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RESUMO

O interesse por plantas com atividades antimicrobianas tem ressurgido como conseqiiéncia
dos problemas atuais relacionados ao uso de antibidticos e ao desenvolvimento de multiplas
resisténcias em microrganismos potencialmente patogénicos. Para detectar e avaliar o grau de
atividade antimicrobiana de produtos de plantas nativas do Estado da Bahia, 17 espécies
vegetais pertencentes a 6 familias botanicas, foram investigados in vitro frente a bactérias ,
fungos leveduriformes e fungos filamentosos, através de ensaios de screening, determinagao
de concentragdao inibitéria minima (CIM), tempo de morte bacteriana e eletroforese de
proteinas bacterianas. Todas as 17 espécies botanicas investigadas apresentaram atividade em
diferentes espectros e graus de inibi¢do, em fun¢do do material botanico testado. As cepas de
Staphylococcus aureus foram inibidas por 16 das 17 espécies estudadas e as bactérias Gram-
negativas foram inibidas por 4 espécies. Entre os microrganismos selecionados,
Staphylococcus aureus sensivel a Meticilina (MSSA), Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina (MRSA), Microsporum canis e Trichophyton rubrum foram os mais sensiveis e
Pseudomonas aeruginosa o mais resistente a acdo antimicrobiana das amostras testadas. A
maioria dos Oleos essenciais (OEs) apresentou espectro de acao superior aos dos extratos e
fragoes, destacando-se os 6leos de Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), Protium baianus
(Burseraceae), Poiretia bahiana (Leguminosae) e de quatro espécies de Myrcia (Myrtaceae).
P. bahiana apresentou as mais baixas CIMs para MSSA, MRSA e C. neoformans e Myrcia
myrtifolia apresentou a mais baixa CIM para C. albicans. O OE de S.terebinthifolius inibiu o
crescimento de todos os microrganismos ensaiados, apresentou rapida inativacdo e
extravazamento protéico sobre P.aeruginosa ¢ maior poder de fragilizacdo de membrana para
MRSA, enquanto que o OE de P. bahiana apresentou maior poder de fragilizagdo de
membrana para E. coli. As atividades apresentadas por S.terebinthifolius, Acritopappus
confertus (Asteraceae), A.micropappus, A. pintoi, Morithamnus ganophyllus (Asteraceae),
Kielmeyera cuspidata (Guttiferae), P. bahiana, Zornia flemmingioides (Leguminosae), Mycia
guianensis, M. sphenoides, M.myrtifolia e M. hiemalis (Myrtaceae) contra MRSA e por
Mikania nitida (Leguminosae), M.ganophyllus ¢ P.baianus contra agentes etiologicos de
micoses sistémicas e dermatomicoses, indicam uma provavel fonte de compostos de forte
potencial terapéutico contra infecgdes causadas por esses microrganismos, entre estas espécies
investigadas.

Palavras—chave: Plantas nativas da Bahia. Atividade antimicrobiana. Oleos essenciais.
MSSA. MRSA.
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ABSTRACT

The interest about plants with antimicrobial activities has revived as a consequence of actual
problems due to antibiotic use and to multiple resistance in potentialy pathogens
microorganisms. To detect and evaluate the degree of antimicrobial activity of native plant
products from State of Bahia - Brazil, 17 vegetal species belonging to 6 botany families were
investigated in vitro against bacteria and leveduriform and filamentous fungi, using screening,
minimal inhibitory concentration (MIC), time — kill and protein electrophoresis assays. All the
17 vegetal species presented activity at different grades according to botanical material
studied. The Staphylococcus aureus strains were inhibited by 16 vegetal species and Gram-
negative bacteria by 4 species. Among the selected microorganisms, methicillin-susceptible S.
aureus (MSSA) and methicillin-resistant S. aureus (MRSA), Microsporum canis and
Trichophyton rubrum were the most sensible and Pseudomonas aeruginosa was the most
resistant to antimicrobial action. The majority of essential oils presented greater inhibition
than extracts and fractions, among which Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), Protium
baianus (Burseraceae), Poiretia bahiana (Leguminosae) and four Myrcia species
(Myrtaceae). P. bahiana presented the lowest MICs to MSSA, MRSA and Cryptococcus
neoformans and Mpyrcia myrtifolia presented the lowest MIC to Candida albicans. S.
terebinthifolius essential oil inhibited the growth of all the assayed organisms, presented
rapid inativation and proteic leakage from P.aeruginosa and also presented the best power of
membrane damage to MRSA, although P. bahiana presented greater membrane damage to E.
coli. The activities presented by S.terebinthifolius, Acritopappus confertus (Asteraceae),
A.micropappus, A. pintoi, Morithamnus ganophyllus (Asteraceae), Kielmeyera cuspidate
(Guttiferae), P. bahiana, Zornia flemmingioides (Leguminosae), Mycia guianensis, M.
sphenoides, M.myrtifolia ¢ M. hiemalis (Myrtaceae) against MRSA and by Mikania nitida
(Leguminosae), M.ganophyllus and P.baianus against ethiological agents of systemic
mycoses and dermathomycoses, indicate a probable source of of compounds with strong
therapeutic potential to treat infections caused by these microorganisms, among the vegetal
species investigated.

Keywords: Native plants from Bahia. Antimicrobial activity. Essential oils. MSSA. MRSA.
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1 INTRODUCAO

Desde as primeiras civilizacdes o homem tem demonstrado interesse pelo uso de
plantas medicinais, na medida em que as utiliza em preparagdes empregadas na cura de varias
enfermidades. O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos e as observagdes populares sobre
o uso de plantas medicinais, contribuem de forma relevante para a divulgacdo das
propriedades terapéuticas dos vegetais, prescritos com freqiiéncia, pelos efeitos medicinais
que produzem, apesar de nao terem seus constituintes quimicos conhecidos (MACIEL et al.,
2002). Atualmente, estudos etnofarmacologicos registram grande numero de aplicagdes de
plantas que obtiveram confirmagdes de atividade farmacologica, comprovando assim o
conhecimento popular que deu origem a inumeros medicamentos fitoterdpicos a partir do uso
empirico (ELIZABETSKY,1993).

As mais remotas informagdes sobre drogas vegetais sdo de origem indiana, do
Ayrueda (Ciéncia da Vida), que consiste no sistema de medicina da India com registros de até
2500 a.C. e informagdes sobre o uso de plantas medicinais cientificamente catalogadas,
num total de 10.000 plantas registradas desde aproximadamente 1000 a.C. (CHOPRA et al.,
1958). Estas informagdes contribuiram para o conhecimento atual sobre as plantas e o
isolamento de substancias que hoje sdo utilizadas na pratica médica e em muitos segmentos
industriais. Entre os incontaveis produtos de metabolismos secundérios das plantas, o
Phytochemical Dictionary (Harborne & Baxter, 1993), totaliza o numero de 2.973
compostos com atividade bioldgica bem caracterizada. Esta vasta gama de compostos
organicos naturais biologicamente ativos, pode apresentar acdo antinflamatoria, analgésica,
antiviral, fungicida, bactericida e as mais diversas aplicacdes nas areas da saude, alimentos,

agroquimica e cosmética.
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A medicina do século XX trouxe a descoberta de grupos de compostos produzidos por
microrganismos capazes de inibir o crescimento de outros organismos ¢ até destrui-los, a era
da ““antibiose”, iniciada historicamente em 1928, com a descoberta da penicilina a partir do
fungo Penicillium notatum, por Alexander Fleming. A utilizagdo incorreta e indiscriminada
destes compostos resultou no desenvolvimento da resisténcia microbiana e, a partir dai,
cresceu o interesse sobre infecgdes, em vista do aumento do niimero de casos, da propria
resisténcia aos tratamentos e da alta mortalidade (RODRIGUES et al, 1997).

Em época posterior ao descobrimento das sulfonamidas e da penicilina era raro
efetuar-se prova de sensibilidade dos microrganismos as drogas. Os pacientes eram tratados
de forma empirica e os microrganismos eram sensiveis. SO apds o surgimento de cepas
resistentes, os microbiologistas passaram a realizar testes de sensibilidade, que forneciam
resultado quantitativo da concentragdo de agente antimicrobiano necessaria para inibir o
desenvolvimento de determinado microrganismo. Este método tornou-se a base para a
determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM), parametro indispensavel para o
estabelecimento da dose terapéutica efetiva do agente antimicrobiano. Esta dose ¢ geralmente
definida em cerca de quatro vezes a CIM in vitro, embora isto nem sempre seja possivel ou
necessario na pratica (BAILEY&SCOTT, 1996).

Nas tultimas décadas, a crescente incidéncia de efeitos adversos associados as drogas
convencionais, aliada ao surgimento de resisténcia microbiana a antibidticos, desinfetantes e
germicidas e a importancia clinica dada as infec¢des, principalmente em individuos
imunocomprometidos, tem direcionado pesquisas com o objetivo de se obter novos produtos
de origem vegetal, eficientes para o tratamento dessas infecgdes e menos tOXicos para os
pacientes. Neste contexto, o estudo de produtos oriundos de vegetais com atividade
antimicrobiana, vem ganhando grandes perspectivas (PAULO et al., 1992, RECIO et al.,
1989).

As substancias naturais compreendem atualmente apenas cerca de 11,5% do total
prescrito na medicina moderna, embora metade dos 25 medicamentos mais vendidos no
mundo, tenha sua origem em produtos naturais de plantas. Assim, as companhias
farmacéuticas, da mesma maneira que os herboristas, dependem parcialmente da natureza
para produzir drogas que sdo colocadas no mercado (SIMOES et al.,2002)

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal no mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies.
Virias dessas espécies sao endémicas de uma regido e ainda ndo foram avaliadas do ponto de

vista fitoquimico e farmacolégico (SIMOES et al.,2002). Isto significa que uma grande
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quantidade de compostos bioativos ainda nao foi descoberta e existem grandes possibilidades
para a obtencao de compostos naturais de alto valor no mercado internacional.

A Chapada Diamantina, regido que originou a maioria das espécies botanicas
investigadas neste trabalho, situa-se no centro do Estado da Bahia, destacando-se por sua
altitude e irregularidade do relevo, que aliadas as chuvas abundantes criam um lugar especial,
com rios que correm sobre leitos de pedras polidas, formando cascatas, cachoeiras € pocos
fundos, entre serras cobertas com enorme variedade de plantas adaptadas a esse clima tdo
particular. Assim, na Chapada Diamantina ocorrem os mais variados tipos de vegetacao,
denominados campo rupestre, cerrado, floresta e caatinga, sendo traduzidos como “mosaicos”
cujos habitats guardam caracteristicas proprias (FUNCH et al., 2004). A Chapada Diamantina
pode ser considerada como a maior fonte de recursos hidricos da regido central do Estado da
Bahia, e no manejo cuidadoso de seu ecossistema, reside a seguranca desse valioso recurso
natural, fato que foi reconhecido pelo Estado e resultou na publicacdo de um artigo, realizada
através do IBGE, ressaltando a sua importancia em termos socio-econdomicos (COSTA et al.,
1993; STANNARD et al., 1995).

A busca de principios ativos mais eficazes e menos agressivos para o homem,
motivada pela existéncia de enfermidades endémicas ou ndo, para as quais ainda ndo se
obteve terapéutica efetiva, assim como para doengas decorrentes de novos agentes etioldgicos,
de procedimentos diagndsticos e terapéuticos invasivos, de poluicdo ambiental e de alteragdes
no ecossistema, tem colocado as pesquisas sobre plantas medicinais em patamar de
reconhecida importancia e tem aberto novas perspectivas para os estudos de
etnofarmacologia, fitoquimica e microbiologia, entre outros de igual relevancia. Neste
aspecto, o Brasil tem a dupla vantagem de contar com uma flora exuberante ¢ uma extensa
superficie fértil e, qualquer que seja a politica interna com relagdo a pesquisa de
fitocompostos, esta deve levar em consideracdo a necessidade de aprofundar os
conhecimentos sobre os valiosos principios ativos escondidos na flora brasileira e também, de
preservar as espécies que ja sdo objeto de investigagdo cientifica, bem como aquelas que

podem vir a ser de grande interesse no futuro.



2 OBJETIVOS

Considerando a rica diversidade de plantas de uso medicinal e a parcela bastante
reduzida de espécies vegetais pesquisadas até o momento, em relacdo ao vasto potencial

oferecido pelas plantas nativas brasileiras, este trabalho tem como objetivos:

1. investigar a atividade antimicrobiana de espécies vegetais de diversas localidades do
Estado da Bahia, algumas das quais sem referéncias na literatura, como Morithamnus
ganophyllus, Mikania nitida, Poiretia bahiana, Protium baianus, Myrcia myrtifolia, e
Zornia flemmingioides frente a microrganismos potencialmente patogénicos, ¢ dessa

forma contribuir para o aumento do nimero de espécies estudadas;

2. avaliar o espectro de agdo e o grau de inibicdo de produtos de dezessete espécies
botanicas, obtidos na forma de extratos, fracdes e Oleos essenciais, frente a treze

microrganismos;

3. determinar a Concentra¢do Inibitoria Minima (CIM) das amostras que apresentarem

inibicao significativa na primeira etapa da investigacao;

4. efetuar ensaios para determinagdo do tempo de morte bacteriana das amostras que

apresentarem as menores CIMs para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas;

5. realizar ensaios adicionais para obten¢cdo de dados sobre os provaveis mecanismos de

acdo das amostras que demonstrarem efetiva atividade bactericida.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BIODIVERSIDADE E ETNOFARMACOLOGIA: UMA BREVE ABORDAGEM

Biodiversidade pode ser entendida como a associagdo de ecossistemas, comunidades,
espécies, populacdes e genes num espago geografico definido, tendo como uma das principais
caracteristicas, a distribui¢do relativa desigual de seus componentes (DOBSON, 1996).

Dados estatisticos sobre o numero de espécies de organismos descritas, mostram que
os artropodes constituem a maior parcela (75,4%) de biodiversidade da terra e s6 os insetos
compreendem 62,0% da diversidade global. A despeito do numero, esse grupo permanece
relativamente intacto, como fonte de novos compostos. Baseado no numero de espécies
conhecidas, as plantas representam a segunda maior fonte (15%) de biodiversidade
(HAMMOND, 1995). Estimativas revelam que entre 20 mil e 55 mil espécies de plantas tem
sido utilizadas em medicina, das quais apenas uma pequena quantidade foi investigada para
busca de novas drogas. Entre as que foram pesquisadas, estdo espécies que produzem drogas
importantes como quinina, reserpina, vimblastina, vincristina, atropina e morfina
(HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991). No geral, apenas 15 a 20% das plantas
terrestres foram avaliadas quanto ao seu potencial farmacéutico. Conseqiientemente, plantas,
incluindo as de uso medicinal que ainda nao foram investigadas, continuam a representar uma
fonte significativa de matéria prima para a descoberta de novas drogas. Entre 40% dos
medicamentos obtidos de fontes naturais disponiveis em terap€utica, 25% foram
desenvolvidos de plantas. Embora s6 cerca de 10% da biodiversidade mundial tenha sido
estudada, 140 mil metabolitos intermediarios, originados principalmente de plantas superiores
e de microrganismos, foram isolados e identificados, mas ainda n3o foram avaliados

biologicamente (SOEJARTO et al., 2005).
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A maior biodiversidade do mundo, concentrada em territorio brasileiro, € estimada em
cerca de 20% do numero total de espécies do planeta. O Brasil ¢ o pais com a maior
diversidade genética vegetal do mundo, com mais de 55mil espécies catalogadas, de um total
estimado em cerca de 550 mil espécies, o que o torna alvo de paises do hemisfério norte ricos
em tecnologia , mas pobres em recursos genéticos (ELISABETSKY & COSTA CAMPOS,
1996). Apesar dessa biodiversidade, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram
estudadas em busca de compostos bioativos, 1.100 espécies tiveram suas propriedades
medicinais avaliadas (GARCIA et al., 1996) e destas, 590 plantas foram registradas no
Ministério da Saude para comercializagdo (ORTEGA et al., 1989).

O mercado mundial de medicamentos obtidos de produtos naturais, atinge hoje, varios
bilhoes de dolares. Embora o mercado brasileiro de fitomedicamentos tenha alcancado o
equivalente a 5,9% do mercado interno de medicamentos, o panorama atual nesta area mostra
que 84% de todos os farmacos sdo importados e que 78% da producao brasileira ¢é feita por
empresas multinacionais. Estas informacdes apontam para a necessidade de buscar
alternativas para superar a dependéncia externa, principalmente quando se comparam os altos
pregos praticados no Brasil com os praticados nos paises desenvolvidos (BERMUDEZ, 1995).

Com valor econdmico incalculavel em diversas atividades, o maior potencial da
biodiversidade brasileira esta atualmente, na area de desenvolvimento de novos farmacos. A
terap€utica atual, com medicamentos de agdes especificas sobre receptores, canais idnicos e
enzimas, ndo teria sido alcangada sem a contribuicdo de produtos naturais das plantas
superiores, das toxinas animais e dos microrganismos. (CRAGG, 1997; PANDEY, 1998;
SHU, 1998). O interesse pela biodiversidade para a produg¢do de medicamentos cresceu
visivelmente com a conclusdo do genoma humano, j4 que o nimero de possiveis alvos
terapéuticos aumentou de aproximadamente 500 para mais de 6 mil. (VERPOORTE, 1998).

Embora esteja entre os paises detentores de megadiversidade, na década de 80, o
Brasil foi responsavel por 28% das perdas das florestas tropicais e por 14% de outros tipos de
florestas na América do Sul, alcangando um patamar de devastagdo praticamente
irrecuperavel, dada a complexidade de ecossistemas tropicais e tendo como conseqiiéncia, a
perda da diversidade genética associada a destruicdo, fragmentagdo dos ecossistemas e aos
estresses ambientais como polui¢io e mudangas climaticas (SOULE, 1991). Outro aspecto
relevante associado a devastagdo das florestas tropicais, ¢ a perda do conhecimento
acumulado sobre o uso medicinal das plantas dessas florestas, pelas comunidades nativas. A
devastagdo provoca migragdo dessas comunidades para outras regides, levando ao

rompimento do fluxo de conhecimento adquirido e acumulado ao longo do tempo



24

(SCHULTES, 1994), trazendo implicagdes negativas para a identificacdo de novas drogas
através da etnobotanica e etnofarmacologia (BUENZ, 2005).

Alguns problemas dificultam o aproveitamento da diversidade vegetal no Brasil para o
desenvolvimento de novos farmacos, entre os quais se inclue a falta de leis especificas para o
acesso a biodiversidade; tempo as vezes longo para a descoberta de novas moléculas;
dificuldade de sintese de moléculas isoladas de produtos naturais, devido a sua complexidade;
alto custo das pesquisas; poucas bibliotecas de compostos naturais disponiveis e pouca
informagdo com relagdo a estrutura-atividade desses compostos (STROBL, 2000). Este
quadro demonstra a necessidade de estabelecimento de politicas e a¢des de caracterizacao,
conservagao e protecao da diversidade genética vegetal, como também a criagdo de industrias
de base tecnoldgica e formacao e qualificacdo de recursos humanos. Nao menos importantes
sdo as acdes relacionadas a propriedade intelectual e industrial, cujas leis vigentes sdo
passiveis de alteragdes para melhor adequagdo ao panorama atual, visando oferecer maior
controle e vigilancia aos processos de bioprospeccao em territotio nacional. Nesse sentido , a
Convencao da Diversidade Biologica (CDB), assinada durante a Conferéncia das Nagdes
Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, realizada na cidade do Rio de Janeiro em
junho de 1992, deu ensejo a ampla discuss@o sobre o assunto. A CDB tem como objetivos a
conservagao da diversidade biologica, a utilizacdo sustentavel de seus componentes e a
reparticdo justa e eqliitativa dos beneficios derivados da utilizacdo dos recursos genéticos,
mediante o acesso a esses recursos € a transferéncia adequada de tecnologias pertinentes,
levando em conta todos os direitos sobre tais recursos e tecnologias, mediante o
financiamento adequado.

O consumo de plantas medicinais baseado em informagdes terapéuticas, acumuladas
durante séculos em todo o mundo, ¢ uma pratica que tem se intensificado nas ultimas décadas,
embora o uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades, seja tdo antigo quanto a
espécie humana. No Brasil, s6 na regido Amazonica, cerca de 1.200 plantas sdo
comercializadas no mercado Ver-o-Peso, em Belém do Pard e 260 espécies nativas e
cultivadas ja foram catalogadas em comunidades que vivem as margens da baia de Marajo .
Esse tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em dareas
multidisciplinares como botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas, buscam ampliar o
conhecimento sobre a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

Um dos constantes desafios na pesquisa de produtos naturais, era saber qual a melhor
maneira de investigar uma atividade biologica desejavel.Varias abordagens para selecdo de

espécies vegetais tém sido descritas na literatura (ELISABETSKY & MORAES, 1988), entre
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as quais, trés tipos tem sido alvo de maior atencao: a) abordagem randdmica - escolha da
planta sem qualquer critério, tendo como fator determinante a disponibilidade da planta; b)
abordagem quimiotaxondomica ou filogenética - selecdo da espécie correlacionada com a
ocorréncia de uma determinada classe quimica de compostos em um género ou familia; c)
abordagem etnofarmacolégica — selecdo da espécie de acordo com o uso terapéutico
evidenciado por um grupo étnico. De acordo com a abordagem randdmica, 10.000 diferentes
tipos de plantas significam 50.000 a 100.000 possibilidades estruturais de produtos naturais,
elevando as probabilidades de descobertas de substancias inéditas pela selecdo randomica. No
entanto, a selecdo etnofarmacoldgica favorece com maior probabilidade a descoberta de
substancias bioativas, ja que nesta abordagem, a descri¢do do histérico da planta como um
recurso terapéutico eficaz para o tratamento e cura de enfermidades de determinado grupo
étnico, se traduz na economia de tempo, direcionando mais objetivamente as etapas de
pesquisa. (MACIEL et al., 2002).

A Etnofarmacologia, uma divisdao da Etnobiologia, ¢ uma disciplina voltada para o
estudo do complexo conjunto de relacdes de plantas e animais com sociedades humanas
presentes ou passadas (BERLIN, 1992). Como estratégia na investigacdo de plantas
medicinais, a abordagem etnofarmacoldgica consiste em combinar informagdes adquiridas
junto a comunidades que fazem uso da flora local, com estudos quimicos e farmacoldgicos
realizados em laboratdrios especializados. Neste aspecto, a selecdo etnofarmacologica de
espécies vegetais para pesquisa e desenvolvimento, baseada na informag¢do de um efeito
terapéutico, pode se constituir num valioso atalho para a descoberta de farmacos. Por se
basear em informagdes de utilidade terap€utica, a etnofarmacologia pode levar a identificacao
de produtos com mecanismos de a¢do totalmente desconhecidos, ao contrario da abordagem
mecanicista, que se baseia na interferéncia dos produtos em teste com mecanismos
farmacodinamicos predeterminados. Este fato ¢ mais relevante ainda, quando se considera a
desisténcia de pesquisa e desenvolvimento relacionados a um composto, o maior impasse da
industria farmacéutica (ELISABETSKY, 1993).

A industria farmacéutica aceita como razoavel a relagdo de 1: 10.000 entre compostos
comercializado/estudados; as que aplicam procedimentos de triagem associados a quimica
combinatoria, clonagem de receptores e automacao consideram razoavel 1: 250.000. Mesmo
quando se conhece o mecanismo de agdo desejado e se tem o ensaio in vitro apropriado para
detecta-lo, a maior parte dos compostos testados ¢ descartada por auséncia de

biodisponibilidade ou por toxicidade para o homem. De cada dez compostos descobertos,
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quatro seguem para a fase de desenvolvimento e desses, 50% apresentam toxicidade e/ou
efeitos adversos antes mesmo de iniciarem os estudos da fase clinica | (HARVEY, 2002).

Os resultados das pesquisas com plantas medicinais podem ter desdobramentos em
varios niveis. Individualmente, a descoberta de novos fAirmacos ou farmacos acessiveis, pode
determinar a melhoria da qualidade de vida no caso de doencas cronicas ou a propria
sobrevivéncia do paciente. Socialmente, a descoberta de fontes naturais locais de compostos
quimicos que sdo usualmente importados junto ao desenvolvimento de fitomedicamentos de
fabricacdo nacional, podem ter conseqiiéncias econdmicas significativas, possibilitando
também que cada pais tenha autonomia para gerenciar suas politicas de saude. Nesse sentido,
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por meio do Decreto N°
5.813, de 22 de junho de 2006, tem como objetivo, garantir a populacdo brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel
da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional. Com esta
iniciativa, o Brasil com seu amplo patrimonio genético e sua diversidade cultural, tem em
maos a oportunidade para estabelecer um modelo de desenvolvimento proprio e soberano na
area de satde e uso de plantas medicinais e fitoterdpicos, que priorize o uso sustentavel dos
componentes da biodiversidade e respeite os principios éticos € compromissos internacionais
assumidos, notadamente a Conveng¢ao da Diversidade Bioldgica (CDB). No plano de
desenvolvimento das diretrizes da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos,
destacam-se o fomento a pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovagdo com base na
biodiversidade brasileira, abrangendo espécies vegetais nativas e exoticas adaptadas,
priorizando as necessidades epidemioldgicas da populagio (BRASIL, 2006). E nesse
contexto, que a etnobotanica e etnofarmacologia assumem o importante papel de mediador
entre o conhecimento tradicional e sua utilizagdo comercial, ja que essas disciplinas resgatam
e organizam os conhecimentos tradicionais de maneira utilizavel por processos de
desenvolvimento tecnologico (ELISABETSKY & MORAES, 1989).

A despeito das questdes que se apresentam, o uso de produtos naturais bioativos na
investigacdo de processos moleculares e farmacologicos de organismos vivos ird continuar em
condi¢des até mais sofisticadas, gracas aos avangos alcangados pela biologia molecular.
Unindo a capacidade tecnoldgica que a biologia molecular oferece, a diversidade quimica, o
futuro da descoberta de drogas oriundas de produtos naturais ¢ mais promissor do que antes.
Os produtos naturais descobertos até o momento, tém desempenhado papel vital no
melhoramento da condigdo humana e este papel continuara a existir na medida em que houver

fontes inexploradas de novos produtos naturais (CLARK, 1996). Segundo SOEJARTO et al.
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(2005), ... “a biodiversidade mundial continuara a ser um alvo atrativo para a realizagao de

bioprospec¢do em massa no futuro”.

3.2  MICRORGANISMOS SELECIONADOS PARA ESTUDO E SUA IMPORTANCIA
EM SAUDE.

A escolha da maioria das cepas microbianas utilizadas neste trabalho foi baseada na
sua relevancia em clinica médica e na sua conhecida sensibilidade aos agentes
antimicrobianos usados na terapéutica atual.

