por estimulagcdo direta dos neurdnios nociceptivos ou de origem inflamatéria
representando a resposta tonica a dor, acompanhada de uma resposta inflamatoria relacionada
a liberacdo de mediadores quimicos; teste de dor induzida pela capsaicina que procura analisar
a possivel acdo modulatoria sobre a dor de origem neurogéncia, onde pode-se evidenciar a
possivel interagdo dos compostos em estudo sobre os neuropeptideos envolvidos na
transmissdo dolorosa. Modelos de dor induzida termicamente como o teste da placa quente ou
modelos de dor induzida mecanicamente como o teste da pressdo das patas - Randal - Selito
(BLOCK, 1998; SOUZA et al., 2003).

Bresciani et al. (2000; 2004) avaliaram a concentracdo do 4cido caurendico como
importante composto com atividade analgésica e hipoglicemiante. Estudos demonstram que a
fragdo hexanica da Acmela brasiliensis Spreng, apresentou significante efeito
hipoglicemiante, promovendo uma redugdo de 26,47 % da glicemia. O composto majoritario
presente nesta fracdo que poderia estar excercendo o efeito antidiabético seria o acido
caurendico (BRESCIANI et al., 2004).

O composto puro luteolina mostrou perfil farmacoldgico analgésico quando
administrada via intraperitoneal, com DIso de 26,2 mg/kg para a segunda fase de dor no teste
de formalina. A luteolina foi cerca de cinco vezes mais efetivo do que a aspirina e
paracetamol usados como comparacdo, confirmando o uso popular no tratamento de processos
dolorosos e inflamatorios (NIERO, 2000). Um estudo comparativo envolvendo as diferentes
partes da planta (flores, caules, folhas e raizes) demonstrou que apenas o extrato das flores
ndo foi efetivo no combate a dor produzida pelo acido acético em camundongos (BLOCK e¢
al.,1998).

Os flavondides, por serem compostos fenolicos, agem como potentes antioxidantes e
formam quelatos com metais. Possuem atividade contra virus, bactérias, fungos e sdo
utilizados na alimentacdo e desenvolvimento animal. S3o conhecidos como produtos de
sintese das plantas em resposta a infec¢des microbianas, e tem sido considerada substancia
efetiva em sua agdo antimicrobiana contra um largo nimero de microrganismos patogénicos.

Sua atividade ¢ provavelmente devido a sua capacidade de formar complexos extracelulares e
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solubilizar proteinase, bem como, complexar com parede celular bacteriana. Flavonoides mais
lipofilicos podem também romper membranas microbianas (COWAN, 1999).

O mecanismo de agao de atividade antimicrobiana dos terpenos ainda ndo ¢ totalmente
compreendido, mas especula-se que envolva a ruptura da membrana celular por compostos
lipofilicos (COWAN, 1999). A avalia¢do da atividade antimicrobiana Acmela brasiliensis
Spreng foi realizado em ensaios microbiologicos in vitro, onde sao selecionados e utilizados
cepas catalogadas (padrdao) de géneros e espécies de bactérias e fungos patogénicos,
oportunistas e saprofitas (SCHLEMPER, 1998; ZACCHINO, 2001; SARTORI et al., 2003;
SOUZA et al., 2003).

Nas avaliagdes das atividades biologicas da planta também foram realizados ensaios de
citotoxidade com o composto 4acido caurendico contra células tumorais humanas, nao

apresentando citotoxicidade (HUI ef al.,1989).

3.7 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

3.7.1 Estudos Microbiolégicos - Métodos de diluicao

Os métodos de diluicdo in vitro detectam possiveis atividades antimicrobianas de
compostos, utilizando métodos celulares sem alvo especifico. O ensaio para determinagdo da
concentracao inibitoria minima (CIM) € obtido através da macrodiluicdo que consiste em se
preparar dilui¢cdes sucessivas do antimicrobiano a ser testado, em meios de cultura sélidos ou
liquidos, semear a bactéria ou fungo em estudo e apds incubacdo verificar a menor
concentracao (maior diluicdo) do antimicrobiano que inibiu o crescimento do microrganismo.

Determina-se a CIM, como sendo a menor concentragdo que inibe o crescimento do
microrganismo. Este método apresenta a vantagem de ser quantitativo, podendo ser usado,
tanto para amostras hidrossoluveis, como lipossoluveis (MITSCHER et al., 1972; RIOS et al.,
1988).
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3.7.2 Ensaio de toxicidade da Artemia salina

Artemia salina ¢ um microcrustdceo de dgua salgada que ¢ utilizado como alimento
vivo para peixes. A simplicidade do bioensaio favorece sua utilizagdo rotineira (SIQUEIRA et
al.,2001).

O bioensaio com larvas de Artemia salina ¢ utilizado para testar a toxicidade de
inimeras substancias e extratos de plantas farmacologicamente ativos, de modo a facilitar o
isolamento bioldgico destes compostos e avaliar sua toxicidade. O teste de toxicidade através
do uso do microcrustaceo Artemia salina serve como uma ferramenta til para um estudo
preliminar biomonitorado dos extratos de plantas sendo também sugestivo como triagem da
atividade farmacologica (SIQUEIRA et al., 2001; CARVALHO et al., 2002). E um método
rapido, confidvel e barato para determinagdo de toxicidade (SIQUEIRA et al., 2001;
PAYROL et al., 2001).

3.7.3 Avaliacao da atividade antifungica das fracées e compostos obtidos das

flores da Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng por inibicdo de parede celular

O bioensaio da Neurospora crassa permite detectar inibidores da parede, porém, ndo
se consegue definir qual das etapas de sintese da parede celular fingica que estariam sendo
inibidas. O bioensaio estd baseado nas seguintes premissas: quando estdo em presenca de
inibidores da parede, os fungos sofrem malformacdes de suas hifas (GUNIJI et al., 1983;
FUKUSHIMA et al., 1993; ZACCHINO et al., 2003), porém na presenca de um suporte
osmotico como sorbitol, um fungo pode crescer a uma concentragdo muito mais alta de
inibidor de parede que quando o sorbitol ndo esta presente, havendo lise da parede (FROST et
al., 1995). No método de difusdo em agar usando N. crassa, os inibidores de parede sdao
detectados porque produzem halos de inibi¢do manchados ao redor dos discos, devido a
presenca de protoplastos sobreviventes. Os compostos antifungicos que ndo atuam por este

mecanismo produzem halos claros (FUKUDA et al., 1991; ZACHINO et al., 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao dos extratos e compostos puros de Acmela brasiliensis (Wedelia

paludosa)

Foram fornecidas para o desenvolvimento desta pesquisa, quatro fragdes distintas:
Hexano (Fr. Hex), Diclorometano (Fr. DCM), Acetato de Etila (Fr. AcEt) e Butanol (Fr.
BuOH), obtidas a partir do extrato metanodlico bruto (EMB) das flores da planta Acmela
brasiliensis Spreng, coletada na regido de Florianopolis/SC, no més de maio de 1998 e
preparadas pela Dr". Louisiane F. Bresciani, na época aluna do Curso de Pds-graduagdo de
Quimica (Doutorado), do Departamento de Quimica do Centro de Ciéncias Fisicas e
Matematicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e co-orientada pelo
Prof.Dr.Valdir Cechinel Filho (BRESCIANI, 2003).

Os compostos puros foram obtidos a partir das fragdes semipurificadas através de
procedimentos cromatograficos usuais, como cromatografia em coluna (CC) e cromatografia
em camada delgada (CCD), (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998) cujo desenvolvimento foi
no Departamento de Quimica da UFSC. A FIGURA 7 demonstra a representacdo esquematica

da obtencao dos extratos de planta medicinais.

Maceragdo com MeOH
(10 dias) e evaporagdo
PLANTA do solvente
Suspensdo em agua e
particdo sucessiva EBM _‘
Fr. Hex Fr. DCM Fr. AcEt Fr. BuOH

FIGURA 7 - Esquema geral para obtengdo de extratos diretamente de plantas medicinais
orientados para andlise biologica.

