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RESUMO

A espécieCochlospermum regiufioi selecionada por apresentar importantes propdesl
terapéuticas relacionadas a infeccbes do sistemaduivo feminino, relatadas em
levantamentos etnofarmacoldgicos. Entretanto, alguestudos realizados com
microorganismosn vitro sdo contraditorios. Este fato pode estar reladiore fatores
ambientais e fenoldgicos referentes ao cultivo thtp, a forma de preparacdo dos
extratos e/ou também ao microrganismo alvo. Noegmtestrabalho foram avaliadas a
atividade antimicrobiana em raizes de plantasCderegium coletadas em diversas
localidades, estadios fenologicos, idade da planteondicbes de sazonalidade. Para
realizacdo destes testes antimicrobianos foi dedada uma metodologia a qual utiliza
diretamente a droga vegetal sem a necessidade gteyreparacao de extratos (STAMP).
Além disso, foram realizados estudos fitoquimicommionitorados através da
bioautografia. Quanto ao STAMP, constatou-se qoe é@seficiente para avaliar drogas
vegetais principalmente com atividade antifung@am relagdo aos testes que avaliaram o
efeito ambiental e fenoldgico sobre a atividadena@intobiana de raizes de. regium foi
verificado que, apesar de a planta apresentardatiei antimicrobiana em todas as
condi¢cdes avaliadas, foi possivel observar queag®s coletadas no outono e inverno
apresentaram maior inibi¢cdo frent€aalbicans além disso, a idade da planta e substrato
de cultivo, também interferem nesta resposta bicdéddesta maneira, para utilizacdo de
extratos desta planta contra essa doenca infecciasada poC. albicans recomenda-se

a coleta de plantas no outono e inverno. Tambémdssivel observar que a entrecasca e
cerne da raiz sdo 0s principais responsaveis psf@aale antimicrobiana. Os estudos
fitoquimicos, realizados a partir do extrato hidicoalico (80%), mostraram que 0s

compostos ativos sdo de média polaridade, poisiar mt@vidade foi obtida nas fracdes de



particbes de acetato de etila. O acido gélico faomposto encontrado como sendo o
majoritario nesta fragdo em CG-MS. Em CLAE foranolados dois flavonoides:
diidrokaempferol-3-OB-D-glicopiranosideo e diidroquercetina-3f=B-glicopiranosideo,
entretanto, foi verificado que o diidrokaempfereD3-D-glicopiranosideo nédo é ativo
frente aC. albicans Os dados obtidos neste trabalho permitem infesgr os ativos da raiz
de C. regiumsao constitutivos e somente a concentragdo destetada pelas condi¢cdes
ambientais. Estes resultados sdo condizentes coestasos etnofarmacoldgicos e as
divergéncias existentes na literaura sobre a $sudade antimicrobian@ vitro se devem,
possivelmente, a utilizacdo de microorganismosasfecificos para infecgdes vaginais. O
presente trabalho é o primeiro que avalia a acfimiamobiana de extratos de. regium
frente a levedur€. albicansgue é o microrganismo que mais causa infeccoesaiagm

mulheres de todo o mundo.

PALAVRAS-CHAVE: STAMP, atividade antimicrobiana, algodaozinho-doipa,

bioautografia, Bixaceae.



ENVIROMENTAL AND PHENOLOGICAL FACTORS ON ANTIMICROB IAL
ACTIVITY AND PRODUCTION ACTIVES IN Cochlospermum  regium
(SCHRANK)  PILG. Botucatu, 2013. 107p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Horticultura) — Faculdade de Ciénciasohgmicas, Universidade Estadual
Paulista.

Author: Marielle Cascaes Inacio
Adviser: Ana Maria Soares Pereira

Co-advisor: Bianca Waléria Bertoni

SUMMARY

Cochlospermum regiumvas selected because it has important therap@utiperties
related to infections of female reproductive systemwhich is reported in
ethnopharmacological studies. However, some studittsmicroorganismsn vitro using
this plant are contradictory. This fact could b&atex to environmental or phenological
factors relating to the cultivation of the plangwhto prepare the extracts and/or also the
target organism. In this study has been evaludtecahtimicrobial activity ofC. regium
roots collected in different localities, growth g&g, plant age and seasonal conditions. To
conduct these antimicrobials tests, a methodolap/developed which uses the powered
plant directly without prior preparation of extradgfSTAMP). In addition, biomonitored
phytochemical analysis were performed by bioaufolgyaassays. Regarding STAMP
method, it was efficient for evaluating powerednplenainly with antifungal activity. The
tests that evaluated the environmental and phealogffects on the antimicrobial
activity of C. regiumroots showed that despite the plant antimicraddivity occur in all
conditions evaluated, it has observed that thesroollected in autumn and winter showed
greater inhibition again€k. albicans Furthermore, the age of the plant and the sulkestfa
culture also affect the biological response. Thus, recommend collecting plants in
autumn and winter to use against infectious diseassed byC. albicans It has also
observed that both inner bark and root cern arerthi@ responsible for the antimicrobial
activity. The phytochemical studies, carried ownirthe hydroalcoholic extract (80%),
showed that the active compounds are of mediunripglaince the highest activity has

obtained in the ethyl acetate fraction. Gallic avias found to be the majority compound



in this fraction from GC-MS. Two flavonoids havelated in HPLC: diidrokaempferol-3-
O-B-D-glucopyranoside and diidroquercetin-3pe-glucopyranoside. However, the
diidrokaempferol-3-OB-D-glucopyranoside is not active agair@t albicans The data
obtained in this study allow us to conclude tha&t dictive compounds &. regiumroots
are constitutive, and just the concentration ofs¢has affected by environmental
conditions. These results are consistent with th@opharmacological studies, and the
differences found in studies on thairvitro antimicrobial activity are possibly due the use
of non-specific microorganisms to vaginal infecgoithis is the first study to evaluate the
antimicrobial activity ofC. regiumextracts against the yedaSt albicans which causes

more vaginal infections in women of world wide.

Keywords STAMP, antimicrobial activity, algodaozinho-do-camp bioautography,

Bixaceae.



1. INTRODUCAO

A espécieCochlospermum regiu@ uma espécie medicinal nativa
do Cerrado muito utilizada pela populacéo paramnanto de infeccdes, principalmente do
sistema reprodutor feminino.

Estudos farmacoldgicos, quimicos e agrondmicosadespécie
estdo aumentando a cada ano, mas ainda sao esfeswe esses estudos, 0s de ensaio
antimicrobiano sao inconclusivos e contraditérigsta falta de reprodutibilidade da
atividade pode estar relacionada a diversos fatateatre eles, os ambientais, que
poderiam alterar quantitativamente ou qualitativat®e composicdo quimica das plantas
e também o microrganismo alvo, uma vez que estcisp utilizada para o tratamento de
infeccdes do sistema reprodutor feminino e até onemto ndo foi avaliado nenhum
microrganismo especifico para este tipo de infeccéo

Desta forma, é importante que se averigue as pissiausas das
incoeréncias, considerando que a esp€oehlospermum regiurasta submetida a eroséo
genética, uma vez que, as areas de Cerrado témesidondas a cada ano.

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar dive efeitos
ambientais e fenoldgicos que podem estar intedferina atividade antimicrobiana da
espécie, bem como identificar os principios atiesponsaveis pela mesma.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A espéci€ochlospermum regium

2.2.1 Taxonomia habitat

Dominio: Eucariota

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimnx eveal

Classe: Equisetopsida C. Agardh
Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Ordem: Malvales Juss.
Familia: Bixaceae Kunth
GéneroCochlospermunKunth
Nome botanic&€ochlospermum regiun{Schrank) Pilg. (MISSOURI

BOTANICAL GARDEN, 2013).

Cochlospermum regiumé uma espécie nativa do Cerrado
conhecida popularmente por algod&dozinho-do-campalgndaozinho-do-Cerrado (Figura
1). Geralmente é encontrada em locais que sofraruméncias antropicas, como beira de
estradas, ferrovias, entre outras. Uma caractsxistiica da espécfe. regium dentre as
espécies do género, é a sua plasticidade em radt@acao. As flores aparecem na parte
apical do ramo do ano, o qual, geralmente, estibllagdo na época. Quando o ramo do
ano é destruido, pelos incéndios, por exemplo,sgoebastante frequentes no Cerrado, as



flores surgem ao nivel do solo a partir do xilopoghigura 1C), de onde também saem os
ramos. Esta caracteristica colabora para que @ieggadapte as intempéries da natureza
e as acOes antropicas (POPPENDIECK, 1981).

Figura 1: Planta d€ochlospermum regiunfA) No habitatnatural. (B) Detalhes da flor.

(C) Florescimento ao nivel do solo apds queimada.
Fonte: Arquivo pessoal.

2.2.2 Etnobotéanica e etnofarmacologia

Cochlospermum regiur@ bastante utilizada na medicina popular e
suas raizes sdo comercializadas por raizeiros dm liioma do Cerrado. Nunes et al.
(2003) realizaram levantamento de espécies corligatlas por raizeiros nos anos de
1992 e 2002 e dentre estas espécies (32), vesificgue oC. regiumfoi a 52 e 62 mais
citada pelos comerciantes. Dentre suas inUmerkzagéies pela medicina popular, da-se
importancia, principalmente, a utilizagdo contrieégdes do sistema reprodutor feminino
(Tabela 1).



Tabela 1: Modo de uso e indicagao terapéutidd.degiumpor estados brasileiros.

Estados Orgdo  Formas Indicagéo terapéutica Referéncias
utilizado de uso
Tocantins * * Dores de cabeca Rodrigues e Carlini
(2005)
Mato Raiz Cha, Inflamacédo em geral, Moreira e Guarim-
Grosso garrafada  problema de préstata e Neto (2009)
pneumonia
Goias Xilopodio Cha, Infeccdes ginecoldgicas, Tresvenzol et al.
garrafada  gastrite e Ulcera gastrica (2006)
ou po
Goias * * Infec¢cdo gastrica Carvalho (2004)
Mato Colesterol, feridas internas e
Grosso do externas, laxante, depurativo
Sul Raiz * do sangue, inflamacado da Nunes etal. (2003)
pele, Gtero, ovario e prostata
Mato Casca (*) Cha Depurativo do sangue Guarim-Neto (2006)
Grosso
Goias * * Inflamacdes uterinas, vias Souza e Felfili
urinérias, diarréia (2006)
Mato Riz6foro  Decocto, Infeccdes, inflamacdes, Souza e Felfili
Grosso cha corrimentos, depurativo ~ (2006)
Mato Folha Cha Calculo renal, Glcera  Sangalli et al. (2002)
Grosso
Mato Raiz Cha Inflamacao do utero e dosPasa (2011)
Grosso ovarios
Minas Raiz Vinho Afeccdes uterinas Alves e Povh (2013)
Gerais medicinal
Mato Raiz Cha Inflamacao do Utero e ovarié®uza et al. (2010)
Grosso
Mato Raiz Cha Inflamacao do Utero e ovarid¥sa et al. (2011)
Grosso
Mato Raiz e Banho Leucorréia Macedo et al. (2011)
Grosso folha

* Nao ha especificagcbes

2.2.3 Estudos Agrondmicos

Sementes d€. regiumapresentam tegumento duro o que dificulta

a permeabilidade da &gua conferindo-lhe a condiga@orméncia. Segundo Kirizawa

(1981), a semente desta espécie € constituida tampér uma camada palicadica

resistente na parte mais externa do tegumentotidag®r uma camada delgada, que se

removida atraveés de escarificagdo permite a eméelnigrmalmente.



A superacdo da dorméncia de sementeS.degiumja foi avaliada
por Sales et al. (2002), Camillo (2008) e Inacialef2010). Esta foi conseguida através da
escarificacdo quimica com &cido sulfurico por g de 90, 150 e 140 minutos
resultando em até 80% de germinacédo em papel urdedagin vitro. Além disso, Inacio
et al. (2010) realizaram uma classificagdo quaattaamanho das sementes e as proporg¢oes
entre a parte aérea e o sistema radicula®.degium Em se tratando de armazenamento
das sementes d& regium Camillo (2008) verificou que sementes com 7,9%uhdade
e mantidas em temperatura sub-zero (-20 °C) podens® alternativa para conservagio
situ da espécie, garantindo caracteristica ortodoxagsas sementes.

O melhor substrato para germinacdo e desenvolvonelas
plantulas deC. regiumfoi avaliado por Viu et al. (2007) e Coelho et(@008). O substrato
comercial vermiculita foi o mais eficiente em prorapa germinacdo e maior altura de
plantulas. Segundo estes autores, isso ocorredal@s propriedades fisicas do mesmo,
que proporciona grande porosidade, aeracdo e lmscidade de retencdo de agua. O
maior numero de folhas foi conseguido em substredbotendo solo de Cerrado+esterco
(7:3) e solo de Cerrado+esterco+areia (1:1:1) cora média de até 5 folhas por plantula
ao final de 28 dias. Além de condicbes a campohBoet al. (2008) verificaram em
laboratério que a resposta de germinacdo foi semtdhndo diferindo estatisticamente,
nos substratos papel toalha, papel mata borramimdita, palha de arroz carbonizada,
terra preta, areia, solo de Cerrado e a mistutadtes os substratos.

A luminosidade e a temperatura exercem influénoare a
germinagao das sementes @eregiume os melhores resultados sdo obtidos no escuro,
vermelho e vermelho-extremo (81,2%, 90,7% e 74 &8pectivamente) e em temperatura
de 25 °C, obtendo-se até 90% de sementes germimadasndice de Velocidade de
Germinacao (IVG) de 2,6 (SALES, 2001).

Um protocolo de micropropagacédo foi desenvolvidoapasta
espécie por Inécio et al. (2011). Os autores melajae a multiplicacdo desta espéicie
vitro ocorre mais eficientemente utilizando-se gemasaapicomo fonte de explante em
um meio de cultivo MS sem a utilizacdo de regulagdovegetais. Aléem disso, o
enraizamento das microestacas é mais eficiente dquastas sdo transferidas para
condicbesex vitra Em se tratando de conservacdo, sob condic&itro, Camillo et al.

(2009) estabeleceram crescimento minimo de exglat@€. regiumem meio de cultura
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WPM (¥2)a uma temperatura de 20 °C e Inacio et 201X) demonstraram que a

temperatura de 15 °C também é eficiente quandtlizam reguladores osmaticos.

2.2.4 Fitoquimica

Pouco se sabe sobre a composicdo quimica da espécie
Cochlospermum regiumEm 1996, Lima e colaboradores isolaram uma flaman
glicosilada denominada Dihidrokaenferol 3-O-glucaposide (€iH22011). Segundo Ritto
(1996) foram isolados da raiz dessa espécie, flades e o acido graxo 1-
hidroxitetradecanona-3. Solon et al. (2012) veaifian que a fracdo acetato de etila do
extrato hidroalcodlico de raizes de regium continha acido elagico, acido galico,
dihidrokaenferol, dihidrokaenferol 3-O-glucopiraites dihidrokaenferol-3-@-(6 -
galloil)-glucopiranoside, pinoresinol, excelsinasetriacilbenzenos cochlospermina A e B.

Honda et al. (1997), analisando o Oleo essenciaktees deC.
regium por cromatografia gasosa acoplada a um espedt@o® massas, encontraram as
seguintes substancias: 34,B%elineno, sendo o mais frequente, 5,4% de elemk8%
de trans-cariofileno, 3,4% depineno, 2,8% der-humuleno, 2,1% de aromadandreno,
1,2% dea-selineno, 0,8% d&-cadineno, além de outros compostos nao identieapie
resultaram em 45,4% do rendimento total do éleguBSdo estes autores, as raizede

regiumproduzem 0,24% de 6leo essencial.

2.2.5 Farmacologia

Do ponto de vista farmacologico, os extratos lizditlos de raizes
de C. regiumnao apresentam toxicidade aguda quando admirostréid oral (RITTO,
1996).

O teste de Ames realizado &almonella typhimuriummom extrato
de C. regiummediu a mutagénese bacteriana pelo niumero deaséleertentes para a
prototrofia de histidina e os resultados mostratara o extrato liofilizado de raiz, nas
concentragées de 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,0 ¢4.mao exibiu atividade mutagénica
(LIMA, 2002). Resultados semelhantes foram obtidos Nunes e Carvalho (2003), os
quais verificaram que extrato aquoso de raiz lifdo nas concentracdes 13, 19 e 25'g.L

ndo mostraram atividade mutagénica nem direta neairetamente sobre larvas de
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Drosophila melanogastepelo teste RXL (ring-X loss) que detecta a peroi@l tdo
cromossomo X e a perda parcial do cromossomo Y.

Outro estudo realizado a partir de teste de Miartmailem medula
0ssea de camundongos, com extrato aquoso liofiligedraiz deC. regium mostrou que
nao ocorreu modificacdo do DNA celular, ndo apreseto assim, efeito antimutagénico
(ANDRADE et al., 2008). Em contrapartida, trabaliealizado por Castro et al. (2004)
mostrou que o extrato aquoso de raiz @eregium liofilizado apresentou atividade
mutagénica e citotoxica em eritrocitos de medulse@sde camundongos. Segundo 0s
autores, esses efeitos sdo devidos a presengavdadides e taninos.

