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RESUMO

As plantas s&o uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos
dos quais derivam diversos farmacos. A grande diversidade encontrada no Brasil
justifica o crescimento significativo na utilizacdo de produtos de origem vegetal como
potenciais fitoterapicos. O género Arrabidaea pertence a familia Bignoniaceae, a qual é
encontrada principalmente em regifes tropicais. No Brasil, sdo encontrados 56 géneros
e cerca de 338 espécies. As plantas desta familia sdo aplicadas como adstringentes,
antitérmicas e no tratamento de reumatismos, diarreias, cancer e infec¢cGes microbianas;
suas propriedades sdo atribuidas aos componentes quimicos dentre estes as lignanas,
flavonoides, triterpenos, xantonas entre outros. Arrabidaea brachypoda é popularmente
conhecida como “cervejinha do campo”, “cipé-una’ ou “tintureiro”. Com o objetivo de
contribuir com a avaliacdo do potencial farmacobiolégico do Bioma Cerrado e
proposicdo de novos fitoterapicos para uso popular, este estudo visou determinar a
atividade antimicrobiana de extratos hidroalcoolicos, fracbes e substancias isoladas da
planta A. brachypoda, utilizando a técnica de microdiluicao, frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, S. setubal, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Helicobacter pylori. Os extratos hidroalcodlicos de raiz, caule e folha apresentaram
moderada atividade para P. aeruginosa e o extrato de raiz mostrou acentuada atividade
contra S. aureus, dados estes que justificaram a determinacdo das atividades
Checkerboard e Time-Kill para esse micro-organismo. O composto G5 (rutina), isolado
de raiz, apresentou moderada atividade frente ambas as bactérias. Os extratos e fragdes
de A. brachypoda ndo demonstraram atividade anti-H. pylori. O extrato de raiz
combinado com a amoxicilina apresentou um efeito sinérgico para S. aureus e sua
atividade anti-S. aureus foi confirmada pelo ensaio Time-Kill com tempo de 6 a 12
horas. O presente trabalho comprova a atividade antimicrobiana de A. brachypoda e
sugere a continuidade nos estudos para elucidacdo do(s) mecanismo(s) de acdo desta

espécie vegetal bem como a proposta de desenvolvimento de um fitoterapico.

Palavras-chave: Arrabidaea brachypoda; Atividade Antimicrobiana; Checkerboard,;

Microdiluicdo; Time-Kkill.



ABSTRACT

Plants are an important source of biologically active natural products, many of which
derive from different drugs. The great diversity found in Brazil justifies the significant
growth in the use of plant products as potentially herbal. The genus Arrabidaea belongs
to the family Bignoniaceae, which is mainly found in tropical regions. There are found
56 genera and about 338 species in the Brazil. Plants of this family are applied as
astringents, antipyretic and treatment of rheumatism, diarrhea, cancer and bacterial
infections; its properties are attributed to the chemical components among these lignans,
flavonoids, triterpenes, xanthones among others. Arrabidaea brachypoda is popularly
known as "cervejinha do campo”, "cip6-una” or "tintureiro". In order to contribute to the
evaluation of the pharmacological potential of the Cerrado Biome and propose new
herbal medicine for popular use, this study aimed to determine the antimicrobial activity
of hydroalcoholic extracts, fractions and compounds isolated from the plant A.
brachypoda, using the microdilution technique, opposed to Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, S. setubal, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and
Helicobacter pylori. The hydroalcoholic extracts of root, stem and leaf showed
moderate activity for P. aeruginosa and the root extract showed strong activity against
S. aureus, these data justify the determination of activities Checkerboard and Time-Kill
for this micro-organism. The compound G5 (rutin), isolated from root showed moderate
activity against both bacteria. The extracts and fractions of A. brachypoda didn’t show
activity anti-H. pylori. The root extract combined with amoxicillin showed a synergistic
effect against S. aureus and its anti-S. aureus was confirmed by Time-Kill test with time
of 6 to 12 hours. The present work proves the antimicrobial activity of A. brachypoda
and suggests the continuity of studies for the elucidation the mechanism(s) of action of

this specie and the proposed development of an herbal medicine.

Key-words: Arrabidaea brachypoda; Antimicrobial Activity; Checkerboard; Microdilution;

Time-kill.
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Desde tempos remotos, as plantas tém sido usadas como um
importante recurso ao alcance do ser humano. O homem descobriu nas plantas
medicinais, muitos beneficios os quais foram transmitidos de geracdo a geracdo. Essas
plantas significam um marco historico na evolucdo de muitas nacdes, trouxeram
melhorias nas condic¢des de alimentacdo e a cura para muitas enfermidades. O uso de
vegetais in natura pelas populacdes vem se intensificando (RATES, 2001; OLIVEIRA
etal., 2007).

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais derivam diversos farmacos comercializados no
mundo inteiro. Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados
pela enorme diversidade em termos de estrutura e de propriedades fisico-quimicas e
bioldgicas desses produtos encontrados na natureza. Apesar disso, os dados disponiveis
indicam que somente uma pequena porcentagem das plantas foram estudadas quanto ao
seu potencial medicinal.

Nos Ultimos anos, tem aumentado o interesse no aproveitamento de
fontes naturais, principalmente no que se refere as plantas para o uso farmacéutico,
sendo que, na ultima década houve um significativo crescimento no uso de
medicamentos fitoterapicos (BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2010). Segundo estes
autores, estes medicamentos chegam ao mercado em menor tempo e com menor custo
de producéo, pois eles ndo necessitam de um rigoroso controle de qualidade, quanto a
seguranca e a eficacia, para serem liberados para o0 mercado. Em contrapartida, a Anvisa
(2004) define como fitoterapico: “todo medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua

qualidade. Sua eficacia e seguranca € validada através de levantamentos
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etnofarmacoldgicos de utilizacdo, documentagfes tecnocientificas em publicacdes ou
ensaios clinicos fase 3. Néo se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua
composicao, inclua sustancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associa¢des
destas com extratos vegetais’.

O grande interesse nos produtos naturais é explicado em parte pelo
uso indiscriminado de antibidticos que tem selecionado micro-organismos
multirresistentes e em decorréncia, a necessidade de se buscar novas substancias
antimicrobianas.

Desde a origem dos antibidticos na década de 1950, o numero de
agentes antimicrobianos derivados de plantas tem sido insuficiente. A utilizagdo de
extratos vegetais, bem como outras formas alternativas de tratamento médico, vem
demonstrando grande popularidade desde a década de 1990. As razdes para esse
renascimento incluem diminuicdo de novas substancias antimicrobianas sintéticas, além
de muitas serem potencialmente toxicas e apresentarem efeitos colaterais no paciente
(MAREGESI et al., 2008; SILVA Jr. et al., 2009).

O uso de plantas como uma fonte de medicamentos € predominante
em paises em desenvolvimento como uma solucéo alternativa para problemas de salde,
e estd bem estabelecido em algumas culturas e tradicBes, especialmente na Asia,
América Latina e Africa (DUARTE et al., 2007). Inicialmente, estes medicamentos a
base de plantas eram utilizados na forma de infusdo (ch&), pd ou decocto, ou ainda,
através da via tdpica, na forma de preparacGes a base de 4gua ou 0leo para unguentos e
cataplasmas (VIEIRA et al., 2010).

O aumento do consumo de plantas medicinais nas Ultimas décadas foi

devido a muitas pessoas acreditarem que esses produtos seriam “naturais’, ou sgja, néo
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apresentariam “produtos quimicos’ passando a ser sinbnimos de produtos saudaveis,
seguros e benéficos a satde (VIEIRA et al., 2010).

O avanco ocorrido na area cientifica permitiu o desenvolvimento de
fitoterapicos confiaveis e seguros, embora ainda faltem estudos cientificos que
comprovem a utilizacdo segura e eficaz de varias plantas (VIEIRA et al., 2010). Os
principais passos para a utilizagdo de um composto bioativo a partir de recursos vegetais
sdo: a extracdo, a triagem farmacoldgica, o isolamento e caracterizacdo de compostos
bioativos, a avaliacdo toxicoldgica e a avaliacdo clinica. Esta ultima € essencial para
garantir a eficacia de um composto bioativo, podendo fornecer também, sua
farmacocinética, biodisponibilidade, seguranca e interacbes medicamentosas
(SASIDHARAN et al., 2011).

Com o uso de plantas na manipulacdo de fitoterapicos, o pais teria
muitas vantagens, como a reducgédo da importacdo de medicamentos, fomentando assim,
a autossuficiéncia e fornecendo a populagdo um maior nimero de medicamentos e uma
maior valorizacdo das tradicBes populares. Contudo, isso na prética ndo ocorre em
farmacias magistrais como se verificou em um estudo de VIEIRA et al. (2010), os quais
realizaram um levantamento de férmulas manipuladas, onde apenas 4,1% correspondem
aos fitoterdpicos, o que permitiu aos autores concluir, que a credibilidade dos agentes
prescritores ainda é muito baixa.

Em toda a sua extensdo, o Brasil apresenta uma flora bastante
diversificada, com vegetacdes de diferentes caracteristicas e muitos principios ativos
ainda desconhecidos, isso justifica o crescimento significativo de estudos com produtos
de origem vegetal objetivando a obtencdo de novos potenciais fitoterapicos (CALIXTO,

2003; NAPOLITANO et al., 2005).
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O interesse em se investigar novas moléculas eficazes no tratamento
de infeccgdes inclui o potencial microbicida de compostos extraidos de plantas. O Brasil
oferece diversas possibilidades, pois possui a maior diversidade vegetal do planeta,
contando com aproximadamente 55 mil espécies de plantas superiores, distribuidas nos
diferentes tipos de biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica, Pantanal,
Caatinga e Manguezal (ALBERNAZ, 2010; VIEIRA et al., 2010).

