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RESUMO

ABRANTES, Jaime Antonio. Avaliagdo de atividade antimicrobiana e
prospeccéo fitoquimica de Eugenia florida DC. 2017. 97f. Dissertacdo Mestrado
Profissional em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria
Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2017.

As plantas medicinais sempre foram utilizadas amplamente para diversos
fins terapéuticos durante toda a historia da humanidade, principalmente para
tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias e fungos. As plantas podem
apresentar bioatividade contra diversos micro-organismos, até mesmo 0s que
apresentam maior resisténcia aos antimicrobianos de eleicdo. Todavia ainda ha
poucos estudos brasileiros nessa area. Com base nestas afirmativas, nosso
objetivo principal foi avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de folhas de
Eugenia florida DC., frente a diversas cepas ATCC padréo, bacterianas e de
leveduras. A prospeccéo fitoquimica, a pesquisa de toxicidade e do potencial
mutagénico dos extratos obtidos foram partes integrantes do escopo do
trabalho, para garantir a eficacia, seguranca e eficiéncia do uso desta planta
medicinal pela populacdo. As folhas saudaveis foram coletadas e processadas
de modo a obter o extrato bruto em uma solugéo aquosa de etanol a 50%, com
intuito de simular as preparacgfes realizadas na cultura popular. Para a
avaliagdo da atividade antimicrobiana utilizamos os métodos de diluicdo em
placa, difusdo em disco e microdiluicdo em caldo. A técnica de diluicdo em agar
foi utilizada inicialmente, como um screnning da atividade antimicrobiana e ja a
microdiluicdo em caldo foi realizada a fim de obter a Concentracdo Inibit6ria
Minima do extrato para cada cepa testada. As cepas mais sensiveis ao extrato
bruto foram submetidas aos testes em fracdes do extrato, obtidas por particdo
liguido-liquido em solventes de polaridade diferentes. Na prospeccéao
fitoquimica, os testes apontaram a presenca de triterpenoides, saponinas e
taninos no extrato bruto. Para a avaliacdo da toxicidade e mutagenicidade
foram realizados os testes de Artemia salina e Ames respectivamente, 0s quais
mostraram que 0s extratos brutos apresentaram baixa toxicidade e baixa
mutagenicidade. As bactérias Gram positivas apresentaram maior sensibilidade
ao extrato de Eugenia florida, principalmente as do género Staphylococcus e
Streptococcus com CIM em torno de 0,25 a 0,5 mg/mL. Estas mesmas cepas
apresentaram sensibilidade frente fracdes de diclorometano e acetato de etila,
entretanto no extrato bruto foi obtida maior atividade antimicrobiana. Fato que
pode ter como explicacdo 0 sinergismo entre 0S compostos presentes no
extrato bruto. Estes resultados promissores favorecerem estudos futuros com
bactérias multirresistentes, e o desenvolvimento de um fitoterapico ou
fitomedicamento, levando em consideracdo o desafio da terapéutica
antimicrobiana no Brasil e no mundo.

Palavras-chave: bioatividade, bactérias, antimicrobianos, prospecc¢ao
fitoquimica.



ABSTRACT

Medicinal plants have always been used extensively for various
therapeutic purposes throughout the history of mankind, mainly for the
treatment of bacterial and fungal infections. The plants may have bioactivity
against several microorganisms, even those that present greater resistance to
the antimicrobial of choice. However, there are still few Brazilian studies in this
area. Based on these assertions, our main objective was to evaluate the
antimicrobial activity of leaf extracts of Eugenia florida DC., Against several
strains ATCC standard, bacterial and yeast. Phytochemical prospecting, toxicity
research and the mutagenic potential of the extracts obtained were integral
parts of the scope of work to ensure the efficacy, safety and efficiency of the
use of this medicinal plant by the population. Healthy leaves were collected and
processed to obtain the crude extract in a 50% aqueous solution of ethanol, in
order to simulate the preparations made in the popular culture. For the
evaluation of the antimicrobial activity we used the methods of plate dilution,
disc diffusion and microdilution in broth. The agar dilution technique was used
initially as a screnning of the antimicrobial activity and already the microdilution
in broth was carried out in order to obtain the Minimum Inhibitory Concentration
of the extract for each strain tested. The strains more sensitive to the crude
extract were submitted to the tests in fractions of the extract, obtained by liquid-
liquid partition in solvents of different polarity. In the phytochemical prospection,
the tests indicated the presence of triterpenoids, saponins and tannins in the
crude extract. To evaluate the toxicity and mutagenicity tests were performed of
Artemia salina and Ames respectively, which showed that the crude extracts
presented low toxicity and low mutagenicity. The Gram positive bacteria
presented greater sensitivity to Eugenia florida extract, especially those of the
genus Staphylococcus and Streptococcus with MIC around 0.25 to 0.5 mg/mL.
These same strains presented sensitivity against fractions of dichloromethane
and ethyl acetate, however in the crude extract a higher antimicrobial activity
was obtained. This fact can explain the synergism between the compounds
present in the crude extract. These promising results favor future studies with
multiresistant bacteria, and the development of a phytotherapeutic or
phytomedicine, taking into account the challenge of antimicrobial therapy in
Brazil and in the world.

Key words: bioactivity, bacteria, antimicrobials, phytochemical prospecting.
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INTRODUCAO

As infec¢cdes bacterianas e fungicas, em um ambito geral, sdo consideradas um
grande problema de Saude Publica em todo o mundo e afetam milhdes de pessoas
(PADOVEZE & FORTALEZA, 2014). Para tratamento destas, € necessério lancar
mao de terapias antimicrobianas, onde os farmacos tém a funcdo de eliminar os
micro-organismos causadores e ao mesmo tempo preservar a saude do individuo
acometido (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Na atualidade, os pesquisadores sao desafiados a busca de um antimicrobiano
eficaz e seguro, pois de nada adianta tratar uma infecgdo e causar alguma outra
patologia por intoxicacdo, ou entdo ndo agir de maneira desejavel devido a

resisténcia do micro-organismo (BRASIL, 2012).

Encontrar um equilibrio entre estes fatores torna-se muito dificil, jA& que com o
passar dos anos, desde a descoberta dos primeiros antimicrobianos, a resisténcia
de micro-organismos tém aumentado em um ritmo bem mais acelerado do que a
descoberta de novos farmacos para este fim (BAQUERO & BLAZQUEZ, 1997).

Surge entdo o aumento da necessidade de terapias alternativas como, por
exemplo, a utilizacdo de plantas para o tratamento de infec¢des, ja que as mesmas

apresentam um grande potencial para este tipo de emprego (CRUZ, 2013).

As plantas medicinais sdo de uso tradicional em todo o mundo e
principalmente no Brasil, que abriga uma grande parte da biodiversidade mundial.
Em nosso pais fatores socioecondmicos também obrigam a populagcdo muitas

vezes, a utilizar tais plantas, por apresentarem baixo custo (DUARTE, 2006).

A partir do conhecimento empirico, observado pelo uso tradicional, a
comunidade cientifica comecou a pesquisar os efeitos das plantas medicinais
através dos extratos, com estudos de bioatividade, na tentativa de identificacdo das
substancias e principios ativos presentes (ARAUJO, 2011; AYRES et al., 2008;
COSTA, 2015). Atrelado a estes estudos somam-se as preocupacdes com a acao
farmacoldgica e efeitos adversos, necessitando entdo de pesquisas mais
aprofundadas, como por exemplo, ensaios de toxicidade (BRITO; SILVA; FIGUEIRA,
2012; CAVALCANTI FILHO, 2014; MOREIRA et al., 2002).
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Estudos com diversas espécies de plantas, inclusive as do género Eugenia,
apontam a sua atividade antimicrobiana antifingica, além de efeitos anti-inflamatoério
e antioxidante (GRANGEIRO et al., 2006; LEITE et al., 2010; SERRANO et al.,
2011). Esta atividade varia com a sazonalidade, condi¢cdes de plantio e estresse da
planta, fazendo que ela produza mais ou menos metabdlitos secundarios, que sdo
as substancias quimicas de interesse (GOBBO NETO & LOPES, 2007). Ja o
isolamento destas substancias depende da metodologia empregada, desde a coleta
do espécime vegetal até a preparacdo do extrato, o solvente utilizado e o tempo de
extracdo (ARAUJO et al., 2011; OSTROSKY et al., 2008).

Os parametros sao diversos e as variantes aumentam a discrepancia entre os
resultados obtidos, necessitando assim de estudos sistematicos e padronizados na
area (OSTROSKY et al., 2008; VALGAS et al., 2007). Além das ndo conformidades,
oriundas dos diferentes métodos de obtencdo dos metabolitos secundérios, as
diferentes técnicas de pesquisa da atividade antimicrobiana, que variam o meio de
crescimento, concentracdo do inéculo bacteriano e de extrato empregado, agravam
este quadro (DE LIMA et al., 2011).

A prospeccdo fitoquimica qualitativa exige diferentes reagentes para a
deteccdo das substancias relacionadas a determinada atividade, assim como nos
testes de atividade biologica. Por conta deste fator, existe a possibilidade de duvidas

com relacéo & presenca de tais metabolitos no produto avaliado (LOBO et al., 2010).

Hoje, além da prospeccédo fitoquimica outras técnicas mais avancadas sao
utilizadas para caracterizagdo das substancias ativas presentes nos extratos
naturais como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Cromatografia
Gasosa acoplada ao Espectrometro de Massas (CG-EM) e a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). ApoOs a identificacdo da substéncia responsavel pela
bioatividade € possivel caso haja interesse e viabilidade, sintetizar este novo
composto para ser utilizado como um farmaco. No entanto, o processo € lento e
esbarra nos entraves legislativos (BRAGA et al., 2003; DE QUEIROZ et al., 2015;
QUEIROZ & HOSTETTMANN, 2013).

Dentre as varias espécies da biodiversidade brasileira, o uso do género

Eugenia na medicina popular e das pesquisas de atividade antimicrobiana descritas
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na literatura, foi decisivo para a escolha da espécie Eugenia florida para este
trabalho. Cabe ressaltar que apesar de relatos de comunidades relatarem o uso das
folhas de Eugenia florida para tratamento de diversas enfermidades como a diarreia,
poucos estudos a este respeito estdo relatados na literatura e, portanto esta espécie
apresenta um grande potencial a ser explorado (ALMEIDA; FARIA; SILVA, 2012,
COSTA, 2015; DE QUEIROZ et al., 2015).

Para uso seguro e eficaz Eugenia florida pela populacéo brasileira é crucial um
estudo completo e interdisciplinar englobando as areas correlatas, como a bioldgica,
quimica e farmacolégica (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

1. REVISAO DA LITERATURA
1.1. Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais é de conhecimento popular e difundida pelo
mundo inteiro, devido ao baixo custo e facil manipulagdo (SANTOS, 2010). Segundo
Lamarca e colaboradores (2013), através das geracfes, 0 uso dos recursos naturais

de maneira empirica, garantiu um acervo que agrega as tradi¢des culturais.

As plantas medicinais, de acordo com Di Stasi (1995) podem ser utilizadas de
variadas formas e preparacdes, como chas, garrafadas, 6leos, entre outras, sendo
chamadas de fitoterapicos. Tal denominacdo é usada quando ndo ha isolamento e
purificacdo dos seus compostos vegetais ativos, pois caso haja esta pratica, seréo
denominados fitofarmacos. Estes, por sua vez, apresentam estrutura quimica e agao
farmacoldgica definida (DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004).

Os povos da antiguidade, como os egipcios e chineses, foram pioneiros no uso
e registro da atividade de plantas na cura de doencas. As mesmas eram
catalogadas de acordo com suas caracteristicas e a elas eram atribuidos poderes
magicos ao invés de medicinais (ALMEIDA, 1993). Além do uso popular, as
propriedades medicinais sdo comprovadas por pesquisas cientificas, e apesar do
grande potencial deste material, somente 8% da biodiversidade vegetal foi estudada
em relacdo a compostos bioativos e apenas 1.100 espécies foram avaliadas em

suas propriedades medicinais (BRASIL, 2006).
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Hoje as plantas medicinais sdo amplamente empregadas principalmente pela
populacao brasileira de baixa renda e localizada longe dos grandes centros urbanos
em especial as populacdes ribeirinhas do Norte do pais. Plantas como capim-rei,
horteld-pimenta e ruibarbo do brejo sdo exemplos utilizados por eles para tratar
diversas doencas como indigestdo e reumatismos (MATSUCHITA & MATSUCHITA,
2015). No quadro 1, apresentamos alguns exemplos do uso popular de plantas

medicinais, uma pratica, como ja citada, muito difundida em nosso pais.

Nome popular/ espécie Indicagdes

Boldo-de- Jardim / Azia, dispepsias, mal estar gastrico, ressaca,
Plectranthus barbatus Andrews gastrite, estimulante da digestéo e do apetite

Digestivo, sedativo, eliminacdo de gases,
Camomila/ combater cdlicas, estimula o apetite,
Chamomilla recutita (L.) cicatrizante e anti-inflamatdério

Calmante, cdlicas uterinas e intestinais e
Capim Limao / nervosismo
Cymbopogon citratus (DC.)

Esterilidade feminina, impoténcia masculina,
Carqueja/ problemas hepéticos, disfun¢des estomacais e
Bacchais trimera (Less.) intestinais

Problemas da pele, anti-carie, antialérgica,
Chéa Verde / anti-Ulcera, diminui o colesterol do sangue
Camellia sinensis (L.) Kuntze

Calmante, dispepsia, gripe, bronquite crénica,
Erva-Cidreira / cefaleias, enxaqueca, dores de origem
Melissa officinalis L. reumatica, normaliza as funcdes
gastrointestinais

Erva-Doce / Problemas digestivos, eliminar, combater
Foeniculum vulgare Mill. cOlicas e estimular a lactagao

Antidispéptica, anti-hemética,
Horteld / descongestionante nasal, antigripal, resfriado
Mentha spicata L. comum, tosse, bronquite, febre, calafrios,
inflamacdes na boca e faringe e dores
Estimulante do apetite e da digestéo,

Louro / antisséptica, dispepsia, anorexia, flatuléncia,
Laurus nobilis L. cdlicas, astenia, reumatismo, mau cheiro dos
pés, fungos dos pés, parasitos e suor
Saido /
Kalanchoe brasiliensis Cambess Furdnculos, tosse, gastrite
QUADRO 1 - Plantas medicinais: nome popular, nomenclatura cientifica e

indicacdo de uso. Adaptado de Pantoja e Neves (2014).
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A presenca de uma das maiores biodiversidades do mundo contribui
sobremaneira para que o Brasil tenha um alto consumo de plantas medicinais,
somando-se também ao fato de que os medicamentos, além de onerosos, sdo de

dificil acesso por grande parte da populacdo (SANTOS, 2010).

1.1.1. Histoérico do uso de plantas medicinais

A origem da ciéncia da utilizacdo de plantas medicinais tem diversas raizes, ja
que o homem sempre empregou 0 que a hatureza proporcionava para prevenir e
curar suas moléstias. Muitos povos, do mundo inteiro, utilizaram plantas medicinais
durante a Historia (GRIGGS, 1996).

Diversas sdo as referéncias na literatura que indicam que o homem pré-
histérico ja tirava proveito das plantas para a cura de suas enfermidades e conforme
observava os animais constatava que, muitas plantas serviam para fins alimenticios
e outras eram toxicas. Os animais, através de seu instinto, distinguiam as plantas
para fins medicinais das téxicas, auxiliando os humanos a decidir qual sua utilizacdo
(ALONSO, 1998).

Vérias expedicbes arqueoldgicas evidenciaram o0 uso de plantas medicinais,
por meio de representacdes gréaficas, onde o corpo humano era relacionando com
plantas. Tais desenhos se localizavam em cavernas do periodo paleolitico superior,
na época do homem de Neandertal (GRIGGS, 1996).

Segundo Alonso (1998), o conhecimento sobre plantas medicinais foi
transmitido através dos tempos, entre as geracdes, baseado nas experiéncias e por
este motivo, pode-se considerar a fitoterapia como a medicina mais remota. As
plantas ja estiveram presentes em rituais misticos e religiosos por seus efeitos
alucinégenos, considerados atributos magicos, com a possibilidade até do contato

com ancestrais e deuses.