Castro (2000) estudou o efeito antinociceptivo de0-3
glicosildihidrocanferol extraido de raizes@eregiume postulou que esta acao ndo ocorre
por bloqueio da pirenzepina e L-arginina e tambgé&yg interfere na sintese de o6xido
nitrico, mostrando que o mecanismo de acdo da doogae de modo diferente dos
mecanismos classicos, sendo desta forma, relevadesenvolvimento de estudos mais
aprofundados sobre essa substancia para o desemsoily de drogas analgeésicas.

Segundo Ritto (1996), o extrato liofilizado de emzleC. regium
inibe lesdo gastrica induzida por indometacina eo ndpresenta atividade
antiedematogénica.

O efeito do extrato hidroalcodlico de raizesQleregiumtambém
foi avaliado quanto ao seu efeito toxico em emisride ratas gravidas por Cunha-Laura et
al. (2013). Os autores verificaram que, numa dasd 5 mg/kg/dia, administrado em
ratas com 6 a 15 dias de gestacdo, o extrato fhidd@io ndo é tdxico para a rata gravida,

mas, pode eventualmente interferir no progresstedenvolvimento embriofetal.

2.2.6 Atividade antimicrobiana

Dentre ospoucos estudos relacionados a atividade antim@&nabi
da espéci€ochlospermum regiunestes sdo somente sobre atividade antibacteriana.

Os extratos hexanico, hidroalcodlico, acetato dea, étl-butanol,
decoctos da raiz preparados conforme utilizado edicina popular (12, 24 e 60 g'Le
também a flavanona 3-0-glicosildihidrocanferol faraavaliados quanto a atividade
antimicrobiana por Oliveira et al. (1996). Estetoees concluiram que o extrato hexanico

e acetato de etila apresentaram atividade frers¢aphylococcus aureus Escherichia
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coli; o extrato butandlico mostrou efeito somente @#8tr aureuse a flavanona 3-0-
glicosildihidrocanferol e o decocto nédo apresemtaratividade frente as linhagens
avaliadas. Segundo Inécio (2010), o decocto tam@rapresentou efeito antimicrobiano
sobreS. aureuse Pseudomonas aeruginasaolon et al. (2012) constataram que o0 extrato
hidroalcodlico da raiz e as fracdes hexanica, éonoica, acetato de etila e butandlica,
derivadas deste extrato, apresentaram atividadeefes. aureus P. aeruginosa

Segundo Honda et al. (1997), o Oleo essencial tegadeC.
regiumtambém apresentou atividade antibacteriana freBt@ureus(MIC= 1,5mg mL)

e Salmonella typhimuriurtMIC= 5mg mL?).

2.3 Atividade antimicrobiana de plantas mediciais

Os microorganismos patogénicos estdo cada vezremsientes a
medicamentos convencionais devido a inumeros ftoagés como: a ma alimentacdo da
populacdo em geral, 0 aumento da poluicdo ambireogalltimos anos, o incontrolado uso
de antibidticos sintéticos e a automedicacdo (TA¥SR 2000; SOUZA et al., 2005;
SOUZA, 2009). Dessa forma, a comunidade cientifema buscando o auxilio das plantas
medicinais como fonte de substancias, isoladas nouc@emplexos, que seja capaz de
controlar infecgdes.

No Brasil, estudos com a mesma finalidade s&o deder
importancia, considerando que é um pais com imdasaualdade social, onde poucas
pessoas tém acesso a medicamentos sintéticos aeusto. Além disso, as plantas
medicinais ja sao utilizadas em diversas areasaddescomo forma complementar para
tratamentos de doencgas infecciosas causadas mwsfuleveduras e bactérias (DUARTE
et al., 2004).

Especificamente plantas de Cerrado, atualmente, rs@do
estudadas e estdo apresentando respostas surpitesrgieanto a atividade antimicrobiana
devido ao enorme arsenal quimico existente, bemocpmrias substancias uUnicas e
exclusivas presentes nas mesmas (AYRES et al.,; Z00&A JUNIOR et al., 2009;
ZATTA et al., 2009; DUTRA et al., 2009; DEUS et,&009; INACIO, 2010).

2.4 Caracterizacdo quimica de plantas medicinai
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Ao se estudar planta com propriedades terapéutiéas
imprescindivel que se conhega a composi¢cao quitisanesmas e trabalhos relacionados
a fitoquimica estdo sendo intensificados com p#arda diversos biomas do Brasil
(FONSECA e LIBRANDI, 2008; REGASINI et al., 2008D85ZA et al., 2008; COSTA et
al., 2009)

Devido a alta demanda pelo conhecimento da comgmsjgimica
das plantas, inGmeras técnicas para obtencfogkrprintingsestdo sendo desenvolvidas.
Além disso, métodos modernos e refinados de pacdic de compostos estdo surgindo
muito rapidamente, utilizando quantidades minin@amostra, o que tem permitido, num
curto espaco de tempo, identificar grande quantidde moléculas (SCHORR e DA
COSTA, 2003; CARVALHO et al, 2008; JUSTO e SCARMIN 2008). Mais
recentemente, surgiu o termo chamado desreplicacgaal vem sendo muito utilizado
para estudos de metaboloma. Este objetiva fazerttimggm dos metabdlitos secundarios
de uma planta a partir de seu extrato bruto, searhgja a necessidade de fracionamento e
isolamento de substancias. Os estudos que utiizdesreplicacdo envolvem a utilizacéo
de técnicas cromatograficas hifenadas, geralmeren espectrometria de massas ou
ressonancia magnética nuclear e tem trazido gramdssltados para os estudos
fitoquimicos de plantas (ADHAMI et al., 2013; JOHSEN et al., 2013; MUSHARRAF
et al., 2013; PILON et al., 2013).

Entretanto, mais frequentemente, na realizacdo e estudo
fitoquimico, basicamente, quatro passos estéao eadesl (BANDEIRA, 2004): 1) A coleta
do vegetal, que esté relacionada a fatores tais,querte da planta que produz o ativo, o
estadio vegetativo, a hora da coleta, entre oup# preparacdo do material vegetal,
envolvendo fatores como secagem (materiais frgzodem ter componentes especificos e
secos apresentam estabilidade quimica) e a moagjed; preparacdo da amostra que
implica na extragao (leva-se em consideracdo aufaretria do material, polaridade do
solvente, tempo de extragéo, etc), a concentralggtilacédo de solventes) e a remocgao dos
interferentes (lignina, celulose, pectina, etc))eAdanalise instrumental por fim, que
engloba a analise qualitativa (podem ser realizpdbes cromatografias), o fracionamento
(por particoes, por exemplo), a purificacdo (pelamatografia preparativa) e enfim a
andlise quantitativa das substancias ativas deeste.

Muitas pesquisas baseadas nas caracterizacoesgsiida plantas

utilizam estes passos com grande sucesso na ddscate novas substancias ou
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complexos ativos e também para conhecimento dobwleteno secundario da espécie em
estudo quando ndo se tem dados desta naturez@matulia (ZUCOLOTTO et al., 2006;
HERNANDEZ-TERRONES et al., 2007; MANIGAUHA et aRp09; LAGO e ROQUE,
2009; CANUTO et al., 2010).

2.5 Fatores que interferem na pesquisa com pi@s medicinais nativas néo

domesticadas

Muitas s&o as barreiras existentes quando tralsallem plantas
medicinais nativas ou ndo domesticadas. As difeseobndicbes em que a planta se
encontra, por exemplo, sdo comumente fatores qtexfdrem na composicdo dos
metabolitos secundarios da mesma. O estadio vegetatsazonalidade, a forma e hora de
colheita sédo fatores agronémicos que estao diretientigados na qualidade e quantidade
de substancias bioativas presente nas plantas imadjce, consequentemente, no efeito
bioldgico que estas apresentam. Além disso, exisgegenotipos os quais também podem
apresentar atividades farmacologicas diversas (2@1Le MCINTOSH, 2006;
FACHINETTO e TEDESCO, 2009; MORAIS, 2009; MACK ¢t,2009).

Além dos fatores agrondmicos existem aspectos ofisique
também interferem na qualidade da producéo dcefépico como, por exemplo, a forma
de secagem e moagem do material vegetal. Outrctaspeportante esta relacionado a
extracdo dos principios ativos, que envolvem alkaaio solvente, a forma de preparacéo
do extrato (infusos, maceracdo estatica, etc) @ubiidade dos compostos de interesse.
Solventes com polaridades diferentes tém afinidamie moléculas ativas diferentes. Da
mesma maneira, um extrato aquoso preparado em fierdacoccédo ou em infusdo, pode
responder diferentemente aos ensaios biologicoS P& al., 2003; BANDEIRA, 2004;
OLIVEIRA et al., 2008; LI e VEDERAS, 2009; MORAIZ009).

A variabilidade genética encontrada em plantas cimels néo
domesticadas também € uma dificuldade quando amass® a producdo de metabdlitos
secundarios de interesse. O ambiente ira interfairbiossintese de substancias dos
diferentes genotipos e a composicdo quimica de xtnate poderd ndo ser a mesma
dependendo das condigbes em que a planta se en@nty momento da coleta. Assim, a

nao domesticacdo destas espécies resultara emasgt@éma ndo uniformes e de baixa
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qualidade (PICHERSKY e GANG, 2000; BOURGAUD et &001; GOBBO-NETO e
LOPES, 2007; BOTREL et al., 2009).

Quanto ao desenvolvimento industrial de um fitqied
considerando screeningde compostos ativos em plantas medicinais a sgoraxio pela
industria de medicamento, trés situagfes devervidas: o isolamento de substancias
puras a partir de misturas complexas, o que é mispsEo e requer muito tempo de
trabalho, a producéo de extratos brutos que apmeedificuldade de solubilizacéo e o
trabalho com espécies cujo suprimento vegetal @sesc(Ll e VEDERAS, 2009). Além
disso, é preciso considerar que extratos de plaatasompostos isolados ndo sao
patenteaveis e a obtencdo de um produto que gezat@gara a industria e/ou para a
universidade se torna mais viavel quando sao eshiE associacdes de compostos
advindos de diferentes espécies, com incrementetigminados ativos, que ampliam o

espectro e intensidade da atividade biologica alvo.
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3. JUSTIFICATIVA

O acumulo de conhecimento etnofarmacoldgico s@breegium
consagrou a espécie como um fitoterapico, de upalgg com acéo antimicrobiana. No
entanto, existem evidéncias que extratos destdaplaa forma como séo utilizados pela
populacdo, nem sempre apresentam este efeidro. Varios fatores podem explicar a
variacdo na atividade biologica de uma planta destio-se a presenca de diferentes
genotipos, a sazonalidade, as condicbes de estmasgaal a espécie esta submetida, o
estadio fenoldgico, a forma de preparo do extexitre outros.

O estabelecimento de condi¢des de cultivo adequadassca por
gendtipos potencialmente ativos nos locais de énora natural da espécie e a
determinacdo dos compostos ativos @e regium serdo de grande importancia para
estabelecer uma padronizacdo da matéria prima alegejue garantird a obtencdo de
fitoterapicos com qualidade e eficacia. Portantte érabalho visou buscar as possiveis
explicagcbes para a auséncia da atividadevitro, analisados através da influéncia
ambiental e fenologica na atividade antimicrobidagespécie, uma vez que a seguranca e
eficacia do fitoterapico dependera da variacdo Indéitza de ativos perante as diversas

interagdes ambientais.
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4. HIPOTESE

Os fatores ambientais intereferem na presenca séneia da

atividade antimicrobiana da espé€iechlospermum regium
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Capitulo I. TESTE DE TRIAGEM PARA ATIVIDADE ANTIMIC ROBIANA EM
PLANTAS MEDICINAIS: UTILIZACAO DE DROGAS VEGETAIS

1. INTRODUCAO

Infeccdes por microrganismos multi-resistentes (NIBRada vez
mais frequente (CARMONA et al., 2012) e o numeroogedes de antibioticos ativos
atualmente disponivel para tratar essas infeccdesitado (MIYASAKI et al., 2010).
Aléem disso, as infeccOes associadas aos microrgansisformadores de biofilme
aumentam exponencialmente (HARDING et al, 2009; DWEN 2002), ainda
representando desafios para novas classes de dosipastifingicos, como as
echinocandinas, formulactes lipidicas de anfoteid (AMB) e 0os novos triazois. De
acordo com Coates et al, (2002), hoje em dia ol@nud principal € que ndo importa o
quao potente € um novo composto antimicrobiano,ua e&ficacia terapéutica sera
relativamente curta, devido a inevitavel resist@mgsenvolvida pelos microrganismos.

E evidente que o desenvolvimento de antibiéticoma® eficazes
com atividade contra organismos MDR € um desaf@YBHER et al., 2009). Em breve,
pode-se ndo ter medicamentos disponiveis em naosenah terapéutico para tratar estes
microorganismos altamente resistentes. O estadd dtuurgéncia tem motivado alguns
pesquisadores a investigar uma abordagem inovgdoeaa inibicdo de microrganismos
MDR a exemplo de extratos de plantas (MIYASAKI &t 2010). Na verdade, muitas
plantas medicinais sao utilizadas para o tratameletoinfeccbes em todo o mundo
(MARTIN e ERNST, 2003; ZAIDAN et al, 2005). Uma sede estudom vitro relatam a
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atividade antimicrobiana de extratos e varios @sselinicos foram realizados até a data
(MARTIN e ERNST, 2003).

Ha cerca de 350 mil espécies de plantas no murdlodR et al.,
2008) e os métodos atuais de investigacdo fitogaine farmacologica ndo séo
suficientemente rapidos e eficientes para triarago$ com propriedades terapéuticas que
possam atuar sobre as principais enfermidades cueetem a humanidade. Enquanto
tudo isso esta sendo discutido, muitas areas sstétp degradadas e muitas espécies estao
sendo extintas, antes da triagem para averiguagsicuhs propriedades ativas. Assim, o
desenvolvimento de novos métodos, acessiveis, e basto, rapidos e simples para
utilizacdo em triagens para efeitos farmacolég€atamente desejavel, pois permitiria
que todos os paises do mundo, até mesmo 0s maespaolvestigassem sua propria flora

na busca de novos medicamentos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método de triagem para atividadenarbbiana
de plantas medicinais utilizando diretamente aanr@petal ao invés de extratos.

2.2 Objetivos especificos

1. Obter droga vegetal de diferentes espéciesamside plantas;

2. Padronizar a densidade de cada droga vegetaluilzada no ensaio;

3. Comparar a atividade antimicrobiana de drogagetagss autoclavadas e néo
autoclavadas;

4. Produzir extratos das espécies alvo;

5. Comparar os resultados da atividade antimicneb@btida das drogas vegetais e dos

extratos aquosos, hidroalcodlicos e de substarsniias.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Dados Gerais
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Reagentes e solventes: NaCl (Cloreto de sodio)nokta
diclorometano (todos de grau analitico) foram addos da Synth (Diadema, SP, Brasil),
metanol (grau HPLC) JT Baker (EUA), ampicilina, @eficina B, fluconazol, dimetil
sulfoxido (grau HPLC), cloroférmio deuterado (CREI99,96% D) e RPMI-1640 foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo, SP, Brasi)fato de gentamicina foi obtido da
Ourofino® (Ribeirdo Preto, SP, Brasil), agar badotégico, Sabouraud dextrose e
Mueller-Hinton foram adquiridos da Himedia (Cur&jbPR, Brasil). Os microorganismos
(todos ATCC) foram adquiridos da Fundacdo Andréellos(Campinas-SP, Brasil).
Espectrofotdmetro: Unico (EUA). Cromatografo: CLSBEimadzu (Kyoto, Japdo), LC-10-
AVP equipado com um auto-injector SIL-10AF, deteate arranjo de fotodiodos SPD-
M20A e uma coluna Phenomenex (Torrance, CA, EUA)A.G18® coluna (250 x 4,6 mm

i.d., com tamanho de particula de 5 pm).

3.2 Material vegetal

Foram utilizadas as seguintes espécf@simum gratissimuni.
(Lamiaceae),Ocimum basilicumL. (Lamiaceae),Ocimum selloiBenth. (Lamiaceae),
Cordia curassavicgJacq.) Roem. & Schult. (Boraginacea8jernanthera brasiliangL.)
Kuntze (Amaranthaceae)Physalis angulatal. (Solanaceae),Tinospora cordifolia
(Thunb.) Miers (Menispermacea®&accharis dracunculifolidC. (AsteraceaeBaccharis
trimera (Less.) DC. (Asteraceae),ippia sidoides Cham. (VerbenaceaeRapanea
leuconeura(Mart.) Mez. (Primulaceae, cinco genétipo difeesnt5R1, 5R2, 5R3, 5R4 e
SA10), Cochlospermum regiur(Schrank) Pilg. (Bixaceaelugenia punicifolia(Kunth)

DC. (Myrtaceae) ePeritassa campestrifCambess.) A.C. Sm. (Celastraceae). Todas as
plantas foram cultivadas em sistema organico a casgm pesticidas ou fertilizantes
quimicos.

Estas espécies foram escolhidas com o intuito geesentar
diferentes familias e géneros, além de ja teremdatie antimicrobiana confirmadas em
servico clinico na Farmacia da Natureza (www.tegiadael.com.br). Foram utilizadas
raizes, entrecasca, parte aérea e casca de cautiifel@ntes plantas estudadas. Para a
espécieR. leuconeuradoram avaliados cinco diferentes gendétipos (Tal2laTodas as
espécies foram coletadas no municipio de Jardidg8Eo Paulo, Brasil - Latitude:
21°01'04", Longitude: 47°45'50", altitude: 590 em) fevereiro de 2011. A espédre
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campestrisfoi coletada de plantas mantidas em vasos, naetBidade de Ribeirdo Preto
(UNAERP), no municipio de Ribeirdo Preto (Sdo Palmsil - Latitude: 21°10'40",
Longitude: 47°48'36", altitude: 544 m).

