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RESUMO

As propriedades medicinais de fitoterapicos utilizados tradicionalmente pela
populacao tém sido comprovadas por pesquisas em todo o mundo. Foram avaliadas
as atividades antimicrobianas e antioxidantes de oito extratos fitoterpicos
produzidos na Pastoral da Saude de Venda Nova do Imigrante- ES, Brasil, a partir
das plantas: Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Achillea millefolium L.,
Aristolochia cymbifera Mart., Casearia sylvestris Sw., Cordia verbenacea DC.,
Echinodorus grandiflorus (Cham.& Schitdl.) Micheli , Gossypium hirsutum L. e
Plantago major L. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo determinando a concentracdo minima bactericida (CMB) de
cada extrato contra 12 espécies bacterianas, incluindo cepas multirresistentes
causadoras de infec¢des hospitalares como MRSA, VRE e K. pneumonie ESBL.
Todos os extratos, com excecdo do extrato de A. cymbifera cuja CMB > 250 mg/mL,
apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias avaliadas com CMB
variando entre 4 e 86 mg/mL para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas , com
destaque especial para os extratos de A. colubrina e C. verbenacea, para 0s quais
realizou-se o teste de avaliacdo da cinética de morte bacteriana (time-kill). A
atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo método DPPH, demonstrando
gue os extratos fitoterapicos apresentam de razoavel a 6tima acdo antioxidante,
comparadas ao padrdo quercetina. Os resultados obtidos confirmam indicacbes
empiricas atribuidas aos extratos fitoterapicos incluindo a ag¢do antimicrobiana,
corroborando para atribuir novos usos aos fitoterapicos avaliados, bem como para

incentivar novos estudos com o0s extratos e as plantas das quais estes sao obtidos.

Palavras- chave: Plantas medicinais. Bactérias. Drogas- Resisténcia em

microorganismos. Antioxidantes.



ABSTRACT

The medicinal properties of herbs used traditionally by the population have been
proved by researches from all around the world. Antimicrobial and antioxidant
activities of eight phytotherapeutic extracts produced in the Pastoral care of health of
Venda Nova do Imigrante-ES were assessed, from the plants: Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan, Achillea millefolium L., Aristolochia cymbifera Mart.,
Casearia sylvestris Sw., Cordia verbenacea DC., Echinodorus grandiflorus (Cham.&
Schltdl.) Micheli, Gossypium hirsutum L. and Plantago major L. The antimicrobial
activity was evaluated by the microdiluition method for determining the minimal
bactericidal concentration (MBC) of each extract against 12 bacterial species,
including multi-drug resistant strains causing nosocomial infections like MRSA, VRE
and ESBL K.pneumonie. All plant extracts, with the exception of A. cymbifera whose
MBC > 250 mg/mL, showed antimicrobial activity against the tested bacteria, with
MBC ranging between 4 and 86 mg/mL to Gram-positive bacteria and Gram-negative
bacteria, with special highlights for the extracts of A. colubrina and C. verbenacea, for
which there was the kinetic evaluation test of bacterial death (time-kill). The
antioxidant activity of extracts was evaluated by the DPPH method, demonstrating
that the extracts are herbal medicines of regular to great antioxidant action,
compared to standard quercetin. The results obtained confirm empirical indications
attributed to the phytotherapeutic extracts including antimicrobial action,
corroborating to assign new uses for the phytotherapics evaluated, as well as to
encourage further studies with the extracts and the plants from which they are

derived.

Key words: Medicinal plants. Bacteria. Drug-resistance in microorganisms.
Antioxidants.
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais tém sido utilizadas desde a antiguidade com o objetivo de curar,
prevenir doencas e/ou aliviar seus sintomas. Inicialmente, as propriedades curativas
das plantas eram descobertas pelo homem através do instinto, de analogias de cor,
forma e sabor, por intuicdo e na observagdo dos animais que, quando doentes,
buscavam nas plantas o remédio para os seus males. Esse patrimbnio de
conhecimentos adquiridos foi baseado na observacdo da natureza e na
experimentacdo sistematica e constante de suas potencialidades (TAVARES, 2009;
ELISABETSKY, 1997).

No decorrer da historia da humanidade, cada povo procurou compreender as acdes
de ervas e plantas medicinais com o uso empirico, ou seja, através das observacdes
dos resultados obtidos, formando assim um conhecimento das a¢cdes medicinais e
toxicas das plantas. Os registros de uso de plantas como medicamentos estdo
descritos na histéria de varias civilizacGes, dentre elas a egipcia que, por volta de
1600 a.C, ja apresentava cerca de oitocentas plantas descritas, como o zimbro, a
semente de linho, o funcho, o alho, a folha de sene e o lirio. Com o passar dos
séculos, os conhecimentos sobre plantas medicinais foram transmitidos dos egipcios
para 0S mesopotamios, os gregos e romanos (ALVES, 2000; PROENCA DA
CUNHA, 2007).

Na China, o uso de plantas medicinais, principalmente sob a forma de chas, data de
3.000 anos a.C. e é muito comum até os dias de hoje. A obra denominada Pen Tsao
€ constituida por varios livros com referéncias a varias plantas que ainda hoje séo
usadas com bons resultados (PROENCA DA CUNHA, 2007).

HipOcrates escreveu um conjunto de tratados sobre os conhecimentos médicos de
sua época, cujo nome Corpus Hipocraticum, retine a descricdo de remédios vegetais
e 0 Seu uso no tratamento para enfermidades. Na Grécia antiga, Galeno criou a
chamada “farmacia galénica”, utilizando as plantas em preparagdes com solventes
como o alcool, a 4gua ou o vinagre para conservar e concentrar 0S componentes
ativos das plantas e, dessa forma, preparar unguentos, emplastros e outras formas
galénicas. No inicio do século XVI o médico suico Paracelso, criou a “teoria da

similitude” tentando relacionar as virtudes das plantas com as suas propriedades
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morfologicas, sua forma e sua cor, considerando que uma doenca podia ser curada
com aquilo que com ela tivesse semelhancga. Essa teoria era baseada nas ideias dos
povos indigenas que habitavam a América do Sul e, possivelmente, indigenas de
outros continentes (ALVES, 2000).

O uso da fitoterapia no Brasil € proveniente, principalmente, de costumes dos povos
indigenas que aqui habitavam. Estes povos nomearam a maioria das plantas e
doaram o conhecimento de sua utilidade e seu uso a farmacopeia rastica brasileira.
Os povos que colonizaram o Brasil e os imigrantes doaram 0 conhecimento
adquirido das experiéncias com o uso de plantas indianas e europeias. A cultura
negra também exerceu forte influéncia com a utilizacdo de remédios caseiros por
curandeiros, parteiras e em ritos espirituais, ja que, devido ao racismo e
discriminagdo sofridos, eram excluidos do acesso a outros servicos de saude
(BALBACH, 1985).