Fonte: Cechinel Filho ¢ Yunes, 2001
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4.2 Cromatografia em Camada Delgada

Os compostos testes foram dissolvidos em acetona para obtengdo de concentragdes

equivalentes a 500, 1000 e 1500 pg/mL. As solucdes testes foram aplicadas em placas de
camada delgada (CCD) (Silica Gel 60 - MERCK) em séries com as mesmas concentragdes ¢
em seguida, submetidas a elui¢do em sistema de solvente apropriado.

Foram testadas trés fragdes para este ensaio: hexano, diclorometano e butanolica.

Para a fragdo acetato de etila utilizou-se como fase movel: cloroféormio/metanol nas
proporcdes 90: 10; 85: 15; 80: 20; 70: 30; 60: 40. A revelagdo foi feita com cloreto férrico
apo6s observacao sob luz U.V. em comprimento de onda de 240 nm.

Para a fracdo diclorometano utilizou-se como fase mével: hexano/acetato de etila nas
proporcdes de 90: 10; 80: 20; 70: 30. A revelacdo foi feita com anisaldeido e posterior
aquecimento da placa cromatografica.

Para a fragdo butanodlica utilizou-se como fase mdvel o acetato de etila/ acetona/ agua/
metanol nas seguintes propor¢des 25:8:1:3. A revelacdo foi feita com cloreto férrico apds
observagao sob luz U.V. em comprimento de onda de 240 nm.

Como durante a elui¢do ndo se conseguiu a separagdo adequada das fragdes, ndo foram
completados todos os procedimentos para realizacio do método bioautografico, havendo

assim prejuizo nos resultados obtidos.

4.3 Microrganismos

Os microrganismos utilizados para a realizacdo da pesquisa foram: Bacillus cereus
(ATCC14579); Enterobacter cloacae (ATCC35030); Escherichia coli (ATCCI11775);
Proteus mirabilis (ATCC14273); Pseudomonas aeruginosa (ATCC27859),; Proteus mirabilis
(ATCC14273); Pseudomonas aeruginosa (ATCC27859); Salmonella tiphymurium
(ATCC14028); Staphylococcus aureus (ATCC6538P); Staphylococcus saprophyticus
(ATCC35552); Streptococcus agalactiae (ATCC13813), fornecidos pela Fundagdo Tropical
de Pesquisas e Tecnologia André Tosello de Campinas/SP. Para os testes com fungos foram
utilizadas as seguintes cepas disponiveis na Universidade Nacional de Rosario: Aspergillus
flavus (ATCCI170); Aspergillus fumigatus (ATCC26934); Aspergillus niger (ATCC9092);
Candida albicans (ATCC10231); Candida tropicalis (C131); Cryptococcus neoformans
(ATCC32264); Epidermophyton  floccosum (C114); Microsporum canis (C112);
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Microsporum gypseum (C115); Neorospora crassa (ATCC9279); Saccharomyces cerevisiae

(ATCC9763); Trichophyton mentagrophytes (ATCC9972); Trichophyton rubrum (C137).

4.4 Preparacao dos inoculos bacterianos

Para o preparo do indculo microbiano foram utilizadas as cepas de Bacillus cereus,
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella  tiphymurium,  Staphylococcus  aureus, Staphylococcus  saprophyticus,
Streptococcus agalactiae. As bactérias foram ativadas em tubo com caldo de infusdo de
cérebro e coracdo (BHI), incubados a 35 °C por 18 horas. Para o isolamento de colonias
jovens, aliquota de cada cultura ativada foi transferida para placa de Petri com agar Mueller-
Hinton e incubado a 35°C por aproximadamente 24 horas. Apds o periodo de incubacdo
selecionou-se 3 a 4 coldnias, transferindo-as para um tubo estéril contendo 5 mL de solucao
salina (0,86 %). A turvacao da suspengao celular foi medida em espectrofometro lendo-se em
comprimento de onda de 530 nm em UV VISIBLE SPECTROPHOTOMETER (SHIMADZU
UV -1601). A solugao salina estéril foi empregada como branco. Quando necessario, fez-se a
dilui¢do para alcangar a concentragdo desejada de aproximadamente 1,5 x 10° células/mL,
compativel com a escala 0,5 de MacFarland. Esta solugdo foi entdo diluida para obter o
inodculo com concentragdo entre 5 x 10° € 7,5 x 10° células/mL (NCCLS, 1993; BARON e
FINEGOLD, 1990).

Para cada bactéria testada foram adicionados dois tubos contendo somente o meio de
cultura - tubos controles (um branco e outro contendo o solvente empregado nas dilui¢des das
amostras - solucdo de DMSO e 4gua).

As leituras foram consideradas validas quando o crescimento nos tubos brancos e com

solvente foram observados.

4.5 Preparo do indculo de fungos leveduriformes

O in6culo foi preparado com cepas de: Candida albicans, Candida tropicalis,
Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisae.
Os fungos leveduriformes foram semeados em tubos de Agar Sabouraud dextrosado

(Merck) inclinados, pelo menos duas vezes para assegurar pureza e viabilidade das culturas
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jovens e incubados a 37 °C por 24 a 48 horas. Apds incubagdo, transferiu-se entre 4 a 5
colonias de levedura com alga estéril para um tubo estéril contendo salina a 0,85 %.

A suspensdo foi ajustada por espectrofotometria em comprimento de onda de 530 nm
para obtencdo de 95 % de transmitancia. Como branco, foi utilizada agua purificada estéril
ajustando-se a transmitancia para 100 %. A concentragdo final obtida foi de aproximadamente
10° a 10° células por mL. A confirmagio da concentragio final foi feita através de contagem
dos microrganismos em camara de Newbauer.

Os indculos foram armazenados sob refrigeracdo de acordo com a espécie de fungo.
(Candida albicans, Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae armazenados a — 20 °C e

Cryptococcus neoformans armazenados a — 4 °C).

4.6 Preparo dos indculos dos fungos filamentosos

O indculo de fungos filamentosos foi preparado com Aspergillus fumigatus,
Aspergillus  flavus, Aspergillus niger, Microsporum canis, Microsporum gypseum,
Epidermophyton  floccosum,  Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes,
Neorospora crassa.

Os fungos filamentosos foram semeados em tubo de Agar Saboraud dextrose,
incubando-se a temperatura ambiente por 12 dias. O micélio foi transferido para um
erlenmeyer de 125 mL contendo agua purificada estéril e pérolas de vidro. Foram agitados por
em agitador de tubos (Vortex) durante 5 minutos. Para a suspensdao dos microconideos a
solucdo foi filtrada em seringa estéril para remover os fragmentos dos micélios. Foi feita a
centrifugacdo das conideas a 3000 rpm por 15 minutos e lavando-se o sedimento trés vezes
com agua destilada estéril.

A contagem das conideas foi feita em camara de Newbauer. A seguir, foram feitas as
dilui¢des necessarias para se alcangar a concentragdo desejada entre 10° e 10° células/mL.

Apds obtencdo e padronizacdo dos inoculos, estes foram armazenados sob refrigeracdo
de acordo com a espécie e requerimento de cada fungo filamentoso (Aspergillus fumigatus,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes armazenados a — 4°C;
Microsporum canis, Microsporum gypseum, Epidermophyton floccosum, Trichophyton

rubrum armazenados a 8 °C).
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4.7 Avaliacio da atividade antibacteriana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana (concentrag¢do inibitéria minima) do extrato,
fragdes e compostos obtidos da Acmela brasiliensis Spreng, foi realizada pela dilui¢do em
agar conforme descrito por National Committee for Clinical Laboratory Standards (1993).

A CIM foi determinada por diluicdo em agar como descrito por NCCLS (1995) com
modificagdes. Em frascos de vidro de 5 mL, os extratos, fracdes e compostos foram
dissolvidos em solu¢do de dimetil sulfoxido (DMSO) e 4gua na proporcdo de 4:6, e
adicionados em séries de dez frascos em concentragdes que variaram de 100 a 1000 pg/mL.
Em seguida, a cada frasco foi adicionado 1 mL do meio de cultura agar Mueller-Hinton estéril
e a mistura foi homogeinizada. Os frascos foram inclinados e ap6s a solidificacdo dos meios
de cultura, os microrganismos previamente ativados foram inoculados nas séries
correspondentes, sendo entdo incubados a 35 °C por 18 a 24 horas. Apos o periodo de
incubac¢do, foram realizadas leituras da concentracdo inibitoria minima através da verificacao
do crescimento microbiano (HADACEK e GREGER, 2000).

