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Resumo

As infec¢des bacterianas matam milhdes de pessoas por ano. Estudos tém demonstrado o
aumento da resisténcia aos antibidticos disponiveis e o perigo do surgimento de novas doencas
infecciosas, que possivelmente ndo poderdo ser combatidas pelos fArmacos atuais. O controle ¢
dificultado pela falta de sincronia entre o desenvolvimento de novos antimicrobianos e a
velocidade em que a resisténcia ¢ espalhada pelo mundo. O interesse em investigar moléculas
eficazes inclui o potencial biologico de compostos extraidos de espécies vegetais. Diante disso,
foi realizada uma triagem do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado do Laboratorio de
Farmacognosia da Universidade de Brasilia sobre bactérias patogénicas a seres humanos,
responsaveis por infec¢des hospitalares e comunitarias. Duzentos e quarenta e dois extratos
brutos hexanicos e etandlicos obtidos a partir de 37 espécies pertencentes a 15 familias de plantas
foram testados in vitro sobre trés espécies de bactérias Gram negativas: Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella choleraesuis e duas espécies Gram positivas:
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus e sobre um fungo: Candida albicans. Para
avaliagdo da atividade dos extratos foi realizado os testes de difusdo em agar, a uma concentracao
de 1000 pg/mL, sendo os resultados expressos pelo diametro da zona de inibi¢do do crescimento
microbiano (halo de inibi¢do). O extrato hexanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba foi
selecionado para estudo, devido a importante atividade sobre E. faecalis (halo de inibicdo de 20
mm; concentragdo inibitdria minina/CIM: 31,25 pg/mL) e S. aureus (halo de inibicdo de 22 mm,;
CIM: 500 pg/mL). A partigdo bifasica desse extrato permitiu selecionar a fragdo metandlica, que
foi submetida ao fracionamento quimico biomonitorado em coluna cromatografica aberta de
silica, resultando na obtencdo de 24 grupos (G). O monitoramento da atividade dos grupos foi
realizado por meio da técnica de autobiografia. Os mais ativos foram G2 e G11. O G2 permitiu a
obten¢do do sub-grupo SG2-3-4, com amplo espectro de agdo sobre outras bactérias Gram-
negativas: Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia
marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter koseri e Gram positivas: Staphylococcus epidermidis.
O sub-grupo SG2-3-4 apresenta unidades arilicas, cujos espectros permitem cogitar a
possibilidade estrutural da unidade capaz de liga-las, sugerindo ser uma arilcumarina ou uma
benzofuranona. SG2-3-4 encontra-se em processo de purificacdo para decisdo da estrutura
molecular.

Palavras-chave: Bioma Cerrado; Extratos de plantas; 7Tabebuia caraiba; Estudos
biomonitorados; Potencial antimicrobiano
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Abstract

Bacterial infections cause the death of millions of people each year. Studies have shown
increased resistance to available antibiotics and the danger of new infectious diseases, which
probably cannot be combated with the available drugs. Control is aggravated by the lack of
synchronicity between the development of new drugs and the spreading of resistance throughout
the world. The search for effective molecules includes the biological potential of vegetable
compounds. In this regard, a screening was conducted of the Cerrado Biome Plant Extract Bank
of the University of Brasilia Farmacognosy Laboratory for human pathogenic bacteria causing
nosocomial and community- acquired infections. Two hundred and forty-two crude hexanic and
ethanolic extracts, obtained from thirty-seven species belonging to fifteen plant families, were
tested in vitro against three Gram negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Salmonella choleraesuis) and two Gram positive microorganisms, (Enterococcus faecalis and
Staphylococcus aureus) and against a fungus (Candida albicans). The agar-diffusion method was
used to evaluate the activity of the extracts, at a concentration of 1000 pg/mL. The results were
expressed according to the diameter of the bacterial growth inhibition zone. The hexanic stem
bark extract of Tabebuia caraiba was selected for this study due to its significant activity against
E. faecalis (inhibition zone: 20 mm; minimum inhibitory concentration/MIC: 31.25 pug/mL), and
S. aureus (inhibition zone: 22 mm; MIC: 500 pg/mL). The bioassay-guided fractioning of this
extract allowed the selection of the methanolic fraction, which was submitted to a biphasic
partition on a silica gel column leading to the creation of 24 groups. An autobiography assay was
used to monitor group activity. Of all groups, G2 and G11 were the most active, with promising
results for G2. This group allowed the creation of the sub-group SG2-3-4, with a high spectrum
of action on other Gram-negative (Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter koseri) and Gram
positive bacteria (Staphylococcus epidermidis).

The sub-group, SG2-3-4, presented arilic units, whose spectra allowed us to consider the
structural binding capacity of the unit, which appears to be either a aril-cumarine or a
benzofuranone. The SG2-3-4 is currently undergoing a purification process to establish the
molecular structure.

Keywords: Cerrado biome; Plant extracts; Tabebuia caraiba; Biomonitored studies;
Antimicrobial activity
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1. Introducao

Os microorganismos sao 0s menores seres vivos existentes, desempenhando importantes
fungdes na natureza, com caracteristicas heterogéneas, encontrados em quase todos os ambientes,
tanto na superficie, como no mar e subsolo e até mesmo em fontes termais a 130 °C. Acredita-se
que cerca da metade da biomassa do planeta seja constituida pelos microorganismos, sendo os
50% restantes distribuidos entre as plantas (35%) e os animais (15%) (Whitman, 1998). Nos dias
atuais, se tem o conhecimento de que homens e microbios sempre conviveram em um mesmo
ambiente. Porém, a descoberta do universo microbiano ocorreu com a identificagdo de um fungo
por Hooke e de uma bactéria por Leeuwnhoek, entre os anos de 1665 e 1678 (Gest, 2004). Dados
confirmam que desde a Pré-historia os microbios sdo causadores de doengas em humanos, porém
somente a partir da segunda metade do século XIX, por volta de 1878, os trabalhos de Pasteur,
Koch e seus contemporaneos demonstraram a origem infecciosa de varias enfermidades que
acometiam homens e outros animais (Tavares, 2001).

Fleming, em 1929, trabalhando com bactérias patogénicas a seres humanos, teve uma de
suas placas de Petri contaminadas com Penicillium notatum e observou um halo de inibicdo em
volta da colonia, onde as bactérias ndo cresceram. Assim, foi descoberto, por acaso cientifico o
primeiro antibidtico, a penicilina. Fleming, ao descobrir a penicilina, também verificou que
algumas espécies de bactérias ndo eram inibidas por esse novo agente: um grupo de bactérias
coliféides e a espécie Pseudomonas aeruginosa. Abraham e Chain, em 1940, identificaram em

extratos de Escherichia coli uma enzima capaz de destruir a acdo da penicilina, sendo aquela

Albernaz L.C.
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denominada penicilinase (Tavares, 2001). Assim, surgiam os primeiros relatos de resisténcia
bacteriana e os indicios de que os proprios microorganismos produzem antibidticos para suprimir
o crescimento de outros microorganismos.

Nos anos 40, a pesquisa com antibidticos teve grande impulso em todo o mundo. Novos
antibidticos foram descobertos e incorporados aos receituarios médico e veterindrio. Porém, a
partir da década de 50, o uso indiscriminado de antibidticos estabeleceu a selecao de exemplares
resistentes por meio da pressdo seletiva (OMS, 1998). De acordo com a teoria da evolugdo de
Darwin, ndo s@o os antibioticos que transformam uma bactéria sensivel em resistente, eles apenas
selecionam os germes resistentes da populagdo bacteriana ndo havendo indicios de que sejam
agentes mutagénicos responsaveis pela resisténcia (Livermore, 2004). Desta maneira, ocorre a
necessidade da busca por novos farmacos, pois 0s microbios desconhecidos e resistentes aos
medicamentos disponiveis causam epidemias infecciosas, que sdo grave problema de saude
publica (Mahady, 2005; Morens, 2004), com significante taxas de morbidade e mortalidade no
mundo, sendo responsaveis por 50% das mortes nos paises tropicais (Mahady, 2005). Entretanto,
o ritmo de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos diminuiu drasticamente no

decorrer da ultima década (Goodman, 2003).

1.1 Doengas Infecciosas e Resisténcia Bacteriana

De acordo com a Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS, 2003), 17 milhdes de mortes em
2002 foram decorrentes de doencas infecciosas, sendo 11,4 milhdes devido a infec¢des
bacterianas. Estudos tém demonstrado o aumento da resisténcia aos antibidticos disponiveis
(Lambert, 2005; Cunha, 2001; Poole, 2000; Cunha, 1998) e a OMS alerta sobre o perigo do

surgimento de novas doencas infecciosas, que, possivelmente, ndo poderdo ser combatidas pelos
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antibioticos disponiveis, sendo o controle dos microorganismos dificultado pela falta de sincronia
entre a velocidade de desenvolvimento de novas drogas antibidticas e a velocidade em que a
resisténcia ¢ espalhada pelo mundo. Dessa maneira, a resisténcia microbiana aos tratamentos
tende a levar o mundo de volta a era pré-antibiotica (OMS, 2000a). Na Figura 1 pode ser
observado um mapa das doengas infecciosas emergentes, como o virus ebola na Africa e re-
emergentes como a dengue, a febre amarela, o colera, a malaria, Staphylococcus aureus resistente
a vancomicina e tuberculose multi-resistente a drogas no continente americano.

Em 1905, Ehrlich et al. identificou o fendmeno da resisténcia a farmacos observando que
em culturas de tripanossomas africanos tratados com arsénico ou com determinados corantes
havia sobrevivéncia de alguns exemplares da mesma colonia (Tavares, 2001). Uma teoria ¢ a
possibilidade de que a resisténcia bacteriana seja intrinseca a bactéria, possibilitando o rapido
surgimento de cepas resistentes, antes mesmo de se iniciar o uso clinico do medicamento (Tabela
1). E conhecido que as bactérias apresentam mecanismos capazes de induzir a resisténcia aos
antibidticos. Um exemplo sdo os Staphylococcus meticilina resistentes que modificam o receptor
da penicilina, exigindo concentragdes elevadas de P-lactamicos para a obtengdo do efeito

desejado (Lambert, 2005; Jeljaszewicz, 2000).
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Figura 1: Mapa das doencas infecciosas emergentes e re-emergentes. Em azul, doengas re-

emergentes. Em vermelho, novas doencas. Em preto, doencas emergindo (Morens, 2004).

Dados demonstram que a pneumonia, doengas infecciosas intestinais e doencgas infeto-
parasitarias matam 9.967 criancas entre 1 e 364 dias de vida e 85.500 adultos por ano no Brasil
(OMS, 2000b), sendo as bactérias patogénicas mais comuns Escherichia coli, Salmonella ssp. e
Enterococcus faecalis. A E. coli ¢ uma bactéria Gram negativa colonizadora do intestino
humano, onde produz colicinas que inibem o crescimento de outros microorganismos. As
bactérias Salmonella ssp. sdo Gram negativas responsaveis por grande parte das infecc¢des
intestinas causadas por alimentos, sendo que a S. enterica ¢ o patéogeno da febre tifoide
(SSNCISM). A espécie Enterococcus faecalis € uma Gram positiva, que habita, principalmente,
no trato gastro intestinal apresentando baixa patogenicidade; porém, causando infecgdes
oportunistas, como cerca de 10% das infec¢des nosocomiais, infecgdes de prostata, epididimo e,

mais raramente, endocardites e infec¢cdes do sistema nervoso. Essa espécie ¢ resistente aos
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antibioticos aminoglicosideos, cefalosporinas, clindamicinas, penicilinas semi-sintéticas,
trimetoprima-sulfametoxazol. Algumas cepas resistentes de E. faecalis produzem f-lactamases
do tipo penicilinase (Cereda, 2001). No Brasil, desde 1997 ja se tem conhecimento de cepas de E.
faecalis resistentes a vancomicina e, em 1998, essas cepas provocaram um surto de infec¢des em
um hospital de Sao Paulo (Tavares, 2001).

