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" .08 sonhos ndo determinam o lugar aonde chegaremos,
mas produzem a forca necessdaria para tirar-nos do lugar em que
estamos. Devemos sonhar com as estrelas para que possamos pisar
pelo menos na Lua. Devemos sonhar com a Lua para que possamos
pisar pelo menos nos altos montes. Devemos sonhar com os altos
montes para que possamos ter dignidade quando atravessarmos os
vales das perdas e das frustracdes. Se nossos sonhos sdo pequenos,
nossa visdo serd pequena, nossas metas sevdo limitadas, nossos
alvos serdo diminutos, mnossa estrada serd estreita, mnossa

capacidade de suportar as tormentas serd fragil.

Os sonhos regam a existéncia com sentido. Se nossos sonhos
sdo frdgeis, nossa comida ndo terd sabor, nossas primaveras ndo
terdo floves, nossas manhds ndo terdo orvalho, nossa emocdo ndo

tera romance.

A presenca dos sonhos transforma os miserdveis em reis,
faz dos idosos, jovens, e a auséncia deles transforma miliondrios
em mendigos, faz dos jovens idosos. Os sonhos trazem saude para a
emocdo, equipam o frdagil para ser autor da sua historia, fazem os
timidos terem golpes de ousadia e os derrotados serem

construtores de oportunidades.

O destino ndo é frequentemente inevitdvel, mas uma
questdo de escolha. Quem faz uma escolha, escreve sua propria

historia e constroi seus proprios caminhos.”

Augisto Cury
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RESUMC

A resisténcia aos antibioticos € reconhecida petm@zacdo Mundial de Saude (OMS)
como a maior ameaca para o0 tratamento de doendesciosas. Uma estratégia
importante para ajudar a combater o problema dat&esia envolve a descoberta e
desenvolvimento de novos agentes capazes de suppancial ou totalmente os
mecanismos de resisténcia microbiana. As plantaedado sdo conhecidas como uma
fonte de compostos de interesse biotecnologicoadevcom aplicagbes na industria
farmacéutica e de alimentos. Dessa maneira, taaotelevante avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos d®outeria torta e Pouteria ramiflora (Sapotaceag)da
fracdo enriquecida d8alacia campestrisontendo netzaucoieno e maitenina (FrMN) e
das substancias isoladas netzaucoieno Sdéacia campestris(Hippocrateaceae) e
maitenina deMaytenus ilicifolia(Celastraceagepela técnica de diluicdo em microplacas
frente aos micro-organism@&aphylococcus auredsTCC 25923,Salmonelasp. ATCC
19196, Bacillus subtilisATCC 19659, Escherichia coliATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosaATCC 27853, Staphylococcus aureusulti-resistente isolado de paciente
hospitalizadoHelicobacter pyloriATCC 43504 eCandida albicansATCC 18804. Além
disso, também foi utilizada a técnica @beckerboardrente aoH. pylori e Time Kill
frente aos micro-organismos que apresentaram defesiie as substancias testadas. Os
resultados obtidos demostraram que o extratB.derta inibiu o crescimento das cepas
de S. aureusB. subtilise E. coli,enquanto as cepas & aureusB. subtilis E. coli, P.
aeruginosa, S. setuba C. albicansforam mais sensiveis frente ao extrato Rle
ramiflora. Das amostras avaliadas, a maitenina e a FrMNnf@s que apresentaram as
atividades mais promissoras contra bactérias GiasitnmsS. aureugATCC), S. aureus
multi-resistente eB. subtilis Além disso, a maitenina apresentou atividade-@nti
albicans e a FrMN antH. pylori. O netzaucoieno ndo apresentou atividade
antimicrobiana contra nenhum dos micro-organisnesgatios, nas condicdes utilizadas
neste estudo. O ensaibime Kill confirmou os resultados obtidos no ensaio de
microdiluicdo. Com relacdo ao ensditeckerboardtodas as combinacdes avaliadas
(FrMN + Amoxicilina, FrMN + Claritromicina, FrMN ©©Omeprazol e FrMN + Triplice)
apresentaram efeito sinérgico. Esse estudo contpghra o screeningde atividade
antimicrobiana dos compostos avaliados, uma vez aquerescente problema da
resisténcia aos antibidticos exige a busca por s\@gentes antimicrobianos. Estudos
complementares devem ser realizados a fim de elu@d mecanismos de agdo dos
compostos utilizados neste estudo.

Palavras-chave: Pouteria torta, Pouteria ramiflora,triterpenos quinonametideos,

resisténcia microbiana, ens&@teckerboardensaiolime Kill.



ABSTRACT

The antibiotic resistance is known by the World He#&rganization (WHO) as the
biggest threat to the treatment of infectious dissaAn important strategy to help tackle
resistance involves the discovery and developméntewr agents able to partially or
totally suppress the microbial resistance mechamis@erradd plants are known as a
source of compounds of high biotechnological irgergvith applications in the
pharmaceutical industry and the food industry.hiis tnanner, it has become relevant to
evaluate the antimicrobial activity of the extracfsthe Pouteria torta and Pouteria
ramiflora (Sapotaceae), of the enriched fraction ®dlacia campestriscontaining
netzaucoien and maytenin (FrMN) and of the isolatgastances netzaucoyenS#Hlacia
campestrigHippocrateaceae) and mayteninMdytenus ilicifolia(Celastraceag)hrough
the technique of dilution in microplates againstmorganismsStaphylococcus aureus
ATCC 25923,Salmonelasp. ATCC 19196Bacillus subtilisATCC 19659,Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosaTCC 27853, Staphylococcus aureus
multi-resistant isolated of a hospitalized patigt¢licobacter pyloriATCC 43504 and
Candida albicansATCC 18804. Other than that, t#eckerboardechnique against the
H. pylori and Time Kill against the microorganisms that were sensitivehéo tested
substances. The obtained results demonstratedhia&. torta extract inhibited thes.
aureus B. subtilisandE. coligrowth, while theP. ramiflora extractthestrainS. aureus

B. subtilis E. coli, P. aeruginosa, S. setutbadC. albicanswere more sentitive. Of the
evaluated compounds, the maytenin and the FrMN wéfren those who presented the
most prominent activities against the bacteria Gpasitive S aureus(ATCC) andS.
aureusmulti-resistente, an8. subtilis Besides, the maytenin presented &htalbicans
activity and the FrMN antH.pylori. The netzaucoien did not presented antimicrobial
activity against none of the microorganisms testedhe conditions used in this study.
The assayime Kill confirmed the obtained results in the microdilutassay. Regarding
the assayCheckerboardll the evaluated combinations (FrMN + AmoxicilliBfMN +
Clarithromycin, FrMN + Omeprazole and FrMN +Triplelesented a synergistic effect.
This study contributes to thecreening of the evaluated compound antimicrobial
activities, once the growing problem of the resistato antibiotic demands a search for
new antimicrobial agents. Complementary studieshbug be performed in order to
elucidate the action mechanisms of the compounlisedt this studie.

Key-words: Pouteria torta, Pouteria ramiflorairiterpenes quinone-methides, microbial

resistanceCheckerboardssayTime Kill assay.
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1. Introducdo

“Nos nascemos para a dor? Ndo? O destino é dificil,
e podemos escolher nossos caminhos, no entanto o
destino diz que podemos ndo escolhé-los. Portanto, se o

destino é real, nos temos alguma opcdo?”



19

1.1. Produtos naturais

Desde antiguidade os produtos naturais parecemearx@mna influéncia benéfica
sobre a salde humana e assim séo utilizados cgmaates terapéuticos (Chirg al.,
2006; Hendrich, 2006). Por isso, o0 uso de plantas propriedades farmacéuticas tem
recebido crescente interesse na terapéutica hotiesopaalopatica (Mosst al., 2009).
Nesse sentido, a pesquisa de produtos naturaidaévea mais incentivada. O interesse
por produtos de plantas pode ser devido a variEigesacomo a ineficiéncia da medicina
convencional em alguns casos (por exemplo, efettaterais e terapia ineficaz), uso
abusivo ou incorreto de medicamentos sintéticoka fde acesso de uma grande
porcentagem da populagdo mundial ao tratamento afardgico convencional.
Adicionalmente, a medicina popular e a consciéeci@alégica sugerem que produtos
“naturais” sdo inofensivos, ou seja, ndo produzdaitos toxicos. No entanto, a
utilizacdo destas substancias nem sempre é awtarigalas autoridades legais que
lidam com procedimentos de eficacia e seguranéay de apontar a falta de qualidade
na producédo, comércio e prescricao de produtaefépicos (Rates, 2001).

A busca por opc¢Oes terapéuticas para diferentedogas faz da pesquisa de
produtos naturais um campo fértil em opcdes de ecutdé com diferentes atividades
bioldgicas (Hostettmanret al, 2003). No entanto, apesar do grande numero de
trabalhos publicados, é pouco explorada a utilzgpdtencial de plantas superiores
como uma fonte de novos farmacos. (Rates, 2001edab Satish, 2008). De acordo
com dados na literatura, sdo estimadas 250.000@0@spécies de vegetais superiores
em todo o mundo e, deste total, apenas uma pegperntagem é estudada
fitoquimicamente e uma porcentagem menor ainda/iéla®mente estudada com relagcéo

as propriedades farmacolégicas; na maioria dosscapenas estudos preliminares séao
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realizados, ndo tendo sua potencialidade terapéatimprovada (Chadwick e Marsh,
1990; Newman & Cragg, 2012).

A exploracdo dos recursos vegetais pode levar rtifidacdo de metabdlitos
secundarios valiosos que podem servir como farmaca®nduzir ao desenvolvimento
de novas substancias terapéuticas (Gobbo-Neto esL.@®07). O metabolismo das
plantas € composto por um conjunto de reacfes gasmgue estdo ocorrendo
continuamente nas células (Morais e Braz-Filho,7208 sintese de compostos como
aminoacidos, acUcares, acidos graxos e nucleotigsssnciais para a sobrevivéncia
dos vegetais, faz parte do metabolismo primarioosla&ompostos sintetizados por
outras vias, que aparentam néo ter relacdo dioeteacsobrevivéncia do vegetal, fazem
parte do metabolismo secundéario (Siméesl, 2003; Gobbo-Neto e Lopes, 2007).
Sabe-se que muitas das substancias produzidasng¢ddnolismo secundario possuem
propriedades biolégicas importantes e estdo dimtéeanenvolvidas nos mecanismos
que permitem a adequacgédo da planta ao seu meisul#stancias pertencentes a essa
classe de metabdlitos possuem diversas funcbedghiak, tais como defesa contra
herbivoros e micro-organismos, protecdo contresrdid e atracado de polinizadores ou
animais dispersores de sementes (Fumagalal, 2008). Para o homem, estes
compostos tém se destacado por apresentarem diyggaiedades terapéuticas como:
antiviral, antimicrobiana, anti-inflamatéria, ineétia dentre outros, que se aplicam a

industria farmacéutica, cosmética, alimenticia ieniza (Acamovic e Booker, 2005).

1.2. O génerdPouteria(Sapotaceae)
O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro ersaipona grande variedade
de espécies. As plantas de cerrado sdao conheadas ema fonte de compostos de

interesse biotecnolédgico elevado com aplicacdesndistrias médicas e de alimentos.
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Plantas de familias encontradas no Cerrado, conoayhaceae, Sapotaceae, Fabaceae,
entre outras, apresentam interessantes atividadé®gibas, dentre estas, atividade
antimicrobiana, anti-inflamatéria e antifingica ¢Ret al., 2010; Darwish e Aburjai,
2011; Souzat al, 2012).

A familia Sapotaceae possui 107 géneros e mais 0® Espécies com
representantes desde o sul dos Estados Unidosaguii, Uruguai e Chile. Existem
muitos géneros de Sapotaceae que produzem frutosestiveis, tais como
Chrysophyllum, Manilkara, MimusogsPouteria(Ma et al, 2004), além de produzirem
madeira, latex, matéria-prima da especiaria cdnesteubstancias utilizadas para a
producédo de farmacos (Santaal, 2008).

O génerdPouteriag com cerca de 430 espécies no Brasil (Almeidal, 1998),
possui fruto ovoide ou globoso, com epicarpo déutaxfirme, de cor amarela quando
maduro, com poucas sementes que sado envolvidgmojpa gelatinosa, possivelmente
de origem placentar (Barrosbal, 1999; Santanet al, 2008).

Das espécies deouteria, varias tém sido utilizadas na medicina populaa par
tratar febre, inflamacao, erupcdes na pele, Ulceliabetes, diarreia, nduseas, vomitos,
dores nas costas, e para estimular a lactacdmtsote, para fins cientificos a rica flora
do Cerrado tem sido pouco estudada para avalidicacie e efeitos terapéuticos de
extratos ou substancias isoladas (Saizd, 2012).

Pouteria torta(Mart.) Radlk. (Fig. 1A) tem porte arb6reo, podemdedir de 8 a
14 m de altura (Lorenzi, 1992) e tem distribuic&sdke México, América Central e
América do Sul até o Paraguai (Pennington, 1990)BMsil, pode ser encontrada em
florestas semideciduas e sua transicdo para odoeer&m Florestas Pluviais, desde a
regiio amazoénica até Goias, Rio de Janeiro, Mimaai§ Sdo Paulo, Bahia e Parana. E

conhecida popularmente como abiu-piloso, currigidio-de-galo, péssego-do-mato,
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guapeba, guapeva e aca (Lorenzi, 1992). Sua maumeaser utilizada para tabuado e
acabamento interno, possuindo também algumas efdisana construgdo civil
(Almeidaet al, 1998). Por apresentar caracteristicas ornanseiiigis para arborizacao
(Lorenzi, 1992; Almeidat al, 1998) e produzir muitos frutos anualmente, crreesn
de alimento para as espécies da fauna, é considémgubrtante em plantios para
recomposicdo de areas degradadas e de presenag@@mpnte (Lorenzi, 1992).