Durante os testes foram realizados controles com o solvente utilizado na solubilizagdo
dos extratos, fracdes ou compostos (DMSO - agua), a fim de se verificar seu efeito sobre os
microrganismos testados. A concentragdo do DMSO nao ultrapassou a 2 % em relagdo ao

volume total de cada experimento.

4.8 Método da concentracio bactericida minima (CBM)

A concentragdo bactericida minima ¢ a quantidade minima de agente antimicrobiano
necessaria para inviabilizar a célula microbiana, ou seja, provocar danos irreversiveis a célula
bacteriana, sendo possivel avaliar se 0 composto € bacteriostatico ou bactericida (BARON e
FINEGOLD, 1990).

Para determinar a concentra¢do bactericida minima (CBM), foram selecionados os
frascos que apresentaram inibi¢do do desenvolvimento de bactérias no ensaio de CIM. Os
microrganismos foram isolados desses frascos e inoculados em meio Mueller-Hinton isento
de composto e incubados por 24 a 48 horas a 37 °C. Apés a incubacgdo, as culturas foram
inspecionadas para a verificagdo visual do crescimento microbiano. Os testes foram feitos em

triplicata.
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Para a interpretacao dos resultados foram considerados os seguintes critérios:
* Crescimento do microrganismo no meio de cultura, significou acdo bacteriostatica;
* Auséncia de crescimento do microrganismo no meio de cultura, significou agado

bactericida.

4.9 Avaliacao da atividade antifingica

As amostras testadas que exibiram atividade fungicida importante podem ser
consideradas potenciais antifngicos de uso clinico. Estabeleceu-se que os extratos fossem
testados em concentragdes menores de 1000 pg/mL e nos casos de compostos puros,
250pug/mL (ZACHINO, 2001; SARTORI et al., 2003).

O etanol, 4gua, acetona e DMSO foram os solventes mais adequados para a preparacao
das solugdes ja que estudos preliminares demonstraram que nao produziam inibicdo dos
cultivos quando estes solventes eram utilizados em concentragdes finais de 2 %. Como os
ensaios se realizaram em tubos contendo uma concentracdo final de meio de cultura de 500
uL, adicionou-se a0 mesmo, quantidades de amostra ndo superiores a 10 pL.

No método de diluicdo em agar, as amostras testadas foram homogenizadas em
concentragdes conhecidas com o meio de cultivo, no qual se inoculou o microrganismo teste.
Este método quantitativo € utilizado para determina¢@o da concentragdo inibitéria minima de
um composto frente a um microrganismo determinado. A CIM foi considerada a menor
concentracdo do extrato de Acmela brasiliensis Spreng que inibiu o crescimento visivel dos
microrganismos ensaiados apos incubagao.

Procedeu-se a fusdao do meio de cultivo e colocando-se 500 puL em tubos de khan
estéreis (tubos de ensaio de 5 mL), a seguir, adicionou-se aos tubos com o meio de cultura
fundido a quantidade necesséria da amostra a ser testada. Apos esfriar inclinado, preparou-se
todos os tubos em duplicata para cada fungo teste.

Para cada fungo testado foi adicionado dois tubos contendo somente o meio de cultura que
eram os tubos controles (branco apenas com o solvente como controle positivo e um contendo
30 pg/mL de cetoconazol como controle negativo).

Ap6s solidificacdo do meio de cultivo, foi inoculado o fungo com alga calibrada estéril
(5 pL), sobre a superficie do agar. Os tubos foram incubados a 28 °C o tempo necessario

segundo os requerimentos do microrganismo.
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Na leitura dos resultados foi considerada valida a bateria onde houve crescimento
fingico nos tubos brancos contendo apenas meio de cultivo e solvente e ndo houve

desenvolvimento fingico no tubo que continha cetoconazol.

4.10 Estudos preliminares do mecanismo de acio das fracées e compostos obtidos

das flores da Acmela brasiliensis (Wedelia paludosa) Spreng contra fungos.

Os estudos preliminares do mecanismo de agdo dos compostos ativos presentes nas
fracdes e compostos obtidos das flores da Acmela brasiliensis Spreng, foram realizados no
laboratorio do Departamento de Famacognosia, da Universidade Nacional de Rosario
(Rosario/Argentina), em colaboragcdo com Prof®. Susana A. Zacchino.

O estudo para verificagdo da atividade dos extratos, fracdes e dos compostos acido
caurendico e luteolina em inibir a parede celular fungica foi realizado através da observagao
de malformagdes das hifas com uso de protetor osmotico sorbitol € no ensaio da N. crassa.

No ensaio qualitativo da Neurospora crassa foi utilizado meio de cultura com a
seguinte composi¢do: 30 mL de meio contendo 0,5 % de protease peptona (Britania 02-0700),
extrato de levedura (Britania -006-05), 4,0 % sacarose (grau reagente) e 1,5 % agar (Merck
1613) foi autoclavado a 115 °C por 15 min. O meio de cultivo foi distribuido em placas de
Petri (9 cm de diametro) e apds resfriamento parcial foi semeado 30 uL do in6culo de esporos
de N. crassa e incubado a temperatura ambiente sob luz direta. Aguardou-se a solidifica¢ao do
meio, e aplicou-se sobre este, discos de 0,65 mm (Baxter F-2882-1). As amostras dissolvidas
em DMSO foram colocadas sobre os discos (25 pg/disco).

Para preparar o indculo dos esporos de N. crassa, o cultivo foi feito em meio contendo
0,25 % de protease peptona (Difco 0122-01) (p/p), 0,25 % de extrato de levedura (p/p) 1 % de
sacarose (p/p) e 1,5 % agar (p/p) por 4-5 dias de incubacdo a temperatura ambiente e luz
produzindo uma coloracdo laranja no crescimento das hifas com esporos. O inoculo foi feito
em tampao contendo 0,075 g/100 mL K,HPO, (grau reagente) em solucdo de glicerol e dgua
15:85.

Os discos contendo somente DMSO como controle negativo também foram incluidos
no ensaio e. 1,25 pL. de miconazol (Sigma M-3512) também foi adicionado ao disco como
controle positivo os quais produziram um halo claro.

Neorospora crassa ¢ um fungo filamentoso que quando em presenca de inibidores da

parede celular fungica e sob certas condi¢des (37 ‘C e meio osmotico), cresce como
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protoplasma (sem parede celular) e que microscopicamente mostra malformagdes (hifas curtas
e ramificadas) (SELITRENNIKOFF, 1992). Os halos de inibicdo foram examinados
macroscopicamente para verificar se havia ma formacdo das hifas e se a aparéncia era de
aspecto enevoado ou manchado, seguindo-se a incubacgao das placas a temperatura ambiente

por 24 horas sob luz direta.

4.11 Ensaio de toxicidade da Artemia salina

Foram preparadas baterias com diversas concentragdes das fragdes de extratos das
flores da Acmela brasiliensis que apresentaram nos ensaios prévios, os melhores resultados de
atividade antimicrobiana.

Esta metodologia necessita de quantidades relativamente grandes de composto a testar
(20 g para extratos brutos e 4 mg para compostos puros) € o preparo das dilui¢des limita o
numero e as diluicdes que podem ser testadas em um experimento. O teste foi realizado de
acordo com a técnica descrita por Meyer et al. (1982). Os ovos de Artemia salina foram
colocados para eclodir em agua do mar artificial (solu¢do de NaCl a 3,8 %) e deixados em
temperatura ambiente por 48 horas. Para o preparo da dgua marinha dissolveu-se 3,8 g de
cloreto de soédio em agua purificada. Manteve-se o pH da agua entre 8 ¢ 9. Para eclosdo dos
microcrustaceos, foi utilizada uma caixa contendo divisoria, de maneira que apenas um dos
lados fique iluminado para permitir, por fototropismo, a migragao das larvas (SOLIS et al.,
1993). Os ovos do microscrustaceo incubados a temperatura de 28 a 30 °C com forte aeracao e
sob continua luminosidade. As larvas ndo foram alimentadas. O experimento foi realizado em
triplicata.