O Cerrado (savana neotropical) é o bioma com uma das maiores floras
vegetais, com mais de 7.000 especies nativas de plantas vasculares, e uma area de 2
milhdes de km?, compondo um cendrio de exuberante diversidade bioldgica e influente
arcabouco cultural das populagdes que nele vivem (ALBERNAZ, 2010; VIEIRA et al.,
2010; ROCHA et al., 2011). Hoje, é um ecossistema ameacado devido a introducao de
monoculturas e criaces de gado nessa area durante as Ultimas trés décadas. Constitui o
segundo maior bioma da América do Sul depois da Floresta Amazodnica e inicialmente
cobria um quarto do territorio brasileiro (GARCIA, 2008).

Ainda que as plantas representem a maior diversidade em moléculas
com diferentes estruturas, propriedades fisioldgicas e fisico-quimicas que justificam o
uso popular, é imprescindivel conhecer a constituicdo quimica das espécies uma vez que
a ocorréncia ou mesmo as concentrages dos produtos metabdlicos, como metabdlitos
secundarios, sao influenciadas por varios fatores ambientais como sazonalidade,
umidade, temperatura entre outros (SIMOES et al., 2004; GOBBO-NETO & LOPES,
2007). Estes sdo derivados de processos de biotransformacdo de macromoléculas, como
carboidratos, lipideos, proteinas e 4&cidos nucleicos; 0s seus produtos garantem
vantagens para a sobrevivéncia das plantas e a perpetuacdo das espécies (SIMOES et

al., 2004).
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O Ministério da Salude divulgou uma lista contendo 71 plantas
medicinais que poderdo ser usadas como medicamento pelo Sistema Unico de Salde
(SUS). Entre elas foram selecionadas plantas com potencial para serem usadas contra
diabetes, artrites, Ulceras, hipertensdo, inflamacdes e outras doencas cronicas. Desde
2007 o SUS financia medicamentos fitoterapicos feitos a base de espinheira santa
(Maytenus ilicifolia) — para gastrite e Ulceras — e guaco (Mikania glomerata) — para
tosses e gripes — em apresentacdes na forma de capsulas, comprimidos e xaropes, entre
outras. Estes integram as listas de distribuicdo de medicamentos em 13 estados
brasileiros. Em 2010 foram inclusos seis novos fitoterapicos, a fim de ampliar as opg¢oes
terapéuticas para a populagdo, a saber: alcachofra (Cynara scolymus L.), aroeira
(Schinus terebenthifolius Raddi), cascara sagrada (Rhamnus purshiana DC.), garra do
diabo (Harpagophytum procumbens), isoflavona da soja (Glycine max (L.) Merr.) e
unha de gato (Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. & Schult.)). Estas sdo agdes do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos cujos objetivos sdo inserir
com seguranca, eficacia e qualidade plantas medicinais, fitoterapicos e servicos
relacionados a Fitoterapia no SUS. Estes medicamentos também sdo extraidos de
espécies cultivadas no Brasil ndo ameacadas de extin¢do seguindo a recomendacdo da
Organizacdo Mundial de Satude (OMS) de que os paises devem usar 0s recursos naturais
disponiveis no proprio territorio para promover a atengdo primaria a satde e contribuir
para o0 uso sustentavel da biodiversidade nacional (BRASIL, 2011).

Dentre as plantas propostas pelo SUS destaca-se o género Arrabidaea
que pertence a familia Bignoniaceae a qual é encontrada principalmente em regides
tropicais, com cerca de 120 géneros e 800 espécies de plantas arbustivas, arboreas e

trepadeiras (JABOUR et al., 2006).
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No Brasil, esta familia apresenta 56 géneros e cerca de 338 espécies,
que sdo aplicadas como adstringentes, antitérmicos, antivirais, citotoxicos, anti-
inflamatdrios,  antibacterianos,  antifungicos,  antiparasitarios,  antimalaricos,
antirreumatico e anticarcinogénico (GARCIA, 2008; BRANDAO et al., 2010).

Tais propriedades bioldgicas sdo devidas a grande diversidade de
classes de metabolitos como: lignanas, flavonoides, iridoides, triterpenos, xantonas,
naftoquinonas, acidos cindmicos e benzoicos e seus derivados. Os alcaloides sdo
raramente encontrados, por isso ndo sao considerados marcadores quimiotaxonémicos
deste taxon. Os compostos quimicos mais comuns sdo as naftoquinonas e iridoides,
utilizados como antisséptico e no tratamento de tumores; além de sesquiterpenos com
potencial antifingico. Terpenoides e flavonoides isolados de Bignoniaceae do Cerrado
apresentaram atividade protetora sobre patdgenos e radiacdo ultravioleta (ALCERITO
etal., 2002; LIMA et al., 2003; GARCIA, 2008; ALBERNAZ, 2010).

Alguns exemplos desta familia sdo jacaranda (Jacaranda brasiliana) e
ipés amarelo e roxo (Tabebuia alba e T. avellanedaea). Além de serem utilizados como
ornamentais devido a beleza de suas floragdes, sdo empregados na construgdo civil,
carpintaria e confecgdes de instrumentos musicais. Na América do Sul e do Norte, o ipé
roxo é explorado na medicina popular como fitoterdpico com acdo anticancerigena,
antifungica, antibacteriana e anti-inflamatoria (OLIVEIRA et al., 1990; PAULETTI et
al., 2003; GARCIA, 2008). Tem-se ainda o ipé-do-cerrado (Tabebuia serratifolia), de
folhas amarelas, e a bolsa-de-pastor (Zehyera tuberculosa). A primeira é dotada de forte
atividade antimicrobiana, antialérgica, cicatrizante e antitumoral (OLIVEIRA et al.,
1990).

Estudos relataram que as folhas de Tabebuia obtusifolia apresentam

atividade especifica contra C. sphaerospermum. Espécies de Tabebuia sdo conhecidas
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por acumularem naftoquinonas bioativas (AGRIPINO et al., 2004). Adicionalmente,
espécies como Sparattosperma vernicosa (caroba-branca, cinco-folhas ou ipé-batata),
Tabebuia alba (ipé-amarelo ou pau-d arco-amarelo), Tabebuia impetiginosa (ipé roxo),
Jacaranda brasiliana (jacarandd) e Jacaranda procera (camboté) sdo indicadas como
tratamento alternativo de afec¢des odontoldgicas (OLIVEIRA et al., 2007).

O género Arrabidaea, também pertencente a familia Bignoniaceae, é
frequentemente encontrado na América tropical, do México a Argentina (LIMA et al.,
2003), e € 0 maior género da tribo Bignonieae com aproximadamente 100 espécies. Sua
taxonomia é complexa, pois muitas caracteristicas diagnosticadas neste género sdo
compartilhadas com espécies de outros géneros. O g@género mais proximo
morfologicamente é o Cuspidaria, o qual se diferencia de Arrabidaea pelos lacinios do
calice mais alongados (GARCIA, 2008).

Arrabidaea é caracterizado pela inflorescéncia em panicula ou tirso
multifloro, embora possam ser diagnosticadas espécies com racemos paucifloros. Suas
flores tém corola résea a roxa, raramente alva, mas nunca amarela (GARCIA, 2008).

No Brasil a maioria das espécies de Arrabidaea como A. triplinervia e
A. pulchera sdo encontrados na regido de cerrado. Outras espécies, como A. agnus-
castus foram encontradas nas regides semi-deserticas do Nordeste do Brasil, enquanto
A. bilabiata e A. chica tém sido encontrados no Amazonas (LIMA et al., 2003).

Arrabidaea harleyi, também conhecida como "cip6-do-mato”, € uma
trepadeira lenhosa, usada na medicina tradicional como fungicida, especialmente no
tratamento da caspa. E encontrada nas margens da Mata Atlantica, do estado do Piauf a
Minas Gerais (LIMA et al., 2003).

H& poucos relatos de estudos quimicos do género Arrabidaea. Dentre

estes ja foram isolados uma variedade de substancias como componentes majoritarios
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das folhas ou caules como: trans-hidroxiprolinobetaina, verbascosideo, carajurina,
alpinetina, carajuflavona, mangiferina, acido pomolico, eritrodiol, uvaol, entre outros
(GARCIA, 2008).

A. chica é a principal espécie estudada, da qual foram isolados
taninos, 7,4-dihidroxi-5-metoxiflavona, fitosterois, flavonoides e pigmentos utilizados
em cosméticos (a carajurona e a carajurina), compostos derivados das 3-
deoxiantocianidinas (a antocianidina, o pigmento 1, o pigmento 2 e a luteolina) e a
carajuruflavona (PAULETTI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009). Esta espécie é
conhecida como cajuru, carajiru, crajiru, cipo-pau, pariri ou cipd-cruz. O uso popular da
A. chica é feito com base no decocto utilizado como anti-inflamatorio, cicatrizante, em
anemias, cdlicas intestinais, hemorragia, diarreia, leucorreia e leucemia; a tintura é
usada para tratar infecgdes cutaneas (OLIVEIRA et al., 2009).

H& também a investigacdo fitoquimica de Arrabidaea samydoides, a
qual resultou no isolamento do lupeol, sitosterol, estigmasterol, crisina, 3,160a-
dihidroxi-olean-12-eno, eritrodiol, uvaol, &cido ursolico e triterpenos (PAULETTI et al.,
2003).