Exsicatas dessas plantas foram depositadas no riderda
Universidade de Ribeirdao Preto (UNAERP) com os isegsl VouchersO. gratissimum
(HPMU 1329), O basilicum (HPMU 1455), 0. selloi (HPMU 1456), C. curassavica
(HPMU 1457 ),P. angulata(HPMU 1458),T. cordifolia(HPMU 1459),B. dracunculifolia
(HPMU 1460), B. trimera (HPMU 1426), L. sidoides(HPMU 1461), R. leuconeura
(HPMU 1462),C. regium(HPMU 1463),E. punicifolia (HPMU 1464) eP. campestris
(HPMU 1414).

Para confirmar a eficacia do método que utilizacga vegetal, os
dados obtidos foram comparados com o extrato ageibsdroalcodlico de cada espécie e,
também, com os triterpenos quinonametideos madeilfimgenona) e netzalcoieno
isolados a partir de raizes Becampestrismarcadores quimiotaxonénicos da familia com

atividades biologicas conhecidas.

3.3 Preparo das drogas vegetais

O material vegetal foi seco em estufa de ar cirtala 45 °C,
moido em um moinho de facas e peneirados pararon#ar o tamanho da particula (48
mesh). Logo apds foi calculada a densidade de wada conforme o volume do poco foi
determinada a massa de material a ser depositadesmo (Tabela 2). Foram utilizadas
drogas vegetais autoclavadas (121 °C por 15 minutoatm de pressdo) e nao

autoclavadas.
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Tabela 2.Lista de espécies vegetais, 6rgdos de plantas sardasdroga vegetal utilizadas

NOS pogos
Espécies Orgao Massa de droga vegetal por poco
utilizado (mQ)

Ocimum gratissimum Folhas 19
Cordia curassavica Folhas 22
Alternanthera brasiliana Folhas 22
Ocimum basilicum Folhas 15
Physalis angulata Folhas 23
Tinospora cordifolia Folhas 16
Baccharis dracunculifolia Folhas 17
Bacchatis trimera Folhas 19
Lippia sidoides Folhas 17
Cochlospermum regium Raiz 20
Ocimum selloi Folhas 22
Eugenia punicifolia Folhas 30
Peritassa campestris Raiz 33
Rapanea leuconeuraR1 Casca de caule 28
Rapanea leuconeuraR2 Casca de caule 28
Rapanea leuconeuraR3 Casca de caule 28
Rapanea leuconeuraR4 Casca de caule 28
Rapanea leuconeur@A10 Casca de caule 28

3.4 Preparo dos extratos aquosos

A droga vegetal, a qual estava em ponteiras déiqiéagigura 2),
foi adicionada agua destilada (1:5 m/v). As poatetontendo a droga com a agua foram
fechadas com papel aluminio e autoclavadas duddntainutos, a 1 atm e 121 °C. A
propor¢cdo de p6 e agua resultou numa mistura @astasio liquida. Apesar de, neste
trabalho, estes extratos serem chamados de aquizs@snos levar em consideracdo que
0s mesmos nao foram filtrados. O preparo do matiiaealizado 24 horas antes dos
ensaios, para evitar a evaporacdo da agua. Todessanobtida neste passo foi utilizada

NOS POCOS.

3.5 Preparo dos extratos hidroalcoolicos

Os extratos hidroalcodlicos (etanol: agua, 1:5 fdvam obtidos a
partir da droga vegetal por sonicacao (3x de 2tng). Em seguida, a solucao foi filtrada
e foi adicionado mais solvente a torta (torta:sofee 1:2 m/v). Ap0s a maceracao e

filltragem, os extratos foram evaporados e liofdas. Os extratos liofilizados foram
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adicionados as ponteiras de plastico para permitinsercdo dentro dos pocos. A
quantidade de extrato hidroalcodlico liofilizaddimada foi a suficente para encher o poco

completamente.

3.6 Isolamento da maitenina e netzalcoieno

Os triterpenos maitenina e netzalcoieno foram dasaa partir de
cascas das raizes Becampestricomo descrito por Corsino et al. (2000). A conéig&o
das substancias isoladas se deu por comparacddados espectroscopicos (UV, MS,
RMN de 1H e 13C e RMN 2D) com os valores da litemat(JELLER et al., 2004;
NGASSAPA et al., 1994).

O extrato hidroalcodlico da raiz d& campestrisbem como os
padrdes maitenina e netzalcoieno, foram dissolvatnsmetanol (2,5 mg mie 1,0 mg
mL, respectivamente), filtrados através de uma memabdeg 0,22 um e analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia com detectle arranjo de diodos (CLAE-
DAD). A fase movel foi 85:15 (v/v) de metanol: agitmm 0,1% de acido férmico) em
modo isocratico a uma taxa de fluxo de 1 mL hi® volume de injecdo da amostra e
padrdes foi 20 uL e o tempo total de corrida foilddutos. Os dados espectrais foram
recolhidos ao longo de 30 minutos no intervalo 86 a2 800 nm e os cromatogramas
foram analisados em 420 nm. Os compostos preseatamostra foram identificados por

comparacao dos tempos de retencao (Rt) dos padrdes.

3.7 Triagem para atividade antimicrobiana (STAMP: Screening test for antibiotics

in medicinal plants)

O método foi denominado de STAMPScfeening test for
antibiotics in medicinal plan)s Este método foi desenvolvido baseado na difesd@gar
(pocos de 6 mm) em placas de Petri de 14 cm, cont@d mL de meio de cultura Mueller
Hinton (pH 7,6). Os microrganismos utilizados for&andida albicansATCC 10231,
Candida parapsilosiATCC 22019 eStaphylococcus aureuATCC 6538. O ajuste do
inoculo foi feito em solugéo salina 0,85% em esgietbmetro com um comprimento de
onda de 550 nm (0,10 a 0,15 de absorbancia) patérizes e 530 nm (72 a 75% de
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transmitancia) para leveduras. Todos os testesnfts@seados nas normas CLSI M2-A9
(2006) e M44-A (2003), para as bactérias e levejuespectivamente.

As drogas vegetais que exibiram atividade antibiacte também
foram ensaiadas frente a mesma linhagem em meidevitdnton com pH 9,0.

Os microrganismos foram inoculados nas placaszaritio swab
estéril, que foi inserido na solucdo salina conteadnicrorganismo ja ajustado, e girado
varias vezes. Em seguida, foi pressionado conparede do tubo para remover a solucéo
em excesso. Os microrganismos foram entdo plaqaeamotrés posicoes diferentes, de
modo que toda a extensao da placa fosse totalroebésta.

Apés a inoculagcdo dos microorganismos, 0s po¢ds ren foram
abertos (Figuras 2E e 2F). A seguir, a droga vegetdoclavada e ndo autoclavada), o
extrato aquoso pastoso e o extrato hidroalcodiaddizado foram adicionados aos pocos,
como mostrado na Figura 2.

As placas foram entdo mantidas em estufa a 37 @nttu 24
(bactérias) ou 48 horas (leveduras) antes dadeifs leituras foram realizadas medindo o
halo de inibicdo em milimetros, incluindo os poc¢os.

Os antibioticos padrdes utilizados (controles pass) foram
fluconazol e ampicilina, ambos misturados com adandie milho autoclavado (excipiente)
na concentracdo de 1 mg.dJm total de 28 mg da mistura foi adicionado aosos de
controle positivo, de acordo com a sua densidaltellada. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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b =
Figura 2: Etapas do método STAMP: (A) Preparo dagia de plastico para armazenar
as drogas vegetais e extratos aquosos (pastogirpalbodlicos liofilizados. (B)
Introducdo da amostra no interior da ponteira.H€&hamento da ponteira com papel
aluminio. (D) Inoculacdo do microrganismo utilizarsivabestéril. (E e F) Abertura de

pocos de 6 mm, utilizando ponteiras de plasticce ¢ Introducdo da amostra no pogo.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.8 Concentracéo inibitoria minima (CIM)

O efeito da atividade antimicrobiana foi avaliadgopmétodo de
microdiluicdo em meio Mueller Hinton liquido, pdractérias, ou RPMI, para leveduras,
em placas contendo 96 pocos, seguindo as normas IMT-36 (2003) - bactérias, ou
CLSI M27-A2 (2002) — leveduras.

A concentracdo do inéculo foi ajustada em espaitfiofetro
utilizando, para bactérias, comprimento de onda5fenm, numa faixa de absorbancia de
0,10 a 0,15 e para leveduras, comprimento de oed8d nm, e a faixa de transmitancia
entre 72 a 75%. Em seguida, o in6culo padrdo, maadiem da bactéria utilizada, foi
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diluido 50 vezes em meio de cultivo respectivo e ms leveduras foi realizada uma
diluicdo de 50 vezes seguida de uma diluicdo dee28s. Apds, 100uL deste foi utilizado
por poco para cada de microrganismo ensaiada.

Controles de esterilidade do meio de cultura e sldsstancias
foram realizados conjuntamente. A CIM (Concentrdgdtaitéria Minima) correspondeu a
menor concentracdo inibitoria da substéncia ondehwiuve crescimento macroscépico
das linhagens microbianas avaliadas comparada® avascimento do controle positivo.

Para a montagem da placa 200uL da amostra foranamids em 3
pocos da fileira 1, sendo que as trés ultimas esldaram reservadas para o controle de
meio, das substancias e do microrganismo. Nas @®l@ra 12 foram adicionados 100uL
de meio de cultura com auxilio de pipetador aut@mmaEm seguida, a partir da coluna
um, iniciou-se a diluicdo seriada até a coluna 9.

A concentracdo maxima utilizada de maitenina eahatzno foi
de 100 pg mtl. Os microrganismos utilizados fora@andida albicansATCC 10231,
Candida parapsilosisSATCC 22019 eStaphylococcus aureuATCC 6538. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata. Odrotes positivos foram anfotericina B e

sulfato de gentamicina.

3.9 Anélise estatistica

Todos os resultados foram expressos em médiasvsigmdrao.

Nenhum teste de hipotese foi realizado.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As drogas vegetais eficazes corraaureusgoram: P. angulataR.
leuconeura(5R2, 5R3 e 5R4PR. campestrie E. punicifolia Estes efeitos também foram
observados para os correspondentes extratos ludétiabs, com excecao de angulata
(Tabela 3). Nenhum dos extratos aquosos foi eicaraS. aureusexceto o extrato de.

campestris
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Tabela 3: Efeito antimicrobiano das drogas vegetaisespectivos extratos frente a
Staphylococcus aureu®s resultados sao expressos como o diametro rdédialo (mm).

Espécies Droga Droga vegetal Extrato Extrato
vegetal autoclavada aquoso  hidroalcodlico

Ocimum gratissimum - - - -
Ocimum basilicum - - - -
Ocimum selloi - - - 16,0+1,0
Cordia curassavica - - - -
- - 14,0+0,0

Alternanthera brasiliana -

Physalis angulata 13,7+£0,8 - - -
Tinospora cordifolia - - - -
Baccharis dracunculifolia - - - 11,0£1,0
Baccharis trimera - - - -
Lippia sidoides - - - 13,3+£0,6
Rapanea leuconeur@R1) - - - 17.67+1.1
Rapanea leuconeur®R?2) 12,7+0,8 10,7£0,8 - 16,7+2,1
Rapanea leuconeur®R3) 9,0+0,G@ 8,3+0,6 - 23,7+0,6
Rapanea leuconeur®R4) 8,7+0,6 9,31+0,6 - 17,3+£0,6
Rapanea leuconeur@A10) - - - 24,7+0,6
Cochlospermum regium - 9,31+0,6 - 15,0+1,0
Eugenia punicifolia 9,0+1,0 - - 16,7+0,6
Peritassa campestris 9,7+0,6 9,7+0,6 9,7+0,6 15,3+0,6
Ampicilina 1 mg.g* 22,721 - - -

a efeito bacteriostatico.

Para C. albicans as drogas vegetais ativas foraf: Regium
(Figura 3),L. sidoidesR. leuconeurg5R1, 5R2, 5R3, 5R4 e SA1(®, campestrise E.
punicifolia. A atividade antifingica foi igualmente observgmra os correspondentes

extratos aquosos e hidroalcodlicos, com excecdxttato de.. sidoideqTabela 4).
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Tabela 4: Efeito antimicrobiano das drogas vegetaespectivos extratos frent€andida
albicans Os resultados s@o expressos como o diametro dédialo (mm).

Espécies Droga Droga vegetal Extrato  Extrato
vegetal autoclavada aquoso hidroalcodlico

Ocimum gratissimum - - - -
. 25,5+0,7

Ocimum basilicum - -

Ocimum selloi - 9,3+0,6 13,7+0,6 -
Cordia curassavica - - - -
Alternanthera brasiliana - - - -
Physalis angulata - - - -
Tinospora cordifolia - - - -
Baccharis dracunculifolia - - 18,3+2,F -
Baccharis trimera - - - 10,3+0,6
Lippia sidoides 16,0+1,0 20,0£0,0 13,3+0,8 -
Rapanea leuconeur@R1) 11,0+2,0 13,0+1,0 16,7+0,6 28,7+0,8
Rapanea leuconeur®R?2) 15,3+0,8 13,3+1,2 20,310,686 27,0+1,0
Rapanea leuconeur®R3) 22,7+0,6 15,3+0,6 22,3+0,6 15,0+1,0
Rapanea leuconeur®R4) 16,3+0,6 15,3+2,9 20,3+1,1 31,7+0,6
Rapanea leuconeur@A10) 18,7+0,6 19,3+0,6 16,7+0,6 24,7+0,6
Cochlospermum regium 23,7+0,6 22,7+0,6 23,7+0,6 20,3+0,6
Eugenia punicifolia 22,7+1,1 23,0£1,0 20,3+0,6 32,0£1,0
Peritassa campestris 17,3+0,8 17,7£0,8 16,3+0,8 28,7+0,6
Fluconazol 1 mg.g 27,725 - - -

a efeito fungistatico.

Da mesma forma, par@. parapsilosis diversas drogas vegetais
também mostraram atividad€: regium O. selloj R. leuconeurg5R1, 5R2, 5R3, 5R4 e
SA10), P. campestrie E . punicifolia A atividade antifingica foi igualmente observada

para os correspondentes extratos aquosos e higibtiats (Tabela 5).
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Tabela 5: Efeito antimicrobiano das drogas vegetaespectivos extratos frent€andida
parapsilosis Os resultados sao expressos como o diametro rdédialo (mm).

Espécies Droga Droga vegetal Extrato Extrato
vegetal autoclavada aquoso hidroalcodlico
Ocimum gratissimum - - 11,3+0,6 -
Ocimum basilicum - - - -
Ocimum selloi 19,7+0,6 21,3+0,8 15,7+0,6 -

Cordia curassavica - - - -
Alternanthera brasiliana - - - -
Physalis angulata - - - -
Tinospora cordifolia - -

Baccharis dracunculifolia - - 17,3+0,8

Baccharis trimera - - - -
Lippia sidoides - 16, +0,6 14,3+0,8 15,7£0,8
Rapanea leuconeur@R1) 15,7+0,6 20,3+0,8 20,0+0,8 30,3+0,6
Rapanea leuconeur®R?2) 18,7+0,6 16,0+0,0 19,7+0,8 29,3+0,6
Rapanea leuconeur®R3) 21,3+0,6 15,3+0,6 21,7+0,6 32,7+0,6
Rapanea leuconeur®R4) 16,7+£0,8 16, 30,6 18,7+0,6 26,7+0,6
Rapanea leuconeur@A10) 21,0+£0,0 20,3+0,8 17,7+0,6 16,7+0,6
Cochlospermum regium 24,0£1,0 26, 7+0,6 23,5+0,7 34,7+0,6
Eugenia punicifolia 22,7+0,6 21,3+0,6 23,3+0,6 31,0+0,0
Peritassa campestris 21,3+0,6 23,31+0,6 19,3+0,8 28,310,6
Fluconazol 1 mg.g 33,2+1,3 -

a efeito fungistatico.

O baixo desempenho do método para a atividade aatditiana
poderia ser explicado pela baixa solubilidade dompostos em pH 7,6. Entdo, o
experimento con®. aureudoi repetido utilizando meio Mueller Hinton, cori @justado
para 9,0. O pH alcalino aumentou a atividade dgalk@getal d&. punicifoliae permitiu
verificar o efeito antibacteriano da droga vegd&R. leuconeurgSA10) (Tabela 6). As
espécies com atividade antimicrobiana identificapgasa cada um dos microrganismos

encontram-se resumidas na Tabela 7 e na Figura 4.
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Tabela 6: Atividade das drogas vegetais frent8taphylococcus aureusm meio de
cultura Mueller Hinton com pH ajustado para 9,0. r@sultados sao expressos como 0
didametro médio do halo (mm).

Espécies Atividade antimicrobiana frente &. aureus

Ocimum selloi -
Alternanthera brasiliana -
Baccharis dracunculifolia -

Lippia sidoides -
Rapanea leuconeur®A10) 10,0+£0,0
Cochlospermum regium -
Eugenia punicifolia 12,0£1,0
Ampicilina 1 mg.g* 11,2+1,9

a efeito bacteriostatico.