Em relacdo aos agentes antimicrobianos utilizados, vao agir de alguma forma sobre a
integridade da célula bacteriana, podendo interferir na sintese da parede celular (penicilinas,
cefalosporinas, vancomicina), na sintese protéica (aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos,
clorafenicol), na transcricdo do RNA (rifampicina), na segregagdo do DNA (quinolonas), na
integridade do cromossomo (metronidazol) € no metabolismo do acido folico (trimetoprima,
pirimetamina). Porém, ¢ possivel que ocorram mudancgas nos alvos de a¢do do farmaco reduzindo
a possibilidade de inibigdo de alguma das fungdes celulares, como a aquisicdo de transpeptidases
alteradas, MecA, um grupo de genes que codifica a resisténcia a meticilina em Staphylococcus
aureus (MRS A) e a muitos outros 3-lactamicos (Lambert, 2005).

O rapido tratamento de uma doenga infecciosa diminui o risco de sele¢do e disseminac¢do
de uma bactéria resistente (Figliolini, 1998). A pressao seletiva de variantes e genes resistentes
resulta do extenso uso de antimicrobianos, anti-sépticos e desinfetantes nas praticas médica e
veterindria e na agricultura (avaparcina ou tetraciclinas (Jeljaszewicz, 2000), sobretudo o uso de
antibidticos como imipenem, ceftazidime e ciprofloxacina (Cunha, 2000). O surgimento de cepas
bacterianas resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA),
demonstra a necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos (Lambert, 2005).
Recentemente, foram introduzidos no mercado os agentes oxazolidinonas, ketolides, azalides,

streptograminas e glicilciclinas, que possuem mecanismos de acdo diferentes e estdo comegando
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a ser utilizados na pratica clinica, porém o desenvolvimento da resisténcia ¢ quase inevitavel
(Lambert, 2005; Hancock, 2005).

Em relagdo as particularidades dos microorganismos, o Staphylococcus aureus, cocos
Gram positivo, possui uma membrana composta por uma camada unica de peptidioglicana que
facilita o acesso do firmaco, contrariamente aos bacilos Gram negativos, porém com elevada
resisténcia natural intrinseca a praticamente todos os medicamentos utilizados na terapéutica
(Jeljaszewicz, 1998). Colonizam especialmente as vias nasais e sdo patdgenos frequentes de
infeccdes purulentas, bem como sepsemia (Jeljaszewicz, 2000). Causam furinculos, tersol,
pneumonia, flebites, meningites, osteomielites, endocardites e sobretudo infec¢cdes nosocomiais,
das quais ¢ o principal agente. Um grupo de genes, MecA, que codifica resisténcia a meticilina
em S. aureus, sintetiza enzimas de ligacdo de penicilina 2a (PBP2a) que envolvem a unido dos
componentes dos peptideoglicanos na formagao da parede (Fuda, 2004). Essas mesmas PBP2a
sdo responsaveis pela resisténcia de Proteus mirabilis ao imipenem. Porém, existe um grupo de
B-lactamicos que ainda mantém atividade sobre PBP2a, que inclui cefalosporinas modificadas
(Lizawada, 2004; Vouillamoz, 2004), carbapenens (Kurazono, 2004) e um trinem (Ferrari, 2003).
Esses novos agentes mostram atividade sobre MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina) e estdo em varios estagios de desenvolvimento farmacologico e ensaios clinicos. Os
antibioticos do tipo glicopeptideos como a vancomicina e teicoplanina inibem a formacao da
parede celular da bactéria, e sdo considerados os mais potentes sobre Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), cepas primeiramente isoladas no Japao em 1996 (Hiramatsu,
2001), que foram se espalhando por varios outros paises atingindo o mundo todo.

Ha ocorréncia de espécies de Enterococcus que ndo respondem aos P-lactdmicos por

apresentarem baixa afinidade pelas enzimas PBPs, resultando em alto nivel de resisténcia
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principalmente aos aminoglicosideos (gentamicina e eritromicina) e glicopeptideos (vancomicina
e teicoplamina). Contudo, a resisténcia a ampicilina ¢ raramente encontrada em Enterococcus
faecalis, contrariamente a Enterococcus faecium resistentes devido a superproducdo das enzimas
PBP2a (Cereda, 2001). O mais freqiiente caso de resisténcia a antibioticos glicopeptideos em E.
faecium e E. faecalis é a aquisicdo dos genes denominados VanA (alta resisténcia a vancomicina
e a teicoplanina) e VanB (resisténcia a vancomicina, mas susceptibilidade a teicoplanina), que
codificam enzimas que produzem uma modificacdo nos peptideoglicanos (Cereda, 2001). Foi
também identificado o gene VanD (gene de resisténcia) nas duas espécies (Cereda, 2001). Os
grupos VanA e VanB compreendem dois genes — vanH,X e vanH,BX,, localizados nos
plasmideos, requeridos para a resisténcia - e presume-se que sao originarios de bactérias
produtoras de glicopeptideos. Os Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) sdo patogenos
responsaveis por sérias infec¢des sist€émicas principalmente em pacientes com sistema
imunoldgico debilitado e em pessoas transplantadas (Sastry, 1995).

Em relagdo as particularidades de casos de resisténcia, o primeiro isolado clinico de
VRSA expressando alto nivel de resisténcia a vancomicina (concentracdo inibitéria minina/CIM
= 1024 pg/mL) deve-se a aquisi¢cdo de genes VanA de Enterococcus sp. em 2002. Essa foi a
primeira vez em que se isolou uma cepa de S. aureus com um gene adquirido de Enterococcus sp.
(Weigel, 2003) e uma segunda cepa foi isolada nesse mesmo ano (CIM = 32 pg/mL) (Tonover,
2004). A transferéncia de genes de resisténcia a vancomicina entre Enterococcus sp. € S. aureus
jé& havia sido demonstrada previamente em laboratorio (Jeljaszewicz, 2000). A presenga de dois
diferentes mecanismos de resisténcia em algumas cepas induzidos por MecA no cromossomo e
VanA no plasmidio, resulta em multi formas de peptideoglicanos e em cepas resistentes a

oxacilina (CIM = 800 pg/mL) e a vancomicina (CIM = 512 pg/mL) (Severin, 2004).
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O freqiiente uso de glicopeptideos tende a aumentar o nimero de cepas resistentes. Falhas
na terapia com vancomicina podem resultar da tolerancia das bactérias ao fArmaco, que se torna
apenas bacteriostatico € ndo mais bactericida, por dois mecanismos de acdo ja descritos: o
primeiro tipo em S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) estd relacionado
com o espessamento da parede bacteriana, impossibilitando a a¢do do glicopeptideo devido a
captura de suas moléculas e o segundo tipo (VRSA) esta relacionado a aquisicdo do gen vanA
por S. aureus, proveniente de Enterococcus resistentes a glicopeptideos (Cui, 2006).

Salmonella ssp. causa importantes infeccdes humanas resultando em disfungdes
gastrointestinais caracterizadas por diarréia, febre e codlicas abdominais, podendo levar a
infecgdes sistémicas, meningites e, até mesmo, a morte. Ha cada ano, 1,4 milhdes de pessoas
sofrem infecgdes por Salmonella nos Estados Unidos (Mead, 1999) e a ciprofloxacina ¢ o
antibidtico mais prescrito para esse tipo de infecgdo (Angulo, 2000). Cerca de 5.592 estudos
randomizados realizados entre os anos de 1996 a 1999 permitiram o isolamento de cepas
humanas e a constatagdo de que 11,8% dessas cepas eram resistentes a kanamicina, 6,9% a
ampicilna + clavulanato, 8,8% a cefalotina, 6,9% a trimetoprima e nenhuma delas resistentes a
fluoroquinolona e as cefalosporinas de terceira geragao (CDC, 2006).

As fluoroquinolonas agem inibindo a DNA girase e a topoisomerase IV, duas enzimas
envolvidas na sintese de DNA (Tavares, 2001) e vitais no tratamento de infec¢des por Salmonella
sp. em humanos (Angulo, 2000). A resisténcia a este grupo de antibidticos pode resultar de
mutacdes cromossomais em ambos os alvos, sendo que a alteragdo em GyrA ou GyrB da DNA
girase ¢ muito comum em cepas Gram negativas, ja em Gram positivas a situagdo ¢ contraria
sendo mais comum a mutagdo na topoisomerase IV (Hooper, 1999).

Outros mecanismos de resisténcia ja detectados foram as mutagdes nos ribossomos de E.

coli e de Streptococcus pneumoniae por alteragdo em grupos de genes; a inibi¢do de uma proteina
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carreadora de acil-enol redutase NADH dependente e de outra proteina sintase de Mycobacterium
sp., codificando resisténcia a isoniazida; a resisténcia a trimetoprima por S. aureus e S.
pneumoniae, causada por uma mutagdo no gene dfhr; a resisténcia & mupirocina em S. aureus; a
resisténcia ao acido fusidico por Staphylococcus e a resisténcia a polimixina em Salmonella
(Lambert, 2005).

Além da resisténcia bacteriana, o aumento de custo de tratamento per capita representa
um grande problema de satde publica. Segundo dados levantados pela OMS, em alguns paises da
Asia, no final dos anos 90, o tratamento de meningite bacteriana subiu de U$ 20 para U$ 110; em
relagdo as doengas infecciosas respiratorias, passou de U$ 5 para U$ 40 ¢ os tratamentos de
tuberculose multi-resistente podem chegar a U$ 4000 (OMS, 1999). Nos EUA e no Canada, mais
da metade das prescricdes de antibidticos sdo desnecessdrias e um estudo feito no Vietnd
demonstrou que 70% das prescri¢cdes eram feitas em dosagens erradas (OMS, 1999).

Tabela 1: Principais agentes antimicrobianos com ano de descoberta e produgdo, introducdo na

clinica e relato de resisténcia. (-): ndo estd determinada. Modificado de Schwarz (2006).

'Agente' D;rsggssgga/ Intro dugﬁo Ocoryénc ia' de Modo de Aciio
Antimicrobiano na Clinica Resisténcia
Penicilina 1929 1941 1940 Sintese da parede celular
Streptomicina 1943 1947 1947, 1956 Sintese protéica
Tetraciclina 1948 1952 1956 Sintese protéica
Eritromicina 1952 1955 1956 Sintese protéica
Vancomicina 1956 1972 1987 Sintese da parede celular
Gentamicina 1963 1967 1970 Sintese protéica
Fluoroquinolonas 1978 1982 1985 Segregacdo cromossdmica
Rifampicina 1957 1960 - Sintese protéica
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1.2 As Plantas

Desde tempos remotos os homens tém conhecimento acerca dos beneficios das plantas, o
que tem levado a formacgdo da medicina tradicional, em que o homem, por meio de falhas e
sucessos, fez utilizacdo de remédios retirados de vegetais. O primeiro marco data de 2600 a.C.,
na Mesopotamia, com a utilizagdo do o6leo de Cedrus, Cupressus semprevirens, Gycyrrhiza
glabra, Commiphora species € Papaver somniferum. A farmacopéia Egipcia, de 1500 a.C.,
descreve 700 drogas, que em sua maioria sdo plantas. Os gregos contribuiram substancialmente
para o desenvolvimento de medicamentos de origem vegetal por meio dos trabalhos de
Theofrastes (300 a.C), Dioscorides (100 d.C.) e Galeno (130-200 d.C.). Alguns desses
medicamentos tornaram-se classicos, como a morfina, extraida da papoula (Papaver somniferum,
Papaveraceae) em 1806 por Seturner, utilizada como analgésico hd mais de 4000 anos e a
quinina, extraida das quinas (Cinchona ssp., Rubiaceae) em 1820 por Caventou e Pelletier,
utilizada no controle da malaria até os dias atuais. As cascas da quina eram utilizada por povos
indigenas da Amazodnia e sua utilizagdo foi introduzida na Europa por volta de 1600. Sua
estrutura levou a sintese de farmacos antimalaricos como a cloroquina e mefloquina. Ja nos anos
60 do século XX, a busca por medicamentos para o controle do cancer permitiu o isolamento de
compostos como a vimblastina, extraida de Catharanthus roseus (Apocynaceae) € o taxol,
extraido de Taxus ssp. (Taxaceae). Em 1985, a Artemisia annua (Asteraceae) utilizada no
tratamento de febres ha mais de 2000 anos na China, permitiu o isolamento da artemisinina,
utilizada sobre formas resistentes de Plasmodium falciparum. As substancias extraidas de
vegetais também sdo modelos para a sintese de derivados menos téxicos e, as vezes, mais
potentes como o taxotere (docetaxel®™), modificagdo da estrutura do taxol, e a navelbina utilizadas

contra o cancer, modificacdo da estrutura da vimblastina. Atualmente, ¢ estimado que
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aproximadamente 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam a medicina
tradicional para cuidados primarios de satide e a OMS decidiu catalogar e avaliar a seguranga e
eficacia desses remédios. Em meados do século XX, o uso de plantas medicinais sofreu profunda
alteracdo diante da introducdo da terap€utica sintética e altamente industrializada. Nesse contexto
mundial, as induastrias farmacéuticas brasileiras foram, em sua maioria, desativadas ou
substituidas por empresas multinacionais, modificando entdo a pratica médico-terapéutica que se
afastou e, até mesmo, negligenciou a utilizagdo de plantas medicinais. No decorrer das ultimas
décadas, observa-se, em varios paises, uma diversificacdo nesse quadro, recolocando os produtos
naturais em pauta na disputa pelo mercado farmacéutico e ampliando, também, o leque de
pesquisas desenvolvidas (Alves, 2000). Apenas 1% das espécies de plantas da Terra tem seu
potencial farmacéutico conhecido nos dias de hoje (Meléndez et al., 2005).