Alguns sacerdotes possuiam também a ciéncia dos atributos medicinais das

plantas, que era transmitida a seus aprendizes e chegaram aos dias de hoje de uma
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maneira empirica, embora provavelmente muitas plantas ainda sejam apenas
conhecidas por remotas tribos, que vivem em florestas, e desertos. Pesquisadores
reconhecem que o registro mais antigo do conhecimento sobre plantas medicinais
pelo meio da escrita é relatado por volta de 4000 anos antes de Cristo (a.C.),
evidenciado pelos arqueodlogos nas ruinas de Nippur, onde uma tadbua de barro
grafada com caracteres cuneiformes, mencionava entre outras plantas o Ficus carica
e o0 Thymus vulgaris, as duas empregadas inclusive atualmente, como laxante e

expectorante respectivamente (ALONSO, 1998).

Na Babilénia, hda mencdo em antigos documentos sobre diversas plantas
curativas como Mentha viriis, utilizadas como estimulante digestivo e a Glycyrhiza
glabra, conhecida como alcacguz e utilizada como antitussigeno (GRIGGS, 1996).

A China, um dos paises mais ricos e tradicionais no uso de plantas medicinais,
possui uma obra datada de 2800 a.C., onde ha relato de 360 espécies, incluindo
Ephedra sinica, conhecida atualmente como fonte de efedrina para fins medicinais
(ELDIN & DUNFORD, 2001).

N&o s6 os chineses, mas outros povos sao tradicionais no uso de tais vegetais,
como por exemplo, os Sumérios e Assirios que também utilizavam as plantas para
fim medicinal, e os egipcios que faziam seu uso desde 2000 a.C. Existem diversos
relatos na literatura que o povo egipcio utilizava plantas para fim contraceptivo,
como por exemplo o0 uso de espigas de acécia seca, que possuem uma seiva que ao
diluir forma &cido lactico, o qual é empregado até o presente em muitas férmulas de
contraceptivos modernos (ALONSO, 1998).

Na india foram descobertos escritos sobre o uso de plantas medicinais datados
de 1000 anos a.C.. Na Grécia, a personagem mais respeitavel da histéria da
medicina, Hipocrates (468- 377 a.C.) idealizou um regime de terapéutica a base de
plantas medicinais, exercicios e dietas, utilizando um total de 400 espécies (ELDIN &
DUNFORD, 2001). Hipocrates utilizava, por exemplo, tomilho (Thymus vulgaris),
hisopo (Hyssopus officinalis) e também bardana (Arctium Lappa), dependendo da
moléstia a ser tratada (ELDIN & DUNFORD, 2001; ALONSO, 1998).

Ja no séc. | depois de Cristo (d.C.) um médico grego da armada romana de

Nero, Pedanio Discorides, reuniu informac6es em um guia fitoterdpico, apontando os
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atributos de todas as plantas medicinais conhecidas e como emprega-las. (ELDIN &
DUNFORD, 2001; GRIGGS, 1996). Neste guia sdo encontradas referéncias que
ainda sdo atuais, como a acdo diurética da salsa (Petroselinum sativum) e a

estimulacao lactea na lactante pelo funcho (Foeniculum vulgare) (ALONSO, 1998).

No século Il d.C., podemos citar Galeno como um dos maiores nomes da
fitoterapia, foi médico dos gladiadores e a seguir dos imperadores romanos. Sua
medicina tinha como base a corre¢cdo dos humores (ALONSO, 1998). Deve-se a ele,
o fato de combinar distintas ervas, fato que posteriormente nominou as féormulas
galénicas. (ELDIN & DUNFORD, 2001).

O desenvolvimento da arte de curar ganhou, no século XVI, grande investida
dos alguimistas, sendo 0 mais conhecido entre eles Paracelso, que trazia interesse
particular pela quimica de plantas medicinais. Logo apdés sua morte, a fitoterapia
entrou em declinio com a vinda da medicina contemporénea, que comegava a
empregar substancias empolgantes e ao mesmo tempo perigosas, como 0 mercurio
e 0 arsénio (ALONSO, 1998, ELDIN & DUNFORD, 2001).

Em principios do século XX, a industria farmacéutica embarca no apogeu, por
meio do surgimento da aspirina e dos antibioticos, onde a prevaléncia da sintese
guimica acabou levando a queda do uso de produtos naturais. Todavia, devido as
intoxicacdes geradas por medicamentos na década de 80, as plantas medicinais
voltaram aos poucos a constar nas farmacopeias pelo mundo, principalmente na
Europa (ALONSO, 1998).

O crescente aumento no uso das plantas medicinais advém de duas vertentes:
a primeira é relativa aos fatores socioecondmicos, onde ha precariedade no acesso
aos farmacos pela populacdo de poder econdémico limitado. JA& a segunda tem
origem na grande toxicidade de alguns farmacos e até mesmo na inexisténcia de um
medicamento eficaz para alguma patologia, sem o0s efeitos colaterais como

hemorragias, insuficiéncia renal, hepatite e até mesmo o ébito (AKERELE, 1988).
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1.1.2. Leqgislacdo em fitoterapia

O Sistema Unico de Saude (SUS) incentiva o uso das plantas medicinais e
seus derivados, através de programas municipais de Atencdo Basica em Saude
(BRASIL, 2006). Um destes programas, o Farmacia Viva, exerce desde a producao
a assisténcia farmacéutica com fitoterapicos e atua em municipios onde o acesso da

populacdo aos farmacos € limitado (REIS et al., 2004).

Segundo Reis e colaboradores (2004), no Rio de Janeiro existe o estimulo a
exploracdo de plantas locais de sabido efeito medicinal pelo conhecimento
tradicional, além de facilitar o processamento destas mesmas com a finalidade de

serem utilizadas pela prépria populacao.

Para embasar a utilizacdo das plantas medicinais, foi elaborada a Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que contém os
nomes de espécies vegetais com potencial de se tornar um produto de interesse
para o SUS através do uso popular em determinadas regifes do Brasil. Os estudos
para a confeccado desta lista foram realizados por técnicos da ANVISA, Ministério da

Saude e pesquisadores de todo o pais (BRASIL, 2009)

Apesar de todo o empenho do SUS para estimulo do uso de fitoterapicos e
derivados vegetais, existe uma legislacédo para proteger o patriménio brasileiro e que
por muitas vezes se torna uma barreira para a ampla difusdo dos estudos, pesquisas
e desenvolvimento nesta area (BRASIL, 2004). Junto a este fato, encontra-se a falta
de interacdo entre a pesquisa académica e a industria, que ndo permite otimizar 0s
processos de producdo dos fitoterapicos ou fitofarmacos (SIMOES & SCHENKEL,
2002).

O mercado de fitoterapicos esta em ascensao, porém ainda ha uma caréncia
no controle microbiolégico em diversos produtos procedentes de plantas medicinais.
A padronizacdo de plantas medicinais comecgou a ser empregada na década de 70
na Alemanha e é realizada por meio de um marcador quimico ou pelo préprio
principio ativo, a fim de certificar que o consumidor de um medicamento fitoterapico,
tenha a confianca de que naqueles comprimidos ou capsulas contenha uma

guantidade uniforme e suficiente do produto para ter efeito terapéutico. Por meio
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desta padronizagdo podemos reproduzir medicamentos com 0S mesmos compostos

em relacdo a quantidade, no mundo inteiro (LAZARINI, 2002).

Em 2013 a ANVISA publicou a Resolugcdo RE n° 13, de 14/03/2013, que
estipulou requisitos béasicos para o registro de medicamentos fitoterapicos, definindo
as caracteristicas dos mesmos. Assim, ndo foram classificados como fitoterapicos os
medicamentos que em sua composicao apresentassem substancias ativas isoladas,
tanto de origem sintética ou natural e nem associacfes destas substancias com
outros extratos vegetais (BRASIL, 2013).

E importante ressaltar, que os fitoterapicos possuem em sua COmMpOSi¢ao,
compostos quimicos que podem interagir com outros medicamentos que sejam
utilizados de modo concomitante pelo paciente e, portanto, podem provocar danos.
O uso, por exemplo, de Hipérico (Hypericum perforatum) quando utilizado junto a
contraceptivos, pode reduzir o efeito do segundo e por consequéncia aumenta o
risco de gravidez. Assim como o uso de Ginco (Ginko biloba) junto a anticoagulantes

pode causar hemorragias graves (BRASIL, 2011).

Com o intuito de definir as regras para a producdo de produtos fitoterapicos
tradicionais a ANVISA editou a RDC n° 13/2013, na qual constam os procedimentos
especificos para a fabricacdo de produtos fitoterapicos tradicionais. Ja o0s
medicamentos fitoterdpicos isentos de notificacdo e que ndo sejam classificados
como de uso tradicional, serdo regidos pela RDC n° 17/2010 (BRASIL, 2013) e a
RDC n° 48/2004, a qual dispde sobre a necessidade de testes de toxicidade e
sugere testes de mutagenicidade (BRASIL, 2004) para a comercializagdo do

produto.

1.2. Infec¢gbes microbianas

Primeiramente, é imprescindivel compreender que o homem sé esta isento de
micro-organismos no Utero, em condigfes naturais de gestacdo, conservando-se
intactas as composicdes placentarias. Essas estruturas, por sua vez, formam uma
barreira contra a entrada destes micro-organismos. Quando esta barreira é

guebrada, com a ruptura da bolsa, o futuro concepto entra em contato com a
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microbiota materna e, gradativamente, com micro-organismos de outras pessoas,
objetos inanimados e do ambiente. Ao fim da segunda semana de vida, estédo
microbiologicamente colonizados de forma semelhante aos adultos, sendo esta

colonizacéo, conhecida como microbiota normal (FERNANDES, 2000).

A microbiota normal pode ser encontrada tanto na espécie humana como nos
outros animais, varia amplamente e esta relacionada com fatores como idade, sexo,
dieta alimentar e temperatura. Algumas bactérias sdo encontradas em locais
anatémicos particulares, outras estdo presentes s6 ocasionalmente ou somente em

alguns momentos da vida do hospedeiro (SILVA, 1999).

De acordo com Fernandes (2000), a microbiota normal tem uma interacdo
altamente especifica com os tecidos do hospedeiro, sendo sugestiva de cada sitio.
Isso contribui para que haja uma tendéncia para que a microbiota de individuos

sadios seja semelhante, com pouca variagao.

Diferentemente da colonizacdo, a infeccdo normalmente €& causada por
bactérias patogénicas, que por suscetibilidade, atacam seus hospedeiros causando
variadas doencas. Apesar dessa assertiva, em alguns casos, bactérias patogénicas
podem somente colonizar, e por outro lado, pode ocorrer de bactérias da microbiota
normal causarem doencas oportunistas se estiverem fora de seu habitat ou por
desequilibrios metabdlicos, como por exemplo, colonizacdo exacerbada e baixa da
imunidade (NOGUEIRA & MIGUEL, 2010).

Além de bactérias, as infeccbes podem ser causadas por outros micro-
organismos, como virus e fungos, por parasitas como protozodrios e helmintos; e

também por proteinas infectantes denominadas prions (KONEMAN & CURY, 2010).

Em relacéo as bactérias, podemos classifica-las em diversas categorias. Porém
a classificagdo mais utilizada é realizada de acordo com a afinidade da sua parede
celular a determinados corantes. Segundo Fernandes (2000), podemos dividir estes

micro-organismos em trés grandes grupos:

o Gram-positiva: quando existe uma camada espessa de peptidioglicano;
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e Gram-negativa: quando a camada de peptidioglicano € delgada, mas apresenta

uma porgéo externa de lipopolissacarideo e lipoproteinas;

 Alcool-acido resistente, quando o envelope externo contém lipideos complexos
(acidos micdlicos) que conferem a resisténcia da bactéria a descoloracéao pelo

alcool acido na técnica de Ziehl Neelsen.

Para o isolamento do micro-organismo causador de uma infecgéo, é necessario
gue se faca uma boa coleta, identificacdo correta do material, transporte em tempo
habil ao setor de microbiologia, processamento do material, isolamento de coldnias
puras e avaliacdo do perfil bioquimico através de testes identificacdo manual ou
automatizada. O sucesso de todo esse processo depende de toda equipe
interdisciplinar envolvido em alguma dessas fases. Alguma falha em uma etapa
pode prejudicar o diagndstico, atrasando o tempo do resultado, o que podera levar

até mesmo ao 6bito do paciente (SILVA, 1999).

Entre micro-organismos, que sdo comumente isolados em infecgbes estdo as
principais bactérias Gram-positivas: estafilococos, estreptococos e enterococos. Ja
nas Gram-negativas observam-se principalmente os géneros pertencentes a familia
Enterobacteriaceae e alguns bastonetes Gram-negativos ndo fermentadores. No que
concerne aos fungos, as mais isoladas sado leveduras do género Candida
(FERNANDES, 2000).

Os Staphylococcus aureus sao cocos Gram-positivos e podem colonizar
narinas, axilas e perineo. S&0 micro-organismos considerados oportunistas, mas
tém aumentado sua evidéncia devido a aquisicdo de resisténcia a gama de
antimicrobianos, como € o caso MRSA, sigla em inglés para Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Neste género, temos também os estafilococos coagulase negativos, com
destaque para o Staphylococcus epidermidis, que faz parte da microbiota normal
epitelial mas pode causar infeccdes graves devido a procedimentos cirdrgicos
(SILVA, 1999).

Os Streptococcus sp., € 0s Enterococcus sp., também estdo entre grandes

causadores de infeccbes. Os primeiros implicados em diferentes patologias desde
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simples tonsilites até sepses fatais, ja os Enterococcus sp. se destacam por serem
bactérias que facilmente adquirem resisténcia aos antimicrobianos, como por
exemplo. o VRE, sigla em inglés para Enterococo Resistente a Vancomicina.
(ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

As enterobactérias, em sua maioria, fazem parte da microbiota normal
gastrointestinal, mas causam sérias complicacdes se conseguirem se instalar fora de
seu habitat natural. Dentro deste grupo tém aparecido varias espécies
multirresistentes a antimicrobianos como a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase
(KPC), entre outras (NORDMANN; NAAS: POIREL, 2011; SOARES, 2012)

Existem também, bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras, tendo como
principal representante a Pseudomonas aeruginosa, que pode estar presente tanto
em organismos vivos, como em superficies e ambiente pois, aliado ao fato de ser
um micro-organismo pouco exigente nutricionalmente (SILVA, 1999), possui varios
mecanismos de resisténcia antimicrobiana (SANTOS; NOGUEIRA; MENDONCA,
2015).

Nas infec¢des fangicas, como ja explicado, destacam-se as leveduras do
género Candida, que acometem com frequéncia os pacientes imunodeprimidos, pois
apesar de pouca probabilidade de adquirir resisténcia a antimicrobianos
(FERNANDES, 2000), j4 comeca a apresentar cepas resistentes (GOMEZ-
QUINTERO, 2010).

1.2.1. Principais classes de antimicrobianos

Os antimicrobianos sao utilizados amplamente entre a populagdo e no
ambiente hospitalar, muitas vezes de forma indiscriminada, aumentando a
resisténcia bacteriana aos mesmos. Eles podem inibir o crescimento de micro-
organismos (bacteriostaticos) ou destrui-los (bactericida) (SCHECHTER &
MARANGONI, 1998). As caracteristicas de um antimicrobiano ideal seriam, segundo
Lacaz (1969):

e Ter atividade bacteriana sobre amplo espectro de micro-organismos;
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e Ser absorvido por via enteral e parietal;

e Ter facil distribuicdo pelos tecidos e liquidos organicos, atingindo concentracao

bactericida;
¢ Nao sofrer destruicdo por enzimas tissulares;
e Na&o provocar efeitos irritantes, toxicos ou alérgicos no hospedeiro;
¢ Na&o induzir o desenvolvimento de micro-organismos resistentes;
¢ Na&o provocar diminuicédo da resisténcia do organismo do hospedeiro;
¢ Nao ter efeitos teratogénicos;
e Produzir concentracdes elevadas e por tempo prolongado;

e Ser facilmente obtido em escala industrial, possibilitando sua fabricagdo em
grande quantidade e a baixo custo;

Existem varios métodos para testar in vitro, a suscetibilidade de um micro-
organismo a determinado antimicrobiano. Entre eles o mais conhecido € o método
qualitativo de difusdo de disco em placa, onde discos com concentracdes
conhecidas de tal farmaco sdo colocados em placas de culturas, havendo entdo,
difusdo do antimicrobiano para o meio. Relaciona-se entdo o diametro de inibicdo do
crescimento com a concentracdo do farmaco em questdo. Dependendo da zona de
inibicdo e relacionando esse valor aos compéndios oficiais, pode-se a partir dai
concluir se a bactéria tem o critério interpretativo de sensivel, intermediario ou
resistente aquele antimicrobiano. Essas praticas sdo padronizadas e sua qualidade
€ posta em prova por instituicbes que testam a qualidade de exames diagndsticos
(CLSI, 2016).