As bactérias Gram-negativas selecionadas, com exce¢do de Pseudomonas aeruginosa,
pertencem a familia Enterobacteriaceae. Do ponto de vista médico, alguns bastonetes Gram-
negativos desta familia, constituem um grupo importante de microrganismos que causam
enfermidades no trato gastrointestinal e em outros 6rgdos. Entre esses, a Escherichia coli é o
habitante mais prolifero do trato intestinal do homem, onde sua presenca ¢ benéfica, por
auxiliar a produ¢do de algumas vitaminas ¢ promover a quebra de alimentos ndo digeriveis.
Devido ao grande conhecimento obtido sobre sua bioquimica e genética, E.coli &,
provavelmente, o organismo mais familiar em microbiologia e continua sendo uma
ferramenta importante em pesquisa bioldgica. Sua presenga em agua ou alimentos ¢ também
importante como indicador de contaminacdo fecal. Embora ndo seja considerado um
microrganismo patogénico, E.coli pode ser a causa comum de infecgdes do trato urinario.
Algumas cepas produzem enterotoxinas ndo invasivas causadoras da “diarréia dos viajantes” e
de diarréia infantil em paises em desenvolvimento. Menos comuns sdo 0s casos provocados
por cepas invasivas de E.coli que tem como alvo a parede intestinal, causando inflamacao,
febre e disenteria. As cepas produtoras de toxinas enterohemorragicas sao a causa de graves
surtos de enfermidades associadas a ingestdo de carne e leite bovinos. O patégeno mais
virulento neste grupo, E.coli O157: H7, ¢ habitante ocasional do trato intestinal de bovinos,
onde nao produz efeito patogénico, mas ¢é responsavel pelo quadro de colite hemorragica no
homem, ocasionando alta taxa de mortalidade infantil (TORTORA et al., 1998).

Salmonella choleraesuis, microrganismo potencialmente patogénico, ¢ o agente
etiologico de salmoneloses, distirbios caracterizados pela invasdo e prolifera¢gdo microbiana
da mucosa intestinal do homem que pode se estender pelas vias linfaticas, sistema

cardiovascular e outros orgdos. Este microrganismo tem sua origem no trato intestinal de
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muitos animais e pode ser veiculado por alimentos contaminados durante o processamento.
Embora a taxa de mortalidade por salmoneloses seja baixa, o indice de morte, ocasionado por
septicemia ¢ mais alto em criangas e idosos (TORTORA et al., 1998).

Proteus mirabilis ¢ uma enterobactéria que apresenta acentuada capacidade de
crescimento expansivo, devido a existéncia de até milhares de flagelos por célula microbiana.
A presenca deste microrganismo estd associada a infecgdes do trato urindrio, ferimentos e
diarréia infantil (TORTORA et al., 1998).

Entre os bastonetes Gram-negativos, muitas espécies tém importincia médica,
industrial e ambiental. Os do género Pseudomonas, muito comuns no solo ¢ em outros
ambientes naturais, sao capazes de sintetizar um grande numero de enzimas e provavelmente
contribuem significativamente para a decomposicao de pesticidas. Em ambientes hospitalares,
devido a sua habilidade para crescer em fontes de carbono nio usuais e em antissépticos e
desinfetantes, assim como a sua resisténcia a maioria dos antibioticos, este género tem sido
objeto de intensas pesquisas nas areas de biologia molecular e genética microbiana. P.
aeruginosa, a espécie mais proeminente, ¢ considerada um modelo de patégeno oportunista. E
produtora de exotoxinas e endotoxinas, responsaveis em grande parte, pela sua
patogenicidade. Em individuos sadios, a espécie pode causar infec¢des superficiais na pele e
otite externa. Em individuos comprometidos por deficiéncias imunoldgicas ou por doengas
pulmonares cronicas, P. aeruginosa muitas vezes causa infecgdes respiratorias oportunistas e
constitui sério risco para pacientes queimados, particularmente aqueles com queimaduras de
segundo e terceiro graus, podendo levar a septicemia.

Uma caracteristica comum entre as bactérias Gram-negativas ¢ a presenca de uma
membrana externa, que circunda a camada de peptidoglican e ¢ constituida de lipoproteinas,
lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos. Esta membrana tem fungdes especializadas: sua
forte carga negativa ¢ fator importante para escapar da fagocitose e acdo do complemento,
dois componentes de defesa do hospedeiro; a membrana externa também produz uma barreira
a certos antibioticos, enzimas, detergentes, metais pesados, sais biliares e a certos corantes.
Parte da sua permeabilidade ¢ devida a proteinas na membrana, as porinas, que formam canais
permitindo a passagem de moléculas. O componente LPS ¢ responsavel por duas
caracteristicas importantes das bactérias Gram-negativas. Primeira, a por¢ao polissacaridica ¢
composta de actcares que funcionam como antigenos e permitem a identificagdo de espécies
e sorotipos, como no caso da E.coli O157:H7. Segunda, a por¢ao lipidica do LPS, chamada
lipidio A, ¢ uma endotoxina que, uma vez liberada na corrente sanguinea ou no trato intestinal

do hospedeiro, desencadeia um quadro de febre e choque ( TORTORA et al., 1998). Essas
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endotoxinas, complexos de alto peso molecular, constituem a maior fonte de pirogénios para a
industria farmacéutica, tornando a sua detec¢do e eliminagdo um desafio a producdo de
medicamentos e outros produtos de uso parenteral (PINTO et al., 2000).

Staphylococcus aureus, a bactéria Gram-positiva selecionada para estudo, situa-se
entre os cocos Gram-positivos de interesse médico. Este patogeno cresce comparativamente
bem sob condic¢des de alta pressao e baixa umidade, o que explica em parte, a sua capacidade
de crescimento e sobrevivéncia nas cavidades nasais e em certos alimentos que, pelas
referidas condigdes de pressdo e umidade, tendem a inibir outros microrganismos. Devido a
uma consideravel resisténcia ao calor, células vegetativas de S.aureus podem tolerar
exposi¢do a 60°C por 30 minutos. Sua resisténcia a dessecagio e radiagdo também auxiliam a
sua sobrevivéncia na superficie da pele, para onde sdo carreados a partir das cavidades nasais
do hospedeiro. S.aureus produz muitas toxinas que aumentam a sua habilidade de invadir e
causar danos teciduais. As infec¢cdes mais comuns envolvem a pele e feridas em sitios
diversos. Algumas infecgdes sdo agudas, piogénicas e podem disseminar para outros tecidos,
provocando focos metastdsicos. Quadros mais graves como bacteriemia, pneumonia,
endocardite, miocardite, meningite, abcessos musculares e cerebrais sdo descritos com
freqiiéncia (LOWY, 1998). Uma causa muito comum de gastroenterite ¢ a intoxicagdo
alimentar por ingestdo de enterotoxina produzida por este microrganismo, que afeta o trato
intestinal de modo semelhante a toxina do colera: a formacao de AMP ciclico a partir de ATP
no citoplasma de células epiteliais do intestino delgado, induz a liberacdo de grandes
quantidades de liquidos e eletrdlitos levando a quadro severo de diarréia e vomito. Quase
todas as cepas de S.aureus sdo produtoras de coagulase, enzima que produz coagulos de
fibrina no sangue e que protegem o microrganismo da fagocitose € o mantém isolado de
outras defesas do hospedeiro. S.aureus ¢é freqiientemente um problema em ambiente
hospitalar, uma vez que, é carreado por pacientes, membros das equipes de trabalho e
visitantes. E grande o risco de infec¢des de pele e feridas cirtrgicas, com o agravante que,
essas infecgdes sdo de dificil tratamento devido a alta resisténcia desenvolvida pelo
microrganismo em conseqiiéncia da exposi¢do a muitos antimicrobianos (TORTORA et al.,
1998).

A incidéncia de infec¢des fungicas envolvendo individuos imunocomprometidos, tem
crescido significativamente nas ultimas décadas. A microbiota bacteriana de membranas
mucosas no trato geniturinario e bucal do homem, geralmente inibe o crescimento de fungos
leveduriformes do género Candida, especialmente C. albicans. Quando fatores

predisponentes como processos neoplasicos, tuberculose, diabetes, gestagdo, cirurgias,
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transplantes, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, estado nutricional, uso de antibioticos,
corticoides e drogas citotoxicas alteram a flora bacteriana normal, conduzindo a levedura da
fase saprofitica para a parasitaria (LACAZ, 1980), ocorre um crescimento excessivo desse
microrganismo denominado candidiase, na forma de infec¢do aguda, subaguda ou cronica. Se
a infeccdo torna-se sistémica, como no caso de individuos imunosuprimidos, a candidiase
pode levar a morte. C. albicans ¢ também uma causa muito comum de vulvovaginites.
Diabetes, gestacdo, uso de contraceptivos orais e antibioticos, sdo condi¢des predisponentes
para o aparecimento dessas infec¢des. C. albicans ¢ usualmente tratada com miconazol,
clotrimazol ou nistatina em infecgcdes de pele e mucosa e com cetoconazol em infecgdes
sistémicas (TORTORA et al, 1998).

Cryptococcus neoformans, um fungo leveduriforme encapsulado, ¢ largamente
distribuido no solo contaminado com excrementos de pombos. E patogénico para o homem e
causa enfermidades conhecidas como criptococoses. A maioria dos casos ocorre em areas
urbanas por inalagdo de particulas infectadas, que causam inicialmente infecgdes subclinicas
nos pulmdes. Em individuos imunosuprimidos ou em tratamento com esterdides, a infec¢ao
pode alcangar outras partes do corpo incluindo cérebro e meninges, através da corrente
sanguinea. A enfermidade usualmente se apresenta como meningite cronica que muitas vezes
¢ progressiva e fatal se ndo for tratada (TORTORA et al., 1998). Em 1992 C. neoformans ja
era diagnosticado entre 4% de pacientes com AIDS na Europa, 12% nos Estados Unidos e
33% na Africa. Varios tratamentos tem sido propostos incluindo fluconazol, itraconazol ou
anfotericina B ¢ flucitosina em combinagdo (TORTORA et al, 1998; VIOLLON &
CHAUMONT, 1994). Ainda assim a, a taxa de mortalidade se aproxima de 30%.

Aspergiloses sdo as micoses mais freqlientes causadas por fungos filamentosos, cujo
agente etioldgico Aspergillus, ¢ um género de fungo oportunista, encontrado habitualmente no
solo, dgua, vegetais e restos organicos em decomposicdo. Seus esporos podem estar presentes
em ervas, flores sécas e palhas. Entre 200 espécies identificadas, 20 sdo patogénicas para o
homem. A mais freqliente, 4. fumigatus, ¢ a causa de aspergiloses broncopulmonares
alérgicas e aspergiloses invasivas (STANKOVIC et al., 2006). A aspergilose invasiva ¢
relativamente freqliente em pacientes neutropénicos e imunocomprometidos. A alta taxa taxa
de mortalidade (50 a 90%) ¢ devida em parte, a dificuldade de obter rapido diagnostico, ja que
a sintomatologia ¢ quase sempre ndo especifica ou atenuada por terapia com corticoides.
Entre as espécies de Aspergillus, A. fumigatus representa 70% de isolados clinicos de

importancia médica (QUINDOS, 2006). Como na maioria das infec¢des fiingicas sistémicas,
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o arsenal de agentes terapéuticos disponiveis ¢ limitado, sendo anfotericina B o mais utilizado
(TORTORA et al, 1998).

O género Penicillium, amplamente disseminado no ar ambiental, ¢ associado a
enfermidades respiratorias alérgicas, juntamente com os géneros Alternaria, Aspergillus e
Cladosporium (CHAPMAN, 2006). A importancia clinica de alergenos associados com
germinagdo fungica permanece em discussdo. Esporos ndo germinados podem penetrar no
pulmao ou na cavidade nasal e o ambiente quente e umido onde sdo depositados, favorece a
germinacdo e atua como uma fonte adicional de alergenos. Embora o transporte ciliar e
mecanismos imunes possam impedir tal invasdo em individuos normais, varios fungos
dermatofitos incluindo espécies de Penicillium, sao capazes de desencadear infecgdes
fingicas, particularmente doencas broncopulmonares alérgicas e sinusites fungicas em
pessoas imunocomprometidas (GREEN et al., 2003).

Os fungos podem coexistir como saprofitas ou comensais, sem afetar os hospedeiros
com imunidade celular normal. Entretanto, esses fungos ambientais e seus produtos podem
contribuir para o desenvolvimento e exacerbagdo de enfermidades alérgicas das vias aéreas.
Clinicamente, a associacdo entre exposi¢do fungica e asma ¢ amplamente conhecida.
Eosinofilos e seus produtos sdo considerados importantes na fisiopatologia de enfermidades
alérgicas como asma bronquica, dermatite atopica, e na imunidade de hospedeiros. INOUE et
al. (2005) demonstraram que Penicillium notatum e Alternaria alternata induziram a
degranulacdo de eosinodfilos em individuos sadios. Esta resposta inata de eosinodfilos a certos
fungos ambientais pode ser de relevancia na defesa imunoldgica e na exacerbacdo de
processos inflamatorios da asma e doencas alérgicas.

Cladosporium herbarum, outro fungo ambiental alergénico, ¢ reconhecido como
indutor de rinites e asma no homem (HAVAUX et al., 2005). Cladosporium ¢ um dos poucos
géneros de fungos que tem sido estudados em relagdo a doencas alérgicas. Os mais
investigados sao C. herbarum e C. cladosporioides ¢ os antigenos mais disponiveis
comercialmente para diagndstico e tratamento, sdo obtidos dessas espécies. Estudos revelaram
que Cladosporium € o género mais prevalente em ambientes externos, constituindo até 25%
de todos os esporos fungicos em regides secas e até 40% em cidades costeiras (HASNAM,
2004).

Microsporum canis e Trichophyton rubrum sdo espécies fungicas envolvidas em
micoses cutaneas. Esses fungos infectam as areas queratinizadas do corpo, causando
dermatomicoses. Algumas formas de dermatomicoses sdo a causa de grande morbidade em

pacientes sob quimioterapia antineoplasica, submetidos a transplantes de 6rgdos ou com
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AIDS. Embora compostos imidazdlicos como clotrimazol e miconazol se mostrem efetivos
para o tratamento de dermatomicoses, essas infeccdes sao freqiientemente muito dificeis de

erradicar (TORTORA et al., 1998; ZACCHINO et al., 1999).

3.2.1 Resisténcia Bacteriana e Terapéutica Atual

Durante os primeiros anos da era dos antibidticos, o desenvolvimento de novas classes
de agentes antimicrobianos acompanhou ou ficou a frente da capacidade de microrganismos
clinicamente importantes desenvolverem resisténcias. Apesar da disponibilizacdo de novos
antimicrobianos, o ritmo de desenvolvimento de resisténcia em patogenos Gram-negativos e
Gram-positivos, representa um grande desafio terapéutico em todo o mundo.

Nos anos 1960 e 1970 o uso indiscriminado de penicilinas semi-sintéticas resistentes
a penicilinases e de cefalosporinas, favoreceu o surgimento de cepas de S.aureus resistentes a
meticilina, e nessa mesma época, o uso extenso de ampicilina favoreceu o aparecimento de
cepas de E.coli ampicilina-resistentes. Entre 1970 e 1980, as bactérias Gram-negativas
resistentes eram o principal obstaculo terapéutico, mas no novo milénio as Gram-positivas
resistentes passaram também a ocupar lugar de destaque (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).
Enquanto a resisténcia microbiana tem crescido de forma significativa, o nimero de
antibidticos em pesquisa diminuiu drasticamente nos ultimos anos. O percentual de artigos
relacionados a novas resisténcias microbianas publicados no Antimicrobial Agents and
Chemotherapy aumentou de 11% no periodo de 1972-1973 para 34% no periodo de 1997-
1998 (SWARTZ, 2000). Nesse contexto, o uso incorreto dos antimicrobianos, uma das
principais causas do aparecimento de resisténcia, pode estar associado a fatores como doses
subterapéuticas, inefetividade da droga selecionada, esquemas terapéuticos curtos, baixa
penetracdo no local de infec¢do, conhecimento inadequado das caracteristicas de
farmacocinética e farmacodindmica dos fairmacos para escolha terapéutica, além de fatores
relacionados ao paciente, como idade, sfatus imunitdrio e ndo-adesdo ao tratamento
(QUINTILIANI et al., 1994).

A problematica atual de resisténcia as drogas tem sua origem em muitos fatores,
incluindo a selecdo de mutantes resistentes por exposi¢do a agentes antimicrobianos,
transferéncia de determinantes genéticos de resisténcia entre cepas bacterianas e disseminagao
clonal de cepas resistentes entre pacientes hospitalizados e entre instituigdes hospitalares

Como conseqiiéncias incluem-se o aumento de mortalidade e morbidade entre pacientes, uma
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redu¢do no numero de drogas utilizaveis por futuras geragdes de pacientes, além do impacto
econdmico trazido pelos custos com infeccdes (McGOWAN Jr, 2004).

Entre as bactérias Gram-negativas, cepas de enterobactérias e nado-fermentadores,
comecaram a apresentar niveis de resisténcia cada vez mais expressivos frente a
cefalosporinas de segunda, terceira e quarta geracdo, o que dificulta a eliminacdo desses
microrganismos nos processos infecciosos. Cepas produtoras de beta-lactamases de espectro
ampliado (ESBL), capazes de inativar cefalosporinas de terceira e quarta geragao, passaram a
ser preocupacdo mundial, com mudangas na abordagem terapéutica. A produgdo de
carbapenamases associada a problemas de permeabilidade e efluxo s3o de mecanismo
complexo e se apresentam em freqiiéncia cada vez maior em ambiente hospitalar,
principalmente nas cepas de microrganismos ndo-fermentadores, como a P. aeruginosa
(ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

A funcio catalitica das beta-lactamases, enzimas encontradas praticamente em todas as
enterobactérias, ¢ causa primaria de resisténcias aos antibidticos beta-lactamicos e tem sido
objeto de investigacdo nas areas de microbiologia, bioquimica e genética. Nas bactérias
Gram-negativas, a localizagdo peripldsmica dessas enzimas, favorece sua concentragdo e
atuacdo mais eficaz contra os antimicrobianos. Beta-lactamases cromossomicas e plasmidiais
tém expressdao tanto em enterobactérias como em microrganismos nao-fermentadores. Em
1965 uma beta-lactamase mediada por plasmidio (TEM-1), foi identificada em uma E.coli
ampicilina-resistente. Em 1969 essas enzimas j& haviam sido identificadas também em P.
aeruginosa. Segundo relatos, em 1996, a TEM-1 ja ocorria em cerca de 60% das E.coli em
todo o mundo em 20% a 50% de outras espécies de enterobactérias. Assim como outros
bastonetes Gram-negativos nao-fermentadores de glicose, a P. aeruginosa pode expressar
uma série de outros mecanismos de resisténcia além da producdo de beta-lactamases. A
permeabilidade muito reduzida a entrada de antibidticos, como conseqiiéncia de alteracdo na
expressao dos canais de porina, modificando a penetracdo e agdo dos antibidticos, juntamente
com a propriedade de expulsar ativamente os antibidticos para fora da célula (bomba de
efluxo), contribuindo para uma concentracdo inadequada e conseqiiente acdo inefetiva do
farmaco, podem levar este microrganismo a resisténcia intrinseca a multiplos antibioticos
(QUINN, 1998). Atualmente no tratamento das ESBL, os carbapenémicos sdo a primeira
escolha no caso de infec¢des graves. Em infec¢des consideradas menos graves, alguns autores
recomendam o uso de quinolonas, a depender da epidemiologia local (PATERSON & YU,
1999; TENOVER et al., 1999).
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Staphylococcus aureus, considerado um patogeno humano oportunista, estd
freqiientemente associado a infec¢des adquiridas na comunidade e no ambiente hospitalar.
Portadores nasais e pacientes colonizados por S. aureus tém sido descritos como fator de risco
para o desenvolvimento de infec¢des, em que 11 a 43% dos pacientes colonizados adquirem
infeccdo (LOWY, 1998; FRIDKIN, 2001; NAIMI et al., 2003).

No inicio da década de 1940, os S. aureus isolados de processos infecciosos,
apresentavam sensibilidade a penicilina. Entre 1942 e 1960, a resisténcia a penicilina por
produgdo de beta-lactamases (penicilinases), passou a ser descrita e a predominar em cepas
isoladas de pacientes hospitalizados, limitando o uso da penicilina e seus derivados. Em 1960,
a meticilina comegou a ser utilizada como alternativa terapéutica mas, em 1961, surgiram
cepas resistentes também a meticilina, denominadas Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), representando um problema endémico em hospitais de diversos paises,
inclusive o Brasil, a partir de 1980. Até 1996, todas as cepas MRSA eram universalmente
sensiveis aos glicopeptideos. O primeiro isolamento de S.aureus com resisténcia intermediaria
aos glicopeptideos (GISA) foi descrito em 1997 e em 2002 foi relatado o aparecimento de
cepas totalmente resistentes aos glicopeptideos (GRSA). Até maio de 2004, ja haviam sido
descritas trés cepas com a presenca do gene VanA, codificador desse perfil de resisténcia
(ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

No Brasil, os indices de cepas MRSA sdo bastante elevados (40 a 80%),
principalmente nas cepas isoladas em unidades de terapia intensiva. Alguns trabalhos
demonstram indices de mortalidade mais altos em pacientes que desenvolveram bacteriemia
por MRSA (49 a 55%) do que por MSSA (20 a 32%) (ROMERO-VIVAS et al, 1995) e
apontam indices de mortalidade 2,5 vezes maiores nos casos de infecgdes por MRSA em
relacdo a MSSA (RUBIN et al., 1999).

Nas cepas MRSA, o mecanismo de resisténcia esta associado a alteracdo de proteinas
ligantes de penicilina, codificada pelo gene mecA, que faz com que a meticilina e os
compstos penicilina-penicilinase resistentes tenham baixa afinidade pelo local de ligagdo na
bactéria, a parede celular, e deixem de ser efetivos. Uma vez detectadas cepas MRSA, as
opgdes terapéuticas tornam-se bastante restritas e, no caso de infecgdes severas, 0s
glicopeptideos vancomicina e teicoplanina sdo as drogas de escolha (ROSSI &

ANDREAZZI, 2005).
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3.3 FAMILIAS, GENEROS E ESPECIES BOTANICAS SELECIONADAS PARA
ESTUDO E SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES

3.3.1 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae, a principal fonte de compostos fenolicos no reino vegetal, é
amplamente representada por arvores tropicais, arbustos e cipos, caracterizados pela produgao
de trés tipos de fendis: biflavonodides, alquilcatecdis e alquilresorcindis. As espécies toxicas
nesta familia, produtoras de catecdis e resorcindis, sio membros de quatro das cinco tribos
definidas por ENGLER (1883): Spondiadeae, Anacardiea, Semecarpeae ¢ Rhooeae mas,
recentes estudos filogenéticos baseados em evidéncias anatomicas, morfologicas e
moleculares detectaram que hé apenas dois grupos produtores de fenois dentro desta familia:
um formado pelos géneros de Spondiae e alguns géneros de Rhoeae que ndo produzem
compostos fenodlicos toxicos, e um segundo grupo com os demais géneros (TERRAZAS &
CHASE, 1996; PELL & URBATSCH, 2001).

Dos cerca de 66 géneros de anacardidceas, 25 sao relatados como toxicos, sendo que a
maioria das espécies toxicas que contém catecois, pertencem ao segundo grupo (MITCHELL,
1990; AGUILAR-ORTIGOZA, 2003, 2004). A maioria dos fendis vegetais nao apresenta
toxicidade para o homem e animais. Entretanto, existem alguns fendis altamente toxicos
armazenados em canais resinosos de certas espécies de anacardidceas, capazes de produzir
dermatites, gastroenterites, anafilaxia ou edema de glote, embora sejam também
potencialmente tteis no tratamento de cancer, doengas virais e cutaneas. Estes fenois toxicos
na familia Anacardiaceae sdo provavelmente um mecanismo de defesa das plantas, ja que sdo
capazes de inibir o crescimento de fungos patogénicos como Alternaria, Fusarium e
Helminthosporium (RIVERO-CRUZ et al., 1997; HARBORNE, 1999). Fenois que inibem o
ataque de insetos e vertebrados herbivoros foram encontrados no género Mangifera
(MITCHEL, 1990). Fenois alergénicos do tipo resorcinol foram encontrados nos frutos de
Anacardium occidentale (cajueiro), Mangifera indica (mangueira) e Schinus terebinthifolius

(aroeira da praia) (STAHL, 1983; MITCHEL, 1990).
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3.3.1.1 Género Schinus

Entre as Anacardiaceas, a espécie selecionada para estudo, Schinus terebinthifolius
Raddi, uma planta exoética invasiva nativa da América do Sul e muito comum em dareas
litoraneas ¢ popularmente conhecida como aroeira vermelha, aroeira da praia ou aroeira
mansa. Schinus molle Lineu e Schinus aroeira Vell, também conhecidas como aroeira mansa
sdo outras espécies sindnimas nesta familia, sendo muito utilizadas na arborizag¢do de ruas e
parques. Seus frutos apresentam sabor picante e sdo utilizados como um tipo de pimenta que a
depender da dose, podem provocar forte irritagdo gastrica (STAHL, 1982) e produzem um
efeito paralizante em péassaros (DOMINGUEZ et al., 1971).

A espécie ¢ representada por arbustos de 2 a 3 metros de altura, recobertos por casca
espessa, com ramos desenvolvidos formando uma copa ovoide, folhas imparimpinadas com
02 a 07 pares de foliolos sésseis, oblongos, agudos e crenados nas margens, flores miudas
amarelas em paniculas axilares e pequenos frutos vermelhos globosos (CORREA, 1974;
BARROSO et al., 1991)

O decocto da entrecasca desta espécie ¢ bastante utilizado em medicina popular, em
processos inflamatorios e infecciosos do trato respiratorio, digestivo e génito-urinario € o
decocto das folhas, no tratamento de lesdes e ulceras de pele e mucosas (BACCHI, 1986 ;
LIMA et al., 2004), embora a ocorréncia de reagdes alérgicas desencadeadas pelo cardanol,
um alquilfenol presente nos frutos e sementes de S. terebinthifolius tenham sido descritas na
literatura (STAHL et al., 1983; SKOPP et al., 1987), como também a presenga de quercetina
nos frutos (DOMINGUEZ et al., 1971).

Muitas das suas propriedades terapéuticas podem ser atribuidas a presenca de varios
constituintes quimicos destacando-se majoritariamente os taninos distribuidos em varios
orgdos da planta, em niveis que variam de 28% nas folhas a 30% nas inflorescéncias
(QUEIRES & RODRIGUES, 1998).

Estudos fitoquimicos iniciais levaram a identificacdo dos triterpenos terebintona e
schinol (KAISTHA & KIER,1962) e da bauerenona, juntamente com o acido terebintifdlico e
o acido galico ( DEPAIVOC & MARSAIOLI, 1974; CAMPELLO & MARSAIOLI, 1975)
isolados dos frutos.