De um estudo sobre a composicdo quimica de extram&nicos e
diclorometéanicos a partir das flores e frutos Rletorta foram obtidos misturas de
acidos graxos, compostos poliisoprenoides, mistdeasidrocarbonetos e triterpenos
(Perfeitoet al, 2005).

Alves et al (2000) relataram que o extrato metandlico dasafoldeP. torta
apresenta atividade antimicrobiana contr&€ladosporium  sphaerospermum
Staphylococcus aurepBscherichia coliBacillus cereug Pseudomonas aeruginasa

A Pouteria ramiflora(Mart.) Radlk. (Fig. 1B) é uma arvore que mede zate
10 m de altura e que esta distribuida no centm ®uhdo Brasil, estendendo-se ao norte
para a Amazodnia e a oeste para a Bolivia, com uguegm® registro no Paraguai
(Pennington, 1990). Ocorre nas fisionomias de dé&oa cerrado sentido restrito,
cerrado ralo, borda de vereda, mata mesofitica ¢dlenet al, 1998) e floresta
estacional semidecidual (Durigat al, 2004). E popularmente conhecida como abiu-
do-cerrado, bacupari liso, curriola, fruta-de-veadgrao-de-galo, massaranduba,
gunjara, mandapuca e pitomba-de-leite (Almetlal, 1998). Tem diversas aplicacdes
econdmicas na construcdo civil e também é indicpde plantio em areas de
preservagdo permanente por apresentar crescimeyderado e adaptacdo a lugares

abertos (Lorenzi, 1992). A época de frutificacotres novembro e janeiro, é muito
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visitada pela fauna, devido ao cheiro forte e salgoadavel do fruto, sendo a zoocoria
sua principal forma de dispersao (Dalponte e Lih®89; Santanat al, 2008).

Embora ja existam estudos sobre as espétigstae P. ramiflora (Perfeitoet
al., 2005; Santanat al., 2008; Souzat al., 2012), as suas atividades biologicas ndo
tém sido bem investigadas, e poucos dados podeensentrados sobre a composicéo
guimica, o0 que torna relevante a avaliacdo dadatidé antimicrobiana realizada neste

trabalho para enriquecer as informacdes sobrepsopsedades terapéuticas.

Figura 1 —(A) Pouteria tortae (B) Pouteria ramiflora

Fonte: http://www.kew.org/science/tropamerica/neotropikayilies/Sapotaceae.htm

1.3. Triterpenos quinonametideos

Dentre os inUmeros compostos bioativos encontraddamilia Celastraceae e
Hippocrateaceae estdo os triterpenos quinonamstigie® ocupam o lugar de maior
destaque, nestas familias, devido a sua vasta gdenaatividades bioldgicas,
principalmente citotéxica frente a varias linhagaemaorais, incluindo: mama, prostata,
leucemia, e outras. No entanto, esses metabdfitpacumulados apenas nas cascas das
raizes da planta, ocorrendo assim, como componermtexitarios (Pazt al., 2011).
Estes compostos sdo metabdlitos secundarios osstis familias, Celastraceae e

Hippocrateaceae (Jellet al.,2004).
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Segundo Carvalho-Okano (1992), o génktaytenus(Celastraceae) é um dos
maiores da familia, esta inserido na subfamilieagiabideae e é constituido por cerca
de 225 espécies distribuidas nos tropicos. Na twesileira estdo representados 77
espécies ocorrendo desde a Amazénia até o sulidpqmpando as mais diferentes

formagdes vegetais.

Das espécies do géneMaytenus ilicifoliaMart. exReissek é a mais conhecida
e explorada economicamente, devido a sua aplidat#i na medicina popular, cujo uso
€ amplamente referenciado em bibliografia sobratptamedicinais (Carvalho-Okano,

1992; Montanari e Bevilacqua, 2002; Velletaal.,2006; Crestargt al.,2009).

M. ilicifolia é nativa da regido sul do Brasil, Uruguai, Paraguaorte da
Argentina (Montanari e Bevilacqua, 2002). Tem mé&feia por solos argilosos, porém
bem drenados e com alto teor de matéria organiem de apresentar predilecdo por
climas temperado e subtropical (Santos Olivedta al., 2009). M. ilicifolia €
popularmente conhecida como espinheira-santa, lesprdiva, salva-vidas, sombra-
de-touro, cancerosa e coromilho-do-campo, e é aoatiegada sob autorizacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 14/@D como fitoterapico para o

tratamento de disturbios gastricos (Cres¢drail.,2009).

Devido a crescente demanda por seu alto valor meadli@ intensa exploragcao
das populagdes naturais tem levado ao extrativipredatério, resultando em uma
perda da variabilidade genética. Por este motiwespinheira-santa é considerada como

prioritéria para coleta e conservacao (Vieira, 3999

Varios compostos isolados dé. ilicifolia foram testados por sua atividade
antitumoral, no entanto, no Brasil, a infusdo dabds dessa espécie é que tem sido
tradicionalmente utilizada na medicina popular peus efeitos analgésico, anti-

inflamatadrio, anti-acido e anti-ulcerogénico (Velet al.,2006).
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Além das propriedades farmacoldgicas citadas, estymté-clinicos incluem
atividade antiproliferativa (Costt al.,2008), antioxidante (Velloszt al.,2006; Santos
et al., 2010), hipotensora (Crestagii al., 2009), efeitos citotoxicos e antimutagénicos
(Horn e Vargas, 2003), entre outros.

Estudos sugerem que as propriedades terapéuticht dieifolia podem ser
atribuidas a producdo de maitenina e pristimetizato pelas raizes (Itokavwet al,
1991), como em ramos de folhas (Joggal, 2004); assim como fendis, taninos galicos
(Camparoteet al, 2002), flavonoides e outros compostos (Séval, 1991; Leiteet
al., 2001). No entanto, mais estudos devem ser age na tentativa de elucidar a
importancia farmacolégica dd. ilicifolia e definir quais metabdlitos secundarios estdo
envolvidos na acao terapéutica.

A maitenina (Fig. 2A), um triterpeno quinonametddiepresenta forte atividade
antimicrobiana principalmente contra véarias baatérGram-positivas (Limat al,
1971) e potencial atividade anticancerigena (Badaw al, 1990). A ligacdo da
maitenina ao DNA sugere uma interagdao celular qade pjustificar a atividade
antitumoral (Campanelét al, 1980; Corsinet al, 1998).

A familia Hippocrateaceae A.L. Juss. que inclunfda conhecidas vulgarmente
como “bacupari-cip6”, apresenta cerca de 25 géreagmoximadamente 300 espécies,
também distribuidos nos trépicos e subtrépicos alo to mundo. No Brasil é
representada por 12 géneros com cerca de 90 esp&ciestudo palinoldgico realizado
por Gongalves Esteves em 19944dGongalves Estevest al, 2000) a manteve como
um téxon independente com relacdo as espéciedebessi Estdo incluidos nesta
familia, os géneroSalaciae Hippocratea(Milward de Azevedet al, 2006).

Esses géneros encontram-se distribuidos em refydj@sais e subtropicais dos

dois hemisférios e sdo pouco representados nas mmaeradas, sendo encontrados no
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Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil, principalmddts géneros brasileiroSalaciaé
0 maior, com mais de 20 espécies (Almeida, 1998).

Do ponto de vista quimico, observam-se metabdsitazindarios de ocorréncia
restrita as familias Celastraceae e Hippocrateacdastacando-se os alcalbides
piridinicos  sesquiterpénicos (Rodrigues-Fet al.; 2001) e os triterpenos
guinonametideos, com potente atividade antioxid@iaeeret al, 2004; Carvalhaet
al., 2005).

Um estudo realizado por Vellosst al, (2006) demonstrou que o extrato
etandlico deS. campestrig ativo quando avaliado em diversas matrizes ddaokes e
anti-radicais livres, além de inibir a mieloperagd, uma enzima envolvida em muitos
estudos fisiologicos e patologicos. E comprovadarribuicdo destes antioxidantes
para o dano tecidual durante inflamacéo (Romang)200

Recentemente, tem sido observado um aumento adentda infeccdes
causadas por fungos, as quais contribuem para lewada taxa de mortalidade em
pacientes, principalmente, imunocomprometidos, caéransplantados, portadores do
virus HIV, dentre outros, (Cantaet al; 2001, Rubiret al; 1993, Coutcet al; 2001,
Avrella & Goulart, 2008; Araujcet al, 2011). Dessa forma, verifica-se um grande
aumento na busca por antifUngicos que possuam efité&ncia e menos efeitos
colaterais, ja que 0s que estdo no mercado apagsesgt resistentes frente a alguns
patdgenos humanos resistentes (Zambetial., 2007).

Outra substancia de grande interesse é o triterpa@inonametidico denominado
netzaucoieno (Fig. 2B). Esta substancia é isoladl@é&heroSalaciae também tem
mostrado atividade de largo espectro contra bastéram-positivas e leveduras, mas

nado contra bactérias Gram-negativas (Maetjial, 1991).
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A avaliagdo da atividade antimicrobiana por difegenmetodologias desses
triterpenos quinonametidicos tornou-se ainda melsvante, em vista dos resultados
obtidos em estudos anteriores demonstrando queitanma e o0 netzaucoieno Sao
substancias promissoras quanto a atividade anthiama e considerando que um
extrato € uma mistura complexa de varios composiggnicos desconhecidos.

(NOGUEIRA, et al, 2009).

Figura 2 —Estruturas quimicas da (A) maitenina e (B) netzeunmmn

1.4. Antimicrobianos e a resisténcia microbiana

A microbiota normal é formada por micro-organisngp® estdo presentes no
hospedeiro e que em condigbes normais do orgamsimesao patogénicos. A relagcéo
gue o homem tem com os micro-organismos da mid@lmormal da pele, membrana
de revestimento e mucosas, permite que eles vivatng sem qualquer efeito negativo
sobre cada um dos ciclos de vida (Miehsl,2002; Bonatcet al.,2007).

As infeccdes bacterianas podem ser diagnosticadaests da demonstracao
direta da bactéria ou de seus antigenos e de @utibatincias bacterianas nas secrecdes
e nos fluidos do organismo, pela identificacdoodaimento da bactéria, pela dosagem

de anticorpos séricos e pela pesquisa de hipebdateile tardia. Os procedimentos



28

para demonstracdo das bactérias, de seus antigeleogutras substancias provenientes
das mesmas diretamente no material clinico, sabeoihos como métodos rapidos de
diagnéstico e apresentam grande interesse clifired(lsi, 2011).

Os termos antimicrobiano, antibiético e anti-infeso englobam uma grande
variedade de agentes farmacéuticos que incluemasiragtibacterianas, antifingicas,
antivirais e antiparasitarias. Destes, 0s agenmtégagterianos sdo 0s mais comumente
utilizados e, portanto, é o foco de trabalhos dieos (Leekhaet al, 2011).

O termo antibiético definido em 1942 por SelmanWaksman, originalmente
referia-se a qualquer produto microbiano antagéraco crescimento do micro-
organismo (Hughes e Fenical, 2010). Atualmenteemi@anto, uma distingdo comum
utilizada entre os agentes antibacterianos € geletes bactericidas e bacteriostaticos.
Substéancias bactericidas causam a morte e a dgaagoeda célula bacteriana, incluem
drogas que atuam principalmente sobre a paredécé¢hor exemplof-lactamicas),
membrana celular (por exemplo, a daptomicina), ™ADbacteriano (por exemplo,
fluoroquinolonas). Os agentes bacteriostaticoemila replicacdo bacteriana sem matar
0 micro-organismo. A maioria dos medicamentos basiEticos, incluindo
sulfonamidas, tetraciclinas e macrolideos, age ipinicdo da sintese proteica. A
distincdo ndo € absoluta, e alguns agentes quéadericidas contra determinados
micro-organismos podem ser bacteriostaticos canti@s e vice-versa. Na maioria dos
casos, esta distincdo ndo é significativavivo, no entanto, agentes bactericidas sao
preferidos no caso de infecgcOes graves, tais camdoocardite e meningite visando
atingir a cura rapida (Leekle al, 2011).

Os agentes antimicrobianos séo divididos em vaclasses, como 0$-
lactamicos, inibidores d@-lactamases, aminoglicosideos, tetraciclinas, idamas,

macrolideos, lincosamidas, glicopeptideos, estgegtoinas, sulfonamidas,
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oxazolidinonas, quinolonas, gramicidinas e outrdSada classe tem suas
especificidades, incluindo a replicacdo de DNAndmicdo, metabolismo do acido
félico, sintese de proteinas e sintese/ integridadearede celular. O meio pelo qual as
bactérias adquirem resisténcia aos agentes amlilzamis é altamente variavel e
complexo. Tem sido proposto que 0s agentes antibiamos que atingem enzimas sao
0S mais susceptiveis de induzir a resisténcia, anqu que 0s que atingem
irreversivelmente varias estruturas geram resigémais lenta. Os mecanismos de
resisténcia genética possivelmente incluem: inglisada droga, modificagdo do sitio
ativo alvo, modificacdo da permeabilidade da pamsalar ou regulacdo da enzima
alvo (Marqueset al, 2007). No entanto, é necessario ter uma comgdeeprecisa da
relacédo entre o uso de antimicrobiano e resist§MaaDougall e Polk, 2005).