Figura 3: Atividade antifingica de diferentes pregéaes d&€ochlospermum regium

contraCandida albicangm meio de cultura Mueller Hinton com pH 7,6.
(A) Droga vegetal; (B) Extrato aquoso; (C) Extrhtdroalcodlico.
Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 7: Espécies identificadas como tendo atiddantimicrobiana de acordo com a

droga vegetal e extrato hidroalcodlico utilizado.

Staphylococcus Candida Candida

aureus albicans parapsilosis
Espécie DV EH DV EH DV EH
Ocimum gratissimum + +
Ocimum selloi + + +
Alternanthera brasiliana +
Physalis angulata +
Baccharis dracunculifolia + + + +
Lippia sidoides + + + + +
Rapanea leuconeur®R1) + + + + +
Rapanea leuconeur®R?2) + + + + + +
Rapanea leuconeur®R3) + + + + + +
Rapanea leuconeur®R4) + + + + + +
Rapanea leuconeur@A10) +* + + + + +
Cochlospermum regium + + + + ¥ +
Peritassa campestris + + + + + +
Eugenia punicifolia +** + + + + +

DV) Droga vegetal; EH) Extrato hidroalcodlico; (+)ostrou atividade antimicrobiana; (*) atividade
antimicrobiana observada em meio de cultivo com9p} (**) atividade antimicrobiana potencializada e
meio de cultivo com pH 9,0.

80+

60+ T

Inibi¢do (%)

[ Ext. hidroalcoolico B Droga vegetal

Figura 4: Proporcéo de espécies de plantas comdadi antimicrobiana, entre todas as
espécies avaliadas, de acordo com diferentes mam@mos e origem da amostra.

O cromatograma do extrato hidroalcodlico da raiP deampestris
obtido por CLAE-DAD mostrou dois picos principaisigura 5) em tempos de retencao
(Rt) de 8,7 e 10,1 minutos, os quais foram ider@dos como sendo maitenina e
netzalcoieno, respectivamente, o que foi equivalecbom o Rt dos padrbes

correspondentes. Estas substancias mostraram aalividntimicrobiana principalmente
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contraS. aureugCIM de 0,78 pg mi), seguido de&€. parapsilosie C. albicanse (Tabela

8).
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Figura 5: Cromatograma do extrato hidroalcodlicaaie dePeritassa campestrisbtido
por CLAE-DAD. Identificacao dos picos: maitening €lnetzalcoieno (2).

Tabela 8: Atividade antimicrobiana obtida através abncentracdo inibitéria minima
(CIM, pg mL?') dos triterpenos quinonametideos isolados de sat# Peritassa
campestridrente aStaphylococcuaureus Candida albican® Candida parapsilosis

Microrganismo Maitenina Netzalcoieno Gentamicina  Afotericina B
S. aureus 0,78 0,78 4,00 *

C. albicans 50,00 50,00 * 2,00

C. parapsilosis 25,00 25,00 * 2,00

* nao avaliado

Este € o primeiro relato sobre a utilizacdo de asogegetais em
ensaios descreeningpara atividade antimicrobiana. Com este trabalhclai-se que o
método STAMP foi mais adequado parasoreeningde plantas com propriedades
antifingicas, uma vez que, tem maior sensibilidadsspecificidade quando comparados
com a utilizacdo dos respectivos extratos hidradicos. Além disso, 0 método também
pode ser uma alternativa para a triagem de plaot@satividade antibacteriana, quando o
pH é ajustado para 9,0.

Curiosamente, o pH alcalino reduziu totalmente igidaide da
intracelular

ampicilina contra S. aureus O pH de microrganismos nao varia
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significativamente em resposta a variagbes do pHa@ular. No entanto, o pH
extracelular pode alterar o transporte de certospostos através da membrana celular
(CARELS e SHEPHERD, 1978). Portanto, é evidentequadquer alteracdo no pH pode
alterar a passagem de metabdlitos secundarioses®lém agua através da membrana
celular, tais como os flavonodides, antocianinak&@des. De acordo com outros autores,
qualguer aumento de pH pode potencializar as itiiesaentre compostos polifendis e as
superficies da membrana por meio da desprotonaggigrdpos hidroxila (SCALBERT e
WILLIAMSON, 2000).

A atividade antimicrobiana dos compostos isolades RI
campestrisconfirmou os resultados obtidos pelo método STAMIRSspécieP. campestris
foi escolhida para a realizacdo do CIM, pois contié®rpenos quinonametidicos, como a
maitenina e 0 netzalcoieno, que sao marcadores ig@axondmicos da familia
Celastraceae e exibem uma gama de atividades iniaso@ORAMAS-ROYO et al., 2010;
AKASE et al., 2011). Os resultados obtidos com agdrvegetal deP. campestris
utilizando o método STAMP e os resultados obtidosy @ maitenina e netzalcoieno
utiizando o método CIM foram semelhantes. Ambosesgntaram maior atividade
antimicrobiana contraS. aureus seguido porC. parapsilosise C. albicans Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos por E#tagl. (1999), com as mesmas
substancias os quais obtiveram um CIM baixo frent aureus(0,6 pg mL%). Com
relacdo as leveduras, um estudo realizado por Galial. (2012) apresentou resultados
semelhantes aos obtidos no presente trabalho, co@IM inferior da maitenina frente a
C. parapsilosise superior par&. albicans (15,62 e 62,50 pug mi, respectivamente).
Todos estes resultados corroboram com o traballizado por Moujir et al. (1991),
mostrando que triterpenos exibem atividade antwhiena para as bactérias Gram-
positivas e leveduras.

Os resultados obtidos pelo método STAMP sdo praméss pois,
segundo Raskin e Ripoll (2004) a tecnologia necesgfra o éxito da descoberta e
producdo de medicamentos a base de plantas aindssté@suficientemente bem definida,
e deve haver uma atencdo maior referente a estetas@ meétodo atual para a descoberta
de medicamentos, o chamadigh throughput screenindHTS), ndo é facilmente
adaptavel as misturas complexas (extratos) prodsadartir de fontes naturais. Isto se da
principalmente devido ao elevado custo, por exenglmmplexidade de reabastecimento

da matéria-prima, a dificuldade de isolamento aatarizacdo dos agentes ativos, a falta
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de reprodutibilidade e a interferéncia que ocoglagp misturas complexas (SCHMIDT et
al., 2008). Além disso, o isolamento e purificagks principios ativos a partir de uma
matriz extremamente complexa, € uma das barregralescoberta de um produto natural,
e esta abordagem, relativamente simplista e remyptode levar a resultados inconclusivos
em ensaios clinicos (WILLIAMSON, 2001; RASKIN e RIBL, 2004).

Mais recentemente, a industria farmacéutica tenta@wi trés
situacOes relativas ao uso de compostos de plamedicinais na formulacdo de
bioprodutos: (a) o isolamento de substancias puyzetir de misturas complexas, o que é
caro e requer trabalho de longo prazo, (b) a p@aug extratos, que apresentam baixa
solubilidade e (c) o uso de espécies com ofertazidd (LI e VEDERAS, 2009).

Muitas moléculas naturais, quando isoladas, naoseliveis em
agua e, consequentemente, tém fraca biodispomitldid ou seja, baixa difusdo das
moléculas no meio. Mas, se esta estiver no fitodexop a interacdo entre todos o0s
compostos presentes no interior da planta pode rdama solubilidade em agua e a
biodisponibilidade. Em nosso experimento, o efaitimicrobiano observado s6 pode ser
atribuido a compostos soluveis em agua, uma ven@uoidoi utilizada qualquer técnica de
extracdo e o meio de cultivo € aquoso. Portantande este novo método de triagem, &
aumentada a possibilidade de que os principais astop responsaveis pela propriedade
farmacoldgica potencialmente tenham uma boa biodibpidade.

Dada a urgéncia da descoberta de novos antibipicatamente
desejavel analisar tantas espécies quanto foresiviesmas isso pode levar um tempo
muito longo. Além disso, varios fatores bidticosal@dticos inerentes a planta podem
aumentar o tempo necessario para a selecdo ddaosxtativos. Finalmente, diferentes
extratos de plantas extraidos com diversos solserdeessitam ser obtidos e avaliados. A
preparacdo de extratos de plantas medicinais cansempo, recursos humanos e
financeiros. Com isso, acredita-se que o novo neétbesenvolvido pode efetivamente
contribuir para a area, pois requer menos tempemomcusto ja que nenhum método de
extracdo € necessario, aumentado a possibilidadkestmberta de novos farmacos com

atividade antimicrobiana.

5. CONCLUSAO
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Com este trabalho, conclui-se que o método STAMiab utiliza
drogas vegetais ao invés de extratos de plantds, l#aixo custo, sensivel, reprodutivel,
tecnicamente facil de ser executado e rapido. @aogbroposto revelou algumas espécies
com potencial antimicrobiano para investigacfesqtitmicas futuras. Este método
também é adequado para a triagem de diferentestigehdle uma Unica espécie e

diferentes 6rgdos de uma mesma planta.
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Capitulo 1l: INFLUENCIAS DA SAZONALIDADE, ESTADIO F ENOLOGICO,
LOCALIZACAO GEOGRAFICA, SUBSTRATO DE CULTIVO E IDAD E DE
PLANTAS DE Cochlospermum regium NA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
RAIZES E INTERACAO DOS CONSTITUINTES DO SOLO COM A ATIVIDADE
OBTIDA

1. INTRODUCAO

Cochlospermum regiur{Schrank) Pilg., Bixaceae, € uma espécie
medicinal que ocorre no Cerrado, a savana brasilewjas raizes sdo utilizadas na
medicina popular para tratamento de infec¢bes stersa reprodutivo feminino (NUNES
et al., 2003; SOUZA e FELFILI, 2006; MOREIRA e GURRNETO, 2009). E uma
espécie amplamente pesquisada, devido ao granelecgtcomo medicinal e também por
habitar o Cerrado, bioma considerduispots com uma area que ocupa 21% do territorio
brasileiro e com 4400 espécies de plantas endéi@é&3HOS e HABEL, 2011).

Algumas substancias ja foram isoladas e identifisa€ém raizes
desta espécie, tais como dihidrokanferol-B-Glucopiranosida (LIMA et al., 1996;
SOLON et al. 2012)p-selineno, encontrado no 6leo essencial do sisteadaular
(HONDA et al., 1997), acido elagico, acido galidihidrokanferol, dihidrokanferol-3-O-
B-(6"-galloyl)-glucopianosida, pinoresinol, exceljros triacilbenzenos cochlospermina A
e B (SOLON et al., 2012). Entretanto, apesar déos&ompostos terem sido isolados,
ainda nado foi determinado qual ou quais compostase @presentam atividade
antimicrobiana, preconizada em levantamentos etmaizologicos. Além disso, trabalhos
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cientificos divergem quando se trata da eficiéaai@microbiana desta espédaevitro, no
qual, alguns demonstraram que ha atividadetro, enquanto outros nao encontraram o
efeito antimicrobiano (OLIVEIRA et al., 1996; SOLO#&t al., 2012). Essa divergéncia
pode estar relacionada a influéncia de fatores emtdis e fenoldgicos presentes no
momento da coleta para a sua utilizacéo.

Os fatores ambientais e fenoldgicos, tais comanalilocal,
estacdes do ano, estadio fenoldgico, carga gendtiogperatura, altitude, condicbes de
cultivo, umidade, dentre inUmeros outros, podenaafubstancialmente a qualidade e/ou
guantidade de compostos bioativos (SZAKIEL et 2011; PAVARINI et al., 2012;
GOUVEA et al., 2012). Assim, este trabalho teve gbjetivo avaliar as influéncias da
sazonalidade, estadio fenoldgico, localizacdo gdimgr, substrato de cultivo e idade de

plantas deC. regiumna atividade antimicrobiana de raizes.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de fatores ambientais e fenoldgica atividade

farmacoldgica de raizes @mchlospermum regium

2.2 Objetivos especificos

1) Coletar raizes d€. regiumem dois estadios fenolégicos (vegetativo e repioalue

em diferentes periodos sazonais, verificando aiénftia destes fatores na atividade
antimicrobiana;

2) Avaliar o efeito da localizacdo geografica dodividuos deC. regiumna atividade
antimicrobiana da raiz;

3) Avaliar o efeito da idade da planta e do substla cultivo na atividade antimicrobiana;
4) Avaliar e comparar a atividade antimicrobianacdsca, entrecasca, cerne e raiz inteira
deC. regium

5) Analisar a interagéo dos constituintes do soln @ atividade antimicrobiana das raizes

deC. regium
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Condicdes gerais

Para a realizagdo dos ensaios antimicrobianos fotdimadas as
raizes de 58 individuos d€ochlospermum regiuntoletadas em 5 populacdes em
fragmentos de Cerrado nos estados de Sao Paulmumisipios de Altindpolis — Latitude:
21°03'26,8"; Longitude: 47°29°27,4”; Altitude: 60 (24 individuos) e Rifaina — Latitude:
20°04'49,8"; Longitude: 47°25'48,8"; Altitude: 618 (12 individuos); no estado de Minas
Gerais, no municipio de Sacramento — Latitude: 89%6"; Longitude: 47°24'20,7”;
Altitude: 645 m (12 individuos); no estado de Gpi@s municipio de Campo Alegre de
Goias — Latitude: 17°49°'14,7”; Longitude: 47°464'3,Altitude: 953 m (6 individuos) e
no estado do Mato Grosso do Sul, no municipio deriles — Latitude: 20°25'31,2";
Longitude: 55°02'44,6"; Altitude: 170 m (4 individs). As coletas em locais de ocorréncia
natural foram realizadas com a autorizacdo do Jlomsie Gestdo do Patriménio Genético
(CGEN - Processo n° 02001.05103/2011-42). Amosiasolo foram coletadas para cada
individuo e submetidas a andlise quimica no Labdmtde Quimica Agricola da
Universidade de Ribeirdo Preto, sob a responsaddidio Eng® Quimico Danilo Morais
Baratto.

No laboratério, as raizes foram limpas e parteadestparadas em
casca, entrecasca e cerne. Apos esse procedirferato, submetidas a secagem em estufa
de ar circulante a 45 °C por 48 horas, seguidouleepzacdo em moinho de facas e
peneiradas (48 mesh). Raizes sem prévia sepampdern foram utilizadas. O efeito do
substrato e idade das raizes na atividade antiméma foi avaliado utilizando-se somente
raizes inteiras. Também foram avaliadas amostadmgas vegetais autoclavadas.

A comparagao da atividade antimicrobiana da casctagecasca,
cerne e raiz inteira dé. regiumfoi realizada em cada experimento.

O método utilizado para avaliar a atividade antiobéana foi o
STAMP (INACIO et al., 2013) e o microrganisn@andida albicansATCC 10231. O
delineamento estatistico foi inteiramente casudtizzom 5 populacdes e 6 individuos por
populacdo. As analises estatisticas foram reakzatiizando teste de médias Tukey a
0,5% de probabilidade com o auxilio do programa/8I$ (FERREIRA, 2005).
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3.2 Efeito do estadio fenoldgico na atividadenimicrobiana de raizes deC. regium

O estadio fenoldgico foi avaliado em raizes deviitldios coletados
nos municipios de Altinépolis (S&o Paulo), Rifaifgio Paulo) e Sacramento (Minas
Gerais) em fase vegetativa/pré-floracdo e plenadfo, no periodo da manha. Deve-se
ressaltar para o estadio vegetativo que, apesarimtgito inicial ser a coleta de raizes de
plantas que estavam nesse estadio, alguns inds/ekiavam em fase de pré-floracdo. Para

cada estadio fenoldgico e populacao foram avali@dodividuos.

3.3 Efeito da sazonalidade na atividade antimigbiana de raizes deC. regium
O efeito da sazonalidade foi avaliado em raizesndesiduos
coletados sempre ao final do veréo, primavera,nauéinverno pelo periodo da manha no
municipio de Altinépolis (Sdo Paulo). Foram coles® individuos para cada estacdo do

ano.

3.4 Efeito da localizacdo geogréafica dos inddiios de C. regium na atividade

antimicrobiana

Para a avaliacdo do efeito antimicrobiano da esp&wi relacdo a
sua localizacéo geografica, todos os individuoanfocoletados no estadio vegetativo nos
municipios de Altinopolis (S&o Paulo), Rifaina (S&aulo), Sacramento (Minas Gerais),
Campo Alegre de Goias (Goias) e Terenos (Mato @GrdesSul). Nestas avaliagfes foram
utilizados 4 individuos por populagéo.

3.5 Efeito da idade e substrato de cultivo delgntas de C. regium na atividade

antimicrobiana

Para avaliar a idade da planta e o substrato deaculo efeito
antimicrobiano das raizes @e regium plantas desta espécie foram cultivadas em casa de
vegetacdo em solo de Cerrado:esterco bovino (i &y@a (representando os extremos), a
partir de sementes coletadas nos municipios citadog#em 3.1. As sementes foram
agrupadas e formaram um unico lote, o qual foizatilo no cultivo. A irrigacao foi feita

manualmente duas vezes ao dia. As analises foralmadas em plantas com 2, 4, 6, 9 e
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12 meses. Para a realizacdo dos experimentoss i@dgzplantas colhidas em cada periodo
foram reunidas formando um Unico lote, de 10 raieess testes antimicrobianos foram

realizados em triplicata.