BORIO et al. (1973) verificaram a presenca de 13,9% de taninos, 0,12% de 6leo

essencial, resinas e saponinas na casca de S. terebinthifolius.
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Em 1977 LLOYD et al. isolaram novos componentes dos frutos da espécie, entre eles
o acido ursolico. No 6leo essencial estes autores identificaram a-pineno, 3-pineno, sabineno,
d3-careno, o ¢ P-felandreno, p-cimeno, terpinoleno e na fragdo menos volatil do dleo, B-
cariofileno entre outros componentes.

Outros estudos sobre a composi¢ao quimica do 6leo essencial desta espécie (MALIK
et al.,, 1994), relataram que os terpenos constituiam 92,23% dos compostos presentes,
representados principalmente por a-pineno (43,20%) e a-felandreno (18,85%) .

Andlises do 6leo obtido de folhas e inflorescéncias de espécimes de S. terebinthifolius
cultivadas na India (SINGH et al., 1998), identificaram 41 compostos, sendo que os principais
componentes encontrados foram a-pineno (24,4%), limoneno (11,9%) e p-cimeno (14,3%).

JAMAL & AGUSTA (2001) revelaram a presenca de 47 compostos em 6leo essencial
de folhas da referida espécie, sendo a maioria representada por monoterpenos (68,63%).

Estudos realizados na Florida (VERNIN & PARKANYI, 2003) em oleo essencial de
folhas de espécimes das Ilhas Reunion, levaram a identificacdo de cerca de 96 compostos
compreendendo: 36 hidrocarbonetos (60%), 7 6xidos (3,6%), 9 compostos carbonilados
(1,3%), 11 ésteres (2,0%), 29 alcaloides (13,7%) e 5 compostos diversos (0,7%), destacando-
se entre os hidrocarbonetos limoneno (17,7%), p-cimeno (15,7%), a-pineno (10,4%) e 63-
careno (5,5%).

Estudos realizados com Oleos essenciais obtidos de folhas e frutos de S.
terebinthifolius e S.molle cultivadas no Egito, concluiram que o a-felandreno é o principal
componente nas folhas (39,72%) e nos frutos (23,4%) de S.molle e nas folhas (24,2%) de S.
terebinthifolius, ao passo que elixeno (15,18%), a-pineno (15,01%) e germacreno D (14,31%)
foram identificados como os principais componentes no 6leo dos frutos de S. terebinthifolius
(IBRAHIN et al., 2004).

Estudos desenvolvidos por KASSEM et al. (2004) revelaram a presenga de novos
biflavondides isolados dos frutos de S. terebinthifolius, identificados como agasthisflavona,
robustaflavona e tetrahidrorobustaflavona, além de dois novos ésteres bifenila.

Analise de material obtido de partes aéreas de S. terebinthifolius coletadas em
Salvador e Itaparica e extraido em CO, supercritico (CARDOSO et al., 2004), mostrou que os
acidos anacardicos, precursores dos alquilfendis, foram os principais compostos presentes em
todas as partes da planta, enquanto que para o Oleo essencial, estes autores também
identificaram os compostos &° careno (20,71%), cariofileno (16,09%), a-cubebeno (14,12%),

azuleno (4,27%) e a-pineno (2,31%) como principais constituintes.
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MARTINEZ et al. (1996) em estudos sobre atividade antimicrobiana de plantas
medicinais de Cuba, relataram que entre 12 espécies estudadas, Schinus terebinthifolius foi a
que apresentou o melhor espectro de atividade para a maioria dos microrganismos testados e a
unica espécie que inibiu as bactérias Gram negativas E.coli e P.aeruginosa.

Estudos de atividade antifiungica com 16 plantas brasileiras utilizadas no tratamento de
enfermidades cutaneas (SCHMOURLO et al., 2005) revelaram que as anacardiaceas
Anacardium occidentale, Schinus molle e Schinus terebinthifolius apresentaram boa atividade
contra C.albicans e C.neoformans. Estudos anteriores ja relatavam atividade antimicrobiana
de S. molle e S. terebinthifolius (ROSS et al, 1980; DIKSHIT et al., 1986; GUNDIDZA,
1993; QUIROGA et al., 1993; DE MELO JUNIOR et al., 2002; Lima et al, 2004).

Recentemente QUEIRES et al. (2006) demonstraram efeito antiproliferativo de
polifendis extraidos de folhas de S.terebinthifollius, sobre células de carcinoma prostatico
humano, contribuindo com novos dados sobre atividades antitumorais e antiproliferativas de

polifendis isolados de plantas.

3.3.2 Familia Asteracea

A familia Asteraceae com cerca de 2.000 géneros e aproximadamente 20.000 espécies
distribuidas em 3 subfamilias e 17 tribos, constitue a maior familia botanica e uma grande
fonte de investigacdo de novas drogas medicinais, em que apenas 15% das espécies foram
estudadas. No Brasil estdo aproximadamente 200 géneros representados, na grande maioria,
por espécies herbaceas anuais ou perenes, subarbustivas ou arbustivas, raramente por espécies
arboreas e caracterizam-se por sua inflorescéncia, um conjunto de pequenas flores formando
uma estrutura bésica simples, capaz de gerar grande diversidade. (SHELMLUCK, 1982;
BARROSO et al., 1991; HIND, 1995).

Para LAVABRE (1993), por serem muito adaptaveis e intimamente ligadas a luz, as
asteraceas personificam um equilibrio perfeito entre as forcas etérea e astral traduzidas em
atividade terapéutica extremamente diversificada.

Segundo PROKSCH & RODRIGUEZ (1983), a Asteraceae ¢ uma familia bem
definida em termos morfologicos e quimicos, com a presenga de compostos como alcaldides,
benzofuranos e cromenos entre 0s quais 0s precocenos, compostos que apresentam atividade

biologica, isolados quase exclusivamente em algumas tribos dessa familia, cumarinas,
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flavonoides entre os quais quercetina, apigenina e luteolina, lactonas sesquiterpénicas que
podem ser uteis como marcadores taxondmicos no delineamento de tribos e géneros das
asterdceas e compostos terpénicos (mono, sesqui e triterpenos presentes em todas as tribos e
diterpenos restritos a algumas tribos). E interessante notar que, a atividade inseticida
apresentada por lactonas sesquiterpénicas, provavelmente representa uma maior vantagem de
adaptabilidade das asteraceas ao ataque de microrganismos e insetos herbivoros.

A tribo Eupatoriae que constitui a maior tribo da familia Asteraceae, esta representada
por 16 subtribos, com 170 géneros e cerca de 2.400 espécies distribuidas pelo México,
América Central, Indias Ocidentais e América do Sul. Algumas subtribos compreendem um
grande nuimero de géneros exclusivamente brasileiros e alguns endémicos de regides
montanhosas como ¢ o caso de Acritopappus e Morithamnus que ocorrem na Chapada
Diamantina (KING & ROBINSON, 1987; BREMER, 1994).

As espécies da tribo Eupatorieae sdo ervas ou arbustos em sua maioria, reconhecidas
usualmente por seus capitulos discoides ou inflorescéncias azul-avermelhadas (BREMER,

1994).

3.3.2.1 Género Acritopappus

\

O género Acritopappus pertencente a tribo Eupatorieae, subtribo Ageratinae,
reconhecido como género endémico no Brasil, ¢ encontrado predominantemente em campos
rupestres dos Estados da Bahia e Minas Gerais, cuja maioria das 18 espécies identificadas esta
restrita & Serra do Espinhago, Serra de Jacobina e Chapada Diamantina (KING &
ROBINSON, 1972, 1977, 1980; BAUTISTA et al., 1999, 2000).

Segundo BAUTISTA & HIND (2000), os membros do género Acritopappus sao
facilmente distinguiveis no campo, pelo padrdo de ramificagdo apresentada. O género ¢
caracterizado por arbustos e arvores de até 4,0m de altura com ramos ascendentes, caule em
formato quadrangular ou cilindrico; folhas opostas, pecioladas, coriaceas, lanceoladas
geralmente com 4apice acuminado; pequenas flores rdseas ou lilases, em corimbos ou
paniculas (BARROSO et al.,, 1991). Viarias espécies semelhantes sdo popularmente
conhecidas como cura-facada, sendo mais comum a espécie Acritopappus confertus que

cresce abundantemente nos solos arenosos das encostas mais baixas das montanhas da
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Chapada. As folhas da cura-facada sdao maceradas e utilizadas como cicatrizante em
ferimentos na pele (FUNCH, 2004).

Os ensaios de caracterizacdo fitoquimica do género tiveram inicio em 1980, quando
BOHLMANN et al.(1980b, 1981a, 1982, 1983a) estudaram varias espécies de Acritopappus
do Estado da Bahia. Segundo estes autores, o género Acritopappus € bastante uniforme, com a
presenca de derivados sesquiterpénicos e benzofuranos e de diterpenos de labdano e kolavano
em todas as espécies investigadas.

Estudos sobre constituintes das partes aéreas do 4. confertus levaram ao isolamento de
D germacreno, a-humuleno, bisabolol e cubebol. As fragcdes mais polares continham uma
mistura complexa de mais de 20 diterpenos, a maioria acidos entre os quais o acido
acriconfértico, e também as flavanonas pinocembrina, narigenina e sakuranetina. Das raizes
desta espécie foram isolados D germacreno e humuleno (BOHLMANN et al.1980b).

PROKSCH & RODRIGUEZ (1983) em trabalho de revisdo, apresentaram
identificagdo estrutural de 167 cromenos e benzofuranos em cerca de 170 espécies de
asteraceas, ressaltando o elevado numero de benzofuranos encontrados na tribo Eupatoriecae
entre as quais figura o género Acritopappus .

Em recente trabalho, BARROS et al. (2005) relataram pela primeira vez a presenga de
cumarinas nas raizes de A. confertus.

Estudos sobre a composi¢do quimica do 6leo volatil das folhas de A4.confertus (LIMA
et al.,, 2005) revelaram a predomindncia de monoterpenos representando 81,0% do total,
sendo mirceno o principal componente (52,0%), seguido por - pineno (16,8%) e limoneno
(8,2%)

Estudos fitoquimicos de espécimens de A.micropappus da Chapada Diamantina
(GUEDES, 2004) revelaram a presenga no EH, de sesquiterpenos (canferenol), triterpenos (o
e B- amirina, lupeol, pseudotaraxasterol), esterdides (sitosterol e estigmasterol) e uma lignana
(yateina) que juntamente com o sesquiterpeno canferenol, sdo raros na natureza e foram
relatados em poucas espécies vegetais. Nos oleos volateis dos mesmos espécimens foram
isolados 31 constituintes, sendo 6 monoterpenos, 24 sesquiterpenos € uma cetona.

Andlise fitoquimica de espécimens de A.pintoi coletados na Chapada Diamantina
(SOUZA et al., 2000) levou ao isolamento de sesquiterpenos (espatulenol e epoxi-humuleno)

e de acetofenonas.
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3.3.2.2 Género Lychnophora

O género Lychnophora esta incluido na tribo Vernoniae subtribo Lychnophoreae e
parece estar restrito ao Brasil, com larga distribuicdo de varias espécies desse género como
componentes dos campos, cerrados ou de floras rupestres (BOHLMANN et al., 1980a;
BARROSO et al.,1991).

As Lychnophora sao pequenas arvores de ramos candelabriformes, flores compondo
capitulos compostos, providos de involucro proprio e dispostos na extremidade de ramos
folhosos ou de longos pedunculos (BARROSO et al., 1991)

Algumas espécies, entre as quais L.salicifolia, popularmente conhecidas como arnica,
arnica brasileira ou arnica da serra, sdo freqiientemente utilizadas na forma de preparagdes
alcodlicas ou hidroalcodlicos das folhas e do p6 das raizes, como medicamento analgésico e
antiinflamatorio.

Cerca de 50% das 34 espécies de Lychnophora descritas por ROBINSON (1999)
foram submetidas a estudos quimicos. Estudos fitoquimicos com as espécies L. affins,
L.trichocarpha, L.diamantinana, L.ericoides, L.salicifolia, L.passerina, L. pseudovillosissima,
L.rupestris, L.pinaster, L.markgravii e L.pohlii. demonstraram que o perfil quimico do género
¢ caracterizado basicamente pela ocorréncia de diterpenos, triterpenos, lactonas
sesquiterpénicas, derivados de cariofileno, destacando-se os acidos lychnofdlico e acetil-
lychnof6lico, esteroides e flavonodides (RAFFAUD et al.,, 1978; BOHLMANN et al.,
1980a,1981b, 1983b; LOPES et al., 1991; DA COSTA et al., 1993; BORELLA et al., 1992,
1998; DE OLIVEIRA et al., 1996; SARTORI et al., 2002; SAKAMOTO et al., 2003; GRAEL
et al., 2005 ).

Em 1996, MIGUEL et al. relataram a presenca de atividade antifungica e
antibacteriana na espécie L.salicifolia, atribuida aos acidos lychnofolico e acetil-lychnofélico .

Estudos biomonitorados utilizando extratos de Lychnophora demonstraram atividade
tripanocida para a forma tripomastigota do T.cruzi, atribuida a presenga de lactonas
sesquiterpénicas e do acido lychnofdlico na L.trichocarpha, L.pinaster ¢ L. passerina (DE
OLIVEIRA et al., 1996); do flavondide quercetina e do acido lichnofélico na L. salicifolia
(JORDAO et al., 2004). Estudos farmacolégicos desenvolvidos por BASTOS et al. (1987)
demonstraram atividades antinflamatéria de Lychnophora ericoides.

Efeitos antioxidantes e antiinflamatorios também foram relatados para flavonoides

isolados de L.granmongolense, L.salicifolia, L. ericoides e L. passerina (KANASHIRO et al.,
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2004; CHICARO et al., 2004) e para glucosilflavonas isoladas de L. ericoides (GOBBO-
NETO et al., 2005).

A atividade analgésica observada em L. ericoides e relacionada a presenga de acidos
cafeoilquinicos isolados de extratos polares das raizes desta espécie (DOS SANTOS et al.,

2005), oferece suporte para a validade do uso desta planta na medicina tradicional.

3.3.2.3 Género Mikania

O género Mikania, o maior género da tribo Eupatorieae, possui cerca de 450 espécies
distribuidas em éreas tropicais da Africa, Asia ¢ América (KING & ROBINSON, 1987). No
Brasil ¢ amplamente distribuido, com cerca de 200 espécies descritas (BARROSO et al.,
1991) dos quais menos de 10% foram estudadas. O género ¢ caracterizado por arbustos
rasteiros de galhos lenhosos, nimero fixo de flores por capitulo. Mikania é o género que
apresenta maior variacao de formas de corola na tribo Eupatorieae

Entre as espécies mais estudadas quimicamente, apenas doze foram investigadas
quanto a composi¢ao de seus 6leos essenciais: M. micrantha (NICOLLIER & THOMPSON,
1981), M.amara, M.banisteriae e M. congesta (SILVA ET AL., 1984), M. hirsutissima, M
involucrata, M.laevigata (LIMBERGER et al., 1998), M. burchellii, M. glomerata, M.
micrantha, M. paranaense (LIMBERGER et al., 2001) e Mikania sp nov. (NUNEZ et al.,
2002). Os perfis fitoquimicos obtidos destes oleos indicaram a presenca de monoterpenos €
sesquiterpenos como principais constituintes.

As folhas da espécie M.glomerata, Sprengel, conhecida como guaco, sdo empregadas
em medicina popular, nas formas de infusdo e xarope para o tratamento de doengas
respiratorias (MOURA et al., 2002). A atividade broncodilatadora desta espécie € atribuida a
cumarina, um dos seus principais constituintes e marcador quimico. A produ¢do de cumarinas
em folhas do Guaco ¢ cerca de sete vezes maior do que no caule (PEREIRA et al.,1998).

Além de cumarina, os extratos das folhas de M. glomerata contém derivados do acido
kaurenoico (VENEZIANI & OLIVEIRA, 1999), compostos que também foram isolados na
resina de M. hookeriana (REIS et al., 2003). A grande utilizagdo desta planta, levou a sua
inclusdo na primeira edi¢do da Farmacopéia Brasileira em 1929 (DO AMARAL et al., 2003).

Outros componentes foram isolados desta espécie entre os quais sesquiterpenos

(espatulenol e 6xido cariofileno, D-germacreno, -cariofileno), diterpenos, diversos derivados
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do acido kaurendico, acido o-hidroxicindmico e outras substidncias como estigmasterol,
friedelina, B-sitosterol e lupeol (LIMBERGER et al., 2001). Alguns destes compostos, como
os derivados do acido kaurenoico, apresentaram atividades antimicrobiana e antifiingica
(DAVINO et al., 1989).

Estudos posteriores também verificaram atividades antimicrobianas de diversas
espécies de Mikania (CRUZ et al.; 1996; MONTANARO et al., 1996; FACEY et al., 1999;
HOLETZ et al., 2002; DUARTE et al., 2005).

Estudos para avaliacdo de composicdo quimica e atividade antimicrobiana de extratos
e fragdes de M.laevigata e M.glomerata sobre o crescimento e aderéncia celular de
Streptococcus mutans, indicaram que os compostos biologicamente ativos estdo presentes
principalmente na fragdo hexanica de ambas espécies, apresentando notavel atividade
inibitdria contra S. mutans (YATSUDA et al., 2005).

Em 2002, NUNEZ et al., analisando os 6leos essenciais de caules e folhas de uma
nova espécie de Mikania da Chapada Diamantina, identificaram 13 monoterpenos e 8
sesquiterpenos, sendo o e P-pinenos os principais constituintes. Posteriormente em 2004,
estes autores identificaram 8 4acidos diterpénicos nas folhas da mesma espécie estudada,
colocando-a entre as espécies brasileiras produtoras de acidos diterpénicos como principais
metabolitos.

MENDES et al. (2005) relataram o isolamento de compostos terpénicos no extrato
hexanico das folhas de Mikania aff. jeffreyi, uma nova espécie endémica da Chapada
Diamantina. Entre os terpenos isolados, trés compostos foram descritos pela primeira vez na
literatura, sendo dois diterpenos derivados do acido kaurenoico, predominantes na espécie
estudada e um diterpeno derivado do labdano.

Estudos de o6leos volateis de partes aéreas de Mikania hookeriana, M. hagei ¢ M.
Jjeffreyi coletadas na Chapada Diamantina (REIS et al., 2006) levaram a caracterizagao de 46
terpenos, entre os quais [-selineno, componente majoritdrio em M.hagei, a-pineno ¢ D-
germacreno como principais compostos em M.hookeriana e limoneno, o € B-pineno em
M. jeffreyi. A presenca de diterpenos derivados do 4cido kaurendico em M.hookeriana,
classificou esta espécie como produtora de diterpenos, conforme a maioria das espécies de
Mikania que ocorrem no Brasil.

Estudos em desenvolvimento com o o6leo volatil de partes aéreas de M.nitida
conduziram a identificagdo de terpenos, sendo o sesquiterpeno oxigenado B-sesquifelandreno

0 seu componente majoritario, juntamente com o.-humuleno ( REIS et al, inconcluso).
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3.3.2.4 Género Morithamnus

O género Morithamnus localizado na tribo Eupatorieae € na subtribo Gyptidinae, ¢é
endémico da Chapada Diamantina e compreende apenas as espécies Morithamnus crassus €
Morithamnus ganophyllus. Apresentam-se como arbustos, subarbustos eretos ou pequenas
arvores com talos, folhas e involucros viscidos, folhas opostas ou alternadas, inflorescéncias
em capitulo corimboso, corola rosa ou branca, ductos de resinas ao longo das veias do limbo e
ramificagdes filiformes e papilosas. Este género é facilmente reconhecido por suas folhas
grossas e ramificagdes em forma de candelabro. A espécie M. ganophyllus apresenta algumas
caracteristicas que a diferem de M. crassus tais como: tubos de resinas emparelhados nas
folhas, folhas carnosas, oblaceoladas e viscidas, sendo a inser¢do oposta das folhas, a
diferen¢a mais marcante em relagdo a outra espécie do género (KING & ROBINSON, 1979,
1980; BREMER, 1994; HIND, 1995).

O tnico estudo fitoquimico para o género, realizado por BOHLMANN et al.
(1980) para a espécie M. crassus, relata a presenca de compostos terpénicos e acetofenonas
entre os quais germacreno D, humuleno, cariofileno, silphineno, modepheno, B-isocumeno,
isocumeno, 6-hidroxitremetona, euparina, copaborneol, diterpenos ent-labdanos (acido E-
copalico e acido Z-copalico) e acido acetoxi-angélico.

O primeiro estudo fitoquimico sobre a espécie M.ganophyllus (DA SILVA, 2005)
relata o isolamento em extrato hexanico e diclorometano das folhas, do diterpeno labdanico
acido E-copdlico, das acetofenonas euparina e euparona, da flavona negletina e de seis
flavanonas, entre elas a pinocembrina e duas flavanonas inéditas na literatura. Segundo a
autora, a atividade fungitoxica apresentada por esta espécie foi atribuida a acetofenonas e

flavanonas presentes na espécie estudada.

3.3.3 Familia Burseraceae

A familia Burseraceae ¢ uma fonte conhecida de exudatos e resinas produzidos por
alguns géneros botanicos. Estas resinas, conhecidas como elemi, tem utilizagdo amplamente
difundida na medicina popular, em perfumaria e cosmética, na indistria de vernizes e outros

usos.
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3.3.3.1 Género Protium

Protium, o principal género na familia, muito comum na América do Sul e bastante
representativo na flora da regido Amazonica, ¢ caracterizado por arvores resinosas e
odoriferas de 8 a 15 metros de altura, casca lisa a rugosa, folhas pequenas, coriaceas, verde
brilhante, flores pequenas e esverdeadas, frutos rosados de polpa branca muito apreciada
pelos passaros. A espécie P.heptaphyllum, conhecida como breu branco, almécega do Brasil e
goma-limao ocorre em todo o Brasil, sendo muito comum nas matas da Chapada Diamantina,
especialmente na regido de Lencois. A arvore da almécega produz uma resina avermelhada,
muito aromatica, que ¢ coletada e utilizada como incenso em cerimonias religiosas (FUNCH
et al., 2004). ).

Na medicina popular, gomas e resinas oleosas de varias espécies de Protium sao
utilizadas como analgésico, cicatrizante e antinflamatério (CORREA, 1984).

Existe referéncia sobre a espécie P.altissimum que, juntamente com outros géneros da
regido Amazonica, produziam um O6leo muito utilizado como regenerador celular e
antisséptico no tratamento da pele (RAOUL, 1954; ROSE, 1995).

Estudos farmacologicos utilizando 6leos essenciais de resina de P.heptaphyllum e de
folhas de P. strumosum, P. grandifolium, P. lewellyni e P.hebetatum da regido Amazonica
(SIANI et al., 1999) relataram atividades antiinflamatoria ¢ antitumoral atribuida aos
sesquiterpenos predominantes nos Oleos das folhas (cariofileno e selineno) e aos
monoterpenos (terpinoleno e cimeno) e fenilpropanoides presentes no 6leo da resina.

Estudos iniciais sobre metabdlitos secundarios de P.heptaphyllum e espécies
relacionadas, identificaram a presenca de derivados fenilpropanoides (PERNET, 1972),
monoterpenos (GOTTLIEB et al., 1981; SIANI et al., 1999), lignanas (SIQUEIRA et al.,
1995; SIANI et al., 1998) e triterpenos (MAIA et al., 2000; SUSUNAGA et al., 2001) como
constituintes mais abundantes.

Andlises de constituintes volateis de folhas, tronco e resina de P.heptaphyllum
(ZOGHBI et al., 1995), demonstraram como principais compostos obtidos das folhas [3-
elemeno (22,09%), terpinoleno (15,45%) e PB-cariofileno (11,11%); o principal composto
obtido do tronco foi terpinoleno (40,28%), enquanto que na resina, foram obtidos terpinoleno

(21,8%), e p-cimeno (11,0%). Posteriormente novos constituintes triterpénicos entre os quais



46

maniladiol, breina, oo e B amirinas, foram isolados da resina desta espécie (MAIA et al.,
2000).

Anadlises de o6leos essenciais de seis espécies de Protium da regido AmazoOnia
(RAMOS et al.,, 2000), revelaram a predominancia de constituintes monoterpénicos
caracterizados por p-cimeno, o € - felandreno e a-pineno. Propacina, um composto isolado
do Protium opacum, foi o primeiro cumarinoligndide identificado no género Protium
(ZOGHBI et al., 1981; MARQUES & YOSHIDA, 1990), assim como a 5- metoxipropacina
isolada da espécie P.unifoliatum (MAGALHAES et al., 2006).

Estudos desenvolvidos por ALMEIDA et al. (2002) em tronco, casca e folhas de
P.heptaphyllum, relataram a presenca de lupeol, sitosterol, stigmasterol, propacina e
cleomiscosina A, uma cumarina isolada pela primeira vez, em espécies da familia
Burseraceae, fato relevante para o estabelecimento de marcador quimiotaxondmico.

Analise dos constituintes volateis de folhas e frutos de Protium baianus (SILVA &
CAMARA, 2004) revelou a presenga de mono e sesquiterpenos em ambos os 6leos, sendo

aromadendreno e o.-pineno os compostos mais abundantes.

3.3.4 Familia Guttiferae

Guttiferae ¢ uma familia de plantas tropicais com 40 géneros e cerca de 1200 espécies,
sendo a maioria constituida de arvores ou arbustos lenhosos. As plantas desta familia sao
geralmente caracterizadas pela presenca de latex na maioria de seus tecidos (OLIVEIRA et

al., 1996).

3.3.4.1 Género Clusia

A maioria das plantas floridas entomofilas presenteiam seus polinizadores com alguma
recompensa que quase sempre ¢ uma substidncia energética ou rica em nutrientes, como
polem, néctar ou 6leo. Um pequeno numero de angiospermas, porém, oferece uma resina

desprovida de nutrientes e este fenomeno ¢ limitado a poucos géneros tropicais polinizados
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por abelhas, entre os quais se encontra o género Clusia, cuja maioria das 250 espécies que
ocorrem em regioes tropicais e subtropicais da América do Sul e América Central, secreta
uma resina hidrofobica viscosa, dos tecidos glandulares das flores (BITTRICH & AMARAL,
1997) e um latex produzido em sistema de canais que percorre toda a planta e que forma uma
barreira contra insetos e invasao microbiana, quando os tecidos s@o danificados (LOKVAM et
al., 2000).

O género Clusia ¢ representado por cipds, arbustos e arvores de 1,5m a 9m de altura,
folhas carnosas recurvadas, de coloracao verde escuro brilhante na face superior e verde claro
na face inferior, flores masculinas e femininas branco-esverdeadas, frutos verde alaranjados
com apice negro. Este género se notabiliza pela enorme variedade na morfologia floral
(ENGLER, 1888).

A maioria das espécies de Clusia apresenta flores machos e fémeas em individuos
separados e a transferéncia de pdlem ¢é efetuada por abelhas meliferas especializadas que
usam resinas de Clusia como material de constru¢ao para unir materiais so6lidos como areia,
pelos e gravetos, misturados a ceras endogenas, para construir as paredes de seus ninhos.
Embora pouco se saiba sobre patologias de abelhas silvestres, os ninhos de abelhas meliferas
sdo vulneraveis a patdgenos microbianos que incluem bactérias, fungos e virus.