A resisténcia bacteriana emerge como um problemadialude saude publica
atraindo a atencdo de 6rgdos governamentais n&ienaternacionais como Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), OrganiZ® Mundial de Saude (OMS),
Centros de Prevencéo e Controle de Doencas (CB&)ciacoes de controladores de
infeccdes hospitalares, além da industria farmé@unternacional (Beckeet al,
2006; Hambraeus, 2006), uma vez que o elevado @atede recombinacdo genética
das bactérias e o uso indiscriminado de antibactesi e antifGngicos tem provocado o
aumento de cepas multirresistentes e, consequemmem tornando ineficazes
muitos farmacos antimicrobianos disponiveis no aswqPennat al, 2001).

Farmacos que eram restritos as bactérias altamesdestentes como
vancomicina, daptomicina, estreptograminas e liida@stdo com a eficacia limitada.
Além disso, ha uma menor motivacdo por parte deesap farmacéuticas que gastam
bilhdes de délares em pesquisa e desenvolvimentordeovo antibidtico, quando a

resisténcia bacteriana é provavel de ocorrer rapdée (Marque®t al, 2007). No
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entanto, esse crescente problema da resisténcantib®ticos exige além da busca por
novos agentes antimicrobianos, a otimizagdo degjestes para reduzir a prevaléncia
da resisténcia crescente (Tam e Nikolaou, 2011).

Dentre as espécies bacterianas de interesse patalea em humanos destaca-se
o Helicobacter pylori € um bacilo Gram-negativo microaeréfilo, heli@idccom
flagelos, tem sido considerado o principal agetitdogico da gastrite crénica, Ulcera
péptica e neoplasias gastricas (Manyi-Leh al, 2012). A terapia tripla para a
erradicacdo deste agente patogénico implica em icamkois antibidticos, por
exemplo, claritromicina (CLR), metronidazol ou anodina (AMX) com um farmaco
inibidor da bomba de prétons. No entanto, estartrahto pode falhar, pois as bactérias
podem oscilar entre um estado de replicacdo (nuyanismo permanece susceptivel
ao antibiético) e um estado nao replicativo (migrganismo torna-se resistente
fenotipicamente) de acordo com os pHs nos microamtds. Assim, elas podem entrar
para o ciclo nao replicativo, mas em estado viGuahdo o pH for entre 4,0 e 6,0. Estes
micro-organismos serdo dificeis de erradicar poesgntar o estado fenotipicamente
resistente (Fig. 3) (Wet al., 2012). Além da resisténcia aos antibioticos, hafaio
tratamento pode ser devido aos efeitos colate@so nausea, dor epigastrica,
desconforto abdominal, diarreia, entre outros (Mhzzet al, 2010), e custo elevado
que incentivam a busca por formas alternativas maratamento de infeccdes
estomacais (Coget al, 2010). Em consequéncia, a gestao das infecgissadas por
H. pylori ainda é um desafio, porque as taxas na falha rdeliesicdo permanecem
elevadas juntamente com as frequentes recidivasilaas gastricas. Portanto, é
desejavel a busca de um novo agente que seja efidaze de efeitos colaterais

(Mazzolinet al, 2010; Manyi-Lolet al, 2012).
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Diversos estudos em todo mundo, com extratos edmopastos isolados de
plantas utilizadas na medicina popular, vém seedbzados e demonstrando ser fontes
de compostos antH. pylori (Castillo-Juarezt al, 2009; Cogeet al, 2010; Maet al,

2010; Rozzat al, 2011, Santost al, 2012).

Ciclo nio replicativo C Ciclo de replicacio
; ) Az \
pH (46) H: pylori L Ve M pylori pH (6-8)
Insensibilidade aos & Lumen pH ~ 2 i Sensibilidade aos
antibiéticos VS} % antibiéticos

Microambiente

Camada de muco
(gel)

Células de muco { | |
Fluido intersticial {

Capilar {

Figura 3 — Estados de replicacdo dd. pylori (sensibilidade aos antibioticos) e um
estado nao replicativo (insensibilidade aos artiithd) de acordo com o pH nos

microambientes. PPI: inibidor da bomba de proténsmoxicilina, C: claritromicina.
Fonte: WU et al, Gastroenterol Res Pract., v. 2012, p. 1-8, 2012.

Além do grande interesse com relacéo a resist&aaiteriana, o surgimento da
resisténcia antifungica em espéciesCadmdidatem gerado preocupacéo, especialmente
a resisténcia para triazol. Novos agentes antibmsgiriazois com amplo espectro foram
introduzidos para infeccfes fungicas, tais comacwoazol. No entanto, a resisténcia
cruzada entre triazois € uma grande preocupacacekatéo a sua aplicacdo clinica
(Chenet al, 2012).

Candida albicangFig. 4) € um fungo comensal da microbiota humgna, vive
na cavidade oral, trato gastrointestinal e genitdmio, desempenhando um papel
importante como um patdégeno oportunista. As infesgiais comuns causadas por este
patdgeno sdo estomatite e nas genitais femininasckWeérth et al., 2012). Em

pacientes imunodeprimidos, &. albicans pode alcancar a corrente sanguinea,
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colonizando e formando lesdes em 6érgaos interrmweando parte destas infeccdes

sistémicas fatais (Eret al, 2012).

Figura 4 - (A) Colbdnia de coloracdo branca, superficie liextura glabrosa umida,
caracteristica das espécies deandida e micromorfologia; (B) mostrando

clamidoconidios d€andida albicans
Fonte: http://www.flickriver.com/photos/estafilococa/4 1245878/

Infec¢des poandidatornaram-se mais prevalente nas Ultimas décadadode
ao crescente numero de pacientes imunodeprimidma estado critico. O fluconazol
tem sido o agente antifingico mais utilizado paaadidiase invasiva desde os anos
1990, e a preocupagdao com o surgimento de resst@w fluconazol aumentou
especialmente devido ao aumento do uso de flucbnpam o tratamento e
principalmente profilaxia da candidiase. Além djssao-resisténcia a anfotericina B e
ao fluconazol tem sido observada, indicando um lproé sério para o tratamento
destas infecgbes (Chenal, 2012).

Dessa maneira, a investigagcdo da potencialidadeniardbiana de produtos
naturais € um item relevante na caracterizacaddimd de extratos vegetais, visto que
as plantas produzem um vasto numero de substaaagpotencial antimicrobiano na
tentativa de adaptarem-se as agressdes do meieramWilliams, 2001; Gobbo-Neto

e Lopes, 2007). Varios trabalhos sdo desenvolvighra investigar as propriedades
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antimicrobianas de plantas, a fim de utiliza-lasfiaterapicos que melhoram a saude e

0 bem-estar dos seres humanos e outros animais.

1.5. Métodos para avaliagdo da atividade antimicrabna

A busca de novos agentes farmacologicamente atiiasdos de triagem de
fontes naturais, tais como fermentagBes microbignagtratos de plantas levaram a
descoberta de muitos farmacos clinicamente Uteis desempenham um papel
importante no tratamento de doencas humanas. Testggro, conhecidos como
bioensaios, sdo utilizados em muitos laboraténogalo o mundo para a avaliacdo de
novos compostos na investigacdo etnofarmacologiegido, em parte, as restricdes
éticas e financeiras do uso de animais ou de tegidoal, bem como pela facilidade no
biomonitoramento de compostos ativos (Scetzal., 2012).

Os métodos de ensaio de susceptibilidade geralmeaslizados em laboratérios
de microbiologia (por exemplo, diluicho em caldodiéusdo em agar) avaliam a
atividade inibitéria de um agente antimicrobianoL$C 2006). Na maioria das
situacdes clinicas, isto € suficiente, ja que cepdp antibidtico € evitar a propagacao
de bactérias a partir do foco da infeccao, impemimdeplicacdo microbiana em novos
sitios; a participacdo ativa de mecanismos de dafeshospedeiro e finalmente atingir
a erradicacao bacteriana e a cura clinica.

O método mais comum utilizado para avaliagdo ddilpde resisténcia
antimicrobiana de bactérias isoladas é o métoddifdedo em agar. Tem sido muito
utilizado devido a facilidade de uso, baixo cusémrodutibilidade, e flexibilidade no
tipo e nUmero de amostras que podem ser testadaantidinto, € um método sensivel a
mudancas nas técnicas do operador, a capacidadéifudio das amostras e na

interpretacdo do diametro da zona de inibicdo.aRtyt para relacionar os resultados
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qualitativos com diferentes concentracdes dos ageaitimicrobianos, sdo necessarios
resultados quantitativos sob a forma de Concerarbghitoria Minima (CIM) (Sainket

al., 2011). A CIM é a menor concentracdo de um antobiano que inibe o
crescimento de um micro-organismo e é interprepedids laboratérios como sensivel,
intermediario e resistente, de acordo com o coitdoi CLSI (Leekha&t al, 2011).

Um dos ensaios mais utilizado para determinacacClld é o método de
microdiluicdo. Esse ensaio permite a avaliacdo rdegtande numero de amostras e
requer pequenas quantidades e/ou volumes de extratsubstancias isoladas, o que é
extremamente importante se a amostra € escassacormaso, geralmente de produtos
naturais. Outro aspecto vantajoso desta metodotogipossibilidade de se utilizar mais
de uma substancia-teste, bem como diferentes mrganismos em um mesmo ensaio,
além de apresentar resultados reprodutiveis (Leldgdt al., 2004; Aradjoet al, 2011;
Lorenzonet al.,2012).

No entanto, é cada vez maior a necessidade de oséubratoriais que podem
avaliar a atividade bactericida das novas classeaggntes antimicrobianos que sao
introduzidos ou a combinacdo desses agentes dawidoescente nimero de pacientes
com infec¢cdes que ndo tem o sistema imune compdetnmormal e as classes de
antibioticos considerados bactericidas que ja ndweqm controlar todos os isolados
clinicos, devido a possibilidade de resisténciaJC2006).

A terapia de combinagdo de agentes antimicrobiguxe ser usada para
aumentar o espectro de acao, prevenir a emergéaciautantes resistentes e promover
0 sinergismo entre antimicrobianos. A terapia coratta € frequentemente
recomendada para o tratamento de infec¢cdes baasriam unidades de terapia
intensiva, onde a monoterapia ndo € susceptivetl@stos patdgenos possivelmente

envolvidos e o surgimento de resisténcia € uma gané@ragoet al, 2007). No
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entanto, a selecdo de uma combinacdo adequada teqaecompreenséo do potencial
de interacdo entre os agentes antimicrobianos.midsiram desenvolvidos métodos
que quantificam o efeito dessas combinacdes ambbianas sob o crescimento
bacterianan vitro (Jacksoret al, 2009).

Os ensaios antimicrobianosime Kill e Checkerboardséo exemplos de
metodologias desenvolvidas para esta finalidadeemanto ndo sdo rotineiramente
aplicados por serem dispendiosos em tempo e matEBiaekeet al, 2010).

O métodoTime Kill é utilizado para avaliar os tempos em que as obraggdes
de um determinado agente antimicrobiano matam wohade bacteriano. Esse ensaio
tem sido classificado como dependente da concdatrag do tempo, e € usado para
avaliar novos agentes antimicrobianos e combinagéstes. Além disso, confirmam o
efeito paradoxal, persistentes de tolerancia stéeiia fenotipica; e ajudam a explicar
as falhas de tratamento em situacdes clinicas earacatividade bactericida pode ser
crucial para a evolugcdo dos doentes (Eliopoulosliep&ulos, 1988; Eliopoulos e
Moellering Jr, 1996; Mitchelkt al, 2012).

O ensaicCheckerboarce um teste de microdiluicdo que avalia combinagiges
agentes antimicrobianos contra diferentes micresuggnos. Os métodos de diluicdo
em agar ou de difusdo em agar utilizando discoddampodem ser usados para essa
finalidade. Esses testes avaliam a atividade decé&o ou bactericida de diferentes
combinagBes com concentracdes especificas em upotéwo. As interacdes séo
calculadas algebricamente e interpretadas comagsiaé indiferente ou antagonista,
comparando-as com as atividades dos agentes awimaicos testados
individualmente. As interagBes também podem segesepmtadas geometricamente com
isobologramas. Apesar destes testes ndo seremzadtf na rotina, devem ser

considerados quando a previsibilidade de sinergiénd@sconhecida, como com um
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novo agente antimicrobiano, ou quando a previdiie ndo é viavel devido ao
desenvolvimento de fatores de resisténcia bacterian falhas no tratamento
(Berenbaum, 1978; Rahal, 197&liopoulos e Eliopoulos, 1988; Eliopoulos e
Moellering Jr, 1996, Pillai e Moellering, 2005; kliell et al, 2012).

Assim, para promover e reconhecer as praticas aasuk tradicionais do uso
de plantas medicinais e remédios caseiros, e amplid@mero de plantas que poderao
ser utilizadas como fitoterapicos, neste trabathi@baliada a atividade antimicrobiana
de extratos etandlicos dPouteria torta e Pouteria ramiflorg dos triterpenos
quinomametideos (maitenina e netzaucoieno) e gadranriquecida com maitenina e

netzaucoieno d8alacia campestris
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2. Objetivos

A tarefa aqui, ndo é tentar ver aquilo que ninguém
viu, mas pensar o que ninguém ainda pensou, sobre aquilo
que todo mundo vé”.