Através dessa mistura cultural e, consequentemente, do uso empirico pela
populacao, as plantas medicinais passaram a ser utilizadas em diversas formas de
preparacdo como a “garrafada”, os chas, as inalagdes, os unguentos, os “banhos de
assento”, as infusdes, os emplastros e muitos outros, originando o que hoje se

denomina fitoterapia.

Apesar do uso bem difundido da fitoterapia e da descoberta de alguns importantes
medicamentos provenientes de plantas, a partir do século passado, com o
crescimento das industrias farmacéuticas e com a preferéncia por substancias
qguimicas puras isoladas produzidas em larga escala, os estudos com plantas
medicinais se tornaram menos expressivos. Isso é devido ao fato de que na historia
do desenvolvimento de farmacos existiram periodos de grande utilizacdo de plantas
medicinais em pesquisas e periodos em que esses estudos foram praticamente
esquecidos (TAVARES, 2009; YUNES & CECHINEL FILHO, 2001).

Tendo em vista o desenvolvimento da ciéncia no que diz respeito a producao de
farmacos, Yunes e Cechinel Filho (2001) dividiram a historia do desenvolvimento dos
farmacos em trés periodos. No primeiro periodo, de 1800 a 1900, os quimicos
estudavam as plantas medicinais com o objetivo de isolar e determinar a estrutura

de compostos ativos de plantas ja bem conhecidas e experimentadas pelo uso
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popular. O segundo periodo, que vai de 1901 a 1970/80, seguiu 0o modelo de
producéo sintética de farmacos e o terceiro periodo que vai de 1970/80 aos dias de
hoje marca um aumento dos custos nas pesquisas, devido a uma maior dificuldade
em encontrar um novo farmaco por proje¢do quimica. Principalmente no primeiro
periodo muitos farmacos derivados de plantas foram descobertos como a Morfina,
da planta Papaver somniferum, além da Codeina e a Papaverina, a Hioscinamina da
Atropa beladona, os ésteres do acido isovalérico da planta Valeriana officinalis, da
Ephedra sinica foi isolada a efedrina, a salicina das cascas da planta Salix alba e

outros.

Da classe dos antimicrobianos, o Prontosil foi identificado como potente
antimicrobiano que se decompunha a Sulfanilida, o verdadeiro principio ativo, e
marcou o0 segundo periodo, determinando a era das “sulfas”, compostos muito
importantes durante a segunda guerra mundial. Entretanto, esse periodo teve como
produtos naturais de importancia terapéutica apenas o0s antibioticos obtidos de
fungos como a penicilina, a actinomicina, a bacitracina, a neomicina e outros sendo
marcado, principalmente, pela sintese quimica, do farmaco como uma molécula
pura. No entanto, atualmente os estudos e pesquisas com plantas medicinais tém
sido retomados, bem como a busca por alternativas de tratamentos e cura de
doencas como o cancer (BRAZ FILHO, 2010).

Dentre esses tratamentos, a fitoterapia estd inserida como uma das principais
alternativas devido a maior facilidade de acesso pela populacéo, uso disseminado,
menor custo e efichcia comparavel aos medicamentos sintéticos. Os extratos
fitoterapicos podem revelar grande potencial contra doencas pela acao sinérgica ou
individual de compostos provenientes de seu metabolismo secundario, como 0s
flavonoides, os taninos, os carotenoides, os glicosideos, os alcaloides, os diterpenos
e outros (MARIOT & BARBERI, 2007).

As doencas infecciosas estdo entre as doencas de interesse no estudo dos efeitos
benéficos das plantas medicinais e fitoterapicos. Tais sindromes, sao responsaveis
por grandes gastos em saude publica devido ao aumento da estadia hospitalar,
necessidade de maior consumo de medicamentos e/ou procedimentos médicos,
principalmente quando se trata de infec¢gdes causadas por microrganismos

portadores de resisténcia a antimicrobianos. N&o obstante os altos indices de
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mortalidade e morbidade causados por infeccbes por bactérias apresentando
resisténcia, nenhum novo agente antimicrobiano foi descoberto nos ultimos anos,
enquanto cresce o numero de bactérias portadoras de resisténcia, algumas delas
apresentando resisténcia a todos os antimicrobianos usados atualmente (TAVARES,
2000).

Além das doencas infecciosas algumas doencas relacionadas ao envelhecimento
como doencas degenerativas cronicas, cardiopatias e aterosclerose também tém
sido alvo de intensas pesquisas em todo o mundo. Estas doencas podem estar
relacionadas a danos causados por estresse oxidativo. Este fendbmeno esta
relacionado, principalmente, a acdo constante de espécies reativas de oxigénio
(ERO) elou espécies reativas de Nitrogénio (ERN) geradas em processos
inflamatoérios ou por alguma outra disfuncao bioldgica, por exemplo, as causadas por
infeccbes (BARREIROS et al, 2006; BIANCHI & ANTUNES, 1999).

Os extratos vegetais possuem substancias conhecidas por sua capacidade
antioxidante, em especial os flavonoides e taninos que, por serem ricos em
hidroxilas, sdo capazes de reagir com as ERO e ERN e, dessa forma, podendo ser
Gteis no tratamento de algumas doencas por inibir ou retardar significativamente os
processos oxidativos (OLIVEIRA et al, 2009 ;VIEGAS JUNIOR et al , 2006).

Diante da necessidade de descoberta de novos farmacos que possam suprir essas
emergéncias em salde, €é preciso que nhovas pesquisas com agentes
antimicrobianos e a ampliacdo das pesquisas com os ja utilizados na clinica sejam
realizadas. Além disso, € necessario identificar as substancias antioxidantes e
antimicrobianas presentes em plantas, investigar seu potencial beneficio para a

saude e avaliar as implicagfes do seu uso pela populagéo.

Nesse contexto, as pesquisas com produtos naturais, em especial com plantas
medicinais, se tornam importantes tanto no que diz respeito & descoberta de novos
medicamentos fitoterapicos, atribuicdo de novos usos aos ja utilizados pela
populacdo, quanto no que diz respeito & descoberta, purificacdo e isolamento de
novas moléculas. Isso porque mesmo aquelas plantas medicinais que ja possuem
alguma descricdo farmacolégica podem revelar novas atividades bioldgicas outrora

nao percebidas, porque geralmente os metabadlitos relacionados as atividades
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biologicas fazem parte de um metabolismo especial ou secundario do vegetal, em
resposta as agressdes provenientes do ambiente que o cercam e das condi¢cbes
edéficas de cultivo. Ou seja, o ambiente desempenha um papel crucial no
metabolismo das plantas fazendo com que estas produzam diferentes e variados
complexos moleculares, abrindo caminho para a descoberta de novos grupos
estruturais e para estudos de identificacdo de alvos moleculares e de mecanismos
de acao de farmacos (YUNES & CECHINEL FILHO, 2001).