O uso indiscriminado de antibidticos tem selecionado microrganismos patégenos
multiresistentes (Hancock, 2005; Tshikalange et al., 2005), justificando a pesquisa de plantas
medicinais na busca de novas substancias antimicrobianas. Bioprospec¢des mostram o grande
potencial de novos agentes anti-infecciosos oriundos de plantas (Adonizio, 2006; Pereira, 2006;
Tshikalange, 2005; Arias et al., 2004; Ordofez et al, 2003; Ahmad et al., 2001; Salvat et al.,
2001). Dados indicam que as plantas medicinais sdo mais ativas sobre as cepas Gram positivas do
que sobre as Gram negativas (Chandrasekaran et al., 2004; Srinivasan et al., 2001; Meng et al.,
2000; Herrera et al., 1996). A morfologia das membranas dessas bactérias ¢ certamente
responsavel pela diferenca dessa atividade. Gram negativos t€ém uma membrana fosfolipidica
externa, em que se encontram componentes estruturais conhecidos como lipopolissacarideos,
além das porinas que constituem barreira seletiva para solutos hidrofilicos com limite de exclusao

em torno de 600 daltons (Palombo et al., 2001). As bactérias Gram positivas sdo mais
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susceptiveis por terem apenas uma camada de peptidioglicanos, que ndo ¢ uma barreira efetiva
para impedir a entrada de drogas (Grosvenor ef al., 1995).

Ha muito tempo, algumas plantas sdo utilizadas para tratar doencgas infecciosas, como a
uva ursi (Arctostaphylos uva-ursi) e a cranberry juice (Vaccinium macrocarpon) no tratamento de
infec¢des urindrias; a melissa (Melissa officinalis) e alho (Allium sativum) com agdo antibiotica
de amplo espectro (Heinrich et al., 2004). Existe um grande interesse pelos compostos fendlicos
por apresentarem grande atividade microbicida (Tura, 2002; Duthie, 2000; Harbone, 2000),
sobretudo em bactérias Gram positivas, devido ao aumento da prevaléncia de resisténcia em
infeccdes Gram positivas (Hancock, 2005) e pela maior facilidade da droga penetrar nessas
bactérias. Foi detectado que fendis e taninos de 45 plantas eram os constituintes ativos sobre as
cepas de S. aureus (Ahmad et al., 2001). Dados demonstram que os flavonoides possuem
atividade sobre cepas de S. aureus e S. epidermidis (Mori, 1987; Nishino, 1987). Flavondides
extraidos de espécies da familia Asteraceae, como a quercetagentina- 7-arabidosil galactosideo
do extrato aquoso das folhas de Tagetes minuta, demonstraram boa atividade sobre E. coli, em
relagdo ao controle clorafenicol (Tereschuk et al., 1997). Foram isoladas e testadas flavonas de
Piper crassinervium sobre Cladosporium cladosporiades e C. sphaerospermum e essas
apresentaram a mesma atividade antifiingica dos controles nistatina e miconazol (Danelutte ef al.,
2003). Um estudo etnobotanico realizado a partir de 13 plantas medicinais utilizadas pela
populagdo brasileira revelou importante atividade antimicrobiana, justificada pela presenca dos
flavonoides e taninos nas plantas: Piper regnellii (pariparoba), que mostrou excelente atividade
sobre S. aureus e B. subtilis e moderada sobre P. aeruginosa; Punica granatum (romd), Psidium
guajava (goiaba), Mikania glomerata (guaco), Arctium lappa (bardana) e Eugenia uniflora

(pitanga) mostraram-se ativas sobre alguns dos microorganismos testados, entretanto P. guajava
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foi a mais ativa sobre o fungo Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. parapisolosis
(Holtez et al, 2002).

A familia Bignoniaceae contém varias espécies tropicais utilizadas na medicina
tradicional e seus compostos quimicos mais comuns sdo as naftoquinonas e iridéides, utilizados
como anti-séptico e no tratamento de tumores; além de sesquiterpenos com potencial antifungico
(Cowan, 1999). A Tabebuia avellanedae ¢é rica em naftoquinonas com atividades antimicrobiana
(Pereira, 2006), antifungica (Portillo, 2001), antiviral (Lagrota, 1986) e antineopldsica (Lee,
2005). Foi descrita a atividade antimicrobiana do extrato etanolico e das naftoquinonas isoladas
de T. avellanedae e observado que esses reagem com as proteinas das enzimas celulares, no
citoplasma e na parede celular, com maior atividade para o extrato bruto, provavelmente devido a
acdo sinérgica dos compostos (D'Albuquerque, 1968). Terpendides e flavondides de
Bignoniaceae do Cerrado apresentaram atividade protetora sobre patdégenos e radiagdo UV
(Alcerito et al, 2002), sendo que a espécie Arrabidaea brachypoda (Bignoniaceae) demonstrou
atividade antifiingica sobre Cladosporium sphaerospermum, resultando no isolamento dos trés
flavondides ativos: cirsimaritina, cirsiliol ¢ 3',4'-dihidroxi-5,6,7 trimetoxiflavona (Alcerito et al.,
2002). A luteolina, flavondide isolado das sementes de Senna petersiana (Fabaceae) mostrou
atividade sobre trés bactérias Gram positivas (Tshikalange, 2005).

A familia Zingiberaceae possui espécies com atividades antioxidante e antimicrobial
(Haraguchi et al., 1996) e alguns constituintes apolares extraidos dessas espécies, como
curcuminoides, kava pirnes e gingerois, apresentaram atividades antifiingica, antioxidante,
inseticida e antiinflamatéria (Tawata et al., 1996). O diterpeno acido 15-hidroxi-7-labden-17-oico
isolado do extrato hexanico de Eupatorium glutinosum (Asteraceae), mostrou atividade

antimicrobiana sobre S. aureus, B. cereus € P. aeruginosa; porém, o extrato bruto foi mais ativo
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que a substancia isolada, demonstrando um possivel sinergismo entre as moléculas presentes no
extrato hexanico (El-Seedi, 2002).

O composto alquil-galato isolado de Caesalpinia spinosa (Caesalpinioideae) apresentou
atividade antimicrobial sinérgica com B-lactdmicos em cepas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA). Essa acgdo sinérgica ¢ bastante estudada e estes compostos recebem o nome de
intensificadores de susceptibilidade de B-lactaimicos em MRSA. Relatos sobre o assunto apontam
a propriedade anfifilica da membrana celular de S. aureus como alvo de acdo desses compostos.
As flavonas e seus derivados tém acdo sinérgica com os B-lactdmicos, aumentando a acdo sobre
MRSA e Staphylococcus aureus sensives a meticilina (MSSA) (Shibata et al., 2005).

O fendmeno quorum-sensing (QS) foi elucidado em uma bactéria luminescente marinha o
Vibrio fischeri (Nealson et al., 1970). QS ¢ um sistema de comunicagdo entre as bactérias com a
difusdo de pequenas moléculas sinalizadoras, denominadas autoindutoras, através das membranas
bacterianas. Essa linguagem permite que as bactérias coordenem seus comportamentos em
relacdo ao meio ambiente. Assim, quando a densidade bacteriana aumenta, a quantidade dessas
moléculas cresce até atingir um pico que provoca a ativacdo ou repressdo de certos genes no
conjunto de bactérias. Entre esses genes estdo os envolvidos na viruléncia, regulagdo do
crescimento da colonia e producdo de antibidticos pelas cepas. A interrupcdo do QS, ou
comunicagdo célula-a-célula, ¢ um exemplo de efeito antipatogénico. Novas terapias bloqueando
o QS parecem promissoras. Esses inibidores tém um modo de acdo diferente dos antibidticos e,
em principio, ndo levam a resisténcia (Adonizio et al., 2006; Rasmussen et al., 2006; Le Berre et
al., 2006; Fuqua et al., 2002). A atividade anti-QS de plantas medicinais, utilizadas popularmente
como antiinfecciosos no sudeste da Florida, foi testada sobre as bactérias Chromobacterium

violaceum e Agrobacterium tumefaciens, que sdo capazes de produzir um pigmento quando
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induzidas por autoindutores, demonstrando atividades moduladas por quorum sensing. Seis
plantas apresentaram atividade inibindo a producdo desse pigmento, demonstrando atividade anti-
QS (Adonizio et al., 2006). As furanonas isoladas de uma alga marinha, Delisea pulchra (Figura
2), inibem o QS - regulado por genes em bactérias entéricas como E. coli e Salmonella, sendo
promissoras para aplicagdes médicas (Givskov, 1997). Além das furonas, outras substancias

extraidas de plantas também ja demonstraram inibir o QS (Figura 2).
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FIGURA 2: Substancias naturais que inibem o QS. A - isolado de alho, B- furanona de Delisea

pulchra, C - patulina, D - dcido penicilico (Rasmussem et al., 2006)

O biofilme, uma comunidade multicelular envolvida por uma matrix exopolissacaridica,
que tem a capacidade de impedir fisicamente a penetragdo de agentes antimicrobianos,
principalmente aqueles hidrofilicos e carregados positivamente, ¢ outra estratégia adotada pelos
microorganismos bacterianos. O biofilme ¢ responsavel por causar doencas crdnicas, alta

resisténcia a antibidticos e a outros sistemas de defesa do hospedeiro (Fux, 2005; Lewis, 2001).
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Muitas plantas tém sido foco de estudos na busca de compostos antimicrobianos e anti-biofilme
(Schachter, 2006). O potencial anti-biofilme da substancia salvipisona, extraida de Salvia sclarea
(Lamiaceae), foi analisado sobre Staphylococcus resistentes e observou-se uma drastica
diminui¢do do numero de células vidveis, sendo essa a primeira vez que uma molécula derivada
de planta, ndo antibidtico, tem atividade direta sobre biofilmes de Staphylococcus (Kuzma et al.,
2006). Dessa maneira, ¢ especulado que substancias de baixo peso molecular tém a capacidade de
desestabilizar a matrix do biofilme bacteriano e interferir na comunicacao celular (QS) (Lewis,
2001; El Azizi, 2005).

O interesse em se investigar novas moléculas eficazes no tratamento de infecg¢des inclui o
potencial microbicida de compostos extraidos de plantas e o Brasil oferece diversas
possibilidades, pois a grande variedade climatica e de solos permite a existéncia de varios tipos
de biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal, Caatinga e Manguezal. O
Cerrado ¢é o segundo maior bioma do Brasil, com uma area de 2 milhdes de Km® e 44 % da flora

endémica (Klink & Machado, 2005).
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1.3 O Cerrado

O Cerrado brasileiro ¢ o segundo maior bioma da América do Sul, superado apenas pela
Amazonia e ocupa 24% da area total do Brasil (Machado, 2004). O desafio atual ¢ garantir a
manutengdo das espécies desse vasto bioma, a sua capacidade de gerar riquezas, contribuindo
para a producdo de alimentos, fibras, outros produtos e de promover o desenvolvimento integrado
e sustentavel, garantindo qualidade de vida para a populaciao (Ratter, 1997; Souza Brito, 1993).
Algumas espécies do Cerrado como pequi, baru, cagaita, jatobd, araticum, mangaba, buriti,
cajuzinho-do-cerrado tiveram sua atividade bioldgica estudada, porém a diversidade genética,
ecologica e quimica das espécies € pouco explorada.

Viérias plantas sdo utilizadas pela medicina tradicional (Napolitano et al., 2005; Ahmad,
1998), inclusive para o tratamento de doencas como esquistossomose, leishmaniose, malaria,
infecgdes por fungos e bactérias (Matos, 1994), indicando a possibilidade de encontrar nessas
plantas moléculas promissoras para a terapia medicamentosa.