Arthur Schopenhauer
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2.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar aiddde antimicrobiana de
extratos etanodlicos de folhas 8euteria tortae Pouteria ramiflora dos triterpenos
quinomametideos (maitenina e netzaucoieno) e deddraenriquecida contendo

maitenina e netzaucoieno (FrMN).

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a atividade antibacteriana de extrat@meélicos de folhas deouteria
torta e Pouteria ramiflora da FrMN; de substancias isoladasMaytenus ilicifoliae
Salacia campestrigespectivamente maitenina e netzaucoieno frel@&jhylococcus
aureus, S. aureus multi-resistente, Bacillus sightibalmonella setubal, Escherichia

coli, Pseudomonas aeruginos&lelicobacter pylori

- Avaliar a atividade antifingica de extratos etmo§ de Pouteria tortae
Pouteria ramiflora da FrMN e das substancias isoladas maiteninézauieno frente

aCandida albicans

- Avaliar, a partir da CIM das amostras vegetaisn cpotencial atividade

antimicrobiana, o tempo de morte dos micro-orgaagsm

- Avaliar a eficiéncia da combinacdo das amostragetais com potencial
atividade antH. pylori com amoxicilina (AMX), claritromicina (CLR) e omegzol

(OMP) (terapia tripla).
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3. Material e Métodos

“Senhores, a unica forma de alcancar o impossivel, é
pensar que é possivel.”
Alice no Pais das Maravilhas

Lewis Carvol
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3.1. Obtencéo dos extratos de. tortaeP. ramiflora

As folhas deP. torta e P. ramiflora foram coletadas no municipio de Botucatu,
Estado de S&o Paulo, Brasil, em maio de 2011. ##3 foram autenticadas pelo Prof.
Dr. Luiz Fernando Rolim do Departamento de Botgnicetituto de Biociéncias,
Unesp, campus de Botucatu. As exsicatas foram dagas no Herbario BOTU, do
mesmo instituto, sob o registro 27806.

Folhas de ambas as espécies foram secas e pullaxiZdarte deste material
(500 g) foi percolado com etanol (EtOH) 70% formetze aproximadamente 150,0 g de
extrato etandlico 70% (30,0%, m/m).

A vazao do percolador ficou entre 1,0 e 2,0 mL/kgnde droga vegetal com
tamanho médio de particula de 1 a 3 mm. A percolacarreu da seguinte maneira: O
material triturado (500 g) foi previamente intumdeccom 2 L de EtOH 70% (v/v)
durante 2 horas em béquer de 2 litros. ApGs essedoe o percolador foi empacotado
com a mistura (p6 + EtOH 70%), sendo o empacotaméito da forma mais
homogénea possivel, evitando a formacdo de bolhdsumcos no conteudo alocado
dentro do percolador. A altura do enchimento obedea proporcdo 5:1 (cada 5
referente ao percolador 1 do p6 da espécie) empaiekzo tamanho do percolador.

Os extratos d@. tortae P. ramiflora utilizados no presente estudo, bem como
as informacOes sobre o processo de extracdo favamddas pela Prof? Dr2 Lourdes
Campaner dos Santos do Instituto de Quimica dadwsidade Estadual Paulista “Julio

de Mesquita Filho”, Araraquara, S&o Paulo.

3.2. Obtengé&o da maitenina
A maitenina foi isolada de cascas de raizeMld#icifolia, coletada na Fazenda

Experimental da Universidade de Ribeirdo Preto (BRR), Ribeirdo Preto-SP e
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identificada pela Prof?® Rita Maria de Carvalho dwstituto de Biociéncias da
Universidade de Campinas — SP, onde uma exsicatsmixie foi depositada (HPM-
BR 0059).

As cascas da raiz dM. ilicifolia foi seca a 40°C e triturada em moinho de facas.
O material (671,0 g) foi submetido a extracdo pacenacdo com EtOH (1000 mL) por
20 min. A extragao foi repetida 3 vezes com o mesmaterial. O extrato etanolico foi
filtrado, evaporado e submetido a uma particaoidimiquido com hexano (3 x 100
mL), hexano (Hex): acetato de etila (AcOEt) (2:8) X 100 mL) e diclorometano
(DCM) (3 x 100 mL), resultando em fragcbes Hex (¢)/Hex: AcOEt (4,72 g), DCM
(12,63 g) e hidroalcéolica (125,19 g). Dez gramag$rdcdo DCM foram submetidos ao
fracionamento por extracdo em fase solida em caliena0 x 4.5 cm, contendo silica
Cis adsorvente com carvdo comprimido (2 cm). Agua éanu foram usados como
solventes em ordem de crescimento de polaridasigliaado em um total de 36 fracdes
de 200 mL cada.

Aliquotas de extrato DCM foram fracionadas por CCBdm Hex:AcOEt (7:3)
como fase movel. Estas placas foram eluidas 3 v&sesinco fragfes coletadas foram
extraidas por ultrassonificacdo em MeOH:AcOEt (B5ftrada a vacuo e entéo
concentradas. ApOs a determinacgéo das melhoreg;6esdsocréaticas de cromatografia
por HPLC-DAD das fragbes coletadas, duas (F2 e fBBm selecionadas para
purificacdo. A fracdo F3 (240,0 mg) foi submetida HPLC-UV (Condi¢des:
Phenomenex® coluna;£de 10pum (250 x 21,2 mm), eluente: MeOH® (8:2), a
vaz&do de 12 mL mih tempo de anélise: 30 minke= 254 nm) e cinco fracdes foram
coletadas. A subfracdo F3.5.3 foi identificada camaitenina (Fig. 5) (Santost al.,

2010).
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A maitenina, utilizada no presente estudo, bem casioaformacdes sobre o seu
isolamento foram fornecidas pela Prof2 Dr2 MaysdaRudo Instituto de Quimica da

Universidade Estadual Paulista “Jalio de MesquiiltaoF, Araraquara, Sao Paulo.
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Figura 5 -HPLC da substancia isolada maitenina.

Fonte: Imagem cedida pelo laboratério da Prof. Dra. Mdysdan do Instituto de Quimica, Unesp- Araraquara

3.3. Obtencao da fragédo enriquecida contendo maitara e netzaucoieno (FrMN) e
isolamento do netzaucoieno

O estudo fitoquimico das cascas das raizeSalacia campestrifoi realizado
tendo como objetivo o isolamento de outros tritegsequinonametideos.

As cascas das raizes 8alacia campestriforam secas em estufa a 30°C e
trituradas em liquidificador. Foram obtidos 360,8egmaterial vegetal seco e moido. O
material obtido foi submetido a extracdo por mag@wacom CHGl sendo repetido por
trés vezes. Posteriormente, o extrato cloroférnicdiltrado e evaporado, obtendo-se
25,67 g. Esse extrato foi submetido a fracionameuto CC a vacuo. Foi utilizada

coluna de 57 x 6 cm de diametro, empregando coreoraehte silica gel e utilizando



45

um gradiente de eluicdo com Hex e AcOEt, inicialteaema propor¢ao de 75:25 (v/v)
resultando num total de 23 fracdes (F1-F24).

Todas as fragBes coletadas foram secas em evaporathiivo e apos
tratamento estas foram analisadas por HPLC-DADn#ise no UV evidenciou bandas
caracteristicas dos triterpenos quinonametideagslmanadas pelo maximo de absor¢éo
em 420 nm (Fig. 6), correspondente as fracdes F4-F8

A andlise por HPLC-DAD evidenciou que a FrMNs ericava-se presente nas
fracbes F4-F8. A identificacdo dos triterpenos qoametideos maitenina e
netzaucoieno foram feitas pela comparacédo do tetepandlise de padrdes auténticos
com o tempo de andlise das fracdes F4-F8, alérhatatas de absor¢do no UV.

Das fracdes analisadas por HPLC-DAD, a fracdo k&dtecionada para ser
purificada por HPLC-UV preparativa com o intuito sk isolar o netzaucoieno. Sendo
assim, fracao F8 (98,0 mg) foi submetida a HPLC{u¥parativa (condi¢cdes: coluna
PhenomeneéXCyg 10um (250 x 21,2 mm); eluente MeOH® (8:2); fluxo de 9 mL
min; tempo de anélise de 30 mi\e 254nm) (Fig. 7). Foram coletadas 6 fracdes, as
quais foram analisadas por HPLC-DAD, sendo queagéb 6 levou ao isolamento do
netzaucoieno (Fig. 8).

O netzaucoieno, utilizado no presente estudo, lemoas informacgdes sobre o
seu isolamento foram fornecidas pela Prof2 Dr2 Mdysrlan do Instituto de Quimica

da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesadriiho”, Araraquara, Sao Paulo.
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Figura 6 —HPLC (420 nm) da frag&do enriquecida contendo miai¢e@ netzaucoieno

Fonte: Imagem cedida pelo laboratério da Prof. Dra. Mdysdan do Instituto de Quimica, Unesp- Araraquara
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Figura 7 —HPLC (254 nm) da frag&do enriquecida contendo miai¢e@ netzaucoieno

Fonte: Imagem cedida pelo laboratério da Prof. Dra. Mdysdan do Instituto de Quimica, Unesp- Araraquara
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Figura 8 —HPLC da substancia isolada netzaucoieno

Fonte: Imagem cedida pelo laboratério da Prof. Dra. Mdysdan do Instituto de Quimica, Unesp- Araraguara

3.4. Ensaios de atividade antimicrobiana
A determinacdo da concentracado inibitéria miniméw)Cfoi realizada
segundo a norma do CLSI documento M7- A7 (CLSI,&00ara bactérias
aerbbicas; CLSI documento M45-A2, suplemento M106-para bactérias
fastidiosas éH. pylori (CLSI, 2006) e CLSI documento M27-A3 para levedura

(CLSI, 2008), com modificactes.

3.4.1. Preparo dos extratos, FrMN e substanciadasas

Os extratos d@. tortae P. ramifloraforam solubilizados em EtOH:B (30:70,
v/v), enquanto que a FrMN e as substancias isoladatenina e netzaucoieno foram
solubilizados em MeOH:Tween 808 (20:10:70, v/v/v) e preparados para 0 uso em

uma concentracdo de 20Q8/mL em agua Milli-Q.
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3.4.2. Meios de cultura e solucdes
A composicdo e o preparo dos meios de cultura ®;8es estdo descritos no

anexo | desse trabalho.

3.4.3. Micro-organismos

3.4.3.1. Cepas Bacterianas

Para os ensaios microbiolégicos foram utilizadabaasérias Gram-positives.
aureus ATCC 25923,S. aureusmulti-resistente eB. subtilis ATCC 19659, e as
bactérias Gram-negativak. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853,
SalmonellasetubalATCC 19196 eH. pylori ATCC 43504. A cepa d8. aureusnulti-
resistente é um isolado clinico (cedida pelo Apof.André Gonzaga da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, campus Araraqugra-8P cepa apresentou
resisténcia contra amoxiciling-(actamico), clindamicina (lincosamida), eritronmai
(macrolideo), imipenem Bflactamico - arbapenemas oxacilina f-lactamico),

penicilina B-lactamico) e piperacilina + tozabactam.

3.4.3.2. Cepa Fungica
Para a determinacdo da atividade &@andida foi utilizada a levedura

C. albicansATCC 18804.

3.4.4. Estocagem dos Micro-organismos
3.4.4.1. Cepas Bacterianas
As amostras bacterianas foram mantidas em caldeMdinton (CMH - Difco)

acrescido de 20% de glicerol a -20°C. Para o wsant repicadas em 2 mL de CMH e
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incubadas por 24 horas a°87 para padronizacdo do inéculo, excetbl.opylori. A
cepa deH. pylori foi semeada em CMH com 50% de soro fetal bovinocebado por

72 horas a 37°C em condi¢des microaerofilia (10%)CO

3.4.4.1. Cepa Fungica
A amostra fungica d€. albicansfoi mantida em caldo Sabouraud dextrose
(Difco) acrescido de 20% de glicerol a -20°C. RaKgso, foi repicada em 2 mL caldo

Sabouraud dextrose e incubada por 48 hora8G 37

3.4.5. Padronizagéo dos Micro-organismos

3.4.5.1. Cepas Bacterianas

As culturas bacterianas foram transferidas a solgedina tamponada (PBS) e
ajustada a turbidez com a escala 0,5 de McFarlssejuida de leitura
espectrofotométrica a 620 nm até obtencdo de austiebentre 0,08 a 0,10 (1,0 x*10
UFC/mL), exceto para d1. pylori, cuja turbidez foi ajustada com a escala 2 de
McFarland. Posteriormente a suspensédo foi dilued@noporgcdo 1:10 para obter-se a

concentracdo de 1,0 x 10FC/mL, que foram utilizados nos ensaios (CLSQ&)0

3.4.5.2. Cepa Fungica

A cultura de 48 horas d@. albicans cultivada em caldo Sabouraud dextrose
(Difco) foi transferida a solucdo de PBS e ajustadturbidez com a escala 0,5 de
McFarland, seguida de leitura espectrofotométriceb3 nm até obtencdo de
absorbancia entre 0,08 a 0,10 (5,0 X UFC/mL). Posteriormente a suspensdo foi
diluida até obter-se a concentracéo de 2,5°XURC/mL, que foi, entdo, utilizado nos

ensaios.
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3.4.6. Controles positivos (bactérias e levedura)

Como controle positivo foi utilizada solugdo de dilipa (AMP) a
concentracdo final de 123@/mL para todas as bactérias, exceto nos ensaimdico
pylori que foi utilizada amoxicilina (AMX) a concentracfimal de 100Qug/mL.