Além de atribuir novos usos as plantas medicinais e confirmar as propriedades
medicinais e/ou cosméticas de seus extratos, os estudos com plantas medicinais
podem contribuir para que novas moléculas sejam isoladas e caracterizadas
quimicamente, além de revelar suas informacdes sobre a relacdo estrutura-atividade.
Consequentemente, permitindo através da quimica combinatorial, o rearranjo de

estruturas e a criagdo de novas moléculas com potencial atividade biologica.
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REVISAO DE LITERATURA

1. 1. Medicamentos fitoterapicos

A palavra fitoterapia € originada da juncdo de dois radicais gregos: “phyton”, que
significa planta, e “therapia”’, que significa tratamento. E caracterizada como a
terapia pelo uso de plantas medicinais em suas diferentes formas farmacéuticas,
sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal
(BRASIL, 2008).

O fitoterapico é elaboracdo da planta medicinal para uma formulacdo especifica,
sendo considerado como produto final acabado, embalado e rotulado. Na sua
preparacdo ndo podem estar incluidas substancias ativas de outras origens, e ndo
sao considerados produtos fitoterapicos quaisquer substancias ativas, ainda que de
origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas, que neste caso sao considerados
como fitofdrmacos, cuja definicdo “é a substancia ativa, isolada de matérias-primas
vegetais ou mesmo, mistura de substancias ativas de origem vegetal” (VEIGA
JUNIOR et al, 2005).

No conceito de fitoterdpicos a RDC17-2000 e a RDC14-2010 (BRASIL, 2000; 2010)
define: Medicamentos fitoterapicos sdo aqueles obtidos a partir de plantas
medicinais, com 0 uso exclusivo de derivados de droga vegetal como suco, extrato,
tintura, Oleo, cera e exsudato. Estes, apds serem processados devem oferecer
garantia de qualidade, ter evidéncia de seus efeitos terapéuticos, padronizacdo de
sua composicao e seguranca de uso para a populacdo. Além disso, sua eficacia e
seguranca devem ser validadas através de documentacdes tecnocientificas, de
levantamentos etnofarmacoldgicos em bibliografia e/ou publicacdes indexadas e/ou
estudos toxicoldgicos e farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos. Ainda de acordo com
a ANVISA as plantas medicinais sdo consideradas matérias primas a partir das quais
sdo produzidos os fitoterapicos. Estas podem ser comercializadas no Brasil em
farmacias e ervanéarias, desde que ndo apresentem indicacdes terapéuticas
definidas, seja feito um acondicionamento adequado e declarada sua classificagao

botanica.
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Esses conceitos formulados e estabelecidos acerca das plantas medicinais e
fitoterapicos foram fruto das observagfes da comunidade cientifica sobre o uso e a
eficdcia de plantas medicinais pela populacdo leiga. De forma indireta este tipo de
cultura medicinal, desenvolvida pela populacdo ao longo dos milhares de anos
despertou, e ainda desperta, o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo
areas multidisciplinares como farmacologia, botanica e fitoquimica. Estes estudos,
em conjunto, aumentam o grau de conhecimentos sobre a inesgotavel fonte de

medicamentos naturais que é a flora mundial (MACIEL et al, 2002).

Foi com base no conceito popular de utilizacdo de plantas medicinais que os 6rgaos
de saude foram incentivados a regularizar o uso de preparacdes fitoterapicas como
forma de padronizar o uso, evitar 0 mau uso, evitar casos de intoxicacao e promover
maior conhecimento e aplicabilidade do uso dessas plantas. Sendo assim, a
industrializacdo de medicamentos fitoterapicos surge da necessidade de uma
padronizacdo dos processos de obtencdo da planta medicinal e producdo do
fitoterapico evitando, assim, intercorréncias negativas como contaminacfdes por
microrganismos, agrotdxicos e substancias estranhas, além de propiciar maior
seguranca de uso por padronizar, também, a posologia e forma de administracédo
(FISCHER, 2005).

Desde a década de 70, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) tem incentivado a
adocdo de praticas alternativas de cuidado a saude das popula¢cdes mundiais, bem
como a acentuacao de estudos cientificos relacionados ao tema (WHO, 2001). Foi a
partir de entdo que, no Brasil, os estudos envolvendo plantas medicinais comecaram
a ganhar forca, incentivados, também, pelo aumento global da preocupagcdo com a
biodiversidade e por ideias de desenvolvimento sustentavel (LORENZI & MATOS,
2008).

No Brasil, a politica de uso de plantas medicinais teve inicio em 1981, mas foi a
partir do ano de 2006, com a publicacdo do Decreto 5.813/2006, que instituiu a
Politica Nacional de Plantas Medicinais, que essa politica foi regulamentada com o
estimulo a pesquisas no setor. Mais recentemente, foi aprovado o Formulario
Fitoterapico, em sua 12 edigédo, instituido pela resolucdo RDC 60/2011, publicada em
11 de Novembro de 2011. Esse formulario, que integra a Farmacopeia Brasileira,

traz 83 monografias de medicamentos, como infusdes, tinturas, xaropes e pomadas,
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estando nele registradas informacdes sobre a forma correta de preparo e as

indicacdes e restricbes de uso de cada espécie (BRASIL, 2011).

Neste sentido, através do Ministério da Saude/Departamento de Assisténcia
Farmacéutica, o Brasil tem desenvolvido diversas acdes voltadas ao
desenvolvimento da producédo de plantas medicinais e fitoterapicos, com vistas a
ampliacdo do acesso a produtos e servicos aos usuarios do SUS, visando maior

integralidade da atencao a saude.

Além da importancia dessa ampliacdo dos servicos de saude, com incentivo a
utilizacdo de praticas naturais de cuidado a saude levando a implantacdo das
farmacias vivas, das farméacias comunitarias e de iniciativas como a criacdo de
hortos ecoldgicos € inegavel a importancia das entidades sociais, como é o caso das
Pastorais da Saude. Estas atuam nas dimensfes: solidaria, onde seus membros
prestam assisténcia junto aos enfermos e aos que sofrem, tendo um foco mais
espiritual e psicologico; comunitaria, que tem como objetivo a promocgdo e a
educacdo em saude com énfase na saude publica e no saneamento basico, agindo
preferencialmente no campo da prevencédo das doencas e na promocao de estilos
de vida saudaveis; e finalmente, a politico-institucional que tem por objetivo zelar
para que 0s organismos e as instituicbes publicas e/ou privadas que prestam
servicos de saude e formam profissionais nessa area tenham presente a missao
social, politica, ética, bioética e comunitaria e, além disso, sendo de extrema
importancia no que diz respeito a formulacdo de politicas publicas e controle social

(DURAES & SOUZA, 2011).