Os antimicrobianos podem ser divididos também pelo seu mecanismo de acao,
ou seja, pelo modo como afetam a bactéria. Podem inibir a sintese da parede
celular; alterar a permeabilidade celular; inibir a sintese proteica ou mesmo a sintese
de DNA e RNA (SILVA, 1999).
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Entre os antimicrobianos que tém seu efeito sobre a sintese da parede celular
estdo os Beta-lactamicos e Glicopeptideos. Quando a bactéria € exposta a esse tipo
de farmaco, este se une as proteinas ligadoras da penicilina (PBPs) ha membrana
celular bacteriana e enzimas autoliticas séo liberadas, degradando a parede celular
e levando a morte bacteriana (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Os que agem Inibindo a sintese proteica sdo os Macrolideos,
Aminoglicosideos, Lincosaminas, Tetraciclinas, Oxazolidinonas e Estreptogramina,
que penetram na membrana bacteriana através de canais proteicos e atacam 0s
ribossomos, interferindo diretamente na sintese proteica e provocando efeito
bacteriostatico (SCHECHTER & MARANGONI, 1998).

Outros grupos de antibiéticos agem de maneiras diferentes. As Polimixinas, por
exemplo, atuam sobre a estrutura e funcdo da membrana celular. As Quinolonas
atuam na sintese do acido nucléico por ligagdo ao RNA ou inibicdo do DNA,
provocando efeito bactericida. Inibidores do Acido Folico, as Sulfonamidas, tém sua
acdo na atividade anti-metabdlica, impedindo a sintese de Acido Folico e
desempenhando efeito bacteriostatico (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

1.2.2. Mecanismos de resisténcia bacteriana

A eficiéncia de um antimicrobiano sobre uma bactéria depende principalmente
do tipo de antimicrobiano escolhido, sua dose, via de administracéo, continuidade do
tratamento, utilizacdo de grande quantidade e variedade de outros farmacos, o
sinergismo e 0 antagonismo de outros antibidticos. Levando-se também em
consideracdo a resisténcia intrinseca, inerente ao micro-organismo, e a adquirida a
um antibiotico (SILVA, 1999). De acordo com Rossi e Andreazzi (2005), um micro-

organismo pode ser resistente a um antibiotico através de diversos mecanismos.

Um dos mecanismos mais frequentes, é a inativacdo automatica, onde as
bactérias produzem enzimas que inativam a droga ou seus efeitos antimicrobianos.
Também existe a alteracdo da permeabilidade da membrana, que dificulta a
penetracdo e consequentemente sua acdo. O efluxo ativo de antibidticos, outro

mecanismo comum, é uma capacidade de expulsar ativamente o antibiotico para
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fora da célula, ndo permitindo a concentracéo ideal para o efeito da droga (SILVA,
1999). Além destes, ha também a alteracdo do sitio de ligacdo do antibiético, onde
nao ocorre a ligacdo efetiva do antibiético com a célula, com perda da atividade
antimicrobiana (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Um dos exemplos mais conhecidos de inativagdo enzimatica é a produgdo por
algumas bactérias, da enzima Beta-lactamase, conhecida como ESBL, sigla em
inglés para designar Beta-lactamase de amplo espectro. Essas bactérias séo
resistentes aos beta-lactamicos, incluindo as cefalosporinas de terceira e até de
quarta geracdo (SCHECHTER & MARANGONI, 1998).

No entanto, os mecanismos de inativacdo enzimatica evoluiram e deram
origem a bactérias com resisténcia aos beta-lactamicos carbapenémicos, como o
imipenem, meropenem e ertapenem, sendo chamadas de Carbapenemases (ROSSI
& ANDREAZZI, 2005).

Entre as enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, sdo de grande
importancia clinica as que possuem o0 gene de resisténcia blakpc, encontrado
inicialmente em Klebsiella pneumoniae, sendo considerado hoje o subtipo de

mecanismo mais difundido no mundo inteiro (CAMPOS et al., 2016).

Segundo Lee e colaboradores (2016), as enterobactérias produtoras de
carbapenemases do tipo KPC, apesar de serem as prevalentes nas infeccbes
hospitalares ndo sdo as Unicas e nem as mais preocupantes portadoras de genes de
resisténcia. Sao reportadas em todo o mundo as carbapenemases do tipo
oxacilinases-48 (OXA-48) e uma das mais recentes descobertas: a Nova Deli

metalo-B-lactamase, conhecida como NDM e que surgiu na india.
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1.3. Atividade antimicrobiana de produtos naturais

Como ressaltamos as bactérias, de um modo geral, apresentam cada vez mais
resisténcia aos antibidticos utilizados na rotina clinica, seguido do fato de que
mesmo com a atuacgdo intensa da industria farmacéutica, ndo ha, praticamente,
nenhuma nova categoria de antimicrobianos (BAQUERO & BLAZQUEZ, 1997), com
excecdo para a teixobactina (FIGURA 1), j& em fase clinica, considerado promissor
no combate as bactérias Gram-positivas (LING et al., 2015). Antes deste
antimicrobiano, somente a Linezolida foi colocada no mercado em meados dos anos
2000 e se trata de um farmaco sintético, de amplo espectro da classe
das oxazolidinonas (WEIGELT, 2005).
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FIGURA 1 - Estrutura quimica da teixobactina (LING et al., 2015)

Seguindo a linha dos antimicrobianos, observa-se com base na literatura, que
indubitavelmente, certas plantas possuem potencial para inibir e combater diversas

infeccdes, inclusive por bactérias (DUARTE, 2006).

Além disso, muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a
floresta amazbnica e a mata atlantica sdo muito utilizadas, como ja comentado,
como medicamentos naturais por diversas comunidades na terapéutica de varias
moléstias tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, maléaria, infeccdes
fungicas e bacterianas. Além destas plantas, diversas espécies exoticas foram
introduzidas no Brasil por conta da colonizacdo e a partir dai, foram também
utilizadas por tais comunidades (BUSSMANN, 2002).
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As bactérias, principalmente em ambiente hospitalar, podem apresentar
resisténcia concomitante a multiplos antimicrobianos, tornando-se um desafio, para
a definicdo de protocolos terapéuticos na atualidade (GARBATI & AL GODHAIR,
2013). Por esse motivo o interesse e as pesquisas técnico-cientificas com extratos
de plantas tém crescido substancialmente em nosso pais, somando-se ao fator da
grande biodiversidade no territério nacional (WIEST et al., 2009).

Os extratos vegetais sao popularmente utilizados para tratamento de diversas
doencas de modo empirico, porém em algumas plantas ja foram realizados estudos
de bioatividade e toxicidade em funcdo da substancia de interesse (DUARTE, 2006).

Dados historicos demonstram que as composi¢cdes produzidas pelas plantas
abrangem uma gama de metabdlitos primarios e secundarios, que podem ser
separados por diferentes técnicas. Os metabdlitos primarios sao substancias que se
localizam em todas as células vegetais e s&o imprescindiveis para o
desenvolvimento da planta. S8o os acucares, aminoacidos, proteinas e os acidos
nucléicos (LOPEZ, 2006).

Os metabdlitos secundarios, diferentemente dos primarios, sédo limitados em
sua distribuicdo pela planta, tanto dentro do préprio espécime quanto entre
diferentes espécies e sdo imprescindiveis para a sobrevivéncia e a proliferacdo das
plantas que os produzem. Entre estes compostos secundarios podemos citar entre

outros, os fendis, terpenoides, 6leos essenciais e alcaloides (MATOS, 1997).

Os metabolitos secundarios, normalmente, sdo o0s responsaveis pelas
propriedades medicinais ou toxicas das plantas, e proporcionam amplo valor
ecoldgico, pois podem agir na atragéo de polinizadores, ou desencadear uma defesa

qguimica contra uma possivel ameaga do ambiente. (RAVEN et al., 2007).

Apesar de tais substancias possuirem admiraveis finalidades nos vegetais,
podem por outro lado, produzir diversos efeitos deletérios ho homem, pela propria
composicdo e proposito destes metabdlitos. Porém, na maioria destas substancias,
a toxicidade depende muito da dosagem em que venham a ser utilizadas (LORENZI
& MATOS, 2002).
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Metabdlitos secundéarios sdo produzidos por plantas, fungos, bactérias,
protozoarios, algas, insetos, animais marinhos, entre outros. Nas plantas o conjunto
de compostos secundarios € consequéncia do balanco entre a formacdo e
eliminagdo de tais substancias durante o desenvolvimento da planta, tendo
influéncia de fatores genéticos e ambientais como luz, temperatura, tipo de solo,
agua e diversas outras variaveis. A pressao seletiva natural, inclusive as influéncias
muatuas de competicdo, parasitismo, e alteracbes ambientais que alterem a
disponibilidade de recursos séo fatores determinantes para a origem dos metabdlitos
secundarios. (RAVEN et al., 2007).

As plantas possuem diversas vias metabdlicas secundarias que dao
procedéncia a diferentes compostos como alcaloides, flavonoides, isoflavonoides,
taninos, cumarinas, terpenos, poliacetilenos, que por vezes, sdo exclusivos de
determinadas familias, géneros ou espécies. (COWAN, 1999; SOUZA et al., 2003).

Os principios ativos de uma planta nem sempre sdo conhecidos, mas mesmo
assim é totalmente possivel que ela apresente bioatividade satisfatoria e pode ser
empregada desde que ndo ofereca efeito toxico. Entre os grupos de principios ativos
podemos citar:

e Os alcaloides, que atuam no sistema nervoso central (calmante,
sedativo, estimulante, anestésico, analgésico). Alguns podem ser

cancerigenos e outros antitumorais;

e As mucilagens, que tém efeito cicatrizante, anti-inflamatorio, laxativo,

expectorante e antiespasmaodico;

e Os flavonoides, com potencial anti-inflamatorio, fortalecem os vasos
capilares, antiesclerotico, dilatador de coronarias, espasmolitico,

antihepatotoxico, colerético e antimicrobiano;
e Os taninos sao adstringentes, antimicrobianos e antidiarreicos;

e Os Oleos essenciais sao bactericidas, antivirgticos, cicatrizantes,
analgésicos, relaxantes, expectorantes e antiespasmodicos (LORENZI &
MATOS, 2002).
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As plantas que apesentam compostos arométicos sdo empregadas de modo
tradicional na medicina popular, na industria farmacéutica, na indastria de alimentos
aumentando a vida atil dos alimentos, mostrando inibicdo de bactérias e fungos
(SARTORATTO et al.,, 2004). Devido a atividade metabdlica secundaria dos
vegetais, sdo produzidas substancias como mecanismo de defesa contra micro-
organismos, insetos e herbivoros (VEIGA JUNIOR et al., 2005).

Os 6leos essenciais e 0s extratos de diversas espécies de plantas podem
conter o desenvolvimento dos micro-organismos relacionados a pele, a carie dental,
abrangendo os micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos (SARTORATTO
et al., 2004).

A atividade antimicrobiana tem sido relacionada a pequenos terpenoides e
compostos fendlicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e muroleno, que mesmo
na forma isolada apresentam atividade antibacteriana ou antifungica. Ainda que os
mecanismos de acao estejam caracterizados, 0s mesmos indicam estar integrados a
caracteristica lipofilica destes compostos, proporcionando 0 acumulo em

membranas e perda de energia pelas células (DUARTE, 2006).

Os compostos antioxidantes, taninos e flavonoides, possuem potencial de
atividade antimicrobiana, onde o possivel mecanismo de acdo € obtido devido a
competéncia de inativacdo das enzimas e a formacdo de complexos com proteinas
extracelulares, com proteinas sollveis e com a parede das células das bactérias,
destacando que a ruptura total das membranas bacterianas pode ser atribuida a
presenca de flavonoides (FALCAO et al., 2006).

Os taninos possuem ac¢do inibitéria do crescimento de micro-organismos,
entretanto ndo ha um consenso sobre mecanismo de agédo envolvido (BEELEN et
al., 2006). Um dos mecanismos sugeridos é a disposicdo dos taninos sollveis em
originar ligacdo com os elementos da parede celular das bactérias formando
complexos que sdo impossiveis de serem ligados as enzimas bacterianas,

restringindo a atividade enzimética destes micro-organismos (NELSON et al., 1997).

As particularidades e diferencas relacionadas as técnicas utilizadas para
investigacdo da acdo de compostos de plantas e uma grande variacdo localizada na
composicdo quimica de determinadas preparacdes vegetais, possibilitam o
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aparecimento de resultados de dificil comparacédo entre os estudos. Com todas as
discrepancias, ndo ha um consenso sobre os valores de bioatividade padronizados
para compostos de plantas, quando confrontados com antimicrobianos padrbes
(DUARTE, 2008).

A avaliacao da atividade antimicrobiana em extratos vegetais € obtida por meio
da determinacdo da menor quantidade do conteddo em questdo que tenha o
potencial de inibir o desenvolvimento do micro-organismo utilizado. Podendo ser
também utilizado para a realizacdo de um screening na investigacdo de novos
compostos com atividades farmacologicas. Os métodos mais conhecidos para a
avaliacdo da atividade antimicrobiana sdo: método de macrodiluicdo, método de
microdiluicdo, método de difusdo em agar e método de diluicio em agar
(OSTROSKY et al., 2008).

Algumas destas técnicas sao utilizadas para obter um screening da atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais, plantas ou substancias puras. A turbidez € um
indicativo da densidade bacteriana. Normalmente, quando ndo ha crescimento
microbiano o0 meio de cultura conserva-se limpido, porém se houver crescimento o

meio tende a ficar turvo.

Deste modo, o nivel de inibicdo esta ligado com a turbidez do meio. Pode ser
utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana de diversos tipos de amostras e até
espécies diferentes, sendo de certo modo, simples e de rapida execucdo. Entretanto
esta metodologia possui uma limitacdo deste tipo de leitura, pois 0 meio pode
apresentar crescimento bacteriano, mas o nimero de células presentes pode nao

ser suficiente para turvar o meio de cultura (RIOS et al., 1988).

Ja a difusdo em disco depende da solubilidade do composto nele instilado, e
precisa ser comparada com outras substancias conhecidas para poder avaliar o

tamanho do halo de auséncia de crescimento obtido (ALVES et al., 2008).

Ha um nuamero expressivo de familias e espécies de plantas ja estudadas.
Todavia, se ponderarmos a existéncia das cerca de 300.000 espécies de plantas
conhecidas, ainda € um percentual ainda reduzido daquelas exploradas pela

pesquisa cientifica. Em grande parte dos casos, apenas uma das partes, como folha,
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raiz ou caule, ou exclusivamente um tipo de preparacdo como 6leo essencial ou
extrato foram analisados (BUSSMANN, 2002).

1.3.1. Atividade antimicrobiana da familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae é uma das mais caracteristicas do Brasil constituindo
frequentemente a estirpe arbdrea predominante na mata Atlantica (LANDRUM &
KAWASAKI, 1997). Esta familia € decomposta em duas subfamilias, Myrtoideae e
Leptospermoideae. Possui por volta de 140 géneros e 5.800 espécies
desenvolvendo-se em distintas localidades como Australia, sudeste da Asia e
América do Sul (WILSON et al.,, 2001; WILSON et al., 2005; GOVAERTS et al.,
2008).