Como controle positivo nos ensaios c@malbicansfoi utilizado anfotericina B

e fluconazol a concentracéo inicial de 32 e g§bmL, respectivamente.

3.4.7. Ensaio de microdiluicdo para bactérias

Os pocos das microplacas (96 pocos) foram preeoglgioim 80 pL de CMH e
em seguida acrescidos de 100 pL das solucbes Hatiscias-teste no primeiro poco
para realizacdo da diluicdo seriada de 1000 a @/Blu Subsequentemente, foram
distribuidos 20 pL das suspensfes dos micro-ongasisem cada pocgo, exceto nos
pocos que correspondem ao branco - apenas CMH epogss de controle das
substancias.

Além das substancias-teste, foram realizados denpsitivo (AMX paraH.
pylori e AMP para as demais bactérias), controle deileddele do meio, controle de
crescimento bacteriano, controle de cor e estadédda amostra e controle negativo
solvente.

As microplacas foram incubadas por 24 horas °€ 27apds esse periodo cada
microplaca foi avaliada sob 3 parametros diferera@deitura visual do crescimento
bacteriano; b) leitura espectrofotométrica em 588 ©) adicdo de 50 de uma
solucdo de resazurina (/mL - Sigma), utilizada como indicador de cresgitne
bacteriano. Os experimentos foram realizados epliciiia, sendo que em cada

microplaca foram testadas duas substancias-testepticata.
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A Figura 9 esquematiza a realizagéo do teste emopiacas.
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‘ Coluna 1: Caldo Miiller-Hinton (CMH) O Coluna 2: CMH + bactérias
O Coluna 3: Controle positivo + CMH + bactérias O bC:::;?:SLl a © Substanciasteste * CMH
O bC:::;?:S7 a 9 Substéncias-teste + CMH + O bC:ll:;?aSlO: Controle solvente + CMH +
O Colunas 11 e 12Controle das substéancias

Figura 9 - Esquema da diluicdo empregada no teste de micexplaara avaliacdo da

atividade antibacteriana.

3.4.7.1. Determinacéo da concentracao bactericidaima (CBM)

Antes da adicdo do indicador resazurina nas miacagl uma aliquota dos
pocos em que nao foi observado o crescimento mwbefoi semeada em placas de
Petri contendo agar Muller-Hinton (MH), e incubadasante 24 horas a 37°C, exceto
paraH. pylori que foi utilizado placas de Petri contendo agagsa e incubados por 72
horas a 37° C em condicbes de microaerofilia (1@2C@). ApOs esse periodo foi
observado os pontos onde ocorreu crescimento nécropdeterminando assim a CBM
que € definida como a menor concentracdo testada 08B0 ocorreu crescimento

microbiano apos a realizacao da subcultura (Yanagi@l, 2009). Nos casos em que
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todas as concentracOes testadas apresentaranmeesrbacteriano determinou-se que

o efeito do antimicrobiano foi bacteriostatico pafdtnhagem testada.

3.4.8. Ensaios de microdiluicdo para levedura

Os pocos das microplacas (96 pocos) foram preeosltidm 100 pL de meio
liqguido RPMI 1640 (pH 7,00 com tampao MOPS (acide[N3norfolino]
propanosulfénico), esterilizado por membrana filtea Em seguida, foram acrescidos
de 100 pL das solucdes das substancias-teste meipyi poco para realizacdo da
diluicdo seriada de 1000 a 7,8 pg/mL. Subsequemtieniwram distribuidos 100 pL da
suspensao dé. albicansem cada poc¢o, exceto nos pogos que correspondenamco
- apenas meio RPMI 1640 e nos pocos de controleudatancias.

Além das substancias-teste, foram realizados denpasitivo (anfotecina B e
fluconazol), controle de esterilidade do meio, ouet de crescimento do indculo,
controle de cor e esterilidade da amostra e cantregativsolvente.

As microplacas foram incubadas por 48 horas a &78p0s esse periodo foi
realizada a leitura visual observando-se a turbidearrida nos pocgos teste. Os
experimentos foram realizados em triplicata, seqde em cada microplaca foram

testados duas substancias-teste.

3.4.8.1. Determinacgdo da concentragdo fungicida imia (CFM)

Antes da adicdo do indicador TTC nas microplacasa @aliguota dos pogos
correspondentes em que nao foi constatado o crestnda levedura foi semeada em
placas de Petri contendo agar Sabouraud dextroseubadas por 48 horas a 37°C.
Apds esse periodo foi observado os pontos ondereacarescimento microbiano,

determinando assim a CFM que € definida como a memzentracdo testada onde néo
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ocorreu crescimento microbiano ap0s a realizacadsufbgultura. Nos casos em que
todas as concentragOes testadas apresentaranmeetrida levedura determinou-se

que o efeito do antimicrobiano foi fungistatico.

3.4.9. Determinacao da porcentagem de inibicdo dosro-organismos

Apés incubagdo as microplacas foram submetidaguidesspectrofotométrica.
A CIM foi determinada para cada micro-organismangoa menor concentracao da
amostra que inibe completamente o crescimento maredu(Asqo = 0) (Aradjoet al.,
2011).

A determinacdo da viabilidade dos micro-organisfmscalculada atraves da
média da absorbancia de trés determinacfes poemacdo de substancia testada e
subtraida do valor da absorbancia obtida para cadeentracdo de substancia sem a
adicdo do inoculo, para que assim possa ser obtigalor real de absorbancia de
bactérias, sem interferéncia das substancias-©stesultado assim obtido foi, entéo,
convertido em porcentagem de Vviabilidade celulatlizando como 100% de
viabilidade o valor médio da absorbancia obtida pmgs de controle de crescimento,

conforme apresenta a equacao:

Crescimento celular (%) = (Abs T — Abs ST100

Abs Cb
em que Abs T = absorbancia do teste; Abs ST = hBrora da substancia teste (sem

inodculo); Abs Cb = absorbéancia do controle de énescto dos micro-organismos.



54

3.4.10. Leitura dos ensaios de microdilui¢cao

3.4.10.1. Para as bactérias - revelacdo com resiazur

A resazurina € um corante (fenoxazin-3-ona) indicatk Oxido-reducado, que
tem sido utilizado na determinagéo da atividadébaateriana. Na sua forma oxidada
apresenta coloracdo azul e na forma reduzida cwmard~oram pipetados 30 de
solucéo de resazurina a concentracao de 5 pg/mpowms das microplacas que foram
incubadas em temperatura ambiente por duas horagéogque ocorra mudanca de
coloracdo. A manutencdo da cor azul nos pocos epmetada como auséncia de
crescimento bacteriano e o desenvolvimento de os@a,r como ocorréncia de
crescimento bacteriano. A CIM foi definida como anor concentracdo da substancia-

teste sem a mudanca de coloracao para rosa (Paletah, 2002).

3.4.10.2. Para a levedura — revelagcdo com TTC

A avaliacdo colorimétrica foi realizada utilizandoreto de 2,3,5-trifenil
tetrazolio (TTC a concentracdo de 1 mg lque é um indicador de redox na
viabilidade celular. O composto incolor (TTC) é uedio a 1,3,5- trifenilformazan
(TTF) de cor avermelhada indicando metabolismolael®s pocos da microplaca que
apresentaram atividade (sem crescimento) permanetmiores, enquanto 0S pocos
onde houve crescimento microbiano se coram de Veom@GABRIELSON, et

al.,2002)

3.4.11. Ensaio Checkerboard
O efeito sinérgico da FrMN com AMX, CLR e OMP (irge) foi avaliado
contraH. pylori pela técnica de microdiluicdo modificado para saemCheckerboard

de acordo com a metodologia descrita em Pillai eeldong (2005). A FrMN foi
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escolhida para esse ensaio, pois foi a Unica amqsi apresentou potencial asti-
pylori quando testado individualmente no ensaio de micigQéo.

Para a realizacdo dos experimentos, além da sollg&&MN, as solugbes de
antibioticos (AMX e CLR) e OMP (inibidor de bomba drétons) foram preparadas. A
FrMN foi solubilizada em MeOH:Tween 80:8 (20:10:70, v/v/v) e preparada para o
uso em uma concentracdo de 2Q@@ImL em &gua Milli-Q. A AMX, CLR e OMP
foram preparados individualmente, solubilizando-esn agua Milli-Q a uma
concentracdo de 250, 125 ep§/mL, respectivamente. Essas concentracdes foram
determinadas a partir de dados da literatura (lcweghal, 2010). A FrMN foi avaliada
combinada com cada agente antimicrobiano (AMX e bR OMP de maneira
individual e simultanea (triplice).

Para os ensaios, a culturatdlepylori foi transferida a solugcédo de PBS e ajustada
a turbidez com a escala 2 de McFarland, seguidaitlea espectrofotométrica a 620
nm até obtenc&do de absorbancia entre 0,08 a 0A& (1 UFC/mL), e posteriormente
diluida na proporcéo 1:10 para obter-se a conagidrde 1,0 x 70UFC/mL, que foi,
entdo, utilizada nos ensaios.

Os pocos das microplacas (96 pocos) foram preemslidm 80 pL de CMH.
Na ultima coluna (n° 12) adicionaram-se 100 pLstdsc6es de AMX, CLR, OMP ou
da combinagdo tripla para realizagdo da diluicaaiade, transferindo-se
sequencialmente 100 puL do poc¢o anterior para oipa@até a coluna 2. De maneira
semelhante, na primeira linha (A) adicionou-se 1Q0da solugcdo de FrMN para
posterior realizagdo da diluicdo seriada até al@hDessa maneira, a coluna 1 contém
apenas a FrMN e a linha H apenas a AMX, CLR, OMPaaombinacao tripla. No
poco H1 foi feito o controle de crescimento baetesi Subsequentemente, foram

distribuidos 20 pL da suspensaoHigylori em cada poco.
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As microplacas foram incubadas por 72 horas & 3@m condicbes de
microaerofilia (10% de C£ e apds esse periodo foi realizada a leitura Vidoa
crescimento bacteriano, leitura espectrofotomégima590 nm e adicdo de solugéo de
resazurina (5ug/mL), utilizada como indicador de crescimento baaho. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

A Figura 10 esquematiza a realizac&o do teste emopiacas.

Diluicéo seriada dos antibidticos

<
<

Diluicéo
seriada
da
FrMN

00000000-
® 0000000~
® 0000000
® 0000000-
® 0000000
® 0000000
® 0000000~
® 0000000
® 0000000
® 0000000z
® 0000000k
® 0000000

Colunas de 2 4 12, Linha F CMH + Antibidticos +

. Coluna 1, Linha de A 4 G:CMH + FrMN + Bactéria
Bactéria

O Colunas de 2 & 12CMH + FrMN + Antibiéticos +
O Coluna 1, Linha H: CMH + Bactéria
Bactérias

Figura 10 - Esquema de diluicdo seriada no engaieckerboardpara avaliagdo da
atividade sinérgica da FrMN, frente Hopylori.
Para avaliar a interacdo entre os diferentes teatton foi calculado o indice de

concentracao inibitoria fracionada (ICIF) de acocdm a seguinte formula (Eq2):
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ICIF: CIF (ermny + CIF (amx, CLR, OMP ou combinacéio tripldfEC1)

ICIF: (Cl_M FrMN na combinacé))'*' (CI_MAMX. CLR, OMP ou combinag&o tripla na combinalicqu)

(ClM FrMN) (CIM da AMX, CLR, OMP ou combinag&o tri;)a

A partir do ICIF obtido foi avaliada a interacad@smdo a classificacdo descrita

por Kumaret al (2012), na Tabela 1.

Tabela 1-Valores de ICIF correspondentes as diferentesagbes

Interacéo ICIF
Sinergismo ClIk 0,5
Aditivo 05<CIF<1
Indiferente 1<CIK?2
Antagonismo CIF>2

ICIF: indice de concentracdo inibitéria fraciona@#: concentracao inibitoria fracionada

3.4.12. Ensaiogime Kill

O ensaiolime Kill in vitrofoi conduzido de acordo com a metodologia descrita
na norma M26-A ddNational Committee for Clinical Laboratory StandargNCCLS,
1999) e realizado a partir da CIM determinada eetet de microdiluicdo, sendo CIM e
duas vezes a CIM. Além dos testes, foram feitosrdrole de crescimento (CMH +
indculo), controle de esterilidade (somente CMHgoatrole positivo com a triplice
(AMX, CLR e OMP: 250, 125 e ag/mL, respectivamente) pakh pylori, anfotericina
B (32ug/mL) paraC. albicanse AMP (1250ug/mL) para os demais micro-organismos.

Para realizacdo dos experimentos, o inoculo foirggagado com a escala 0,5 de
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McFarland, seguida de leitura espectrofotométrice62d nm até obtencdo de
absorbancia entre 0,08 a 0,10 (1,0 XWBC/mL).

O ensaio é realizado em tubos de ensaio adiciorsd®00uL de CMH,
acrescidos de 100 pL das solugbes das substaastas#¢ em seguida homogeneizados
em vortex. Apés este procedimento 1@0desta solugdo (CMH + substancia-teste) séo
desprezados, e entdo é adicionado o inéculo padami (200 uL em cada tubo).
Posteriormente, 10 pL desse homogeneizado sammadns em 990 pL de PBS e
entdo incubados em tempos pré-determinados, adimprebarar a solugdo usada nos
ensaios, nomeada dessa maneira como solugao-teste.