1.2. Plantas medicinais e a pesquisa de metabdlitos bioativos

As pesquisas com plantas medicinais podem favorecer a descoberta de
medicamentos fitoterapicos, atribuir novos usos aos ja utilizados e padronizados,
bem como propiciar a purificacdo e isolamento de novas moléculas bioativas. De
acordo com Yunes e Cechinel Filho (2001) a base das pesquisas de metabdlitos
bioativos de plantas consiste no fato de que toda substancia, independente de sua
proporcao na planta, e de ser conhecida ou néo, pode ser um principio ativo.
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As atividades biolégicas das plantas medicinais estédo relacionadas com a producéo
de metabdlitos por parte do vegetal. Os vegetais possuem elevada capacidade
biossintética do metabolismo secundario, podendo haver grande producdo no
namero e na diversidade de substancias produzidas, por exemplo, a Catharanthus
roseus (vinca) que além de planta ornamental, assume importante papel ha medicina
moderna devido a producdo e acumulo de alcaloides bisinddlicos nas folhas
(vimblastina e vincristina), que sao utilizados no tratamento de diversas formas de
cancer. Esta planta, em relacao aos alcaloides, € capaz de produzir e acumular mais
de 90 compostos diferentes (ROBBERS et. al. 1997).

Os metabdlitos podem ser divididos em primarios e secundéarios. Dentre os
metabolitos priméarios incluem-se os carboidratos, as proteinas, os aminoacidos, 0s
acidos nucléicos (DNA e RNA) e acidos organicos. As funcdes biolégicas do
organismo estdo relacionadas principalmente a producdo dos metabdlitos primarios
como, por exemplo, as funcbes de um gene, a producdo de proteinas especificas e
outros. Os metabdlitos secundarios (MS), por sua vez, sdo produtos do metabolismo
dos organismos, produzidos a partir dos metabdlitos primarios e se caracterizam por
atuarem como substancias toxicas contra competidores, predadores e parasitas,
como bactérias, fungos, plantas, protozodrios, insetos e virus. Os MS atuam,
também, no processo de diferenciacdo celular, pelos quais sdo produzidos os
diferentes tecidos com diferentes funcdes nos organismos superiores e tém ainda as
funcdes de auxiliar na excrecdo de produtos e de servir como substancias-reserva
para 0 metabolismo celular (MAGALHAES, 2006). Além disso, os MS s&o
produzidos pelos vegetais como resposta a fatores edaficos e de cultivo, sendo que
o clima, o local de plantio, a temperatura, o horario da coleta do material vegetal
também podem influenciar na qualidade e quantidade desses metabdlitos (BLANK et
al, 2005; SOUZA et al, 2006; MARCHESE et al, 2005).

Do metabolismo da glicose sdo formados praticamente todos os metabdlitos
primarios e secundarios. A glicose é convertida em moléculas de acido piravico que,
pela via do acido chiguimico, forma todos os MS aromaticos como alcal6ides
inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos
hidrossoluveis e, pela segunda via, o piruvato continua sendo oxidado até a

formacdo de moléculas de acetilcoenzima A (acetil-coA). As acetil-CoA podem
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seguir trés vias diferentes: a via do ciclo do acido citrico, onde serdo formados os
alcaléides pirrolidinicos, tropéanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e quinolizidinicos;
a via do mevalonato onde sdo originados os terpendides e os esterdis; e via da
condensacdo do acetato que formam as acetogeninas. A combinacdo de uma
unidade do acido chiquimico e uma ou mais unidades do acetato ou derivados
destes, podera resultar na producdo de antraquinonas, flavondides e dos taninos
condensados, como mostra a figura 1(SANTOS, 2004).

Figura 1: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios vegetais
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Muitos MS sdo considerados materiais especiais muito valorizados no mercado,
sendo usados comercialmente como compostos biologicamente ativos. A utilidade
comercial dos MS pode ser exemplificada pela nicotina, morfina, cocaina, 6leos de
eucalipto, eugenol e outros. Entretanto, muito destes metabdlitos possuem
estruturas altamente complexas, que determinam sua atividade biolégica e néo
podem ser economicamente sintetizados, como por exemplo, a azadirachtina
extraida do Nim ou Neem (Azadirachta indica), com estrutura bastante complexa
(figura 2), é utilizada como inseticida, apresenta eficiéncia em baixas concentraces
e baixa toxicidade aos mamiferos (GALLO et al., 2002). Uma vantagem econdmica

tanto dos metabdlitos primarios e secundarios pode ser a facilidade de obtencdo
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através de processos relativamente simples, como a destilacdo a vapor ou por
extracdo com solventes aquosos ou Organicos.

Neste contexto, estdo incluidos os produtos fitoterapicos que, na maior parte das
vezes, sdo produzidos a partir da extracdo dos principios ativos das plantas
medicinais por solventes aquosos e/ou organicos, como o alcool etilico de cerais,

produzindo entdo o que chamamos de extratos e tinturas.

Figura 2: Estrutura quimica da azadirachtina
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1.3. Pesquisas de fitoterdpicos com propriedades antimicrobianas

1.3.1. Agentes antimicrobianos

O termo antibiose significando o processo natural de selecdo pelo qual um ser vivo
destréi outro para assegurar a propria sobrevivéncia foi criado por Vuillemin em 1889
e aperfeicoado por Waksman em 1942, que considerou como antibioticos
substancias quimicas produzidas por microrganismos capazes de inibir o
crescimento ou destruir bactérias e outros microrganismos. Mais tarde verificou-se
que ndo s6 os microrganismos produziam substancias com acdo antimicrobiana,

mas 0s vegetais e 0s animais, também (TAVARES, 2009).

Atualmente o termo antimicrobiano é considerado um termo mais amplo que
abrange os termos antibiéticos e quimioterapicos. Os agentes quimioterapicos sao
substancias quimicas utilizadas no tratamento das doencas infecciosas e
neoplasicas, em concentracfes que sao toleradas pelo hospedeiro. Esse conceito

abrange essencialmente as substancias sintetizadas em laborat6rio ou de origem
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vegetal que apresentam toxicidade baixa para as células normais do hospedeiro,
mas alta para o agente agressor (MIMS et al 2005; TAVARES; 2009).

Os antibidticos podem ser classificados segundo a sua estrutura quimica, segundo o
espectro de acdo e segundo o efeito sobre os microrganismos. Na classificacao
quimica sdo divididos em derivados de aminoacidos, derivados de acuUcares,
derivados de acetatos e propionatos e outros. Segundo o espectro de acao divididos
em ativos sobre protozodrios, sobre algas, sobre bactérias Gram-positivas, sobre
bactérias Gram-negativas, de amplo espectro, etc. Na classificacdo segundo o efeito
sobre microrganismos podem ser classificados em bacteriostaticos, que interrompem
o crescimento e reproducdo dos microrganismos e bactericidas, que causam a morte
destes. Os mecanismos de agao mais comuns dos agentes microbianos sdo: leséo
da parede celular, alteracdes da permeabilidade celular e inibicdo da sintese
protéica ou de acidos nucléicos. (TAVARES, 2009).