Como principais caracteristicas desta familia podem-se apresentar folhas
simples, opostas e de bordos inteiros; flores brancas, bissexuadas, pequenas,
tetrAmeras ou pentameras, auxiliares ou em racemos ou paniculas; ramos inertes;

casca lisa sendo normalmente clara; frutos, bagas ou drupas (SOBRAL et al., 2006).

Fazem parte da subfamilia Myrtoideae muitas plantas de relevancia econémica
no campo alimenticio, agricola e ornamental, onde especiarias como 0 cravo
(Syzygium aromaticum), os frutos de Psidium (goiabas), Eugenia, Plinia, Syzygium,

Myrciaria s&o uns dos representantes mais conhecidos (REYNERTSON et al., 2005).

Plantas da familia Myrtaceae tem em sua composi¢do uma alta concentracao
de terpenos, sabendo que existe uma variagdo qualitativa e quantitativa destes

terpenos nas folhas em populacéo e individuos distintos (KESZEI et al., 2010).

No Brasil, as espécies da familia Myrtaceae e género Eugenia constituem a
maior fragcdo de uso para fins medicinais, representando 71,4% do total empregado.
Em sua maioria, séo utilizadas para o tratamento ou auxilio no combate a disturbios
gastrintestinais, doencas infecciosas e hemorragicas, tendo como partes comumente
utilizadas as cascas, folhas e frutos (CRUZ & KAPLAN, 2004; DE QUEIROZ, 2015)

Apesar do conhecimento sobre os possiveis efeitos medicinais, os estudos
sobre algumas espécies de Eugenia ainda sao muito escassos (DUARTE, 2006; DE
QUEIROZ, 2015). Pesquisas realizadas por Araujo (2011), j& apontaram acé&o

antimicrobiana de varias espécies de Eugenia sobre determinadas cepas
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bacterianas Gram positivas e Gram negativas, como também leveduras do género
Candida.

1.3.1.1. Eugenia florida DC.

A planta Eugenia florida DC, conhecida popularmente como guamirim ou
cereja-preta, pertence a familia Myrtaceae, subfamilia Myrtoideae e ao género
Eugenia. Este engloba mais de 500 espécies, sendo encontrada de forma difundida
no Brasil, inclusive no Rio de Janeiro (ALMEIDA; FARIA; SILVA, 2012). A Eugenia
florida pode ser utilizada para diversos fins, sendo os principais a alimentacdo e
ornamentacdo, porém como todo o género Eugenia, tem potencial para utilizacdo
medicinal (ROMAGNOLO & SOUZA, 2006).

Embora tenha esta nomenclatura principal, em alguns estudos e na literatura
relacionada, a Eugenia florida DC. aparece citada pelos seus sinénimos como:
Eugenia gardneriana O. Berg, Eugenia silvatica Cambess., Eugenia
seriatoracemosa Kiaersk., Eugenia membranaceae O.Berg, Eugenia patula DC.,
Eugenia atropunctata Steud., Eugenia oligoneura O. Berg, Eugenia racemifera
Sagot, Eugenia tingelingua S. Moore, Eugenia perorebi Parodi ex Speg. & Girola
(DEWICK, 2002).

Espécimes de Eugenia florida DC. se apresentam como pequenas arvores,
com uma média de altura de 3,5m, entre outubro e dezembro florescem e frutificam.
Os frutos produzidos sado comestiveis e possuem paladar muito agradavel.
(DONATO & MORRETES, 2009).

A folha de Eugenia florida DC. é oblongo-lanceolada, de margem inteira, com
textura cartacea, base simétrica e apice suavemente acuminado. O limbo mede de 9
a 13,5 cm de comprimento, por 4,5 a 6 cm de largura. O peciolo mede de 6 a 9 mm

de comprimento por 1 a 1,5 mm de didametro na base.

As folhas de sol sdo maiores que as folhas de sombras. Em estado natural, a
folha é verde nas duas faces, apresentando-se um pouco mais clara no lado abaxial.
Quando jovem, a folha é ténue, flexivel e de coloracdo vinho, devido a presenca de

antocianina. Constata-se maior densidade vascular nas folhas de sol, que sé&o
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diferentes das de sombra por apresentarem caracteristicas particulares que
favorecem a recepcao da luz solar (DONATO & MORRETES, 2009). Na figura 2

podemos observar as caracteristicas desta espécie.

4

FIURA 2 - Planta Eugenia florida DC.- A) arvore, B) folhas, C) flores e D) frutos.

1.4. Avaliacdo da toxicidade e mutagenicidade de produtos naturais

1.4.1. Teste de toxicidade com Artemia salina

A toxicidade de um extrato e fragBes pode ser avaliada pelo ensaio bioldgico
com Artemia salina, um microcrustaceo da ordem Anostraca, muito sensivel a
presenca de substancias potencialmente toxicas (MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH,
1993).

Utilizada como bioindicador de toxicidade, a Artemia € um crustaceo filtrador
que se alimenta basicamente de bactérias, pequenos protozoarios, algas
unicelulares e detritos dissolvidos no meio. A filtracdo conduz as particulas
alimenticias e outras substancias do meio em direcdo ao seu sistema digestivo,

sendo que a taxa de filtracdo diminui com o aumento da concentracdo de particulas,
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ficando estas acumuladas e interferindo o processo normal de seus batimentos
(SOUTO, 1991).

A maioria de experimentos que visam testes de toxicidade utilizam modelos
baseados em ratos em crescimento, apresentando desvantagens para o método
como o gasto de quantidade de amostra e o elevado custo (RIOS & RECIO, 2005).
Parra e colaboradores (2001) também colocam o teste da A. salina como sendo Uutil
para predizer a toxicidade in vivo, j& que realizaram testes em 20 extratos de plantas

cubanas e estas apresentaram uma boa correlacao entre A. salina e em ratos.

Considerado por Pimenta e colaboradores (2003) como um teste eficiente,
rapido, barato e que requer uma quantidade pequena de amostra (2-20 mg), esse
método segue o principio dos 3Rs (reducdo, refinamento e quando possivel a
substituicdo) recomendado h& tantos anos por Russell e Burch (1959) para
pesquisas cientificas e tdo debatido como meta prioritaria nos dias atuais
(FLECKNELL, 2002).

A DL* (Dose Letal para 50% da populacdo de Artemia) para valores
encontrados em teste com o microcrustaceo € geralmente dez vezes a concentracao
necessaria para inibir 50% do crescimento celular (CI50) em testes antitumorais
(MCLAUGHLIN & ROGERS, 1998). A utilizacdo de Artemia é facilitada por ser uma
espécie de facil manipulacdo em laboratério e de baixo custo econémico (CALOW,
1993). Estudos comprovam a acdo téxica de varias substéncias naturais ao
crustaceo Artemia (RIOS & RECIO, 2005; NASCIMENTO et al, 2008).

O bioensaio em Artemia salina oferece uma vantagem na padronizagdo e no
controle de qualidade de produtos botanicos e pode ser usado para monitorar a
atividade de produtos naturais bioativos. Esse teste € bem correlacionado com a

atividade antitumoral (citotoxicidade).

4.1.2. Teste de Ames e avaliacdo da mutagenicidade

A utilizacdo de bactérias para detectar mutacdes génicas €, atualmente, uma

importante ferramenta para os estudos das etapas do processo de carcinogénese e
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para detectar compostos genotoxicos, capazes de causar danos a saude humana e
ambiental (UMBUZEIRO & VARGAS, 2003).

Ames e Yamasaki (1971) descreveram um método utilizando mutantes de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium deficientes da sintese de histidina para
detectar o potencial carcinogénico de compostos quimicos. No entanto, sabido que a
maior parte dos carcindbgenos conhecidos depende de metabolizacdo para

apresentar seu potencial de interacdo com o DNA (CLAXTON, 1997).

Portanto, se faz necesséaria a utilizagdo de um sistema de metabolizacdo
exogena, geralmente, se baseando no uso de fracdes microssomais hepéticas de
ratos (MCCANN, 1975).

A utilizacdo de modelos bacterianos para a deteccdo de mutagenos €
recomendada pelo guideline 471, de 17 de julho de 1997, da Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (Organization for Economic Co-
operation and Development — OECD, 1997), que € um 0rgdo nao governamental
responsavel pela normatizacdo de  diretrizes de  desenvolvimento.
Consequentemente, as demais agéncias reguladoras de produtos de sanidade
humana e animal no mundo submetem aos testes, os produtos que porventura

possam ser comercializados em seu territorio.

Seguindo modificacbes do método descrito por Maron e Ames (1983), sdo
utilizadas cinco linhagens do clone LT2 da bactéria Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104), deficientes da sintese do
aminoacido histidina (His"), geneticamente modificados no operon da histidina, para

detectar mutagenos diversos, que produzem padrfes determinados de mutacéo.

Segundo Maron e Ames (1983), a cepa TA97 detecta mutacbes do tipo
frameshift, onde ha modificacéo na leitura do DNA, e apresenta mutacdo no gene his
D 6610 e alvo para mutagdo os residuos GC. Ja cepa TA98 expressa mutacdo no
gene hisD (hisD3052) que codifica a histidinol desidrogenasee detecta compostos

mutagénicos que acarretam deslocamento do quadro de leitura do DNA.

A mutacdo hisG46 presente na cepa TA100 ocorre no gene que codifica a

primeira enzima do processo de biossintese da histidina, através da substituicdo do
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codon selvagem GGG (CCC) — prolina — por GAG (CAT) - leucina. Desta forma,
esta cepa detecta agentes mutagénicos que geram substituicdes, principalmente
neste par G-C. A cepa TA102 contém a mutacé@o ochre TAA no gene hisG e detecta
de modo eficaz substancias mutagénicas como formaldeido, glioxal, varios
hidroperoxidos, bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV, estreptonigrina e agentes
cross-link, como mitomicina- C. A cepa TA104 apresenta uma mutacdo no locus
hisG46 e pode reverter todas as combinacdes de pares de bases, por
substituicbes/transversoes de pares de bases A:T por C:G (MARON & AMES, 1983).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido ao aumento de micro-organismos multirresistentes na atualidade, as
opcOes terapéuticas estdo ficando escassas no que diz respeito ao uso de
antimicrobianos ja comercializados. Além deste fato, existe ainda a alta toxicidade
de certos antimicrobianos elegiveis no tratamento de infeccbes por tais micro-
organismos.

Sendo assim torna-se necessario o estudo e pesquisa sobre a atividade
antimicrobiana, toxicidade e mutagenicidade de substancias e /ou extratos oriundos
de plantas medicinais que possam ser eficazes contra infec¢cdes e com menor nivel
de toxicidade para o organismo.

A escolha de Eugenia florida para este trabalho foi baseada em estudos
anteriores em nosso grupo de pesquisa por conta da utilizacdo popular desta planta
em forma de garrafadas por quilombolas. Os mesmos relatam o uso em infec¢des
intestinais e diarreias, remetendo a um potencial antimicrobiano ja que boa parte

destes disturbios gastrointestinais é de origem bacteriana.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos gerais

Avaliar diferentes extratos de Eugenia florida como potenciais antimicrobianos
frente a diferentes cepas padrdo bacterianas e de leveduras, determinando a

Concentracdo Inibitéria Minima em diferentes fracoes.

3.2. Objetivos especificos

eObtencdo de diferentes extratos vegetais a partir do extrato etandlico de
Eugenia florida;

e Avaliar a atividade antimicrobiana de cada extrato (bruto e semi-puros) por
diferentes técnicas, comparando sua eficacia,

e Identificar 0s componentes majoritarios presentes nos extratos que
apresentarem bioatividade, por procedimentos cromatograficos;

¢ Avaliar a toxicidade e a mutagenicidade dos extratos obtidos;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Métodos gerais

Os experimentos de prospeccdo do material vegetal e os testes fitoquimicos
foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais (PN-2) em Farmanguinhos e
os testes de atividade biolégica e toxicidade foram realizados no Laboratério de
Microbiologia do Departamento de Ciéncias Biolégicas (DCB), situado na Escola
Nacional de Saude Publica (ENSP), ambos situados na Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). Os ensaios de mutagenicidade foram realizados no Laboratorio de
Mutagénese Ambiental da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Tais

experimentos foram realizados de janeiro de 2016 a janeiro de 2017.

4.1.1. Obtencdo dos extratos e fracées

4.1.1.1. Material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada no Jardim Botanico do Rio de Janeiro
(JBRJ), sendo o espécimen numero 1385 de Eugenia florida DC., localizado no
canteiro 5K. Procedeu-se a coleta em dois momentos diferentes, sendo a primeira
no dia 14 de janeiro de 2016 e a segunda no dia 17 de fevereiro do mesmo ano,
como consta na tabela 1 junto aos dados pertinentes ao processo e na tabela 2,

onde os dados de registro em herbario e localizacao foram descritos.

A escolha do material vegetal se restringiu as folhas, pois segundo o0 uso
tradicional e testes realizados com garrafada pelo nosso grupo de pesquisa mostrou
gue os extratos (BESSA et al., 2013; DE QUEIROZ et al., 2015), possuiam atividade
antimicrobiana, além de ser a parte da planta com maior frequéncia de renovacgéo e

por consequéncia, maior conservacio (LOPEZ, 2006).

As folhas foram coletadas por todo o espécimen utilizando um podéo e tesoura
de poda e logo em seguida foram selecionadas as mais saudaveis, destacando-as

dos galhos.
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TABELA 1 - Dados de coleta de Eugenia florida DC.

Data 14/01/2016  17/02/2016
Hora 8h 20 min. 9h
Temperatura 23°C 27°C
Umidade 95% 84%
Quantidade 1.595¢ 706 g

A segunda coleta teve como propdsito assegurar quantidade de material
suficiente caso fosse necessario repetir algum ensaio, ja que os parametros de

coleta foram praticamente oS mesmos.

TABELA 2 - Dados de Registro de Eugenia florida DC. em herbério e localizacao.

Registro no  Registro no herbario Farmacia

Espécie herbario do Verde de Farmanguinhos/ Coordenadas
JBRJ Fiocruz
S —22°58
E. florida 02.45”
RB 336.681 FFAR — 443
DC. W —43°13'2467”

Altitude 16msnm

4.1.1.2. Obtencdo dos extratos

ApoOs a coleta, as folhas saudaveis foram limpas, pesadas e secas em estufa
com temperatura de aproximadamente 40°C. O tempo de secagem foi de 48 a 72
horas. Apos esse periodo o material novamente pesado para calculo de rendimento
e triturado em moinho de facas em cinco a sete ciclos, por um tempo de cinco
segundos cada um. O extrato foi preparado com 50g de folhas secas da primeira
coleta, adicionado 1L de etanol P.A. e obtido por maceracdo estética em frasco
vedado. O restante do material foi armazenado para estudos posteriores
(CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).
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Para pesquisar diferengas de concentracdo e bioatividade, foi avaliada a
influéncia do tempo de extracdo: sete, catorze e vinte e um dias. Em cada periodo
de sete dias foram retiradas aliquotas para a realizacado dos testes de atividade e
prospeccdo fitoquimica, enquanto. Os extratos passaram pelo rotaevaporador
BUCHI® (FIGURA 3) até a secura e foram armazenados em dessecador para
minimizar a quantidade de solvente. Apés este processo houve a ressuspensao com
solucéo hidroalcodlica a 50%. Para a reducédo de particulas sélidas foi utilizado papel
de filtro e para esterilizagao o filtro microbiologico de 0,22um. O rendimento em cada

etapa é demonstrado na tabela 3.

Imagem: Jaime Abrantes

FIGURA 3 - Rotaevaporador utilizado.

TABELA 3 - Peso e rendimento durante 0s processos de prospeccao.

Peso (rendimento) Coletal Coleta 2
Fresco total 1595¢g 7069
Seco total 6619 (41,4%) 3189 (45%)
Seco utilizado 50g/1000mL 50g/1000mL

Extrato obtido 6mg/mL 6mg/mL
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4.1.1.3. Obtencao das fracoes de Eugenia florida

O extrato bruto, da aliquota do 21° dias, foi concentrado e depois
ressuspendido em agua, originando um precipitado que € chamado de fracéo
insoluvel. O precipitado foi separado em filtro de papel, e o filtrado restante
fracionado através de particdo liquido-liqguido com solventes de polaridade crescente
(hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol). Apos a evaporacdo dos
solventes sob presséao reduzida, obtivemos as fracdes desejadas (CECHINEL FILHO
& YUNES, 1998).