LOKVAM & BRADDOCK (1999) estudando as resinas de Clusia glandiflora
relataram que as flores macho e fémea desta espécie produzem 500 a 700mg de resina por
flor, constataram a existéncia de atividade contra bactérias Gram-positivas incluindo bactérias
associadas a abelhas meliferas e observaram que as resinas secretadas por flores fémeas
apresentavam maior atividade antibacteriana que as das flores macho. Com isto, constatou-se
uma dupla funcdo para as resinas da Clusia: além de sua utilidade mecanica na construg¢ao do
ninho, a protec¢do contra o ataque de microrganismos patdégenos.

Referéncias de literatura relatam o isolamento de triterpenos e esterois
(MATHUR, 1972; DE ARAUJO et al., 1966), benzofenonas polipreniladas (CERRINI et al.,
1993), bifenilas (SEO et al.,1999; DELLE MONACHE et al., 2002) e quinonas NAGEM et
al., 1993) em espécies do género Clusia.

Investigacdes sobre a quimica de resinas florais de varias espécies de Clusia
(GUSTAFSON et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1996, 1999) e do latex do tronco de Clusia
glandiflora (LOKVAM et al., 2000) revelaram que elas sdo compostas quase exclusivamente
de benzofenonas polipreniladas, substincias que exibem atividade antinflamatoria,

antimicrobiana, antifiungica e antiviral. ALVES et al. (1999) e PICCINELLI et al. (2005)
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relatam atividade anti- HIV para clusianona, 7-epi-clusianona, dihidroxiclusianona, propolona
A e nemorosona, benzofenonas poliisopreniladas isoladas do género Clusia.

Estudos desenvolvidos por PORTO et al. (2000) envolvendo resinas florais e 6leos
estaminais de 11 espécies de Clusia relataram que as resinas das flores macho e fémea nao
divergiam quanto a composi¢do quimica mas diferiam na propor¢do entre os principais
constituintes como acidos graxos e benzofenonas em relagdo aos menores constituintes e que
os 6leos estaminais apresentaram como principais constituintes os acidos oléico, estearico e
palmitico.

Investigacdo sobre a quimica de 6leos volateis de flores de 16 espécies de Clusia
(NOGUEIRA et al., 2001) demonstrou que a composicao desses 6leos contendo derivados de
acidos graxos, isoprenoides, benzenoides, kaureno e acetato de isoamila (responsavel em
parte pelo odor semelhante ao de banana) entre outros componentes, estava relacionada a
posicdo taxondmica das espécies e ao tipo de polinizador observado nas flores.

CRUZ & TEIXEIRA (2004), relataram o isolamento de trés novas benzofenonas
polipreniladas do extrato hexanico de Clusia obdeltifolia, uma espécie que ocorre em areas de
campo rupestre da Chapada Diamantina, Bahia. Em 2005 estes autores isolaram do extrato
hexanico da mesma espécie citada, duas novas benzofenonas polipreniladas.

Estudos recentes desenvolvidos por TEIXEIRA et al. (2006) conduziram ao
isolamento em extrato diclorometanico do tronco de Clusia melchiorii coletada no Parque
Nacional da Chapada Diamantina, de um novo composto da classe de bifenilas, que sdo raros
na familia Clusiaceae e cuja presenca em plantas estd associada ao mecanismo de defesa por
fitoalexinas, além de outros compostos conhecidos (4acido betulinico, friedelina, sitostenona,
estigmastenona e uma mistura de [-sitosterol e estigmasterol). Do extrato hexanico do tronco
de Clusia obdeltifolia, estes autores isolaram um novo tocotrienol, composto que atua como
antioxidante da planta mantendo a integridade de membrana, encontrado principalmente em
células especializadas como as produtoras de latex e cuja presenga foi descrita em poucas

espécies de clusidceas.

3.3.4.2 Género Kielmeyera

Kielmeyera ¢ um género endémico da América do Sul, compreendendo cerca de 180

espécies, com larga ocorréncia nos cerrados brasileiros. O género ¢ representado por arbustos
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a pequenas arvores de até 2,5m de altura, caule castanho vinadceo pouco ramificado, folhas
verdes, coriaceas, flores de pétalas branco esverdeadas com nervura central avermelhada
externamente e frutos castanho-escuros.

Kielmeyera variabilis, uma arvore comumente conhecida no Brasil como malva-do-
campo e pau-santo, ¢ tradicionalmente usada em medicina popular para tratar varias doencas
tropicais incluindo equistossomose, leshmaniose, maléria e infecgdes bacterianas e fingicas
(ALVES et al., 2000).

Estudos iniciais com algumas espécies do género encontradas no cerrado do Planalto
Central ( PERES & NAGEM, 1997) descreveram a presenca de xantonas como principais
constituintes ao passo que, em investigacoes fitoquimicas das espécies K.elata K.reticulata e
K argentea coletadas em restingas da costa da Bahia, s6 foram encontradas cumarinas como
constituintes predominantes (CRUZ et al., 1998a, 1998b, 2002; GRAMACHO et al, 1999) e
na espécie K. lathrophyton coletada em campos rupestres da Chapada Diamantina, foram
encontradas xantonas e fenilcumarinas (CRUZ et al.,2001).

I[INUMA et al. (1996) relataram a presenca de atividade antibacteriana das xantonas da
familia Guttiferae, alfa-mangostin e rubraxantona, contra Staphylococcus resistente a
meticilina (MRSA).

Cortez et al. (1998, 1999, 2002) em estudos com K.coriaceae relataram atividade
antifingica de xantonas e derivados bifenilicos e atividade contra bactérias Gram-positivas de
xantonas e da fenilcumarina aucuparina, isolados de folhas da espécie.Ensaios
biomonitorados também demonstraram atividade bactericida de xantonas isoladas de
K.variabilis contra bactérias Gram-positivas (PINHEIRO et al., 2003) Estudos mais recentes
desenvolvidos por SCIO et al. (2003) relataram a presenca de novas cumarinas bioativas
isoladas da espécie K.albopunctata que apresentaram atividades anticancerigena e
antiparasitaria contra Schistosoma mansoni € Trypanosoma cruzi.

Recentemente, atividades citotoxica, anti-tumoral, antinflamatoria e antifingica foram
descritas por IINUMA et al. (1994) e também foi relatada a sintese de duas xantonas
antibioticas, Cervinomicinas Al e A2, com promissora atividade contra bactérias anaerébicas,
micoplasma e algumas bactérias Gram-positivas (PERES et al., 2000).

Estudos inconclusos sobre a composi¢ao quimica de extratos de caules e folhas de K.
cuspidata (SOBRAL, 2006), conduziram ao isolamento de triterpenos, esterdides e xantonas

no extrato hexanico e de xantonas no extrato metandlico desta espécie.
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3.3.5 Familia Leguminosae

A familia Leguminosae, amplamente distribuida no planeta, possui cerca de 600
géneros e 18.000 espécies e esta dividida em trés sufamilias: Caesalpinoideae, Mimosoideae
Papilionoideae. As plantas desta familia apresentam-se como ervas, sub-arbustos, arbustos,
arvores de pequeno, médio ou grande porte e tem em comum um sistema radicular bem
desenvolvido, com predominancia da raiz principal sobre as ramificagdes (BARROSO et al.,
1991).

A subfamilia Papilionoideae, a maior e mais evoluida entre as leguminosas, esta
representada por 482 géneros e aproximadamente 12.000 espécies, com ampla distribuicao
geografica. Pertencem a esta subfamilia os géneros Arachis (amendoim), Cicer (grao de bico),
Glycine (soja), Lens (lentilha), Phaseolus (feijao), Pisum (ervilha), Vicia (fava), ricos em
Oleos e proteinas. Também sdao encontrados os géneros Mellilotus e Medicago, nos quais se
incluem plantas forrageiras conhecidas como alfafa, Indigofera (anil) Astragalus (goma
arabica), usadas em industria, Machaerium (jacarandd) e Bowdichia (sucupira), que fornecem
madeiras economicamente importantes (JOLY,1977).

Quando comparada a outras familias botanicas, a familia Leguminosae ¢
particularmente rica em flavonoides, metabodlitos secundarios amplamente distribuidos no
reino vegetal e que apresentam grande diversidade estrutural. Em sua maioria sdo pigmentos
responsaveis pela coloragdo de numerosas flores e de alguns frutos, atraindo polinizadores e
favorecendo a reprodugdo da espécie. Também atuam como antioxidantes e inibidores
enzimaticos. Ja os isoflavonoides apresentam uma distribuicdo taxonémica bastante restrita,
estando praticamente limitados a subfamilia Papilionoideae e sao compostos que apresentam
uma variagdo estrutural muito grande. Dos 630 isoflavondides citados na literatura,
provenientes da subfamilia Papilionoideae, cerca de 234 sao isoflavonas (SEIGLER, 1998).

Para todas as agliconas flavonodidicas relatadas em plantas superiores, 28% dos
flavonodides e 95% dos isoflavondides pertencem a familia Leguminosae.

Os rotendides, compostos derivados da isoflavona, fazem parte de um grupo
importante do metabolismo secundario proveniente dos isoflavonoides e ocorrem em plantas
que apresentam isoflavonas. At¢é o momento foram descritos 60 rotendides com atividades
inseticidas e piscicidas. Nos vegetais, uma grande parte dos isoflavonoides comporta-se como
fitoalexinas, substincias produzidas pela planta em resposta a infecgdo por agentes

patogénicos (SIMOES et al., 1999).
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As propriedades biologicas mais importantes dos isoflavondides conhecidas até o
momento, sdo atividade estrogénica das isoflavonas, antifingica e antibacteriana dos
isoflavonoides (fitoalexinas) e as propriedades inseticidas dos rotenodides (SIMOES et al.,

1999).

3.3.5.1 Género Poiretia

O género Poiretia pertencente a subfamilia Papilionoideae compreende espécies de
regides tropicais e subtropicais das Américas. No Brasil ocorrem todas as espécies, algumas
de carater endémico. O género pertence a tribo Aeschynomeneae e a subtribo Poiretiinae € €
constituido por 12 espécies divididas em duas segdes: se¢do Poiretia Vent, constituida pela
espécie Poiretia punctata ¢ a secdo Virgata C. Muller, representada pelas espécies
P.unifoliolata, P.longipes, P.angustifdlia, P.coriifolia, P.marginata, P.crenata, P.tetraphylla,
P.mattogrossensis, P.elegans, P.latifolia e P.bahiana, encontradas principalmente em vales,
encostas de montanhas, planaltos, planicies, e campos naturais (MULLER, 1984). No Brasil,
a espécie P.tetraphylla ¢ usada como tonico estomacal e as folhas da P.latifolia sao usadas no
Rio Grande do Sul como aromatizante de chimarrdo e sua infusdo ¢ considerada afrodisiaca.

A espécie Poiretia bahiana C. Muller, popularmente conhecida como arrudinha,
arruda da serra ou arruda brava, ¢ a unica do gé€nero que apresenta porte arboreo ou
subarboreo, com altura média de 4,0m, caracteristica que a diferencia das demais espécies do
género. Apresenta inflorescéncias amarelas semelhantes as do feijao. As folhas verde-claro de
odor muito forte, com numerosos pontos translicidos visiveis a contraluz, sdo utilizadas
popularmente na forma de inalagdo no combate a sinusite e na forma de cha para o tratamento
de hemorroéidas e dores articulares (FUNCH et al., 2004). Floresce de julho a dezembro e foi
encontrada exclusivamente nos campos rupestres da regido da Serra de Lengdis, na Chapada
Diamantina, no Estado da Bahia, o que sugere ser a espécie endémica da regido (MULLER,
1984).

Estudos realizados com extratos hexanico e metanolico de folhas e galhos de
P.bahiana (ARAUJO, 2002), conduziram & identificagio de 15 metabélitos secundarios: 6
isoflavonas, 2 rotenonas, 2 esterdides identificados como sitosterol e estigmasterol, 2

triterpenos identificados como B-amirina e lupeol no extrato hexanico e a isoflavona D-
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glicopiranosilisoflavona, um composto inédito na literatura, 1 aminoacido identificado como
prolina e 1 ciclitol identificado como 3-O-metilchiroinositol no extrato metanodlico.

Segundo ARAUJO (2002), as isoflavonas identificadas como cabreuvina e
tetrametoxiisoflavona e os rotendides, conhecidos como rotenona e 12a-hidroxirotenona
isolados de P.bahiana, foram responsaveis pela atividade fungitoxica contra o fungo
fitopatogénico Cladosporium sphaerospermum.

A andlise do oleo volatil das partes aéreas apresentou mono e sesquiterpenos como
principais constituintes, sendo a tujenona o componente majoritario (75,33%), seguido por

sabineno (10,32%).

3.3.5.2 Género Zornia

O género Zornia esta incluido na subfamilia Papilionoideae, tribo Aeschynomeneae,
subtribo Poiretiinae e ¢ constituido por cerca de 80 espécies distribuidas em regides tropicais
e subtropicais da América e Europa. Zornia flemmingioides, a espécie selecionada para
estudo, ¢ endémica dos campos rupestres da Chapada Diamantina e apresenta-se como erva
perene ou pequeno subarbusto ereto, foliolos oblanceolados pubescentes a glabros, bracteas
folidceas suborbiculares tingidas de vermelho e flores em espigas terminais (LEWIS, 1987).

Estudos fitoquimicos relataram o isolamento de cumarina em Zornia diphylla
(LOPEZ, 1981) e de esteroides, triterpenos, flavondides e aminoacidos em Zornia gibbosa
(SIDDIQUI et al., 1985, 1986).

Em andlise dos constituintes quimicos de partes aéreas de Zornia flemmingioides
ALMEIDA et al. (2004) relataram o isolamento de benzofenonas, dado relevante para a
quimiossistematica, uma vez que a ocorréncia de benzofenonas na familia Leguminosae s6
havia sido relatada para trés espécies pertencentes a esta familia.

Estudo biomonitorado desenvolvido por PEREIRA et al (2005), detectou atividade
antitricomonas ¢ atividade antimicrobiana contra C.albicans, C. neoformans e S.aureus em

derivados de benzofenonas isoladas de Z. flemmingioides.
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3.3.6 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae, a maior da ordem Myrtiflorae, compreende cerca de 140 géneros
e aproximadamente 3000 espécies divididas em 2 subfamilias, Myrtoideae e
Leptospermoideae, que se distribuem por todos os continentes, exceto na Antartida, com
predominancia nas regides tropicais e sub tropicais da América e Australia.

No Brasil, todos os representantes nativos pertencem a subfamilia Myrtoideae que €
constituida de apenas uma tribo, Myrteae, que se divide em trés subtribos, Eugeniinae,
Myrciinae ¢ Myrtinae (BARROSO et al., 1991). Algumas espécies pertencentes a familia sao
conhecidas por apresentarem frutos comestiveis como a Eugenia uniflora (pitangueira),
Eugenia involucrata (cerejeira), Plinia trunciflora (jabuticaba), largamente utilizadas em
medicina popular como diuréticas, adstringentes, anti-reumaticas e especialmente como
antidiarréicas (CORREA, 1984).

Outras espécies nesta familia como as do género Melaleuca, de origem australiana,
conhecidas como “tea tree” e as do género Eucalyptus, produzem Oleos essenciais de alto
poder germicida (SIANI et al., 2000).

Segundo LAVABRE (1993) “...as plantas e arvores dessa familia t€m um aspecto
nobre e harmonioso, expressando o equilibrio perfeito entre os quatro elementos na
constitui¢do do tipo. As folhas sempre verdes sdo fortes e simples e se abrem para a esfera
superior animal e vegetal num intenso processo floral. O processo de formacdo de agucar
também ¢ forte nessa familia, que produz frutas deliciosas: roma, groselha, goiaba, jabuticaba
etc. A profunda penetracdo do calor tropical nas folhas, flores, na casca e na madeira gera
Oleos etéreos e resinas aromaticas. Finalmente as arvores tém uma madeira muito dura, o que
indica uma relagao saudavel com o elemento terra”.

Na familia Myrtaceae existe uma grande variedade de compostos ativos contra
microrganismos que incluem o6leos essenciais, flavondides (SLOWING et al.,1994;
HERNANDEZ et al.,, 2000; LIS-BALCHIN et al., 2000) e taninos (SCALBERT, 1991,
DIJIPA et al.,2000).
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3.3.6.1 Género Myrcia

O género Myrcia DC pertencente a subtribo Myrciinae ¢ um dos maiores géneros da
familia Myrtaceae, com mais de 300 espécies distribuidas em florestas costeiras e cerrados do
México até o sul do Brasil Apresenta-se como arvoretas ou arvores de até¢ 15m de altura com
galhos de casca acinzentada lisa ou descamando em tiras fibrosas, folhas pecioladas cartaceas
ou coriaceas e inflorescéncias em paniculas axilares. Algumas espécies de Myrcia
destacando-se M.multiflora, conhecida como “pedra-ume-cad,” sdo utilizadas em medicina
popular, na forma de infuso ou decocto (LIMBERGER et al., 2005).

Existem poucos trabalhos sobre a composicdo quimica de espécies de Myrcia. Sobre
M.citriofolia foi relatada a presenca de eucaliptina e de uma flavona metilada (GOTTLIEB et
al., 1972). Estudo com M.multiflora revelou a presenca de flavanonas, mirciacitrina I, II, III,
IV e V, mirciafenonas A ¢ B isoladas de suas folhas, associadas a inibicdo da atividade das
enzimas aldose redutase e alfa-glicosidase, responsaveis pela atividade antidiabética atribuida
a espécie (YOSHIKAWA et al., 1998; MATSUDA et al., 2002).

Estudo sobre a composi¢cdo de 6leos essenciais de M.acuminatissima, M.bombycina,
M. fallax e M.glabra (HENRIQUES et al.,1997), M.bracteata, M.cuprea e M.sylvatica
(ZOGHBI et al., 2003) e M.richardiana, M.arborescens, M.selloi, M.oligantha, M.rostrata,
M.lajeana, M.obtecta, M.pubipetala € M.hatschbachii (LIMBERGER et al., 2004) relataram a
predominancia de mono e sesquiterpenos como principais componentes.

Estudos preliminares sobre a composicdo do dleo volatil de partes aéreas de M.
sphenoides levaram a identificacdo do aldeido (E) 2-hexenal, monoterpenos e sesquiterpenos
entre os quais [-cariofileno, sendo que o componente majoritario foi o a- pineno (88%).

Andlise quimica de constituintes presentes no extrato etandlico de folhas de
M.guianensis conduziu a identificacdo de flavonas C-metiladas, de ocorréncia restrita a
familia Myrtaceae, sendo uma delas inédita. Estudos posteriores conduziram ao isolamento e
determinagdo estrutural de um sesquiterpeno inédito e também ao isolamento do composto
1,2,3,4-tetrahidro-1,1,6-trimetil-4-cetonaftaleno, relatado pela primeira vez como constituinte
de uma planta (FELBERG et al., 2005, 2006). Andlises inconclusas dos constituintes do 6leo
essencial de partes aéreas dessa espécie, conduziram a detec¢do de 45 componentes entre 0s
quais, o-pineno, eucaliptol, trans-pinocarveol, mirtenol, copaeno, santaleno e o6xido de

cariofileno.



55

Anadlises sobre a composicao sazonal de 6leos volateis de folhas, flores e frutos de
M.myrtifolia (MARTINS et al, 2004 a) revelaram a predominancia de a-pineno (61,5 a
90,9%) em todas as amostras analizadas.

Estudos sobre a composicdo do oleo essencial de folhas de M.hiemalis (DE
MARTINS et al, 2004 b) relataram a identificacdo de 26 compostos, sendo B-pineno e [3-
cariofileno os principais componentes.

Estudos com oleos de M.lajeana, M.oligantha e M.rostrata demonstraram atividade

antimicrobiana para S.aureus, S.epidermidis ¢ M.luteus e auséncia de atividade para E.coli e

C.albicans (LIMBERGER et al., 1998).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO E COLETA DE MATERIAL BOTANICO

Dezessete espécies vegetais pertencentes a seis familias botanicas, apresentadas na
Tabela 1, foram investigados sob a forma de extratos, fragdes e oOleos essenciais, com o
objetivo de detectar e avaliar o grau de atividade antimicrobiana destas amostras frente a treze
microrganismos. As plantas investigadas foram coletadas em diferentes regides do Estado da
Bahia, conforme mapa apresentado no Anexo A. Os espécimens de Schinus terebinthifolius
foram coletados na localidade de Amoreiras na Ilha de Itaparica. Os espécimens de
Acritopappus confertus, Acritopappus micropappus, Acritopappus pintoi, Lychnophora
salicifolia, Mikania nitida, Morithamnus ganophyllus, Clusia melchiori, Poiretia bahiana, ¢
Zornia flemmingioides, foram coletadas em diferentes localidades da Chapada Diamantina.
Os espécimens de Protium baianus, Kielmeyera cuspidata, Kielmeyera reticulata, Myrcia
sphenoides, Myrcia guianensis, Myrcia myrtifolia e Myrcia hiemalis foram coletadas na
restinga do Parque Metropolitano do Abaeté, em Salvador. Fotografias de algumas das
espécies investigadas neste trabalho sdo apresentadas no Anexo B. O material botanico foi
identificado pela Profa. Maria Lenise da Silva Guedes, curadora do Herbario Alexandre Leal
Costa, do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), onde as

respectivas exsicatas encontram-se depositadas.
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TABELA 1 - Familias botanicas, espécies selecionadas, partes utilizadas, uso medicinal e
tipo de material obtido para investigacao de atividade antimicrobiana.

FAMILIA/ NOME PARTES USoO MATERIAL
ESPECIES POPULAR UTILIZADAS MEDICINAL OBTIDO
Inflamagdes e
infecgdes do trato
Anacardiaceae Aroeira da praia Partes aéreas respiratorio, digestivoe Oleo essencial

Schinus terebinthifolius

geniturinario, lesdes e
ulceras de pele e
mucosas

Asteraceae

Acritopappus confertus

Acritopappus micropappus

Acritopappus pintoi

Cura-facada

Partes aéreas

Cicatrizagdo de
ferimentos na pele

Extratos Metandlico,
Hexanico e Oleo
essencial

Extratos Metanolico e
Hexanico

Extrato Metandlico

Lychnophora salicifolia

Arnica da serra

Casca, folhas, galhos

Dores e processos
inflamatérios

Extratos Metandlico,
Hexanico,

Metanol/Cloroférmio e

Metanol/Hexano

Mikania nitida

Guaco

Partes aéreas

Doengas respiratorias

Oleo essencial

Morithamnus ganophyllus

Partes aéreas

Extratos
Diclorometano e
Etandlico

Burseraceae

Bréu branco

Partes aéreas, folhas e

Dores, processos
inflamatoérios e

Oleo essencial

. . frutos S
Protium baianus cicatrizagao
Guttiferae Extratos
) L _ Tronco Diclorometano e
Clusia melchiorii - Cloroférmico

Kielmeyera cuspidata

Kielmeyera reticulata

Malva do campo

Caules,folhas

Caules

Infecgdes bacterianas e
fangicas
e doengas tropicais

Extrato Hexanico

Extrato Cloroférmico

Leguminosae

Poiretia bahiana

Arrudinha

Partes aéreas, folhas,

frutos

Sinusites,
hemorrdidas e
dores articulares

Extratos Metandlico,
Hexanico, Fragoes
Metanolica, Hexanica,
Eter etilico ¢ Acetato
de etila da Parti¢do do
Extrato Metanolico e
Oleo essencial

Zornia flemmingioides

Partes aéreas

Extrato Metandlico

Myrtaceae
Mpyrcia sphenoides

Partes aéreas

Myrcia guianensis

Mpyrcia myrtifolia

Myrcia hiemalis

Pedra-ume-caa

Partes aéreas

Diabetes

Oleo essencial
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4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS, FRACOES E OLEOS ESSENCIAIS

A obtencdo dos oleos essenciais, extratos e fragdes foi realizada por equipes de
pesquisa do Grupo de Estudos de Substancias Naturais Organicas (GESNAT) do Instituto de
Quimica da Universidade Federal da Bahia sob a coordenacao dos Professores Dr. Dirceu
Martins e Dr. Frederico Guaré Cruz, segundo metodologias de extragdo e fracionamento

adotadas pelos pesquisadores para estudo fitoquimico das espécies selecionadas.

4.3 PREPARO DO MATERIAL OBTIDO

4.3.1 Extratos e Fracoes

O preparo da solucdo inicial da amostra observou as seguintes propor¢des:10 mg da
amostra foram pesados em balanca analitica, solubilizados em 0,2 mL de Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Vetec) na proporcao de 2% (p/v) (RIOS,1988; MITSHER et al.,1972), com o
auxilio de Tween 80 (Merck) estéril na propor¢ao de 10% (p/v) (ALLEGRINI et al., 1973;
YOUSEF & TAWIL, 1980; VILLAR et al., 1986) e completados com agua destilada estéril,
para obter 1 mL da concentragdo inicial de 10.000 ng/mL. A partir desta concentragdo, foram
efetuadas  diluigdes seriadas ao dobro (1:2) em agua destilada estéril, obtendo-se as

concentragdes de 5000, 2500, 1250, 625, 312, 156, 78 ¢ 39ug/mL.

4.3.2 Oleos Essenciais

Os O6leos essenciais foram testados inicialmente “in natura”. As emulsdes dos 6leos
diluidos foram preparadas em volumes de 2 mL em &gua destilada estéril, com o auxilio de
Tween 80 estéril, na propor¢do de 10% (v/v) em relagdao ao volume de OE (ALLEGRINI et
al., 1973), para obter dilui¢do inicial de 8% ( 0,16 mL de 6leo + 0,016 mL de Tween 80 +

1,82 mL de 4gua destilada estéril). Através das densidades de cada 6leo essencial “in natura”,
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as correlagdes obtidas entre diluigdo inicial e concentragdo em mg/mL sdo apresentadas na
Tabela 2. A partir desta concentragao, foram efetuadas diluigdes seriadas a 1: 2 em agua
destilada estéril, para obtencdo das concentracdes de 4% a 0,06%

TABELA 2 — Correlagdo entre diluicao
e concentracdo em mg/mL de Oleos
essenciais “in natura”.