Para pesquisar um novo agente antimicrobiano os padrdes-ouro de comparagao
continuam sendo a eficdcia clinica e a seguranca, entretanto, medidas
farmacocinéticas (PK) e farmacodindmicas (PD) tém sido muito empregadas
atualmente, podendo ser usadas para identificar o melhor agente terapéutico para
uma indicacao especifica. Os parametros farmacocinéticos de um farmaco definem a
velocidade e a extensdo de sua penetracdo na corrente circulatéria e nos diversos
outros sitios do organismo, bem como a velocidade e a extensao de eliminacdo do
mesmo, sendo determinados a partir da caracterizacdo do seu perfil plasmatico. Os
parametros farmacodinamicos definem a relacdo entre as concentracfes do farmaco
e seus efeitos terapéuticos e tdxicos, podendo ser quantificados in vivo, quando se

tratar de um farmaco antimicrobiano (EBERT, 2004).

Combinando apropriadamente os parametros PK/PD de um antimicrobiano
especifico tem-se uma aproximacdo da atividade do farmaco in vivo. As anélises
PK/PD tem sido consideradas uma alternativa vantajosa na diminuicdo dos riscos de
efeitos colaterais, reducdo dos custos com o tratamento antimicrobiano e diminui¢ao

dos riscos de desenvolvimento de resisténcia bacteriana (TASSO, 2008).

Nos testes in vitro a Concentragdo minima Inibitéria (CMI) e a Concentragdo minima

Bactericida (CMB) séo os parametros mais comumente avaliados. A CMI representa
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a menor concentracdo de um antimicrobiano que inibe o crescimento de um
microrganismo em testes de sensibilidade, esse crescimento deve ser visivel. A
CMB representa a concentracdo minima capaz de reduzir 99,9% do indculo
bacteriano inicial (CLSI, 2003; LORIAN, 2005).

1.3.2. Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos terapéuticos

A crenca de que qualquer doenca infecciosa pudesse ser curada por terapia
antimicrobiana acelerou a producdo e o consumo de antibiéticos e, apds o advento
da Penicilina, seguiu-se a descoberta e a produgcédo comercial de muitos outros
antibiéticos fazendo com que estes fossem fabricados mundialmente numa escala
de 100.000 toneladas ao ano, como consequéncia de um consumo desenfreado e
do uso irresponsavel. A utilizacdo indiscriminada de agentes antimicrobianos teve
profundo impacto sobre a vida das bactérias na Terra: muitas estirpes de agentes
patogénicos tornaram-se resistentes aos antibiéticos, sendo que alguns se tornaram
resistentes a varios agentes, o chamado fendbmeno da resisténcia multidroga. Além
do aumento da morbimortalidade causada por esses patdégenos, esse fendbmeno
também tem como consequéncia 0 aumento dos custos com 0s servigos de saude
(NIKAIDO, 2009; NATTHWANI, 2004; SMITH et al, 2006).

Em geral, bactérias tém habilidade genética de transmitir e adquirir resisténcia a
drogas usadas como agentes terapéuticos (NASCIMENTO et al. 2000) e sé&o
frequentes os relatos sobre isolamentos de bactérias que eram reconhecidamente
sensiveis as drogas de uso na rotina, mas que se tornaram resistentes a todos ou a
quase todos os farmacos disponiveis no mercado (SAKAGAMI & KAJAMURA,
2006).

Os mecanismos de resisténcia sdo multiplos e incluem a diminuicdo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, exclusdo ativa do antimicrobiano por
bombas de efluxo, alteracdo do sitio de ligacdo do antimicrobiano, alteracdo do
receptor da membrana citoplasmética, superproducédo de enzimas modificadoras de
antimicrobianos, sintese de enzimas que inativam o farmaco e rotas metabolicas
alternativas ou ainda, aumento da expressao dos sitios de ligacado do antimicrobiano
(LIVERMORE, 2003; TAVARES, 2009).
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Algumas bactérias apresentam resisténcia intrinseca a antimicrobianos. Essa
resisténcia, que faz parte do codigo genético do microrganismo, normalmente é
descoberta nos estagios iniciais de desenvolvimento de um novo farmaco, no
entanto, pode corresponder a necessidade de uma nova droga ser introduzida na
clinica (LORIAN, 2005). A resisténcia adquirida pode ser originada em mutacdes que
ocorrem no microrganismo durante seu processo reprodutivo resultando em erros de
cOpia nas sequéncias de base que formam o DNA. Outra origem de resisténcia € a
importagdo de genes causadores do fendbmeno, consistindo no que se denomina
resisténcia transferivel, principalmente via plasmideos e transposons (TAVARES,
2009).

Historicamente, os primeiros casos de microrganismos apresentando resisténcia
surgiram logo em seguida aos primeiros antibiéticos serem introduzidos na clinica. A
partir da descoberta da Penicilina por Flemming em 1928, novos antibiéticos foram
descobertos, tendo-se como substrato inicial fungos do género Penicillium, muitos
com maior eficacia e rentabilidade. A incidéncia de infec¢cbes reduziu sensivelmente,
permitindo inclusive a erradicacdo de doengcas como, por exemplo, a redugcédo de
casos de tuberculose nos paises desenvolvidos, em especial com a descoberta da
estreptomicina nos anos 50. Entretanto, logo em seguida a introducéo da Penicilina
como terapia antimicrobiana foi identificada a produgao da enzima [-Lactamase,
tanto em bactérias Gram-positivas quanto em Gram-negativas, no inicio dos anos
40, antes mesmo do uso generalizado da penicilina no mundo todo (FERREIRA,
2008).

O fenbmeno de resisténcia a antibiéticos € um problema que afeta todo o mundo,
ndo sendo exclusivo de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. Na
Europa e América do Norte, por exemplo, ttm emergido os casos de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA), Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase
de espectro estendido (ESBL), Enterococcus resistente a Vancomicina (VRE) e
Streptococcos pneumoniae ndo susceptivel a penicilina, tanto em hospitais quanto
na comunidade (SANTOS, 2004). No Brasil, dados da ANVISA (2009) sobre
ocorréncia de infec¢des priméarias da corrente sanguinea em pacientes internados
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) envolvendo dados de mais de setenta

hospitais brasileiros, mostraram que 47% das amostras isoladas corresponderam ao
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género Staphylococcus, destas, 62% eram resistentes a Meticilina; 17%
correspondiam a amostras de K. pneumoniae sendo 64% delas produtoras de de (3-
lactamase de espectro estendido (ESBL- extended spectrum B-lactamase); 11% de
P. aeruginosa, com aproximadamente 40% destas apresentando resisténcia a
quinolonas e carbapenemas; 5% de Enterococcus spp, sendo 16% destas amostras

apresentando resisténcia a Vancomicina.

Devido aos crescentes problemas relacionados, em 2009 a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) considerou a Resisténcia Bacteriana como uma das trés maiores
ameacas para a saude humana e o foco do Dia Mundial da Saude em 2011 foi o
“‘Combate a resisténcia bacteriana”, numa tentativa de chamar a atencédo das
autoridades competentes e da populacdo mundial para o problema. De acordo com
o BSAC (British Society for Antimicrobial Chemotherapy) existem sérias
preocupacdes quanto a eficicia futura dos antibidticos atualmente disponiveis e a
falta de antibiéticos no mercado, levando a necessidade de novas pesquisas com
foco em investigacéo, regulamento e economia (WISE, 2011), ja que o numero de
novos agentes antimicrobianos langados para o uso terapéutico vem diminuindo a
cada ano: entre os anos de 1983 a 1987 foram lancados 16 antimicrobianos, entre
0s anos 2003 a 2007 foram lancados apenas 4 novos agentes antimicrobianos
(FOX, 2006).