Arrabidaea brachypoda (DC) Bur. (Figura 1) € um arbusto nativo do
Cerrado brasileiro, possui entre 1,0 e 2,0m de altura, abundantemente ramificado, com
folhas simples e flores réseo-roxas em inflorescéncias terminais (ALCERITO et al.,
2002; GARCIA, 2008). E popularmente conhecida como “cip6-una’, “tintureiro” ou

“cervgjinhado campo” (ALCERITO et al., 2002).
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FONTE: Garcia, 2008.
Figura 1. Fotografia de Arrabidaea brachypoda.

De acordo com o grande numero de espécies de plantas disponiveis
para a analise, é primordial ter sistemas eficientes com métodos que avaliem a eficacia
de plantas medicinais como agente antimicrobiano. O estudo de agentes
antimicrobianos de origem vegetal inicia com uma avaliacdo bioldgica completa dos
extratos para garantir a eficacia e seguranca, seguido pela identificacdo de principios
ativos, formulacGes de dosagem e perfil farmacocinético da nova droga (DAS et al.,
2010).

O potencial antimicrobiano das plantas esta associado a composi¢ao
quimica de tais espécies. Usualmente é determinado por ensaios in vitro utilizando
técnicas de difusdo em agar e diluicdo (macro e microdiluicdo) (ELOFF et al., 1998;
AGRIPINO et al., 2004; LANGFIELD et al., 2004). Existem outros métodos como a
autobiografia, que é uma técnica atil para determinar compostos bioativos com
atividade antimicrobiana de extratos de plantas a partir da inibicdo do crescimento de
micro-organismos através da deteccdo de anticorpos antimicrobianos (ALCERITO et

al., 2002; AGRIPINO et al., 2004; SASIDHARAN et al., 2011) e a técnica Poison food,
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utilizada para determinar a atividade antifngica a partir da inibicdo do crescimento
micelial (DAS et al., 2010).

A técnica de difusdo em agar é bastante utilizada, sendo considerada
de facil execucdo, reprodutivel e permite a experimentacdo de diversas concentracdes
das substancias-teste em uma mesma placa (COWAN, 1999; NETO et al., 2002; CLSI,
2005; MORAIS, 2006). Contudo, ela se limita a micro-organismos de crescimento
rapido e sua avaliagdo € comparativa frente a um padrdo bioldgico de referéncia
(controle positivo) (OSTROSKY et al., 2008; COGO et al., 2010).

O meétodo de diluicdo em tubos foi uma das primeiras a serem
desenvolvidas, servindo até hoje como método de referéncia (LANGFIELD, 2004;
CLSI, 2006). Este método fornece resultados qualitativos e quantitativos e ndo é
influenciado pela velocidade de crescimento dos micro-organismos. Suas desvantagens
sdo: a dificuldade na deteccdo de contaminagdo no caso de teste com materiais clinicos,
0 consumo de muito tempo de preparo e execugdo, a geracao de grande quantidade de
residuos e seu resultado é por proporcdo de densidade da turbidez provocada pelo
crescimento microbiano (OSTROSKY et al., 2008).

Tanto a técnica de difusdo em &gar, quanto a diluicdo em tubos,
requerem grande quantidade da substancia-teste, isso restringe o seu uso em bioensaios
para compostos antimicrobianos de origem vegetal, pois na grande maioria sdo
extraidos em pequenas quantidades, limitando assim o ndmero de réplicas do ensaio
(OSTROSKY et al., 2008).

Outra técnica amplamente utilizada é a microdiluigdo. Esta €
extremamente vantajosa quando se refere a produtos naturais, uma vez que sao obtidos
em quantidades minimas. Além disso, € uma técnica de baixo custo, simples, rapida, é

30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura, de alto rendimento e o
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mais importante, permite determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos
produtos em estudo (ELOFF et al., 1998; COWAN, 1999; GABRIELSON et al., 2002;
LANGFIELD et al., 2004; CUSHNIE & LAMB, 2005; ALVES et al., 2008;
OSTROSKY et al., 2008; SALAZAR-ARANDA et al., 2009; PALOMBO, 2011).
Mesmo que existam alguns inconvenientes, tais como células de alguns micro-
organismos que se aderem a base do poco, precipitacdo de compostos presentes em
alguns extratos e a coloracdo do extrato em concentracdo alta que poderéo interferir na
analise, essa tecnica é a mais adequada (OSTROSKY et al., 2008).

O Checkerboard e o Time-kill sdo outras metodologias
antimicrobianas validas. Estas tém sido desenvolvidas para quantificar o efeito de
combinag0es de agentes antimicrobianos no crescimento bacteriano in vitro (JACKSON
et al., 2009). As terapias de combinacdes antimicrobianas além de melhorar a eficécia,
proporcionam uma terapia de amplo espectro e previne o aparecimento de micro-
organismos resistentes (DRAGO et al., 2007).

O método de Checkerboard avalia o efeito da substancia-teste em
combinagio com um antimicrobiano em diferentes concentragdes. E um método de
microdiluicdo em caldo semelhante ao utilizado para as determinacdes de CIM padrao.
Os métodos de diluicdo em &gar ou em tubos ou ainda de difusdo em &gar utilizando
discos, também podem ser usados. As interagdes sdo calculadas a partir de uma equacéao
e entdo definidas como sinérgica, indiferente ou antagonista e comparada com 0s
valores de CIM da substancia-teste e do antimicrobiano isoladamente para saber se essa
terapia € viavel ou ndo (BERENBAUM, 1978; RAHAL, 1978; ELIOPOULOS &
ELIOPOULQOS, 1988; ELIOPOULOS & MOELLERING Jr, 1996; PILLAI &

MOELLERING, 2005; MITCHELL et al., 2012).
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O método Time-Kill comprova o tempo em que a substancia-teste leva
para matar as células microbianas. E um ensaio dependente da concentracdo ou do
tempo. Uma das vantagens do Time-Kill em relacdo ao Checkerboard é que ele fornece
a dindmica da acdo da substancia-teste e sua interagdo com o tempo (ELIOPOULOS &
ELIOPOULOQS, 1988; ELIOPOULOS & MOELLERING Jr, 1996; NCCLS-M26-A,
1999; MITCHELL et al., 2012).

A determinacdo do composto biologicamente ativo a partir de um
material vegetal ¢ dependente do tipo de solvente usado no processo de extracdo (DAS
et al., 2010). Na extracdo de compostos hidrofilicos, por exemplo, sdo usados solventes
polares tais como metanol, etanol ou acetato de etila. Ja para compostos mais
lipofilicos, sdo usados diclorometano ou uma mistura de diclorometano / metanol na
proporcao de 1:1 (SASIDHARAN et al., 2011).

Um bom solvente em extra¢des de plantas possui propriedades como:
baixa toxicidade, facilidade de evaporacdo a baixa temperatura, absorcdo fisioldgica
rdpida do extrato, acdo conservante e incapacidade de fazer com que o extrato se
dissocie ou torne um complexo. Além disso, o solvente ndo deve interferir no bioensaio
(DAS et al., 2010).

Alcerito e colaboradores (2002) isolaram quatro flavonoides ativos:
cirsimaritina, cirsiliol, hispidulina e 3',4’ -di-hidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona de folhas de
Arrabidaea brachypoda o0s quais apresentaram atividade anti-Cladosporium
sphaerospermum. Estudos in vivo com o extrato etandlico da raiz de A. brachypoda
demonstraram acdo anti-inflamatéria em ratos e atividade antinociceptiva em
camundongos, justificando o uso na medicina popular brasileira no alivio de dores em

geral e nas articulacdes e calculos nos rins (ROCHA et al., 2011).
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Segundo Alves & Pereira (2011), os extratos etandlicos de raiz, caule
e folhas de A. brachypoda apresentam atividade leishmanicida para as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis. Do mesmo modo, o extrato de caule e frutas
desta mesma espécie revelou atividade antiviral (BRANDAO et al., 2010). Além disso,
Blatt e colaboradores comprovaram a presenca de apigenina e luteolina em suas formas
agliconas (BLATT et al., 1998).

O perfil antibacteriano de A. brachypoda ndo & mencionado na
literatura, fato que estimula a estudar essa espécie frente a bactérias de interesse para a
Saude Publica como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella setubal,
Pseudomonas aeruginosa e especialmente o Helicobacter pylori, que é um patégeno
associado a distarbios gastrintestinais como gastrite, Ulcera péptica e cancer gastrico,
muito comum hoje na populacdo (SUERBAUM & MICHETTI, 2002; SIQUEIRA et
al., 2007; ROZZA et al., 2011).

Embora aproximadamente 50% da populagdo mundial estejam
infectados com H. pylori, apenas cerca de 3% dos individuos desenvolvem a neoplasia.
As principais vias de transmissdo sdo oral-oral e oral-fecal (SUERBAUM &
MICHETTI, 2002; LADEIRA et al., 2003; SIQUEIRA et al., 2007).

Os principais mecanismos patogénicos séo os fatores de viruléncia do
micro-organismo, a resposta inflamatoria da mucosa e a alteracdo da secrecdo &cida
gastrica (SUERBAUM & MICHETT]I, 2002; SIQUEIRA et al., 2007).