Para a realizacdo dos experimentos uma aliquol®@e L da solucao-teste foi
plagueada em meio de agar sangue phrpylori, agar Saboraud paf. albicanse
agar MH para as demais bactérias, com o auxilalg@ede Drigalski. O plagueamento
ocorreu nos tempos de 0, 3, 6, 12, 24 e 36 horasaylori, 0, 6, 12, 24 e 36 horas
paraC. albicanse 0, 1, 2, 3 e 6 horas para as demais bactérmlaas foram
incubadas por 72 horas a 37°C em condi¢des de awimfilia (10% de Cg) paraH.
pylori, 48 horas a 37°C paf. albicanse 24 horas a 37 °C para as demais bactérias.
Apo6s a incubacdo as colbnias foram contadas maeungdme o resultado obtido foi

multiplicado por 1000, obtendo-se assim a conceatrale UFC/mL.
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4. Resultados

€, - - ~ - ~
Por vezes sentimos que aquilo que fazemos, ndo é sendo uma gota de
dgua no mar. Mas o mar seria menov, se lhe faltasse uma gota.”

Madye Tereza de Calcutd
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4.1. Ensaios de microdiluicao

Os resultados obtidos neste ensaio estdo apregssmniadlabela 2 e nas figuras
correspondentes (Fig. 11 — 15).

Os resultados obtidos mostram que o extratB.dertainibiu S. aureusATCC
(CIM de 125ug/mL), B. subtilis(CIM de 500ug/mL) e E. coli (CIM de 500ug/mL)
(Fig. 11). Com relacdo ao extrato &e ramiflora, as cepasS. aureus(ATCC), B.
subtilis E. coli, P. aeruginosa, S. setubmaC. albicansforam mais sensiveis com CIM
de 125, 250, 500, 62,5, 250 e 5QfmL, respectivamente (Fig. 12).

A maitenina mostrou-se um promissor agente angbacio contra as bactérias
Gram-positivas testadas com CIM de 0 4gmL para as cepas dg& aureuse 31,3
ug/mL paraB. subtilis. C. albicansambém foi sensivel a esta substancia com CIM de
125ug/mL (Fig. 13).

A FrMN foi a Unica que apresentou atividade #&htipylori com CIM de 125
pg/mL. S. aureusATCC (CIM de 0,98:g/mL), S. aureusnulti-resistente (CIM de 0,98
ug/ mL) eB. subtilis(CIM de 62,5ug/mL) também foram sensiveis a este composto
(Fig. 14).

O netzaucoieno néo apresentou atividade contraunemios micro-organismos
testados (Fig. 15), nas condicfes utilizadas resstelo.

Os controles negativos contendo EtORDH(30:70, v/v) ou MeOH:Tween
80:H,O (20:10:70, v/vlv) ndo apresentaram atividade parinhagens testadas (dados

nao mostrados).
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Tabela 2 - Concentracdo inibitéria minima (CIM em pg/mL) dasoatras vegetais
avaliadas pela técnica de diluicio em microplaca.

Amostras

vegetais P.torta P.ramiflora FrMN Maitenina Netzaucoieno
Micro-organismos

S. aureugATCC) 125 125 0,98 0,49 > 1000
S. aureugMR) > 1000 > 1000 0,98 0,49 > 1000
B. subtilis 500 250 62,5 31,3 > 1000

E. coli 500 500 > 1000 > 1000 > 1000

P. aeruginosa > 1000 62,5 > 1000 > 1000 > 1000
S. setubal > 1000 250 > 1000 > 1000 > 1000

H. pylori > 1000 > 1000 125 > 1000 > 1000

C. albicans > 1000 500 > 1000 125 > 1000

MR: multi-resistente

Pouteriu tort
100,0

£€0.0

—— Candidea albicamns
€0.0 —=— Helicobacter pviori

Salmonelia sp

Tischerichia coli

40,0
—— Pseudomonds aeruginosca

Bacillus subitilis

Crescimento bacteriano (%)

Staplviococcus aureus

Staplvlocaccus aureus (Midti-resistente)

0.0

Concentracio (ug/ mL)

Figura 11 — Porcentagem de viabilidade dos micro-organismai®dos com extrato
etanolico déPouteria torta
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Pouteria ramiflora
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Figura 12 - Porcentagem de viabilidade dos micro-organismawdos com extrato
etandlico dé?outeria ramiflora
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Figura 13 - Porcentagem de viabilidade dos micro-organistratados com maitenina.
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Figura 14 - Porcentagem de viabilidade dos micro-organismadados com a FrMN.
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Figura 15 - Porcentagem de viabilidade dos micro-organisma@gadns com
netzaucoieno.
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4.2. EnsaioLheckerboard

A partir dos resultados obtidos nos ensaios deadliicicdo com a FrMN contra
o H. pylori, seu efeito sinérgico com AMX, CLR e OMP (tripligglizada contraH.
pylori) foi avaliado pelo ensaiGheckerboarce esta apresentado na Tabela 3. A FrMN
foi testada com cada componente da triplice e ®irés simultaneamente.

A FrMN, quando testada individualmente, apreser@M de 125 pug/mL, a
AMX de 250 pg/mL e a CLR de 62,5 pg/mL. O OMP n@ceaenta atividade arit-
pylori, no entanto quando testado simultaneamente camilld Bu com a AMX + CLR
age sinergicamente potencializando o efeito de amBoFrMN apresentou CIM de
62,5 pg/mL quando combinada com o OMP e a tridig® pg/mL para AMX e 7,8
pg/mL para CLR (Tabela 3). A CIM da FrMN foi para,@ pg/mL quando combinada
com AMX, CLR ou com a triplice. Os resultados espos pelo ICIF mostraram um

efeito predominantemente sinérgico (IGIB,5) em todas as combinagdes avaliadas.
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Tabela 3-Efeito sinérgico da FrMN com AMX, CLR e OMP (tiiig@) contraH. pylori

Substancias-teste CIM (png/ mL) CIF ICIF Resultado
N&o combinado Combinado
FrMN 125 15,6 0,12
0,14 Sinérgico
AMX 250 3,9 0,02
FrMN 125 15,6 0,12 . .
0,18 Sinérgico
CLR 62,5 3,9 0,06
FrMN 125 62,5 0,50 S
0,50 Sinérgico
OMP - - -
FrMN 125 15,6 0,12 _ .
_ 0,18 Sinérgico
Triplice AMX: 15,6 AMX: 0,97 0,06 o
0,36 Sinérgico
CLR: 7,8 CLR: 1,9 0,24

CIM: concentragdo inibitéria minima; CIF: concegéa inibitoria fracionada; ICIF: indice de concag#o inibitoria fracionada; FrMN: Frag&o
enriguecida contendo maitenina e netzaucoieno; AdM»oxicilina; CLR: claritromicina; OMP: omeprazol

- auséncia de atividade
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4.3. EnsaiosTime Kill

A atividade antibacteriana dos extratosRletorta e P. ramiflora da FrMN e
maitenina contra diferentes micro-organismos faificmada pelo ensaid@ime Kill,
cujos resultados estdo apresentados nas Figuldsal23.

ParaS. aureusa reducdo na contagem de col6nias foi vista stergemente ao
longo de 6 horas. A reducdo maxima nos experimetos maitenina, FrMN .
ramiflora foi entre 3 e 6 horas. PaRa torta houve uma reducdo na contagem de
col6nias em relacéo ao tempo, mas o crescimentaer@o em 6 horas (8,9 x3OFC/
mL) (Fig. 16).

A maitenina e a FrMN apresentaram atividade ant#pena contreS. aureus
multi-resistente, com reducdo maxima na contageooldmia também entre 3 e 6 horas
(Fig. 17).

O B. subtilisfoi mais sensivel aos efeitos toxicos dos extrd®B. torta e P.
ramiflora, maitenina e FrMN. A contagem de col6nias foi Bigativamente menor em
comparacao com o controle de crescimento ja noddmpPara maiteninafe ramiflora
a reducdo maxima na contagem de col6nias foi emord & para FrMN €. tortafoi
entre 1 e 2 horas (Fig. 18).

Somente os extratos de torta e P. ramiflora apresentaram atividade akfti-
coli, com reducdo méxima na contagem de colbnias 8mre horas (Fig. 19).

P. aeruginosgFig. 20) eS.setubal(Fig. 21) foram sensiveis apenas aos efeitos
toxicos dos extratos de. ramiflora, no entanto a contagem de colénias ndo zerou no
tempo de 6 horas, apresentando neste tempo 4,65WFC/mL paraP. aeruginosae
1,45 x 10 UFC/mL paraS. setubal

Com relacdo aos experimentos cdin albicans ocorreu uma redugao na

contagem de col6nias logo apds o tempo 0 tantorpait@nina quanto para o extrato de
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P. ramiflora, mas essa contagem ndo zerou apOs 36 horas de géaoulthegando a
esse tempo com 1,4 x UQUFC/mL paraP. ramiflora e 3,68 x 16 UFC/mL para
maitenina (Fig. 22).

Enfim, dos compostos avaliados a FrMN foi a Unioa gpresentou atividade
anti-H. pylori e essa atividade foi confirmada pelo enskime Kill, que apresentou

reducdo maxima na contagem de colbnias entre Bheras (Fig. 23).

S. aureus
1.LOE+06 -
8.0E+05 -
= —— Pouteria torta
+ -
E 6,0E+05 —s— Pouteria ramiflora
% 4,0E405 - —s+—Maitenina
——FrMN
2,0E+05 —+—Controle de crescimento
—s— Ampicilina
0,0E+00 : : : .
0 1 2 3 6
Tempo (horas)

Figura 16 - Atividade antibacteriana dos extratosRigorta (125 pg/mL),P. ramiflora
(125 pg/mL), maitenina (0,49 ug/mL) e FrMN (0,98mb) contraS. aureugATCC)
pelo ensaidlime Kill. (Controle de crescimento: CMH + in6culo; Ampicdi Controle

positivo - 125Qug/mL).
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S. aureus multi-resistente
1.2E+07
3 8.0E+06 -
E —— Maitenina
< —=—FiMN
= 4,0E+06 - -\ Controle de crescimento
%x —— Ampicilina
0,0E+00 . — .
0 1 2 3
Tempo (horas)

Figura 17 - Atividade antibacteriana da maitenina (0,49 pg/mlEfMN (0,98 pug/mL)
contraS. aureusnulti-resistente pelo ensaiome Kill. (Controle de crescimento: CMH

+ inéculo; Ampicilina Controle positivo - 125@y/mL).

B. subtilis

6,0E+05 ~
- 4,0E+05 - —— Pouteria torta
E —a— Pouteria ramiflora
E —— Maitenina
= 2,0E+05 - e FMN

—+— Controle de crescimento
0,0E+00 - : . . . _ | —— Ampicilina
0 1 2 3 6
Tempo (horas)

Figura 18 - Atividade antibacteriana dos extratosRldorta (500 pg/mL),P. ramiflora
(250 pg/mL), maitenina (31,3 pug/mL) e FrMN (62,5/mpg) contraB. subitilis pelo
ensaioTime Kill. (Controle de crescimento: CMH + inoculo; Ampicdi Controle
positivo - 125Qug/mL).
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E. coli

1,2E+07
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Figura 19 - Atividade antibacteriana dos extratos Ee torta (500 pg/mL) eP.
ramiflora (500 pg/mL) contré&. coli pelo ensaid’ime Kill. (Controle de crescimento:

CMH + in6culo; Ampicilina Controle positivo - 125@/mL).

P. aeruginosa

1L,2E+07
- 8,0E+06 -
g
&) —— Pouteria ramiflora
% 4,0E+06 - —=— Controle de crescimento

Ampicilina
0,0E+00 — T T
0 1 2 3 6
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Figura 20 - Atividade antibacteriana dos extratosRleramiflora (62,5 nug/mL) contra
P. aeruginosapelo ensaioTime Kill. (Controle de crescimento: CMH + indculo;

Ampicilina Controle positivo - 125Qg/mL).
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Figura 21 - Atividade antibacteriana dos extratosRleramiflora (250 pg/mL) contra
S.setubalpelo ensaidime Kill. (Controle de crescimento: CMH + inéculo; Ampicdi

Controle positivo - 1250Qg/mL).
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Figura 22 - Atividade antifungica dos extratos Beramiflora(500 pug/mL) e maitenina
(125 pg/mL) contr&. albicanspelo ensaidime Kill. (Controle de crescimento: CMH

+ indculo; Anfotericina B Controle positivo - 3@/mL).
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Figura 23 - Atividade antibacteriana da FrMN (13&/mL) contraH. pylori pelo
ensaioTime Kill. (Controle de crescimento: CMH + inGculo; TripliCentrole positivo

- AMX, CLR e OMP: 250, 125 e pg/mL, respectivamente).
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5, Discussao

"E do buscar e ndo do achar que nasce o que eu ndo conhecia.”

(larice Lispector
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A resisténcia que os micro-organismos adquiremraarg antibioticos, levam a
um grande interesse na busca de novas substantimgeobianas. Extratos de plantas,
bem como compostos isolados biologicamente atieossgécies vegetais utilizados na
medicina tradicional podem ser recursos prolifipasa 0 desenvolvimento de novas
substancias (Mohammed e Al-Bayati, 2009).