Neste trabalho, o Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado/Laboratorio de
Farmacognosia/UnB possibilitou a investigacdo da atividade de extratos e substincias vegetais
sobre bactérias e fungos patogénicos a seres humanos. A espécie Tabebuia caraiba foi
selecionada como nosso objeto de estudo, devido a importante atividade antimicrobiana

demonstrada nos ensaios.
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1.4 Tabebuia caraiba

Figura 3: Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau

Nome cientifico: Tabebuia caraiba (Mart.) Bureau (Figura 3)
Familia: Bignoniaceae
Sinonimia cientifica: Tecoma caraiba
Nomenclatura popular: ipé-amarelo-do-cerrado, carobeira, caraiba, carauba, caraubeira, paratudo,
pau d’arco do campo
Bioma: Cerrado
Ecossistema: Mata ciliar
Arvore pequena de casca espessa, acinzentado-escura e fendida, ramos muito grossos,

cilindricos ou subquadrangulares, folhas longo-pecioladas, foliolos longo-peciolados, oblongos
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ou lanceolado-oblongos, obtusos ou retusos no apice, coridceos, reticulado-enervados na pagina
inferior. Flores amarelas, aromaticas. O fruto ¢ uma capsula lanceolada, acinzentado-ferruginea.
A casca ¢ amarga e febrifuga, de uso pre-colombiano, as folhas contém um alcaldide, a carobina
(Pio Corréa, v. II).

Apesar de sua utilizagdo na medicina tradicional, a literatura ndo relata dados
fitoquimicos da madeira do caule da espécie Tabebuia caraiba, o que nos levou a selecionar o
extrato hexdnico desse 6rgdo em nossos estudos quimicos biomonitorados, a fim de isolar

compostos microbicidas com potencial medicamentoso.
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2. Objetivos

A linha de pesquisa do Laboratdrio de Farmacognosia/UnB ¢ desenvolvida a partir de um
banco de extratos de plantas do Cerrado. A agdo bioldgica desses extratos brutos, suas fragdes e
substancias isoladas ¢ verificada a fim de se obter novas moléculas ativas como opgdes de
tratamento ou controle de vetores (atividade inseticida) de doengas negligenciadas como
leishmaniose, doenga de Chagas, malaria e dengue. Além disso, também ¢ verificada a acdo sobre

células cancerosas, bactérias e fungos.

Objetivo Geral

Realizar o estudo quimico biomonitorado in vitro de extratos de plantas do bioma Cerrado
sobre bactérias (Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
choleraesuis e Staphylococcus aureus) e fungo (Candida albicans) causadores de infecgdes

hospitalares e comunitarias.

Objetivos Especificos

= Identificar extratos de plantas do Cerrado com atividade antimicrobiana

= Determinar a concentragdo inibitoéria minima (CIM) do extrato e dos compostos ativos
» Purificar e identificar os compostos antimicrobianos

= Determinar o espectro de agdo dos compostos ativos
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3. Materiais e Métodos

3.1 Material botanico e producio dos extratos brutos

As plantas foram coletadas no bioma Cerrado, no entorno de Brasilia/DF, juntamente com
o botanico Prof. Dr. José Elias de Paula (UnB). Excicatas foram depositadas no Herbario da
Universidade de Brasilia (UB). Os diferentes orgaos vegetais (400 g) foram separados,
dessecados, estabilizados, pulverizados em moinho de facas e submetidos ao processo de
extragcdo por maceracdo (Figura 4), por contatos multiplos (4 x 1 semana), em hexano (4 x 2 L),
seguido de etanol 95% (4 x 2 L). As solugdes extrativas foram recuperadas por filtragdo e
concentradas em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C. Os extratos brutos hexanicos
e etandlicos foram mantidos a temperatura de -20 °C. Cada extrato foi solubilizado em

dimetilsulféxido (DMSO) para obtenc¢do de solucdes testes a 1 mg/mlL.

Figura 4: Processo de extragdo por maceracado com hexano seguido de etanol 95%.
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3.2 Microorganismos

Foram utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC), adquiridas no
Laboratoério de Microorganismos de Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Satude (INCQS) da Fiocruz/RJ, para a realiza¢do das avaliacdes antimicrobianas As bactérias
foram mantidas em agar Muller Hinton inclinado a temperatura de 4 °C. O fungo Candida
albicans foi mantido em meio inclinado Sabouraud em temperatura ambiente. Foram escolhidas
trés espécies de bactérias Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 35218), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Salmonella choleraesuis (ATCC 14028) e duas espécies de
bactérias Gram positivas: Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Staphylococcus aureus (ATCC
25922) e um fungo: Candida albicans (ATCC 10231).

O subgrupo ativo identificado foi testado sobre as bactérias: Staphylococcus epidermidis
(ATCC 12228), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Salmonella typhimurium (ATCC 14028),
Enterobacter aerogenes (ATCC 13048), Proteus mirabilis (isolado clinico), Serratia marcescens
(isolado clinico) e Citrobacter Koseri (isolado clinico).

Para os ensaios foram utilizadas culturas de 24 h. Todos os testes foram realizados em

triplicata e o resultado foi obtido pela média aritmética da medida dos halos de inibi¢ao.

3.3 Teste de susceptibilidade a acio antimicrobiana dos extratos vegetais
3.3.1 Teste antibacteriano - Método de difusdo em agar

Foi utilizada a metodologia adotada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, M2-A8, 2003) na realizagao deste trabalho, que ¢ descrita como se segue. Os

isolados foram cultivados em agar com infusdo de cérebro e coragdo (Difco™) por 18 a 24 h a 37

°C. O indculo bacteriano foi suspenso em solugdo salina e a concentragdo foi ajustada de acordo
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com o padrio 0,5 da escala de McFarland (10° UFC/mL). Em seguida, a suspensio foi inoculada
em uma placa de agar Mueller Hinton (Difco®), na qual, apds secagem por 15 min, foram
aplicados os discos e impregnados com 7 pL da solu¢do de extrato. As placas foram incubadas
por 18 a 24 ha 37 °C. A susceptibilidade foi verificada por meio da leitura do didmetro dos halos
de inibi¢do. O didmetro da zona em que ndo houve crescimento (zona de inibi¢do), incluindo o
didmetro do disco, foi medido com o auxilio de um paquimetro. Gentamicina e ampicilina foram

utilizadas como controles positivos e DMSO como controle negativo.

3.3.2 Teste Antifungico - Método de difusido em agar

Foi utilizada neste trabalho a metodologia adotada pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, M2-AS8, 2003), que ¢ descrita a seguir. Os isolados foram
cultivados em agar Sabouraud (Difco™) por 18 a 24 h a 23 °C. O inéculo de C. albicans foi
suspenso em solucdo salina e a concentragdo foi ajustada de acordo com o padrao 0,5 da escala
de McFarland (10° UFC/mL). Em seguida, a suspensdo foi inoculada em placa de agar Sabouraud
(Difco®), na qual apds secagem por 15 min, foram aplicados os discos e impregnados com 7 puL
da solucdo de extrato. As placas foram incubadas por 24 a 36 h a 23 °C. A susceptibilidade foi
verificada por meio da leitura do diametro dos halos de inibi¢do. Tioconazol foi utilizado como

controle positivo e DMSO como controle negativo.

3.3.3 Autobiografia

A atividade dos grupos oriundos do fracionamento quimico do extrato ativo foi avaliada
por autobiografia (Slusarenko, 1998) com placas de cromatografia de camada delgada (CCD). As
placas de CCD eluidas foram colocadas em placas de Petri estéril; e foi adicionado em seguida o

meio Mueller Hinton. As espécies Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, em uma
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concentragdo de 0,5 da escala Mc Farland foram inoculadas sobre o meio. As placas de Petri
foram incubadas por 18 a 24 h a 37 °C. A atividade dos grupos foi verificada por meio do halo de

inibi¢cdo formado sobre as substancias separadas na CCD.

3.3.4 Método da diluiciio - Concentracio Inibitoria Minima

No desenvolvimento deste trabalho, foi utilizado o método recomendado pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, M7-A6, 2003). Foi determinada a
concentragdo inibitdria minima (CIM) do sub-grupo identificado previamente como ativo, por
meio do método de difusdo em discos e pela técnica da autobiografia. O sub-grupo foi dissolvido
em DMSO a uma concentragdo de 1 mg/mL e foram realizadas dilui¢des seriadas até a
concentragdo de 7,8125 pug/mL em uma placa de 96 pogos. O indculo bacteriano foi suspenso em
solucdo salina e a concentragio ajustada de acordo com o padrio 0,5 da escala de McFarland (10°
UFC/mL) e inoculado em cada poco da placa contendo as dilui¢des sucessivas do extrato ativo
em meio de cultura, e incubado a 37 °C. A leitura foi realizada ap6s 24 h. DMSO foi utilizado
como controle negativo e ampicilina, como controle positivo. A concentragdo do sub-grupo em
que ndo houve crescimento (sem turvagdo do meio de cultura) foi considerada a concentracao

inibitoria minima (CIM). O experimento foi realizado em triplicata.

3.3.5 Isolamento do sub-grupo ativo

O extrato bruto hexanico (5,3 g) foi submetido a uma particdo bifdsica com metanol e
ciclohexano (50:50), obtendo-se duas fragdes e um preciptado escuro. Esses foram testados por
autobiografia a fim de se identificar a fragdo ativa. A fragdo metanolica (3,54 g), considerada

ativa, foi fracionada em coluna cromatografica aberta de silica gel 60 (100 g) apds depdsito a
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seco, sob gradiente de ciclohexano:acetado de etila (100:0; 97,5:2,5; 95:5; 92,5:7,5; 90:10; 85:15;
80:20; 75:25; 70:30; 60:40; 50:50; 30:70; 0:100) e metanol (100). O fracionamento permitiu o
recolhimento de fragdes de 50 mL, que foram reunidas em grupos, conforme o perfil
cromatografico em CCD (placa de silica gel 60 F254 - Merck) revelada em UV (254 nm) e
vanilina sulfurica seguida de aquecimento a 100 °C.

Os diferentes grupos foram avaliados por autobiografia com S. aureus e E. faecalis € o
grupo ativo foi recromatografado em coluna cromatogréfica aberta de silica gel 60 (9,3 g) sob um
gradiente ciclohexano:acetato de etila (100:0; 95:5; 90:10; 85:15; 80:20; 50:50; 0:100) e metanol
(100). Os grupos gerados foram avaliados por autobiografia com S. aureus e E. faecalis. O grupo
ativo (119,4 mg) foi fracionado em coluna cromatografica aberta de silica gel 60 (10 g) sob um
gradiente ciclohexano:acetato de etila (100:0; 95:5; 90:10). Esse fracionamento permitiu a

obtencdo do sub-grupo responsavel pela atividade bacteriana.

3.3.6 Caracterizacao do sub-grupo ativo
O sub-grupo responsavel pela atividade foi submetido as técnicas espectrométricas de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de uma dimensdo (1D) (‘H e °C) e bidimensional (2D)

(COSY, HSQC, HMBC, NOESY).
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4. Resultados

4. 1 Screening preliminar - Teste de difusdo em agar

Duzentos e quarenta e dois extratos brutos hexanicos e etandlicos obtidos a partir de 37
espécies pertencentes a 15 familias de plantas (Tabela 2) foram testados in vitro sobre trés
espécies de bactérias Gram negativas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ¢ Salmonella
choleraesuis e duas espécies de bactérias Gram positivas: Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aureus e sobre um fungo: Candida albicans, para avaliagdo de suas respectivas
atividades, a uma concentracdo de 1000 pg/mL. Os resultados foram expressos pelo didmetro da
zona de inibigdo: < 8§ mm: extrato inativo; 8-11 mm: extrato parcialmente ativo; 12-16 mm:
extrato ativo; > 17 mm: extrato muito ativo.