4.1.2. Preparo do meio de cultura

Como meio de cultura, o agar Mueller Hinton® foi utilizado para a realizacéo
do Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) por difusdo em disco e
também pode ser utilizado para um screening test da atividade antimicrobiana do
extrato quando este esta fundido ao meio (COSTA et al., 2010; MIMICA; MENDES,
2007).

O meio de cultura agar Mueller Hinton® se apresenta em pd comercial e
precisou ser diluido em agua numa proporcdo de 38g de meio para cada litro de
agua e depois aquecido para total solubilizacdo. A esterilizacdo foi realizada por
calor umido em autoclave na temperatura de 121°C, com 1 atm. de pressao por 15
minutos. Apds este processo o meio fundido foi resfriado para aproximadamente
40°C e depois distribuido em placas de Petri de 60 mm. Apds solidificacdo foi
realizado o teste de esterilidade das placas por incubacdo de 18h em estufa a
35/36°C, avaliacdo da espessura de 4 mm e posteriormente liberado para utilizacao
(MUELLER & HINTON, 1941; OPLUSTIL, 2010).

4.1.3. Ensaios bioldgicos

Os ensaios bioldgicos foram realizados em cepas bacterianas ATCC (American

Type Culture Collection), pois sédo padronizadas com relacdo a seu fenotipo
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bioquimico e ao seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos. Foi testado o extrato

bruto hidroalcodlico frente as cepas bacterianas ATCC.

Foram utilizados para avaliacdo da atividade antimicrobiana, trés diferentes
formas de andlise, inicialmente foi realizado um screening com base na fusdo do
extrato de Eugenia florida com o meio Mueller Hinton, a difusdo em disco usando
diferentes concentracfes do extrato e a microdiluicdo, onde € possivel realizar a
avaliacdo da Concentracao Inibitéia Minima (CIM) (OSTROSKY et al, 2008).

A Concentracédo Bactericida Minima (CBM) foi obtida por meio de repique em
meio sélido do contetdo do poc¢o na placa de microdiluicdo que apresentou a CIM.
Foi considerada CBM aquela que ndo apresentou crescimento microbiano no meio
de cultura junto ao contelddo em questdo, apoOs incubacdo. Quando houve
crescimento, foi denominada Concentracdo Bacteriostatica (CB) (BARON &
FINEGOLD, 1990). O uso de mais de uma estratégia metodoldgica teve a finalidade
de comparacao de resultados.

4.1.3.1. Micro-organismos avaliados

Foram utilizadas doze cepas de bactérias e trés leveduras ATCCs neste
estudo. A maioria do acervo € constituido de cepas selvagens, ou seja, nao
apresentam mecanismos de resisténcia adquiridos, apenas 0s constitutivos quando
apresentam. Seus perfis bioquimicos e de susceptibilidade aos antimicrobianos

foram confirmados por meio de sistemas automatizados e manuais. S&o elas:

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) — Cepa selvagem;

Staphylococcus aureus (ATCC 29213) - Produtor de Beta-lactamase;

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) — Cepa selvagem,;

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) — Cepa selvagem,;
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Enterococcus faecalis (ATCC 51299) - Resistente a vancomicina e a

aminoglicosideos;
e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) — Cepa selvagem,;

e Escherichia coli (ATCC 35218) - Produtora de ESBL (Beta-lactamase de

espectro estendido; utilizada para controle de conjugados);
e Escherichia coli (ATCC 25922) — Cepa selvagem;

e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) — Produtora de ESBL

(resisténcia plasmidial);
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) - Cepa selvagem,;
e Proteus mirabilis (ATCC 7002) — Cepa selvagem;
e Proteus vulgaris (ATCC 8427) — Cepa selvagem;
e Candida parapsilosis (ATCC 22019) — Cepa selvagem;
e Candida glabrata (ATCC 2350) — Cepa selvagem;

e Candida albicans (ATCC 10231) — Cepa selvagem;

Neste experimento, as cepas bacterianas acima foram denominadas por letras

de A a L respectivamente. E as de leveduras foram denominadas L1, L2 e L3;

4.1.3.2. Preparo do in6culo e padronizacdo

O preparo do inoculo bacteriano € baseado na escala de turbidez de Mc
Farland (tubo 0,5), que se fundamenta na turvacdo correspondente a uma
determinada concentracdo bacteriana em meio liquido, que se correlaciona a
grandeza de aproximadamente 10® UFC (Unidades Formadoras de Coldnia) por mL
(NOGUEIRA & MIGUEL, 2010; CLSI, 2016).
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Dependendo do tipo bacteriano foi alcangado este grau na escala pegando de
duas ou trés colonias do micro-organismo e diluindo em aproximadamente trés
mililitros de solucdo salina a 0,9%, homogeneizando em agitador de tubos. Foi
utilizada a escala para determinar os padrbes de referéncia de turbidez por
comparacao visual e, em nos caso de duvida foi utilizado o turbidimetro (OPLUSTIL,
2010).

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrosado, realizando dois
repiques para obter culturas puras e jovens. Para o preparo do indculo foram
selecionadas de quatro a cinco coldnias que foram suspensas em cinco mililitros de
salina a 0,9% e homogeneizadas em agitador de tubos. A concentracédo final foi de
1,5 X 10° UFC/mL, de acordo com a metodologia estabelecida por Espinel-Ingroff e
Pfaller (1995).

4.1.3.3. Método de diluicdo em agar Mueller Hinton com extrato

Como foi citado anteriormente, o método de diluicdo em agar tem como funcéo
ser um screening da atividade antimicrobiana de um extrato, onde se funde a
guantidade de extrato desejada no meio de cultura. Neste trabalho o extrato foi
fundido ao meio de forma que a concentracdo do extrato fosse respectivamente de 3
mg/mL, 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL e 0,25 mg/mL (COSTA et al., 2010).

Para cada extrato, obtidos das aliquotas de 7, 14 e 21 dias, foram realizados
ensaios em triplicata. Ao todo foram realizados nove ensaios, cada um com cinco
concentracdes diferentes do extrato. Em cada placa de 60 mm foi possivel testar

quatro cepas com spots de 10uL (FIGURA 4).

A incubacéo foi realizada em estufa bacteriologica a aproximadamente 35°C
por 24 e 48h. A menor diluicho onde a cepa nado apresentou crescimento foi

denominada CIM (concentrag&o inibitéria minima).
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FIGURA 4 - Placas contendo o extrato fundido ao meio em

concentracdes diferentes.

As letras de A a H representam cepas bacterianas diferentes e a coloragdo do
meio corresponde a concentragdo do extrato fundido ao agar.

4.1.3.4. Método de difusdo em disco

O método de difusdo em disco se baseia na capacidade do extrato,
inicialmente impregnado em disco, de se difundir pelo meio de cultura e ser ativo ou

nao contra o micro-organismo (OSTROSKY et al., 2008).

Neste método foi utilizado disco de filtro de papel estéril e nele foram colocadas
com auxilio de uma micropipeta, concentracdes determinadas do extrato, de 3
mg/mL, 2 mg/mL e 1 mg/mL. Esses discos foram depositados na superficie do meio
Mueller Hinton contendo o in6culo bacteriano da cepa padrédo ATCC, em turvacéo de
crescimento correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland semeado por
induto continuo. Tais discos de papel de filtro (6 mm de diametro) foram
impregnados com 10 pL do extrato bruto e deixados secar assepticamente a
temperatura ambiente, por 2 horas.

Os discos foram colocados numa distancia de 25 a 30 mm com o auxilio de
uma pinca estéril, sobre as placas inoculadas com os micro-organismos teste de
forma equidistante. Depois de incubagéo de 24 h em estufa bacterioldgica foi medido
o halo de inibicdo de cada disco com as mesmas concentracbes que a técnica
anterior (BAUER et al., 1966). Como controle positivo foi utilizado ciprofloxacino para
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bactérias e anfotericina B para leveduras. Ja no controle negativo foi utilizado disco

com o solvente, no caso uma solucéo hidroalcodlica a 50% (CLSI, 2016)

4.1.3.5. Método de microdiluicdo em caldo

Na microdilui¢co foi utilizado o caldo BHI, com o extrato e o indculo bacteriano.
Na macrodiluicdo a ordem de grandeza da solucao € de mililitros, ja na microdiuicéo,

podemos trabalhar com microlitros (CLSI, 2016).

Este método foi realizado segundo o compéndio internacional denominado
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016), em placa de microdiluicéo
estéril com 96 pocos e cada bactéria a ser testada foi inoculada em duplicata. Todos
os pocos foram entdo preenchidos com 100 pL do meio BHI. Posteriormente, em
cada poco inicial da placa foram adicionados 100 pL de extrato e o volume total por
sua vez foi transferido para o po¢o seguinte, reduzindo a concentracao pela metade.
Do primeiro para o segundo 100 pL e assim por diante. No ultimo poco foi
descartado o volume de 100 pL. Por fim em cada poco foi depositado 10 uL de
in6culo bacteriano na diluicdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland.
A placa foi incubada em estufa bacteriol6gica por 24h a temperatura de 35+2 °C.

A concentracdo anterior aquela onde houve turvacdo correspondente ao
crescimento bacteriano, foi denominada como Concentracao Inibitéria Minima (CIM),

e os resultados anotados para futura anélise (CLSI, 2016).

Foram realizados quatro tipos de controle para garantir a qualidade e
confiabilidade do teste. Foi realizado o controle do meio, onde somente o0 mesmo foi
depositado nos pogos para confirmar a esterilidade do meio e da placa utilizada. O
controle do meio junto as cepas Gram positivas, Gram negativas e de leveduras
respectivamente, demonstrou que 0 meio estava apto para proporcionar o

crescimento bacteriano.

O controle do solvente, no caso alcool a 50%, foi realizado a fim de demonstrar
gue ndo havia inibicAo do crescimento bacteriano por acdo do solvente, o que
poderia gerar davidas no resultado do teste, causando um falso positivo para

atividade do extrato. E por ultimo, o controle de inibicdo, onde foram adicionados ao
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meio e as cepas, 0 antimicrobiano ciprofloxacino para as bactérias e anfotericina B

para as leveduras.

4.1.4. Agentes antimicrobianos

Nos testes de atividade foram utilizados antimicrobianos especificos
compativeis com cada tipo de bactéria. Ciprofloxacino foi o antimicrobiano
selecionado para a inibicdo bacteriana nas mesmas concentracdes que o extrato
para servir como padrdes comparativos (OSTROSKY et al., 2008). Seguindo as
recomendacBes do CLSI (2016), para controle de inibicdo fangica, foi utilizado
anfotericina B em concentracdo de 100 microgramas/mL. Os farmacos utilizados no
controle positivo de inibicdo foram reconstituidos em agua destilada a fim de se

obter uma solucéo nas concentracfes desejadas.

4.1.5. Prospeccéo fitoquimica qualitativa

Os testes de prospeccao fitoquimica foram realizados no extrato bruto e
semipuro, utilizando reacBes quimicas especificas que geram coloracdo ou
precipitacdo caracteristica que identificam a presenca de metabdlitos secundarios.
Os testes selecionados tiveram como objetivo a verificagdo da presenca de
triterpenos/esteroides, saponinas, flavonoides, taninos e alcaloides nos extratos de
folhas de Eugenia florida DC. Todos os testes fitoquimicos seguiram a metodologia

empregada por Matos (1997) conforme mostrado abaixo.

4.1.5.1. Testes de identificacdo

1) triterpenoides e esteroides pelo teste de Libermann Burchard

Para deteccéo de triterpenoides e esteroides foram misturados 2mL de extrato
e 2mL de cloroférmio, em seguida procedemos a filtracdo em sulfato de sodio anidro
e a adicdo de 1mL de anidrido acético com agitacado suave. Por fim adicionamos 3

gotas de &cido sulfurico concentrado e continuamos agitando suavemente. A



53

visualizagdo de uma coloracdo azul evanescente e depois verde, indica a presenca
de esteroides livres, porém se o produto apresentar uma cor parda a vermelha,

indicara a presenca de triterpenoides livres.
2) saponinas pelo teste de espuma

No teste para identificacdo de saponinas foram acrescentados 5 mL de agua
destilada a 2mL de extrato e mais 2mL de cloroféormio. Depois de forte agitacdo, a
visualizacdo de formacdo de espuma abundante e persistente indica uma reacéo

positiva da presenca de saponinas.
3) alcaloides pelo teste de Dragendroff

Para a identificacdo de alcaloides foram utilizados 2 mL de extrato, mais 15
gotas de hidréxido de sodio a 1%, 2mL de agua e 2mL de cloroférmio. Com um funil
de separacgdao, utilizando a fase organica em outro recipiente, adicionamos 15 gotas
de acido cloridrico a 1% e 2mL de &gua destilada. Com funil de separagdo foi
reservada a fase aquosa acida e por fim foram adicionadas trés gotas de reagente

Dragendorff. A formacéo de precipitados insollveis indica a presenca alcaloides.
4) Flavonoides pelo teste de Shinoda

Foi realizamos o teste com &cido cloridrico concentrado e magnésio. Onde
foram adicionados a 2 mL do extrato, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita
com 2 mL de acido cloridrico concentrado. O fim da reacdo da-se pelo término da
efervescéncia. O aparecimento de coloracdo que varia de parda a vermelha indica a

presenca de flavonoides no extrato.

5) Taninos pelo teste de FeCl,

A presenca de Taninos foi revelada com a adicédo de trés gotas de solucao de
Cloreto férrico 1%, sendo possivel observar a presenca da coloracao azul ou verde
caracteristica caso o teste seja positivo. Ja um teste negativo é indicado pela cor

inalterada do extrato.
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Todos os testes foram realizados em triplicata e com extratos brutos das
aliquotas do 7°, 14° e 21° dias de maceracdo estética, a fim de observar alguma

diferenca nos resultados da prospeccéo fitoquimica qualitativa.

4.1.6. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram avaliados os eluentes e os reveladores utilizados nos extratos obtidos.
Estes solventes foram anteriormente testados em diferentes proporcdes:
hexano/acetato de etila (4:1, 1:1, 1:4, 1:2, 1.5 e 1:8) e acetato de etila/metanol (4:1,
1:1, 1:2, 2:1, 1:4, 8:1, 6:1) (DE QUEIROZ et al., 2015). Como reveladores foram
utilizados: lampada de ultravioleta, anisaldeido sulfurico, sulfato cérico, NP-PEG,
cloreto férrico 3% e vanilina sulfdrica. Foi eleito, apos a avaliacdo de estudos
anteriores, o eluente hexano/acetato de etila em proporcéo de 1:4 e como revelador,
a lampada de ultavioleta e vanilina sulfurica (FROEHNER; LEITHOLD; LIMA
JUNIOR, 2007). Tais eluentes foram eleitos devido a melhor separagdo na CCD
(FIGURA 5), e os reveladores com base na melhor visualizagdo das classes
presentes nos extratos (DE QUEIROZ et al., 2015).

FIGURA 5 - Cuba com a placa em eluicdo na CCD.
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4.1.7. Ensaios de toxicidade e mutagenicidade

Os ensaios realizados para a pesquisa de toxicidade e potencial mutagénico
foram os Testes com Artemia salina para toxicidade e o de Ames para

mutagenicidade e também toxicidade.

4.1.7.1. Teste com Artemia salina Leach

O ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi realizada através da adaptacao
da metodologia de Meyer et al. (1982), preparando-se uma solugdo com sal marinho
na concentracao de 300 g/L .

O pH foi ajustado entre 8,0 e 9,0, por meio de solucdo 0,1 mol/L de NaOH. Esta
solucéo foi utilizada para eclosdo dos ovos de Artemia salina e no preparo das
demais diluicdes. Posteriormente a estabilizagcdo, em aproximadamente 24 horas,
foram adicionados 3 g de cistos de A. salina, que foram colocados para eclodir na

solucéo salina por 48 horas, com aeragao constante a 25°C.

Seis concentracdes diferentes do extrato bruto (3500, 3000, 2500, 2000 1000 e
500 pg/mL) foram testadas através da colocacdo em tubo de ensaio de 1,0 mL de
solucéo salina a 0,9%, dez larvas de A. salina e 500 uL das concentracdes testadas

do extrato bruto, cada uma em triplicata.