Os extratos foram pesados, adicionou-se 1 mL de DMSO (1 % do volume final, v/v)
para facilitar a dissolu¢@o do extrato e a seguir adicionou-se lentamente 4gua do mar artificial

até completar um volume final de 10 mL. A concentragdo final do extrato ficou entre 8 a
500 pg/mL. A partir desta solugdo, obteve-se as concentragdes de 8, 24, 48, 124, 248 ¢
500 pg/mL.

Para as fragdes testadas, pesou-se 4 mg de amostra e adicionou-se 5 mL de dgua do mar

artificial. Quando necessario deixou-se alguns minutos no ultra-som. Desta solucao, tomou-se
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respectivamente em triplicata 625, 312, 125, 62, e 25 uLL que correspondem as doses de 250,
125, 50, 25 e 10 pg/mL. Completou-se o volume de 2 mL com agua do mar artificial .

O controle negativo foi realizado com 2 mL de 4dgua do mar artificial e o controle
positivo por dicromato de potassio em concentragdes de 800, 600 e 400 pug/mL.

Apo6s a eclosdo dos ovos (48 horas), adicionou-se 8-10 larvas de Artemia salina no
pocinho, juntamente com o extrato e deixou-se incubar a 25 °C por 24 horas para cada
experimento, sendo os pocinhos mantidos sob iluminacao.

O resultado foi obtido contando-se o numero de mortos e vivos em cada pocinho,
através de visualizagdo macroscopica ¢ a analise estatistica foi feita da contagem do niimero
de sobreviventes calculando-se a porcentagem de mortos. Os microcrusticeos foram
considerados mortos quando ndo exibiam nenhum movimento interno ou externo apds varios
secundo de observacdo (MEYER et al., 1982; SOLIS et al., 1993; SIQUEIRA et al., 2001,
1998; PAYROL et al., 2001; CARBALLO et al. 2002). Para termos certeza que a mortalidade
dos microcrustidceos observada no bioensaio pudessem ser atribuidas ao composto testado e
nao a falta de alimento, comparou-se a mortalidade de cada tratamento com as larvas
controles. As larvas de Artemia salina sobrevivem até 48 horas sem alimentacdo
(CARBALLO et al., 2002).

A porcentagem de mortalidade (% M) foi calculada como: % M = porcentagem de
sobreviventes no controle — porcentagem de sobrevivientes com composto teste (CARBALLO
et al., 2002).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora uma planta possa conter centenas de metabolitos secundarios, apenas os
compostos presentes em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela
fitoquimica classica. A analise de substancias ativas ¢ muito mais complexa e longa, ja que
geralmente os compostos presentes em menor propor¢ao na planta sdo os que apresentam
melhores efeitos biologicos (CECHINEL FILHO et al., 2001; MALHEIROS et al., 2001).

A planta Acmela brasiliensis Spreng apresentou atividade antimicrobiana,
confirmando estudos preliminares realizados anteriormente (BLOCK et al.,, 1997;
SCHLEMPER et al., 1998; CORDEIRO et al., 1998).

Foram realizadas andlises da atividade dos extratos da planta inteira e flores.
Especificamente com relacdo a planta inteira, ainda foram analisadas os extratos de plantas
obtidos em dois locais diferentes (jardins da UFSC e praia).

A coleta de diferentes locais foi feita com o intuito de observar possiveis alteragdes na
resposta de atividade antimicrobiana em funcdo do ambiente. Segundo Morrissey (1999) e
Selitrennikoff (2001), o ambiente influencia na producdo de substancias antimicrobianas

como resposta as “agressdes’ por agentes patdgenos e estressse ambiental.

5.1 SISTEMA DE SOLVENTES - CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

Considerando que a planta A. brasiliensis Spreng em estudo ¢ reconhecida por seus
efeitos bioldgicos, submeteu-se o extrato etandlico das flores e das fragdes obtidas com
solventes de polaridade crescente (hexano — HEX, dicloromentano - DCM, acetato de etila —
AcEt e butanol — BuOH) a cromatografia em camada delgada testando-se diversos solventes
para escolher aqueles que nos fornecessem a melhor resolucdo para efetivagdo de um ensaio
de bioautografia para o direcionamento da pesquisa que visava a localizagcdo dos compostos
ativos presentes na planta, pois sua localizagdo nas fracdes favoreceria seu posterior
isolamento.

As fracoes HEX, DCM, AcEt e BuOH foram escolhidas para a cromatografia, por
terem fornecido preliminarmente os melhores resultados na triagem de atividade
antimicrobiana. Esta triagem preliminar foi feita testando-se todos os extratos (HEX, DCM,

AcEt, BuOH, MeOH/H,0) das flores e planta inteira coletadas na praia e jardins da UFSC na
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concentracdo de 1000 pg/mL contra um coco Gram positivo € um bacilo Gram negativo
(escolheu-se aleatoriamente Staphylococcus aureus e Escherichia coli). As fragdes que
apresentaram atividade antimicrobiana para o coco Gram positivo na concentracao testada
foram escolhidas para o ensaio cromatografico.

Os sistemas solventes utilizados (19) ndo apresentaram boa resolug@o para justificar a
utilizagdo do método bioautografico para localizar os compostos com atividade
antimicrobiana. A Unica fragdo que houve uma pequena separagao foi a fragdo DCM com fase
moével de hexano/acetato na proporgao de 70: 30,

porém esta separacao inadequada dos compostos pode interfir no resultado dos halos

de inibicao frente as cepas bacterianas a serem testadas.

5.2 RESULTADOS CONTRA BACTERIAS GRAM POSITIVAS E GRAM
NEGATIVAS

As propriedades microbiostaticas e microbicidas a partir de produtos vegetais tém sido
comprovadas através de intensivas pesquisas em todo o mundo. Geralmente, sdo estudas,
avaliadas e confirmadas através de ensaios bioldgicos in vitro em testes de susceptibilidade ou
sensibilidade (SOUZA et al., 2003), como foi realizado no presente trabalho.

Dentre as bactérias utilizadas para determinagdo da atividade antimicrobiana (Gram
positivas:  Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus agalactiae, ¢ Gram negativas: Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Salmonella tiphymurium) as fragcdes do extrato
bruto e compostos da planta Acmela brasiliensis Spreng apresentaram atividade somente
contra as bactérias Gram positivas.

Na TABELA 2 sdo apresentados os resultados da determinacdo de atividade
antimicrobiana das fragdes e compostos isolados da Acmela brasiliensis Spreng contra as
bactérias Gram positivas.

O critério utilizado para classificagdo da atividade dos componentes extraidos da
Acmela brasiliensis Spreng foi: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) menor que 100 pg/mL
foi considerado como boa atividade antimicrobiana; quando CIM de 100 a 500 pg/mL foi
considerado moderadamente ativo; CIM entre 500 a 1000 ug/mL foi considerado pouco ativo

e CIM maior que 1000 pg/mL, inativo (HOLETZ et al., 2002; PRETTO et al., 2004).
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Como pode ser observado na TABELA 2, a fracdo hexanica das flores da Acmela
brasiliensis Spreng apresentou atividade contra as duas espécies de Staphylococcus testadas.
Por outro lado as fragdes hexanicas da planta inteira coletadas nos jardins da UFSC e na praia
mostraram atividade também contra as outras bactérias Gram positivas. Ressalta-se que as
CIM foram consideradas moderadas contra Bacillus cereus, Staphylocccus saprophyticus para

planta inteira coletada nos jardins da UFSC e coletada na praia.

TABELA 2 — Determinagdo da Concentracdao Inibitéria Minima (pug/mL) das fragcdes dos
extratos das flores e planta inteira da Acmela brasiliensis Spreng e os compostos puros (acido

caurenoico e luteolina) contra cepas padrao de bactérias Gram positivas.