3.6 Interag&o dos constituintes do sobo atividade biologica de raizes d€. regium

A influéncia dos constituintes do solo sobre a iddigle
antimicrobiana das raizes @e regiumforam avaliadas através de correlacao simples. Foi
realizado também uma analise sobre os componeritesppis utilizando-se o programa
Genes VS 2009.7.0 (CRUZ, 2006). Os resultados igalade antimicrobiana utilizados
para esta analise foram os obtidos no experimargcagaliou a influéncia da localizacao
geogréfica. A analise de componentes principais€faiizada com 17 variaveis (atividade
bioldgica, matéria organica -MO, pH, fésforo - Btgssio - K, calcio - Ca, magnésio - Mg,
enxofre - S-S@ soma de bases - S.B, acidez potencial — H + #&lacidade de troca
cationica — C.T.C., saturacao de bases - V, b&cceobre - Cu, ferro - Fe, manganés — Mn

e zinco - Zn).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O microrganismo alvo escolhido para este estuddiupate
trabalhos etnofarmacolégicos que afirmam que acespge. regium apresenta efeito
antinfeccioso no aparelho reprodutivo feminino (NESNet al., 2003; SOUZA e FELFILI,
2006; TRESVENZOL et al., 2006; MOREIRA e GUARIM-NBT 2009). Diversos sdo o0s
microrganismos responsaveis por estas infeccOedredelesNeisseria gonorrheae
Treponema pallidumcaudadores da gonorréia e sifilis, respectivaeevas, a levedura
Candida albicansesta presente na maioria das infec¢cées vaginaisemtes em mulheres
de todo o mundo (ASTICCIOLI et al., 2009; JI et @b09; ONO e YASUMOTO, 2009;
BABIC e HUKIC, 2010; WEI et al., 2010; RAD et al., 2011; SANTR&ZI, 2011).

4.1 Efeito do estédio fenologico na atividadenemicrobiana de raizes deC. regium

A atividade antimicrobiana ndo apresentou um padegicesposta

quanto ao estadio fenoldgico. As raizes dos indoddde Altinopolis coletadas na fase
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vegetativa-botao floral apresentaram maior ativedadtimicrobiana do que as coletados
na fase de florescimento (Tabela 9). Em relacadratigiduos coletados em Rifaina, ndo
houve diferenca significativa na atividade antimiana obtida entre as raizes coletadas
nos dois diferentes estadios (Tabela 10). Quantmiaes coletadas em Sacramento, a
resposta foi oposta a obtida com as plantas dadpltlis, ou seja, as raizes coletadas na
fase de florescimento apresentaram maior ativiédadienicrobiana do que as coletadas na
fase vegetativa (Tabela 11).

A variacdo de metabdlitos bioativos em plantas, diésrentes
fases fenoldgicas € amplamente conhecida (CIRAMkI.et2007; SARTORELLI et al.,
2007; EBRAHIMI et al., 2008). Em raizes @e regium sejam as partes separadas ou a
raiz inteira (Figura 6A e 6B), a fase fenologica mfresentou um padréo de resposta para
os individuos analisados. Portanto, este fator pueeferir mas, ndo deve ser considerado
como o principal responsavel pelas variagdes abtidaensaio bioldgico.

Além disso, ndo foram verificadas diferencas easeatividades
biologicas das amostras autoclavadas e ndo audolelave quando houve esta diferenca, a
amostra ndo autoclavada teve maior halo de inibi§abe-se que a alta temperatura e
pressdo podem afetar a estabilidade das substamigimas vezes, alteracbes infemas
nessas condicdes podem causar a degradacdo deula®I@BUIMARAES et al., 2008;
PIMENTEL et al., 2008). Em trabalho realizado poorMet al. (2007), por exemplo, os
autores mostraram que antocianinas presented/iés vinifera (uva), podem ter sua
concentracdo reduzida com um aumento da temperturE) °C somente (de 25 para 35
°C). Paravaccinium myrtillusg(mirtilo), a alta temperatura e pressao, tambézieam o
teor de antocianinas nos frutos (BUCKOW et al., @0RAssim, recomenda-se que as
amostras ndo sejam autoclavadas, no entanto, tatkyiah utilizado, para a realizacdo do

teste STAMP deve ser previamente esterilizado doook70%.
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Fiura 6: Raiz d€ochlospermum regiulpletada enmabitatnatural (A) e partes da raiz:

casca, entrecasca e cerne (B).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 9: Efeito do estadio fenoldgico na atividadgmicrobiana de raizes @®chlospermum regiuoletadas no municipio de Altinopolis
(SP) frente &€andida albicans

Altindpolis — Sdo Paulo

Estadio fenoldgico Casca Entrecasca Cerne Raiz i

n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto
Veg/Pré-floracédo 4,28aA 9,94aA 26,06aA 26,50aA 22,72aA 22,22aA 20006  23,34aA
Florescimento 0,00aA 0,00aA 18,66bA 18,44bA 19,22aA 15,22bA 1400 16,28bB

*n.a: ndo autoclavada; auto: autoclavada. Letragiseulas comparam os resultados na coluna (ené&di@$enoldgico) e letras mailsculas comparanessltados na
linha (a mesma amostra ndo autoclavada e autocpvisieédias seguidas pela mesma letra minUsculabha € maidscula na coluna ndo diferem estatisécaégnpelo
teste Tukey a 0,5% de probabilidade.

Tabela 10: Efeito do estadio fenoldgico na ativeladtimicrobiana de raizes @®chlospermum regiummoletadas no municipio de Rifaina
(SP) frente &€andida albicans

Rifaina — Sao Paulo

Estadio fenolégico Casca Entrecasca Cerne Raiz iz

n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto
Veg/Pré-floragéo 0,00bA 0,00aA 19,28aA 17,25aB 18,39aA 12,16aB EN00  13,56aB
Florescimento 10,61aA 7,67aA 19,33aA 19,72aA 14,44aA 17,17aA 346A8 16,83aA

*n.a: ndo autoclavada; auto: autoclavada. Letramisgulas comparam os resultados na coluna (en&édi@$enologico) e letras mailsculas comparanessltados na
linha (a mesma amostra ndo autoclavada e autocpvisiéédias seguidas pela mesma letra minisculabha € maidscula na coluna ndo diferem estatisécdégnpelo
teste Tukey a 0,5% de probabilidade.
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Tabela 11: Efeito do estadio fenoldgico na ativelahtimicrobiana de raizes dochlospermum regiungoletadas no municipio de

Sacramento (MG) frente@andida albicans

Sacramento — Minas Gerais

Estadio fenoldgico Casca Entrecasca Cerne Raiz iz

n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto
Veg/Pré-floracao 7,00bA 6,17bA 17,50bA 16,83bA 14,89bA 13,00bA 16489 14,55bA
Florescimento 24,00aA 23,72aA 27,56aA 27,72aA 20,55aA 20,83aA 8ZBA 22,94aA

*n.a: ndo autoclavada; auto: autoclavada. Letragissulas comparam os resultados na coluna (ené&di@$enoldgico) e letras mailsculas comparanessltados na
linha (a mesma amostra ndo autoclavada e autodpviliédias seguidas pela mesma letra minisculanha &€ mailscula na coluna néo diferem estatisecéenpelo

teste Tukey a 0,5% de probabilidade.
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4.2 Efeito da sazonalidade na atividade antimigbiana de raizes deC. regium

As diferentes estacbes do ano interferiram na Bt8po
antimicrobiana de raizes @& regium,sendo o outono e inverno as estacdes do ano que
mais favoreceram a atividade antimicrobiana ems@aestruturas da raiz, com excecéo
da casca. Durante o inverno a casca da raiz apoesemaior atividade antimicrobiana
(Tabela 12), quando comparada com a atividade dgig@ddobtida deste mesmo material
coletado nas outras estacoes.

Na savana brasileira as estacdoes do ano sao basieam
caracterizadas por estacdoes secos (outono e invertvosos (primavera e verao), e as
temperaturas ndo variam muito. Além disso, a pddioutono, as folhas de. regium
iniciaram o processo de senescéncia e no inveraseqd00% das plantas estavam
caducas. Sendo assim, é possivel inferir que canestacdo do outono/inverno a planta
esta sob maior nivel de estresse, pela baixa umidaliséncia de folhas, as substancias
antimicrobianas devem se translocar para a cascaidacom a finalidade de maior
protecdo da mesma. Nao obstante, o aumento daaatevziantimicrobiana obtido pelas
demais partes da raiz no outono e inverno (estagiss), demonstra que houve acumulo
de metabdlitos secundérios nestas estacdes mais & um trabalho de revisdo, Selmar
e Kleinwachter (2013) mostram que varios metab®lgecundarios estdo em maior teor
guando as plantas estdo sob estresse hidricqpdsgoe, como os estdbmatos sao fechados,
em resposta a esse estresse, ndo ha absorcao dend@o do NADPHH*, que seriam
utilizados no ciclo de Calvin, ficam em excessagd,ocomo uma maneira de dissipar essa
energia, os NADPHH* sdo utilizados para a sintese de compostos altameduzidos
como os isoprendides, fendis simples e complexadaaloides.

Quanto a espéci€. regium no periodo de seca, a planta esta sem
as folhas, ou seja, a absorcdo de @@raticamente nula. Possivelmente, isso explica o
aumento na concentragdo dos ativos na raiz. Alésodapesar de a substancia ativa das
raizes desta espécie nao ter sido identificad@;salgue esta espécie, bem como outras do
género, sdo ricas em flavondides, ou seja, compdeimdlicos complexos (SOLON et al.,
2009; SOLON et al., 2012) que por sua vez, podeatéuncdo de protecdo da planta
durante a seca (RAMAKRISHNA e RAVISHANKAR, 2011).

Neste trabalho foi verificado que em todas as ést&glo ano, a

raiz inteira, pode ser considerada a mais adeqgadato a atividade antimicrobiana,
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guando comparada as diferentes partes isoladas), asdo se justifica o trabalho de
separa-las.

Da mesma maneira que para os resultados obtidosst@alio
fenologico, ndo houve diferenca para a atividadeém@robiana entre a maioria das
amostras autoclavadas e ndo autoclavadas e quande, amostras ndo autoclavadas
foram mais eficientes. A autoclavagem do matemgletal pode, possivelmente, propiciar
a degradacdao de substancias ativas, ou entdo,lmawxextracdo destas substancias, uma
vez que, a alta pressédo da autoclave pode rompeebranas das organelas da célula e
facilitar a saida das mesmas. Desta maneira, agtsgntre uma mesma amostra
autoclavada ou nao podera variar muito. Isto pqrinde depender da estrutura e da

concentracdo dos ativos no momento da coleta destai
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Tabela 12: Efeito da sazonalidade na atividademéerbbiana de raizes deochlospermum regiurooletadas no municipio de Altinopolis
(SP) frente £andida albicans

Estacdo do ano Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira
n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto
Primavera 0,00bA 0,00bA 18,66bA 18,44bcA 19,22abA 15,20abA  ,0@BcA 16,28bB
Verao 1,83abA 2,17abA 16,00bA 15,72cA 15,05bA 13,72bA 336A 13,72bA
Outono 4,28abA 9,94abA 26,06aA 26,50aA 22,72aA 22,22aA 0G=A 23,34aA
Inverno 14,32aA 14,61aA 24,50aA 21,67bA 19,11abA 20,72aA ,924bA 22,05aA

*n.a: ndo autoclavada; auto: autoclavada. Letragisaulas comparam os resultados na coluna (entstasdes do ano) e letras mailsculas comparaesolsados na
linha (a mesma amostra ndo autoclavada e autocpvisiéédias seguidas pela mesma letra minUsculabha € maidscula na coluna ndo diferem estatisécdgnpelo
teste Tukey a 0,5% de probabilidade.



48

4.3 Efeito da localizagdo geografica dos inddiios de C. regium na atividade

antimicrobiana

Todas as populacdes localizadas em diferentes gassic
geograficas apresentaram atividade antimicrobiaéa, havendo diferenca estatistica na
atividade bioldgica obtida dos individuos entr@apulactes (Tabela 13). Com isso, pode-
se inferir que os compostos ativos da espé€cigegiumsao constitutivos e os efeitos
ambientais considerados neste trabalho, aos gstais populacdes estdo submetidas, nédo
interferiram na atividade antimicrobiana.

Com os dados metereoldgicos das épocas de colstplaatas,
obtidos do Instituto Nacional de Metereologia (INMEfoi possivel verificar que houve
uma certa variacao de temperatura e umidade r@&laidm maior diferenca na temperatura
média mensal em Tereno e umidade relativa em Cakiggre do Goias (Tabela 14).
Contudo, todas as raizes coletadas nesses logaiseataram atividade antimicrobiana,
reforcando, desta maneira, que as substancias afigaconstitutivas.

E importante ressaltar que em termos de porcentafgemmassa
seca das diferentes partes da raiz, o cerne repaese, 11% (+7,23), a entrecasca 26,82%
(x4,64) e a casca 16,07% (£6,87) e que, em fung&adddos obtitos no presente trabalho,

recomenda-se que a raiz inteira seja utilizadarepapacéo do fitoterapico @ regium
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Tabela 13: Efeito da localizacdo geografica naiddole antimicrobiana de raizes @echlospermum regiurooletadas nos municipios de
Rifaina (SP), Altinépolis (SP), Sacramento (MG)n@@ Alegre do Goias (GO) e Tereno (MS) frent@éamdida albicans

Localizacao (populacdes) Casca Entrecasca Cerne Ranteira

n.a auto n.a auto n.a auto n.a auto
Rifaina 0,00aA 0,00aA 19,50aA 17,08aA 18,42aA 12,92aB 83 13,91aB
Altinépolis 6,42aA 10,50aA 26,25aA 26,83aA 22,83aA 22,42aA &5  23,67aA
Sacramento 10,50aA 9,25aA 18,08aA 17,25aA 14,33aA 10,08aA  3#H3  14,66aA
Campo Alegre do Goias 10,71aA 12,25aA 18,42aA 16,83aA 15,08aA 15,42aA 734A 16,08aA
Tereno 17,25aA 16,92aA 19,08aA 20,08aA 11,58aA 11,92aA 08:A 18,84aA

*n.a: ndo autoclavada; auto: autoclavada. Letragiseulas comparam os resultados na coluna (enprepagacdes) e letras mailsculas comparam osadsslina linha
(a mesma amostra ndo autoclavada e autoclavaddjadigeguidas pela mesma letra mindscula na limhaiéscula na coluna ndo diferem estatisticameeii® feste

Tukey a 0,5% de probabilidade.

Tabela 14: Dados metereoldgicos referentes aossnedecais de coleta de plantas @echlospermum regiunobtidos das estagfes

automaticas do Instituto Nacional de MetereologitNMET (http://www.inmet.gov.br). Médias mensais tmperatura (° C), umidade

relativa (UR%) e precipitacdo (mm).

Populacao Coleta Temperatura UR% Precipitacédo Estaip Metereologica
Rifaina Junho/2011 17,87 65,63 0,93 AS525 - Sacramento
Sacramento Junho/2011 17,87 65,63 0,93 Ab525 - Sacramento
Altin6polis Junho/2011 17,60 65,73 1,20 A708 - Franca
Campo Alegre do Goias Maio/2011 20,93 74,77 0,00 A033 — Pires do Rio
Tereno Novembro/2010 24,27 61,30 3,30 A702 — Campo Grande
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A tabela 15 mostra os resultados das atividadésianbbiana de todos os individuos coletados eragas$ condicbes
do estudo. O objetivo é mostrar a sensibilidad&edt® desenvolvido (STAMP) e a atividade fungistatibtida em varias partes das raizes de

inUmeros individuos.

Tabela 15: Atividade antimicrobiana da droga vdgd¢araizes d€ochlospermum regiurmoletadas em diferentes localizagbes geogréaficas

mostrando a atividade fungistatica de alguns iddiv$ e partes de raizes.