As discussbes recentes sobre pesquisa e desenvolvimento tem destacado a
importancia de novos farmacos e dos farmacos ja conhecidos e de elevado interesse
social e de expressdo estratégica para o pais. Incluem-se ai os fitoterapicos,
fitofarmacos, produtos biotecnologicos, medicamentos genéricos, medicamentos
similares que apresentem vantagens tecnoldgicas, dentre outros (MARQUES, 2002,
ELISABETSKY, 2003). Além disso, o Ministério da Saude também demonstrou que
dentro de suas atuais prioridades estd a orientagdo para producdo desses novos

medicamentos.

No Brasil, a principal acdo que diz respeito ao controle do uso de antimicrobianos foi
a instituicdo da RDC N° 20, de 5 de Maio de 2011, que dispde sobre o controle de
medicamentos a base de substancias classificadas como antimicrobianos, de uso

sob prescricdo, isoladas ou em associacdo. Isso se torna um beneficio para a saude
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publica j& que promove a diminuicdo da auto-medicacdo e consequente diminuicao

de pressao seletiva sobre espécies bacterianas.

A OMS também reconhece a importancia no desenvolvimento de novos farmacos e
acredita que o conhecimento tradicional sobre produtos da biodiversidade é
extremamente necessario para o combate de doencgas que destroem populacdes

dos paises em desenvolvimento.

1.3.3. Fitoterapicos com propriedades antimicrobianas

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de serem encontradas novas
moléculas derivadas de plantas com propriedades biologicas. Existem varios
métodos para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais. Os mais
conhecidos incluem método de difusdo em &gar, método de macrodiluicdo e

microdiluicéo.

O teste de difusdo em &gar ou difusédo em placas é um método fisico que consiste
em desafiar um microrganismo conhecido contra uma substancia biologicamente
ativa sendo, no entanto, limitado a microrganismos de crescimento rapido, aerébios
ou aerodbios facultativos e sua avaliacdo é comparada a um padrdo biolégico de
referéncia (BARRY & THORNSBERRY, 1991; PINTO et al., 2003). A medida do halo
de inibicdo dos microrganismos frente ao agente antimicrobiano classifica-os como
sensiveis, moderadamente sensiveis ou resistentes (KARAMAN et al., 2003;
SPRINGFIELD et al., 2003).

O método desenvolvido por Eloff (1998) é considerado um método sensivel para
determinar a CMI ou a CMB de extratos ativos de plantas. Entretanto, ocorrem
muitas variacfes referentes a determinacdo da CMI como: técnica aplicada, o
microrganismo e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se
os extratos foram preparados a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de
extrato testada. Além disso, a propria caracteristica fisico-quimica do extrato, como a
coloracdo e capacidade de diluicio em solventes inocuos, torna dificil a
padronizacdo de um método que possa expressar o0s resultados dos testes

antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL et al., 2004).
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O método de diluicdo em caldo avalia a propor¢céao de crescimento do microrganismo
no meio liquido, entendida como a turbidez provocada pelo crescimento do mesmo,
e a concentracdo da substancia a ser testada comparada a um padrédo biolégico de
referéncia. Este método fornece resultados quantitativos e ndo é influenciado pela
velocidade de crescimento dos microrganismos, apresentando como desvantagem a
dificuldade de detectar contaminagdo em testes com amostras clinicas (PINTO et al.,
2003). Podem ser empregadas duas metodologias: a macro e a microdiluicdo. A
macrodiluicdo é considerada uma técnica laboriosa, que consome muito tempo,
requerer muito espaco no laboratério e gera grande quantidade de residuos
enquanto se usa pequeno numero de réplicas (ZGODA & PORTER, 2001). A

microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pocos e é considerada a miniatura da

técnica de macrodiluigéo.

Partindo desses principios, Michelin et al (2005), determinaram a CMI de extratos
de Xantosema violaceum- conhecida popularmente como Taioba e que serve
também como alimento, e Syzygium cuminii — fruto conhecido como jamboldo. A
CMI destes extratos variou entre 120 e 180 mg/mL, respectivamente, contra 14
espécies bacterianas e a levedura Candida albicans através da técnica de difusao
em disco. Também avaliaram o extrato de Punica granatum (conhecido como roma,
cujos frutos sao utilizados como alimento e na medicina popular como antisséptico,
adstringente e antimicrobiano) contra 0s mesmos microrganismos e este demonstrou
ser mais eficaz, apresentando CMI entre 25 e 40 mg/mL. A atividade antimicrobiana
de P. granatum também foi observada por Machado et al. (2003) que estudando 14
extratos de plantas usadas tradicionalmente no Brasil para tratamento de doencas
infecciosas, verificaram que P. granatum inibiu linhagens de S. aureus sensiveis e
resistentes a meticilina (MRSA), concluindo que estas substancias poderiam se

revelar como potenciais agentes no tratamento de infec¢des causadas por MRSA.

Kalemba et al. (2002) observaram boa atividade antimicrobiana de 0leos essenciais
obtidos de Artemisia asiatica, planta popularmente conhecida como Artemisia
utilizada como emenagoga (que faz descer a menstruagédo), estimulante e contra

bactérias e fungos.

Schuck et al (2001) estudaram a atividade antimicrobiana da planta Cymbopogon

citratus conhecida popularmente como capim-cidré, capim-cidreira e capim-liméo
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pelo método de difusdo em agar, demonstrando que o infuso, decocto e macerado
das folhas frescas foram inativos frente aos microrganismos testados. Entretanto, o
infuso de folhas secas apresentou atividade antimicrobiana contra S.aureus e E. coli,
e o0 decocto de folhas secas demonstrou atividade antimicrobiana frente ao S.

aureus.

Aguiar et al (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana de Lippia alba conhecida
popularmente como erva cidreira e utilizada na medicina popular como analgésica,
febrifuga, antiinflamatéria, antigripal e nas afec¢des hepaticas. Os resultados obtidos
mostraram que 0s extratos cloroformico, aceténico e etandlico da raiz foram ativos
frente a S. aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis,
Candida albicans e Monilia sitophilae o0s extratos hexanicos, etandlicos e
metandlicos das folhas inibiram S. aureus, M. luteus, B. subtilis, M. smegmatis e M.

sitophila.