Parte utilizada Fracao Concentracao Inibitéria Minima (pg/mL)
da planta Be Sa Ssp Stp
Flores Hex >1000 800 200 >1000
Flores DCM 200 400 800 1000
Flores AcEt >1000 >1000 >1000 600
Flores BuOH >1000 >1000 >1000 >1000
Planta Inteira U* Hex 200 600 200 600
Planta Inteira U* DCM 200 600 200 1000
Planta Inteira U* AcEt >1000 >1000 >1000 >1000
Planta Inteira U* MeOH/H20 >1000 >1000 >1000 >1000
Planta Inteira P* Hex 200 600 200 >1000
Planta Inteira P* DCM 800 800 1000 >1000
Planta Inteira P* AcEt >1000 >1000 >1000 >1000
Planta Inteira P* MeOH/H20 >1000 >1000 >1000 >1000
Ac. Caurendicos 200 200 200 400
Luteolina 800 500 800 >1000

Bacillus cereus (Bc); Staphylococcus aureus (Sa); Staphylococcus saprophyticus (Ssp); Streptococcus
agalactiae (Stp); U*=coletadas nos jardins da UFSC; P*=coletadas em regido de Praia; AcEt=fragdo
acetato de etila; HEX=frag@o hexano; DCM=fragdo diclorometano; BuOH=fra¢ao butanol.

Segundo Bresciani ef al. (2000), bem como Carvalho et al. (2001), solventes apolares
como ¢éter e hexano possibilitam a extragcdo de grupos esterdides (estimagmasterol,
sistosterol), cumarinicos, ésteres do acido oleanoico, lactonas sesquiterpénicas, terpenoides
(4cidos cauranicos).

Tem sido demonstrado que os terpenos sdo ativos contra diversos microrganismos. Seu
mecanismo de acdo ndo estd completamente elucidado, porém acredita-se que envolve a
ruptura da membrana celular por compostos lipofilicos (COWAN, 1999; DORMAN e
DEANS, 2000; WILKENS, 2002).
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No fracionamento de extratos de plantas, a utilizagdo do diclorometano (DCM)
possibilita a extragdo de compostos apolares fenolicos como flavondides, cumarinas,
cromenos, benzofuranos, xantonas, quinonas e taninos (CECHINEL e YUNES, 1998;
YUNES e CALIXTO, 2001).

Os flavondides sdo substancias hidroxiladas fendlicas conhecidas por serem
sintetizadas pelas plantas em resposta a infec¢des microbianas e nao € surpresa seu efeito
antimicrobiano in vitro contra diversas bactérias. Esta atividade ¢ provavelmente devida a sua
habilidade de formar complexos com proteinas soliveis extracelulares e com a parede celular,
ou ainda o carater lipofilico dos flavonoides ser responsavel pela ruptura da membrana celular
dos microrganismos (TSUCHIYA et al., 1996; COWAN, 1999). O grupo hidroxil ligado ao
anel B sdo ativos contra microrganismos que aqueles com grupos —OH, podendo-se supor que
este seria um alvo na membrana celular, juntamente com o carater lipofilico do composto
(COWAN, 1999).

A fragdo DCM obtida do extrato bruto das flores da Acmela brasiliensis Spreng
apresentou atividade antibacteriana moderada para Bacillus cereus (CIM = 200 pg/mL) e
Staphylococcus aureus (CIM = 400 pg/mL). Para as bactérias Staphylococcus saprophyticus
(CIM = 800 pg/mL) e Streptococcus agalactiae (CIM = 1000 pg/mL) a atividade foi
considerada fraca, como pode ser observado na TABELA 2.

Estes resultados confirmam estudos anteriores (SCHLEMPER et al., 1998), onde os
extratos DCM mostraram atividade contra bactérias Gram positivas. Rauha et al. (2000)
sugerem que 0s compostos mais apolares como a luteolina - flavondide extraido pela fracao
DCM e presente na planta - possa ser o responsavel pelos efeitos antibacterianos.

Com relagdo as fragdes DCM das plantas inteiras, foi verificado que a planta coletada
nos jardins da UFSC apresentou atividade antimicrobiana mais pronunciada quando
comparada com a planta coletada na praia. Enquanto a planta coletada na UFSC apresentou
atividade moderada contra Bacillus cereus (CIM = 200 npg/mL) e Staphylococcus
saprophyticus (CIM = 200 ng/mL) e atividade fraca contra Staphylococcus aureus (CIM =
800 pg/mL) a planta coletada na praia foi considerada pouco ativa contra as mesmas bactérias
bem como para Staphylocccus aureus e foi inativa contra Streptococccus agalactiae.

A fracdo HEX obtida do extrato bruto das flores da Acmela brasiliensis Spreng
apresentou atividade antibacteriana moderada para Staphylococcus saprophyticus (CIM =
200pg/mL) e fraca para Staphylococcus aureus (CIM = 800 pg/mL). As fragdes HEX dos

extratos brutos das plantas inteiras coletadas na UFSC e na praia apresentaram atividades
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moderadas contra Bacillus cereus e Staphylococcus saprophyticus (CIM = 200 ug/mL para
ambos) e atividade fraca contra Staphylococcus aureus, como observado na TABELA 2.

Com relagdo as fracdes mais polares (acetato de etila, butanol e metanol/dgua), obtidas
dos extratos bruto das flores e planta inteira (jardins da UFSC e praia) observamos que os
mesmos praticamente ndo apresentaram atividade antimicrobiana. Somente a fracdo acetato de
etila do extrato das flores ¢ que apresentou pequena atividade.

Vérios estudos mostram que o acido caurendico apresenta moderada atividade
antibacteriana para bactérias Gram positivas (GIESHRECHT, 1987; VELIKOVA et al., 2000;
WILKENS et al., 2002). A parede celular bacteriana dos Gram positivos ¢ menos complexa e
apresenta maior permeabilidade quando comparada aos Gram negativos (RANG, 1997;
TRABULSI, 1999).

O composto puro acido caurendico apresentou atividade inibitoria especifica contra
bactérias Gram positvas. A atividade antibacteriana foi moderada para Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Bacillus cereus (CIM = 200 pg/mL). Contra
Streptococcus agalactie a atividade foi menor (CIM =400 pg/mL).

O mesmo perfil de atividade antibacteriana para estes compostos contra bactérias
Gram positivas também foi encontrado por estudos anteriores (GIESHRECHT, 1987;
DAVINO et al., 1989; SCHLEMPER et al., 1998; BLOCK et al., 1997, VELIKOVA et al.,
2000; WILKENS, 2002).

Wilkens et al. (2002), em estudo sobre a atividade bactericida do 4cido caurenodico
(FIGURA 8), sugere que a membrana externa pode atuar como barreira evitando a
aproximacao do acido caurendico da membrana citoplasmatica. Entretanto a acdo sobre a
sintese dos peptidioglicanos nao deve ser descartada, pois estudos preliminares do mesmo
autor, mostraram que protoplastos de Bacillus cereus sdo lisados em meio iso-osmotico

depois de expostos ao acido caurenoico e perdem a capacidade de reter a coloragao Gram.
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FIGURA 8 - Estrutura molecular do dcido caurendico (1)

Considerando-se ainda, o acido caurendico como um dacido fraco, e sabendo-se que
acidos fracos fazem transporte de prétons através da membrana, um possivel mecanismo de
acdo do 4cido caurendico seria a alteracdo no transporte de elétrons e subseqiientemente a
fosforilagdo oxidativa na membrana citoplasmatica. Outro possivel mecanismo a considerar
seria 0o rompimento da membrana citoplasmatica por interacdo fisica. Estruturalmente, a
presenca do 4acido carboxilico na posicdo 19 parece ser importante na acdo antibacteriana,
porque derivados sintéticos e naturais com este grupo bloqueado ou interagindo com
hidrogénio, apresentam nenhuma ou menor atividade (WILKENS et al., 2002). De acordo
com Mendoza et al. (1997), a adigdo de grupamentos metil a diterpenos caurendicos
acarretam a reducgdo de sua atividade antibacteriana (COWAN, 1999).