OLEO ESSENCIAL Diluigdo
8%

Acritopappus confertus 71,00
Mikania nitida 77,00
Mpyrcia sphenoides 78,50
Myrcia guianensis 81,00
Myrcia myrtifolia 69,50
Myrcia hiemalis 74,50
Poiretia bahiana 72,50
Protium baianus 70,50
Schinus terebinthifolius 70,00

4.4 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz, Ministério da
Saude. Foram selecionadas para estudo, seis cepas de bactérias (Escherichia coli ATCC
25922, Proteus mirabilis ATCC 29906, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Salmonella
choleraesuis ATCC 10708, Staphylococcus aureus sensivel a meticilina ATCC 25923
(MSSA), Staphylococcus aureus resistente a meticilina ATCC 33591 (MRSA), e sete cepas
de fungos entre as quais duas cepas de leveduras (Candida albicans ATCC 90028,
Cryptococcus neoformans ATCC 32045) e cinco cepas de fungos filamentosos (Aspergillus
Sfumigatus ATCC, 16913, Cladosporium herbarum ATCC 26362 , Microsporum canis ATCC
32903, Penicillium notatum ATCC 9478, Trichophyton rubrum ATCC 28189).
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4.5 MEIOS DE CULTURA

Foram utilizados nos ensaios biologicos, os seguintes meios de cultura: Agar
Sabouraud Dextrose 4% , Caldo Sabouraud Dextrose 4%, Agar Mueller Hinton, Caldo Muller
Hinton (Difco Laboratories Ltda.) e Caldo Brain Heart Infusion (Oxoid Ltda).

4.6 PREPARO E PADRONIZACAO DE INOCULOS MICROBIANOS

Culturas de bactérias e fungos foram mantidas respectivamente a 4°C em Agar
Mueller Hinton (AMH) e Agar Sabouraud Dextrose 4%(ASD). Antes dos testes as cepas
cultivadas foram repicadas duas vezes consecutivas para os meios mencionados e incubadas a
35° C por 24h para bactérias e C.albicans, 48h para C.neoformans e 28-30° por 7 a 14 dias
para fungos filamentosos. Suspensdes de cada microrganismo foram preparadas pelo método
de inoculagdo direta de colonias de bactérias e de fungos leveduriformes e filamentosos em 10
mL de solucao salina estéril e ajustadas frente ao padrdo 0.5 da Escala McFarland para conter
cerca de 1 a2 x 10® UFC bactérias / mL e 2 a 5 x 10° UFC fungos/mL (NCCLS M2-A7,
2000a; NCCLS M27-A, 1997).

4.7 SCREENING

Os ensaios do screening para verificar a presenca de atividade antimicrobiana nas
amostras frente as cepas selecionadas, foram efetuados em duplicata pelo Método de Difusdo
em Agar, utilizando os extratos e fracdes na concentragdo de 10.000 pg/mL e os Oleos

essenciais nao diluidos.
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4.7.1 Execucao e Leitura do Ensaio

Para cada microrganismo testado, 1 mL de indculo padronizado foi transferido para
placa de Petri 90 x 15mm estéril ¢ misturado homogeneamente com 20 mL de agar fundido a
48°C (AMH para bactérias e ASD para fungos). Apés solidificacdo, cavidades de cerca de
6mm de didmetro foram perfuradas no agar (seis por placa), para as quais foram transferidos
50uL de cada amostra de extrato e fragdo. Para testar os 6leos essenciais frente as cepas de
bactérias, discos de papel de filtro de 6mm de didmetro (CECON/SP) impregnados com 10puL
de 6leos ndo diluidos foram transferidos para a superficie do agar inoculado. Apds 30
minutos 4 temperatura ambiente, as placas foram incubadas a 35°C por 24h para bactérias,
por 48h para leveduras e a 28-30°C por 10-14 dias para fungos filamentosos.
Simultaneamente aos testes, foram realizados controle de viabilidade das cepas microbianas
frente ao solvente e dispersante utilizados, bem como o controle de susceptibilidade das cepas
a agentes antimicrobianos, utilizando Sensibiodisks (CECON/SP) com Cloranfenicol (30ug) e
Gentamicina (10pg) para bactérias Gram-negativas, Oxacilina (1pg) para MSSA,
Vancomicina (30ug) para MRSA e Cetoconazol (50ug) para fungos (NCCLS M2-A7, 2000a;
NCCLS M27-A, 1997).

A leitura das zonas de inibi¢ao foi efetuada com régua de aco inox com precisdo de 0,5
mm ¢ foram utilizados os seguintes pardmetros para a interpretagdo dos resultados obtidos:
diametro < 9mm = inativo; 9-12mm = parcialmente ativo; 12-18mm = ativo; >18mm = muito
ativo (RIOS et al., 1988, LIMA et al., 1993; COLE, 1994; ALVES et al., 2000).

As amostras que apresentaram atividade antimicrobiana no screening, com diametros
de halos de inibicdo iguais ou superiores a 12mm, foram submetidas a ensaios para

determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM ).

4.8 DETERMINACAO DE CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Os ensaios para determinar a CIM foram efetuados pelo Método de Diluicao em Agar
para os extratos nas concentragdes de 5000 a 39 pg/mL; pelo Método de Microdiluigao em

Caldo para fracdes nas concentragdes de 5000 a 39 pg/mL e para oleos essenciais nas
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dilui¢des de 8 a 0,06 %. Devido a quantidades restritas de algumas amostras e limitagcdes de
metodologia para determinagdo de CIM para fungos filamentosos por Microdiluicdo em
Caldo, este método foi utilizado na determinacdo de CIM de fragdes e 6leos essenciais apenas

para bactérias e leveduras.

4.8.1 Concentracio Inibitéria Minima pelo Método de Diluicio em Agar

4.8.1.1 Preparo dos Inodculos Microbianos

As suspensdes bacterianas previamente padronizadas pelo padrao 0.5 da Escala de
McFarland, contendo cerca de 1 a 2 x 10® ufc/mL, foram diluidas a 1:10 em solucao salina
estéril, para obter a concentragdo de 1 a 2 x 107 ufc/mL. As suspensdes de leveduras e fungos
filamentosos foram utilizadas nas concentracdes obtidas apds padronizagdo, contendo cerca
de 1 a 5 x 10° ufc/mL. Para obter a concentragdo final do inéculo exigida para o método de
dilui¢do em agar, contendo cerca de 10* ufc, foram utilizados 1puL das suspensdes bacterianas
e 10uL das suspensdes de fungos e leveduras (NCCLS M7-AS, 2000b; NCCLS M27-A,
1997).

4.8.1.2 Execugao e Leitura do Ensaio

Os extratos vegetais foram preparados na concentracdo de 50.000 ug/mL, dez vezes a
concentragdo inicial definida para ensaio, mantendo-se as proporcoes estabelecidas de 2 %
(p/v) de solvente e 10% (p/v) de dispersante. A partir desta concentra¢do foram efetuadas
dilui¢des seriadas ao dobro (1:2) e 1 mL de cada dilui¢do da amostra foi transferido para 9mL
de AMH e/ou ASD (diluigdo 1:10), homogeneizado e distribuido em placas 60x15 mm
estéreis. Apo6s solidificagdo do meio, aliquotas de 1uL das suspensdes bacterianas ¢ 10uL das
suspensoes de fungos e leveduras foram transferidas para a superficie do agar. Apos 30

minutos a temperatura ambiente para absor¢do do indculo pelo agar, as placas foram
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invertidas e incubadas nas temperaturas e tempos especificados anteriormente. Controles de
esterilidade dos meios, viabilidade dos microrganismos ¢ inibi¢do de atividade
antimicrobiana, foram efetuados simultineamente utilizando Vancomicina nas concentragoes
de 512 a 4ug/mL para as espécies de estafilococos e Cetoconazol nas concentragdes de 8 a
0,06pg/mL para leveduras e fungos filamentosos . A leitura dos ensaios considerou como
concentragdo inibitdéria minima, a menor concentracdo da amostra que produziu inibi¢ao
visivel do crescimento microbiano em estudo (NCCLS M7-A5, 2000b; NCCLS M27-A,
1997).

4.8.2Concentracao Inibitoria Minima pelo Método de Microdilui¢cdo em Caldo

4.8.2.1 Preparo dos Indculos Microbianos

As suspensdes bacterianas previamente padronizadas pelo padrao 0.5 da Escala de
McFarland, contendo cerca de 1 a 2 x 10® ufc/mL, foram diluidas a 1:10 em solucao salina
estéril, obtendo-se a concentra¢do de 1 a 2 x 10’ ufc/mL. Para obter a concentracdo final do
inbculo de bactérias exigida para o método, 5x10* ufc/cavidade, foram utilizados 5SuL
(NCCLS M7-A5, 2000). As suspensdes de leveduras nas concentragdes obtidas apos
padronizagdo, contendo cerca de 1 a 5 x 10° ufc/mL, foram diluidas em Caldo Sabouraud
Dextrose a 1:50 e, em seguida a 1:20, obtendo-se a concentragcdo de 1 a 5x10° ufe/mL. Para
obter a concentragio final do indculo de leveduras exigida para o método, 0.5 a 2.5x10°

ufc/cavidade, foram utilizados 100uL. (NCCLS M27-A, 1997).

4.8.2.2 Execucao e Leitura do Ensaio

Este método utilizou pequenos volumes de meio e amostra, distribuidos em cavidades
de microplacas estéreis. As amostras ensaiadas foram preparadas em concentragdo dobrada
(16% para Oleos essenciais e 10.000pug/mL para fracdes) em relacdo a concentracdo inicial
definida e volumes de 100uL foram diluidas seriadamente com auxilio de micropipetas a 1:2

em Caldo Muller Hinton para os ensaios com bactérias e Caldo Sabouraud Dextrose para os
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ensaios com leveduras até as concentracdes de 39ug/mL para fragcdes e de 0,06pg/mL para
6leos essenciais. Em cada cavidade contendo 100uL de amostra foram inoculados SuL de
suspensao bacteriana e100uL de suspensdo de leveduras previamente padronizadas. Controles
negativos com os meios de cultura, controles positivos (meio + inoculo) e controles de
inibi¢do utilizando antimicrobianos em concentragdes de 8 a 0,06pg/mL foram incluidos nos
ensaios. As microplacas foram cobertas com filme de PVC e incubadas a 35°C por 16 a 20
horas para bactérias Gram-negativas, 24 horas para Staphylococcus , 48 horas para C.albicans
e 72 horas para C.neoformans.

Para evidenciar a CIM das amostras frente as bactérias testadas, foi preparada uma
solugdo indicadora de Resazurina Sddica (Sigma) em agua destilada estéril na concentragao
de 0,01% (p/v). Apds o tempo de incubacdo, foram dispensados 20uL da solugdo indicadora
em cada cavidade e as placas foram reincubadas por cerca de 3 horas. A mudanca de
coloragdo azul para rosa indicativa de redu¢do da resazurina devido a presenga de crescimento
bacteriano (MANN & MARKHAM, 1998; PALOMINO et al., 2002), auxiliou a visualiza¢ao
da CIM, definida pela menor concentragdo da amostra que inibiu o crescimento microbiano,
evidenciada pela cor azul do indicador utilizado. A leitura da CIM frente as leveduras
selecionadas, foi efetuada com auxilio de lupa, para melhor visualizagdo da menor
concentragdo da amostra que inibiu o crescimento microbiano, evidenciada pela auséncia de

turvagdo visivel.

4.9 DETERMINACAO DE TEMPO DE MORTE BACTERIANA

Para avaliar o tempo de morte bacteriana de amostras que apresentaram CIM
significativa, o extrato metandlico e a fracdo éter-etilico de P.hahiana foram ensaiados frente
a MRSA, o ¢6leo essencial de P.bahiana foi ensaiado frente a MRSA e E.coli , o 6leo de S.
terebinthifolius foi ensaiado frente a MRSA, E.coli e P.aeruginosa e o 6leo de M.sphenoides
frente a MRSA. As amostras foram testadas em concentragdes equivalentes a duas vezes a
CIM para bactérias Gram-positivas e quatro vezes a CIM para bactérias Gram-negativas. O
extrato metanolico ¢ a fragdo éter- etilico de P.bahiana foram ensaiados inicialmente em
concentragdes equivalentes a duas vezes a CIM, apresentando resultados inefetivos, e por isso

foram novamente testadas em concentragdes equivalentes a quatro vezes a CIM.
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4.9.1 Preparo dos Inoculos Microbianos

Suspensdes de microrganismos foram preparadas individualmente por inoculagdo
direta de colonias de culturas de 24h em SmL de Caldo BHI e incubadas a 37°C durante 18h.
Diluigdo posterior foi efetuada por inoculagao de 50uL da suspensdao em 30 mL de Caldo
Muller Hinton e incubada durante l1h a 37°C, para assegurar que os microrganismos

estivessem em fase logaritmica de crescimento. As concentracdes finais situaram-se na faixa

de 10%a 10’ UFC/mL.

4.9.2 Execucao e Leitura dos Ensaios

As amostras foram preparadas em concentracdes dobradas em relacdo as concentragdes
selecionadas para os ensaios e colocadas em contato com os indculos microbianos na
proporcio de 1:1, para alcangar a concentragdo final desejada e incubados a 37°C durante todo
o tempo de execugdo dos ensaios. Os ensaios-controle foram realizados com agua destilada
estéril e tween 80. Imediatamente apds o contato (T0), aliquotas de 0,1mL do controle, foram
diluidas seriadamente em 0,9mL de solucdo salina estéril e 0,1 de cada dilui¢do foi plaqueado
em duplicata, pelo método de pourplate, em 20mL de Agar Muller Hinton e incubados a
37°C/24h. Apos 2h (T2), 4h (T4), 6h (T6), 8h (T8), 10h (T10) ¢ 24h (T24) de contato, repetiu-
se o procedimento de dilui¢do, plaqueamento e incubag¢do para controle ¢ amostras. A
contagem de coldnias foi efetuada em contador de colonias, para obtencao do niumero médio
de microrganismos sobreviventes expressos em UFC/mL, calculo dos percentuais de redugao
microbiana e constru¢do das curvas de morte bacteriana representativas do numero de

microrganismos vidveis versus tempo de contato com as amostras investigadas.

4.10 ELETROFORESE DE PROTEINAS BACTERIANAS

Em vista dos resultados obtidos na determina¢do do tempo de morte bacteriana e para

investigar a possivel liberacdo de componentes celulares protéicos pela acdo dos OE sobre
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alguns dos microrganismos testados, foram realizados ensaios de eletroforese de
sobrenadantes apos tratamento de MRSA com os oOleos de P.bahiana , M.sphenoides ¢
S.terebinthifolius, de E.coli com os 6leos de P.bahiana e S.terebinthifolius e de P.aeruginosa,
com o O6leo de S.terebinthifolius. Os Oleos essenciais foram testados nas concentragdes
equivalentes a duas vezes a CIM para MRSA e quatro vezes a CIM para E.coli e

P.aeruginosa.

4.10.1 Preparo das Suspensdes Microbianas

Para cada microrganismo-teste, inoculo de 2% de cultura de 16-20h em caldo BHI foi
utilizado para iniciar crescimento em 30 mL de Caldo Muller Hinton a 37°C, sob agitagdo de
200rpm durante 18h, para obter suspensdes de microrganismos na fase estaciondria de
crescimento. As suspensdes foram centrifugadas a 3000g a 4°C durante 10 minutos, lavadas e

ressuspensas em agua ultra pura estéril.

4.10.2 Execucdo ¢ Leitura do Ensaio

As amostras dos 0leos essenciais foram preparadas em agua ultra-pura estéril e tween
80 conforme descrito em 4.3.2, no dobro das concentragdes selecionadas, em volumes de
2mL, colocadas em contato com igual volume de suspensdo bacteriana e incubados a 37°C
por periodo de duas horas. Os ensaios-controle para cada microrganismo, foram realizados
com agua ultra-pura e tween 80. Apos 60, 90 e 120 minutos de contato, aliquotas de 1mL de
controle e amostra foram transferidas separadamente para tubos Eppendorf estéreis e
centrifugadas a 10.000g durante 5 minutos. O volume de 500 pL do sobrenadante de amostra
e controle foi transferido separadamente para igual volume de acetona PA e incubados a 4°C,
por periodo de 16-20h, para precipitagdo de proteinas. Os precipitados obtidos foram levados
a aquecimento em banho-maria a 70°C por 20 minutos e corados com Comassie Blue
(Sigma). Aliquotas de 25uL de amostras, controles e do Padrdo de Peso Molecular de
Proteinas (Sigma) foram submetidas a eletroforese pela técnica em Gel de Acrilamida-

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE) (HELANDER et al., 1998; USP 24, 2000).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SCREENING

Os resultados do screening de atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
agar, das amostras representadas por extratos, fracdes e Oleos essenciais das 17 espécies
estudadas e dos controles de suscetibilidades dos microrganismos a agentes antimicrobianos,

estdo registrados nas Tabelas 3 a 8 e Figuras 1 a 20.

5.1.1 Familia Anacardiaceae

5.1.1.1 Género Schinus

O o6leo essencial da espécie estudada, S. terebinthifolius, revelou atividade inibitoria
sobre o crescimento de todos os microrganismos testados (Figuras 1 a 11), onde os halos de
inibi¢do apresentaram um intervalo de 12,2 a 44,0 mm de didmetro (Tabela 3). As espécies
C.neoformans e T.rubrum (Figura 11) foram as mais sensiveis ao referido 6leo essencial,

enquanto que, P.aeruginosa (Figura 4) foi a espécie mais resistente.



68

Tabela3 — Meédia dos diametros (n=2) de halos de inibicdo (mm) do oOleo essencial da
Familia Anacardiaceae e de padrdes antimicrobianos testados frente a treze
microrganismos.

AMOSTRA
E
PADROES

MICRORGANISMOS

E.coli

S.choletraesuis

P.aeruginosa

P.mirabilis

MSSA

MRSA

C.albicans

C.neoformans

A.fumigatus

P.notatum

C.herbarum

M.canis

T.rubrum

Schinus terebinthifolius

22,5

23,2

12,2

16,0

28,0

20,5

21,0

44,0

27,2

25,0

19,5

3L5

42,0

Cloranfenicol 30pug

21,0

18,0

19,0

17,0

Gentamicina 10pg

15,0

16,0

19,0

20,0

Oxacilina 1pg

17,0

Vancomicina 30ug

Cetoconazol 50pug

23,0

27,0

21,0

20,0

23,0

22,0

20,0

Figura 1 — Atividade antimicrobiana de 4.confertus OE (1), P. bahiana
OE folhas (2), P. bahiana OE frutos (3), S. terebinthifolius (4), P.
baianus (5) e Gentamicina 10ug (6) frente a E. coli.



Figura 2 — Atividade antimicrobiana de A.confertus OE (1), P.
bahiana OE folhas (2), P. bahiana OE frutos (3), S. terebinthifolius
(4), P. baianus (5) e Gentamicina 10ug (6) frente a S. choleraesuis.

Figura 3 — Atividade antimicrobiana de A.confertus OE (1), P.
bahiana OE folhas (2), P. bahiana OE frutos (3), S. terebinthifolius
(4), P. baianus (5) e Gentamicina 10pg (6) frente a P. mirabilis.
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Figura 4 — Atividade antimicrobiana de A.confertus OE (1), P. bahiana
OE folhas (2), P. bahiana OE frutos (3), S. terebinthifolius (4), P.

baianus (5) e Gentamicina 10ug (6) frente a P. aeruginosa.

Figura 5 — Atividade antimicrobiana de P. bahiana OE folhas (1), P.
bahiana OE frutos (2), S. terebinthifolius (3), P. baianus (4) e Oxacilina
1ug (5) e M.nitida (6) frente a MSSA.
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Figura 6 —Atividade antimicrobiana de P. bahiana OE folhas (1), P.
bahiana OE frutos (2), S. terebinthifolius (3), P. baianus (4), M. nitida
(5) e Vancomicina 30ug (6) frente a MRSA.

Figura 7 — Atividade antimicrobiana de S. terebinthifolius OE (1), M.
nitida OE (2), P.bahiana FEE (3) e P. baianus (4) frente a A.
fumigatus.
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Figura 8 — Atividade antimicrobiana de S. terebinthifolius OE (1), M.
nitida OE (2), P. baianus (3) e P.bahiana FEE (4) frente a P. notatum.

Figura 9 — Atividade antimicrobiana de S. ferebinthifolius OE (1), M.
nitida OE (2), P.baianus (3) e P.bahiana OE folhas frente a C.herbarum.



Figura 10 — Atividade antimicrobiana de S. ferebinthifolius OE (1), M.
nitida OE (2), P. baianus (3) frente a M. canis

Figura 11 — Atividade antimicrobiana de S. terebinthifolius OE (1), M. nitida
OE (2), P. baianus (3) frente a T. rubrum
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5.1.2 Familia Asteraceae

5.1.2.1 Género Acritopappus

O EM da espécie A.confertus s6 apresentou atividade parcial para C.albicans,
enquanto o EH produziu atividade inibitoria sobre C. albicans e sobre C. neoformans, M.
canis e T.rubrum (Tabela 4). O OE desta espécie apresentou atividade para as duas cepas de
S.aureus testadas e para C. albicans, M. canis e T.rubrum (Tabela 4; Figura 14); o EM da
espécie A. micropappus nao inibiu nenhum dos microrganismos ensaiados, ao passo que o EH
mostrou-se ativo para Staphylococcus (Tabela 4; Figuras 12 e 13), C.albicans e T.rubrum; o
EM da espécie A.pintoi apresentou atividade para as cepas de Staphylococcus (Tabela 4;

Figuras 12 e 13) e T.rubrum.

5.1.2.2 Género Lychnophora

O EH da casca de L.salicifolia ndo apresentou atividade antimicrobiana; os EH e EMC
das folhas da espécie, apresentaram atividade parcial para E.coli e Staphylococcus; os EM e
EMH de folhas e o EM dos galhos apresentaram atividade parcial apenas para as cepas de

S.aureus (Tabela 4).

5.1.2.3 Género Mikania

O OE de M. nitida mostrou-se inativo para as bactérias ensaiadas e para P.notatum e
C. herbarum (Tabela 4) e apresentou atividade inibitéria sobre o crescimento de

C.neoformans, A fumigatus (Figura 7), M. canis (Figura 10) e T.rubrum (Figura 11).



5.1.2.4 Género Morithamnus
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O ED da espécie M.ganophyllus mostrou-se ativo contra as cepas de S.aureus (Tabela

4; Figuras 12 e 13), C. albicans, M. canis ¢ T.rubrum, enquanto o seu EE apresentou inibi¢ao

apenas para C. albicans.

Tabela 4 — Média dos diametros (n=2) de halos de inibi¢do (mm) de amostras da Familia

Asteraceae e de padrdes antimicrobianos testados frente a treze microrganismos.

MICRORGANISMOS
AMOSTRAS . )
£ < | 3|8 s la Bl B8 E]e 8
PADROES S| §| % | S| 8| &8 | 2| & F| &2 5] 3
X :: s 3 = | = | 3 S| & S = 3
3 % & h
Acritopappus confertus EM SI SI SI SI SI SI | 10,5 | SI SI SI ST SI SI
Acritopappus confertus EH st | st | st | st | st | st |122]|130]| st | st | sI |138] 125
Acritopappus confertus OE Sl S Sl SI | 122 | 120 | 145 | sI Sl S SI | 130 | 155
Acritopappus micropappus EM st | st | st | st | st | st | st | st | st | st | st | st| osI
Acritopappus micropappus EH SI SI SI SI | 128 | 138 | 122 | sI SI SI SI SI | 12,8
Acritopappus pintoi EM st | st | st | st |125 122 st | st | st | st | st | s |125
Lychnophora salicifolia EH folhas | 115 | gp SI SI | 98 | 100 | sI SI SI SI SI SI SI
Lychnophora salicifolia EM folhas | g1 | g1 | 1 | s | 100 | 98 | SI | SI | sI | SI | SI | SI | SI
Lychnophora salicifolia EMH folhas | g SI SI SI | 102 | 10,0 | SI SI SI SI SI SI SI
Lychnophora salicifolia EMC folhas | 130 | g1 | st | st | 100 | 100 | st | st | st | st | st | st | sI
Lychnophora salicifolia EH casca Sl | st | st | st | sI | sI st | st | sI sl | sI st | sI
Lychnophora salicifolia EM galhos | g SI SI SI | 10,5 | 10,0 | sI SI SI SI SI SI SI
Mikania nitida OE SI SI SI SI SI SI SI | 150 | 140 | sI SI | 12,0 | 135
Morithamnus ganophyllus ED St | st | st | st | 160 | 152 | 125 | St | SI | SI | SI | 158 | 175
Morithamnus ganophyllus EE SI SI SI ST SI SI 12,0 ST SI SI SI SI SI
Cloranfenicol 30pg 21,0 | 18,0 | 19,0 | 17,0
Gentamicina 10pg 150 | 16,0 | 19,0 | 20,0
Oxacilina 1pg 17,0
Vancomicina 30pg 19,0
Cetoconazol 50ug 23,0 | 27,0 | 21,0 | 20,0 | 23,0 | 22,0 | 20,0

EC= Extrato Cloroférmico; ED= Extrato Diclorometano; EE = Extrato Etanolico; EH= Extrato Hexanico; EM= Extrato

Metanélico; EMC= Extrato Metanol/Cloroférmio; EMH= Extrato Metanol/Hexano; OE= Oleo Essencial; SI=Sem Inibi¢&o
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Figura 12 — Atividade antimicrobiana de A. pintoi EM (1), A.
micropappus EH (2), A.confertus EM (3), A.confertus EH (4),
M.ganophyllius ED (5), P. bahiana EM (6) e Z. flemmingioides EM (7)
frente a MSSA.

Figura 13 — Atividade antimicrobiana de 4. pintoi EM (1), A. micropappus
EH (2), A.confertus EM (3), A.confertus EH (4), M.ganophyllius ED (5),
P.bahiana EM (6) e Z. flemmingioides EM (7) frente a MRSA.
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Figura 14 — Atividade antimicrobiana de A.confertus OE frente a C.albicans (1), M. canis (2) e T.
rubrum (3).

5.1.3 Familia Burseraceae

5.1.3.1 Género Protium

O OE da espécie estudada, Protium baianus, mostrou-se inativo para MRSA,
P.notatum e C.herbarum; parcialmente ativo para E.coli (Tabela 5; Figura 1) e MSSA (Figura
5) e apresentou atividade para C.albicans, C. neoformans, A fumigatus (Figura 7), M. canis

(Figura 10) e T.rubrum (Figura 11)
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Tabela 5 — Média dos didmetros (n=2) de halos de inibi¢do (mm) do o6leo essencial da
Familia Burseraceae e de padrdes antimicrobianos testados frente a treze
microrganismos.

MICRORGANISMOS
AMOSTRA - < .
S > ) “ s S g
E . @ S = s N = g s @2 3
) s | 8§/ 8| &5 8| 8| 5| 8| 5§| 8| &8
PADROES S | 3 S| | 2| | 5| €| 8§ s | % g | $
5 | 3| §| §8|=2|F | 3| % &| 3| 8| =&
T | 3| « S| | 3| |3 =
g |~ S | T
Protium baianus 1,0 | st | st | st | 95 | 80 | 160 | 21,0 | 190 | SI | SI | 19,5 | 31,0
Cloranfenicol 30p,g 21,0 18,0 19.0 17.0
Gentamicina IOpg 15,0 16,0 19,0 20,0
Oxacilina 1pg 17,0
Vancomicina 30pg 19.0
Cetoconazol 50pg 23,0 | 27,0 | 21,0 | 20,0 | 23,0 | 22,0 | 20,0

SI = Sem Inibigao

5.1.4 Familia Guttiferae

5.1.4.1 Género Clusia

O ED da espécie C.melchiorii apresentou atividade parcial para as cepas de

Staphylococcus e C.albicans, mostrando-se inativo para os demais microrganismos (Tabela

6); o EC da espécie apresentou atividade parcial apenas para as cepas de Staphylococcus.