Dentre os 242 extratos testados a uma concentracdo de 1000 pg/mL, 19 inibiram o
crescimento de uma a duas espécies utilizadas na triagem (Tabela 3). As seguintes atividades
foram observadas sobre as duas espécies Gram-positivas: 7 extratos ativos sobre Enterococcus
faecalis; 6 extratos ativos sobre Staphylococcus aureus e 4 extratos ativos ao mesmo tempo sobre
essas duas espécies. Dois extratos apresentaram atividade sobre a espécie Gram-negativa
Pseudomonas aeruginosa. Os extratos ativos sobre Enterococcus faecalis foram os extratos
hexanicos: raiz de Anemopaegma arvense; madeira do caule de Tabebuia caraiba; caule de
Anemopaegma chamberlaynii; madeira do caule, casca da raiz e fruto de Casearia sylvestris var.
lingua, raiz de Pouteria gardneri; madeira da raiz de Pouteria torta; e 0s extratos etandlicos:
folha de Pouteria torta; casca do caule e casca da raiz de Simarouba versicolor. Os extratos
ativos sobre Staphylococcus aureus foram os extratos hexanicos: folha de Xylopia aromatica;

caule e raiz de Anemopaegma arvense; madeira do caule de Tabebuia caraiba; raiz de Pouteria
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gardneri; madeira do caule de Pouteria ramiflora; madeira da raiz de Pouteria torta; € 0s
extratos etanolicos: folha de Himatanthus obovatus; madeira do caule de Peschiera affinis; raiz
de Guarea Kunthiana. Os extratos ativos sobre Pseudomonas aeruginosa foram os extratos
hexanicos e etandlicos da madeira da raiz de Casearia sylvestris var. lingua.

Dentre esses 19 extratos ativos, o que apresentou a maior atividade foi o extrato hexanico
da madeira do caule de Tabebuia caraiba, sendo ativo sobre as bactérias Gram positivas
Enterococcus faecalis (halo de inibicdo de 20 mm; CIM: 31,25 ug/mL) e Staphylococcus aureus
(halo de inibi¢do de 22 mm; CIM: 500 ug/mL) (Figura 5) e ndo apresentando atividade sobre as
espécies de bactérias Gram negativas avaliadas: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella choleraesuis. Outros extratos considerados muito ativos foram os hexanicos do caule
de Anemopaegma arvense e da madeira do caule de Pouteria ramiflora sobre Staphylococcus
aureus (halo de inibicdo de 20 e 15 mm respectivamente) (Tabela 3 e Figura 5).

Os controles positivos utilizados nos ensaios com as bactérias foram discos impregnados
com 10 pg de Ampicilina ou Gentamicina, que apresentaram atividades com halos de inibigao
variando de 12 a 26 mm. O DMSO foi utilizado como controle negativo a 100%, ndo inibindo o
crescimento das bactérias (Tabela 3).

Esta triagem permitiu constatar ainda que duas familias vegetais estudadas, Anonnaceae e
Zingiberaceae, possuem espécies com extratos capazes de inibir a producdo de piocianina,
pigmento produzido pela bactéria Pseudomonas aeruginosa. Quatro extratos inibidores da
piocianina eram pertencentes a familia Annonaceae: extratos hexanicos e etandlicos da casca do
caule de Annona crassiflora; extrato hexanico da madeira do caule de Cardiopetalum
calophyllum; extrato hexanico da casca da raiz de Duguetia furfuracea; e um extrato pertencente

a familia Zingiberaceae: extrato etandlico da folha de Renealmia alpinia (Tabela 3).
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Figura 5: Halos de inibi¢do formados em crescimento bacteriano de S. aureus e E.
faecalis. 1. Extrato hexanico de madeira do caule de 7. caraiba; 2. Extrato hexanico de madeira
do caule de P. ramiflora; 3. Fracdo metanolica do extrato hexdnico da madeira do caule de 7.

caraiba; 4. Fragdo ciclohexanica do extrato hexanico da madeira do caule de 7. caraiba

Os demais extratos ndo apresentaram atividade sobre as bactérias ou esta ndo foi
considerada significante.

Apenas o extrato hexanico do caule de Guarea guidonea apresentou-se parcialmente ativo
(halo de inibicdo 9 mm) sobre a cepa do fungo Candida albicans. O Tioconazol foi utilizado
como controle positivo nos testes com o fungo na concentracdo de 100 pg/mL e apresentou um
halo de inibi¢ao de 29 mm (Tabela 3). O DMSO foi utilizado como controle negativo a 100%,
ndo inibindo o crescimento do fungo (Tabela 3).

Dentre os 242 extratos brutos utilizados nesta triagem, 120 eram hexanicos (H) e 122
etanolicos (E), relativos aos diferentes 6rgaos vegetais: caule (madeira +casca) 7H e 6E, casca do
caule 18H e 21E, madeira do caule 17H e 18E, totalizando 42 extratos hexanicos e 45 etandlicos,
somando portanto 87 extratos do caule; raiz (madeira +casca) 7H e 8E, casca da raiz 18H e 18E,

madeira da raiz 15H e 15E, totalizando 40 extratos hexanicos e 41 etanolicos, somando portanto
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81 extratos da raiz; folha 30H ¢ 28E; fruto 7H e 7E e inflorescéncia 1H ¢ 1E. Dentre os 20
extratos que apresentaram atividade sobre as bactérias e o fungo, 13 eram hexanicos e 7
etandlicos, sendo oriundos dos seguintes 6rgdos vegetais: 8 do caule, 8 da raiz, 3 das folhas e 1 de
fruto.

Os ensaios foram realizados em triplicata.
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Tabela 2: Extratos de plantas do bioma Cerrado avaliados sobre os microorganismos

Familia

Nome cientifico

Parte da planta testada

(Solvente)*

Numero de Herbario

Annonaceae

Annona crassiflora Mart.

Cardiopetalum calophyllum Schltdl.

Duguetia furfuracea (St. Hil.) Benth. & Hoek

Xylopia aromatica (Lam.) M. C. Dias

Xylopia emarginata Mart.

Apocynaceae

Aspidosperma macrocarpon Mart.

Condylocarpon isthmicum (Vell.) A. D.C.

Hancornia pubescens (Nees et Mart.) M. Arg.

Himatanthus obovatus (M. Arg.) Woodson

Peschiera affinis (M. Arg.) Miers.

Asteraceae

Eremanthus glomerulatus Less.

Piptocarpha macropoda (D. C.) Baker

Piptocarpha rotundifolia (Less.) Baker

F°(H,E); CC°(H,E); CM*
(E); RC(E); RM(H)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RYH,E)

F(H,E); C*(H,E); RC(H,E);
RM(H,E)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RC(H,E); RM(IE)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RC(H,E); RM(ILE)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RC(H,E); RM(ILE)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E)

F(H); ); RC(H,E);
RM(H,E)

F(H,E); RC(H,E);
RM(H,E)

CC(H,E); CM (H,E);
R(H,E)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RC(H,E); RM(IE)

F(H,E); CC(H,E)

F(H,E); CC(H,E);
RC(ILE); RM(ILE)

(UB) 3700

(UB) 3703

(UB) 3679

(UB) 3699

(UB) 3690

(UB) 3692

(UB) 3663

(UB) 3677

(UB) 3678

(UB) 3717

(UB) 3721

(UB) 3680

(UB) 3676
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Eremanthus sphaerocephalus Baker
Bignoniaceae

Anemopaegma arvense Stellf. Ex de Souza

Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart.

Tabebuia caraiba Bureau

Arrabidaea florida D.C.

Anemopaegma chamberlaynii (Sims.) Dur. k.

Burseraceae
Protium heptaphyllum (Aublet.) March.

Flacourtiaceae

Casearia sylvestris var. lingua (Camb.) Eichl.

Magnoliaceae

Talauma ovata A. St.-Hil.

Meliaceae
Guarea guidonea Sleumet.

Guarea Kunthiana A. Juss.

Rubiaceae
Sabicea brasiliensis Werhm
Sapindaceae

Cupania vernalis Camb.

Magonia pubescens St. Hil.

I'(H,E)

F(H); C(H,E); R(H)
F(E); C(H); Fr(H,E)

F(H,E); CC(E); CM (H,E);
RC(H,E); RM(E)

F(H)

C(H,E)

CC(E); CM(E)

F(H,E); CC(H,E); CM (H);
RC(H,E); RM(H,E);
Fri(H,E)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E)

F(H,E); C(H,E); R(H,E)

F(H,E); C(H,E); R(E);
Fr(HLE)

R(E); Fr(H,E)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RC(H,E); RM(H,E)
F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); R(H,E); RC(H,E);
RM(H,E); Fr(H,E)

(UB) 3708

(UB) 3691

(UB) 3696

(UB) 3701

(UB) 3714

(UB) 3715

(UB) 3689

(UB) 3693

(UB) 3738

(UB) 3712

(UB) 3710

(UB) 3709

(UB) 3695

(UB) 3702
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Matayba guianensis Aublet

Serjania lethalis St. Hil.

Chrysophyllum soboliferum Rizzini
Sapotaceae

Pouteria gardneri (Mart. & Miq.) Baehni

Pouteria ramiflora (Mart.) Radlk.

Pouteria torta (Mart.) Radlk.
Simaroubaceae

Simarouba versicolor St. Hil.

Zingiberaceae
Renealmia alpinia(Rottb.) Maas.
Monimiaceae

Siparuna guianensis Aubl.

Siparuna cujabana A. D.C.

CC(H,E); CM (HLE);
RC(H,E)

F(H,E); CC(E); CM (H,E);
RC(ILE)

F(HLE)

F(H,E); CM (H,E);
R(H,E); RC(H,E);
RM(H,E)

F(H,E); CC(H,E); CM
(H,E); RC(H,E); RM(IE)

F(H,E); RC(H); RM(H,E)

F(H,E); CC(H,E);
RC(H,E); Fr(H,E)

F(HLE)

F(H,E); CC(H,E); CM
(HE)
F(H,E); C(HLE); R(H,E);
Fr(HLE)

(UB) 3697

(UB) 3716

(UB) 3733

(UB) 3672

(UB) 3671

(UB) 3674

(UB) 3724

(UB) 3719

(UB) 3720

(UB) 3737

Solventes utilizados na extra¢io: H: hexano, E: etanol; °F: Folha; °CC: Casca do caule; ‘CM:

Casca da madeira; “RC: Casca da raiz; 'RM: Madeira da raiz ; R: Raiz (madeira + casca); hC:

Caule (madeira + casca); I': Inflorescéncia ; Fr': Fruto
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4.2 Fracionamento quimico biomonitorado

O extrato hexanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba, ativo sobre as bactérias
Enterococcus faecalis (halo de inibicdo de 20 mm; CIM: 31,25 ug/mL) e Staphylococcus aureus
(halo de inibicdo de 22 mm; CIM: 500 pg/mL) foi selecionado para estudo quimico a fim de

permitir o isolamento e a identificagdo do composto bactericida.

4.2.1 Particao bifasica

Uma aliquota de 5,6 g do extrato hexanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba foi
submetida a uma parti¢ao bifasica em ciclohexano e metanol. Foram obtidas as seguintes fragdes:
metanolica (3,54 g), ciclohexanica (1,5 g) e um precipitado de coloracio escura (0,56 g).

Apos avaliagdo das trés fragdes pelo teste de difusdo em agar verificamos que a fragdo

metandlica era a responsavel pela atividade.

4.2.2. Tratamento cromatografico da fracio metanolica

A fragdo metandlica (3,54 g) foi cromatografada em coluna aberta de silica, possibilitando
o recolhimento de 498 fracdes (50 mL cada), que foram analisadas comparativamente por CCD
(Figura 6) e, posteriormente, reunidas de acordo com suas semelhancas (Rf) para a obtencao de
24 grupos (Tabela 4).

O rendimento total dos grupos obtidos foi de aproximadamente 59,87%; portanto, houve
uma perda de, aproximadamente, 1,42 g da fragdo metandlica, que pode ser atribuida as fragdes
desprezadas (com o objetivo de facilitar a purificacdo) por conterem substancias intermediarias a

dois grupos, além dos procedimentos laboratoriais como a transferéncia das fragdes recolhidas de
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uma vidraria para outra. G2 apresentou o maior rendimento (em torno de 10,91%), enquanto o
(G23 apresentou o menor (0,13%) em relacdo a fragdo metandlica.

Os testes de atividade desses grupos obtidos foram realizados sobre S. aureus e E. faecalis
pela técnica de autobiografia. O grupo G2 obtido no sistema de eluente ciclohexano:acetato de
etila (97,5:2,5) e o grupo G11 obtido em ciclohexano:acetato de etila (92,5:7,5) (Tabela 4)
apresentaram atividade sobre S. aureus e E. faecalis quando monitorados por autobiografia.