O composto luteolina (FIGURA 9) em estudos previamente realizados apresentou
atividade inibitéria contra MRSA (XU e LEE, 2001) e agdo inibitoria no crescimento € na
enzima arilamine N-acetiltransferase de cepas de Helicobacter pylori em pacientes com tulcera
gastrica (CHUNG et al., 2001). Este composto apresenta forte efeito antimicrobiano contra
estreptococo cariogénico e periodontopatia por Porphyromonas gingivalis (YAMAMOTTO e
OGAWA, 2002).

O resultado da atividade antibacteriana observado na TABELA 2 com o composto
flavonoide luteolina foi de 500 pug/mL para Staphylocccus aureus e de 800 pg/mL para
Bacillus cereus e Staphylococcus saprophyticus.

A luteolina, presente nas flores e planta inteira em estudo apresenta dois anéis
aromaticos (A e B) e um heterociclico oxigenado (anel C). A hidroxilagdo dos anéis afeta a
hidrofobicidade da molécula. Como produto secunddrio do metabolismo das plantas, os
flavonoides reduzem parcialmente o oxigénio sendo, ¢ sdo conhecidos como espécies reativas
de oxigénio (ERO), possuindo reatividade quimica mais marcante que o oxigénio molecular.

Este radical hidroxil (-OH) produz um processo de lipoperoxidacao, atuando como oxiradicais
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de reatividade quimica capazes de proporcionar reagdes de iniciacdo e alta capacidade
oxidante (WILHELM FILHO et al., 2001; SILVA, 2002). A membrana citoplasmatica e as
enzimas que ocupam o citoplasma bacteriano ao passar para o meio externo podem estar
sofrendo uma oxidag¢do pelas ERO sendo complexadas ou inibidas, ¢ assim provocando
injuria na célula microbiana (WILHELM FILHO et al., 2001).

A luteolina apresenta vérias propriedades farmacoldgicas, mas pouco se conhece sobre
seu alvo bioquimico, e um estudo mostra que a luteolina inibe completamente o processo
catalitico da DNA topoisomerase I dos eucariontes na concentragdo de 40 mM com uma IC50
de 5 mM (ROYCHOWDHURY et al., 2002), e inibe a proliferacdo e expressao do coldgeno
das células hepaticas in vitro, e podem ter funcao preventiva ou terapéutica na fibrose hepatica

(ZHAO et al., 2002).

FIGURA 9 - Estrutura molecular da luteolina (2)

Os compostos fendlicos hidroxilados atuam possivelmente por inibicdo de enzimas
através de reacdes com grupos sulfidrilas e por interacdes inespecificas com proteinas, embora
ndo tenha sido comprovada uma relagdo entre o grau de hidroxilagdo e a atividade tdxica
(WALSH, 1992; ZACCHINO, 1998).

As fracdes e extratos das flores e planta inteira da Acmela brasiliensis Spreng e
compostos puros (acido caurendico e luteolina) testados contra Gram negativos nao
apresentaram atividade antimicrobiana, confirmando resultados previamente obtidos (BLOCK
et al., 1998 a,b; SCHLEMPER et al., 1998). Wilkens (2002) relata que como o acido
caurendico ndo ¢ ativo contra as bactérias Gram negativa, hd possibilidade de uma resisténcia
natural da membrana externa ao diterpeno.

Os resultados indicam que as bactérias Gram positivas sdo relativamente inibidas pelos
componentes da Acmela brasiliensis. O perfil quimico de seletividade contra Gram positivos
nao € restrito a composto de plantas, mas ¢ um fendmeno geral observado entre muitos

antibioticos (SCHAECHTER et al., 1999; BASILE et al., 2000).
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Nenhuma atividade foi observada contra bactérias Gram negativas (Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
tiphymurium). Isto pode ser explicado porque a membrana externa das bactérias Gram
negativas ¢ conhecida por apresentar uma barreira a penetracdo de numerosas moléculas de
antibioticos, € o espago periplasmatico contém enzimas, as quais sdo capazes de quebrar
moléculas estranhas introduzidas neste espaco (SCHAECHTER et al., 1999; DUFFY e
POWER, 2001; SARTORI et al., 2003).

Muitos microrganismos Gram negativos também exibem alto nivel de resisténcia
intrinsica a grande nimero de agentes antimicrobianos e reforca a hipotese sobre a membrana
externa e atividade de bomba de efluxo como barreira aos antibidticos (NIKAIDO, 1989;

VAN KOEHLER, 1999; BAMBEKE et al., 2003).

Considerando-se que pacientes imunocomprometidos necessitam da acdo bactericida
de antimicrobianos, procedeu-se a determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBI)
das fracdes dos extratos das flores e planta inteira da Acmela brasiliensis Spreng para
bactérias Gram positivas.

Na TABELA 3 s3o apresentados os resultados da determinagdo de atividade
antimicrobiana de extratos fragdes e compostos de Acmela brasiliensis Spreng (Wedelia
paludosa) contra cepas de bactérias Gram positivas. Observa-se que a fragdo hexanica das
flores, da planta inteira coletada nos jardins da UFSC e planta inteira coletada na praia
apresenta atividade bactericida contra cepas de Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.

Para a fragdo HEX da planta inteira coletada nos jardins da UFSC, foi determinada a
Concentragdao Bactericida Minima (CBM) em triplicata, contra Staphylococcus aureus como
pode ser observado na TABELA 3. Observa-se que dentre as fragdes HEX coletadas e testadas
foram obtidos resultados de maior atividade bactericida da planta inteira coletada na UFSC
(700 pg/mL). O acido caurendico apresentou maior atividade bactericida contra bactérias
Gram positivas do que a luteolina. Condigdes ambientais pouco favoraveis, condi¢do de
estresse, ou exposicdo a agentes patogénicos podem propiciar que as plantas tenham seu
padrio de metabolismo alterado ou exacerbado, produzindo fitoalexinas ou metabolitos
secundarios para sua defesa e adequacdo as condi¢des que o meio lhe oferece (MORRISSEY,

1999; SELINTRENNIKOFF, 2001; BRESCIANI ef al., 2004).
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TABELA 3 — Determinagdo da Concentragdo Bactericida Minima (pg/mL) das fragdes dos
extratos das flores e planta inteira da Acmela brasiliensis Spreng contra cepas padrio de

bactérias Gram positivas.

Parte utilizada Fracao Concentracio Bactericida Minima (pg/mL)
da planta Bce Sa Ssp Stp
Flores Hex 1000 900 >1000 >1000
Flores DCM 700 700 >1000 >1000
Planta Inteira U* Hex 800 700 >1000 >1000
Planta Inteira U* DCM 1000 1000 >1000 >1000
Planta Inteira P* Hex 1000 1000 >1000 >1000
Planta Inteira P* DCM 1000 1000 >1000 >1000
Ac. Caurenoicos 200 400 200 >1000
Luteolina 1000 800 1000 >1000

Bacillus cereus (Bc); Staphylococcus aureus (Sa); Staphylococcus saprophyticus (Ssp); Streptococcus
agalactiae (Stp); U*= coletadas nos jardins da UFSC; P*= coletadas em regido de Praia; HEX=
fragao hexano; DCM= fracao diclorometano.

5.3 RESULTADOS CONTRA FUNGOS

Os fungos sdo organismos interessantes, pois sdo capazes de se desenvolver em
diferentes superficies e colonizar ambientes, plantas, animais ¢ 0 homem. Nas ultimas décadas
a incidéncia de infec¢des fungicas humanas, especialmente envolvendo pacientes

imunocomprometidos tem aumentado dramaticamente (SELINTRENNIKOFF, 2001).

Infecgdes fungicas superficiais, apesar de ndo apresentarem risco de vida potencial
para individuos sadios, tem efeitos debilitantes sobre a qualidade de vida das pessoas,
limitando tanto suas atividades didrias, como relacionamentos interpessoais, ja que podem
desfigurar a pele e serem transmitidos por contato direto. Os grupos de fungos que
caracteristicamente infectam as partes queratinizadas do corpo sdo Trichophyton sp.,

Microsporum sp. e Epidermophyton sp. (GROLL, 1998; GARBER, 2001).