Em muitos casos, a atividade anti-H. pylori de diversos extratos
vegetais tem sido associada a presenca de compostos fendlicos como flavonoides e/ou
taninos hidrolisaveis (SUERBAUM & MICHETTI, 2002; FUNATOGAWA et al.,
2004; KIM et al., 2006; ROMERO et al., 2007; RAMADAN & SAFWAT, 2009), que

por diferentes mecanismos interferem na atividade da urease (LIN et al., 2005),
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aderéncia a mucosa gastrica (BURGER et al., 2000), a superficie da membrana
hospedeira (NOHYNEK et al., 2006), inibicGes da atividade toxica do micro-organismo
(RUGGIERO et al., 2006) e da atividade de proteases extracelulares (WINDLE &
KELLEHER, 1997).

O tratamento convencional para terapia de infec¢cbes com H. pylori
baseia-se na utilizacdo de mdltiplas drogas, tais como a claritromicina, amoxicilina,
furazolidona, tetraciclina e metronidazol com bismuto ou um inibidor da bomba de
protons (LIMA et al., 2008; BONACORSI et al., 2009; COGO et al., 2010). No entanto,
estudos relataram as taxas de resisténcia de cepas de H. pylori frente ao metronidazol
(42%), amoxicilina (29%), claritromicina (7%), furazolidona (4%) e tetraciclina (7%)
(MENDONCA et al., 2000). Adicionalmente, muitos desses antimicrobianos ocasionam
efeitos colaterais, como nausea, dor epigastrica, desconforto abdominal e diarreia
(MAZZOLIN et al., 2010).

Objetivando a padronizacdo de fitoterdpicos acessiveis a populacdo
em atendimento a iniciativa do Ministério da Salde, este estudo visou determinar a

atividade antimicrobiana de Arrabidaea brachypoda.



2. OBJETIVOS
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Geral:
e Determinar o potencial antimicrobiano de raiz, caule e folha da

Arrabidaea brachypoda.

Especifico:

e Determinar a atividade antibacteriana de extratos hidroalcoolicos,
fracdes e compostos isolados de A. brachypoda;

e Determinar a atividade antifingica de extratos hidroalcoolicos,
fragdes e compostos isolados de A. brachypoda;

e Determinar a eficiéncia da combinacéo das amostras vegetais com
atividade antimicrobiana frente aos antimicrobianos utilizados comercialmente pelo
ensaio Checkerboard;

e Determinar o tempo de morte dos micro-organismos pelo ensaio

Time-Kill.



3. MATERIAIS E
METODOS
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3.1 Obtencao dos extrativos vegetais

Os extratos hidroalcoolicos, fracdes e substancias isoladas utilizados
neste estudo sao oriundos do projeto BIOTA-FAPESP e foram cedidos pelo Prof. Dr.
Wagner Vilegas, coordenador do Laboratorio de Quimica Organica do Instituto de
Quimica — Unesp - Araraquara.

As folhas, caules e raizes foram coletados em abril de 2010, nas areas
de cerrado da fazenda Sant’ Ana da Serra, situada no municipio de Jodo Pinheiro (MG)
pela pos-graduanda Claudia Quintino da Rocha.

A exsicata foi depositada no Herbario José Badine da Universidade
Federal de Ouro Preto (Instituto de Boténica), sendo identificada pela Profa. Dra. Maria
Cristina Teixeira Braga Messias, obtendo o nimero de registro 17.935.

As partes das plantas, previamente divididas e separadas, foram
submetidas a secagem em estufa a 45°C até peso constante. A temperatura da estufa foi
controlada por um termostato e um termOmetro, 0S quais garantiram uma
homogeneidade na temperatura utilizada durante a secagem. Em seguida, ocorreu a
moagem, para padronizar o tamanho de particulas do pé da planta. Os extrativos foram
obtidos pelo método de extracdo exaustivo de percolacdo de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2010), isolados e identificados utilizando as técnicas cromatogréaficas

(HPLC, CG, MS) e métodos espectroscopicos (Claudia Q. Rocha).

3.2 Frac0des e compostos isolados

Foram preparados extratos hidroalcodlicos de raiz, caule e folha de A,

brachypoda, como mostra a Figura 2 juntamente com a estrutura quimica dos
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compostos isolados, os quais foram obtidos e cedidos pela doutoranda Claudia Q.
Rocha.

A partir do extrativo hidroalcoolico 70% de raiz de A. brachypoda,
foram obtidas as fracfes aquosa e diclorometanica, e trés compostos puros. O G4 (acido
ursolico) e G5 (rutina) foram originarios da fracdo aquosa, e 0 RAB-3 (3p-esteariloxi-
olean-12-eno) foi oriundo da fragdo diclorometénica (fragdo DCM). O RAB-3 é um

triterpeno da classe B-amirina.

Figura 2. Obtencdo dos extrativos, fragcbes e compostos isolados de A. brachypoda e
suas estruturas quimicas.
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Os extrativos foram diluidos na concentracdo de 2000ug/mL em

solventes adequados, de acordo com a Tabela 1, como solucao-estoque até o inicio dos

experimentos.

Tabela 1. Determinacdo da porcentagem dos solventes, para cada extrativo, fragdo e

composto isolado de A. brachypoda.

Solventes

ERADb*

ECAb*

EFAD

Fragdo

Aquosa

Fracdo
DCM

G4

G5

RAB-
3

Agua

100%

Dimetilsulfoxido
(DMSO)

20%

5%

5%

5%

5%

Etanol 96%

20%

Etanol 96% +
Tween80(10%o)

25%

25%

25%

*Foram preparadas duas solucGes independentes, com solventes distintos, para estes

extrativos.

3.4 Espectro de absorcao dos extrativos vegetais

Os extrativos vegetais foram adequadamente dissolvidos e submetidos

a leitura em espectrofotobmetro (Abs) num intervalo de leitura de 400 a 655nm, para a

determinacdo do comprimento de onda de absorcéo.
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Estas analises permitiram avaliar o melhor comprimento de onda
utilizado nas leituras de absorbancia para a determinacdo da CIM dos extratos, sem a

interferéncia da cor dos extratos vegetais e do meio de cultura.

3.5 Micro-organismos

Foram utilizadas as seguintes cepas padrdo: Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella setubal ATCC 19196,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Helicobacter pylori ATCC 43504 e Candida

albicans ATCC 64548.

3.6 Estocagem e manutencao das cepas microbianas

As cepas bacterianas, com exce¢do do H. pylori, foram mantidas em
CMH acrescido de 50% de glicerol e mantido a -20°C. Para uso, as cepas foram
repicadas em CMH (2mL), incubados por 24h a 37°C.

A cepa de H. pylori foi mantida em CMH contendo 50% de SFB
acrescido de 50% de glicerol e mantido a -20°C. Para o uso, o H. pylori foi repicado em
CMH acrescido de 50% de SFB e incubado a 37°C, por 72h em 10% de CO, e umidade.

A levedura foi mantida em CSD acrescido de 50% de glicerol e

mantida a -20°C. Para o uso, foi replicada em 2mL de CSD e incubado a 37°C por 48h.
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3.7 Avaliacao da atividade antibacteriana

3.7.1 Padronizacao da suspenséo bacteriana

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura
de 24 horas, em CMH, para as bactérias S. aureus, E. coli, S. setubal e P. aeruginosa,
adicionando-se PBS pH 7,2 estéril até atingir turvacéo igual a suspensédo do tubo 0,5 da
escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL). Em seguida foi verificada
a leitura espectrofotométrica a 620nm para confirmacdo da concentracdo de micro-
organismos. Posteriormente, foi realizada uma dilui¢do 1:10, em CMH, obtendo-se uma
suspensdo de 1,0 x 10" UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

Para H. pylori, a suspensdo foi padronizada a partir de uma cultura em
AS de 72 horas com 10% de CO,, adicionando-se CMH acrescido de 50% de SFB até
atingir uma turvacdo igual a suspensdo do tubo 2 da escala McFarland
(aproximadamente 6 x 10° UFC/mL). Em seguida foi verificada a leitura
espectrofotométrica a 570nm para confirmacdo da concentragdo de micro-organismos.
Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10, em CMH acrescido de 50% de SFB,

obtendo-se uma suspenséo de 6 x 10’ UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

3.7.2 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

3.7.2.1 Realizacgao do teste

A CIM foi determinada pela técnica de diluicio em microplacas (96

orificios) de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual
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Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) para as bactérias aerobicas e o
suplemento M100-S16 (CLSI, 2006a), para as bactérias fastidiosas, com modificacdes.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com
80uL de CMH para S. aureus, E. coli, S. setubal e P. aeruginosa, e 80uL de CMH
acrescido de 50% de SFB para H. pylori. Em seguida foram acrescentados 100uL das
solucdes dos extrativos vegetais e realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8ug/mL.
Adicionalmente foram distribuidos 20uL das suspensfes dos micro-organismos em cada
orificio das microplacas. Como controle positivo foi utilizado a amoxicilina e o
omeprazol para H. pylori e a ampicilina para as demais bactérias. Estes foram usados
em concentragdes adequadas para cada micro-organismo, visando alcancar a CIM,
sendo considerada como a menor concentracdo do extrato vegetal capaz de inibir o
crescimento de 90% das cepas (HORNER et al., 2008). Também foram realizados o
controle do meio de cultura, o controle de crescimento bacteriano, o controle dos
extrativos vegetais e 0 controle negativo (solventes).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para S.
aureus, E. coli, S. setubal e P. aeruginosa e a 37°C por 72 horas sob condicdo de
microaerofilia para H. pylori. Em cada microplaca foram testados dois extrativos
vegetais em duplicata. Os testes foram realizados em triplicata. A Figura 3 mostra

esguematicamente o teste nas microplacas.
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Figura 3. Fluxograma para determinagdo da CIM pelo método de microdiluigao.