O grupo G2 (386,3 mg) foi escolhido para iniciar os nossos estudos de fracionamento
quimico biomonitorado, que podem ser contemplados a seguir. O estudo quimico de G2 e G11
estdo em andamento, porém ja obtivemos alguns resultados para G2, incluindo a detec¢do do sub-

grupo ativo.

F221 F254 F256 F260 F274 F276 F280 F283
252 272

Figura 6: Perfil em CCD (silica gel 60F,s4, Merck) das fragdes (F) oriundas da coluna
cromatografica aberta. Eluente CCD - C:AcEt 70:30. Revelador: vanilina sulfurica.
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Tabela 4. Grupos obtidos apds reunido das fragdes

Eluente®
Fracao Fraciio Cradionte de Volume Peso (mg) | Rendimento (%)
Metanolica polaridade total (mL)
Gl F1-33 C (100) 1700 132,3 3,73
G2 F34-42 C:AcEt (97,5:2,5) 386,3 10,91
G3 F43-45 C:AcEt (97,5:2,5) 35,7 1,0
G4 F46-61 C:AcEt (97,5:2,5) 46,8 1,32
G5 F62-78 C:AcEt (97,5:2,5) 3600 84,9 2,4
G6 F79-110 | C:AcEt (97,5:2,5) 82,8 2,34
G7 F111-122 C:AcEt (95:5) 35,3 1,0
GS8 F123-131 C:AcEt (95:5) 42,4 1,19
G9 F131-147 C:AcEt (95:5) 2700 67,9 1,92
G10 F148-170 C:AcEt (95:5) 63,8 1,8
Gl1 F171-253 | C:AcEt (92,5:7,5) 283,2 8,0
G12 F254-273 | C:AcEt (92,5:7,5) 2900 42,1 1,19
G13 F274-291 C:AcEt (90:10) 42,6 1,2
Gl14 F292-313 C:AcEt (85:15) 3000 64,1 1,81
G15 F314-335 C:AcEt (80:20) 1000 105,3 2,97
Gl6 F336-355 C:AcEt (75:25) 2500 45,7 1,29
G17 F356-413 C:AcEt 1500 74,5 2,1
(70:30) e (60:40)
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G18 F414-423 | C: AcEt (50:50) 1000 14,5 0,41
G19 F424-443 | C:AcEt (30:70) 32,7 0,92
G20 F444-468 | C:AcEt (30:70) 2500 31,1 0,88
G21 F469-487 AcEt (100) 19,6 0,55
G22 F488-491 AcEt (100) 1500 20,2 0,57
G23 F492-496 AcEt (100) 4,7 0,13
G24 F497-498 M (100) 1000 360,9 10,19
Total 24900 21194 59,87

Coluna cromatografica 1 - Tratamento da fragdo metandlica. “Eluente: C: ciclohexano; AcEt:
acetato de etila; M: metanol.
4.2.3 Tratamento cromatografico do grupo G2

O grupo G2 (386,3 mg) foi recromatografado em coluna aberta de silica (Figura 7) em
um gradiente crescente de polaridade: ciclohexano, acetado de etila e metanol, levando a
obtencdo de 245 fragdes que, apods monitoramento por CCD, foram reunidas em 13 grupos
(Tabela 5).

O rendimento total do fracionamento foi de 97,3% em rela¢do a G2;.portanto, houve uma
perda de, aproximadamente, 10,5 mg, que pode ser atribuida as fragdes desprezadas por conterem
substancias que ndo se enquadravam no perfil cromatografico de nenhum dos grupos, além dos
procedimentos laboratoriais como a transferéncia das fragdes recolhidas de uma vidraria para
outra. G2-3 apresentou o maior rendimento (30,89%), enquanto o G2-11 apresentou o menor
(2,69%) em relagao a G2.

Os testes de atividade desses grupos obtidos sobre S. aureus e E. faecalis foram realizados

pela técnica de autobiografia. O grupo G2-3 recuperado em ciclohexano puro apresentou a
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Substancia antimicrobiana de amplo espectro de Tabebuia caraiba 40

atividade sobre S. aureus e E. faecalis quando monitorados por autobiografia, e permitiu a
continuidade do nosso estudo de fracionamento quimico biomonitorado, que pode ser

contemplado a seguir.

Figura 7: Fracionamento quimico do Grupo G2 em coluna cromatografica aberta de silica.
Incorporagdo de G2 na silica.

Albernaz L.C.
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Tabela 5. Os 13 grupos resultantes do fracionamento de G2 (386,3 mg).
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Eluente®
Grupo G2 Fracao Peso (mg) Rendimento (%)
Gradiente de Volume
polaridade total (mL)
G2-1 F1-17 C (100) 17,4 4,5
G2-2 F18-28 C (100) 11 2,84
G2-3 F29-95 C (100) 119,3 30,89
G2-4 F96-106 C (100) 1600 11,1 2,87
G2-5 F107-136 C (100) 22,1 5,72
G2-6 F137-140 C:AcEt (95:5) 20,8 5,38
G2-7 F141-145 C:AcEt (95:5) 160 14,4 3,72
G2-8 F146-174 | C:AcEt (90:10) 300 21,8 5,64
G2-9 F175-190 C:AcEt 10,8 2,79
(85:15) e (80:20) 200
G2-10 F191-197 | C:AcEt (50:50) 13,7 3,54
G2-11 F198-201 C:AcEt (50:50) 10,4 2,69
G2-12 F202-206 AcEt (100) 80 12,6 3,26
G2-13 F207-245 M (100) 110 90,4 23,4
Total 2450 375.,8 97,3

Coluna cromatografica 2 - Tratamento do grupo G2 “Eluente: C: ciclohexano; AcEt: acetato de
etila; M: metanol.
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4.2.4. Tratamento cromatografico do grupo G2-3

O grupo G2-3 (119,4 mg) foi cromatografado em coluna aberta de silica em um gradiente
de polaridade: ciclohexano e acetato de etila, levando a obtencdo de 114 fracdes que, apds
monitoramento por CCD, foram reunidas em 7 sub-grupos (Tabela 6).

O rendimento total dos grupos obtidos foi de aproximadamente 71,11%; portanto, houve
uma perda de, aproximadamente, 34,5 mg do grupo G2-3, que pode ser atribuida as fracdes
desprezadas por conterem substidncias que ndo se enquadravam ao perfil cromatografico de
nenhum dos grupos, além dos procedimentos laboratoriais como a transferéncia das fragdes
recolhidas de uma vidraria para outra. O sub-grupo SG2-3-1 apresentou o maior rendimento
(32,39%), enquanto o SG2-3-7 apresentou o menor (1,29%) em relagdo a G2-3.

Foram realizados os testes de atividade desses sub-grupos obtidos sobre S. aureus e E.
faecalis pela técnica de autobiografia. SG2-3-4 recolhido em ciclohexano puro foi o sub-grupo
ativo sobre S. aureus e E. faecalis quando monitorados por autobiografia. O sub-grupo SG2-3-4
teve um rendimento de 11,66%, correspondente a 9,9 mg. O perfil cromatografico em CCD de
SG2-3-4 visualizado em uma tUnica banda, foi submetido a técnicas espectrométricas para
determinac¢do de estrutura molecular. O composto ativo, determinado por autobiografia pode ser

também observado em SG2-3-5 (circulo - Figura 8).
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SG2-3-5
Figura 8: Perfil em CCD (silica gel 60F»ss, Merck) de SG2-3-5 oriundo da coluna
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cromatografica aberta G2-3. Eluente CCD: C 100. Revelador: vanilina sulfirica. Substancia

detectada como antimicrobiana pela técnica de autobiografia (circulo), com presenca majoritaria

em SG2-3-4.

Tabela 6: Os 7 sub-grupos resultantes do fracionamento de G2-3 (119,4 mg).

Eluente®
Grupo G2-3 Gradiente de | Volume | Peso (mg) | Rendimento (%)
polaridade total (mL)

SG2-3-1 C (100) 27,5 32,39
SG2-3-2 C (100) 12,9 15,19
SG2-3-3 C (100) 960 11,0 12,95
SG2-3-4 C (100) 9,9 11,66
SG2-3-5 C (100) 2.1 14,25
SG2-3-6 C:AcEt (95:5) 100 10,4 12,24
SG2-3-7 C:AcEt (90:10) 80 1,1 1,29

Total 1140 84,9 71,11

Coluna cromatografica 3 - Tratamento do grupo G2-3. “Eluente: C: ciclohexano; AcEt: acetato de

etila.
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4.3 Autobiografia

A atividade bactericida dos grupos foi avaliada pela técnica de autobiografia, utilizando as
espécies Gram-positivas S. aureus e E. faecalis, devido a atividade inicial do extrato bruto sobre
essas bactérias. O grupo G2 apresentou halo de inibi¢do em CCD eluida com C:AcEt (90:10) em
RF= 0,38 (Figura 9). O grupo G11, em CCD eluida em C:AcEt (80:20) apresentou atividade no
ponto de aplicagdo, ou seja em RF= 0.

O grupo G2-3 formou um halo de inibicdo, em CCD eluida com ciclohexano 100% em
RF= 0,29. O sub-grupo SG2-3-4 teve um halo de inibi¢do em CCD eluida com ciclohexano

100%, no ponto de aplicagcdo da amostra, ou seja em Rf= 0.

Figura 9: Autobiografia: halo de inibicdo do grupo G2 em S. aureus.

Albernaz L.C.
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4.4 Determinacgido da atividade de SG2-3-4 pelo teste de difusdo em agar

O sub-grupo SG2-3-4 foi avaliado na concentracdo de 1 mg/mL pelo método de difusdo
em agar sobre as bactérias Gram-negativas: Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter koseri ¢ Gram
positivas: Staphylococcus epidermidis.

SG2-3-4 apresentou importante atividade sobre as cepas avaliadas com halos de inibicao
variando entre 20 e 30 mm, ndo apresentando atividade sobre a cepa do isolado clinico Serratia
marcescens. Nos controles, foi confirmada a inatividade in vitro do DMSO, que ndo inibiu o
crescimento bacteriano. Ampicilina, medicamento utilizado como controle positivo, apresentou
atividade apenas sobre as espécies Salmonella typhimurium e Proteus mirabilis, com halos de

inibigdo de 20 e 24 mm, respectivamente. Os resultados podem ser observados na Tabela 7.

Tabela 7: Atividade de SG2-3-4 na concentragdo de 1 mg/mL pelo método de difusdo em agar.

Microorganismos Substancia 1 Controle positivo  Controle negativo
Halo de inibicao (mm) Ampicilina DMSO

C. koseri 24 0 0
E. aerogenes 22 0 0
K. pneumoniae 20 0 0
P. mirabilis 22 24 0
S. typhimurium 30 20 0
S. epidermidis 25 0 0
S. marcescens 0 0 0
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Substancia antimicrobiana de amplo espectro de Tabebuia caraiba 46

4.5 Determinacio da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) de SG2-3-4

A concentracdo inibitéria minima (CIM) de SG2-3-4 foi determinada sobre Enterococcus
faecalis e Staphylococcus aureus, espécies previamente utilizadas pelo método autobiografia,
para monitorar a atividade bactericida durante o fracionamento quimico. Com o objetivo de
verificar o espectro de agdo deste sub-grupo, a CIM foi também determinada sobre outras
bactérias Gram negativas: Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Salmonella choleraesuis, Serratia
marcescens, Proteus mirabilis, Citrobacter koseri e Gram positivas: Staphylococcus epidermidis.

A atividade de SG2-3-4 foi avaliada em diluigdes seriadas nas concentragdes de 1000 a
15, 625 ng/mL, seguidas, quando necessario, de uma segunda série de diluicdes de 800 a 12,5
pg/mL, inibindo o crescimento de todas as espécies pelo menos nas duas primeiras diluigdes. A
menor CIM 15,625 pug/mL foi observada para a espécie Gram positiva S. aureus, seguido do
valor de CIM 25 ug/mL sobre a espécie Gram positiva de S. epidermidis ¢ CIM 31,25 pg/mL
sobre as espécies Gram positiva E. faecalis e Gram negativa de S. choleraesuis. As espécies
Gram negativas E. coli e P. aeruginosa cujo extrato bruto (hexanico da madeira do caule de
Tabebuia caraiba) nao havia apresentado atividade no teste de difusdo em agar, foram inibidas
com CIM de 500 ug/mL para E. coli e 400 ug/mL para P. aeruginosa. Os resultados podem ser
observados na Tabela 8.