5.1.4.2 Género Kielmeyera

Os EH de folhas e caules de K.cuspidata apresentaram o mesmo perfil de atividade

(Tabela 6), sendo ativos para Staphylococcus (Figuras 15 e 16) e parcialmente ativos para

C.albicans, enquanto o EC da espécie K.reticulata mostrou-se parcialmente ativo para os

Staphylococcus testados.



79

Tabela 6 — Média dos diametros (n=2) de halos de inibi¢ado (mm) de amostras da Familia
Guttiferae e de padrdes antimicrobianos testados frente a treze microrganismos.

MICRORGANISMOS
AMOSTRAS 2 | e | . <
g 2 2 @ =
E < | §| S| S| < | <« | §| 5| S| 5|z e s
S i3 ) ] v %) R 5 .20 S S g £
. T T T I~ B - -~ O~ A I O B B~
PADROES | S| 8| E|=|= |3 S| & 5|2 =&
S S A O = g & &
2 - & =~
%}
Clusia melchiorii ED st | st | st | st |11,8 11,0105 st | st | st | st | SI | SI
Clusia melchiorii EC st | st | st | st |112]|11,0| st | st | st | st | st | st | s
Kielmeyera cuspidata EH folhas ST SI ST SI 13,0 | 13,5 | 10,5 SI SI SI SI SI ST
Kielmeyera cuspidata EH caule | g | sp | st | st | 12,8 13,0100 st | st | st | st | s1 | sI
Kielmeyera reticulata EC St | st | st | st |112]102| st | st | st | st | st | st | sI
Cloranfenicol 30ug 21,0 | 18,0 | 19,0 | 17,0
Gentamicina 10pg 15,0 | 16,0 | 19,0 | 20,0
Oxacilina 1pg 17,0
Vancomicina 30pg 19,0
Cetoconazol 50ug 23,0 | 27,0 | 21,0 | 20,0 | 23,0 | 22,0 | 20,0

EC= Extrato Cloroférmico; ED= Extrato Diclorometano; EH= Extrato Hexanico; SI=Sem Inibic¢do



Figura 15 — Atividade antimicrobiana de K. cuspidata EH folhas (1), K.
cuspidata EH caule (2) frente a MSSA.

Figura 16 — Atividade antimicrobiana de K. cuspidata EH folhas (1), K.
cuspidata EH caule (2) frente a MRSA
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5.1.5 Familia Leguminosae

5.1.5.1 Género Poiretia

A espécie P.bahiana apresentou diferentes perfis de atividade em funcdo do material
obtido, apresentados na Tabela 7: o EM apresentou atividade inibitdria para Staphylococcus,
(Figuras 12 e 13), C.albicans e C.neoformans enquanto que, o EH apresentou atividade
parcial apenas para C.albicans, as FM e FH nao apresentaram atividade inibitoria; a FEE
mostrou-se inativa para bactérias Gram-negativas e para C.herbarum e apresentou atividade
para os demais microrganismos; a FAE apresentou atividade para os Staphylococcus e
C.albicans. A mais ampla atividade inibitoria desta espécie foi observada nos OE de folhas e
de frutos : estes Oleos mostraram-se parcialmente ativos para S.choleraesuis (Figura 2) e
inativos para P.aeruginosa (Figura 4), A.fumigatus e P.notatum e; o OE de folhas mostrou
atividade contra E.coli (Figura 1), P.mirabilis (Figura 3), Staphylococcus, (Figuras5 e 6), C.
albicans, C.neoformans, C.herbarum, M. canis ¢ T.rubrum ao passo que, o OE de frutos
mostrou-se parcialmente ativo para FE.coli, P.mirabilis e Staphylococcus ¢ apresentou

atividade para os demais microrganismos.

5.1.5.2 Género Zornia

O EM de Zornia flemmingioides apresentou atividade apenas para as cepas de Staphylococcus

(Tabela 7; Figuras 12 e 13).
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Tabela 7— Média dos diametros (n=2) de halos de inibicdo (mm) de amostras da Familia
Leguminosae e de padrdes antimicrobianos testados frente a treze microrganismos.

MICRORGANISMOS
AMOSTRAS 2 .
3 S 5| % E| g &g | S| &S| TS
PADROES I g s 28 8| % & S 5| S 5
S| 8| S| 23| LS =
3 L S | T
Poiretia bahiana EM SI | st | st | sI [202]195|120|142 | s1 | s1 | s | s1 | sI
Poiretia bahiana EH SI | st | st | st | st | st |11,0| st | ST | st | st | s1 | sI
Poiretia bahiana FM SI | st | sI | St | sI | ST | SI | SI | SI | SI | SI | sI | sI
Poiretia bahiana FEE SI | SI | SI | SI |21,0]205]145]220]135]|125| SI |13,0 | 145
Poiretia bahiana FAE SI | st | st | sI [162| 148|140 | ST | ST | ST | sI | sI | sI
Poiretia bahiana FH SI | st | st | st | st | st | st | st | st | st | st | s1| sl
Poiretia bahiana OE folhas 14,0 [ 11,0 | ST | 12,0 | 12,0 | 13,0 | 16,0 | 190 | SI | SI | 13,0 | 33,0 | 24,0
Poiretia bahiana OE frutos 11,5 [ 10,0 | SI | 11,0 | 10,0 | 10,0 | 14,0 | 140 | SI | SI | 12,0 | 19,0 | 16,0
Zornia flemmingioides EM SI | st | st | sI |128|135| ST | SI | SI | SI | SI | SI | SI
Cloranfenicol 30pug 21,0 | 18,0 | 19,0 | 17,0
Gentamicina 10pg 15,0 | 16,0 | 19,0 | 20,0
Oxacilina 1pg 17,0
Vancomicina 30ug 19,0
Cetoconazol 50pg 23,0 | 27,0 | 21,0 | 20,0 | 23,0 | 22,0 | 20,0

EH=Extrato Hexanico; EM= Extrato Metanolico; FM= Fracao Metandlica da Particdo do Extrato Metanolico;

FEE=Fracio Eter Etilico da Parti¢io do Extrato Metanolico; FAE= Fragdo Acetato de Etila da Parti¢io do Extrato

Metanoélico; FH= Frag¢do Hexanica da Particdo do Extrato Metanélico; OE= Oleo Essencial; SI= Sem Inibi¢do.

5.1.6 Familia Myrtaceae

5.1.6.1 Género Myrcia

Os OEs das quatro espécies de Myrcia estudadas, M.sphenoides, M.guianensis,

M.myrtifolia e M.hiemalis apresentaram perfis inibitorios semelhantes: auséncia de inibicao

para bactérias Gram-negativas, C.albicans (exceto M.myrtifolia, a inica das quatro espécies a

apresentar inibi¢do para esta levedura), P.notatum e C.herbarum; todas as espécies

apresentaram atividade antimicrobiana para as cepas de Staphylococcus ( Figuras 17 ¢ 18) e
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para os demais microrganismos testados, com halos de inibigao variando de 12,0 a 44,0 mm
de diametro (Tabela 8) observando-se maior grau de inibigdo para os fungos, especialmente

M.canis e T.rubrum (Figuras 19 e 20).

Tabela 8 — Média dos diametros (n=2) de halos de inibicdo (mm) de dleos essenciais da
Familia Myrtacea e de padrdes antimicrobianos testados frente a treze

microrganismos.
MICRORGANISMOS
2 = ) -
AMOSTRAS 3 3 2 @ 8 S s
E = | §$| S| 8| «| <« | §|§|§| 5| E| ¢ §
~ S = 8o S ) 2 2 3 20 S 3 S 3
PADROES 3 S 2 = 2] & = < S 3 2 3 S
= 3 S S = = 3 S S S S S g
f | 3| & S| S| | 8|3 =
g | S| T ©
Myrcia sphenoides SI SI SI SI 13,0 | 14,0 SI 18,2 | 19,0 SI SI 41 43,0
Myrcia guianensis SI SI SI SI 13,5 | 14,5 SI 23,5 | 21,5 SI SI 28,0 | 44,0
Mpyrcia myrtifolia SI SI SI SI 13,0 | 13,0 | 12,8 | 16,5 | 14,0 SI SI 24,5 | 22,0
Myrcia hiemalis SI SI SI SI 12,0 14,0 SI 18,8 18,5 SI SI 23,0 42,0
Cloranfenicol 30pg 21,0 | 18,0 | 19,0 | 17,0
Gentamicina 10pg 15,0 | 16,0 | 19,0 | 20,0
Oxacilina 1pg 17,0
Vancomicina 30pg 19,0
Cetoconazol 50ug 23,0 | 27,0 | 21,0 | 20,0 | 23,0 | 22,0 | 20,0

SI= Sem Inibicao



Figura 17 — Atividade antimicrobiana de M.sphenoides (1), M. guianensis
(2), M. myrtifolia (3), M. hiemalis (4), Oxacilina 1pug (5) e diluente (6) frente
a MSSA.

Figura 18 — Atividade antimicrobiana de M.sphenoides (1), M. guianensis
(2), M. myrtifolia (3), M. hiemalis (4), Vancomicina 30ug (5) e diluente (6)
frente a MRSA.
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Figura 19 — Atividade antimicrobiana de M. sphenoides (1),
M.guianensis (2), M. myrtifolia (3), M. hiemalis (4) frente a M.canis

Figura 20 — Atividade antimicrobiana de M. sphenoides (1), M.guianensis
(2), M.hiemalis (3), M. myrtifolia (4) frente a T. rubrum
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Considerando a diversidade do material obtido, pode-se observar que, entre as
amostras analisadas, a maioria dos dleos essenciais apresentou atividade inibitoria sobre o
maior nimero de microrganismos em comparacao aos extratos e fragdes (Grafico 1).

S.terebinthifolius OE inibiu o total dos 13 microrganismos ensaiados (100%), seguida
por P.bahiana OE de folhas e frutos que inibiu 10 microrganismos (76,92%); Protium
baianus OE e P.bahiana FEE inibiram 8 microrganismos (61,54%); M.myrtifolia OE inibiu 7
microrganismos (53,85%); M.sphenoides OE, M.guianensis OE e M. hiemalis OE
apresentaram inibicdo sobre 6 microrganismos (46,15%); A. confertus OE e M.ganophyllus
ED inibiram 5 microrganismos (38,46%); M.nitida OE, A. confertus EH, A.micropappus EH e
P.bahiana EM apresentaram inibicdo sobre 4 microrganismos (30,77%); A.pintoi EM,
L.salicifolia EH e EMC folhas, C.melchiorii ED, K.cuspidata EH folhas e caules e P.bahiana
FAE inibiram 3 microrganismos (23,07%); L.salicifolia EM, EMH de folhas e EM galhos,
C.melchiorii EC, Kreticulata EC e Z.flemmingioides EM inibiram 2 microrganismos
(15,38%); A.confertus EM, M.ganophyllus EE e P.bahiana EH s6 apresentaram inibi¢do
sobre 1 microrganismo (7,69%); A.micropappus EM, L.salicifolia EH casca e P.bahiana FH
ndo apresentaram atividade inibitoria (0%).

Entre as espécies que foram investigadas em extratos metanolicos e hexanicos,
verifica-se que, com excecao de P.bahiana e L.saiicifolia, os extratos hexanicos apresentaram
maior espectro de atividade em compara¢do aos metandlicos. Para os demais extratos
investigados, em ordem decrescente de espectro de inibi¢do, incluem-se os extratos em
diclorometano, metanol/cloroférmio, metanol/hexano, cloroférmio e etanol.

Os dados obtidos confirmam em parte, relatos de literatura em que a quantidade de
substancias inibidoras extraidas com determinados solventes tem duas implicacdes: a primeira
¢ que os componentes mais ativos ndo sao soliiveis em agua e a segunda é que, metanol e
etanol, os solventes mais utilizados em aproximadamente 35% dos estudos que aparecem
citados recentemente na literatura, podem nao apresentar a melhor sensibilidade para revelar
substancias antimicrobianas em um screening inicial (COWAN, 1999).

Considerando que, quanto maior for a variedade de compostos extraidos por um
solvente, melhor serd a chance de que componentes bioativos estejam presentes, a despeito do
grau de polaridade dos extratos e 0leos essenciais € do método selecionado neste trabalho,
podemos atribuir a atividade inibitoria encontrada, a diversidade de compostos presentes nas

amostras investigadas.
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Grafico 1 — Percentual de atividade das 35 amostras investigadas sobre o nimero de microorganismos ensaiados, conforme a seqiiéncia
estabelecida na Tabela 1.
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Relacionando o indice de inibi¢do dos microrganismos ensaiados pelas espécies
botanicas estudadas (Grafico 2), observou-se que entre as bactérias Gram-negativas, E.coli foi
inibida por 4 espécies (23,53%), S.choleraesuis e P.mirabilis por 2 espécies (11,76%) e
P.aeruginosa apenas por 1 espécie botanica (5,88%); as bactérias Gram-positivas foram
inibidas por 16 espécies estudadas (94,12%); entre as leveduras ensaiadas, C.albicans e
C.neoformans foram inibidas por 9 espécies (52,94%); entre os fungos filamentosos,
A.fumigatus foi inibido por 8 espécies (47,06%), P.notatum e C.herbarum por 2 espécies
(11,76%), M.canis por 10 espécies (58,82%) e T.rubrum por 12 espécies (70,58%).

I I O E.coli

100,00% O S.choleraesuis
90,00% - O P.aeruginosa
80,00% O P.mirabilis
70,00% + B MSSA
60,00% - | MRSA

B C.albicans

50,00%

B C.neoformans
40,00% - )
O A.fumigatus

30,00% O P.notatum

~ ANANANANN

20,00% O C.herbarum

10,00% B M.canis
0,00%- B T.rubrum
Grafico 2 — Percentual de inibi¢do dos microorganismos pelas espécies botanicas
investigadas

Diversos estudos sobre atividade antimicrobiana de diferentes produtos obtidos de
plantas relatam menor susceptibilidade de bactérias Gram-negativas em relacao as Gram-
positivas (IEVEN et al., 1979; GUTKIND et al., 1981; RIOS et al., 1987; BRANTNER &
GREIN, 1994; NAVARRO et al., 1996; SILVA et al., 1996, ALVES et al., 2000). Embora
nem todos os estudos tenham concluido que bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis, a
baixa susceptibilidade das Gram-negativas ja era previsivel, pelo fato de possuirem uma
membrana externa (ME) que circunda a parede celular bacteriana e um espago peripladsmico
que sdo ausentes nas bactérias Gram-positivas. A ME protege a célula com uma superficie
hidrofilica devido a presenga de uma camada lipopolissacaridica que funciona como uma

barreira a penetracdo de moléculas antibidticas e em especial de compostos hidrofobicos
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(TORTORA et al., 1997, HELANDER et al., 1998). Além disso, o espago periplasmico
contém enzimas capazes de inativar moléculas estranhas introduzidas a partir do meio exterior
(DUFFY & POWER, 2001). Pequenas moléculas hidrofilicas conseguem passar pela ME
através de canais hidrofilicos transmembranares formados por proteinas, as porinas, enquanto
que a ME serve de barreira contra a penetragdo de macromoléculas e compostos hidrofobicos,
embora alguns desses compostos possam atravessar lentamente através de porinas. E por este
motivo que as bactérias Gram-negativas sdo relativamente resistentes a compostos
hidrofébicos. De um modo geral, ultrapassar a ME ¢é um pré-requisito para qualquer
substancia exercer atividade bactericida sobre bactérias Gram-negativas (HELANDER et al.,
1998). Por sua vez, os agentes antimicrobianos presentes nas plantas atuam contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas interferindo no metabolismo microbiano por diversos
mecanismos, a depender da sua concentragdo e composicdo quimica. Os OEs apresentam
constituintes que variam de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos,
cetonas, fendis, ésteres, 0xidos, peroxidos, furanos, dcidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos com enxofre. Na mistura, esses compostos apresentam-se em diferentes
concentragdes em que normalmente um deles ¢ o composto majoritirio e outros estdo em
teores menores ou em quantidades muito reduzidas (SIMOES et al., 1999). Alguns estudos
concluiram que os OEs totais tem uma atividade antibacteriana maior do que a dos
componentes majoritarios juntos (GILL et al., 2002; MOUREY & CANILLAC, 2002), o que
sugere que 0s compostos presentes em maiores propor¢des, nao sdo necessariamente
responsaveis pela maior parte da atividade obtida. A atividade antimicrobiana pode ser
atribuida ao envolvimento de constituintes menos abundantes que podem atuar por efeitos
sinérgico ou potencializador entre os demais componentes (CIMANGA et al, 2001; BURT,
2004). Por sua vez, os componentes individuais dos OEs apresentam diferentes graus de
atividade contra Gram-positivas ¢ Gram-negativas ¢ ¢ sabido que a composi¢do quimica dos
OEs de uma determinada espécie de planta pode variar de acordo com a origem geografica e o
periodo de colheita (RECIO & RIOS, 1989; DORMAN & DEANS, 2000). Ainda em relacao
a bactérias Gram-negativas, os dados obtidos neste trabalho mostram que, neste grupo de
bactérias P. aeruginosa mostrou-se a menos susceptivel aos OEs ensaiados. A despeito do
largo espectro de acdo antimicrobiana, estudos demonstram que os OEs sdo quase sempre
inefetivos contra cepas de P. aeruginosa (CARSON & RILEY, 1994; CHAND et al., 1994;
PATTNAIK et al., 1995; BARATTA et al., 1998;HAMMER et al., 1999). Esta tolerancia se
deve a uma resisténcia intrinseca a uma extensa variedade de substancias biocidas, associada

a natureza de sua membrana externa, composta de lipopolissacarideos (LPS), cuja superficie
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normalmente anidnica, devido a presenca de proteinas acidas e dos grupos carboxila e fosfato
da camada lipopolissacaridica, forma uma barreira de permeabilidade que confere protecao
contra efeitos de agentes toxicos (NIKAIDO & VAARA, 1985; HELANDER & MATTILA-
SANDHOLM, 2000). Estudo utilizando Polimixina B nonapeptideo como agente
permeabilizante de membrana em células de P.aeruginosa, verificou a agdo de p-cimeno e y-
terpineno sobre este microrganismo, demonstrando a inefetividade destes compostos na
auséncia de um agente permeabilizante, por ndo conseguirem penetrar a ME da P.aeruginosa
(MANN et al., 2000). Geralmente, quanto mais lipofilico for um composto, maior sera a sua
afinidade por membranas celulares e maior a sua toxicidade. A relagdo entre permeabilidade
de ME de Gram-negativas e toxicidade, salienta o fato de que a passagem de compostos
bioativos serd determinada tanto pela sua solubilidade em dgua quanto pela permeabilidade da
ME do microrganismo alvo. Mesmo que outros mecanismos como efluxo ativo de
componentes de EOs, inibicdo de producdo de porinas e modificacdes na estrutura de
membrana possam também estar envolvidos, o fator essencial para a resisténcia deste
microrganismo ¢ atribuido a propria ME da P. aeruginosa pela presenca da camada intacta de

LPS (MANN & MARKHAM, 2000).

5.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

As CIMs dos produtos vegetais que apresentaram halos de inibi¢do iguais ou
superiores a 12mm no screening de atividade antimicrobiana, estdo registrados nas Tabelas 9
e 10 e Figuras 21 a 36.

Na tabela 9, estdo registrados os resultados de CIMs dos 6leos essenciais expressos em
percentual de dilui¢cdo (%).

Para expressar os valores de concentracdo das amostras analisadas em uma mesma
unidade e visando uma melhor avaliagdo dos resultados, as CIMs dos OEs expressas em
percentual de diluicdo foram convertidas para mg/mL, conforme correlagdo apresentada na
Tabela 2 e os resultados de CIMs dos extratos, fracdes e OEs expressos em pg/mL sdo

mostrados na Tabela 10.



Tabela 9 — CIMs de 6leos essenciais (%) e de padrdes antimicrobianos (pg/mL) para
bactérias e fungos.

MICRORGANISMOS
FAMILIAS BOTANICAS .
AMOSTRAS . % 2 £ 8 §
3 T E 0§ %8| 8| §| §
E PADROES S S ) S 7 & ) <
R I T I R I O R
4 & <
ANACARDIACEAE
Schinus terebinthifolius 0,25 ‘ 1,0 1,0 1,0 ‘ 0.12 ‘ 0.5 ‘ 0.25 ‘ 0,06
ASTERACEAE
Acritopappus confertus NT NT NT NT 8,0 8,0 4,0 NT
Mikania nitida NT NT NT NT NT NT NT 1,0
BURSERACEAE
Protium baianus NT | NT | NT | NT [ NT | NT | 05 | 012
LEGUMINOSAE
Poiretia bahiana OE folhas 1,0 NT NT 2,0 4.0 4.0 0,25 0,25
Poiretia bahiana OE frutos NT NT NT NT NT NT 0,12 0,06
MYRTACEAE
Mpyrcia sphenoides NT NT NT NT 0,12 0,25 NT 0,5
Myrcia guianensis NT NT NT NT 0,25 0,5 NT 0,5
Myrcia myrtifolia NT NT NT NT 0,25 0,25 0,12 1,0
Myrcia hiemalis NT NT NT NT 0,5 1,0 NT 0,25
PADROES
Cetoconazol 0,125 0,25
Gentamicina 1,0 0,5 2,0 1,0
Oxacilina 0,25
Vancomicina 0,5

NT= Nao Testado
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Tabela 10 — CIM de extratos, fragdes e dleos essenciais expressos em pg/mL.

MICRORGANISMOS
FAMILIAS BOTANICAS P .
E 5| ¥ | g g | § | ¢ | s
AMOSTRAS § 3 S .‘g é § E § £ E
5 |3 § s | 2| 2| 3| § | S 5
E N & S 3 &
ANACARDIACEAE
Schinus terebinthifolius OE 2180 | 8750 | 8750 | 8750 | 1090 | 4370 | 2180 | s40 | NT [ N7
ASTERACEAE
Acritopappus confertus EH NT NT NT NT NT NT >5000 | >5000 | 1250 5000
Acritopappus confertus OE NT NT NT NT 71000 | 71000 | 35500 NT NT NT
Acritopappus micropappus EH NT NT NT NT >5000 | 2500 | >5000 NT NT 5000
Acritopappus pintoi EM NT NT NT NT 1250 2500 NT NT NT 1250
Mikania nitida OE NT NT NT NT NT NT NT 9620 NT NT
Morithamnus ganophyllus ED NT NT NT NT 625 1250 | >5000 NT 625 312
BURSERACEAE
Protium baianus OF NT | NT | NT | NT | NT | NT [ 4400 | 1100 [ NT [ N7
GUTTIFERAE
Kielmeyera cuspidata EHfolhas NT | NT | NT | NT | 1250 | 625 | NT | NT | NT [ N7
LEGUMINOSAE
Poiretia bahiana EM NT NT NT NT 78 312 >5000 625 NT NT
Poiretia bahiana FEE NT NT NT NT 78 78 2500 78 NT NT
Poiretia bahiana FAE NT NT NT NT 625 1250 5000 NT NT NT
Poiretia bahiana OE folhas 9060 NT NT 18120 | 36250 | 36250 | 2260 2260 NT NT
Poiretia bahiana OE frutos NT NT NT NT NT NT 1130 560 NT NT
Zornia flemmingioides EM NT NT NT NT 2500 2500 NT NT NT NT
MYRTACEAE
Myrcia sphenoides OE NT NT NT NT 1220 2450 NT 4900 NT NT
Mpyrcia guianensis OE NT NT NT NT 2530 5060 NT 5060 NT NT
Myrcia myrtifolia OE NT NT NT NT 2170 2170 1080 8680 NT NT
Mpyrcia hiemalis OE NT NT NT NT 4650 9310 NT 2320 NT NT

ED= Extrato Diclorometano; EH= Extrato Hexanico; EM= Extrato Metanolico; FEE= Fragdo Eter Etilico da Particio do
Extrato Metanélico; FAE= Fracdo Acetato de Etila da Particdo do Extrato Metanolico; OE= Oleo Essencial; NT= Nao
Testado.
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Na familia Anacardiaceae, o OE de S.terebinthifolius apresentou efeito inibitério em
concentragdes que variaram de 540 pg/mL (0,06%) para C.neoformans (Figura 28), 1090
pg/mL (0,12%) para MSSA (Figura 21), 2180 pg/mL (0,25%) para E.coli (Figura 23) e

C.albicans (Figura 27), 4370 pug/mL (0,5%) para MRSA (Figura 22) a 8750 pg/mL (1,0%)
para S choleraesuis (Figura 24), P.aeruginosa (Figura 25) e P.mirabilis (Figuras 26).
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Figura 21 — CIMs de P. bahiana OE (1), M. sphenoides (2), M. guianensis (3), M.
myrtifolia (4), M. hiemalis (5),S. terebinthifolius (6), A. confertus OE (7), P. bahiana
FM (8), P. bahiana FEE (9), P. bahiana FAE (10), P. bahiana FH (11), controle de
meio (a) e controle de microrganismo (b) ) frente a MSSA.



Figura 22 — CIMs de P. bahiana OE (1), M. sphenoides (2), M. guianensis (3), M.
myrtifolia (4), M. hiemalis (5),S. terebinthifolius (6), A. confertus OE (7), P. bahiana
FM (8), P. bahiana FEE (9), P. bahiana FAE (10), P. bahiana FH (11), controle de
meio (a) e controle de microrganismo (b) ) frente a MRSA
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Figura 23 — CIMs de P. bahiana OE (1), S. terebinthifolius

(2) frente a E. coli, controle de meio (a) e controle de
microrganismo (b).

meio (a) e controle de microrganismo (b).

Figura 24 — CIMs de S. terebinthifolius (1) frente a S. choleraesuis controle de
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Figura 25 — CIMs de S. terebinthifolius (1) frente a P. aeruginosa controle de meio (a)
e controle de microrganismo (b).

Figura 26 — CIMs de P. bahiana OE (1), S.
terebinthifolius (2) frente a P. mirabilis, controle de meio

(a) e controle de microrganismo (b).



Figura 27 — CIMs de A. confertus (1), M. nitida (2), M. myrtifolia (3), P. bahiana FEE
(4), P. bahiana FAE (5), P. bahiana OE folhas (6), P. bahiana OE frutos (7),
P.baianus (8), S. terebinthifolius (9), Cetoconazol (10), controle de microrganismo
(11a) e controle de diluente (11b) frente a C. albicans.