Casca Entrecasca Cerne Raiz inteira
Amostra n.a Auto n.a Auto n.a Auto n.a Auto
Sacramento 1 24,67+2,08 21,67+0,58 34,67+0,58 33,67+2,08 24,F30 23,67+0,58 24,67+0,58 19,67+1,53
Sacramento 2 31,67+1,15 32,00+2,65 26,67+1,15 27,00+1,00 22,F&F3F1 21,00+1,00 22,33+0,58 22,33+1,53
Sacramento 3 16,67+1,53 19,00+2,00 29,00+1,00 28,67+0,58 23,00x1 24,67+0,58 24,67+0,58 25,33+0,58
Sacramento 4 24,00+1,00 24,00+1,00 25,67+0,58 25,67+0,58 17,F30 17,67+0,58 24,00+1,73 23,67+0,58
Sacramento 5 20,33+1,53 20,67+0,58 25,33+0,58 24,33+0,58 13,F*2 16,00+1,00 22,67+0,58 22,33+1,15
Sacramento 6 26,67+0,58 25,00+1,00 28,00+1,00 27,00+1,00 24,F30 23,33+0,58 25,00+1,00 24,33+0,58
Fluconazol 24,43+2,74 - - - - - - -
Rifaina 1 16,33+1,53* 14,67+1,53 26,33+0,58 25,00+1,00 24,33+0,58 24,680 25,33+1,53 22,33+0,58
Rifaina 2 14,67+0,58 13,33+1,53* 24,00+1,00 23,33+1,53 21M0& 20,33+0,58 20,00+1,00 21,33+1,15
Rifaina 3 13,67+2,89 15,67+0,58 22,67+2,08 20,67+0,58 12,F3¥0 12,67+0,58 15,00+0,00 15,67+1,53
Rifaina 4 18,33+1,53 15,67+1,15 22,33+1,53 26,67+0,58 24,00>1 25,67+0,58 21,00+1,00 23,33+0,58
Rifaina 5 17,00+1,00 11,67+1,53* 20,67+0,58 22,67+0,58 17(B3& 19,67+0,58 19,67+0,58 18,33+0,58
Rifaina 6 18,33+1,15* 12,00+0,00* 17,67+1,15* 19,33+1,15* 13,33+0,58* 10,67+0,58* 13,00+2,00* 13,00+1,00*
Fluconazol 24,43+2,74 - - - - - - -
Altindpolis 1 0,00+0,00 0,00+0,00 16,33+1,15 15,67+1,15 13,6731,510,50+0,71 20,67+1,15 17,00+1,41
Altindpolis 2 0,00+0,00 0,00+0,00 18,67+1,15 19,00+1,00 16,00%1,010,67+0,58 17,00+1,00 16,00+1,00
Altinopolis 3 0,00+0,00 0,00+0,00 13,33+0,58 17,00+3,00 17,0030,015,67+1,15 18,67+1,15 16,33+0,58
Altinépolis 4 0,00+0,00 0,00+0,00 20,33+1,15 16,67+1,15 21,33%1,115,33+0,58 19,33+0,58 15,00+0,00
Altinopolis 5 0,00+0,00 0,00+0,00 21,33+0,58 21,00+0,00 21,67%1,519,00+0,00 19,00+1,73 17,00+1,00
Altinépolis 6 0,00+0,00 0,00+0,00 22,00+#1,00 21,33+0,58 25,6730,520,00+2,00 19,33+1,53 16,33+0,58
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Fluconazol 22,17+4,92 - - - - - - -
Altinépolis 7 0,00+0,00 0,00+0,00 14,67+0,58 15,00+0,00 17,330,511,67+0,58 11,67+0,58 11,67+0,58
Altinépolis 8 0,00+0,00 0,00+0,00 18,33+0,58 18,67+1,15 15,33%0,517,33+0,58 17,33+2,08 18,67+0,58
Altinopolis 9 0,00+0,00 0,00+0,00 17,67+0,58 17,00+1,00 16,330,515,33+0,58 18,33+0,58 11,67+0,58
Altinépolis 10 11,00+1,41  13,00+0,00 15,33+0,58 15,00+1,00 9,330, 14,00+1,00 11,67+0,58 16,00+2,65
Altinépolis 11 0,00+0,00 0,00+0,00 11,33+0,58 12,00+1,00 14,330,511,00+1,00 18,67+0,58 13,00+1,00
Altinopolis 12 0,00+0,00 0,00+0,00 18,67+0,58 16,67+0,58 17,6730,513,00+0,00 20,33+0,58 11,33+0,58
Fluconazol 17,83+6,55 - - - - - - -
Campo Alegre do Goias 1 0,00+0,00 0,00+0,00 14,67+0,58 13,67+1,53 15,67/0,513,33+0,58* 0,00+0,00 0,00+0,00
Campo Alegre do Goias 2 13,50+2,12 16,50+0,71 20,33+1,15 19,67+0,58 16,30 14,67+0,58 17,67+2,08 14,33+0,58
Campo Alegre do Goias 3 0,00+0,00 0,00+0,00 17,33+0,58 14,67+1,53 16,6730,513,33+1,15 15,00+1,00 11,00+1,00
Campo Alegre do Goias 4 17,33+1,15 18,50+0,71 18,67+1,15 18,33+0,58 18,F&*1 16,67+1,53 18,67+0,58 17,33+0,58
Campo Alegre do Goias 5 12,00+2,65 14,00+1,00 18,33+0,58 15,33+0,58 13,6830 15,00+0,00 15,67+0,58 16,33+0,58
Campo Alegre do Goias 6 0,00+0,00 0,00+0,00 16,33+1,53 15,00+0,00 12,00%1,015,33+0,58 19,00+1,00 16,33+0,58
Fluconazol 37,67+7,02 - - - - - - -
Rifaina 7 0,00+0,00 0,00+0,00 19,00+1,00 17,67+0,58 19,330,510,00+1,00 19,33+1,15 12,33+0,58
Rifaina 8 0,00+0,00 0,00+0,00 20,67+0,58 14,67+0,58 20,672,811,33+1,15 18,67+0,58 12,67+0,58
Rifaina 9 0,00+0,00 0,00+0,00 18,67+0,58 17,50+0,71 17,330,511,33+0,58 19,33+1,15 13,33+0,58
Rifaina 10 0,00+0,00 0,00+0,00 20,00+1,00 16,00+1,00 17,6780,512,00+0,00 18,00+0,00 13,33+0,58
Rifaina 11 0,00+0,00 0,00+0,00 18,67+0,58 20,00+1,00 21,330,515,00+1,73 20,67+0,58 15,33+0,58
Rifaina 12 11,67+0,58* 11,33+0,58* 18,67+0,58 17,67+0,58 14,00+0,00 13138% 18,00+1,00 14,33+0,58
Fluconazol 15,83+1,72 - - - - - - -
Sacramento 7 0,00+0,00 0,00+0,00 16,33+1,53 17,33+0,58 14,33%1,112,33+0,58 15,00+1,00 15,33+0,58
Sacramento 8 19,00+0,00 15,50+0,71 16,67+0,58 15,00+1,00 14,F30 13,33+0,58 15,67+0,58 15,67+0,58
Sacramento 9 0,00+0,00 0,00+0,00 16,33+0,58 14,67+0,58 17,670,513,67+0,58 21,00+1,00 13,33+0,58
Sacramento 10 23,00+0,00 21,50+0,71 20,33+0,58 21,33+0,58 12,F31 15,33+0,58 16,33+0,58 13,33+0,58
Sacramento 11 0,00+0,00 0,00+0,00 15,67+0,58 16,33+0,58 14,330,511,67+0,58* 15,33+1,53 13,33+0,58
Sacramento 12 0,00+0,00 0,00+0,00 19,67+0,58 16,33+0,58 16,330,511,67+0,58 18,00+0,00 16,33+0,58
Fluconazol 22,6012 41 - - - - - - -
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Altinopolis 13 16,00+1,00* 15,00+0,00* 25,33+0,58 26,00+0,00 21,67+0,58 22(B38& 22,33+0,58 23,33+0,58
Altinépolis 14 16,00+0,00* 15,33+0,58 25,00+0,00 25,67+0,58 19,33+0,58 17,6680 22,33+0,58 17,67+0,58
Altinépolis 15 18,50+2,12* 17,67+0,58 26,00+0,00 25,67+0,58 23,33+0,58 21,F30 23,67+0,58 22,00+0,00
Altinopolis 16 16,33+0,58* 15,67+1,15* 26,33+0,58 27,00+1,00 24,00+1,00 240638 26,00+0,00 26,67+0,58
Altinopolis 17 18,33+0,58* 19,33+0,58* 26,00+0,00 26,33+0,58 22,67+0,58 23(B3& 24,67+0,58 24,67+0,58
Altinépolis 18 25,67+0,58 26,67+0,58 27,67+0,58 28,33+0,58 25,F30 24,00+1,00 25,33+0,58 25,67+0,58
Fluconazol 17,50+2,81 - - - - - - -
Altinopolis 19 20,67+0,58 23,00+1,00 27,00+1,00 15,67+0,58 20,001 18,33+0,58 21,67+0,58 21,33+0,58
Altinépolis 20 17,67+1,15* 15,67+0,58* 20,00+0,00 20,00+1,00 18,67+0,58 200838 21,67+0,58 22,67+0,58
Altinopolis 21 26,33+0,58 26,00+0,00 25,33+0,58 20,33+0,58 16,330 19,67+0,58 21,67+0,58 22,33+0,58
Altinopolis 22 15,67+0,58* 16,33+0,58* 24,00+1,00 25,33+0,58 16,00+0,00 18(B3& 20,67+0,58 20,00+0,00
Altinépolis 23 16,67+0,58 18,00+1,00 21,33+0,58 21,67+0,58 19,F30 22,00+0,00 20,33+0,58 19,67+0,58
Altinépolis 24 22,23+0,58 20,67+0,58 29,33+0,58 27,00+0,00 24,330 25,67+0,58 25,67+0,58 26,33+0,58
Fluconazol 24,75+1,71 - - - - - - -
Tereno 1 - - - - - - 19,67+0,58* 19,67+0,58*
Tereno 7 21,67+0,58 21,33+x0,58 26,33+0,58 27,67+0,58 26,0030 26,67+0,58 25,33+0,58 27,00+0,00
Tereno 8 - - - - - - 22,00+0,00* 21,33+0,58*
Tereno 10 20,00+0,00* 19,00+1,00* 21,33+0,58* 20,00+0,00* 21,33+0,58* 21,33+0,58* 20,00+0,00* 18,67+0,58*
Tereno 19 24,33+0,58 24,33+0,58 24,33+0,58 25,33+0,58 20,330 21,00+0,00 21,67+0,58 21,67+0,58
Tereno 21 23,00+0,00 22,00+1,00 25,67+0,58 27,33+0,58 23,0030 23,00+0,00* 25,33+0,58 26,67+0,58
Fluconazol 34,60+1,52 - - - - - - -

* atividade fungistética; (-) ndo foi realizado;c&amento 1 a 6: coletadas na fase de florescim&if@na 1 a 6: coletadas na fase de florescimehit;mopolis 1 a 6:
coletadas na fase de florescimento e primaverandolis 7 a 12: coletadas no verdo; Campo Alegrécdias 1 a 6: Coletadas na fase vegetativa; Riféia 12:
Coletadas na fase vegetativa/pré-floracéo; Sacrtanten 12: Coletadas na fase vegetativa/pré-floraglindpolis 13 a 18: Coletadas na fase vegeagpné-floracéo e

outono; Altinépolis 19 a 24: Coletadas no inverfiereno 1, 7, 8, 10, 19, 21: Coletadas na fase atiget
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4.4 Influéncia da idade da planta e substrato an atividade farmacolégica deC.
regium

Neste experimento foram consideradas as atividaghegstaticas.
Ao analisa-la, foi possivel constatar que plantaivadas tanto na areia quanto no
solo+esterco apresentaram o efeito medicinal preado. No entanto, em todas as idades,
com excecédo de 2 e 4 meses, cuja atividade foj aslplantas cultivadas em solo+esterco
apresentaram somente atividade fungistatica (Féglie8). Na areia, a atividade biologica
teve inicio em plantas com 4 meses (Figuras 7 eWBjeja, 0s ativos estavam presentes
nas raizes cultivadas em solo+esterco, porém, ewentragdes mais baixas do que nas
cultivadas na areia, ndo sendo possivel deteatagfséo fungicida. Atividade fungistatica
significa basicamente, que ha inibicdo do crescimdo microrganismo, enquanto que a
fungicida, mata o microrganismo (GRAYBILL et al99). A importancia da atividade
fungistatica no tratamento de infeccbes tem gantwtta vez mais espago entre 0s
pesquisadores, pois, geralmente, apresenta mexioideamle (GRAYBILL et al., 1997) e
estimulam a atuac&do do sistema imunologico do liesmesobre a infec¢do. Entretanto,
apesar de muitos estudos incluirem resultados siidade fungistatica de extratos ou
substancias isoladas, pouco se sabe sobre o camemto desta no microrganismo e no
ser humano.

Areia Solo + esterco
25 23,50
21,33 20,67
E 20
= 15,33%
< 4
& 15 17.33 16.67% 15,00
E
o 10
=
=)
E 5
= 0
0 0
0
2 meses 4 meses 6 meses Q9 meses 12 meses

Idade da planta

Figura 7: Atividade antimicrobiana de raizesGiehlospermum regiufnente aCandida

albicanscultivadas em areia e solo+esterco coletadas demedtes idades.
* atividade fungistatica.
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Flgura 8: Valor medlo da atividade funglstatlca ()rde raizes dé?ochlosperrhum regium
(A) cultivadas em solo+esterco com 9 meses, (Bjvadas em areia por 4 meses e (C)
atividade fungicida de plantas @echlospermum regiulultivadas em areia por 12

meses.
Fonte: Arquivo pessoal.

Vale ressaltar que, inicialmente, o objetivo eraliay, também,
parametros agrondmicos de cultivo entre os substrabpostos. Entretanto, a germinacéo
de sementes em solo+esterco foi dificultada e t@sidm um numero muito baixo de
individuos para que as analises fossem realizddas, foi possiveil fazer algumas
observacbes: o florescimento ocorreu nas plantétsvarlas em casa de vegetacéo.
Plantulas mantidas tanto na areia, como no solergsfloresceram com 4 meses (més de
outubro) (Figura 9A), o que equivaleu com a épacéflatescimento da espécie em habitat
natural, considerando que a coleta das plantas,gastudo do efeito antimicrobiano, foi
realizada no més de setembro. A partir de 9 mesmasas mantidas na areia apresentaram
sintomas de deficiéncia nutricional e iniciaramgasso de senescéncia (Figura 9B), o que
nao ocorreu com as plantas mantidas no solo+esteyamm 12 meses (més de junho) as
folhnas das plantas mantidas em ambos substratagaestsenescentes, com coloracao
avermelhada/amarronzada (com menos intensidadaaraas cultivadas no solo+esterco)
também equivalendo ao que ocorre com essas plantasabitat natural, uma vez que,
nessa época, as folhas@eregiumentram em senescéncia, e em seguida, as placaas fi
caducas antecedendo o florescimento. Nesta épodema, algumas plantas mantidas em
solo+esterco floresceram (Figura 9C). Nao obsta#glantas cultivadas no solo+esterco
apresentaram a parte aérea muito mais desenvavidaior do que a raiz, ocorrendo o
contrario com as plantas cultivadas na areia (Rig).
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Figura 9: (A) Florescimento de plantulas@echlospermum regiumantidas areia com 4
meses; (B) Plantas d&chlospermum regiurcultivadas em areia com sintomas de
deficiéncia nutricional e senescéncia; (C) Flomestito de plantas deéochlospermum
regiummantidas em solo+esterco com 9 meses e (D) planli@sgadas em solo+esterco

com razao raiz: parte aérea menor.
Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Interacdo dos constituintes do sobo atividade antimicrobiana de raizes deC.
regium

A correlacdo simples realizada entre os componeidesolo e a
atividade antimicrobiana das raizes@eregiumdemonstrou que, com excec¢ao da casca,
guanto mais pobre o solo, mais ativa € a raiz (gid). Esses dados corroboram com o0s
resultados obtidos experimentalmente neste tralmathoasa de vegetacéo, o qual mostrou
gue raizes de plantas cultivadas em areia apresengor atividade antimicrobiana que as
cultivadas em solo misturado com esterco. Essepladieria ser explicado pela adaptacéao
gue ocorre com as plantas ao longo dos milharesmdg e o Cerrado, de maneira geral,
um bioma caracteristico por apresentar solo comob@or de matéria organica, baixa
C.T.C. e saturacdo de bases, elevada acidez e b@panibilidade de nutrientes
(FALEIRO e NETO, 2008) €. regiumé uma espécie que ocorre somente em areas de

Cerrado, ou seja, esta adaptada as condi¢Oeshilmsiz.
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Figura 10: Correlacdo entre a atividade antimi@ohie analise de solo nas populacdes de
Cochlospermum regium

Com relacdo aos componentes principais, 0s doimepos
componentes encerram 91,82% da variacao total. sAsres cargas foram detectadas para
a variavel atividade biolégica no primeiro compaeere potassio (K) no segundo
componente, que portanto, foram as variaveis derntantribuicdo para a variabilidade
observada. Na figura 11 € apresentada uma dispgréfica das cinco popula¢cfes Ge
regiumem relacdo aos dois primeiros componentes priiscip@rifica-se uma tendéncia
de agrupamento por localizacdo geografica.

Esse resultado ainda indica que, caso seja realzadestudo de
producdo em campo com adubacgdo, o macronutrietdsgio € o que devera ser avaliado
no intuito de verificar doseersusefeito bioldgico. O baixo teor de potassio em uma
planta, dentre inUmeras alteracdes metabdlicashéamaltera a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs). Em uma revisao, SBO1Y) demonstra que a baixa
concentracdo de potassio aumenta a producdo de, ERO® um importante sinalizador
para o etileno e acido jasmoénico. O etileno, pargz, tem papel importante na sintese de
compostos fendlicos, inclusive nas raizes (LEWISalet 2011; MUDAY et al., 2012;
KRAMER et al., 2013). Este fato poderia justifi@amfluéncia do baixo teor de potassio

na atividade antimicrobiana de raizes @eregium pois, estas apresentam compostos
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fendlicos como constituintes majoritarios (SOLONikt 2012), os quais, conhecidamente,

apresentam uma gama de atividades biolégicas.