Segundo a OMS, 80% da populacdo mundial faz uso de medicamentos derivados de
plantas medicinais, no Brasil pesquisas demonstram que mais de 90% da populacao
ja fez uso de alguma planta medicinal (ABIFISA, 2007). A riqueza da diversidade
vegetal brasileira contribuiu para que a utilizacdo das plantas medicinais seja
considerada uma area estratégica para o pais. Segundo Batalha et al. (2007), o Pais

contem cerca de 23% das espécies vegetais existentes em todo o planeta.
1.4. Radicais livres e antioxidantes

Muitas condicdes clinicas podem causar um desequilibrio entre os sistemas de
geracdo e de eliminacdo de radicais livres no organismo afetado causando um
estresse oxidativo. Radicais livres sdo atomos ou moléculas consideradas altamente
instaveis e reativas, possuindo meia-vida extremamente curta. Podem ser moléculas
organicas, inorganicas ou atomos que contenham um ou mais elétrons nao
pareados. Os radicais livres que possuem o elétron desemparelhado centrado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados, respectivamente, ERO e ERN.
Um termo geral que inclui as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio é
denominado espécies redoxi-ativas (HALLIWELL, 2001).

Os radicais livres podem ser gerados, nas mitocondrias, no citoplasma ou na

membrana das células e o alvo celular dessas espécies reativas: proteinas, lipideos,
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carboidratos e DNA, estdo relacionados com o seu sitio de formacao (YU, 2007).
Muitas funcdes fisioldgicas normais ocorrem devido a presenca de radicais livres
entretanto, a produgcdo de uma grande quantidade de radicais livres pode causar
danos e morte celular (ANDERSON, 1999).

Nas doencas infecciosas, lesbes mediadas por radicais livres contribuem para
processos variados como a eliminacado de microrganismos pelas células fagocitarias.
Quando ocorre uma leséo tecidual ou celular &nions superoxidos podem ser
produzidos como resultado da reducdo incompleta do oxigénio pelas mitocondrias
danificadas ou devido a acdo das oxidases derivadas de leucdcitos e/ou outras
células, favorecendo o acumulo de radicais livres pela ativacdo do surto oxidativo e
secrecao de citocinas, o que amplifica e regula as ac¢des inflamatorias, dentre outros
(ROBBINS & COTRAN, 2010).

De acordo com Anaya-Prado et al (2002) a destruicio de microrganismos é
desempenhada em grande parte por mecanismos dependentes de oxigénio mas
também por mecanismos independentes de oxigénio, por meio da acdo de
substancias presentes nos granulos dos leucdécitos. Essas substancias sdo capazes
de causar lesdo no endotélio e nos tecidos e podem, assim, amplificar os efeitos da
leséo inicial quando o infiltrado de células de defesa for persistente e descontrolado,

sendo a base de muitas doencas cronicas.

Para evitar que isso aconteca, 0s sistemas antioxidantes naturais da célula eliminam
metabalitos toxicos do oxigénio. Assim, a influéncia dos radicais livres derivados do
oxigénio em qualquer reacéao inflamatoria depende do equilibrio entre a producéo e a
inativacao desses metabdlitos pelas células e tecidos (ROBBINS & COTRAN, 2010).

Nos organismos vivos a producdo de radicais livres € controlada por compostos
antioxidantes de origem endogena capazes de reduzir a agdo de ERO, como a
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), ou nao-
enzimaticamente, como glutationa reduzida (GSH) ou serem provenientes de outras
fontes, como por exemplo alimentar, tais como a-tocoferol (vitamina E), B- caroteno
(pro-vitamina A), éacido ascérbico (vitamina C) e compostos fendlicos (acidos
fendlicos e flavondides) (BARREIROS et al., 2006; HALLIWELL & GUTTERIDGE,
2007).
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Tabela 1: Principais espécies redoxi-ativas.

ESPECIES REDOXI-ATIVAS DE ESPECIES REDOXI- ATIVAS DE
OXIGENIO NITROGENIO
'o, Oxigeénio singlete NO Oxido Nitrico
O, Radical Superéxido ONOO Peroxinitrito
OH Radical Hidroxila NOy Di6xido de nitrogénio
Q Radical Semiquinona ROONO Alquil peroxinitrito
RCO, ou Peroxila
LOO
RO ou LO  Alcoxila

Fonte: Adaptado de Halliwell, 1996.

De modo geral, as substancias presentes em concentragcbes baixas, quando
comparadas ao substrato oxidavel, que inibem ou retardam a oxidacédo do substrato
sdo denominadas antioxidantes. Estas agem nos organismos vivos por meio da
complexacao de ions metalicos, na captura de radicais livres, na decomposi¢cédo de
peroxidos, na inibicdo de enzimas responsaveis pela geracdo de ERO e ERN e na
modulacado de vias sinalizadoras celulares. Devido aos efeitos deletérios as células,
varias pesquisas tém sido realizadas atribuindo papel importante aos radicais livres e
oxidantes no que diz respeito ao envelhecimento, doencas degenerativas
associadas ao envelhecimento, como o cancer, doengas cardiovasculares, artrites,
isquemia, doencas gastrintestinais, declinio do sistema imune, disfuncdes cerebrais

e doencas neuro-degenerativas (SOUSA et al, 2007).

Sendo assim, o emprego de compostos capazes de capturar radicais livres surge
como uma alternativa na terapia de véarias doencas, o que tornam importantes as
pesquisas de novos compostos capazes de inibir processos oxidativos (BARREIROS
al., 2006).

Dentre essas pesquisas destacam-se as que utilizam plantas medicinais, ja que
esses vegetais sdo uma das principais fontes de moléculas biolégicas ativas e
terapeuticamente Uteis. As substancias presentes em plantas que possuem nucleo
fendlico como: tocoferol, flavonoides, carotenoides, terpenoides, fendlicos e taninos,
apresentam destaque especial como antioxidantes, pois podem atuar como
captadores de ERO e também podem reduzir e quelar ions ferro catalizadores de
peroxidacao lipidica (AL-MAMARY et al., 2002; BARREIROS 2006).
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Dentre elas, os flavonoides e os acidos fendlicos sdo conhecidos por exibirem
muitas propriedades farmacolégicas, como protecdo de vasos sanguineos,
anticarcinogénica, antiviral, anti-inflamatoéria e outras, sendo que algumas dessas
propriedades tém sido relacionadas com a atividade antioxidante desses compostos
(CARBAJAL et al. 1996).

1.4.1 Fitoterapicos com propriedades antioxidantes

Para avaliar a atividade antioxidante de extratos vegetais sédo utilizados varios
métodos in vitro ou in vivo, ndo existindo um método satisfatério que consiga avaliar
a atividade antioxidante total de uma amostra, jA que existem Varios mecanismos
antioxidantes interferentes que podem ocorrer como 0 sequestro de radicais,
habilidade redutora, complexacdo de ions metalicos e outros. Existe também certa
dificuldade na comparacao entre os métodos, devido a complexidade e utilizacdo de
principios diversos nas reacbes (GARCIA-ALONSO et al., 2004). Entretanto,
Halliwell (1995) propds que algumas questbes usadas para avaliar a acao
antioxidante in vivo podem ser respondidas por experimentos simples, pois concluiu
gue um composto que exibe baixa atividade antioxidante in vitro provavelmente

exibira pouca atividade in vivo.