Figura 28 — CIMs de M. nitida (1), M. sphenoides (2), M. guianensis (3), M.
myrtifolia (4), M. hiemalis (5), P. bahiana FEE (6),P. bahiana OE folhas (7), P.
bahiana OE frutos (8), P.baianus (9), S. terebinthifolius (10), controle de

microrganismo (11a), controle de diluente (11b) e Cetoconazol pg/mL (11C) frente a
C. neoformans.
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Dentre os produtos vegetais testados na familia Asteraceae, merece destaque o ED de
M. ganophyllus, que até a concentracdo de 312 pg/mL, inibiu o crescimento de T.rubrum,
M.canis, MSSA e MRSA (Figura 29). Somente C.albicans, apresentou resisténcia ao ED
dessa espécie vegetal.

Em seguida, o EM de A. pintoi, produziu efeito inibitorio sobre MSSA, MRSA, e
T.rubrum, nas concentragdes entre 1250 a 2500 pg/mL (Figura 30).

O OE de A.confertus apresentou efeito inibitorio em concentragdes entre 35500png/mL
(4%) para C.albicans (Figura 27) e 71000 png/mL (8%) para MSSA e MRSA (Figuras 21 e
22).

Os EH de A.confertus e A.micropappus produziram pouco efeito inibitorio sobre as
espécies de bactérias e fungos testadas. Ambos os extratos, a 1250ug/mL e 2500 pg/mL
apresentaram atividade inibitdria, respectivamente, sobre M.canis e MRSA (Figuras 31 e 32).

O OE de M.nitida apresentou CIM de 9620 pg/mL (1%) para C.neoformans.

625wy, 312wmL 156 P/l

)Y )

Figura 29 — CIMs de M.ganophyllus ED frente a MSSA (1), MRSA (2), C. albicans
(3), M. canis (4) e T. rubrum (5)



625 p/mL
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Figura 31 — CIMs de A.confertus EH frente a C. albicans (1), C. neoformans (2),
M. canis (3) e T. rubrum (4)
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5000 wWmL 2500 wmL 1250 wmL 625 wmL 312 wmL 156 wmL

Figura 32 — CIMs de A.micropappus EH frente a MSSA (1), MRSA (2), C. albicans
3.

Na familia Burseraceae, o OE de P.baianus, inibiu o crescimento de C.neoformans na
concentragdo de 1100 pg/mL (0,12%) e de C.albicans a 4400 pg/mL (0,5%) (Figuras 27 e
28).

A espécie de Guttiferae ensaiada, K.cuspidata, apresentou atividade inibitéria na

concentragdo de 625ug/mL para MRSA e de 1250pug/mL para MSSA (Figura 33).

5000 p/mL 2500 wWmL 1250 w/mL 625 wmL 312 p/mL 156 w/mL
P—— G = = /-'"— -

.'/ 4 s
» 1 ill' ..‘ . .. .i P .l. 'J
1 A / Y/ ) & )

Figura 33 — CIMs de K.cuspidata EH frente a MSSA (1), MRSA (2)
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Entre as CIMs das espécies de Leguminosae, destaca-se a concentragdo de 78 pg/mL
apresentada pela FEE de P.bahiana para MSSA, MRSA e C.neoformans (Figuras 21, 22 e 28)
e pelo EM da espécie para MSSA (Figura 21) seguida das concentragdes de 312 pg/mL
apresentada pelo EM para MRSA (Figura 22) e 625 ug/mL apresentada pelos EM e FAE,
respectivamente, sobre C.neoformans e MSSA (Figuras 21 e 28).

Entre os 6leos essenciais desta espécie, o OE de frutos apresentou CIMs de 1130
png/mL (0,12%) e 560 pg/mL (0,06%), respectivamente, sobre o crescimento de C.albicans e
C.neoformans (Figuras 27 e 28), enquanto o OE de folhas mostrou inibigdo para estes
microrganismos, na concentragdo de 2260 pg/mL (0,25%), para E.coli na concentracdo de
9060 pg/mL (1%) (Figura 23), para P.mirabilis na concentracdo de 18120 pg/mL (2%)
(Figura 26) e para os Staphylococcus na concentragdo de 36250 pug/mL (4%) (Figuras 21 e
22).

O EM de Z.flemmingioides, outra espécie de Leguminosae, inibiu o crescimento de

Staphylococcus na concentragao de 2500 ug/mL (Figura 35).
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Figura 34 — CIMs de P.bahiana EM frente a MSSA (1), MRSA (2), C. albicans (3), C.
neoformas (4).

5000 wmL 2500 w/mL 1250 w/mL 625 W/mL 312 p/mL 156 WmL

Figura 35 — CIMs de Z. flemmigiodes EM frente a MSSA (1) e MRSA (2).
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Na familia Myrtaceae, entre os 0leos essenciais das espécies de Myrcia estudadas,
merecem destaque a CIM de 1080 pg/mL (0,12%) apresentada por M.myrtifolia para
C.albicans (Figura 27), as concentragdes de 1220 ug/mL (0,12%) e 2450 pg/mL (0,25%)
apresentadas por M.sphenoides, respectivamente, sobre as cepas de MSSA e MRSA (Figuras
21 e 22), a concentracao de 2170 pug/mL (0,25%) apresentada por M.myrtifolia sobre as cepas
de Staphylococcus (Figuras 21 e 22) e a concentragao de 2320 ug/mL (0,25%) apresentada

por M.hiemalis sobre o crescimento de C.neoformans (Figura 28).
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Figura 36 — Controles de crescimento em meio com DMSO (A), meio sem DMSO (B),
e inibi¢do de crescimento para MSSA (1), MRSA (2), C. albicans (3), C. neoformans
(4), M. canis (5) e T. rubrum (6).
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Considerando as espécies botanicas estudadas, o d0leo essencial de S.terebinthifolius
apresentou as menores CIMs para todas as bactérias Gram-negativas ensaiadas. Ja para as
cepas de Staphylococcus, P. bahiana EM, FEE, FAE e M.ganophyllus ED apresentaram as
menores CIMs para MSSA e P. bahiana FEE, EM e K.cuspidata EH para MRSA. Para
C.albicans, as espécies M. myrtifolia e P. bahiana OE frutos apresentaram valores proximos
de CIM. Para C.neoformans as menores CIMs foram obtidas com P. bahiana FEE, OE frutos,
S. terebinthifolius e P. bahiana EM. Para os fungos filamentosos testados, tendo em vista a
forte inibi¢do sinalisada pelos halos apresentados pelos o6leos essenciais das espécies
S.terebinthifolius, A.confertus, M.nitida, P. baianus, P.bahiana, M. sphenoides, M.guianensis,
M.myrtifolia e M.hiemalis contra estes microrganismos, seria razoavel supor que, se estas
amostras tivessem sido submetidas a determinag¢do de CIM, os valores obtidos poderiam ter
sido inferiores aos apresentados pelo extrato em diclorometano da espécie M. ganophyllus,
responsavel pelas menores CIM para M.canis e T.rubrum. Porém, devido a diversos fatores
(tamanho de ino6culo, fase de crescimento, condigdes de incubagdo) a conseqiiente
padronizacdo de ensaios para fungos filamentosos representa um grande desafio em
comparagdo a bactérias e leveduras e a defini¢ao de valores de CIM para atividade antifungica
pode ser ambigua, uma vez que em ensaios de difusdo, a CIM ¢ definida como a mais baixa
concentracdo de um composto que causa um efeito de inibi¢ao visivel, enquanto que em
métodos de diluicdo em meio liquido, a CIM representa a mais baixa concentracdo do
composto que inibe totalmente o crescimento microbiano, o que significa que, estritamente
falando, estes valores ndo sdo comparaveis (HADACEK & GREGER, 2000).

Pelos resultados obtidos pode-se observar que, para os extratos e fragdes houve uma
correlagdo entre maiores halos de inibicdo e menores valores de CIM enquanto que, para os
OE:s esta correlagdo nao se manteve para todos os 6leos ensaiados como no caso de P.bahiana
e das espécies de Myrcia estudadas. Estas diferengas podem ser atribuidas as limitagdes
inerentes as técnicas utilizadas. Estes resultados também podem estar relacionados a variagdes
dos 6leos essenciais nos discos de papel de filtro ou incorporados no agar utilizado e a
volatilidade do 6leo no sistema de teste em meio liquido e em presenga de ar. O periodo de
incubacdo a depender do microrganismo ensaiado e a volatilidade dos 6leos essenciais,
também podem levar a obtencao de resultados de inibi¢do negativa ou diminuida, nos ensaios
de difusao com discos (JANSSEN et al., 1987; REMMAL & TANTAOUI-ELARAKI, 1993;
PATTNAIK et al., 1995; PATTNAIL et al., 1996; CHALCHAT & GARRY, 1997; VILJOEN
et al., 2003). Embora alguns autores relacionem valores de CIM com didmetros de inibicao,

nao existe correlacdo entre os dois conforme relatado por YOUSEF & TAWIL (1980), que
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obteve resultados contraditérios no estudo de 22 o6leos essenciais utilizando os métodos de
difusdo em agar e diluicdo em meio liquido. A determinacao de CIM pelo método de diluigao
em meio liquido ¢ a técnica mais complicada, mas segundo RIOS et al., (1988), ¢ também a
mais precisa, o que torna este método o mais recomendado.

Analisando os efeitos inibitérios das amostras estudadas com relagdo aos seus
constituintes quimicos, inclusive daquelas que nao tiveram suas CIMs determinadas,

observou-se que:

1) Na familia Anacardiaceae o OE de S.ferebinthifolius constituido basicamente de mono
sesesquiterpenos em que O-3-careno, [B-cariofileno e a-cubebeno foram os componentes
majoritarios, juntamente com o-pineno e azuleno em menores concentragdes, apresentou uma

mistura rica em compostos que inibiu efetivamente todos os microrganismos ensaiados.

2) Na familia Asteraceae, a atividade do EH de A. confertus contra leveduras e dermatofitos,
pode estar relacionada a presenga de cromenos e benzofuranos, produtos vegetais de carater
fenolico, caracteristicos nas asteraceas, que tem atividade bioldgica relatada contra fungos e
bactérias e cujos supostos modos de acao seriam pela interagdo com acidos nucléicos ou
moléculas intracelulares em presenca de luz (PROKSCH & RODRIGUEZ, 1983). A presenca
de flavanonas, constituintes de comprovada atividade biologica, podem ter contribuido
também para a agdo obtida.

A inibicao sobre MSSA , MRSA e antifingica apresentada pelo OE desta espécie,
pode ser atribuida a uma atividade sinérgica ou aditiva entre os monoterpenos presentes, uma
vez que mirceno, o seu constituinte majoritario, ndo apresentou boa atividade quando testado
isoladamente (SACCHETTI et al, 2005), inclusive para dermatofitos (ONAWUNMI, 1989;
WANNISSORN et al., 1996).

O EH de A.micropappus apresentou inibicdo que pode estar relacionada
principalmente a presenga dos sesquiterpenos e triterpenos presentes na amostra, ao passo
que, no EM de A.pintoi, além dos sesquiterpenos, a presenca de acetofenonas também
contrubuiu para a atividade observada.

Os produtos vegetais obtidos com L.salicifolia caracterizados pela presenca de
lactonas sesquiterpénicas e derivados de cariofileno, apresentaram baixa atividade restrita a
E.coli nos EH e EMC de folhas e as cepas de S.aureus nos demais extratos. Em relacdo a
E.coli, vale ressaltar a atividade dos EH e EMC de folhas da espécie, que apresentaram grau

de inibi¢do semelhante ao do OE de P.baianus. Aspecto interessante a considerar ¢ que, 0s
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constituintes responsaveis pela atividade observada, estdo presentes no material obtido com
solventes apolares. Estudos com os acidos lychnofolico e acetil-lychnof6lico, derivados do
cariofileno, isolados de fragdes hexanicas de partes aéreas de L.salicifolia (MIGUEL et al.,
1996), relataram auséncia de atividade desses compostos para E.coli, embora o 4cido acetil-
lychnofolico tenha apresentado acentuada atividade antifingica e contra S.aureus associada,
segundo os autores, a um fator estrutural que € a presenca do grupo acetila.

Isto sugere que, a atividade contra E.coli observada em nosso trabalho, deve estar
relacionada a outros componentes isolados nos extratos. Entre os constituintes citados, as
lactonas sesquiterpénicas, caracteristicos neste género botanico, apresentam vasto espectro de
atividade antimicrobiana, notadamente antifungica, (BARDON & CATALAN, 1996; GRAEL
et al.,2005), mas os resultados ndo confirmaram atividade antifingica nessa espécie, que
estaria associada a baixa polaridade e ao grau de hidrofobicidade desses compostos, que
facilitam a sua passagem através da parede celular fungica (BARRERO et al., 2000).

A atividade apresentada por M.nitida ficou restrita a alguns fungos, embora existam
relatos sobre atividade de outras espécies de Mikania sobre vérias espécies de C.albicans,
associada a presenga de germacreno-D e cariofileno (DUARTE et al., 2005) e sobre bactérias
Gram-positivas ¢ Gram-negativas (FACEY et al., 1999; HOLETZ et al., 2002; YATSUDA et
al., 2005). Por outro lado, o grau de inibicao antifungica obtido no screening, demonstra uma
boa atividade que pode ser atribuida a -sesquifelandreno, um sesquiterpeno oxigenado que ¢
0 seu componente majoritario, € a a-humuleno.

As baixas CIMs apresentadas por M.ganophyllus ED refletem o bom potencial da
espécie, tanto para S.aureus, quanto para os dermatofitos ensaiados, o que pode ser explicado
pela presenga de acetofenonas e flavanonas cujas atividades bacteriostaticas e fungistaticas
sdo relatadas por MITSCHER (1983) e, segundo DA SILVA (2005), seriam responsaveis pela

atividade dessa espécie contra fungos fitopatogénicos.

3) Na familia Buseraceae, o OE de P.baianus, apesar da fraca inibi¢do sobre E.coli e
S.aureus, apresentou boa atividade contra a maioria dos fungos ensaiados. Esta espécie, em
que o aromadendreno foi o constituinte majoritario encontrado no OE, parece reproduzir o
perfil fitoquimico do género, em que os compostos mais abundantes nos OEs de folhas sdo os
sesquiterpenos, entre eles o cariofileno que, em relato de literatura foi apontado como
responsavel junto a outros sesquiterpenos, por forte inibi¢do na producdo de acido nitrico
(NO) associado a processo inflamatdrio e pela forte inibicdo do crescimento de E.coli (STANI

et al., 1999). Segundo esses autores, a produgdo de NO estd intimamente relacionada ao
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potencial antimicrobiano de um composto. HAMMER et al. (2003), relataram que o
aromadendreno tem atividade antimicrobiana similar & dos monoterpenos ativos. No caso do
P baianus, ¢ possivel que o cariofileno também esteja presente em menor concentragdo,
juntamente com outros constituintes monoterpénicos que ja foram isolados de OEs de folhas
de outras espécies de Protium estudadas (RAMOS et al., 2000), e estes compostos estejam

atuando sinergisticamente para a atividade observada.

4) Na familia Guttiferae, os extratos de C. melchiorii apresentaram fraca inibicdo para
S.aureus e C.albicans, apesar dos constituintes isolados nesta espécie, entre os quais um
composto da classe de bifenilas, que provavelmente esteja atuando como fitoalexina,
esteroides e o acido betulinico, um triterpeno que tem mostrado papel relevante como potente
inibidor seletivo da replicagdo do virus HIV (KASHIVADA et al., 1996) e como antimalarico
BRINGMANN et al., 1997), e das benzofenonas polipreniladas relacionadas a atividades
antimicrobianas contra patogenos de abelhas meliferas, e que ja foram isoladas de troncos e
resinas florais de outras espécies de Clusia (LOKVAN et al., 2000).

Os EHs de folhas e caules de K.cuspidata, tendo na sua composicdo triterpenos,
esterdides e xantonas, apresentaram boa atividade para S.aureus e fraca inibigdo para
C.albicans. As concentragdoes obtidas com o EH das folhas estdo entre as menores CIMs
observadas para S.aureus. Os resultados obtidos confirmam relatos de atividade de xantonas
isoladas de Guttiferae contra MRSA (IINUMA et al., 1996) e outras bactérias Gram-positivas
(PINHEIRO et al., 2003) mas, ndo confirmam a atividade de antifungica de xantonas e
derivados bifenilicos isolados de outras espécies de Kielmeyera, relatados por CORTEZ et al.
(1998,1999,2002).

O EC de Kreticulata, contendo fenilcumarinas, compostos fenolicos com
propriedades antibidticas que atuam como fitoalexinas (HOULT & PAYA, 1996), apresentou
fraca inibicdo em comparagdo as atividades relatadas para esses compostos contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e C.albicans (COWAN, 1999; OJALA et al., 2000; GODOY
et al, 2005).

5) Na familia Leguminosae, P.bahiana apresentou diferentes graus de inibicao em fun¢do do
produto vegetal obtido. O EH apresentou apenas fraca inibi¢do contra C.albicans, apesar da
grande variedade de constituintes isolados e das atividades antimicrobianas atribuidas as
isoflavonas e rotenonas, constituintes do extrato. Este resultado pode ser atribuido a alguma

falha na deteccdo de atividade, devido a fatores bioldgicos ou fisico-quimicos inerentes ao
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extrato da espécie e/ou a técnica empregada no ensaio, do que propriamente auséncia de
atividade, uma vez que os constituintes isolados apresentam grande potencial antimicrobiano.

Ja 0 EM e suas fragdes apresentaram outros graus de inibi¢ao, ressaltando-se as CIMs
apresentadas pelo EM e sua fragdo em éter etilico (FEE) para MSSA ¢ MRSA, as menores
obtidas entre as amostras testadas, como também a mais baixa CIM para C.neoformans,
apresentada por esta fracdo. A atividade apresentada pelo EM e suas fragdes pode ser
atribuida a isoflavona isolada e a outros constituintes menos abundantes ndo referidos no
isolamento.

Diversos autores relatam atividade de isoflavonas e flavanonas isoladas de espécies de
Leguminosae contra cepas de MRSA (IINUMA et al.,1994; HIRONORI et al., 1996),
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (PATHAK et al., 1991) e fungos dermatofitos
(LIMA et al., 1997). Para HIRONORI et al (1996), a atividade apresentada pelos referidos
compostos ndo estava relacionada ao grau de resisténcia das cepas de S.aureus, uma vez que
os valores de CIM obtidos foram idénticos para MSSA ¢ MRSA. Ja LIMA et al. (1997)
relatam a inibicdo de extratos aquosos, etandlicos e hexdnicos de espécies de Leguminosae
sobre cerca de 85% das cepas de dermatofitos testadas em concentragcdes que variaram de
1250 a 5000 pg/mL, tendo em comum, compostos flavondides como principais constituintes.

Os OEs de P.bahiana merecem destaque pela atividade apresentada sobre o
crescimento de 10 dos 13 microrganismos ensaiados, inclusive sobre as bactérias Gram-
negativas, excetuando-se P.aeruginosa, embora o OE de frutos tenha apresentado fraca
atividade para a maioria dos microrganismos, com excec¢do para os fungos leveduriformes,
dermatofitos e fitopatogénico. Os efeitos observados nos OEs desta espécie, podem ser
atribuidos a rica mistura de constituintes entre os quais, as cetonas terpénicas tujona e
tujenona, seu componente majoritrio, os monoterpenos sabineno, B-pineno, mirceno e
limoneno, os sesquiterpenos E-cariofileno e y-muuroleno e o alcool terpénico 4-terpineol.

A atividade apresentada pelo EM de Z.flemmingioides, restrita as cepas de S.aureus,
possivelmente estd relacionada a presenca de benzofenonas isoladas nesta espécie, embora
existam registros na literatura que relatam atividade de benzofenonas também contra
C.albicans e C.neoformans (ZHANG et.al., 2002).

6) Na familia Myrtaceae, o OE de M.myrtifolia destacou-se por ser a unica das quatro
espécies a apresentar inibi¢do contra C.albicans e a mais baixa CIM para este microrganismo,
atribuida a presenca de o-pineno, seu componente mais abundante. PREETI-DHAR et al.

(2004), relatam que a-pineno produz forte atividade sobre C.albicans, devido a sua
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capacidade de penetrar facilmente a camada de chitina, um polimero de 4cido acetilmuramico,
presente neste microrganismo. Em células leveduriformes e mitocondrias isoladas, o e [-
pinenos destroem a integridade de membrana, inibem processos de respiracao e transporte de
ions e aumentam a sua permeabilidade (ANDREWS et al., 1980; URIBE et al.,1985), embora
estes microrganismos sejam mais fortemente inibidos por 6leos ricos em constituintes
fenolicos, aldeidos, cetonas e alcoois (VIOLLON & CHAUMONT, 1994; PATTNAIK et al.,
1997; MONDELLO et al., 2003; OLIVA et al.,2003; SACCHETTI et al., 2005). Os aldeidos
sdo conhecidos pela forte atividade antimicrobiana apresentada e podem interferir em
processos biologicos envolvendo transferéncia de elétrons, reagir com componentes
nitrogenados vitais como proteinas e acidos nucléicos € em consequéncia, inibir o crescimento
microbiano (DORMAN & DEANS, 1999).

A atividade antifiingica de espécies de Myrtaceae contra dermatofitos, foi relacionada
aos constituintes terpénicos presentes nos OEs (LIMA et al., 1993), enquanto LIMBERGER
et al. (1998), demonstraram atividade antimicrobiana desses compostos para bactérias Gram-
positivas e auséncia de atividade para E.coli e C.albicans.

Alguns 6leos essenciais podem estimular o crescimento de pseudomicélio, uma série
de células aderidas ponta a ponta, como resultado de separagdo incompleta de células recém
formadas em certos fungos leveduriformes. Isto pode ser uma indicacdo de que os OEs atuam
nas enzimas envolvidas na regulagdao de energia ou na sintese de compostos estruturais
(BURT, 2004).

Os OEs das espécies de Myrcia investigados neste trabalho, tem em comum a presenga
de mono e sesquiterpenos. Os efeitos similares observados sobre S.aureus e demais espécies
fingicas podem ser creditados portanto, a presenga majoritaria de a-pineno, B-cariofileno e
do aldeido (E) 2 -hexenal em M.sphenoides, de a-pineno, eucaliptol, trans-pinocarveol e
outros constituintes terpénicos em M.guianensis, de a-pineno em M.myrtifolia e de B-pineno
e B-cariofileno em M.hiemalis. O grau de inibi¢do apresentado por M.guianensis no screening
de atividade, superior aos das demais espécies de Myrcia, talvez possa ser explicado pela
presenca de alcoois terpénicos em adigdo aos demais constituintes. SIANI et al. (1999),
relatam que “contrariamente ao que ocorre normalmente com constituintes nao volateis,
consideravel inconsisténcia de dados ¢ relatada na literatura. Este fato deriva principalmente
da variacdo na composi¢do de Oleos essenciais, relacionada a diferentes quimiotipos das
espécies (fatores genéticos e influéncias ambientais sobre os constituintes terpenoides). Esta

variagdo ¢ especialmente notavel quando os 6leos se constituem principalmente de compostos
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volateis, como ocorre em perfis dominados por monoterpenos € compostos mais leves.
Existem poucos exemplos na literatura nos quais sesquiterpenos predominam na composi¢ao
do oleo essencial. Na teoria, espera-se que esses compostos menos voldteis assumam um
perfil mais estdvel e isto ¢ de fato encontrado em algumas espécies de Myrtaceae,
demonstrado pela avaliagdo da composicdo sazonal de oOleos de algumas espécies dessa
familia, em que os sesquiterpenos predominam”.

A notoéria atividade antimicrobiana apresentada pelos OEs das espécies
S.terebinthifolius e P.bahiana, observada tanto no grau de inibi¢do quanto no espectro de agao
quando comparada a atividade desenvolvida pelos extratos e fragdes testados, tem a seu favor
uma importante caracteristica que € a sua natureza hidrofobica. O carater lipofilico dos OEs
facilita a sua particdo nos lipidios de membrana das células bacterianas, alterando suas
estruturas e tornando-as mais permedveis aos constituintes do meio (KNOBLOCK et al.,
1989; SIKKEMA et al.,, 1994). Além disso, o grande nimero de diferentes compostos
quimicos presentes nestes OEs, levam a supor que a atividade antimicrobiana obtida, se deve
a varios mecanismos de acdo com alvos distintos na célula microbiana (SKANDAMIS et al.,
2001; CARSON et al., 2002).

Os OEs que possuem fortes propriedades bacterianas contra microrganismos
patogénicos, contem uma alta percentagem de compostos fenolicos (DORMAN & DEANS,
2000; LAMBERT et al., 2001) e cujo mecanismo de agdo deve ser similar a de outros fenois:
alteragdes na membrana citoplasmatica, bomba de proton, fluxo de eletrdlitos, transporte ativo
e coagulacdo do contetido celular (SIKKEMA et al., 1995; DORMAN & DEANS, 2000). A
presenca de compostos fendlicos, caracteristicos nas anacardidceas, podem justificar a
excelente atividade apresentada pelo OE de S. terebinthifolius sobre as enterobactérias
testadas. Estas bactérias que se desenvolvem em condigdes aerobias, precisam de ferro para
uma variedade de fungdes que incluem a reducdo do ribonucleotideo precursor de DNA para
formacgdo de heme, atividade esta desempenhada pela enzima ribonucleotideo-redutase. Para
suprir a demanda de ferro, os microrganismos produzem siderdforos, agentes quelantes de
baixo peso molecular que se ligam ao ferro e o solubilizam. Os compostos fenolicos podem
atuar de forma semelhante a um sider6foro, quelando o ferro presente no meio e tornando-o
indisponivel para os microrganismos. Dessa forma, pelo mecanismo de privacao de ferro, os
taninos podem atuar como reguladores da populagcdo microbiana do trato gastrointestinal, com
efeitos benéficos para a saude humana (SCALBERT, 1991; HASLAM, 1996; MILA et al.,
1996; CHUNG et al.,, 1998). Por outro lado, alguns microrganismos desenvolveram a

capacidade de suportar altas concentragdes de constituintes fenolicos, como os fungos
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Aspergillus e Penicillium spp., que produzem tanases. O modo de acdo desses compostos
provavelmente depende de cada microrganismo, fato que poderia explicar grandes diferencas
em valores de CIM entre fungos, bactérias e leveduras (SCALBERT, 1991).