9 -
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Figura 11: Andalise de componentes principias (A@#ginco populacdes de
Cochlospermum regium

5. CONLUSOES

A concentracdo de ativos presentes em raizeSogllospermum
regium avaliadas através da atividade antimicrobianajrsuenciadas diretamente pelas
estacdes do ano, sendo o0 outono e inverno as estggé propiciaram a maior atividade
antimicrobiana, possivelmente, devido ao estresdecb aos quais as plantas estdo
submetidas nestes periodos. Além disso, plantakaade cultivadas em solos pobres
apresentaram maior atividade antimicrobiana. Sexsdon, para obtengdo de maior efeito
terapéutico desta espécie, recomenda-se a col@lartas adultas no outono ou inverno e

a utilizacéo de toda raiz sem autoclavar.
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Capitulo 1ll. ESTUDO FITOQUIMICO BIOMONITORADO DE R AiZES DE

Cochlospermum regium

1. INTRODUCAO

Muitas sdo as dificuldades quando se trabalha cdentgs
medicinais. As diferentes condigbes em que a pBmtncontra, interferem na composicao
dos metabolitos secundéarios da mesma. O estadiesknvolvimento, a sazonalidade, a
variabilidade genética, a forma e hora de collshia fatores agronémicos que interferem
diretamente na qualidade e quantidade de substahaativas presente nas plantas
medicinais e, consequentemente, no efeito biologio® estas apresentam. Além disso,
existem 0s genotipos 0s quais também podem apaesatividades farmacoldgicas
diversas (SCHLAG e MCINTOSH, 2006; MORAIS, 2009; GAINETTO e TEDESCO,
2009).

Além dos fatores agronémicos, existem os aspedsico$ que
também interferem na qualidade da producéo dcefépico, como, por exemplo, a forma
de secagem e moagem do material vegetal. Outrctaspeportante esta relacionado a
extracdo dos principios ativos que envolvem a Bactd solvente, a forma de preparagéo
do extrato (infusos, maceracdo estatica, etc) @ubiidade dos compostos de interesse.
Da mesma maneira, um extrato aquoso preparado rena fdle decoccdo ou em infuséo,
pode responder diferentemente aos ensaios bioB@RIBITZ et al., 2003; BANDEIRA,
2004; OLIVEIRA et al., 2008; LI e VEDERAS, 2009).1éin disso, muitos estudos
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fitoquimicos ndo séo realizados em conjunto conaieashiol6gicos, 0 que muitas vezes,
resulta no isolamento de moléculas n&o ativas.

A fim de suprir tal dificuldade, o teste de bioayradia pode ser
uma solucdo. Este teste avalia a atividade bicdddde compostos ja eluidos em placas
cromatograficas (MARSTON, 2011), sem que para isga necessidade de controlar o
uso de solventes na solubilizagéo das amostrasrtdo o isolamento de compostos ativos

cada vez mais preciso, pois trata-se de um estiodiimico biomonitorado.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Isolar e identificar a substancia ativa de raize€dchlospermum

regiumcontraCandida albicans

2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar ensaios fitoquimicos biomonitoradogxteatos de raizes @& regium
2. Purificar extratos e fracdes bioativas;
3. Identiticar por métodos espectroscopicos atesaulos compostos ativos;

4. Avaliar a atividade antimicrobiana dos compostoiados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo da amostra e do extrato

Considerando que todos os individuos das analisésri@es
apresentaram atividade contta albicans foi selecionado para realizacdo dos ensaios
fitoquimicos um individuo de Altinopolis (A6) emrfgdo da maior biomassa para a
obtencéo de extratos. Este, foi coletado na prinaage 2010, na fase de florescimento. A
raiz deste individuo foi limpa, seca em estufardaraulante a 45 °C por 48 h. Logo apos,
0 material vegetal seco foi pulverizado em moinleofacas rendendo 1,285 kg e, em
seguida, peneirado (48 mesh). A droga vegetalubmetida a maceracdo por dois dias,

com etanol:agua (8:2, v:v), sendo o procedimenpetrdo duas vezes. A proporcdo de
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material vegetal e o solvente foi 2:8 (m:v). Emusdg, 0 extrato foi rotaevaporado e
liofilizado.

Parte do material liofilizado (48 g) foi diluido e600 mL de
metanol:agua (1:1, v:v) e submetido a uma partiiciodo/liquido (particdo 1) utilizando-
se 0s seguintes solventes, nesta ordem: hexanoX-3i&de 600 mL), acetato de etila —
EAE (3x de 600 mL) e diclorometano — DCM (3x de 600). Os extratos resultantes
desta particdo foram rotaevaporados e, em segestia, material foi submetido ao teste
STAMP (metodologia desenvolvida neste trabalho AGIO et al., 2013) para verificar a

atividade antimicrobiana (Figura 12).

| Droga vegetal (1,285 Kg) |

1) proporgdo de material vegetal e o solvente: 2:8 (m:v)

2) maceragéo por dois dias, com etanol:agua (8:2, viv) — 2x
3) Rotaevaporagio

4) Liofilizagao

Extrato hidroalcdolico bruto hofilizado (parte —48 g) |

Partigdo 1 liquido/liqudo
Diluigao: 600 mL de metanol:dgua (1:1, viv)

3x de 600 mL 3x de 600 mL 3x de 600 mL
Extrato hexanico — HEX Extrato acetato de etila — Extrato diclorometano — ‘ Extrato aquoso — FAQ
EAE DCM

STAMP

Figura 12: Particdo do extrato hidroalcodlico brdéoraizes d€ochlospermum regium

3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) do ea&to acetato de etila (EAE)

Véarias analises cromatograficas, em camada delgémtam
realizadas com o extrato acetato de etila, oriwtadparticéo 1.

As cromatoplacas utilizadas nos experimentos fadansilica gel
(DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL/UV2s4— MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. Kg
- Germany). Primeiramente foram avaliadas alguroadi¢cdes de fase mével como segue:
- BAW (n-butanol: &cido acético: agua 4:1:5, viviv)
- Metanol: acetato de etila (1:1, v/v)
- Acetato de etila (100%)
- Cloroférmio: metanol (2:3, v/v)
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- Cloroférmio: acido acético: metanol: dgua (641228, v/v/viv)
- Cloroférmio: metanol (8:2, v/v)
- Cloroférmio: metanol (6:4, v/v)
Como reveladores foram utilizados: acido sulfuria@nilina
cloridrica e NP PEG, além da visualizagdo em UVnf@amentos 254 e 320 nm).

3.3 Bioautografia

A bioautografia foi realizada conforme Rahalisomle{1991) com
algumas modificacbes. O microrganismo utilizadotedos os testes f@andida albicans
ATCC 10231. Inicialmente, o microrganismo estocauo temperatura de -80 °C foi
reativado em meio agar Sabouraud e mantido por @éshem estufa a 37 °C.
Posteriormente, este microrganismo foi repicadeonesmo meio e mantido por mais 24
horas nas mesmas condicbes de crescimento. Apéspesiodo, a concentracdo de
microrganismo foi ajustada, utilizando-se solucalina 0,85%, em espectrofotometro a
530 nm e transmitancia de 72 a 75%. Desta soluedmidrorganismo ajustada, foram
removidos 500 pL e adicionados a 50 mL de meio Elyeailer Hinton, o qual permanecia
em banho-maria a aproximadamente 50 °C, o que aquiva uma quantidade de®10
células mLt! de in6culo. Em seguida, aproximadamente 10 mL é@ ragar Mueller
Hinton com microrganismo foi distribuido sobre agal cromatografica (10 x 10 cm).
Nesta placa cromatografica o extrato ja havia stlddo pelo solvente organico e
permanecido 24 horas em capela para evaporacédastaolventes.

As cromatoplacas foram mantidas em uma placa de (B&tcm)
sobre papel de filtro umedecido com agua destilselado estes dois ultimos autoclavados.
Apoés a distribuicdo do meio de cultura contendoronganismo, na placa, estas foram
mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas. Decoestioperiodo, as placas cromatogréaficas
com o microrganismo foi pulverizada com uma soluggoMTT - Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazélio (2,5 mgiL?) e incubada a 37 °C por 3-4 horas.

Na regido em que houve inibicdo, o meio de cuhd@afoi colorido de roxo pelo MTT.

3.4 Bioautografia do extrato acetato de etiladHAE) obtido da particao
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Para avaliagdo da atividade antimicrobiana através
bioautografia, 0 extrato acetato de etila obtidopdaicao (particdo 1) foi submetido a
CCD com 3 sistemas de solvente: BAW; metanol:acetatetila 1:1 e cloroférmio: acido
acético:metanol:agua (64:32:12:8). As placas obtiuestes sistemas foram submetidas a
bioautografia.

Primeiramente, foram avaliadas a massa de amogliGadga na
placa partindo de uma concentracdo de 10 mg o particdo acetato de etila (EAE).
Desta, foram aplicadas na placa: 2, 4, 6 e 8 pusoogrresponde a 0,02, 0,04, 0,06 e 0,08
mg de massa na placa. Este material foi, entatiadwaatravés da bioautografia.

Apés determinar o volume ideal a ser aplicado (6, [faram
modificadas as concentracbes de extrato: 12, 1% 20 mg mtl. Nestas condi¢cbes, as
placas foram eluidas em metanol: acetato de étdlag(1:1) e BAW. Logo em seguida foi

realizada a bioautografia.

3.5 Fracionamento em coluna do extrato acetatte etila (EAE) obtido da particéo

O extrato acetato de etila - EAE (10,8 g) foi subdoea um
fracionamento em coluna de silica gel G60 (25 end de altura e diametro,
respectivamente) utilizando como eluente as seggiimisturas de solventes:

* Acetato de etila:zmetanol (8:2, v:v) - F1;

* Acetato de etila:zmetanol (7:3, viv) - F2;

» Acetato de etila:metanol (6,5:3,5, v:v) — F3;
» Acetato de etila:metanol (6:4, v:v) — F4;

» Acetato de etila:metanol (5,5:4,5, v:v) — F5;
e Acetato de etila:metanol (5:5, v:v) — F6;

« Acetato de etila:metanol (4,5:5,5, v.v) — F7;
« Acetato de etila:metanol (4:6, v:v) — F8;

» Acetato de etila:metanol (3:7, v:v) — F9;

» Acetato de etila:metanol (2:8, v:v) — F10;

* Metanol - F11;

+ Agua-F12,
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As 12 fragbes obtidas foram, isoladamente, sokdskhs em
metanol (1 mg mt) e aplicadas em placa para a realizacdo de um eosaio de
bioautografia, sem que estas fracdes fossem elgiassolvente (Figura 13). Na placa

foram aplicados 10 pL de cada fracao.

Figura 13: Bioautografia, frenteGandida albicansATCC 1023, das 12 fracdes obtidas a

partir do extrato acetato de etila (EAE) submeéidmomatografia em coluna.
Fonte: Arquivo pessoal.

3.6 Andlise da fracéo ativa F1 (8:2 acetato dila: metanol) em CG-EM

Para analise dos constituintes quimicos presemtésagdo acetato
de etila:metanol (8:2), esta foi analisada por QW-&ntes e apos ser silanizada. As
condi¢des de analise foram: Coluna capilar: DB-FBIBm x 0,25 mm x 0,2phm) Agilent
J&W; Temperatura do injetor: 260 °C; Temperaturadadector: 250 °C; Impacto de
elétrons: 70 eV; Gas de arraste: He; Fluxo: 1,1 mib?®; Split: 1/40; Programa de
Temperatura: 100 —290 °C, 3 °C/minuto. Volume decéo: 1uL de solucdo (uL da
amostra/l mL AcOEt). O equipamento CG-EM utilizéoioda marca Shimadzu-QP-2010.

A identificacdo da substancia foi realizada por paracéo do
espectro de massas da amostra analisada comiaselodd Wiley7 e Nist08.

Reacdo de silanizacao
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Para silanizacdo da fracdo F1 foram pesados 5 mgnusstra
hidrolisada, a qual foi diluida em 100 pL de pimali Adicionou-se 200 uL do reagente
BSTFA [bis (trimethylsilyl) tri-fluoroacetamide (SRELCO) e 20,5 pL de TMCS
(Clorometiltrimetilsilano 98% - ALDRICH). ApOs estprocedimento, a amostra foi
mantida em banho-maria a 80 °C por 1,5 horas sessfdada logo em seguida, em
temperatura ambiente em frasco fechado.

Para a hidrélise foram adicionados 100 mL de HQ§2em 100
mg de amostra. ApOs esse procedimento, a solu¢aoafiatida em banho-maria a 80 °C
por 1,5 horas. A extracdo da fase organica foi lodda com 50 mL do solvente acetato de
etila.

3.7 Otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas estamada delgada da fracao ativa
F1

Para a separacao dos compostos em CCD foi utiladdacdo F1
oriunda da coluna cromatografica realizada com réicha acetato de etila (EAE). As
cromatoplacas utilizadas nos experimentos foram silea gel (DC-Fertigfolien
ALUGRAM® Xtra SIL/UV2s4 — MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. Kg - Germany).
Foram avaliadas algumas fases mével como segue:

1. Metanol: acetato de etila (6:4, v/v)
Metanol: acetato de etila (1:1, v/v)
Cloroférmio: acido acético: metanol: 4gua (64:32L02v/v/Iviv)
Cloroférmio: acido acético: metanol: 4gua (64:32812/v/v/v)
Cloroformio: acido acético: metanol: agua (64:32612/v/v/v)
Cloroformio: acido acético: metanol: agua (64:32412/v/viv)
Cloroférmio: acido acético: metanol: 4gua (64:3204v/v/v)
BAW — n-butanol: acido acético: agua (4:1:5, v/viv)

© 0 N o 0 b~ DN

Acetato de etila: metanol: isopropanol: agua: aeicketico (7:1:2:5:0,2, vivIviviv)
10.Cloroférmio: metanol: n-propanol: agua (5:6:1:4//viv)

11.Acetato de etila: n-propanol: agua (140:8:80, J/v/v

12.Acetato de etila: n-butanol: agua (4:1:5, v/iv/v)

Como revelador foi utilizado NP PEG, além da viezgdo em

UV (comprimentos 254 e 320 nm).
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As placas utilizadas para a realizagdo da bioaatiagforam as
eluidas nas condigcGes 6, 7, 9 e 11. A concentrdgdoacdo F1 foi de 1 mg miLe foram

aplicados 6 pL correspondendo a 0,006 mg de massa.

3.8 Otimizacdo da quantidade de massa aplicadea CCD para bioautografia da
fracdo ativa F1
Para determinar a quantidade de massa a ser apliaglaca
cromatografica e encontrar o efeito antimicrobiéoram aplicados volumes de 2, 4, 6, 8,
10, 12, 24 e 48 pL da fracdo F1 de uma solucédo comeentracdo de 12 mg mL
correspondendo a 0,024, 0,048, 0,072, 0,096, 0,124, 0,288 e 0,576 mg de massa na
placa. A combinacdo de solventes utilizada comerg&ufoi: cloroférmio: acido acético:

metanol: agua (64:32:12:2, vIvivIv).

3.9 Particdo da fracao ativa F1

A fracdo F1 (3,7574 g) foi diluida em 200 mL de ameti:agua
(1:1) e submetida a uma particao (particao 2) cerseguintes solventes: hexano — HEX2
(3x de 100 mL), acetato de etila - EAE2 (3x de )] e diclorometano — DCM2 (3x de
100 mL). Uma emulséo foi formada no momento da regfa com diclorometano e
também foi separada (Figura 14). Os extratos mesels desta particdo foram concentrados
em rotaevaporador e secos em capela, em seguimaesdos a bioautografia (sem eluir a
placa) para verificar a atividade antimicrobiarmlas na concentracdo de 12 mghe

sendo aplicados na placa 10 pL, o que equivalé2ad® massa.
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| FragioF1 (3,7574g) |

Dilui¢do: 200 mL de metanol:agua (1:1)

‘ Parti¢do 2 liquido/liquido ‘

Partigdo 2 liquido/liquido
Dilui¢dio: 600 mL de metanol:agua (1:1, viv)

3x de 100 mL 3x de 100 mL 3x de 100 mL

Fracdo hexanica - HEX2 Fragdo acetato de etila — EAE2 Fragdo diclorometano — DCM2 Fragdo aquosa —FAQ2
(17,5 mg) (243 mg) (2.4 mg) (500 mg)

Emulsdo DCM - EDCM
(9.4 mg)

‘ Bioautografia ‘

Figura 14: Particao da fragao F1 (8:2 acetatoithe atetanol) oriunda do extrato acetato
de etila (EAE) de raizes d&chlospermum regium

3.10 Purificagdo da fracdo aquosa ativa obtidada fracdo F1 por CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)

Para fins de purificacdo a fracdo aquosa ativagdalola fracdo F1,
foi submetida a purificacdo em CLAE preparativeoicatdgrafo SHIMADZU), coluna
SHIMADZU PREP-ODS (50 x 250 mm, 15 um), fase md¥gD (A) e MeOH (B) e fluxo
de 20 mL/min. O volume de injecao foi de 4 mL e @anitoramento foi realizado a 350 nm
(detector UV/Visivel - SPD 20A). A condicao inicdé corrida cromatogréfica foi de 30%
(B), passando para 50% (B) com 23 minutos, voltaad80% (B) em 20 minutos e
finalizando com 26 minutos. No CLAE preparativoaior geradas 22 fragbes, as quais
foram monitoradas por CLAE analitico. Algumas fregdforam selecionadas para
refracionamento em CLAE preparativo.