Seguindo as recomendac¢des de Dolabela (1997), os tubos foram mantidos por
periodo de 24 horas em iluminacao artificial a 28°C e em seguida realizadas as
contagens dos animais mortos e vivos (FIGURA 6).

Para o calculo da DL*® considera-se um produto de baixa toxicidade quando a
dose letal 50% (DL>°) foi superior a 500 pg/mL, moderadamente para DL*° entre 100
a 500 pg/mL e muito téxico quando a DL*° < 100 pg/mL (DOLABELA, 1997).
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FIGURA 6 - Larvas de Artemia salina.

4.1.7.2. Teste de AMES

Para a deteccédo de mutagenicidade no extrato bruto de Eugenia florida DC., foi
eleito o teste de Ames com Salmonella enterica sorovar Typhimurium, que indica por
meio da sensibilidade das cepas utilizadas, a possibilidade de sofrer mutagéo ao ser
exposta a substancias externas ao seu proprio metabolismo e habitat. Utilizamos as
linhagens TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104 (TAGLIARI; CECCHINI; SARIDAKIS,
1999).

Para verificar se as cepas utilizadas apresentam as caracteristicas genéticas
especificas que lhes conferem uma maior capacidade de detectar mutagenos, foi
realizada uma bateria de testes capazes de verificar 0os aspectos fenotipicos,
relativos a expressao do genaétipo bacteriano.

A essa bateria de testes, se da o nome de checagem de fenotipos. Os
procedimentos a seguir foram realizados de acordo com Maron e Ames (1983)
(TABELA 4).
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TABELA 4 - Caracteristicas a serem observadas na checagem de fenétipos das cepas de

S. enterica sorovar Typhimurium.

Mutacao Resisténcia Requerimento Reversao
Cepa rfa  uvr Ampi® Tetra® His Bio [] [+]
B

TA97 + + + - + + 80-215 >400
TA98 + + + - + + 20-55 >100
TA100 + + + - + + 100-240  >500
TA102 + - + + + - 100-400 >800
TA104 + + + - + + 150-500  >1000

Legenda: Na checagem de fendtipos, sdo detectas caracteristicas fenotipicas de cada linhagem utilizada no
ensaio de mutacao reversa bacteriana. As cepas utilizadas foram TA97, TA98, TA100, TA102 e
TA104. As caracteristicas a serem detectadas sdo as mutacdes nos genes rfa e uvrB, a resisténcia a
Ampicilina (AmpiR) e a Tetraciclina (TetraR), o requerimento de Histidina (His) e Biotina (Bio) e as
taxas de reversdo espontanea ([-]) e induzida ([+]). (+)=positivo, presenc¢a do fendtipo; (-)=negativo,
auséncia do fendtipo. Fonte: Adaptado de MARON & AMES, 1983.

Sao verificadas caracteristicas como: (a) presenca da mutacdo no gene rfa,
que aumenta a permeabilidade da parede de LPS, permitindo que moléculas de alto
peso molecular atravessem a parede celular das bactérias; (b) a presenca da
mutacdo no gene uvrB, que confere um mecanismo de reparo por excisdo de
nucleotideos (NER), através da resisténcia a radiacdo UVB,; (c) a presenca do
plasmideo pKM101, que confere resisténcia ao antibidtico Ampicilina e aumenta a
taxa de reparo propenso a erro (EPR); (d) a presenca do plasmideo pAQ1, que
confere resisténcia ao antibiético Tetraciclina e apresenta um dominio extra de
mutacé&o da histidina; (e) o requerimento de histidina e (f) biotina e, por fim, as taxas

de mutacao (g) espontanea e (h) induzida.

Para detectar a mutacao rfa, 100uL das culturas bacterianas crescidas em
caldo Luria Bertani (LB) a 1-2 x 10° cel./mL foram dispersas em &gar nutriente,
utilizando 2mL de agar de superficie (7 g/L agar; 5 g/L NaCl, 45 °C). Apos a
polimerizacdo do agar de superficie, um disco de papel filtro estéril foi aplicado no
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centro da placa, 10pL de uma solugéo de Cristal Violeta (1 g/L) foi aplicada no papel
e, apos 18-24 horas, os resultados foram avaliados. Esperava-se observar um halo
de inibicdo de cerca de 15 mm de diametro em todas a cepas portadoras dessa

mutacao.

Para detectar a mutacédo uvrB, foram realizadas estrias de cada linhagem em
placas de agar nutriente, com auxilio de alcas bacterioldgicas descartaveis. Metade
de cada placa foi coberta, deixando um lado da placa exposto a radiacdo UV (15W —
germicida) a uma distancia de 33 cm, por 8 segundos. Apés a incubacao por 18-24h,
foi realizada a avaliacdo. Esperava-se observar o crescimento das linhagens na
metade né&o irradiada e, na metade irradiada, apenas a TA102, portadora do sistema

de reparo por excisdo de nucleotideos, deveria crescer.

Para detectar a resisténcia aos antibidticos ampicilina e tetraciclina, 100uL
das culturas crescidas em caldo LB a 1-2 x 10° células/mL foram colocadas em
10mL de caldo LB na presenca de 31,5uL de ampicilina (8 mg/mL) e 2,5uL de
tetraciclina (8 mg/mL). Esperava-se que as linhagens utilizadas fossem resistentes a
ampicilina e sensiveis a tetraciclina, com excecdo da TA102, que também era

resistente ao ultimo.

Para detectar a necessidade de histidina e biotina, foi realizada a incubacéo,
em tubos de ensaio estéreis, de 100uL das culturas bacterianas crescidas em caldo
LB a 1-2 x 10° cel./mL em: (a) auséncia dos dois componentes, (b) na presenca de
histidina (0,1 M) ou (c) biotina (0,5mM) e (d) na presenca de ambos, diluidos a 10%

em 2 mL de &gar de superficie.

O agar de superficie foi vertido em placas de agar Vogel-Bonner 10X (10 g/L
MgS0,4.7H,0; 100 g/L CsHgO7.H,0; 500 g/L K;HPO4; 175 g/L Na(NH4)HPO4.4H,0)
contendo 20 g/L de glicose (agar VB — Meio minimo). Esperava-se observar
crescimento apenas nas placas em que ha adicao de histidina e biotina. Para a cepa
TA102, houve o crescimento nas placas contendo histidina, sendo ausente a biotina,

ja que esta cepa nao € auxotréfica para a sintese dessa vitamina.

Para verificar as taxas de reversao espontanea e induzida, cada linhagem
bacteriana foi incubada a 37°C por 16 horas, em LB com ampicilina e tetraciclina

(para TA102) até atingir a fase estacionaria (1-2 x 10° cel./mL). Foram colocados,
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em um tubo de ensaio: 100 yL dessa suspensdo bacteriana, 500 yL de tampao
fosfato de sédio (0,2 M; pH 7,4) e 100 uL de DMSO (controle negativo) ou um

controle positivo, especifico para cada linhagem (TABELA 5).

TABELA 5 - Controles Positivos utilizados no Teste de Ames e na
checagem de fendétipos

Cepa Substéancia para controle positivo

Oxido de N-4-Nitroquinolina (CAS: 56-57-5)

TA97

1,0 pg/placa

Oxido de N-4-Nitroquinolina (CAS: 56-57-5)

TA98

1,0 pg/placa

Azida Sédica (CAS: 26628-22-8)

TA100

0,5 pg/placa

Mitomicina C (CAS: 50-07-7)

TA102

0,5 pg/placa

Metilmetano sulfonato (CAS: 66-27-3)

TA104

250 ug/placa

Legenda: Controles positivos (mutagenos) utilizados na checagem de fenétipo.
Estdo expressos os controles utilizados (nome usual e nimero CAS) e a dose
utilizada, para cada linhagem. Fonte: Adaptado de Mortelmans e Zeiger, 2000.

Os tubos foram ent&o incubados a 37°C por 20 minutos. Em seguida, 2 mL de
agar de superficie, contendo solucdo de histidina e biotina (10%) a 45 °C foi
adicionado no tubo de ensaio e a mistura final foi vertida sobre uma placa de Petri
de &gar Vogel-Bonner até a solidificagdo do agar de dispersédo e entédo incubada a
37 °C por 72 horas.

As unidades formadoras de colonias (UFC) revertentes His® foram contadas
manualmente. Esperava-se obter um namero de coldnias revertentes dentro da faixa
apresentada na tabela 3, tanto para o padréo espontaneo, quanto para o induzido,

utilizando os mutagenos especifico para cada linhagem, descritos na tabela 4.
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No ensaio de mutacao reversa bacteriana (TAGLIARI; CECCHINI; SARIDAKIS,
1999), cada linhagem bacteriana foi incubada a 37°C por 14-16 horas, sob agitacdo
em LB com ampicilina e/ou tetraciclina até atingir a fase estacionaria (1-2 x 10°
células/mL). Foram colocados, em um tubo de ensaio: 100 yL dessa suspensao
bacteriana, 500 pL de tampao fosfato de sédio (0,2 M; pH 7,4) e 100 uL de uma das
concentragdes (0,1; 1; 10; 100 ou 1000 pg/placa) do extrato, ou controles positivo
(de acordo com cada linhagem e na auséncia de metabolizacdo) ou controle
negativo (DMSO).

Os tubos foram ent&o incubados a 37°C por 20 minutos. Em seguida, 2 mL de
top agar contendo solucao de histidina e biotina (10%) a 45 °C foi adicionado no tubo
de ensaio e todo o conteudo foi vertido sobre uma placa de Petri de agar Vogel-
Bonner. Esta mistura final foi incubada a 37 °C por 72 horas e as unidades

formadoras de colonias (UFC) revertentes His* foram contadas manualmente.

A amostra foi considerada positiva / mutagénica quando o numero de
revertentes no ensaio foi, pelo menos, duas vezes maior que o numero de
revertentes espontaneos (observados no controle negativo), gerando um indice de

mutagenicidade maior ou igual a dois, (IM = 2).

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados foram
analisados pela variancia estatistica do tipo one-way ANOVA, seguido do pés-teste
correlativo de Tukey, a fim de determinar diferengas estatisticas significantes (p <
0,01). As amostras que obtiveram IM = 2 foram analisadas pelo ensaio correlativo de
Bernstein, a fim de se obter a poténcia mutagénica dos compostos estudados
(OECD, 1997; ARAUJO-LIMA et al., 2017).

As avaliagbes quantitativas foram feitas para determinar os efeitos citotoxicos
das concentracoes dos compostos. No ensaio, 10 pL da suspensdo bacteriana
tratada como descrito para o Teste de Ames foi diluida em microtubos contendo uma
solugédo salina 0,9% (NaCl 9 g/L), sendo realizada uma diluicdo seriada onde a
diluicéo final foi 10”". Em seguida, 100 uL da mistura foram colocados em uma placa

de Petri com agar nutriente e espalhados com auxilio de pérolas de vidro.

Estas placas foram incubadas a 37°C por 24 h. As colbnias foram contadas

manualmente e um calculo percentual foi feito em relagdo ao controle negativo.
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Foram consideradas concentracdes citotdxicas aquelas onde o percentual de
sobrevivéncia foi menor que 70%, em relacdo ao controle negativo e houve
diferenca estatistica significativa. Os experimentos foram realizados em triplicata e
repetidos duas vezes. Os resultados foram analisados por one-way ANOVA, seguido
do poés-teste correlativo de Tukey, a fim de determinar diferencas estatisticas
significantes (p < 0,01) (OECD, 1997; ARAUJO-LIMA et al., 2017).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliacédo da atividade bioldgica

5.1.1. Diluicdo em agar

Os extratos hidroalcodlicos (50%, V/V) foram testados em cepas de bactérias
Gram positivas, negativas e em leveduras e avaliadas a influéncia do tempo de
extracdo e determinada a CIM. O primeiro método empregado foi o método de
diluicho em agar (FIGURA 7) na concentracdo de 3mg/mL do extrato bruto (CLSI,
2016).

FIGURA 7 - Meio fundido com extrato apresentando:

A) crescimento bacteriano e B) controle negativo.

A andlise dos resultados revelou que nesta concentracdo as cepas bacterianas
S. epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 29213 e ATCC 25923, E. faecalis
ATCC 29212 e ATCC 51299, S. pyogenes, K. pneumoniae, P. mirabilis e P. vulgaris
nao apresentaram crescimento, como também as trés cepas de leveduras (C.
parapsilosis ATCC 22019 , C. glabrata ATCC 2350 e C. albicans ATCC 22019).
Enquanto as cepas de E. coli ATCC 35218 e ATCC 25922 e de P. aeruginosa ATCC
27853 apresentaram crescimento (resistentes) e, portanto, foram excluidas nas
diluicdes posteriores conforme a tabela 6:
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TABELA 6 — Crescimento das cepas em concentracdes diferentes do

extrato bruto de Eugenia florida por diluicdo em agar

Concentragao
em mg/mL 3 2 1 05 025 CN CP
Cepa
S. epidermidis (A) S S + -
S. aureus (B) - - - o
S. aureus (C) - - - oy
E. faecalis (D) e o
E. faecalis (E) T T
S. pyogenes (F) - - -+ 4 + -
E. coli (G) e e e e+ -
E. coli (H) F e e e e+ -
K. pneumoniae (1) -+ -+
P. aeruginosa (J) e
P. mirabilis (K) - -+ e+ -
P. vulgaris (L) T
C. parapsilosis (L1) - -+ e+ -
C. glabrata (L2) - -+ -+
C. albicans (L3) - -+ -+

Legenda: (-) Auséncia de crescimento; (+) Crescimento; (+*) Crescimento
moderado; (---) Excluido da diluicdo por apresentar crescimento na concentragdo

anterior.

Os ensaios realizados com os extratos hidroalcodlicos das folhas de E. florida
na concentracao de 2mg/mL mostraram que a maioria das cepas bacterianas e das
trés cepas de leveduras ndo apresentaram crescimento, exceto a cepa de K.
pneumoniae que apresentou crescimento moderado, representado uma atividade

fraca.

Na concentracdo de 1mg/mL, ndo houve crescimento nas cepas S. epidermidis
ATCC 12228, S. aureus ATCC 29213 e ATCC 25923, e nem na cepa E. faecalis
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ATCC 29212. Enquanto E. faecalis ATCC 51299 apresentou crescimento moderado,
houve crescimento nas demais cepas bacterianas e leveduras. Estes resultados
indicam pouca atividade em uma das cepas de E. faecalis, nenhuma atividade em K.

pneumoniae e nem nas duas cepas de Proteus.

Ja na concentracdo de 0,5 mg/mL houve inibicdo do crescimento das cepas de
S. aureus (ATCC 29213 e ATCC 25923). Este resultado demonstra atividade parcial
nas cepas de S. epidermidis, S. pyogenes e na cepa selvagem de E. faecalis. E

apresentada também a auséncia de atividade na cepa mais resistente de E. faecalis.

Por fim, na concentracdo de 0,25 mg/mL houve a inibicdo parcial apenas das
cepas de S. aureus (ATCC 29213 e ATCC 25923). Logo, ndo houve atividade
antimicrobiana do extrato nesta concentracdo para as cepas de S. epidermidis e S.

pyogenes.

Os resultados mostraram que o tempo de extragcdo nao influenciou na atividade
antimicrobiana, pois foram obtidos os mesmos perfis de sensibilidade das cepas aos

extratos com 7, 14 e 21 dias de extragao.

A tabela 6 mostra as CIM do extrato de Eugenia florida, frente as cepas

bacterianas testadas.

TABELA 7 - CIM do extrato de E.florida frente as cepas, usado a técnica de diluicdo em agar.

. . CIM diluicédo do extrato
Micro-organismos )
em agar (mg/mL)

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 1,0
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0,5

(%]
é Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,5

(%3]
g- Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 1,0
g Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 2,0
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 1,0
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Escherichia coli (ATCC 35218) >3,0
Escherichia coli (ATCC 25922) >3,0
[%2]
.% Klebsiella pneumoniae (700603) 3,0
§ Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) >3.0
S
g Proteus mirabilis (ATCC 7002) 2,0
Proteus vulgaris (ATCC 8427) 2,0
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 2.0
g Candida glabrata (ATCC 2350) 2.0
% Candida albicans (ATCC 10231) 2.0

Segundo Holetz e colaboradores (2002) concentracdes iguais ou menores que
1 mg/mL séo consideradas satisfatorias contra micro-organismos. Os resultados
mostram que os extratos hidroalcodlicos de Eugenia florida apresentam uma melhor
atividade em bactérias Gram-positivas, principalmente nas cepas de Staphylococcus

aureus testadas.