3.7.2.2 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima

(CBM)

Apbs a incubacdo das microplacas foram realizadas as determinacdes
da CBM.

Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada poco da
microplaca foi replicada em placa de AS para H. pylori e AMH para as demais
bactérias. As placas foram incubadas a 37°C por 24h para S. aureus, E. coli, S. setubal e

P. aeruginosa e a 37°C por 72h sob condicdo de microaerofilia para H. pylori.
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3.7.2.3 Leitura espectrofotométrica

Apbs a realizacdo da CBM, as microplacas foram submetidas a leitura
de absorbancia a 595nm, em espectrofotdmetro de microplacas (Model 550 — Bio Rad).
Os valores obtidos foram considerados para a confeccdo de graficos que expressam a
porcentagem de viabilidade dos micro-organismos de acordo com GUDINA et al.

(2010).

3.7.2.4 Leitura com revelador

Foram realizadas leituras com o revelador resazurina (100ug/mL) do
qual 30uL foi adicionada em cada orificio das microplacas nos testes com bactérias. No
decorrer de 2 horas a presenca de cor azul representa auséncia de crescimento e de cor
rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002).

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-onal0-6xido) é considerada
0 indicador mais utilizado em condicdes de reducdo em meios de cultura
(FUKUSHIMA et al., 2003). O mecanismo baseia-se na redugdo da resazurina (cor
purpura) em resarufina (cor rosea), mostrado na Figura 4. A resazurina tem uma
correlagéo direta com a quantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem

células bacterianas e até células de mamiferos (O’ BRIEN et a., 2000).
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Figura 4. Reacéo de oxirredugdo da resazurina.

3.8 Avaliacdo da atividade antifungica

3.8.1 Padronizacdo da suspensao fungica

A suspensdo fungica foi padronizada a partir de uma cultura de 48
horas, em CSD, adicionando-se PBS pH 7,2 estéril até atingir turvacdo igual a
suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 5 x 10° UFC/mL).
Em seguida foi realizada a leitura espectrofotométrica a 530nm para confirmacdo da
concentracdo das leveduras. Posteriormente, a suspensdo fangica foi diluida 1:100,
sequida de outra diluicdo 1:20, em PBS, obtendo-se uma suspensdo de 2,5 x 10°

UFC/mL, para utilizacdo nos ensaios.

3.8.2 Determinacédo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

3.8.2.1 Realizacéo do teste

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96

orificios) de acordo com as metodologias descritas segundo a norma M27-A3 do CLSI

(2008) e Duarte et al. (2005), com modificagdes.
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Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com
100uL de RPMI-1640 (tamponado com MOFP's) para C. albicans. Em seguida foram
acrescentados 100uL das solugdes dos extrativos vegetais e realizada a diluicdo seriada
de 1000 a 7,8ug/mL. Adicionalmente, foram distribuidos 100uL da suspensdo de
levedura em cada orificio das microplacas. Como controles positivos foram utilizados a
anfotericina B e o fluconazol. Também foram realizados o controle do meio de cultura,
0 controle de crescimento bacteriano, o controle dos extrativos vegetais e o controle
negativo (solventes).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 48 horas. Em
cada microplaca foram testados dois extrativos vegetais em duplicata. Os testes foram
realizados em triplicatas.

A inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia
de crescimento no meio, sendo considerada determinada a CIM a menor concentragao
do extrato vegetal capaz de inibir o crescimento de 90% das cepas (HAWSER &

ISLAM, 1999; HORNER et al., 2008).

3.8.2.2 Determinacao da Concentracéo Fungicida Minima (CFM)

Ap0s a incubacgdo das microplacas, foram realizadas as determinacdes
da CFM.

Com auxilio de hastes de madeira estéreis, a mistura de cada po¢o da
microplaca foi replicada em placa de ASD. As placas foram incubadas a 37°C por 48

horas.
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3.8.2.3 Leitura espectrofotométrica

Apbs a realizacdo da CBM, as microplacas foram submetidas a leitura
de absorbancia a 595nm, em espectrofotdmetro de microplacas (Model 550 — Bio Rad).
Os valores foram considerados para a confeccdo de graficos que expressam a
porcentagem de viabilidade dos micro-organismos de acordo com GUDINA et al.

(2010).

3.8.2.4 Leitura com revelador

Foram realizadas leituras com o revelador TTC a 2%, do qual 20uL
foi adicionado em cada orificio das microplacas. No decorrer de 2 horas 0s pogos que
apresentaram atividade permanecem incolores, enquanto 0S po¢os nos quais houve
crescimento microbiano coram de vermelho (DUARTE et al., 2005).

O TTC € um indicador de oxirredugdo utilizado para diferenciar
tecidos metabolicamente ativos daqueles néo ativos, principalmente viabilidade celular.
O mecanismo baseia-se na redu¢do enzimatica do 2,3,5 — trifeniltetrazdlio (incolor) em
1,3,5 — trifenilformazan (cor avermelhada), mostrado na Figura 5, em tecidos vivos
devido a atividade de vérias desidrogenases, enzimas importantes na oxidacdo de

compostos organicos e portanto no metabolismo celular (GABRIELSON et al., 2002).
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Figura 5. Reacéo de oxirreducédo do TTC.

3.9 Calculo da viabilidade microbiana

A partir da leitura espectrofotométrica foi determinada a viabilidade
microbiana para cada micro-organismo, que foi calculada através da porcentagem de
inibicdo do crescimento microbiano, em diferentes concentracBes das substancias
testadas (extratos, fracdes e substancias isoladas), para cada micro-organismo de acordo

com a equacao:

% Inibicdo do crescimento microbiano = [1- (A/Ap)] x 100

em que: Ac representa a média das absorbancias por concentracdo de
substancia testada e ja subtraida do valor da absorbancia obtida para cada concentracédo
de substancia sem a adicdo do indculo e A0 a média das absorbancias do controle de
crescimento microbiano (sem a substancia testada) (GUDINA et al., 2010). Este
resultado, portanto, representa a porcentagem de células microbianas que a substancia

testada foi capaz de inibir.
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3.10 Ensaio Checkerboard

Para avaliar o efeito sinérgico do extrato da raiz de A. brachypoda
com a amoxicilina frente ao S. aureus foi realizada a técnica de microdiluicdo
modificado para o ensaio Checkerboard de acordo com a metodologia descrita segundo
Pillai & Moellering (2005). Foi escolhido o extrato de raiz para esse ensaio, pois foi a
amostra que apresentou o melhor resultado nos ensaios de atividade antimicrobiana
(microdiluicéo).

A suspensdo de S. aureus foi padronizada a partir de uma cultura de
24 horas, em CMH, adicionando-se PBS pH 7,2 estéril até atingir turvacdo igual a
suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL).
Em seguida foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620nm para confirmacao da
concentracdo deste micro-organismo. Posteriormente, foi realizada uma diluigéo 1:10,
em CMH, obtendo-se uma suspensdo de 1,0 x 10’ UFC/mL, a qual foi utilizada no
ensaio.

Os pocos das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80uL de
CMH. Na ultima coluna (n° 12) adicionaram-se 100uL de amoxicilina a 0,1ug/mL para
realizacdo da diluicdo seriada, transferindo-se sequencialmente 100uL do pogo anterior
para o proximo até a coluna 2. Da mesma maneira, na primeira linha (A) adicionou-se
100uL da solucdo de extrato de raiz a 125ug/mL para posterior realizagdo da diluicdo
seriada até a linha G. Portanto, a coluna 1 contém apenas o extrato de raiz e a linha H
apenas a amoxicilina. No po¢o H1 foi feito o controle de crescimento bacteriano.
Adicionalmente, foram distribuidos 20uL da suspensao de S. aureus em cada poco.

As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C e apds esse

periodo foi realizada a leitura visual do crescimento bacteriano e a leitura com o
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revelador resazurina (100ug/mL), utilizado como indicador de crescimento bacteriano.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

A Figura 6 esquematiza a realizacdo do teste em microplacas.

Figura 6. Fluxograma para avaliacdo do efeito sinérgico do ERAb com amoxicilina

frente a S. aureus.

Para a avaliacdo da interacdo entre os diferentes tratamentos foi
calculado o indice de concentracdo inibitéria fracionada (ICIF) de acordo com a

seguinte férmula (Eq2):

ICIF = CIF gran) + CIF (amoxicitina) (EQ1)

ICIF = (CIM grAb na combinagio) + (CIM amoxicilina na combinagio) (EQ2)
(C”VI ERAb) (CIM da Amoxicilina)
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A partir do ICIF obtido foi avaliada a interacdo seguindo a

classificacdo descrita por Kumar et al. (2012), na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de ICIF correspondentes as diferentes interacoes.

Interacéo ICIF
Sinergismo CIF<05
Aditivo 05<CIF<1
Indiferente 1<CIF<2
Antagonismo CIF>2

ICIF: indice de concentracdo inibitoria fracionada; CIF: concentracdo inibitdria fracionada.