As fragbes denominadas MA8, MA9 e MA11 foram subdaest a
nova purificagdo em CLAE preparativo, sendo asOkacaplicadas separadamente no
mesmo (cromatoégrafo SHIMADZU, coluna Phenomenexal@rl8 (10 x 250 mm, 5 um),
fase moével HO (A) e MeOH (B) e fluxo de 2 mL miif). O volume de injecéo foi de 2 mL
e 0 monitoramento foi a 350 nm (detector UV/Visiv&lPD 20A). A condicéo inicial foi
de 10% (B), passando para 55% (B) com 60 minutoisando a 10% (B) e finalizando
com 80 minutos. A condicao inicial da fase movebgaurificacdo da fracdo MA11 foi de

20% (B), passando para 60% (B) com 60 minutosamdt a 20% (B) e finalizando com
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80 minutos. As frac6es foram monitoradas por CCOLAE analitico. Posteriormente,
reagrupadas de acordo com o perfil quimico. O readio das substancias purificadas foi
o seguinte(1) 21 mg (10,3 minutos)2) 12 mg (7,9 minutos) ) 65 mg (10,0 minutos).

As amostras selecionadas foram analisadas em Clnaltieo:
coluna Supelcosil LC-18 (25,0 cm x 4,6 mm, 5 priyxd 1,0 mL.min* e como fase
movel, &cido acético 0,1% (A) e metanol (B). A dgéd inicial foi de 30% em B,
passando para 50% (B) com 20 minutos, voltandonaic@o inicial aos 22 minutos e
parando com 25 minutos. Cromatografo SHIMADZU aadpla um detector de arranjo de
diodo (SPD M10A) foi utilizado como CLAE analitico.

3.11 Identificacdo dos flavondides isolados p@LAE preparativo

As substancias 1, 2 e 3 isoladas em CLAE prepardtivam
submetidas a Ressonéncia Magnética Nuclear na tdidaele de Sdo Paulo (Ribeirdo
Preto) e a identificacdo dos compostos foi feitacataboracdo com a Prof® Dr2 Silvia
Helena Taleb Contini da Universidade de Ribeiraidr

3.12 Concentragéo inibitéria minima (CIM) da substa&cia Diidrokaempferol-3-O-

B-glicopiranosideo

O efeito da atividade antimicrobiana foi avaliad@opmétodo de
microdiluicdo em meio RPMI em placas contendo 96opp seguindo as normas CLSI
M27-A2 (2002).

A concentracdo do indéculo foi ajustada em espeautiofetro
utilizando comprimento de onda de 530 nm e a fdx#&ransmitancia entre 72 a 75%. Em
seguida, o inoculo padrao foi diluido 50 vezes mlgde uma nova diluicdo de 20 vezes.
Apos, 100uL deste foi utilizado por poco para cadelanicrorganismo ensaiada.

Controles de esterilidade do meio de cultura e sldsstancias
foram realizados conjuntamente. A CIM correspongenenor concentracao inibitéria da
substancia onde ndo houve crescimento macroscdagcnhagens microbianas avaliadas
comparadas com o crescimento do controle positivo.

Para a montagem da placa 200uL da amostra foranamids em 3

pocos da fileira 1, sendo que as trés ultimas esldaram reservadas para o controle de
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meio, das substancias e do microrganismo. Nas @®l2ra 12 foram adicionados 100uL
de meio de cultura com auxilio de pipetador autmmaEm seguida, a partir da coluna
um, iniciou-se a diluicdo seriada até a coluna 9.

A concentracdo maxima utilizada de diidrokaempt8rQ -
glicopiranosideo foi de 200 pg mL O microrganismo utilizado foCandida albicans
ATCC 10231. Todos os experimentos foram realizadodriplicata. O controle positivo

foi anfotericina B.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 STAMP da particao 1

Todas as particdes, obtidas do extrato hidroalcoda raiz deC.
regium apresentaram atividade frente G albicans inclusive préprio o extrato
hidroalcodlico liofilizado e a droga vegetal dazréwda, os quais foram utilizados como
controles positivos (Figura 15). Entretanto, o &xtracetato de etila (EAE) foi o mais
ativo, com halo de inibicdo de 37,33 mm (Figura.1Bpesar da utilizacdo de
microrganismos diferentes, Sélon et al. (2012) gmlyerificaram que a particdo acetato
de etila obtida de extrato hidroalcodlico de raide£. regiumfoi a mais ativa frente a
Staphylococcus aurewsPseudomonas aeruginasa partir destes resultados, os ensaios
fitoquimicos subsequentes foram realizados com tratexacetato de etila (EAE), cuja

atividade farmacoldgica foi superior as demais.
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Figura 15: Valor médio da atividade antimicrobiamedidas em halo de inibi¢do (mm):
(A) da droga vegetal da raiz @®chlospermum regiucoletada em Altin6polis — SP (A6),
(B) do extrato hidroalcodlico liofilizado (EtOH:8), (C) da particdo hexano (Hex), (D)

diclorometano (DCM), (E) acetato de etila (EAEF® 4quosa (FAQ).
Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 16: Atividade antimicrobiana medidas em ltanibicdo (mm) da droga vegetal
da raiz deCochlospermum regiucoletada em Altinépolis (A6), do extrato hidroaltod
liofilizado (EtOH:HO) e dos extratos hexano (Hex), diclorometano (DCGidgtato de

etila (AcOET), aquosa (D) e do antibiético fluconazol a 1 mg.g
Médias seguidas pela mesma letra miniscula naedifestatisticamente pelo teste Scott Knott a @8%
probabilidade.
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4.2 Bioautografia da particao acetato de etiléEAE)

Os ensaios de bioautografia realizados com a partégetato de
etila (EAE — particdo 1) revelaram atividade antimbiana com 4, 6 e 8 puL (10 mg.rijL

guando eluidas com sistema solvente BAW e metamthto de etila (1:1) (Figura 17). A

mesma amostra eluida com cloroférmio:acido acdtietanol:agua (64:32:12:8) néo
apresentou atividade antimicrobiana (Figura 17).
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Figura 17: Bioautografia da particdo acetato da @HAE - particdo 1) na concentracao de
10 mg mL*! aplicadas nos volumes de 2, 4, 6 e 8 L e el@dafA) BAW, (B)
metanol:acetato de etila (1:1) e (C) cloroférmiaéaacético:metanol:agua (64:32:12:8),

frente aCandida albican®ATCC 10231.
Fonte: Arquivo pessoal.
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ApOs varios experimentos para se determinar o wveluen
concentracgdo ideais de amostra a serem aplicadoisiceacromatografica foi estabelecido
gue 6 pL da solugcédo na concentracdo de 12 mgfoila mais adequada para a realizagéo
dos ensaios de bioautografia (Figura 18).
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Figura 18: Bioautografia da particdo acetato da @HAE - particdo 1) na concentracao de
30, 20, 15 e 12 mg miaplicadas no volume 6 pL e eluidas em (A) metanetato de

etila (6:4) e (B) BAW, frente €andida albicanATCC 10231.
Fonte: Arquivo pessoal.

A atividade antimicrobiana, observada na bioauftgrde placas
eluidas nos sistema solvente BAW e metanol:acdtattdila (1:1) foi igualmente eficiente.
Entretanto, o eluente metanol:acetato de etilg) (fbilescolhido como o mais adequado
por apresentar menor tempo de corrida cromatogr&idoa resolucdo cromatografica.
Assim, este sistema foi utilizado para a realizagéocoluna preparativa objetivando o
isolamento do(s) composto(s) ativo(s).

4.3 Fracionamento em coluna da particdo acetatte etila (EAE)
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Das 12 fragcbes oriundas da coluna cromatograffmenas a fracdo
eluida com acetato de etila:metanol (8:2), ou adfacédo F1, apresentou atividade contra
C. albicans(Figura 19) na concentracdo de 1 mghiL0 uL).

Figura 19: Atividade antimicrobiana obtida da f@€d (1 mg mti, 10 pL) frente a

Candida albicansATCC 10231 através da bioautografia.
Fonte: Arquivo pessoal.

A partir dos resultados obtidos, as etapas de nsmito do(s)
composto(s) ativos(s) foram realizadas utilizanel@$racao F1.

4.4 Analise da fracao ativa F1 em CG-EM
A seguir, estdo apresentados os cromatogramasosldigartir da

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria adsas (CG-EM) realizada com a
fracdo F1 silanizada.



73

MCounts] w2 MARY HSb.SMS TIC
H -
] 1A
] E o :
H @ L =
] & D o — o -
] © - = 2 P! h @ | -
4 F A o o —_ i) = -
n ] o - . o ™ - ) =
4 o o o = fon] — o o -
i ol @ i) o o m w i — N
— i il - P -
] : < i =] = © o i m |-
e = =3 - el © o = o =
1 8 Eg Ec b g £ T |
J = wm =] [ =1 - = = = z
4 =T Sn iy R a1 = = = = -
] - =m 5 o = Es  Eg Eg eEg Eg:
] == wo 0 =2 = = %E — aai z
] ED += =] = <& D ML en =
1 =5 i Eo Lo oo 20 go g
3 =L o« ; Mo o o L
] = = = Cr- R R P
] += = Il | [ | :
4 o -
4 = -
i -
1 T | L A | LA B R T | LA B T -
10 20 30 40 0
minuies
EN Seq 2, flavonaides, Time: 3.00-53.00, EFAuto-Full, 40-550 miz |

Figura 20: Cromatograma obtido pela analise em A3k fracdo F1.
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Figura 21: Expansao do cromatograma e espectradsa®s do pico em t=16,27 minutos,
obtidos apds analise em CG-EM da fragéo F1.
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Figura 22: Espectro de massas da substancia éftagao F1) no t=16,27 minutos,
comparado com o banco de dados.
De acordo com o espectro de massas (Figura 18)npasio
majoritario da fracdo ativa foi identificado, pooneparagdo dos dados da biblioteca
Wiley7 e Nist08, como sendo o acido galico (FigeBa

O OH

HO OH

OH
Figura 23: Estrutura quimica do acido galico.

A presenca do &cido gélico como composto majovit@nderia
explicar, pelo menos em parte, a atividade antwbiana da fracéo ativa frenteCandida
albicans uma vez que, alguns estudos comprovam sua ata/idBrabalhos realizados

recentemente com a mesma linhagentdalbicans(ATCC 10231), utilizando tanto CIM
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guanto difusdo em agar, comprovou que o acido @déiativo (GEHRKE et al., 2013;

MANAYI et al., 2013). Frente a outras linhagensndesmo microrganismo (ATCC 90028,
1435, 1555, 1434, 1818 e 2923) o acido galico tamagresenta atividade (HONG et al.,
2011; RANGKADILOK et al., 2012).

4.5 ldentificacdo dos flavondides isolados p@LAE preparativo

45.1 Identificacdo estrutural da sulb@&ncia Diidrokaempferol-3-O-§-

glicopiranosideo (1)

Os valores dos deslocamentos quimicd$ €ncontrados nos
espectros de RMM e RMNL3C do flavondide 1, indicam a presenca de anel aiomé
acucar ligada a molécula.

No espectro de RMM, sdo observados dois dubletos edttg93
e d 5,90, comJ = 2,0 Hz cada, referentes aos hidrogénios H6 albi&nel A. Na regido do
espectro entré 6,86 ed 7,39 estdo presentes dois sinais, integrandoduasehidrogénios
cada, comJ = 8,0 Hz. Estes sinais foram atribuidos aos sidasshidrogénios H3'/H5 e
H2/H6", respectivamente, indicando que o flavoa@dssui uma substituicdo na posicao
C5’, do anel B. Também foram observados dois dubkeind 5,26 ed 4, 98, comJ = 10,4
Hz, os quais foram atribuidos aos hidrogénios H23e respectivamente, caracterizando
assim a presenca de um diidroflavononol.

O sinal na regido dos hidrogénios anomérie@&80 J = 8,0 Hz)
indica que a unidade de acucar ligada a molécalB-@lucopiranose.

Todas as atribui¢cdes dos hidrogénios da molécudarfdeitas com
base nos dados dos espectros de RRNPND), e nas correlacbes dos espectros
bidimensionais HMQC e HMBC.

A comparacdo entre os valbes dos deslocamentosicgsirdos
hidrogénios e carbonos da substancia analisadapsaados da literatura (AGRAWAL,
1989), permitiram identificar o flavonodide como deno Diidrokaempferol-3-G-D-

glicopiranosideo (Figura 24).
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Figura 24: Estrutura quimica do Diidrokaempferdd3-D-glicopiranosideo

4.5.2 Identificagdo estrutural da subst&ia Diidroquercetina-3-O-§-

glicopiranosideo (2)

Os valores dos deslocamentos quimicd$ €ncontrados nos
espectros de RM e RMNC do flavondide 2, indicam a presenca de anel aiomé
acucar ligada a molécula.

No espectro de RMM, sdo observados dois dubletos ebtte93
e d 5,88, com] = 2,0 Hz cada, referentes aos hidrogénios H6 eNld&.egido do espectro
entred 6,81 ed 6,79, esta presente um dubleio=(8,0Hz), referente ao hidrogénio H5",
que esta acoplado em orto com H6". Na regido érr87 ed 6,85 esta presente um duplo
dubleto § = 8,0 Hz e 2,0 Hz), referente ao o sinal do H&jual acopla em orto com H5 e
em meta com H2". O sinal do H2 esta edi®98 ed 6,97, acoplando em meta£ 2,0
Hz) com o H6". Também foram observados dois dubletnd 5,26 ed 4, 98, comJ =
10,4Hz, os quais foram atribuidos aos hidrogénicd & H3, respectivamente,
caracterizando assim a presenca de um diidroflana@no

O sinal na regido dos hidrogénios anomérie@&80 (J = 8,0 Hz)
indica que a unidade de acucar ligada a molécalB-@lucopiranose.

Todas as atribuicdes dos hidrogénios da molécudarfdeitas com
base nos dados dos espectros de REINPND), e nas correlacbes dos espectros
bidimensionais HMQC e HMBC.

A comparacdo entre os valdes dos deslocamentosicgsirdos

hidrogénios e carbonos da substancia analisadapsaados da literatura (AGRAWAL,
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1989), permitiram identificar o flavondide como dena Diidroguercetina-3-@-D-
glicopiranosideo (Figura 25).
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Figura 25: Estrutura quimica da Diidroquercetin@-B-glicopiranosideo

4.6Concentracgdo inibitéria minima (CIM) da substanciaDiidrokaempferol-3-O-p-

glicopiranosideo

O teste de CIM realizado com a substancia diidnoiderol-3-O-
B-glicopiranosideo ndo apresentou atividade antobiena frente aC. albicans na
concentracdo de 200 pg mLEssa substancia ja foi isolada de raize€ desgiumpor
Oliveira et al. (1996) e Solon et al. (2012), sewdasiderada um marcador quimico da
espécie. Entretanto, Oliveira et al. (1996) vesiftan que a mesma nao foi ativa freite

aureuseE. coli.

5. CONCLUSAO

O método de bioautografia € eficiente para avaiaatividade
antimicrobiana das fracGes de raize€desgiumfrente aC. albicans A presenca de acido
galico justifica, pelo menos em parte, a atividada-candida apresentada pelos extratos
de C. regium. Além disso, a presenca do flavondide diidroquemee8-Of-
glicopiranosideo também pode estar relacionado ta esividade. Ja o composto
diidrokaempferol-3-OB-glicopiranosideo ndo € ativo e ndo pode ser cenaib como o

agente antimicrobiano cont@ albicansquando avaliado isoladamente.
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5. CONSIDERACOES GERAIS

Um dos objetivos principais deste trabalho foi daenéxplicar
porque haviam divergéncias, entre estuboyitro e levantamentos etnofarmarlogicos,
sobre o efeito antimicrobiano das raizesQleregium pois 0s ensaios realizados em
laboratério nem sempre condiziam com o efeito guydaata tem quando utilizada na
medicina popular. Desta maneira, a hipétese fordaulpartiu da premissa que tal
contradicdo poderia ser explicada pelo efeito tierda ambientais e fenoldgicos sobre a
presenca ou auséncia da atividade esperada. Cordoom conclusdo geral, podemos
afirmar que a hipotese estava incorreta, pois,oglost os testes realizados, as raizes foram
ativas. O que alterou foi a maior ou menor ativelaltida, ou seja, os efeitos ambientais e
fenologicos influenciam na concentracdo dos atisesdo que no outono e inverno ha um
maior acumulo destes. Sendo assim, podemos coassigee as substancias ativas das
raizes deC. regiumsao constitutivas estando presentes em qualqoeadw ano e estadio
fenologico. A divergéncia encontrada podemos dfriliw microrganismo alvo. Nos
levantamentos etnofarmacoldgicos as raize€.degiumsao indicadas para infeccdes do
sistema reprodutor feminino e, até o presente lttapaaenhum ensaiin vitro havia
avaliado qualquer micorganismo causador diretmfx¢des vaginais, con@. albicans
que é a levedura que mais causa este tipo de @ufeng mundo, inclusive no Brasil.
Portanto, concluimos que a contradicdo verificadavgvelmente esta relacionada ao
microrganismo alvo do estudo e a seletividade guaiaes d€. regiumapresentam para

esta linhagem de microrganismo.
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Com relacdo as moléculas isoladas, verificamosumu& delas, o
flavonoide diidrokaempferol-3-@-D-glicopiranosideo, ndo € ativa frenteCa albicans
Entretanto, mais estudos sobre a atividade antiim@na devem ser realizadas no futuro

com outras moléculas isoladas e também avaliastiteegia das mesmas na atividade.
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