Estes resultados estdo de acordo com dados na literatura que mostram que 0s
extratos hidroetandlico das partes aéreas de membros do género Eugenia, E.
uniflora L. (PESSINI et al. 2003) e Eugenia umbeliflora (MACHADO, 2005) onde
foram utilizadas a mesma metodologia, apresentaram boa atividade frente as
bactérias Gram positivas, principalmente S. aureus. Esse achado corrobora os
dados da literatura no que concerne ao género, ja que obtivemos também a melhor
CIM frente a esse micro-organismo. Este dado é de extrema importancia, pois como
se trata de uma das espécies bacterianas mais implicadas atualmente em infec¢cbes
hospitalares resistentes, as novas opg¢fes terapéuticas sempre sdo de extrema
importancia (SANTOS et al., 2007).

Observa-se claramente uma maior sensibilidade das bactérias Gram positivas

frente ao extrato testado, ja que foi possivel inibir o crescimento destas bactérias em
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concentragdes de 0,5 mg/mL, valores considerados altamente promissores por
varios pesquisadores (HOLETZ et al, 2002; ALIGIANNIS et al, 2001).

5.1.2. Difusdo em disco

Na difusdo em disco, em nenhuma concentracdo do extrato bruto foi observado
halo de inibicdo ao entorno dos discos impregnados. Normalmente quando ndo ha
formacdo de halo de inibicdo, € indicativo de resisténcia do micro-organismo ao
composto testado, porém, tal resultado apresentou-se discrepante das outras
metodologias realizadas, onde algumas cepas apresentaram alguma sensibilidade
aos extratos de Eugenia florida (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Como foi realizado em triplicata e os controles tiveram o perfil esperado,
apresentando halo de inibicho somente nos controles positivos com o0
antimicrobiano. Pode-se inferir entdo que pode ter havido interferéncia do solvente
por conta da difusdo do extrato tanto no disco como no agar ou o tamanho das
moléculas presentes no extrato bruto, podem ter sido grandes o suficiente para nao
difundirem adequadamente neste ensaio. Segundo Ostrosky e colaboradores
(2008), esse tipo de problema pode ocorrer, portanto € de grande importancia a
realizacdo de mais de uma metodologia para avaliar bioatividade, ou mesmo realizar

técnicas de screening.

5.1.3. Microdiluicdo em caldo

Pelo método da microdiluicdo foram obtidas as seguintes concentracdes, de
acordo com a tabela 10, representando as CIM de Gram positivos, Gram negativos e
leveduras respectivamente. Nesta técnica foram utilizadas apenas trés placas de 96
POCOS, pois 0 screening realizado anteriormente permitiu reduzir o nimero de testes

para esta metodologia.
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TABELA 8 - CIM do Extrato de E.florida frente as cepas testadas por

microdiluicéo.

Bactéria CIM microdiluicéo
(mg/mL)

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 0,25
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0,5
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,25
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 1,0
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 1,0
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 0,5
Escherichia coli (ATCC 135218) 2,0
Escherichia coli (ATCC 25922) 2,0
Klebsiella pneumoniae (700603) 2,0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 2,0
Proteus mirabilis (ATCC 7002) 2,0
Proteus vulgaris (ATCC 8427) 2,0
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 2,0
Candida glabrata (ATCC 2350) 2,0
Candida albicans (ATCC 10231) 1,0

As concentragbes alcangcadas foram relativamente proximas aquelas obtidas
pela diluichio em agar, porém com uma discreta reducdo apresentada pela
microdiluicdo. Por esta técnica incluem-se para prosseguimento dos testes, as cepas
que tiveram sua CIM até o limite de 0,5 mg/mL (FIGURA 8).
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Na literatura ndo h& uma classificacdo universal e padronizada sobre os
valores de CIM. Aligiannis e colaboradores (2001) expuseram a seguinte
classificacdo: CIM até 0,5mg/mL sao inibidores de alta poténcia; CIM entre 0,6 e

1,5mg/mL sé&o inibidores moderados; CIM acima de 1,6mg/mL sao inibidores fracos.

Ja Webster e colaboradores (2008) recomendaram um valor de CIM satisfatério
até o limite 1000pg/mL, ou seja, 1 mg/mL. Em nosso estudo utilizaremos a primeira
classificacéo, pois nos testes realizados obtivemos inibicdes entre 0,25 e 2 mg/mL e
podemos alocé-las em diferentes categorias. Por conta deste fato consideramos que
guando o extrato de E. florida apresentou valores abaixo de 1 mg/mL de CIM frente

as cepas testadas, o mesmo foi considerado antimicrobiano de alta poténcia.

As cepas de Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Streptococcus
pyogenes (ATCC 19615) apresentaram este perfil quando expostas ao extrato bruto
e entdo, também foram testadas frente as fracdes obtidas pela particdo liquido —

liquido nos solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol.

As cepas de bactérias Gram positivas apresentaram uma CIM menor que 2,0
mg/mL, sugerindo um potencial antimicrobiano bem razoavel para este tipo de

micro-organismos.

Mohanakrishnan e colaboradores (2013), por meio de estudos com o 6leo
essencial de Eugenia uniflora, demonstraram ac&o antimicrobiana desta planta
contra S. aureus. Ja o extrato bruto etandlico de Eugenia caryophylata, apresentou
excelente atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes em pesquisa realizada

por Bayoub e colaboradores (2010).

O extrato bruto foi menos eficaz contra as cepas de Enterococcus faecalis
(CIM=1,0mg/mL), que foram excluidas de serem testadas em fra¢gdes diferentes do

extrato mesmo tendo atividade moderada.
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FIGURA 8 - Placa de microdiluicdo para teste da CIM do extrato
bruto de E.florida nas cepas Gram positivas.

Néao foi perceptivel ainda, nas cepas Gram positivas, discrepancias entre as
cepas de maior resisténcia de Enterococcus faecalis, porém houve diferenca de CIM
entre a cepa ATCC selvagem e a mais resistente de Sthaphylococcus aureus, sendo

a primeira também mais sensivel ao extrato de Eugenia florida DC.

Todas as cepas Gram negativas, apresentaram uma CIM de 2,0 mg/mL, o que
representa uma baixa atividade inibitoria sobre as bactérias deste tipo, conforme
demonstrado na figura 9. Nao houve discrepancia na atividade do extrato frente as

duas cepas de Escherichia coli com relacéo ao perfil de resisténcia.
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FIGURA 9 - Placa com a microdiluicdo do extrato bruto de

E.florida nas cepas Gram negativas.

A baixa atividade no género Eugenia frente as bactérias Gram negativas
também é demonstrada por Machado (2005), que obteve CIM maiores que 1 mg/mL
em Eugenia umbeliflora. O mesmo foi evidenciado por De Queiroz e colaboradores
(2015), que obtiveram atividade insuficiente, em preparacdes populares em forma de
garrafada, de Eugenia florida frente a Escherichia coli. O extrato bruto de Eugenia
uniflora também nado apresentou acdo antimicrobiana frente a mesma bactéria nos

estudos realizados por Souza e colaboradores (2004).

As bactérias Gram positivas apresentam um envelope celular menos complexo
guando comparado com as bactérias Gram negativas (MURRAY et al, 2009),
tornando-as mais susceptiveis aos antimicrobianos e por sua vez a compostos de
potencial antimicrobiano. Junto a esta caracteristica morfol6gica, muitas bactérias

Gram negativas apresentam resisténcia intrinseca a uma gama de antimicrobianos,
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por diversos mecanismos especificos de cada género, aumentando o desafio ndo sé
de penetracdo, mas também biodisponibilidade e acdo eficaz do composto a ser
testado neste tipo bacteriano (ROSSI & ANDREAZZI, 2005; KONEMAN & CURY,
2010)

Com relacédo as leveduras, o extrato frente a cepa de Candida parapsolis e de
Candida glabrata, apresentou uma CIM de 2,0 mg/mL, todavia para a cepa de
Candida albicans, observamos uma CIM de 1,0 mg/mL (FIGURA 10). Este resultado
corrobora as pesquisas de Gomez-Quintero (2010), que confirma o perfil mais
sensivel desta Ultima cepa aos antifiungicos normalmente testados, assim como as
cepas isoladas de pacientes em diversas patologias. Auricchio e Bacchi (2003), com
extrato bruto de Eugenia uniflora, obtiveram atividade satisfatoria frente a cepas de

Candida albicans, porém nao obteve sucesso contra leveduras de outras espécies.
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FIGURA 10 - Microdiluicdo com cepas de leveduras.

5.1.4. Comparacédo entre a diluicdo em agar e a microdiluicdo

Dentre as duas metodologias empregadas, a microdiluicdo apresentou valores
discrepantes da técnica de screening de diluicdo em agar, que se pode explicar pela
variacdo do tipo de material usado e da técnica propriamente dita. Segundo
Ostrosky e colaboradores (2008), mudangcas como temperatura, pH, quantidade e
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tipo de meio, condicdes e tempo de incubacdo s&o cruciais para que duas técnicas

tenham ou néo perfis identicos.

Araujo (2011) indica a microdiluicdo, por ser um método mais sensivel, como
uma técnica mais adequada para a obtencdo da CIM em relacéo a diluicdo em agar.
Todavia outros autores indicam igualmente o uso desta Ultima metodologia como um
ensaio aceitavel para obtencdo destes resultados (MACHADO, 2005; COSTA,
2015).

De acordo com a tabela 8, podemos comparar os resultados entre as duas
técnicas, observando uma concordancia com relacdo a CIM de 50% (6) das cepas
analisadas. Entretanto, houve uma reducdo da CIM no método da microdiluicdo em
relacdo ao método diluicdo em agar nos outros 50% das cepas, que variou de uma a
duas diluicbes. Tal discrepancia € muito comum entre metodologias de bases
diferentes como diluicédo e difusdo (OSTROSKY et. al, 2008).

TABELA 9 - Comparacgéao entre os valores obtidos entre as duas metodologias empregadas.

Cepa CIM diluicdo em CIM microdiluicdo
agar (mg/mL) (mg/mL)

Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 1,0 0,25
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) 0,5 0,5
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) 0,5 0,25
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 1,0 1,0
Enterococcus faecalis (ATCC 51299) 2,0 1,0
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) 1,0 0,5
Escherichia coli (ATCC 135218) >3,0 2,0

Escherichia coli (ATCC 25922) >3,0 2,0




73

Klebsiella pneumoniae (700603) 3,0 2,0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) >3,0 2,0
Proteus mirabilis (ATCC 7002) 2,0 2,0
Proteus vulgaris (ATCC 8427) 2,0 2,0
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 2,0 2,0
Candida glabrata (ATCC 2350) 2,0 2,0
Candida albicans (ATCC 10231) 2,0 1,0

Corroborando com as pesquisas de Eloff e colaboradores (1998), Cowan
(1999), Gabrielson e colaboradores (2002), Langfield e colaboradores (2004),
Cushnie e Lamb (2005), Alves e colaboradores (2008), Ostrosky e colaboradores
(2008), Salazar-Aranda e colaboradores (2009) e Palombo (2011) nosso estudo
também apresentou uma maior sensibilidade no método da microdiluicdo, quando

compararmos com a técnica diluicdo em agar.

Essa metodologia possibilitou a analise de muitas amostras em pequeno
volume, um dos critérios fundamentais quando trabalhamos com extratos e
compostos vegetais, permite utilizar mais de uma amostra e também diferentes
micro-organismos em um mesmo ensaio. Além destas vantagens, possibilitou a
avaliacdo de resultados quantitativos, como a Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

dos compostos em questao.

Em contrapartida, foi interessante observar que a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) foi exatamente a mesma da CIM obtida, pois o repique derivado do
poco desta concentragdo ndo apresentou crescimento em meio de cultura apés a
incubacdo. Segundo Bianchini e Bedendo (1998) esse tipo de achado sugere que o
extrato em questdo tenha atividade bactericida e ndo bacteriostética.
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5.1.5. Atividade antimicrobiana das fracdes obtidas

As fracdes obtidas por particao liquido-liquido de hexano (Hex), diclorometano
(DCM), acetato de etila (AcOEt) e butanol (n-BuOH), foram testadas frente as cepas
gue apresentaram potencial elevado de sensibilidade ao extrato bruto. A tabela 9
apresenta a CIM por microdiluicdo de cada fracdo para as quatro cepas testadas e
junto a CIM obtida pelo extrato bruto (EB): Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615). A concentracdo inicial
estabelecida foi de 0,5 mg/mL, maior valor de CIM encontrado pelas cepas testadas
e a final foi 0,03 mg/mL. No entanto somente as fracbes de DCM e AcOEt
apresentaram alguma atividade, mesmo que inferior ao obtido no EB, enquanto na

fracdo Hex e n-BuOH néo houve atividade satisfatéria.

TABELA 10 - CIM das fracBes e extrato bruto de E. florida DC. em mg/mL

Bactérna Hex DCM AcOEt n-BuOH EB

5. epidermidis (ATCC 12228) =05 05 05 =05 025
S, aureus (ATCC 29213) =05 =05 =05 =05 05
S. aureus (ATCC 25923) =05 05 05 =05 025

S pyogenes (ATCC 19615) =05 =05 =05 =05 05

Os resultados obtidos pelas fracdes podem ser explicados, considerando o
possivel sinergismo entre 0s compostos existentes no extrato bruto, que juntos
possibilitam o potencial de bioatividade do mesmo. A diminuicdo da bioatividade das
fragbes DCM e AcOEt relativo ao valor de CIM do extrato bruto pode ter como
explicacéo, a separacao dos compostos mais ativos entre as duas fracdes. Pauletti e
colaboradores (2003) sugerem que fatores como a perda de atividade durante a
separacdo cromatografica e o sinergismo dos compostos podem influenciar nos
resultados da atividade antimicrobiana. Esta afirmagdo permite levantar uma
hipétese de que a atividade observada neste estudo seja devida ao sinergismo das

substancias com bioatividade do extrato bruto.
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5.2. Ensaios de prospeccdo fitoquimica de Eugenia florida DC.

Segundo De Queiroz (2015), o perfil quimico das espécies de Eugenia spp.
demonstram uma composicdo quimica variada e dependente do estagio de
desenvolvimento no ciclo de vida e, principalmente, das variacfes climéticas. As
espécies do género Eugenia, em geral possuem flavonoides, triterpenoides,
chalconas, taninos e algumas espécies, saponinas (DE QUEIROZ, 2015). Entretanto
ndo foram encontrados estudos fitoquimicos com Eugenia florida para posterior

discussao entre resultados interespécie.

5.2.1. Testes de identificacao

Os testes de prospeccao fitoquimica feitos com os extratos hidroalcoodlicos de
Eugenia florida com 7, 14 e 21 dias de armazenamento sugeriram a presenca de
triterpenoides, uma vez que as solucdes apresentaram uma coloracdo avermelhada
apos o teste de Libermann Burchard, Nos testes realizados com estas mesmas
amostras, também se pOde observar a presenca de uma camada de espuma, o0 que

sugere a presenca de saponinas, como pode ser observado na figura 11.

FIGURA 11 - Testes positivos para triterpenoides em A e saponinas em B.

(A) Coloracéo verde a esquerda no controle negativo e amostra positiva a direita, com coloragéo
avermelhada, para o teste de triterpenoides e negativa para esteroides por nao ter

apresentado cor azul. (B) Teste positivo pela presenca persistente de camada de espuma.
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Os testes foram negativos para a presenca de esteroides e alcaloides, pois no
primeiro ndo apresentou cor azul e no segundo ndo apresentou 0s precipitados

insollveis. Podemos observar o teste negativo para alcaloides na figura 12.