3.11 Ensaio Time-Kill

O ensaio Time-Kill in vitro foi realizado de acordo com a metodologia
descrita segundo a norma M26-A do National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS, 1999) e avaliado a partir da CIM determinada nos testes de
microdiluicdo e duas vezes a CIM. Adicionalmente, foram feitos o controle de
crescimento, controle de esterilidade e controle positivo com amoxicilina a 20ug/mL
para S. aureus. Para realizacdo dos experimentos, o indculo foi padronizado com a
escala 0,5 de McFarland (aproximadamente 1,0 x 10®° UFC/mL), seguida de leitura
espectrofotométrica a 620nm para confirmacdo da concentracdo de micro-organismos.
Posteriormente, foi realizada diluicdo 1:10, em CMH, obtendo-se uma suspenséo de 1,0
x 10" UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

O ensaio € realizado em tubos de ensaio adicionando-se 800uL de

CMH, acrescidos de 100uL do extrato da raiz de A. brachypoda, e em seguida
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homogeneizados. Apds este procedimento 100uL desta solucdo (CMH + substancia-
teste) sdo desprezados, e entdo é adicionado o inéculo padronizado (200uL em cada
tubo). Posteriormente, 10uL desse homogeneizado é adicionado em 990uL de PBS pH
7,2 estéril e entdo incubados em tempos pré-determinados, a fim de preparar a solucao
usada nos ensaios, nomeada dessa maneira como solucdo-teste.

Para a realizacdo dos experimentos uma aliquota de 100uL da
solucdo-teste foi plaqueada em meio de AMH para as demais bactérias, com o auxilio
de alca de Drigalski. O plaqueamento ocorreu nos tempos de 0, 1, 2, 3, 6, 12 e 24 horas
para 0 S. aureus. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Apo0s a incubacéo as
col6nias foram contadas manualmente, e o resultado obtido foi multiplicado por 1000,
obtendo-se assim a concentracdo de UFC/mL. Foi realizado o ensaio somente para o
extrato de raiz, pois foi a amostra que apresentou o melhor resultado obtido nos ensaios

de atividade antimicrobiana (microdiluigéo).



4. RESULTADOS
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4.1 Método de microdiluicéo

A atividade antimicrobiana dos extratos (raiz, caule e folha), fracdes
(DCM e aquosa) e compostos isolados (G4, G5 e RAB-3) de Arrabidaea brachypoda
foi avaliada como mostram as Tabelas 3, 4 e 5 e as Figuras 7 e 8. Com esses resultados,
foi assim determinada, a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) frente a cada micro-
organismo.

Em todos os experimentos os controles positivos, do meio, do

crescimento microbiano e dos solventes com e sem o inoculo foram adequados.

Tabela 3. Concentracdo inibitéria minima (CIM) dos extratos de A. brachypoda.

Amostras CIM (ng/mL)
testadas Micro-organismos
S.aureus  E.coli S. setubal P.aeruginosa H.pylori C. albicans
Raiz 15,6 - - 1000 - -
Caule - - - 1000 - -
Folha - - - 1000 - -

* (=) CIM > 1000 pg/mL

Tabela 4. Concentracdo inibitoria minima (CIM) das fracGes do extrato da raiz de A.

brachypoda.

Amostras CIM (ng/mL)

testadas Micro-organismos

S.aureus  E. coli S. setubal P.aeruginosa H.pylori C. albicans

Fracéo
Aquosa - - - - - -
Fracéo

DCM - - - - - -

*(-) CIM > 1000 ng/mL
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Tabela 5. Concentracdo inibitéria minima (CIM) das substancias isoladas de raiz de A.

brachypoda.

Amostras CIM (ng/mL)

testadas Micro-organismos

S. aureus P. aeruginosa

G4 i -
G5 1000 1000
RAB-3 - -

*(-)CIM > 1000 pug/mL

Os compostos isolados da raiz de A. brachypoda foram testados
somente para S. aureus e P. aeruginosa devido a pequena quantidade da amostra obtida
e a presenca de atividade do extrato de raiz verificado nos testes para esses micro-

organismos.

Figura 7. Representagéo de ensaio revelado com resazurina a 0,01%.
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Figura 8. Representacdo de ensaio revelado com TTC a 2%.

Pela leitura espectrofotométrica foi calculada a porcentagem de
inibicdo do crescimento de cada micro-organismo. As Figuras de 9 a 16 apresentam 0s
resultados de inibicdo de crescimento microbiano nas concentragdes de 1000, 500 e
250ug/mL. No Anexo 2 estdo apresentados os graficos de inibicdo de crescimento
contemplando todas as concentragOes utilizadas bem como os dos controles (Figuras 19

a24).
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Figura 9. Inibigdo do crescimento dos micro-organismos com 0 extrato

de raiz de A. brachypoda nas concentrac6es de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Figura 10. Inibig&o do crescimento dos micro-organismos com 0 extrato

de caule de A. brachypoda nas concentragdes de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Extrato de folha
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Figura 11. Inibig&o do crescimento dos micro-organismos com o extrato

de folha de A. brachypoda nas concentrac@es de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Figura 12. Inibigdo do crescimento dos micro-organismos com a fragéo

Aguosa de raiz de A. brachypoda nas concentracdes de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Fracdo DCM de raiz
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Figura 13. Inibicdo do crescimento dos micro-organismos com a fracao

DCM de raiz de A. brachypoda nas concentra¢des de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Figura 14. Inibicdo do crescimento dos micro-organismos com o0

composto G4 de raiz de A. brachypoda nas concentra¢des de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Composto G5
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Figura 15. Inibicdo do crescimento dos micro-organismos com o0

composto G5 de raiz de A. brachypoda nas concentrac@es de 1000, 500 e 250ug/mL.
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Figura 16. Inibicdo do crescimento dos micro-organismos com o0

composto RAB-3 de raiz de A. brachypoda nas concentracbes de 1000, 500 e

250pug/mL.
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Os resultados de CIM das atividades antibacteriana e antifingica
mostram que todos os extratos de A. brachypoda apresentaram capacidade de inibir o
crescimento de pelo menos um micro-organismo, sendo que o extrato de raiz que
apresentou o melhor resultado para S. aureus com CIM de 15,6ug/mL.

Referente aos resultados obtidos para os compostos isolados, o0 Unico
que foi detectado a CIM, foi a substancia isolada G5 para S. aureus e P. aeruginosa,
com CIM de 1000ug/mL para ambas as bactérias. Os demais extratos, fracbes e
compostos ndo apresentaram atividade inibitoria para 0os micro-organismos testados
(Tabelas 3, 4 e 5).

As Concentragbes Bactericidas Minimas foram realizadas para os
extratos que apresentaram atividade a pelo menos um dos micro-organismos.

O extrato de raiz para S. aureus apresentou CIM de 15,6pg/mL tanto
para a leitura com resazurina quanto para a leitura espectrofotométrica, com 100% de
inibicdo de crescimento, entretanto a CBM foi de 62,5ug/mL. Estes dados demonstram
que o extrato de raiz nas suas maiores concentracdes (1000-62,5ug/mL) apresentam
atividade bactericida e nas concentracdes de 31,3-15,6pg/mL atividade bacteriostéatica.

Os extratos de raiz, caule e folha para P. aeruginosa apresentaram
CIM de 1000ug/mL com a leitura da resazurina. Adicionalmente, a leitura
espectrofotométrica revelou 97,9% de inibicdo de crescimento para a raiz, 95% para o
caule e 95,5% para a folha. Estes dados demonstram a atividade bacteriostatica destes
extratos para P. aeruginosa nesta concentragéo.

A Figura 17 representa o plaqueamento realizado para determinar a

CBM.
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Figura 17. Representacdo do plagueamento realizado para determinar a Concentragao
Bactericida Minima (CBM).

4.2 Ensaio Checkerboard

Os melhores resultados dos ensaios de microdiluicdo foram obtidos
com o extrato de raiz de A. brachypoda para S. aureus. A partir disso foi testado este
extrato em combinagdo com a amoxicilina, antimicrobiano de primeira escolha no
tratamento de infeccBes causadas pelo S. aureus, para analisar seu efeito sinérgico pelo
método Checkerboard.

O extrato testado isoladamente apresentou CIM de 15,6pg/mL e a
amoxicilina de 0,015ug/mL. Quando testadas em combinacao o extrato apresentou CIM
de 3,9ug/mL e a amoxicilina de 0,0005ug/mL, comprovando assim seu efeito sinérgico

(ICIF £0,5) mostrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Efeito sinérgico do extrato de raiz com amoxicilina contra S. aureus

Micro-organismo  Substéancia-teste CIM (ug/mL) CIF ICIF Resultado
Sozinho Combinado
S. aureus ERAD 15,6 3,9 0,25 0,28 Sinérgico
AMOX 0,015 0,0005 0,033

CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; CIF: Concentracdo Inibitoria Fracionada; ICIF: indice de
Concentracéo Inibitoria Fracionada; ERADb: Extrato de raiz de A. brachypoda; AMOX: amoxicilina.

4.3 Ensaio Time-Kill

O ensaio Time-Kill foi realizado com o extrato de raiz de A.
brachypoda para determinar em quanto tempo o extrato age inibindo o crescimento de
S. aureus. Estes resultados estao apresentados na Figura 18.

Como resultado deste teste foi observado que entre 6 e 12 horas, 0
extrato de raiz inibiu completamente o crescimento de S. aureus. O controle positivo

(amoxicilina) também apresentou reducdo maxima de crescimento entre 6 e 12 horas.