Um recurso promissor para o desenvolvimento e descoberta de novos agentes
antifingicos sdo as plantas usadas na medicina popular para tratamento de feridas infectadas,

pés de atleta e outras patologias cutaneas.

As fragdes e compostos da Acmela brasiliensis Spreng foram testados frente a fungos
dermatoéfitos, filamentosos e leveduras. A composi¢do quimica provavel destas fracdes
mostradas em estudos anteriores, as quais podemos atribuir sua atividade antifiingicas sdo:

acido caurenodicos (ROQUE, 1987; BRESCIANI et al., 2000), terpenos (CRAVEIRO, 1993;
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VIEIRA, 2001), eudesmalolide lactonas (FERREIRA, 1994; CARVALHO, 2001) e
flavonodides (BLOCK et al., 1998).

Os resultados da TABELA 4 mostram que nenhum extrato testado possui atividade
contra as leveduras Candida albicans; Candida tropicalis; Cryptococcus neoformans;
Saccharomyces cerevisiae, nem para os fungos filamentosos Aspergillus fumigatus;
Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Microsporum gypseum. As determinagdes foram

realizadas em triplicata.

TABELA 4 — Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (Jlg/mL) para fungos contra
fragdes dos extratos das flores da Acmela brasiliensis Spreng e de dois compostos puros

(4cido caurendico e luteolina).

Fracido / Concentracio Inibitéria Minima (ng/mL)
Composto Fungo filamentoso Fungo leveduriforme
Afl Afu An Ef Mc Mg Tm Tr Ca Ct Cn Sc

HEX >1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 500 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
DCM >1000 >1000 >1000 1000 1000 >1000 250 1000 >1000 >1000 >1000 >1000
AcEt >1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
BuOH >1000 >1000 >1000 1000 1000 >1000 500 250 >1000 >1000 >1000 >1000
1 >250  >250 >250 50 >250 >250 100 100 | >250 >250 >250 >250
2 >250 >250 >250 250 >250 >250 125 < >250 | >250 >250 >250 >250

Aspergillus flavus (Afl); Aspergillus fumigatus (Afu); Aspergillus niger (An); Epidermophyton floccosum (Ef);
Microsporum canis (Mc); Microsporum gypseum (Mg); Trichophyton mentagrophytes (Tm); Trichophyton
rubrum (Tr); Candida albicans (Ca); Candida tropicalis; Cryptococcus neoformans (Cn); Saccharomyces
cerevisiae (Sc); HEX= fracdo hexano; DCM= fragdo diclorometano; AcEt= fracdo acetato de etila; BuOH=
fracdo butanol; 1 = Acido caurendico; 2 = Luteolina.

Os resultados mostram espectro de atividade, exclusivamente para os dermat6fitos
(Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes), quando testados os extratos
hidroalcoodlico das flores e particionado com, hexano (HEX), diclorometano (DCM), butanol
(BuOH) da Acmela brasiliensis Spreng com CIM compreendidas entre 250 e 1000 pg/mL. A
fragao de acetato de etila (AcEt) ndo mostrou atividade antifingica ou apresentou CIM muito
alta (1000 pg/mL), e foram desconsideradas neste estudo (SARTORI et al., 2003). As fragdes
estudadas tiveram atividade contra fungos dermatoéfitos, e devem-se também considerar as
propriedades antioxidativas dos flavonoides (SILVA et al., 2002).

Dos compostos puros testados, o Acido caurendico (1), mostrou atividade para
Epidermophyton floccosum (CIM 50 pg/mL); Trichophyton rubrum (CIM 100 pg/mL) e
Trichophyton mentagrophytes (CIM 100 pg/mL). Estudos mostram atividade antibacteriana e

antifingica do 4cido caurendico e derivados substituidos no carbono-15 (DAVINO,
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GIESBRECHT e ROQUE, 1989) Em estudos de mecanismo de agdo de compostos
diterpendides demonstraram que o acido careundico produziria permeabilizacdo da parede
celular fungica (COTORAS, 2004).

Algumas hipoteses quanto ao mecanismo de agdo destas fragdes foram avaliadas. Na
fracdo hexano encontra-se em maior concentragdo, compostos como acido caurendico
(diterpeno), estigmasterol (esterol) e acido oleanolico (triterpeno), sendo que o diterpeno
citado apresenta atividade antimicrobiana (ZACCHINO et al., 2001). O carater lipossoluvel
do diterpeno favorece sua passagem através das membranas celulares, as quais tem natureza
protéica e lipidica e esta passagem ¢ grandemente determinada pela sua maior ou menor
lipossolubilidade. Os compostos lipossoluveis atravessam rapidamente as barreiras da
membrana por um processo de difusdo passiva, sendo este transporte diretamente
proporcional ao gradiente de concentracdo e ao coeficiente de particdo lipidio/agua da
substancia (RANG et al., 1997).

O grau de ionizacdo de compostos acidos (fracos) ou bases (fracas) dependem de
grupos funcionais capazes de se ionizarem. O grau de ioniza¢do depende do pK do composto,
bem como do pH da solugdo (fluido bioldgico). Outro aspecto a ser avaliado, ¢ que o acido
caurenoico ¢ um acido fraco havendo uma predominancia da forma ionizada € com maior
hidrossolubilidade em pH 7,4 (plasma) (RANG et al., 1997). Também, o meio de cultivo
utilizado para o estudo in vitro possui pH proéximo ao neutro. Considerando o 4acido
caurendico um acido fraco, e como tal transportaria protons através da membrana, sendo que
um possivel mecanismo de agdo poderia ser através da alteragdo do transporte de eletrons e
subseqiientemente a fosforilagdo oxidadativa na membrana citoplasmatica. Outro posssivel
mecanismo, seria o rompimento da membrana citoplasmatica por interagao fisica (WILKENS
et al.,2002).

A luteolina (2) apresentou atividade com CIM igual ou superior a 250 pug/mL para
todos os fungos testados inclusive para as leveduras Candida albicans e Candida tropicalis, e
atividade antifingica na concentragdo de 125 pg/mL para Trichophyton mentagrophytes.

Considerando que os dermatoéfitos sdo um grupo de fungos altamente especializados,
que caracteristicamente infectam as areas queratinizadas do corpo e levando-se em
consideragdo que as dermatomicoses sao muito dificeis de erradicar, ¢ interessante notar que
tantos os extratos da Acmela brasiliensis Spreng, como os compostos acido caurendico e
luteolina, sdo ativos frente a dermatofitos e nao a outros tipos de fungos testados. Esta
caracteristica pode ser atribuida a diferengas na membrana externa destas espécies, visto que

estudos demonstram que o acido caurenodico ¢ um acido fraco com contante de dissociagdo
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fraca (10° a 10°) e a membrana externa celular pode atuar como barreira prevenindo a
penetracdo do acido caurendico (WILKENS et al., 2002), ou ainda apresentar resisténcia a
permeabilidade da membrana ao flavonoide luteolina. Esta capacidade antifungica torna estes
compostos promissores para o desenvolvimento de antifingicos mais potentes e talvez, mais
seguros que aqueles usados atualmente para tratar as micoses resistentes da pele, produzidas
por fungos oportunistas, especialmente em pacientes imunocomprometidos (LACAZ et al.,

2002; ZACCHINO, 2003).

5.4 ENSAIO DA Neurospora crassa

O bioensaio da Neurospora crassa € preditivo na maioria dos casos podendo fornecer
indicagdo quanto ao mecanismo de agdo de compostos ativos, através da inibicao da sintese da
parede celular fungica como também indicar uma possivel inibi¢ao da sintese de polimeros e
enzimas envolvidas na sintese dos demais polimeros da parede como, por exemplo, 1,6-f
glicanos ou manoproteinas, além daquelas que intervém na sua organizagdo
(SELITRENNIKOFF, 1992; ZACCHINO, 2001).