FIGURA 12. Teste negativos para alcaloides

Para taninos o teste de FeCl, apresentou positivo (FIGURA 13), sendo
evidenciado pela coloragdo verde. Segundo Scalbert (1991) a presenca de taninos
pode conferir atividade antimicrobiana a um extrato. Dessa maneira, sua presenca no
extrato analisado, pode ser um dos fatores potencializadores da atividade encontrada.

Em contrapartida o teste para flavonoides, foi negativo, ndo demonstrando

mudanca na coloragéo (FIGURA 13).

LR -

FIGURA 13. Teste positivo para taninos em A e negativo para flavonoides em B.

(A) Controle negativo a esquerda e teste positivo, com formacéo de coloracdo verde, para a presenca
de taninos. (B) Teste negativo para flavonoides, ndo apresentando mudanca na coloragéo do
extrato bruto.

Os resultados, evidenciados na tabela 10, corroboram com a atividade
antimicrobiana das fragdes obtidas, pois estes compostos sdo apontados na literatura
como responsaveis por este tipo de bioatividade (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).
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Os resultados negativos ndo excluem a presenca dos compostos relacionados, como
por exemplo, os flavonoides, pois a metodologia aplicada pode néo ter detectado de
maneira eficaz essas substancias, outra possibilidade aventada é que a quantidade

deste composto estava muito reduzida no extrato utilizado (MATOS, 1997).

TABELA 11 - Resultado dos testes de prospeccao fitoquimica.
EXT. EXT. EXT.

Fitoconstituinte Teste realizado 2d  14d  21d
Esteroides Teste Libermann Burchard - - -
Triterpenos Teste Libermann Burchard  + + +
Saponinas Teste de espuma + + +
Flavonoides Teste de Shinoda - - -

Taninos Teste de FeCl, + + +
Alcaloides Teste de Dragendroff - - -

5.2.2. Separacao das classes por CCD

Os melhores resultados foram obtidos utilizando hexano/acetato de etila (1:4)
como eluente e vanilina sulfarica e lampada de ultravioleta como reveladores. Os
indices de retencéo (Rf) foram calculados, na primeira faixa o Rf das manchas foi

0,15 e na segunda de 0,3.

Estes dados, juntamente com os resultados de prospeccédo fitoquimica,
sugerem que 0S componentes presentes no extrato bruto sdo em sua maioria
terpenoides e saponinas, sendo estes provavelmente, 0s responsaveis pela a
atividade antimicrobiana apresentada por Eugenia florida, assim como nos
resultados obtidos em extratos de Gochnatia polymorpha (STEFANELLO et al.,

2006), corroborando com os resultados obtidos nos testes fitoquimicos qualitativos.
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Esses achados corroboram com outros autores, o que indica que as classes
obtidas a partir do extrato bruto de Eugenia florida sdo caracteristicas do género
desta planta. Panizza (1998) registrou nos extratos das folhas de Eugenia uniflora,
além de taninos e flavondides, a presenca de saponinas. Gu e colaboradores (2001)
com Eugenia sandwicensis, detectaram a presenca de triterpenos livres e saponinas

com grande acao antimicrobiana.

Triterpenos com o esqueleto lupano, derivados do lupeol, como o acido 6a-
Hidroxibetulinico, acido platanico e acido betulinico, além de um esteroide, o B-
sitosterol, foram isolados das folhas e caules de Eugenia moraviana, por Lunardi e
colaboradores (2001). Tal classe também foi predominante em extratos de Eugenia
punicifolia, quando estudada por Oliveira e colaboradores (2005).

Nos estudos de Yang e colaboradores (2000), com Eugenia jambos, foram
isolados dois taninos, 1-Ogaloilcastalgina e casuarinina do extrato acetonico a 70 %,
com acdo bactericida e antitumoral. Segundo as pesquisas de Tanaka e
colaboradores (1996), do extrato acetbnico das folhas de Eugenia caryophyllata

(cravo-da-india), foram isolados os taninos sizigininas e eugenina .

Os taninos também foram isolados de Eugenia uniflora, por Lee e
colaboradores (1997), como a eugenina e a oenoteina, além do flavonoide
miricitrina. Das folhas de Eugenia jambolana foram isolados por Timbola e
colaboradores (2002), os flavondides miricetina, quercetina e miricitrina. Em
pesquisas realizadas por Hussein e colaboradores (2003) também foram

encontradas as mesmas substancias nesta planta.

A classe dos flavonoides esta presente em varias espécies de Eugenia,
embora ndo tenha sido encontrada em nossa prospeccéo fitoquimica com Eugenia
florida. Porém, pode estar presente em concentragdes minimas, assim como em

Eugenia kurzil, em estudos realizados por Painuly e Tandon (1983).

Em Eugenia florida, ainda ndo ha estudos de prospeccdo fitoquimica
relacionados a atividade antimicrobiana e antifingica. Porém Frighetto e
colaboradoes (2005) isolaram o acido betulinico desta planta, substancia que tem
acdo antitumoral, antimalarica, anti-inflamatoria e antirretroviral, sugerindo grande

potencial bioativo de Eugenia florida.
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Em uma revisdo de artigos sobre atividade antimicrobiana de plantas
medicinais, Rios e Recio (2005) sugeriram que 0 maior problema com as pesquisas
ainda continua sendo a falta de homogeneidade nos critérios selecionados para
estudar a atividade. Segundo eles, isso geralmente leva a contradicdes entre os
resultados obtidos por diferentes grupos e até para o mesmo autor estudando a

mesma amostra com diferentes métodos.

5.3. Avaliacdo da atividade citotoxica pelo teste de letalidade contra Artemia

salina

Véarios estudos tentaram correlacionar a toxicidade contra Artemia
salina usando atividades como antifungico, virucida e antimicrobiana (ARCANJO,
2012). O bioensaio com Artemia salina € um teste simples, rapido e de baixo custo,
e pode ser realizado em laboratérios simples de pouca complexidade, j& que para
esse procedimento ndo ha necessidade de técnicas assépticas (LIEBERMAN,
1999).

No teste de Artemia salina, para a verificacdo do potencial de toxicidade,
utilizamos as concentracdes de 3500, 3000, 2500, 2000 1000 e 500 pg/mL do
extrato hidroalcodlico, pois estas sdo concentracbes semelhantes aquelas onde

encontramos atividade antimicrobiana (FIGURA 14 e 15).

Seguindo as recomendacgOes de (DOLABELA 1997), foram colocadas dez
larvas em cada tubo de ensaio que ficaram por até 24 horas em contato com as
concentracdes diferentes do extrato e o teste foi realizado em triplicata. Apés este
tempo foi contabilizada a taxa de letalidade e foram obtidos os seguintes resultados
de acordo com tabela 11:
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TABELA 12 - Concentragdo do extrato e DLsg

Concentracdo do extrato bruto  N°de

Hg/mL mortes Dleo
500 0 -
1000 0 -
2000 3 -
2500 5 +
3000 8 -
3500 10 -

O resultado obtido com o teste de Artemia salina indicou a DLs, de 2500, que é
cinco vezes o limite de baixa toxicidade proposto por Dolabela (1997), o que
demonstra um resultado positivo para uso medicinal, ja que a toxidez é considerada
baixa quando a dose letal 50% (DL*°) for superior a 500 pg/mL, moderadamente

L50

para DL*® entre 100 a 500 ug/mL e muito toxica quando a DL*° < 100 pg/mL.

FIGURA 14 - Dilui¢cdes para o teste de Artemia salina
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FIGURA 15 - Larvas de Artemia salina no extrato de E. florida

De acordo com Talalay (2001), todo produto natural habitualmente utilizado em
terapéutica necessitaria ser submetido a testes de eficacia e seguranca por métodos
idénticos aos usados por novos farmacos sintéticos, pelo risco que apresenta um

consumao.

A aquisicdo de dados toxicolégicos em seres humanos € bastante limitada, por
conta de motivos éticos, morais e legais. Desta forma, as informacgdes toxicologicas
sobre substancias quimicas sdo obtidas principalmente por testes toxicolégicos pré-
clinicos, com animais de laboratorios em condi¢cdes padronizadas (MORTON, 1998;
BOELSTERLI, 2003).

Em nossa busca bibliografica, ndo foram encontrados estudos com avaliacdo
da toxicidade da espécie Eugenia florida. Entretanto, em pesquisa realizada por
Albuquergue e colaboradores (2007) com o género Eugenia, foi encontrada uma
DL* de 248 pg/mL em extratos da espécie Eugenia uniflora, 0 que expressa uma
toxicidade moderada desta planta. No mesmo estudo sdo apresentadas plantas de
outros géneros, como Moringa oleifera, Justicia pectoralis e Equisetum sp. que
apresentaram valores acima de 1000 pg/mL, representando a seguranca para
consumo devido a néo toxicidade.

A metodologia de testes in vitro utilizada nestes estudos, apesar de ser a
mesma aplicada neste trabalho apresentou resultados bem mais tdéxicos no mesmo

género da planta testada, todavia espécies diferentes dentro do mesmo género
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podem possuir uma grande diversidade de produtos quimicos disponiveis e que
precisam ser avaliados com muita cautela. Além disso, Sabe-se que condicfes
ambientais podem provocar variagcdes significativas na producdo de metabdlitos
secundérios nos vegetais (D'’ANGELIS & NEGRELLE, 2014).

Embora os estudos de toxicidade tenham uma correlacdo com a atividade
antitumoral, antimicrobiana entre muitas outras, o teste de Artemia salina tem como
principio a seguranca, pois dependendo da DL*® podemos inferir que o composto
testado ndo seja toxico para o consumo humano. Por este fato € importante a
realizacdo deste teste em estudo com plantas medicinais. (DOLABELA, 1997;
TALALAY, 2011).

5.4. Teste de AMES

Os resultados da mutagenicidade de Eugenia florida estdo apresentados na
Tabela 12 e estdo expressos pelo numero de revertentes (FIGURA 16), seus
respectivos desvios padrées (DP) e indice de mutagenicidade, para as cinco
linhagens de S. Typhimurium.

As cepas TA97 e TA98 foram consideradas ndo mutagénicas, no entanto
citotdxicas para células procariontes na concentracdo de 10 pL. J& as cepas TA100,

TA102 e TA104 ndo apresentaram mutagenicidade até a concentracdo de 1000 pL.

TABELA 12 - Resultado do ensaio Salmonella/ microssoma ap0s co-incubacdo com o

extrato de Eugenia florida.

Concentracao
TA97 TA98 TA100 TA102 TA104
em pL/mL
0o 63 +0 24 + 2 122 + 16 526 + 60 509 + 50
' (1.0) (1.0) (1.0) (1.0) (1.0)
01 95 + 7 21+2 123+ 8 576 + 4 542 + 33
' (1.5) (0.9) (1.0) (1.1) (1.1)
. 108 + 0 21+2 124 + 4 516 + 20 539 + 4

(1.7) (0.9) (1.0) (1.0) (1.1)
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128 +4 513 + 22 557 £ 25

10 Citotoxico Citotoxico
(1.0) (1.0) (1.2)
128 +1 586 + 33 602 + 22
100 - -
(1.0) (1.2) (1.2)
131+ 14 602 + 39 749 + 22
1000 - -
(1.1) (1.1 (1.5)
CP 155 + 30 110+ 6 1568 + 85 4000 + 380 1858 + 160

Valores médios + DP (IM) de coldnias His + revertentes de estirpes de Salmonella enterica sorovar Typhimurium.
DP: desvio padrdo; IM: indice de mutagenicidade; CP: controle positivo; Controles positivos: Oxido de N-4-
Nitroquinolina (1,0 ug) para TA97 e para TA98; Azida Sddica (1,0 ug) para TA100; Mitomicina C (0,5 pg) para
TA102; Metilmetano sulfonato (250,0 ug) para TA104.

Podemos observar que todos os indices de mutagenicidade, para todas as
linhagens e em todas as concentracfes, foram menores do que 2,0, o que indica

gue este extrato padronizado néo foi mutagénico para nenhuma linhagem utilizada.

FIGURA 16 - Crescimento de coldnias revertentes no controle negativo,
no controle positivo e na amostra respectivamente.

N&o foram encontrados até o momento na literatura nacional e internacional,
outros trabalhos que tenham realizado este teste na espécie Eugenia florida, o que
sugere a ineditibilidade deste estudo.

Comprovando este fato, outras pesquisas com plantas medicinais também
reforcam que poucas espécies tém sido testadas na avaliacdo do seu potencial
mutagénico. Um destes estudos, onde a metodologia de Ames foi aplicada,
realizado por Mazzolin e colaboradores (2010), pesquisando a Qualea parviflora,
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planta medicinal usada popularmente como antisséptica e anti-inflamatodria. Essa
pesquisa contribui muito para a seguranca do uso desta planta, ja que o teste foi

negativo para a mutagenicidade de seu extrato.

Em outros estudos semelhantes, Esteves-Pedro e sua equipe (2012) e Chen e
colaboradores (2013), obtiveram resultados negativos para mutagenicidade no teste
de Ames em dois estudos com produtos usados popularmente, pesquisaram
respectivamente, Dipteryx alata, pertencente a familia das leguminosas e Lignosus
rhinocerotis, um cogumelo utilizado na medicina tradicional contra febre, asma e

cancer.

Porém ndo podemos afirmar que plantas do mesmo género ndo apresentem
potencial mutagénico distinto, pois Qualea multiflora e Qualea grandiforma, plantas
medicinais utilizadas para tratar problemas gastrointestinais e como anti-
inflamatorios, apresentaram atividade mutagénica quando avaliadas pelo Teste de
Ames por Santos e colaboradores (2011), sendo um resultado discrepando do
estudo anterior com Qualea parviflora (MAZZOLIN et al.,, 2010) Este estudo
demonstrou que mesmo plantas utilizadas popularmente, ndo estdo isentas de
possiveis efeitos danosos ao usuario e que estudos deste tipo devem ser

estimulados em todas as preparacdes empregadas pela populacéo.

Muitas plantas estdo nao sO isentas de potencial mutagénico nas
concentracfes normalmente consumidas, mas também podem ser antimutagénicas
e anticarcinogénicas de acordo com Arriaga-Alba e colaboradores (2013). Entre os
compostos presentes nestas plantas e que séo relacionados na literatura como
responsaveis por esta atividade, estdo os polifendis, vitaminas e terpenos
(ARRIAGA-ALBA et al.; 2013).
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6. CONCLUSOES

e O extrato bruto de Eugenia florida DC. apresentou uma boa atividade
antimicrobiana contra a maioria das cepas testadas, porém a maior atividade
se deu contra as bactérias Gram-positivas, principalmente nas cepas de
Staphylococcus aureus. Sabendo que esta espécie é altamente patogénica, e
com tendéncia a apresentarem multirresisténcia, o resultado obtido € um
indicativo muito relevante, esta atividade, para futuros usos no controle da

colonizacdo hospitalar e infeccfes atribuidas a este tipo de micro-organismo.

e Tendo em vista o baixo nivel de toxicidade e mutagenicidade do extrato das
folhas de E. florida, ha a possibilidade de ser utilizado de forma segura, além

do potencial para utilizacdo na Industria Farmacéutica.

e Embora tenhamos detectado classes fitoquimicas relacionadas a atividade
antimicrobiana, acreditamos que o sinergismo entre 0os compostos do extrato
bruto pode resultar em um maior potencial bioativo, comparado ao das fracdes

obtidas;

e O grande numero de passos no processo de pesquisa de compostos de
potencial antimicrobiano aumenta o numero de variaveis, justificando as
discrepancias entre os estudos. Por este motivo, € importante a padronizagao e
validacdo dos testes em todas as etapas da pesquisa, para aumentar a
confiabilidade, reprodutibilidade dos resultados obtidos e auxiliar os atuais e

futuros pesquisadores na escolha de um protocolo adequado.
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7. PERSPECTIVAS

e Realizar testes complementares para a avaliacdo de citotoxicidade e
hepatotoxicidade;

¢ I|dentificar os metabdlitos que possam conter a bioatividade de interesse;

e Publicacdo Cientifica relacionada ao estudo em questao;

e Desenvolver um fitoterapico ou uma monografia para uso do SUS;

e Ampliar os estudos realizados para o extrato de E. florida cultivada ao longo do
ano, verificando possiveis condi¢des de estresse ambiental;

¢ Realizar ensaios biolégicos com outras partes da planta;
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