Neste estudo, a atividade antimicrobiana dos @dratandlicos d@. torta P.
ramiflora, maitenina e netzaucoieno foram avaliados frefigcdérias Gram-positivas e
Gram-negativas €. albicanspelo teste de microdiluicdo, cujos resultados nfora
complementados com o ensaime Kill.

O comportamento das bactérias quando submetidalsragdo de Gram se deve
basicamente as diferencas de estruturas de corqaenas compdem (Gram positivas e
Gram-negativas). Entre outros aspectos, a camapepdieloglicano nas Gram-positivas
€ mais espessa e mais entrecruzada, enquanto guerai-negativas € mais fina e
menos entrecruzada. Além destas camadas, as Ggativas apresentam duas
membranas sendo uma delas externa ao peptideayliEatas diferencas estruturais
resultam em diferentes suscetibilidades a uma dedle de antibidticos que tem as
estruturas de contorno como sitios de acao (Bafiled.,2004).

Com relacédo a atividade antifungica, a resistéasialrogas antifingicas tem
sido monitorada principalmente em cepas Ghindida spp em quadros infecciosos
humanos (Loeffleet al., 2000). A espéci€. albicansfoi avaliada no presente estudo
por ser a espécie mais frequente em infeccBes,osendsiderado o patdégeno
oportunista mais comum na espécie humana. Aléno,dssratamento das infeccoes
causadas pdCandidaspp é limitado a um namero pequeno de agentesiagiibs, o

gue inclui poliénicos como nistatina e anfoteridB)azdlicos, entre eles o cetoconazol,
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itraconazol e fluconazol; e derivados azoélicos mee® como O voriconazol e o
posaconazol (Avrella e Goulart, 2008).

Outro aspecto importante sdo os efeitos colatel@ésagentes antifungicos. O
fluconazol, por exemplo, utilizado como controlesitigo, € um antifingico triazolico
de amplo espectro, que apresenta atividade futigast@&mpo-dependente. Portanto, o
tratamento Otimo requer que a concentracao séeidmcbnazol mantenha-se acima da
CIM no organismo em maior parte do intervalo deadesn. Embora poucas reacdes
adversas associadas ao fluconazol sejam relatelif@isamente pode ocorrer reacoes
adversas significativas com o uso de antifangi@zdt. A mais importante destas €
hepatotoxicidade que associada ao triazol € depend#a dose; e o espectro de
toxicidade pode variar de leve elevacbes tranagddos niveis de transaminases a
hepatite, colestase e insuficiéncia hepatica fudmie (Chicellaet al.,2011).

A anfotericina B, outro controle positivo utilizadweste estudo, tem seu uso
associado a efeitos adversos, como nefrotoxicida@dre com calafrios, como reacao
aguda a infusdo intravenosa, ja que a farmacocinéleste farmaco ndo permite a
administracéo oral (Hardman e Limbird, 1996). Nof@sulacbes da anfotericina B,
na forma de lipossomas e de dispersao coloidajuzem menos efeitos colaterais,
como resultado da redistribuicdo do farmaco nasldece da seletividade de liberacéo,
mas o prec¢o destas formulacdes é muitas vezes (rippe-Tichy, 1997).

Nos ultimos anos, tanto a anfotericina B como @ssam sido os farmacos de
primeira escolha na terapia. Estas duas classesedécamentos tém como alvo a
membrana celular dos fungos. Os polienos ligam+s@a porcdo esterol, basicamente
ergosterol, presente na membrana de fungos sessfeainando poros ou canais. O
resultado € um aumento na permeabilidade da memban permite o extravasamento

de diversas pequenas moléculas, levando a mongaceDs azodis sdo compostos
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totalmente sintéticos. O mecanismo de acdo dedtesmaos baseia-se na inibicdo da
esterol-14e-desmetilase, um sistema enzimatico microssomadragmte do citocromo
P450, prejudicando a sintese do ergosterol na namaltitoplasmatica e levando ao
acumulo de l4rmetilesterois. Esses metilesterdis ndo possuenesman forma e
propriedades fisicas que o ergosterol e levam @andgio da membrana com
propriedades alteradas, que ndo desempenha ases$urg@isicas necessarias ao
desenvolvimento do fungo. Os azdéis causam meng8esadversas que a anfotericina
B, porém sdo menos potentes que a mesma. Podagétefungistatica ou fungicida. O
uso excessivo dos azois levou ao aparecimentosiktéiecia em especies suscetiveis.
Além disso, os azois ainda apresentam a desvantdgessisténcia cruzada (Hardman
e Limbird, 1996; Williams e Lemke, 2002). Portantobusca de novos compostos
antifingicos séao objetos de investigag¢ao continua.

Dos compostos avaliados, o extrato etanolico dieagodeP. ramiflora e a
maitenina apresentaram potencial antifungieojitro, contraC. albicans com CIM de
500 e 125 pg/mL, respectivamente, mostrando-se céontes promissoras no
desenvolvimento de novos fitofarmacos para tratéoneéas micoses.

Considerando os resultados obtidos, dos extratoPalgeria a espécieP.
ramiflora foi mais ativa, apresentando atividade co8traureugATCC), B. subtilis E.
coli, P. aeruginosaS. setubak C. albicans enquanto que a espééletorta apresentou
atividade contres. aureugATCC), B. subtilise E. coli. As duas espécies mostraram
atividade bactericida contE colique é uma bactéria que habita o trato gastroinést
de animais e seres humanos, como por exemplo, easo daP. ramiflora para
S.setubal Estes resultados fornecem evidéncias para pestib uso de tais plantas na
medicina tradicional contra diarreia, nauseas eite@mSouzaet al, 2012). Outro

destaque que também deve ser dado € que de todompsestos avaliados o extrato de
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P. ramiflora foi o Unico que apresentou atividade corRraaeruginosacom CIM de
62,5ug/mL, sendo que essa atividade pode ser promisaado-se em conta que esta
bactéria é resistente a antibioticos de primeirhdi(Livermore, 1992; Troillett al.,
1997). Além disso,P. aeruginosaé responsavel por grande parte de infeccdes
nosocomiais (Jarvis e Martine, 1992; Saeteal, 2001).

Considerando no entanto, que o extrato € uma raistamplexa de varios
compostos organicos, o estudo fitoquimico desseates sera muito importante no
sentido de elucidar as substancias responsave g¢feito observado, e assim
determinar o desenvolvimento de novos constituiatess para farmacos.

Estudos fitoquimicos realizados com o extrato n@tem dos ramos dB. torta
demonstraram a presenca de triterpenos como acé¢ateamirina, acetato de-
amirina, acido betulinico e acido ursolico (Giteal., 1980). Dos extratos hexanico e
diclorometano de flores e frutos foram isoladosd@&i graxos, poliisoprenoides,
triglicerideos, hidrocarbonetos normais e ramiftcadesteroides e triperpenos penta- e
tetraciclicos (David, 1993). Ainda do extrato hagandas folhas desta planta foram
isolados hidrocarbonetos, alcoois de cadeia longecetato de lupeila. Da fracdo
acetonitrila:cloroférmio do extrato etaldlico bridtwam obtidas misturas de triperpenos
contendoa- e B-friedelinol e a- e B-amirina, além do acido 12,13-dihidropomolico
(Lopez, 2005) e da fracdo aquosa foi obtido o fhewade miricitrina (Silveet al.,2006).

A pouterina, uma proteina semelhante a lecitinagxXtraida de sementes Be
torta e apresentou atividade antifingica corfeigsarium oxyporumcColletotrichum
lindemuthianume Saccharomyces cerevisi@goleti et al.,2007).

Com relagdo &. ramiflora ndo foram encontradas informagfes na literatura

sobre a andlise fitoquimica desta espécie.
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As espécies bacterianas Gram-positivas e Gramimaggiodem ter diferentes
sensibilidades as substancias contidas em exutatodo as diferencas na ultraestrutura
da célula associadas a parede celular ou camadesntierno celular (Micelet al.,
2011). Os resultados obtidos nesse estudo refoagaigia de que a atividade biologica
de extratos de plantas € devido aos efeitos comsne/ ou sinérgicos de uma mistura
complexa de fitoquimicos.

Um estudo preliminar sobre a atividade antimicrofido acetato de-amirina,
acido betulinico e betulinaldeido contra isoladtisians deS. aureusresistentes e
sensiveis a meticilina mostrou inibicdo em coneadtes que variaram de 8 a 32 pg/mL
(Chung, 2004). Outros triterpenos, tais como o@oiganolico, acido ursdlico, acido
rotundioico e zeilasteral também possuem atividadéimicrobiana comprovada
(Katerereet al., 2003; Mallavadhanet al., 2004; Leonet al.,2005). O acetato de-
amirina, acido betulinico e acido ursélico, porrapd, sao triterpenos pentaciclicos ja
isolados das folhas d& torta(Cheet al.,1980). Os triterpenoides representam uma das
classes de compostos mais ativos com relacao idaater antibacteriana; no entanto, o
mecanismo de acdo dos triterpenoides ndo esta etammEnte esclarecido (Chuey
al.,, 2011). De acordo com Leodet al. (2005), a atividade antimicrobiana dos
triterpenoides zeilasteral e dimetilzeilasteral tcmrbactérias Gram-positivas pode ser
devido ao bloqueio da divisédo celular por inibigé sintese de DNA e da sintese
macromolecular enB. subtilis A inibicdo da sintese macromolecular pode seiddev
ao dano na membrana celular.

A presenca de flavonoides nos extratos avaliadete resstudo poderia sugerir
outro mecanismo. Ha a constatacdo de que os flalestém um efeito agregante em
células bacterianas (Cushnie e Lamb, 2011). Prawavde, os flavonoides ndo matam

as células bacterianas, apenas induzem a formagagrdgados, reduzindo o nimero
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de UFC nas contagens viaveis (Cushnie e Lamb, 2a@®li et al.,2011). Entretanto,
este efeito agregante diminui a area de superficigue pode resultar em uma
diminuicdo do consumo de oxigénio, interrompendadeia de transporte de elétrons e
em uma diminuicdo de nutrientes como uridina ediina, 0 que pode inibir a sintese de
acidos nucleicos (Cushnie e Lamb, 2011).

Mecanismos semelhantes aos dos triterpenoidesaefodos flavonoides podem
ser sugeridos, mas outros estudos devem ser hadizzara elucida-los, além de ser
fundamental a andlise fitoquimica dos extratos.

O desenvolvimento de substancias com amplo espadatimicrobiano é de
grande interesse, como observado nos resultadosigaimente com &. ramiflora,
pois a multi-resisténcia esta sendo difundida ebéretérias Gram-negativas e Gram-
positivas, e fungos (Kumat al.,2012).

Das amostras avaliadas no presente estudo, a maiem FrMN foram as que
apresentaram as atividades mais promissoras coattérias Gram-positivas. A CIM
da maitenina contr8. aureu§ATCC) eS. aureusnulti-resistente foi de 0,48g/mL e
da FrMN 0,96ug/mL, ambas com tempo de morte entre 3 e 6 horastr& o B.
subtilis,a CIM foi de 31,3ug/mL com tempo de morte em aproximadamente 1 hora
para maitenina e 62;m/mL com tempo de morte entre 1 e 2 horas para FrM&n
disso, a maitenina apresentou atividade &htalbicanse a FrMN antiH. pylori.

O S. aureusé um patdgeno ubiquitario, adquirido tanto em antbge
hospitalares quanto em nao hospitalares. Este foiganismo tem desenvolvido
diversas estratégias para resistir a acdo de amaticte todos os antibidticos (Chuetg
al., 2011), como observado com o isolado clinico aslaliao presente estudo que
apresenta resisténcia a amoxicilina, clindamiceritromicina, imipenem, oxacilina,

penicilina e piperacilina + tozabactam.
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A maitenina, em 1950, foi um dos primeiros comp®stmlados de espécies
vegetais, juntamente com o diterpeno biflorininancpropriedades antimicrobianas
efetivas (Sartori, 2005). Em 1971, Lireaal. j& demonstravam que a maitenina exibe
forte atividade antimicrobiana contra varias baateGram-positivas. No entanto, os
triterpenos ficaram esquecidos por anos.

Recentemente, surgiu um novo interesse no uso deerpé&nos
quinomametidicos, em especial da maitenina, prahtipnte como substancias para o
tratamento do cancer, em funcao de sua baixa ttaxlei e capacidade de potencializar
outros quimioterapicos (Santos Oliveaiaal.,2009). Nos primeiros estudos, Melbal.
(1974) avaliaram a maitenina associada com outrbsta@ncias anticancerigenas de
origem natural, em onze pacientes com carcinoma-telslar avancado. Todos 0s
pacientes melhoraram clinicamente, apresentandac@ed superiores a 50% do
tamanho da lesdo. A maitenina tem pouco poteneafrdacdo para a pele, mas sua
acao foi considerada lenta. Um aspecto curiostacdida pelos autores, é que as lesdes
continuaram a regredir por varios dias, mesmo ap@so tépico da suspensdo da
maitenina, sugerindo um prolongado efeito esquepadongos anos. De acordo com
Corsinoet al. (2000), os estudos mais recentes nao foram pubbcpdrque visam o
lancamento de novas drogas pela indastria farmiaeéuité 16 de setembro de 2012,
em pesquisa feitas no pubmed ndo foram encontradess dados na literatura de
estudos realizados com a maitenina.