Os valores de CIM correspondem a menor concentracao capaz de inibir o crescimento das

bactérias.
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Tabela 8: Valores de CIM do extrato hexanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba e de

SG2-3-4. Ampicilina: controle positivo; DMSO: controle negativo; (-): ndo foi testado.

Microorganismos Extrato bruto Substancia Ampicilina DMSO
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)

C. koseri - 250 7,812 Inativo

E. aerogenes - 250 15,625 Inativo

E. coli - 500 31,25 Inativo

E. faecalis 31,25 31,25 7,812 Inativo

K. pneumoniae - - 7,812 Inativo

P. mirabilis - 500 31,25 Inativo

P. aeruginosa - 400 62,5 Inativo

S. choleraesuis - 31,25 15,625 Inativo

S. aureus 500 15,625 7,812 Inativo

S. epidermidis - 25 15,625 Inativo

S. marcescens - 400 31,25 Inativo

S. typhimurium - 250 15,625 Inativo

4.6 Estudos espectrométricos de SG2-3-4

SG2-3-4, obtido a partir de sucessivas colunas cromatograficas abertas do extrato

hexéanico da madeira do caule de 7. caraiba (Figura 10); apresentou um perfil cromatografico em

CCD em uma uUnica banda, sendo submetido a técnicas espectrométricas de ressonancia

magnética nuclear (RMN) de uma dimensao (1D) ('H e "C) e bidimensional (2D) (COSY,

HSQC, HMBC, NOESY), cujos espectros podem ser observados no Anexo 1.
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‘DT Zvulaq)y

A

oJudWEpUR WA — 0BSLIJIIUIPI 9 OJUIWE[OSI - BURIGOIOIWIIUL BIOURISQNS m
(8w 6°6)
p-€-7OS
7 (8w 07)
O
(Bw ¢'11)
O Gupern)
! ojudwrepue wry i
(Sw 1p9) . (Bw °511) (3w 8°9t) (Sur ¢9g¢)
[489) 01D 149) (49
(B p61T) (Bw £56¢)
I 129
_
(8 95°0) 3 ps‘e) @1
opendroard BII[OURIIIA OBIRIY BOIUBXIYO[J10 0BSRI]

3 9°6)
ojnig oje.axy

DqIDI "] OP J[NED OP BIOPEBW BP 0JTUEXJY 0jenxd op mied e {-¢-gDS odni3-qns op oedualqo e ered ewonbsy (1 eandig

DQIV.ADD PINGIGD] P 0.4302ds2 0]dwv 2P PUDIGOLIIUIIUD DIDUDISGNS




Substancia antimicrobiana de amplo espectro de Tabebuia caraiba 49

A amostra de SG2-3-4 usada na obten¢do dos espectros (Anexo 1) ndo permite deducdes
com a seguranca suficiente para estabelecer estrutura compativel com a necessaria confianca,
mesmo reconhecendo-se a presenca das unidades arilicas abaixo descritas (A e B). A auséncia
dos demais sinais para completar a estrutura, especialmente de 4tomos de carbono nao
hidrogenados (quaternarios), ndo podem ser lidos nos espectros e, conseqlientemente, ndo temos
condicdes de postular estrutura com a devida seguranga, que aparentemente se revela
relativamente simples. Pode-se cogitar a possibilidade estrutural da unidade capaz de ligar A ¢ B
(Figura 11 e Tabela 9). Podemos observar também nesses espectros que SG2-3-4 contém ésteres
etilico (I) e metilico (II), sendo o I em maior porcentagem (Figura 12).

Nessas condigdes, decidimos prosseguir os processos de purificagdo de SG2-3-4 para

certificacdo da estrutura molecular.

Se o sinal em o4 3.69/
dc ~54 ndo correspon-
der a grupo MeO

Figura 11: Unidades arilicas (A e B) reconhecidas. Possibilidade estrutural (1 e 2) de SG2-3-4.
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812,31 (1)
5. 1046 53214 5,274 8 34.60 3. 14.34
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Figura 12: Esteres etilico (I) e metilico (IT) presentes em SG2-3-4.

HMQC
Sc Sc
C
1 125.18 _
3 -
4 151.03 _
" | 13443 _
3 | 147.94 _
4’ -
CH
2 130.91 7.56 (d, 2.4)
5 120.95 6.96 (d, 8.7)
6 128.48 | 7.25(dd, 8.7, 2.4)
2 | 11718 7.09 (d, 2.4)
5 | 11837 6.68 (d, 8.6)
6 | 12083 | 6.83(dd, 8.6,2.4)

Tabela 9: Dados preliminares de RMN.
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ChemNMR H-1 Estimation

7.23

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

121.4

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

180 160 1do 120 100 80 60 40 20 0
PPM
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ChemNMR H-1 Estimation

7.16

OH
5.0

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

PPM

Estimation Quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

180 160 140 120 100 80 60 4o 20 0
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5. Discussao

Estudos sobre as disseminagdes de microorganismos demonstram o aumento da
resisténcia aos antibidticos disponiveis (Lambert, 2005) e a OMS alerta sobre o perigo do
surgimento de novas doencas infecciosas, as quais os potentes antimicrobianos atuais nao
conseguirdo combater (Goodman, 2003; OMS, 2000a) especialmente em regides tropicais e
em pacientes imunocomprometidos (OMS, 2000a). Cepas resistentes ou multi-resistentes
estdo surgindo continuamente (Tshikalange et al., 2005). O uso indiscriminado e incorreto
dos antimicrobianos na clinica, seleciona os microorganismos resistentes com alto poder de
infeccdo e disseminagdo, causando infec¢des que matam milhdes de pessoas por ano (Cunha,
2001). Em efeito, a pressao seletiva de variantes e genes resistentes resulta do extenso uso de
antimicrobianos, anti-sépticos e desinfetantes na pratica médica, veterindria e agricultura
(Jeljaszewicz, 2000). Falhas na terapia antibidtica pode resultar na tolerancia das bactérias ao
composto, que torna-se apenas bacteriostatico e ndo mais bactericida (Lambert, 2005). O
surgimento de cepas bacterianas resistentes como Staphylococcus aureus resistentes a
vancomicina (VRSA), Staphylococcus aureus com resisténcia intermedidria a vancomicina
(VISA), Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), Enterococcus multidrogas
resistentes e varias outras impde o desenvolvimento de novos medicamentos (Lambert, 2005).

A pesquisa com produtos naturais possibilita identificar novos metabdlitos com
potencial terapéutico, além de que a descoberta de novos modos de acdo ¢ uma valiosa
alternativa na corrida por novas moléculas com atividade antimicrobiana. Bioprospecc¢des
mostram o grande potencial de novos agentes bactericidas oriundos de plantas (Mahady,
2005; Arias et al., 2004). O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, com 2 milhdes Km?
e 44% da flora endémica (Klink & Machado, 2005). Pesquisas prévias com o Banco de

Extratos de Plantas do Bioma Cerrado/Farmacognosia/UnB confirmam que a grande
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diversidade de metabdlitos secunddrios da rica flora do Cerrado possibilita a pesquisa de
substancias ativas (Coelho et al., 2006; Napolitano et al., 2005; Mesquita et al., 2005a,
2005b; Rodrigues et al., 2005; Espindola et al., 2004).

Este trabalho utilizou diferentes estratégias quimicas e bioldgicas visando o
isolamento de moléculas bactericidas em extratos de plantas. Para tanto, foram conduzidos
estudos de triagem do Banco de Extratos de Plantas (Farmacognosia/UnB) sobre bactérias
patogénicas a seres humanos: cepas Gram positivas Enterococcus faecalis e Staphylococcus
aureus ¢ cepas Gram negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
choleraesuis; e sobre o fungo Candida albicans. Foi selecionado o extrato hexanico da
madeira do caule de Tabebuia caraiba, ativo sobre as bactérias Gram positivas, para o
fracionamento quimico biomonitorado, objetivando a obtengdo de compostos vegetais
responsaveis pela atividade. O sub-grupo ativo foi testado sobre as bactérias Gram positivas:
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e Gram
negativas: Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Salmonella choleraesuis, Serratia marcescens (isolado
clinico), Proteus mirabilis (isolado clinico), Citrobacter koseri (isolado clinico); com
resultados que definem seu amplo espectro de agdo.

A perspectiva ¢ a utilizacdo futura de moléculas promissoras como modelo para
fabricacdo de compostos ativos, que possam conduzir a cria¢do de novos tratamentos
bactericidas. Em efeito, esse trabalho ¢ o primeiro de uma linha de pesquisa iniciada em nosso
laboratério, que pretende selecionar moléculas com acdo bactericida especifica, criando assim
perspectivas de estudos, que possam contribuir para diminuir a ameaga que representa hoje as
doencas bacterianas em humanos. Pretendemos criar um banco de substancias importante para
resguardar as moléculas do Cerrado e propiciar futuros estudos; promover o conhecimento

dos metabolitos produzidos pelas plantas deste vasto bioma; obter marcadores quimicos

Albernaz L.C.



Substdncia antimicrobiana de amplo espectro de Tabebuia caraiba 55

especificos de plantas com atividade bactericida, contribuindo para a sistematizacdo da
obtencdo de novos compostos; possibilitar o cultivo em larga escala das plantas produtoras
das moléculas ativas selecionadas fornecendo matéria-prima para a inddstria. Por fim,
esperamos em uma proxima etapa, promover o entendimento dos mecanismos de agdo de
moléculas ativas, com a perspectiva de obten¢do de novos medicamentos.

Alguns estudos ja demonstraram a atividade antibacteriana de extratos brutos e
substancias puras de plantas do Cerrado (Pimenta et al., 2000; Alves et al., 2000; Alcerito et
al., 2002). Nosso estudo permitiu, apds a triagem de 242 extratos brutos, identificar 20
extratos que inibiram o crescimento de uma a duas bactérias, dentro as cinco cepas utilizadas
na triagem, sendo que, dentre esses 17 inibiram cepas Gram positivas Enterococcus faecalis
e/ou Staphylococcus aureus e 2 inibiram a cepa Gram negativa Pseudomonas aeruginosa; e 1
extrato inibiu o crescimento do fungo Candida albicans. Dentre esses 20 extratos ativos, 13
eram hexanicos (apolares), sendo 6 provenientes do caule e 5 da raiz; e 7 etandlicos (polares),
sendo 2 provenientes do caule e 3 da raiz. Os outros eram 3 extratos de folhas e 1 de fruto. Ou
seja, observamos importante atividade dos extratos hexanicos de caule e raiz. Alguns estudos
dizem que os extratos metanolicos sdo mais efetivos, pois este solvente ¢ melhor para extrair
substancias antimicrobianas de plantas quando comparado com outros solventes
(Chandrasekaran, 2004; Eloff, 1998).

Bactérias Gram positivas como Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis sao 0s
principais agentes de infec¢des nosocomiais e comunitarias (Jeljaszewicz, 2000). A
apolaridade da maioria dos antimicrobianos disponiveis explica uma maior atividade frente as
cepas Gram positivas, tornando-as alvos mais susceptiveis aos antibidticos do que as cepas
Gram negativas, que apresentam resisténcia mecanica (Jeljaszewicz, 2000; Tavares, 2001).
Isto se deve a diferenga quimica e morfolégica da parede celular dessas bactérias. A parede

celular de Gram negativas ¢ constituida por uma ou mais camadas semipermedveis de
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peptideoglicanos, de aspecto bastante complexo, e ainda uma membrana externa, onde se
encontram os lipopolissacarideos (LPSs), fosfolipideos e poros por onde substancias polares
ou de baixo peso molecular conseguem entrar mais facilmente. Os LPSs servem como uma
barreira eficiente contra a rapida penetra¢ao de antibidticos lipofilicos e impedem a entrada de
substancias hidrofilicas, conferindo resisténcia natural a estas cepas (Kuzma, 2006; Lambert,
2002). As Gram positivas, ao contrario, possuem apenas uma uUnica camada de
peptideoglicanos, espessa e permedvel, organizada de forma homogénea que usualmente
facilita a rdpida penetracdo dos farmacos antimicrobianos (Lambert, 2002). Apds a triagem do
banco pelos testes de difusdo em 4agar, o extrato que escolhemos para esse estudo, apolar
(extrato hexanico da madeira do caule de Tabebuia caraiba), foi ativo sobre as Gram
positivas Staphylococcus aureus € Enterococcus faecalis € inativo sobre as Gram negativas.
Porém, o sub-grupo SG2-3-4 deste extrato, também apolar, apos triagem sobre bactérias Gram
positivas e Gram negativas, apresentou amplo espectro de a¢do, tanto nos testes de difusdo em
agar, como nos testes para a determinacdo da concentragdo inibitoria minina (CIM). O sub-
grupo apolar conseguiu atravessar facilmente a camada de peptideoglicanos e entdo agir nas
cepas Gram positivas. Ja em Gram negativas, podemos supor uma entrada lenta do sub-grupo
através da membrana externa de lipopolissacarideos, permitindo sua acdo. Além disso, o sub-
grupo contém o composto ativo concentrado, diferentemente de sua concentracao no extrato
bruto, que ¢ uma mistura de substancias que podem interagir entre si de forma sinérgica ou
antagonista. Os halos de inibi¢do obtidos com a ampicilina, controle positivo em E. faecalis
(22 mm) e S. aureus (20 mm) foram similares aos resultados obtidos com o extrato bruto (20
e 22 mm respectivamente).