Os acidos anacardicos encontrados na espécie S. terebinthifolius, derivados do acido
salicilico e precursores de alquilfendis, sdo compostos de natureza extremamente lipofilica
que tem a propriedade de se acumular em membranas celulares. Sabe-se que o carater
lipofilico das moléculas afeta as atividades biologicas dos compostos e alguns &acidos
anacardicos parecem possuir um 6timo equlibrio entre as porgdes hidrofobica e hidrofilica de
sua estrutura molecular, onde a por¢do hidrofobica desempenha importante papel no
desencadeamento da atividade antimicrobiana (HANSCH & DUNN, 1972). O efeito
antibacteriano desses compostos provém em parte de sua habilidade em inibir a atividade
enzimatica da cadeia respiratoria bacteriana, inibindo a acdo da NADH oxidase em bactérias
aerdbias, embora este ndo pareca ser o seu principal modo de agdo. Os efeitos bactericidas dos
acidos anacardicos contra cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina, indicam que a
atividade desses compostos estd associada com a ruptura fisica de membrana plasmatica onde
os 4cidos atuam primariamente como surfactantes, para alcangar a bicamada lipidica da
membrana, ¢ entdo romper as cadeias transportadoras de elétrons e ATPases, localizados na
face interna da membrana citoplasmica (KUBO et al., 2003). Outro possivel mecanismo de
acdo desses compostos sobre MRSA seria através de inibicdo da enzima [-lactamase,
aumentando a atividade da meticilina contra cepas de MRSA em presenga de acidos
anacardicos (COATES et al., 1994; MUROI & KUBO, 1996).

Os é4cidos anacéardicos também podem inibir a sintese de lipidios bacterianos por
inibi¢do da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase (MURATA et al., 1997).

A presenga majoritaria de mono e sesquiterpenos nos OEs em estudo, também podem
conduzir & indicagdo de alguns desses mecanismos que, isoladamente ou em sinergismo,
contribuiram para os efeitos observados. Entre os terpenos mais representativos nos oleos
essenciais estudados, a- pineno, B-pineno e limoneno sdo conhecidos por inibirem
crescimento microbiano em ensaios de difusdo em agar, através de mecanismos que envolvem
interacdes entre esses compostos de carater lipofilico e partes hidrofobicas das células
microbianas, sendo a membrana celular o seu principal sitio de agdo (URIBE et al., 1985;
SIKKEMA et al., 1994, 1995).

Estudos realizados com o-pineno, demonstraram que esse composto afeta as

propriedades estruturais e funcionais das membranas plasmaticas tornando-as mais
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permeaveis, causando sua expansao, levando ao intumescimento celular, inibi¢ao das enzimas
respiratorias, causando consequente diminuicdo parcial do gradiente de pH e potencial
elétrico e tendo como resultado a perda de metabdlitos essenciais as células microbianas.
Segundo GRIFFIN et al., (1999), a atividade antimicrobiana observada no a- pineno ¢
significativamente maior que a do B-pineno, embora pesquisas recentes efetuadas em dleos
essenciais tenham demonstrado que, o principal fator de toxicidade desses compostos contra
os microrganismos ¢ a sua habilidade de aumentar a permeabilidade de membrana. O
acumulo de terpenos, incluindo o B-pineno, aumenta a permeabilidade a protons em células de
E.coli, tendo como resultado a diminuigdo ou dispersdo da bomba de préton. Tanto a
respiragdo quanto a manutencdo do potencial elétrico das células, sdo dependentes da
integridade de estruturas de membrana (SIKKEMA et al., 1995). Efeitos similares aos do -
pineno, como perda de ions potassio,diminui¢ao do potencial elétrico de membrana e aumento
na atividade de ATPases, ja haviam sido relatados anteriormente para o limoneno (URIBE et
al., 1985). Os relatos publicados (GUSTAFSON et al. 1998; GRIFFIN et al., 1999; COX et
al., 1998, 2000; PREETI DHAR et al., 2004) demonstram que a atividade antimicrobiana
desses compostos, origina-se em parte, de sua habilidade para romper ou penetrar as
estruturas lipidicas e em aumentar a permeabilidade da membrana a pequenos ions como K.
Isto sugere que compostos terpenodides que sdo microbiologicamente ativos, podem afetar a
perda de K" das células microbianas em maior grau do que os compostos menos ativos,
levando a morte celular.

Estudo sobre atividade antimicrobiana de O6leos essenciais e seus principais
constituintes sobre cepas de bactérias patogénicas, demonstrou que, entre os terpenos, 0-3-
careno (um dos constituintes do OE de S.terebinthifolius) e P-pineno, apresentaram o0s
maiores espectros de inibicdo, respectivamente, sobre 21 e 19 dos 25 microrganismos
ensaiados, inclusive sobre P.aeruginosa,. seguidos por o-pineno e limoneno. As maiores
atividades relatadas foram obtidas, porém, entre os compostos fendlicos, aldeidos, alcoois e
cetonas terpénicos presentes nos 6leos testados (DORMAN & DEANS, 2000).

Segundo NAIGRE et al. (1996), a presenca de uma fungdo oxigenada aumenta as
propriedades antimicrobianas de terpenoides, o que foi comprovado em estudo relatado por
DORMAN & DEANS (2000), em que a atividade sobre bactérias e fungos desenvolvida pela
tujona e mentona, foi de amplo espectro e acentuado grau de inibi¢ao, o que pode justificar o

também o efeito apresentado pelo OE de P.bahiana, pela presenga de cetonas terpénicas.
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A presenca do alcool terpénico 4-terpineol, mesmo em baixa concentragao no OE de
P.bahiana, também contribuiu para a atividade observada.

Estudos desenvolvidos com 4-terpineol, revelaram que este composto foi muito ativo
entre outros terpenos oxigenados, causando perda de ions potassio em células de E.coli devido
em parte a sua habilidade para aumentar a permeabilidade de membrana para pequenos ions e
remover o potencial elétrico através da bicamada lipidica da membrana citoplasmica das
células. Estes dados demonstram que a habilidade de causar extravazamento de potassio em
células de E.coli ¢ uma caracteristica geral dos terpenos que sdo ativos contra este
microrganismo e que esses compostos tendem a induzir extravazamento de K' em maior
proporc¢ao e velocidade do que os compostos menos ativos (COX et al., 1998, 2000).

A atividade apresentada pela FEE desta espécie, que ainda ndo tem os seus
fitoconstituintes isolados e identificados, pode se atribuida a presenca de flavondides e
rotenoides, compostos fendlicos hidroxilados sintetizados pelas plantas em resposta a
infeccdes microbianas, que sdo efetivos contra uma grande variedade de microrganismos e
cuja acdo ¢ devida provavelmente a sua capacidade de se complexar com proteinas soluveis e
parede celular bacteriana, sendo que os flavonodides mais lipofilicos podem até romper
membranas microbianas (COWAN, 1999). Entre outros mecanismos de agdo atribuiveis aos
flavonoides, PATHAK et al. (1991) citam a inibi¢ao da sintese de DNA em Proteus vulgaris e
em outras bactérias Gram-negativas e atuagdo também sobre fungos dermatdfitos e
fitopatogénicos. Aqui vale ressaltar que, a atividade sobre o fungo C.herbarum que so foi
observada nos OEs de S.terebinthifolius e de P.bahiana, deve estar relacionada a presenga de
compostos terpé€nicos em ambas espécies, incluindo os de carater fenolico no primeiro e as
cetonas isoladas no segundo.

Referéncias ao perfil inibitério apresentado pelas espécies de Myrcia, refor¢a a
importancia dos resultados obtidos pela predominancia de mono e sesquiterpenos nas

amostras.

5.3 TEMPO DE MORTE BACTERIANA

Os resultados dos ensaios de morte bacteriana das amostras testadas frente a MRSA,

E.coli e P.areruginosa sao apresentados nas Tabelas 11 a 14 e Graficos 3 a 6.
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Um efeito bactericida ¢ definido como um decréscimo de 3 ciclos logaritmicos em
ufc/mL ou morte de 99,9% do inodculo, apds um tempo especificado. O tempo de morte
bacteriana pode ser determinado em 6h de exposi¢cdo, considerando uma reducdo logaritmica
constante, em que 90% de morte em 6h de exposi¢do equivale a 99,9% de morte em 24h
(HANDWERGER & TOMASZ, 1985; MAY et al, 1998, 2000)

O EM e a FEE de P.bahiana promoveram decréscimo em cerca de 3 logjo sobre a
concentragdo de MRSA em oito horas de exposicdo, correspondendo respectivamente a
reducdes de 99,87% e 99,70% sobre o indculo inicial do microrganismo e inativacao de cerca
de 100,0% do in6culo em vinte e quatro horas (Tabela 11; Grafico 3).

OS OEs de P.bahiana, S.terebinthifolius e M.sphenoides apresentaram decréscimo de
cerca de 4 logjo e de 3 log)o sobre a concentracio de MRSA em duas horas de exposicao,
correspondendo respectivamente a reducdes de cerca de 100,0%, 99,99% e 99,85% sobre o
indculo inicial do microrganismo. A eliminagdo de cerca de 100,0% do in6culo ocorreu em
quatro horas de contato para S.terebinthifolius e M.sphenoides (Tabela 12; Grafico 4).

OS OEs de P.bahiana e S.terebinthifolius apresentaram decréscimo em cerca de 3
log;p sobre a concentracdo de E.coli em duas horas de exposicdo, correspondendo
respectivamente a reducdes de 99,98% e 99,94% sobre o indculo inicial do microrganismo,
com eliminacdo de cerca de 100,0% do indculo microbiano em seis horas de contato para as
duas amostras (Tabela 13; Grafico 5).

O OE de S.terebinthifolius promoveu redugdo percentual de cerca de 100,0% sobre a

concentragdo inicial de P.aeruginosa em duas horas de exposi¢do (Tabela 14; Grafico 6).
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Tabela 11 — Populacdo microbiana (UFC/mL) e redugdo percentual (%) de EM e FEE de P.

bahiana frente a MRSA.
TEMPO (h) CONTROLE Extrato metanélico % F riﬁﬁ;’cﬁter %
0 2,34 x 10° - - _
2 1,06 x 10’ 6,50 x 10* 97,22 3,80 x 10* 98,38
4 3,45x 10 3,50 x 10* 98,50 2,25x 10* 99,04
6 1,36 x10° 1,99 x 10* 99.15 1,12 x 10* 99,52
8 1,05 x 10% 3,08 x 10° 99,87 7,00 x 10° 99,70
10 1,52x108 9,70 x 107 99,96 2,00x 10° 99,71
24 2,30 x 108 <10' >99,99 <10' >99,99
108
107-
108 | —— Controle
-
S 1054 —— P, bahiana EM
—
ﬁ_’ 1044 —— P. bahiana FEE
= 3
10°
1021
10"
10°

I I I I I I I I I I I T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Grafico 3 — Efeito versus tempo de P. bahiana EM, FEE e controle sobre a viabilidade de
MRSA.
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Tabela 12 — Populagdo microbiana (UFC/mL) e redugdo percentual (%) de 6leos essenciais de

P.bahiana, S.terebinthifolius e M.sphenoides frente a MRSA.

OLEO ESSENCIAL
TEMPO (h) | CONTROLE M.
P. bahiana % S. terebinthifolius % S, %
sphenoides
0 8,00 x 10°
2 1,90 x 10° <10’ >99,99 5,0x 10! 99,99 1,2x10° 99,85
4 1,50 x 107 <10’ >99,99 <10' >99,99
6 3,73 x 107
8 3,60 x 107
10 3,10 x 107
24 7,00 x 10
1084 .
1071
_, 1068
= —— Controle
10°
—
(&) 10* —a— P. bahiana EM
el _
= 103- —e— S. terebinthifolius
1024 —— M. sphenoides
10"
1 0 0 | | | | | | | | |
8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)
Grafico 4 — Efeito versus tempo de OEs de P. bahiana, S. terebinthifolius, M. sphenoides e

controle sobre a viabilidade de MRSA.



Tabela 13 — Populagdo microbiana (UFC/mL) e reducdo percentual (%) de OEs de
P.bahiana e S.terebinthifolius frente a E. coli.

118

OLEO ESSENCIAL
TEMPO (h TROLE
0 () CONTRO P.bahiana % S.terebinthifolius %
0 6,50 x 10°
2 1,50 x 108 1,50 x 10° 99,98 4,0 x 10° 99,94
4 3,60 x 108 1,0 x 10? 99,99 1,0 x 102 99,99
6 6,05 x 108 <10! >99,99 <10! >99,99
8 6,05 x 108
10 5,00 x 108
24 2,10 x 10°
10°4
1084
7 —— Controle
107+
—E' 106- —— P. bahiana
G 105- —=*— . terebinthifolius
'R
S5 104
103
102
10"
0
1 0 | | T | | | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tempo (h)

Grafico 5 — Efeito versus tempo de OEs de P. bahiana, S. terebinthifolius e controle sobre a
viabilidade de E. coli.
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Tabela 14 — Populacdo microbiana (UFC/mL) e reducdo percentual (%) de OE de S.
terebinthifolius frente a P. aeruginosa.

TEMPO (h) CONTROLE S.terebinthifolius %
0 1,75 x 107
2 3,75 x 107 <10! >99,99
4 7,30 x 107
6 1,20 x 108
8 2,32x 108
10 7,50 x 10
24 2,15x 10°

1068- —=%— Controle

-
£
O 10°
L
-

—e— S. terebinthifolius

T | | | | | | | | | |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Grafico 6 — Efeito versus tempo de OE de S. terebinthifolius e controle sobre a viabilidade
de P. aeruginosa.
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Analisando os resultados obtidos entre os microrganismos ensaiados, observou-se que:
a atividade desenvolvida pelos EM e FEE de P.bahiana sobre MRSA, foi menos efetiva em
termos de redugdo percentual versus tempo, em comparagdo a obtida pelo OE desta espécie,
enquanto que as atividades apresentadas pelos OEs de S.terebinthifolius € M.sphenoides sobre
este microrganismo foram similares entre si, porém mais lentas do que a obtida com o OE de
P.bahiana; o tempo decorrido para que os EM e FEE de P.bahiana promovessem uma
reducdo de no minimo 3 log;o sobre o crescimento de MRSA foi quatro vezes maior do que o
dos OEs sobre este microrganismo. Este fato pode ser atribuido a mistura de constituintes e de
suas concentragdes nos produtos vegetais em questdo e torna-se importante salientar que, a
possibilidade de efeitos antagOnicos entre constituintes ¢ muito significativa no caso de
microrganismos que apresentam resisténcia ou que ndo sdo rapidamente inativados (COX et
al., 2000).

Com relagdo as bactérias Gram-negativas observou-se que a redugdo percentual
apresentada pelos OEs de P.bahiana e S.terebinthifolius foi mais lenta do que para MRSA,
uma vez que a inativacdo total do indculo de E.coli s6 foi obtida em 6 horas de exposicao,
apesar das amostras terem sido testadas em concentragdes duas vezes maiores que as
utilizadas nos ensaios com MRSA. Os dois OEs apresentaram perfis de inibicdo semelhantes
para E.coli.

A eliminagdo total do inoculo de P.aeruginosa pelo OE de S.terebinthifolius em 2
horas de exposi¢do, mostrou-se a mais efetiva em termos de inativagdo das bactérias Gram-

negativas ensaiadas.

5.4 ELETROFORESE DE PROTEINAS BACTERIANAS

Os resultados de eletroforese dos sobrenadantes de culturas de microrganismos em
presenca de dleos essenciais sao apresentados nas figuras 37 para MRSA e 38 para E. coli e P.
aeruginosa.

Os perfis eletroforéticos obtidos mostram que, em contraste com os controles
representados pelos sobrenadantes de culturas dos microrganismos testados em auséncia de
OE, os sobrenadantes de células microbianas tratadas com OE apresentaram bandas de

proteinas em diferentes padrdes.
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Nos ensaios realizados com MRSA (Figura 37), os controles representados pelos
sobrenadantes de cultura deste microrganismo em auséncia de OE (linhas 8§ a 10) nao
apresentaram bandas protéicas.

Os ensaios com o microrganismo tratado com o OE de P.bahiana (linhas 2 a 4),
mostram o aparecimento de bandas contendo proteinas de peso molecular (PM) aproximado
de 14,3 kDa e 30 kDa para o tempo de 60 minutos, sendo que para os tempos 90 e 120
minutos observa-se apenas um fragmento protéico contendo cerca de 30 kDa.

Os ensaios com MRSA tratado com OE de M.sphenoides (linhas 5 a 7) mostram
auséncia de bandas protéicas no tempo de 60 minutos enquanto que para o tempo de 90
minutos apresentam bandas de proteinas de PM de cerca de 30 kDa e 45 kDa. Para o tempo de
120 minutos, observam-se bandas com proteinas de aproximadamente 14,3 kDa, 30 kDa e 45
kDa.

Os ensaios realizados com MRSA em presenca de OE de S.terebinthifolius (linhas 11
a 13) mostram o aparecimento de bandas protéicas de PM em torno de 14,3 kDa, 20,1 kDa, 30
kDa e 97 kDa para os tempos de 60, 90 e 120.

Nos ensaios realizados com E. coli (Figura 38), os controles representados pelos
sobrenadantes de cultura de E.coli em auséncia de OE (linhas 2 a 4) ndo apresentaram bandas
protéicas. Os ensaios deste microrganismo em presenca do OE de P.bahiana (linhas 5 a 7)
mostram o aparecimento de bandas protéicas de pesos moleculares situados entre 20 kDa e 30
kDa , de cerca de 45 kDa e em torno de 66 kDa para os tempos de 60, 90 e 120 minutos.

Os ensaios com E.coli tratada com OE de S.terebinthifolius (linhas 8 a 10) mostram o
aparecimento de bandas com proteinas de PM situado entre 20 kDa e 30 kDa ¢ PM em torno
de 45 kDa para os tempos de 60 e 90 minutos e de PM situado entre 20 e 30 kDa para o tempo
de 120 minutos.

Nos ensaios realizados com P. aeruginosa os controles representados pelos
sobrenadantes de cultura de P. aeruginosa em auséncia de OE (linhas 11 a 13) nao
apresentaram bandas com proteinas.Os ensaios com este microrganismo em presenga de OE
de S.terebinthifolius (linhas 14 a 16) mostram o aparecimento de bandas protéicas de PM
situado entre 20 kDa e 30 kDa, PM em torno de 45 kDa e em torno de 66 kDa para os tempos
de 60, 90 e 120 minutos.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13
120 90 60 120 90 120 90 60 120 90 60

Figura 37 — Eletroforese de proteinas de sobrenadantes de cultura de MRSA tratadas com OE. Coluna 1 —
padrio de peso molecular; colunas 2 a 4 — 25 pl. de sobrenadante em presenca de P. bahiana
nos tempos 120, 90 e 60 minutos; colunas 5 a 7 - 25 pL de sobrenadante em presenga de M.
sphenoides nos tempos 120, 90 e 60 minutos; colunas 8 a 10 - 25 pL de sobrenadante em
auséncia de OE nos tempos 120, 90 e 60 minutos (CONTROLES); colunas 11 a 13 - 25 pL de
sobrenadante em presenga de S. ferebinthifolius nos tempos 120, 90 e 60 minutos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
60 90 120 60 90 120 60 90 120 60 90 120 60 90 120

Figura 38 — Eletroforese de proteinas de sobrenadantes de cultura de E.coli e P.aeruginosa tratadas com
OE. Coluna 1 — padrio de peso molecular; colunas 2 a 4 — 25 pL. de sobrenadante de cultura de
E. coli em auséncia de OE nos tempos 60, 90 e 120 minutos (CONTROLES); colunas 5 a 7 -
25 pL de sobrenadante de cultura de E. coli em presenga de P. bahiana nos tempos 60, 90 e
120 minutos; colunas 8 a 10 - 25 uL. de sobrenadante de cultura de E. coli em presenca de S.
terebinthifolius nos tempos 60, 90 e 120 minutos; colunas 11 a 13 - 25 uL. de sobrenadante de
cultura de P. aeruginosa em auséncia de OE nos tempos 60, 90 e 120 minutos (CONTROLES);
colunas 14 a 16 - 25 pL de sobrenadante de cultura de P. aeruginosa em presenca de S.
terebinthifolius nos tempos 60, 90 ¢ 120 minutos.
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Comparando as atividade dos OEs entre as bactérias testadas, os resultados obtidos,
mostram que, para MRSA o OE de S. ferebinthifolius apresentou maior extravasamento de
contetdo intracelular com liberagdo de proteina com peso molecular por volta de 97 kDa,
enquanto que para o OE de M.sphenoides a proteina de maior PM liberada estd em torno de
45 kDa e para o OE de P.bahiana a proteina de maior PM liberada esta em torno de 30 kDa.

Para E. coli, o OE de P.bahiana apresentou maior extravazamento de contetido
celular, com liberacdo de proteina com peso molecular por volta de 66 kDa, enquanto que
para o OE de S.terebinthifolius, a proteina de maior PM liberada estd em torno de 45 kDa.

Para P.aeruginosa o extravazamento de conteudo celular promovido pelo 6leo de S.
terebinthifolius, liberou proteina de maior PM na faixa de 66kDa.

Pelo extravazamento de contetido celular obsevado, pode-se deduzir que houve
fragilizaccao de parede celular e aumento na porosidade de membrana em graus variados em
funcdo da agdo de componentes dos OEs envolvidos, responsaveis pelos efeitos de inibicao e
morte dos microrganismos.

Os microrganismos utilizados nos ensaios de eletroforese, em fase estaciondria de
crescimento, foram afetados pelos OEs investigados e seus componentes, fase esta em que os
microrganismos sao geralmente menos sensiveis a alteracdes do que na fase exponencial
(CORRE et al., 1990). Como agentes antimicrobianos que afetam processo de sintese celular,
sempre tem pouco efeito sobre organismos na fase estacionaria de crescimento (RUSSELL et
al.,, 1973; CARSON et al., 2002), os resultados sugerem que o alvo principal dos oleos
investigados ndo ¢ um processo de sintese macromolecular. Por outro lado, a perda de
material citoplasmico € considerada indicativa de dano a membrana citoplasmatica. Muitos
compostos que atuam na membrana citoplasmica, como o a-pineno (ANDREWS et al.,1980),
um dos constituintes presentes nos 6leos investigados, induzem a perda de material celular.
Entretanto, h4 a possibilidade de que existam outros sitios de a¢do além da parede celular e
membrana citoplasmatica. E possivel que outros compostos fitoquimicos ndo determinados,
tenham contribuido por outros mecanismos, para as atividades observadas.

O efeito do OE de P.bahiana sobre as células de E.coli, atribuido a presenca de
terpenos, entre os quais 4-terpineol, composto fortemente microbicida, também ¢ decorrente
de acdo sobre membrana celular, através de mecanismos que envolvem perda de potassio,
inibicdo respiratéria e conseqiiente perda de material celular. Esses mecanismos podem
ocorrer mesmo que na fase estaciondria, as células de E.coli tenham sofrido alteragdes na

composi¢ao de acidos graxos da membrana interna e aumento de carga da membrana externa
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por incremento de produgdo de LPS e essas mudangas tenham aumentado a resisténcia das
células a agentes que tem como alvo membranas celulares (COX et al., 1998, 2000).

A rapida inativagdo de P.aeruginosa pelo OE de S.terebinthifolius, atribuida a agao
dos constituintes terpénicos, também estd associada a capacidade de permeabilizacdo e

ruptura da camada de LPS da membrana externa do microrganismo, por esses compostos
(MANN & MARKHAM, 2000).



CONCLUSOES

Todas as 17 espécies botanicas estudadas apresentaram atividade antimicrobiana, em

diferentes espectros e graus de inibi¢ao, em fun¢do do material botanico testado.

As bactérias Gram-positivas foram inibidas por 16 das 17 espécies botanicas

investigadas, ao passo as bactérias Gram-negativas so6 foram inibidas por 4 espécies.

Entre os microrganismos selecionados para estudos, MSSA, MRSA, T. rubrum ¢ M.
canis foram os mais sensiveis e P. aeruginosa, o mais resistente a agao antimicrobiana

das amostras testadas.

A maioria dos 6leos essenciais apresentou espectro de acao superior aos dos extratos e
fracdes, destacando-se os OEs de S. terebinthifolius, P. bahiana, P. baianus e das

quatro espécies de Myrcia.

O OE de S. fterebinthifolius inibiu o crescimento de todos os microrganismos

utilizados.

Entre as amostras ensaiadas, as mais baixas CIMs para MSSA, MRSA e C.
neoformans foram obtidas com a espécie P. bahiana ¢ a menor CIM para C. albicans

foi obtida com a espécie M. myrtifolia.

A rapida inativagdo apresentada pelos OEs de S. ferebinthifolius, P. bahiana e M.
sphenoides sobre os microrganismos selecionados, pode ser atribuida em parte aos
constituintes terpénicos presentes nas amostras, cujos mecanismos de agdo tém como

alvo principal a membrana das células microbianas.
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v" Pelo contetdo protéico liberado apds exposi¢do dos microrganismos aos oOleos
essenciais testados, o OE de S. terebinthifolius apresentou maior poder de fragilizagao
de membrana para MRSA, enquanto que o OE de P. bahiana apresentou maior poder

de fragilizagdo para E. coli.

v' O OE de S. terebinthifolius apresentou rapida inativagdo e extravazamento protéico
sobre as células de P. aeruginosa, demonstrando a agdo efetiva dos constituintes deste
6leo sobre o microrganismo que apresentou resisténcia as demais espécies botanicas

testadas.

v Em vista da composi¢do diversificada das amostras testadas, é provavel que os
mecanismos de agdo atribuidos a alguns de seus constituintes sejam responsaveis,
isoladamente ou em associagdo, pelos efeitos antimicrobianos observados neste

trabalho.

v' A atividade apresentada por S. terebinthifolius, A. confertus, A. micropappus, A.
pintoi, M. ganophyllus, K. cuspidata, P. bahiana, Z. flemmingioides, M. sphenoides,
M. guianensis, M. myrtifolia e M. hiemalis contra MRSA, assim como a agdo
desenvolvida por M. nitida, M. ganophyllus e P. baianus contra agentes etiologicos de
micoses sist€émicas ¢ dermatomicoses, indicam uma provavel fonte de compostos de
forte potencial terapéutico contra infecgdes causadas por esses microrganismos, entre

as espécies investigadas.

v' Os resultados de atividades antimicrobianas observados neste trabalho podem
justificar em parte, a utilizagdo na medicina popular, de algumas espécies botanicas
entre as estudadas, como ¢ o caso de S. ferebinthifolius, A. confertus e P. bahiana. Ao
mesmo tempo, apontam a necessidade de estudos mais aprofundados no sentido de
avaliar o potencial de atividade dos seus fitoconstituintes, observando os aspectos
farmacotoxicolégicos que irdo determinar a real possibilidade de utilizagdo dos

produtos vegetais dessas espécies, com seguranga e eficicia terapéutica comprovadas.
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ANEXO A — Regides de coleta do material botanico

Figura 39 - Mapa geografico do Estado da Bahia com localizacdo regional dos pontos de
coleta das espécies botanicas investigadas.

O Ilha de Itaparica

® Parque Metropolitano do Abaeté
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® Morro do Pai Inacio (Palmeiras)
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ANEXO B — Fotografias de algumas espécies botanicas investigadas.

Figura 41 - Aroeira da Praia Figura 42 - Arruda da Serra
Schinus terebinthifolius Poiretia bahiana
Anacardiaceae Leguminosae

Figura 44 - Morithamnus ganophyllus
Asteraceae

Figura 43 - Cura Facada
Acritopappus spp.
Asteraceae
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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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