S. aureus
1,2x10°
e
8,0x10°
.|
S
B 5 A
% 4,0x10" 7 \ —a— Extrato de raiz
—o— Controle de crescimento
1 —&— Amoxicilina
0,0 4 e Y

Tempo (horas)

Figura 18. Atividade antibacteriana do extrato de raiz de A. brachypoda
(15,6ug/mL) frente S. aureus pelo ensaio Time-Kill. [Controle de crescimento: CMH +

S. aureus; Controle positivo: amoxicilina (20ug/mL)]



5. DISCUSSAO
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As plantas apresentam uma enorme diversidade em termos de
estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, o que justifica o crescente
interesse de industrias farmacéuticas na sintese de farmacos a partir destas fontes
naturais (BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2003; BRESOLIN & CECHINEL
FILHO, 2010). Extratos, fracdes e compostos isolados extraidos destas fontes tém sido
estudados por pesquisadores por mostrarem significativas propriedades, entre estas a
antimicrobiana (DUARTE et al., 2005; MARTINI et al., 2009; SILVA Jr. et al., 2009;
ALBERNAZ et al., 2010; COGO et al., 2010; HOFLING et al., 2010).

A familia Bignoniaceae é dotada de plantas com atividades como
antitérmicos, antivirais, citotéxicos, anti-inflamatérios, antibacterianos, antifungicos,
antiparasitarios, antimaléaricos, antirreumaticos, antidiarreicos e anticancerigenos
(GARCIA, 2008; BRANDAO et al., 2010). Dentre estas, ressalta-se a acéo
antimicrobiana de T. avellanedaea (ipé roxo) e Tabebuia serratifolia (ipé-do-cerrado)
(OLIVEIRA et al., 1990). Estudos relataram ainda que as folhas de Tabebuia obtusifolia
apresentam atividade especifica contra C. sphaerospermum (AGRIPINO et al., 2004).

Este € um estudo pioneiro na determinacdo do perfil antibacteriano de
Arrabidaea brachypoda. Os resultados mostraram que todos os extratos apresentaram
atividade para P. aeruginosa e somente o extrato de raiz para S. aureus. Dentre as
fragdes e compostos isolados, 0 composto G5 (rutina) apresentou atividade tanto para P.
aeruginosa quanto para S. aureus.

Na literatura ndo h& uma classificagcdo consensual sobre os valores de
CIM. Aligiannis e colaboradores (2001) apresentaram a seguinte classificagdo: CIM até
0,5mg/mL sdo inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5mg/mL sdo inibidores
moderados; CIM acima de 1,6mg/mL s&o inibidores fracos. Enquanto Webster e

colaboradores (2008) propuseram um valor de CIM satisfatorio entre 1000ug/mL ou
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menos. Seguindo a primeira classificacdo, os extratos de raiz, caule e folha de A.
brachypoda séo inibidores moderados com CIM = 1000ug/mL para P. aeruginosa e 0
extrato de raiz € um inibidor potente para S. aureus com CIM = 15,6ug/mL.
Adicionalmente, todos estes resultados sdo satisfatorios (com CIM < 1000ug/mL)
segundo Webster e colaboradores.

Esta atividade demonstrada com os extratos de raiz de A. brachypoda
estimulou o estudo com as fragdes (DCM e aquosa) e compostos isolados (G4, G5 e
RAB-3). Os compostos isolados foram testados somente para P. aeruginosa e S. aureus,
enquanto as fracdes foram para todos 0s micro-organismos utilizados nesta pesquisa.
Destes, 0 Unico que apresentou atividade antimicrobiana foi o composto G5 (rutina),
para ambos 0s micro-organismos testados, com CIM = 1000ug/mL, sendo considerado
um inibidor moderado. A atividade apresentada pelo extrato de raiz para P. aeruginosa
pode estar associada a rutina, pois quando testada isoladamente apresentou 0 mesmo
valor de CIM (1000ug/mL). A auséncia de atividade apresentada pelas fragdes pode ser
explicada pela presenca de outros compostos 0s quais inibiram a atividade da rutina.

A Rutina ou vitamina P, como antigamente era denominada, € um
flavonol glicosidico pertencente a uma importante classe de flavonoides, sendo
encontrada na natureza, em frutas, vegetais, sementes, ervas, especiarias, caules, folhas
e bebidas como cha e vinho. Também apresenta grande importancia terapéutica por
melhorar a resisténcia e permeabilidade dos vasos capilares, atividades antioxidante,
anti-inflamatoria, anticarcinogénica dentre outras (BECHO et al., 2009). Han (2009)
comprovou a eficiéncia no tratamento da artrite causada por C. albicans e atividade
anti-Candida. Segundo Martini e colaboradores (2009) a rutina possui atividade para

algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, 0 que nos leva a supor que esta
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possa ser a substancia bioativa do extrato de raiz que apresentou atividade frente a P.
aeruginosa e quando testada isoladamente reafirma esta atividade.

A atividade antibacteriana de flavonoides é comprovada por muitos
autores (COWAN, 1999; CUSHNIE et al., 2005; CUSHNIE & LAMB, 2011). Cushnie
e Lamb (2011) propdem que esta atividade dos flavonoides esta relacionada a danos na
membrana citoplasmatica (causada por perfuragdo e/ ou reducdo da fluidez da
membrana), inibicdo da sintese de &cidos nucleicos (causada pela inibicdo da
topoisomerase) e inibicdo do metabolismo energético (causada pela inibicdo da
NADHcitocromo C redutase). O efeito inibitério dos flavonoides contra micro-
organismos pode ser também, da interacdo deste com a membrana celular dos micro-
organismos alvo, provavelmente devido a sua capacidade de complexar com proteinas
extracelulares e com a parede celular (COWAN, 1999).

Os resultados obtidos com o composto G5 (rutina) séo portanto
coerentes com os dados da literatura, uma vez que a rutina é um flavonoide.

A microdiluicdo € uma técnica muito utilizada na determinacdo da
atividade antimicrobiana. E sensivel, de alto rendimento, na qual possibilita a analise de
pequenas amostras sendo esta uma das principais vantagens da sua utilizagdo quando se
refere a amostras vegetais. Permite utilizar mais de uma amostra e diferentes micro-
organismos em um mesmo ensaio. Adicionalmente, possibilita resultados quantitativos
e a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos produtos em estudo (ELOFF et al., 1998;
COWAN, 1999; GABRIELSON et al., 2002; LANGFIELD et al., 2004; CUSHNIE &
LAMB, 2005; ALVES et al., 2008; OSTROSKY et al., 2008; SALAZAR-ARANDA et
al., 2009; PALOMBO, 2011).

H& muitos fatores naturais, como radiacdo solar, raios UV, periodos

de seca ou chuva, temperatura, solo, nutrientes e estacdo do ano que influenciam no
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metabolismo e na producdo de metabolitos e ainda fatores artificiais, como poluentes
podem interferir fazendo com que a planta produza maior quantidade de metabolitos
secundarios, incluindo flavonoides, como mecanismo de defesa contra patdgenos como
virus, bactérias, fungos e insetos (BECHO et al., 2009; SILVA Jr. et al., 2009). Em
periodos de chuva, os compostos mais polares sdo eliminados da planta por lixiviagdo
(BECHO et al., 2009).

Estes fatores ambientais, assim como a metodologia empregada,
influenciam nos resultados obtidos nos ensaios antimicrobianos.

Os resultados obtidos neste estudo com os extrativos, fracbes e
compostos isolados de raiz frente ao S. aureus, possibilitam afirmar que houve uma
diminuicdo gradativa da bioatividade das fracbes e compostos isolados, quando
comparada ao valor de CIM do extrato. Pauletti e colaboradores (2003) relacionam
alguns fatores como a perda de atividade durante a separagdo cromatografica e ao
sinergismo dos compostos, os quais podem influenciar nos resultados da atividade
antimicrobiana. Esta afirmacdo permite supor que a atividade observada neste estudo
seja devido ao sinergismo de compostos bioativos presentes nos extrativos, justificado
pela atividade apresentada pelo extrato de raiz com CIM = 15,6pg/mL. A rutina
(composto G5) apresentou CIM = 1000ug/mL e as fragOes ndo apresentam atividade,
possivelmente pela presenca de outros compostos nas fragdes que tenham inibido a
atividade da mesma.

Alcerito e colaboradores (2002) isolaram da A. brachypoda quatro
flavonas de cera das folhas, sendo estes: o cirsiliol, o cirsimaritin, a hispidulina e a 3',4'-
di-hidroxi-5,6,7-trimethoxyflavone. Estes autores comprovaram a atividade antifingica

destes compostos contra Cladosporium sphaerospermum pela técnica de autobiografia.
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Outros estudos com A. brachypoda comprovaram sua acdo antiviral
(BRANDAO et al., 2010), leishmanicida (PAVAN et al., 2010; ALVES & PEREIRA,
2011), anti-inflamatoria e antinociceptiva (ROCHA et al., 2011).

A investigacdo fitoquimica de Arrabidaea samydoides resultou no
isolamento do lupeol, sitosterol, estigmasterol, crisina, 3f,16a-diidroxi-olean-12-eno,
eritrodiol, uvaol, acido ursolico e triterpenos (PAULETTI et al., 2003). Esta possui 0
acido ursolico e triterpenos que sdo compostos comuns a A. brachypoda, embora os
triterpenos, assim como os flavonoides sejam especificos do género.

Uma grande diversidade de vegetais, normalmente utilizados como
alimentos ou com aplicacdo medicinal, apresenta &cidos triterpénicos em sua
constituicdo quimica, tanto na forma livre, quanto na forma de agliconas, de saponinas
triterpenoides. De acordo com a espécie da qual foram isoladas, as estruturas destes
metabolitos usualmente variam entre os esqueletos ursano, oleonano e lupano, contendo
normalmente um ou dois grupos hidroxilas. Os &cidos triterpénicos mono-hidroxilados
(oleandlico, ursoélico e betulinico) foram muito investigados quanto ao seu amplo
espectro de atividades bioldgicas, onde se destacam as atividades: anti-inflamatoria,
antineoplasica, antivirotica, antimicrobiana, antiparasitaria, hepatoprotetora e outras.
Estes acidos apresentam uma baixa ou nenhuma toxicidade, sendo, inclusive, utilizados
como aditivos em bebidas, alimentos e em cosméticos (FRIGHETTO et al., 2005).