Observamos também que 4 extratos brutos, pertencentes a familia Annonaceae e
Zingiberaceae, que ndo inibiram o crescimento das bactérias utilizadas na triagem, foram

capazes de formar um halo incolor em volta do disco de papel, no teste de difusdo em agar
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com a bactéria Pseudomonas aeruginosa. Em efeito, a cepa de Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) produz um pigmento azul denominado piocianina, que em meio agar Miiller
Hinton possui coloracdo verde. Portanto esse halo incolor correspondia a inibicdo da producao
do pigmento produzido por essa bactéria, mas ndo a inibi¢do do crescimento da bactéria, que
continuava a ser visualizada nesse halo. A literatura descreve que 6 a 10% do genoma de P.
aeruginosa ¢ controlado por quorum-sensing, sendo a maioria desses genes de viruléncia (Le
Berre et al., 2006). Ou seja, a inibicdo da producdo de piocianina pela P. aeruginosa, indica
bloqueio do quorun-sensing, que ¢ um sistema de comunicagdo entre as bactérias com a
difusdo de pequenas moléculas sinalizadoras através das membranas bacterianas. Essa
linguagem permite que as bactérias coordenem seus comportamentos em relacdo ao meio
ambiente. Assim, quando a densidade bacteriana aumenta, a quantidade dessas moléculas
crescem até atingir um pico que provoca a ativagdo ou repressdo de certos genes no conjunto
de bactérias. Entre esses genes estdo os envolvidos na viruléncia e regula¢do do crescimento
da colonia. Novas terapias bloqueando o quorun-sensing parecem promissora. Esses
inibidores tem um modo de acdo diferente dos antibidticos e a principio ndo levam a
resisténcia (Adonizio et al., 2006; Rasmussen et al., 2006; Le Berre et al., 2006; Fuqua et al.,
2002; Nealson et al., 1970).

A piocianina penetra facilmente em membranas biologicas e causa entre outros
problemas a inibi¢do da liberacdo de prostaciclinas pelas células endoteliais e induz a
apoptose em neutrofilos via radicais livres (Denning et al., 1998). A inibicdo da piocianina,
indica inibi¢do da viruléncia, o que poderé ajudar o sistema imune do hospedeiro a combater a
infeccdo. Assim, esse ¢ um alvo atrativo para a acdo de novos compostos antimicrobianos. O
mecanismo pelo qual um composto inibe a produgdo de piocianina e assim o quorun-sensing
ainda ndo foi elucidado. Entretanto, algumas possibilidades sdo citadas como a degradacao ou

inibicdo da sintese do sinalizador 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS); ou o impedimento do
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receptor do PQS; ou a inibi¢do da expressdao do sistema que sintetisa o sinalizador (Le Berre
et al., 2000).

A literatura sugere que se um extrato ou composto vegetal diminui o crescimento ou
inibe algum fator de viruléncia controlado por quorum-sensing, pode indicar que estes estejam
afetando a sintese do sinalizador, diminuindo dessa forma os sinais indutores (Le Berre et al.,
2006), visualizados no nosso experimento pela inibi¢cao do pigmento. Na literatura poucos sao
os trabalhos que observaram a inibicdo do pigmento produzido pelas bactérias. J4 foram
relatados atividade anti quorum-sensing do extrato etandlico das folhas de Conocarpus
erectus, Bucida burceras, Callistemon viminalis, Tetrazygia bicolor, Quercus virginiana, do
extrato etanolico da inflorescéncia de Callistemon viminalis e do extrato etandlico de partes
aéreas de Chamaesyce hyperricifolia (Adonizio et al., 2006). Substancias extraidas do alho e
as furanonas de Delisea pulchra ja demonstraram inibir a cascata de producdo dos
autoindutores, responsaveis pelo quorum-sensing (Persson, 2005). O extrato metanolico da
semente de Pisum sativum inibiu a violaceina, um pigmento roxo de Chromobacterium
violaceum; , porém induziu a producdo de autoindutores de outras cepas como Aeromonas
hydrophila e Pseudomonas aeruginosa, indicando aumento da atividade de quorum-sensing
(Teplitki, 2000).

Os compostos obtidos da casca de espécies de Tabebuia ssp., conhecida como pau
d’arco ¢ utilizado tradicionalmente para tratamento de ulceras, sifilis, problemas
gastrointestinais, candidiase, cancer, diabetes, prostatites, constipacao e alergias (Park, 2006).

Substancias antimicrobianas ja foram isoladas de 7. impetiginosa (Figura 13).
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Figura 13: Constituintes da madeira do caule de Tabebuia impetiginosa com atividade

antimicrobiana (Park, 2006).

Tabebuia avellanedae é bastante conhecida pela presenga de lapachol, importante
naftoquinona com atividade antimicrobiana comprovada (Pereira, 2006). Esse composto nao
foi detectado no nosso extrato hexanico da casca do caule de Tabebuia caraiba, pelo método
de cromatografia em camada delgada, revelada com potassa alcoolica, revelador especifico de
naftoquinonas. Estudo da casca do caule de 7. aurea (Barbosa Filho et al., 2004) identificou a
presenca dos compostos [-sistosterol; metilcinamato; etil p-hidroxi-cinamato; acido
betulinico; acido veratrico; 3,4°,5-trihidroxi-7-metoxi flavona, todos, com excessdao do acido
betulinico, ativos sobre S. aureus e E. faecalis. E o composto etil p-hidroxi-cinamato
apresentou atividade sobre a cepa Gram negativa E. coli e sobre o fungo C. albicans. As

estruturas quimicas dos compostos podem ser observados na Figura 14.
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Figura 14: Compostos antimicrobianos extraidos da casca do caule de Tabebuia aurea

Alves (2000) realizou uma triagem com extratos de plantas do Cerrado sobre S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa e Bacillus cereus. Entre as espécies avaliadas estavam Pouteria
torta, Anonna crassiflora, Xylopia aromatica e Tabebuia caraiba. Nenhuma atividade foi
atribuida para o extrato de 7. caraiba. Os extratos metanol-diclorometano (1:1) e aquoso da
folha de A. crassiflora foram ativos sobre Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. O extrato
metanoélico da folha de P. torta mostrou-se ativo sobre S. aureus, B. cereus € P. aeruginosa.
Os extratos metanol-diclorometano (1:1) e aquoso da casca do caule de X. aromatica foram
ativos em S. aureus e B. cereus, € o aquoso foi também ativo sobre P. aeruginosa. Essas
quatro espécies avaliadas por Alves (2000), em nossa triagem ndo apresentou atividade,
certamente devido a menor concentracdo (1 mg/mL) do extrato utilizada em nosso estudo.
Apenas o nosso extrato etanodlico da folha de P. torta foi parcialmente ativo sobre E. faecalis,
mas ndo foi ativo sobre S. aureus.

As substancias aromaticas, como os flavonoides e cumarinas (Figura 15), sdo

metabolitos secundarios produzidos pelas plantas para se defenderem de predadores como
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fungos e bactérias fitopatogénicas, e s3o o maior grupo de substancias extraidas de vegetais
com atividade antimicrobiana relatada. Polifenois lipofilicos complexam com protéinas
presentes na parede celular, e conseguem rompé-la dessa maneira (Cowan, 1999). O sub-
grupo ativo SG2-3-4 do extrato hexdnico da madeira do caule de Tabebuia caraiba, parece
corresponder a uma aril-cumarina, com anel de 6 membros (1 — Figura 11) ou a uma benzo-
furanona, com anel de 5 membros (2 — Figura 11).

Anemopaegma arvense, espécie pertencente a familia Bignoniaceae, como 7. caraiba,
teve seus extratos hexanicos do caule e raiz ativos sobre Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis, com halos de inibi¢do de até 20 mm. Nao existem relatos sobre a
atividade desta planta como bactericida, sendo apenas reportada a sua utilizagdo popular em
todas as regides do Cerrado como afrodisiaco (Lorenzi, 2002). Uchino (2004) relatou a
atividade protetora de compostos isolados de Anemopaegma mirandum, catechina e
cinchonaina I e II, sobre a citotoxicidade induzida por peréxido de hidrogénio em ensaios com

B-hexosaminidase.
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Figura 15: Estruturas de substancias antimicrobianas extraidas de plantas (Cowan, 1999)
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6. Conclusao

Estudos de triagem do Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado
(Farmacognosia/UnB) sobre trés espécies Gram negativas: Escherichia coli (ATCC 35218),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Salmonella choleraesuis (ATCC 14028) e duas
espécies Gram positivas: Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Staphylococcus aureus
(ATCC 25922) e um fungo: Candida albicans (ATCC 10231), permitiram selecionar o
extrato hexanico de madeira do caule de Tabebuia caraiba. Esse extrato apresentou atividade
nos testes in vitro sobre as bactérias Gram positivas, com halos de inibicdo de 22 mm em S.
aureus € 20 mm em E. faecalis. O extrato ndo foi ativo sobre as bactérias Gram negativas e
sobre o fungo.

O fracionamento quimico biomonitorado possibilitou a obtengdo de 24 grupos
reunidos de acordo com sua semelhanga identificada por cromatografia em camada delgada.
Esses foram testados por autobiografia em S. aureus e E. faecalis.

Os grupos mais ativos foram G2 e G11, dos quais temos resultados promissores para o
G2. A purificacdio do grupo G2 possibilitou a obtencdo do sub-grupo SG2-3-4 com
rendimento de 11,66%. Foram determinadas as concentragdes inibitorias minimas (CIM) de
SG2-3-4, indicando um amplo espectro de ag¢do, com a obtencdo de atividade bastante
significante para Salmonella choleraesuis (CIM= 31,25 pg/mL), Enterococcus faecalis
(CIM= 31,25 pg/mL), Staphylococcus aureus (CIM= 15,625 ng/mL) e Staphylococcus
epidermidis (CIM= 25 pg/mL).

O sub-grupo SG2-3-4 apresenta unidades arilicas, cujos espectros permitem
cogitar a possibilidade estrutural da unidade capaz de ligé-las. Observamos ainda a presenga
de ésteres etilico (I) e metilico (II). SG2-3-4 encontra-se em processo de purificagdo para

decisdo da estrutura molecular.
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Nosso estudo constatou ainda que duas familias vegetais estudadas, Anonnaceae e
Zingiberaceae, possuem espécies com extratos capazes de inibir a produ¢do de piocianina,
pigmento produzido pela bactéria P. aeruginosa; o que pode ser um indicativo de inibi¢do do

mecanismo de quorum-sensing, responsavel pela produgao do pigmento.
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7. Perspectivas

v" Finalizar estudo quimico de SG2-3-4 para confirmagio da estrutura molecular.
v" Prosseguir estudo quimico de G11.
v Obter dados de atividade antimicrobiana de compostos isolados de G11.

v Elucidar as substincias bactericidas de G11 por meio de técnicas espectrométricas

(IV, UV, RMN de 'H, RMN de "°C, EM).

v' Submissdo de artigo sobre a atividade antimicrobiana dos compostos ativos de

Tabebuia caraiba sobre diferentes bactérias Gram positivas e Gram negativas.

v' Finalizar o estudo quimico biomonitorado dos extratos hexanicos do caule de

Anemopaegma arvense ¢ da madeira do caule de Pouteria ramiflora.

v" Realizar o estudo quimico biomonitorado dos extratos inibidores de piocianina.
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