Na avaliagdo in vitro dos extratos das flores da Acmela brasiliensis Spreng e do
composto puro - luteolina - pelo bioensaio da Neorospora crassa que detectam inibidores da
parede celular fungica, a atividade apresentada pelas fragdes e compostos obtidos das flores da
Acmela brasiliensis Spreng, no método de diluicdo em agar e no ensaio da Neurospora
crassa, verificou-se que estes extratos provavelmente atuam por outro(s) mecanismo(s) de
acdo sobre a célula fungica que ndo a inibi¢ao da parede celular da Neurospora crassa, pois
ndo foi observado halo de inibi¢do em torno do disco de papel (SELINTRENNIKOFF, 1983;
ZACCHINO et al., 1998; 2003). Foram testados fragdes Hex, DCM, BuOH e os compostos
puros Luteolina e Acido caurendico sendo que nenhum dos extratos testados da Acmela
brasiliensis Spreng apresentaram inibicdo contra a Neorospora crassa. Segundo técnica
utilizada por Zacchino et al. (1998), é recomendado o uso como controle positivo do
Cetoconazol, que apresentou halo claro mostrando inibi¢ao do crescimento fungico.

A interpretacao do resultado foi realizada sob microscopia para verificar a aparéncia

do fungo observando-se halos de mé formagado de hifas com aspecto enevoado.
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5.5 ENSAIO DE TOXICIDADE COM Artemia salina

Para a realiza¢do do ensaio de toxicidade, selecionou-se um composto isolado de cada
parte da planta. ¢ nenhum dos compostos testados apresentou atividade toéxica frente a
Artemia salina.

Conforme demonstrado na TABELA 5 observam-se as fragdes hexano e
diclorometano do extrato das flores e da planta inteira coletadas nos jardins da UFSC da
Acmela brasiliensis ndo apresentaram toxicidade no bioensaio em microplaca para Artemia
salina. A concentracao final do extrato ficou entre 8 a 500 pg/mL. Os resultados do céalculo da
porcentagem de mortalidade (%M) dos compostos testados foram semelhantes ao do controle,
mostrando a ndo inibi¢ao das larvas.

Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicicidade sobre Artemia salina com
atividades antifungica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida, tripanossomicida, entre outras
(SOLIS et al., 1993; SIQUEIRA et al., 1998; PAYROL et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2001;
KANEGUSUKU et al., 2002; MOREIRA et al., 2003). Parra et al. (2001) utilizou o teste com
Artemia salina como um teste preliminar para avaliar a toxicidade do composto.

Foram testados apenas as fragdes hexano e diclorometano para o bioensaio de
toxicidade com Artemia salina, pois estas foram as fragdes que apresentaram maior atividade
antibacteriana e antifungica. Nao foram realizados os testes com os compostos puros dacido
caurendico e luteolina, por ndo termos quantidade de material suficiente para realizagdo deste
ensaio.

Estudos de citoxicidade realizados com extrados de plantas do mesmo género e do
acido caurenoico isolado mostraram resultados semelhantes (MOTTAKINA, 2004).
Interessante ressaltar que o composto acido caurendico puro ndo mostrou citotoxidade quando

testado contra células tumorais humanas (HUI, 1989).
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TABELA 5 — Atividade toxica de fragdes hexanicas e diclorometano dos extratos das flores e

planta inteira da Acmela brasiliensis Spreng contra larvas de Artemia salina.

Fracao Atividade toxica CLsy (pg/mL)
Fragao hexanica das flores >1000
Fracao diclorometano das flores >1000
Fragdo hexanica planta inteira U* >1000
Fracdo diclorometano planta inteira U* >1000

U* = coletadas nos jardins da UFSC

Estudos posteriores com as fragdes citadas na TABELA 5 poderao ser realizados
identificando o(s) componente(s) das fragdes e realizando-se modificagdes estruturais na
molécula, conduzindo a produtos com atividade mais significativa como sugeridos por
Siqueira et al.(2001).

Os resultados encontrados no estudo estabeleceram correlagdo entre a letalidade das
fracdes de flores e planta inteira de Acmela brasiliensis Spreng sobre as larvas de Artemia
salina, demonstrando que os compostos ndo possuem agado toxica, o que € indispensavel no
caso de um tratamento seguro. Este teste também pode ser utilizado em paises em
desenvolvimento, onde 85 % da populacdo fazem uso de plantas medicinais na terapéutica
alternativa (PARRA et al., 2001; MOTTAKINA, 2004).

Estudos de toxicidade auxiliam na triagem de uma grande variedade de compostos
com atividade biologica para definir seu potencial de aplicacdo terapéutica mensurando a
toxicidade apresentada dos possiveis futuros farmacos (CARBALLO et al., 2002).

Intimeros fitoterapicos utilizados por prescri¢do ou por automedicacdo, carecem de um
maior controle de qualidade, uma vez que a literatura cientifica indica que muitas destas
plantas podem apresentar substancias toxicas ou composi¢ao quimica varidvel (NOLDIN et
al.,2003).

Esperamos que compostos isolados da Acmela brasiliensis Spreng possam
futuramente fazer parte do arsenal terapéutico para tratamento das ini meras patologias que
acometem o homem, a flora e a fauna, visto que, h4 varios estudos, muitos deles realizados
nesta Universidade, que validam o uso popular desta planta pelas suas propriedades

antiinflamatorias, analgésicas e antimicrobianas entre outras.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no desenvolvimento do trabalho permitiram concluir que:
1. A planta Acmela brasiliensis Spreng (Wedelia paludosa) apresentou atividade
antimicrobiana contra as bactérias Gram positivas testadas Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus saprophyticus, Streptococcus agalactiae e contra os fungos
dermatdfitos  Epidermophyton  floccosum, Trichophyton rubrum e  Trichophyton

mentagrophytes.

2. Os extratos, fracdes e compostos puros (4cido caurenoico e luteolina) ndo apresentaram
atividade antimicrobiana contra as bactérias Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella tiphymurium e os fungos Aspergillus flavus,
Aspergillus  fumigatus, Aspergillus niger, Candida albicans, Candida tropicalis,
Cryptococcus neoformans, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Neorospora crassa e

Saccharomyces cerevisiae.

3. As fracdes hexano e DCM das flores da Acmela brasiliensis Spreng apresentaram atividade
antibacteriana principalmente contra Bacillus cereus e Staphylococcus saprophyticus (CIM
entre 200 e 1000 pg/mL). Foi verificado semelhante perfil de CIM contra Bacillus cereus e
Staphylococcus saprophyticus para as mesmas fragdes da planta inteira coletada nos jardins da
UFSC e da planta inteira coletada na praia. A Concentragao Bactericida Minima das fracdes
hexano e DCM foram consideradas com fraca atividade bactericida (entre 500 a 1000 pg/mL)

para as bactérias Gram positivas testadas.

4. Os compostos puros acido caurenoico e luteolina, quando testados contra bactérias Gram
positivas apresentaram atividade antimicrobiana, sugerindo que esses compostos isoladamente
ou em conjunto com outros compostos sejam os responsaveis pela atividade antibacteriana da

planta em estudo.

5. As flores da Acmela brasiliensis Spreng (Wedelia paludosa) apresentaram atividade
antifungica contra dermatofitos, contribuindo para a validacdo do uso desta parte da planta na
medicina popular para o tratamento de infecgdes dérmicas pelos dermatofitos

Epidermophyton floccosum (CIM 50 pg/mL); Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton
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rubrum (CIM 100 pg/mL). Porém ndo apresentaram atividade contra leveduras e fungos

filamentosos causadores de micoses sistémicas.

6. A luteolina e principalmente o acido caurendico parecem ser os constituintes de maior
atividade detectados nesta planta. Sua seletividade contra dois géneros de dermatofitos

(Epidermophyton sp. e Trichophyton sp.) € particularmente promissora.

7. Os extratos das flores e planta inteira da Acmela brasiliensis Spreng e do composto puro
luteolina, quando testados para avaliar mecanismo de acdao pelo método de Neorospora

crassa, nao apresentaram atividade.

8. As fragdes hexano e diclorometano tanto das flores como da planta inteira de Acmela

brasiliensis ndo apresentaram toxicidade frente o ensaio com Artemia salina.
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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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