No presente estudo ndo foi demontrada atividade das amostras
vegetais contra C. albicans.

E importante, no entanto, a continuidade nos estudos com esta espécie
vegetal partindo-se de outros métodos extrativos e/ou 0 emprego de outros solventes
para obtencdo de extrativos que possam ter outros componentes quimicos ou em

concentragdes distintas dos extrativos utilizados neste estudo.
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Estudos com a A. chica, por exemplo, foram isolados taninos, 7,4-
dihidroxi-5-metoxiflavona, fitosterdis, flavondides, pigmentos utilizados em
cosméticos, compostos derivados das 3-deoxiantocianidinas e a carajuruflavona
(PAULETTI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009). Em outro estudo com o extrato
etanolico de folhas desta planta, foi verificado auséncia de atividade frente a C. albicans
(BARBOSA et al.,, 2008), enquanto ainda um outro estudo comprovou uma forte
atividade do extrato diclorometanico para C. albicans e auséncia de atividade para o
extrato metandlico (HOFLING et al., 2010).

A controvérsia apresentada entre esses dados da literatura demonstram
a importancia do processo de extragdo bem como do solvente utilizado na obtencéo e
preparo dos extrativos vegetais.

Para determinar um composto biologicamente ativo a partir de um
material vegetal € necessario buscar um solvente mais polar ou apolar, dependendo da
natureza do composto. Baixa toxicidade, facilidade de evaporagdo a baixa temperatura,
absorcao fisiologica rapida do extrato, acdo conservante e incapacidade de fazer com
gue o extrato se dissocie ou torne um complexo sdo algumas caracteristicas de um bom
solvente (DAS et al., 2010).

O método Checkerboard é um ensaio in vitro o qual analisa o efeito de
combinagGes de agentes antimicrobianos com mecanismos de agdo distintos no
crescimento bacteriano (JACKSON et al., 2009). A terapia de combinacdo pode ser
utilizada para expandir o espectro antimicrobiano, para evitar o surgimento de
organismos resistentes, para minimizar a toxicidade, e para se obter a atividade
antimicrobiana sinergistica (KUMAR et al., 2012).

Os resultados obtidos neste estudo pelo ensaio Checkerboard foram

interessantes uma vez que quando testados em combinacdo, o extrato de raiz e a
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amoxicilina, a Concentracdo Inibitéria Minima foi inferior (CIMgrab comp = 3,9ug/mL e
CIMamox comb = 0,0005ug/mL) do que quando testadas isoladamente (CIMgrap =
15,6pg/mL e CIMamox = 0,015ug/mL). Isso significa que no tratamento para S. aureus
a dose terapéutica do antimicrobiano (amoxicilina) combinado com o extrato vegetal
podera ser menor, retardando assim o desenvolvimento de resisténcia ao micro-
organismo e melhorando o resultado da terapia.

Esses valores sdo expressos em indice de concentracdo inibitoria
fracionada, calculados por uma equagéo, sendo gque valores < 5 indicam uma interagéo
sinérgica, sendo que o grau de sinergismo aumenta quando o valor tende para zero
(JACKSON et al., 2009). Baseando-se nesta informacdo, o resultado obtido da
associagdo do extrato com a amoxicilina foi de uma interagdo sinérgica. Ha outros
estudos que demonstram sinergismo como a associacdo de estilbenos e ciprofloxacino
(KUMAR et al., 2012), de triterpenoides pentaciclicos e os antibioticos meticilina e
vancomicina (CHUNG et al., 2011), de silibinina e ampicilina ou gentamicina (LEE et
al., 2012), da tomatidina e antibidticos aminoglicosideos (gentamicina, canamicina,
tobramicina, amicacina e estreptomicina) (MITCHELL et al., 2011), entre outros.

O ensaio Time-Kill é um teste na qual se determina o tempo em que a
substancia-teste impede o desenvolvimento do micro-organismo testado. Ele fornece a
dindmica de acdo desta substancia e sua interagdo com o tempo (ELIOPOULOS &
ELIOPOULOQS, 1988; ELIOPOULOS & MOELLERING Jr, 1996). Neste estudo foi
realizado o Time-Kill do extrato de raiz para S. aureus e como controle a amoxicilina,
antibidtico de primeira escolha no tratamento de doencas relacionadas ao S. aureus. O
resultado foi significativo, pois inibiu completamente o crescimento do micro-
organismo entre 6 e 12 horas. Ha muitos estudos na literatura os quais realizam este

ensaio para substdncias que ao serem testadas anteriormente pelo Checkerboard
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apresentaram sinergismo, ou seja, tiveram sua atividade potencializada, e seus
resultados sdo comparados com os testes realizados com as substancias isoladamente
(MITCHELL etal., 2011; KUMAR et al., 2012; LEE et al., 2012).

As principais razfes para 0 enorme interesse em investigar e
identificar compostos de origem vegetal e suas atividades bioldgicas sdo justificadas
pela vasta gama de substancias presentes nas plantas que podem ser usadas para tratar
infeccdes cronicas bem como doencas infecciosas, aumento da resisténcia microbiana
aos medicamentos, presenca de efeitos colaterais nos medicamentos sintéticos,
segurancga e eficacia com menor efeito adverso de medicamentos produzidos a partir de
fontes naturais, o custo da terapia bem como o aumento de doencas emergentes
(ALBERNAZ et al., 2010; ABDOLLAHZADEH et al., 2011; SASIDHARAN et al.,
2011; SILVA et al., 2012) . Este trabalho demonstrou o potencial antimicrobiano de A.
brachypoda em especial contra S. aureus devido a importancia desse micro-organismo
para a Salde Puablica. O conhecimento da atividade antimicrobiana é importante para
determinar o perfil bioldgico da planta e para estudos futuros que visam a obtencao de
um novo fitoterapico ou mesmo um medicamento sintético produzido a partir de seus

compostos.



6. CONCLUSOES
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e A. brachypoda apresenta potencial como antibacteriano;

e O extrato hidroalcoodlico de raiz de A. brachypoda mostrou ser um
potente inibidor de Staphylococcus aureus;

e Os extratos hidroalcodlicos de raiz, caule e folha de A.
brachypoda apresentaram moderada atividade anti-Pseudomonas aeruginosa;

e O composto G5 (rutina) apresentou moderada atividade
antibacteriana frente a P. aeruginosa e S. aureus;

e Os extratos e fragc0es de A. brachypoda ndo apresentaram
atividade anti-Helicobacter pylori;

e O extrato de raiz de A. brachypoda combinado com a amoxicilina
apresentou um efeito sinérgico para S. aureus;

e A atividade anti-S. aureus do extrato de raiz de A. brachypoda foi

confirmada e determinada pelo ensaio Time-Kill.
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ANEXO 1

1. Materiais

1.1 Solventes, reagentes e meios de cultura

e 4cido 3-[N-morfino] propanossulfonico (MOPS) — Sigma-
Aldrich®

e agar Mueller-Hinton — Difco®

e agar Sabouraud dextrose — Acumedia®

e agar sangue — Biomérieux®

e amoxicilina — Unido Quimica®

e ampicilina — Sigma-Aldrich®

e anfotericina B — Sigma-Aldrich®

e caldo Mueller-Hinton — Difco®

e caldo Sabouraud dextrose — Difco®

e cloreto de sddio —J.T.Baker®

e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) — Sigma®

e dimetilsulfoxido (DMSO) — Sigma Aldrich®

e etanol 96 — Merck®

o fosfato de sddio dibasico —J.T.Baker®

o fosfato de sédio monobéasico — Reagen®

e fluconazol — Sigma-Aldrich®

e glicerol — Sigma-Aldrich®
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e glicose —Ecibra®

e hidroxido de sodio — Merck®

e meio RPMI-1640 — Sigma-Aldrich®
e  Omeprazol — Sigma-Aldrich®

e resazurina — Sigma-Aldrich®

e RPMI 1640 — Sigma-Aldrich®

e Soro fetal bovino — Cultilab®

e Tween 80 —Sigma-Aldrich®

1.2 Equipamentos

e Autoclave vertical — Phoenix®

e Balanca analitica — Shimadzu®

e Bomba de vicuo — Motores Elétricos Brasil®
e Camara de fluxo laminar — Veco®

e Cémara de Neubauer — Boeco® Germany

e  Espectrofotdmetro — Pharmacia®

e Estufa de incubacdo bacteriolégica — Fanem®
e  Estufa de incubagcdo CO, — Forma Scientific®
e Leitor de microplacas — Termoplate®

e  Microscopio — Olympus CH20®

e  Peagbmetro — Marconi®

e Purificador de agua destilada — Millipore®

e Purificador de agua mili-Q — Millipore®



Ultrassom — Thornton®

Agitador de tubos — Phoenix®
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ANEXO 2

Inibicdo de crescimento microbiano e seus respectivos controles.
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Figura 19. Inibicdo do crescimento de S. aureus para 0s testes com extratos, fragoes e

substancias isoladas de A. brachypoda e o seu respectivo controle.
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Figura 20. Inibicdo do crescimento de E. coli para os testes com extratos, fragdes e
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Figura 21. Inibicdo do crescimento de S. setubal para os testes com extratos, fragdes e
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