Como j& mencionado, com relagdo a atividade ar@haoa, poucos estudos
sdo realizados para elucidar o mecanismo de acétericidda de terpenos. Ha
especulacdes no envolvimento destes compostodliipsf na ruptura da membrana
(Saleemet al.,2010). Mendozat al. (1997), por exemplo, concluiram que aumentar a

hidrofilicidade de diterpenos kauranicos por intrgdb de um grupo20H reduz
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drasticamente a sua atividade antimicrobiana. Naném, mais estudos sdo necessarios
para confirmar estas especulacdes.

Neste estudo, foram utilizados a FrMN e o netzamwiisolado com a
finalidade de elucidar o constituinte bioativo, g@® produtos de metabolismo celular
da espéci&alacia campestris.

A FrMN é constituida com maitenina e netzaucoiegee S40 compostos
majoritarios nesta fracdo; o netzaucoieno foi cc@irtomposto que nao apresentou
atividade contra os micro-organismos testados oagigdes utilizadas neste estudo. No
entanto, Mouijiret al. (1991) escreveram um trabalho intitulado “ModeAation of
Netzahualcoyone”, por demonstrar atividade antioli@na contra bactérias Gram-
positivas e leveduras, mas ndo contra bactérias-@egativas. Os autores acreditam
que o esqueleto de triterpeno quinomametidico mipogcetona no carbono 22 do anel
E favorecem a atividade antimicrobiana. Os efeitosnetzaucoieno foram avaliados
sobre a respiracdo celular de células intactas elao®s obtidos sugerem que o
netzaucoieno é adsorvido na superficie da célutéebana, causando morte celular,
provavelmente por inibicdo das enzimas autoliti&ssa variacdo entre os resultados
obtidos no presente estudo com os dados na litarptovavelmente esta relacionada
com o grau de pureza da substancia isolada.

Os resultados obtidos com a FrMN sugerem que alatig antimicrobiana pode
ser parcialmente atribuida a maitenina, principabmecontra as bactérias Gram-
positivas por apresentarem resultados semelhaAtestividade antH. pylori, no
entanto, ndo esta claro se foi devido a FrMN cceméimicrobianos mais potentes ou 0s
compostos antimicrobianos existentes atuarem saangnte.

Neste estudo, em vista dos resultados promissdoédos quando testada

isoladamente no ensaio de microdiluicdo, a FrMNafmliada em combinagcdo com a
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terapia tripla utilizada contid. pylori, ou seja, a interacéo foi feita com os antibioticos
mais comuns utilizados clinicamente, além de urbidor de bomba de protons para
permitir a completa exploracédo da FrMN como novenag antimicrobiano.

Ha um interesse clinico no uso de combinac¢des odufps naturais e agentes
antimicrobianos para melhorar o espectro da atild#do medicamento (Kumat al.,
2012). Alem disso, o uso de farmacos combinadasagianalmente recomendado para
evitar a resisténcia emergente durante o trataneeptya conseguir uma maior eficacia
no tratamento de infeccbes e doencas. No entantelegdo de uma combinacao
adequada requer uma compreensdo do potencial deagab entre 0s agentes
antimicrobianos (Jacksaat al.,2009).

O ensaioCheckerboardé um sisteman vitro que determina a atividade
antimicrobiana, utilizando a combinacdo de mais whea substancia teste e/ou
antibioticos. Nessa metodologia, a resposta € d&mao sinérgica, antagodnica e
indiferente. Um efeito sinérgico é considerado gwaa atividade da combinacdo €
significativamente maior do que os compostos testattividualmente (Mitchekt al,
2012) O efeito antagbnico permite que doses makadale um ou outro antibidtico
seja usada para reduzir a toxicidade; e na respubtarente, o uso de dois antibiéticos
pode prevenir o aparecimento de resisténcia a geialqn dos dois. Apesar do modo de
interacdo especulado, ndo séo definidos os bepefitinicos (Kumaet al.,2012).

Os valores séo expressos em indice de concentirabéoria fracionada e esse
valor < 0,5 indica uma interacdo sinérgica, sendo queaa ge sinergismo aumenta
guando o valor tende para zero (Jackstral., 2009). Com base nisto, todas as
combinagdes avaliadas neste estudo pelo e®sckerboardapresentaram um efeito
sinérgico. Estes resultados apoiam a hipotese deagirMN pode representar uma

nova ferramenta potencialmente valiosa como umvadpe de quimioterapia arti-
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pylori. De acordo com Suelat al.(2010), se uma combinacdo de agentes apresenta um
efeito sinérgico ou aditivo, determinado pela Cldsta combinacdo pode ser mais
eficaz do que a monoterapia.

O mecanismo destas interacfes sinérgicas pareasosgriexo. O antibidtico
claritromicina, por exemplo, mata as bactériadjgeado a porcédo 50S do ribossomo,
inibindo dessa maneira, a sintese de proteina. @Gadatdo a amoxicilina, seu
mecanismo de acdo esta baseado na inibicdo danbésesdo mucopeptideo da parede
celular das bactérias, sendo estavel na presencaucm gastrico. No entanto, a
combinacédo de CLR e AMX com a FrMN pode matar aséves pelo mecanismo de
acao dos antibidticos ou por um novo processo gde pumentar a taxa de morte. A
maior contribuicdo do nosso estudo é que a comdinda FrMN com um macrolideo,
um B-lactamico e um inibidor de bomba de prétons peseltar em sinergia e ndo em
antagonismao.

Os estudos clinicos e com animais sdo necessaraseptabelecer se a terapia
com a FrMN em combinacdo com outro agente em datadas situacdes clinicas, tais
como gastrite cronica, Ulcera péptica e neoplagatricas causadas pdr pylori pode
ser benéfica, pois ndo se sabe se a extrapolacdoupa efeitoin vivo € valida e a
infeccdo poH. pylori apresenta um desafio terapéutico unico.

A determinacdo da terapia ideal para tal infeccépedde, em parte, das
concentracbes dos antimicrobianos no estbmago. Ap@ntrada no estdmago, o
primeiro obstaculo para a biodisponibilidade dos$ibadticos é a acidez do limen
gastrico, 0 que nos seres humanos em uma medid¥aldeo pH intragastrico € de 1,4.
Um bom exemplo disto é a CLR, um antibi6tico adiwel, que é degradado no lamen
principalmente através da agdo do acido e da pepairsua meia-vida € inferior a 1

hora nessa circunstancia, o que torna-se claroogtratamento pela monoterapia €
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relativamente ineficaz. Assim, o aumento do pHamdistrico pela co-administracédo de
potentes inibidores da acidez gastrica evita sgatifamente a falha na erradicacdo
(Wuet al.,2012).

O omeprazol, utilizado neste estudo como inibidobdmba de prétons, age em
sinergia com os antibidticos, elevando o pH gastdcperturbando o ambiente acido
idelal para o crescimento dd. pylori (Wu et al.,2012; Shihet al., 2012). A FrMN,
quando testada individualmente, apresentou CIM 2% llg/mL e quando combinada
com o OMP passou para 62,5 pg/mL. Estes resultsagpsrem que o pH do meio no
ensaio foi alterado, deixandd-b pylori mais sensivel aos efeitos do composto (FrMN).

A segunda barreira é a estrutura particular do ngégirico. Para conseguir
matar as bactérias presentes no estdbmago, € mazepsd o farmaco atinja toda a
superficie do estbmago e penetre através da cateadaico do limen gastrico para a
superficie epitelial (ou vice-versa); além dissantibiético deve agir em concentracdes
mais elevadas por um tempo suficiente para matdvaagrias presentes de forma
eficiente. Caso contrario, as bactérias em tais locais podssolanizar o epitélio
gastrico, resultando em falha na erradicacao ¢¥"\al.,2012).

Sendo assim, como os resultados destes testesrmdjoe a combinacdo de
FrMN e a terapia tripla utilizada contra pylori tem um significado clinico favoravel
no tratamento de Ulceras géstricas provocadasipgylori. Um mecanismo de agéo
plausivel pode ser sugerido onde a FrMN potenaaiatividade da AMX e da CLR,
dando origem a sinergismo.

Em linhas gerais, 0s extratos etandlicoPd¢ortae P. ramiflora a FrMN e a
substancia maitenina apresentaram resultados @omes com potencial
antimicrobiano para serem incoporados em produtes gpssam ser agregados no

ambito do Sistema de Saude. Estudos adicionaisrdsee realizados com o intuito de



83

determinar outras atividades bioldgicas destes ostop e para que estes possam ser

inseridos com seguranca, eficacia e qualidade.
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6. Conclusoes

“Aqui, no entanto nos ndo olhamos para trds por muito tempo, nos
continuamos seguindo em frente, abrindo novas portas e fazendo coisas
novas, porque somos curiosos... e a curiosidade continua nos conduzindo

por novos caminhos. Siga em frente."

Walt Disney
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O estudo da atividade antimicrobiana dos extratasoiicos deP. torta e P.
ramiflora, FrMN e as substancias isoladas maitenina e naiEno, levou as seguintes

conclusoes:

- O extrato deP. ramiflorae a maitenina apresentaram potencial antifungico
vitro, mostrando-se como fontes promissoras no desem@ito de novos agentes
fitoterapicos para tratamento das micoses, causat&s albicans

- A P. ramiflora foi mais ativa frente aos micro-organismos testadendo o
anico extrato com atividade contPa aeruginosa;

- A maitenina e a FrMN, foram as que apresentaramatavidades mais
promissoras contra bactérias Gram-positivas. Aléaod esta fracdo foi a Unica que
apresentou atividade ant#. pylori, e 0 componente bioativo parece ser a maitenina
uma vez que O netzaucoieno puro nao apresentoideatées frente a este micro-
organismo.

- O netzaucoieno isolado &alacia campestrindo apresentou atividade contra
0S micro-organismos testados nas condi¢cfes uilizadste estudo.

- Nao foi possivel elucidar se a atividade da Frititi-H. pylori foi devido a
esta conter antimicrobianos mais potentes ou secarspostos antimicrobianos
existentes atuaram sinergicamente;

- No ensaidCheckerboarda FrMN apresentou um efeito sinérgico em todas as
combinacdes avaliadas, indicando um significadniadi favoravel no tratamento de
Ulceras gastricas associadadiagylori;

- O ensaidlime Kill confirmou os resultados obtidos no ensaio de mikigéo,
demonstrando que o tempo de morte pode variar depdn da susceptibilidade do

micro-organismo ao composto avaliado.
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ANEXO |

Ensaios de atividade antimicrobiana:

Solugbes e meios de cultura:

Agar Mueller-Hinton

- Infusdo de carne............ceeevveveeeees o 200
- Hidrolisado de caseina.................... 1759
= AMIAO..ceiiiiiiiee e 159
= AQAN 13,09

Caldo Mueller-Hinton

- Infusdo de carne...........oeeevieeeieiiii 200

- Hidrolisado de caseina.................... 1759
e 2 11 o [o T USROS 15¢9
Preparo:

Apés o processo de pesagem de 34 g do po, adicmmanteiudo em um béquer
contendo 1 L de agua destilada e homogeneizartakoeipH para 7,4 e esterilizar por

autoclavagem a 121°C durante 20 minutos.

PBS (Phosphate Buffered Saline)

SNaACl 8,09
S NEHP s 1,1580g
T =T Y 6,04
- Agua destilada............ccccovevevenennne 1000mL

O pH foi ajustado a 7,0.
Autoclavar (121°C, 15 minutos).

Caldo Sabouraud
- Peptona Micolégica.............oeeeeeeeeeene. a0
- GlICOSE. ..o 40,0 g
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Preparo:

Apds o processo de pesagem de 65 g do po, adiaormnteddo em um béquer
contendo 1litro de agua destilada, mexer e adicionaeio ao fogo. Deixar a mistura
entrar em ebulicdo para dissolver completamenterikEzar por autoclavagem a 121°C

durante 15 minutos.

Meio RPMI 1640- Roswell Park Memorial Institute

Composigéo:

Constituinte g/L de agua| Constituinte g/L de agua
L-arginina (base livre) | 0,200 Biotina 0,0002
L-asparagina (anidra) 0,050 D-pantoténico 0,00025
L-aspartico, acido 0,020 Colina, cloreto de 0,003
L-cistina- 2HCI 0,0652 Folico, acido 0,001
L-glutdmina, acido 0,020 Mioinositol 0,035
L-glutamina 0,030 Niaciamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina (base livre) | 0,015 Piridoxina HCI 0100
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B 0,000005
L-lisina-HCI 0,040 Nitrato de calcioxJ@ 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio anidro 4881
L-treonina 0,020 glicose 2,000
L-triptofano 0,005 Glutationa, reduzida 0,001
L-tisrosina-2Na 0,02883 Vermelho de fenol, Na 690
L-valina 0,020

Preparo:

- Meio RPMI 1640...........ccoovvvvveiieinins 10,4 ¢

- Tampao MOPS.........cooeviiiiieieeiiinn. 35,49

- GlICOSE....cc e 19,09
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- Agua Milli-Q....cvveveieeeceeeeee e, 1000 mL

ApOs o processo de pesagem dos materiais, dissoiverio em p6 em 900 mL
de agua. Acrescentar MOPS (concentracdo final d&50mol/L), agitando até
dissolver. Enquanto mexer, ajustar o pH para 28°€ utilizando hidroxido de sédio 1
mol/L. Acrescentar agua adicional para completaolame final de 1 L. Esterilizar por

filtragem e armazenar a 4°C até o uso.