O método DPPH, cujo radical foi descoberto em 1922, por Goldschmidt e Renn,
possui as caracteristicas de radical livre estavel de cor violeta e atualmente é
utilizado como reagente colorimétrico para processos de oxi-reducdo. Este radical,
quando reduzido a seu homologo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHH) se torna
amarelo e a leitura espectrofotométrica pode ser feita entre 515nm e 528nm, sendo
a leitura a 517nm a de maior eficiéncia (IONITA, 2005). Este método provou ser
bastante Gt em pesquisas que procuraram determinar as propriedades
antioxidantes de aminas, fendis ou compostos naturais (vitaminas, extratos vegetais,
medicamentos) e para inibir reagcdes hemoliticas. Este método possui uma das
metodologias mais faceis, além de muito precisa e reprodutiva na avaliacdo da
atividade antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais

como flavonoides e terpenoides (DAVID et al, 2007).

Outro método espectrofotométrico utilizado, € o método da co-oxidacdo do [3-

caroteno/acido linoleico, originalmente descrito por Marco (1968) e modificado por
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Miller (1971) que permite avaliar a capacidade de uma determinada substancia de
prevenir a oxidagdo do 3-caroteno, protegendo-o dos radicais livres gerados durante
a peroxidacdo do &cido linoleico. A reacdo pode ser monitorada pela perda da
coloragao do B-caroteno em 470 nm (BROINIZI et al, 2007).

Além dos métodos espectrofotométricos existem os ensaios fluorimétricos, como o
meétodo do sequestro do peréxido de hidrogénio (H20,), o método do sequestro do
radical peroxil -Método ORAC, o método do sequestro de radical superoxido-xantina
oxidase e o método do sequestro do acido hipocloroso. Além desses métodos, ainda
existem as técnicas coulométricas que baseiam-se na medida da quantidade de
eletricidade ou carga requerida para oxidar ou reduzir um analito alvo (ALVES,
2010). Utilizando o método do DPPH, Lima et al (2006) avaliaram a atividade
antioxidante do extrato hidroalcoodlico de folhas de bardana, Arctium lappa, planta
medicinal utilizada como anti-inflamatoria, antisséptica e depurativa, e que
apresentou atividade sequestrante de radicais DPPH acima de 90%, valor proximo

ao encontrado pelo padrao de acido ascorbico utilizado.

Pessuto et al (2009) avaliaram a atividade antioxidante de Maytenus ilicifolia
popularmente conhecida como espinheira-santa e utilizada no tratamento de lesdes
gastricas (antiulcerogénica), como antiinflamatoéria, analgésica, cicatrizante de
feridas, antiasmética, como remédio antitumoral indigena e como agente regulador
da fertilidade. Os resultados mostraram que a capacidade antioxidante pelos
métodos do radical DPPH e do complexo fosfomolibdénio foi diretamente
proporcional ao teor de polifendis totais encontrados no extrato bruto e fracéo
acetato de etila da planta e encontraram uma correlacdo direta com a capacidade
antioxidante quando comparada aos padrdes vitamina C e trolox.

Rosa et al (2010) avaliaram a atividade antioxidante pelo método DPPH e o teor em
compostos fendlicos totais do extrato bruto metandlico e fracdes das folhas da
espécie Palicourea rigida Kunth, Rubiaceae, conhecida como gritadeira ou
douradéo, utilizada principalmente em inflamagdes do trato urinario pela populagéo.
Apesar da baixa atividade apresentada pelo extrato bruto, a fracdo acetato de etila
apresentou atividade moderada e o maior teor de fendlicos totais dentre as fragbes

ensaiadas.
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Grassi-Zampieron (2009) avaliaram as atividades antioxidante e captora de radicais
livres, de Achyrocline alata (Kunth.) DC. e Achyrocline satureioides (Lam.) DC.,
espécies pertencentes a familia Asteraceae, conhecidas como macela ou macela-
do-brejo, utilizadas na medicina popular como antiespasmaddica e anti-inflamatoria,
utilizando como modelo 3-caroteno e DPPH. Tais ensaios revelaram que 0s extratos
de A. satureioides foram mais ativos como captores de radicais livres do que os

extratos obtidos de A. alata.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro de extratos fitoterdpicos

produzidos na Pastoral da Saude de Venda Nova do Imigrante (PSVNI).

2.2. Especificos

Selecionar fitoterapicos produzidos pela pastoral que sejam utilizados pela populacéo
no combate a sindromes clinicas que podem ter bactérias como agente etiolégico, a

fim de pesquisar a atividade antimicrobiana e antioxidante dessas plantas;

Selecionar um diluente para os extratos fitoterapicos, que seja indcuo as bactérias

utilizadas nesta pesquisa;

Determinar a Concentracdo Minima Bactericida (CMB) de cada extrato fitoterapico
contra 12 espécies bacterianas causadoras de infeccdo, inclusive cepas
multirresistentes aos antimicrobianos comumente utilizados, através da técnica de

microdiluicdo em caldo;

Correlacionar a CMB obtida frente a todas as bactérias testadas para cada extrato

vegetal com a concentracdo dos extratos vegetais produzidos pela PSVNI;

Selecionar pelo menos um dos extratos fitoterapicos para realizar o teste Time Kkill
(Curva Tempo-morte) e analisar o perfil de acdo do extrato frente a quatro bactérias
causadoras de infeccdo hospitalar: MRSA (Staphylococcus aureus resistente a
meticilina), VRE (Enterococcus faecalis resistente a Vancomicina), Pseudomonas
areuginosa e Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL (Beta-lactamase de

espectro estendido);

Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos fitoterapicos pela captura de

radicais livres com o método DPPH (2,2- difenil-1 picril hidrazil).
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3. METODOLOGIA
3.1. Amostras
3.1.1 Fitoterapicos

Fitoterapicos produzidos rotineiramente na forma de tintura na Pastoral da Saude de
Venda Nova do Imigrante- ES (PSVNI-ES) situada na Avenida Elizabete Perim n°
78, Bairro S&o Pedro, Venda Nova do Imigrante, ES, Cep. 29.375.000, foram
selecionados de acordo com a indicacao popular e da Pastoral para o tratamento de
sindromes clinicas que poderiam apresentar bactérias como possivel agente
etiologico. Foi selecionada a tintura de uma planta que ndo apresentava nenhuma
dessas indicacfes para servir como um controle do teste.

3.1.2 Bactérias

Cada extrato fitoterapico foi analisado contra 12 amostras bacterianas, incluindo

cepas resistentes a antimicrobianos comumente utilizados na clinica (Tabela 2).

Tabela 2: Amostras bacterianas utilizadas

Amostra NUmero Caracteristica

Gram-positivas

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Sensivel & Meticilina
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Sensivel & Meticilina
Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA) Resistente a Meticilina
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 Sensivel & Meticilina
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990 Sensivel a Meticilina
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 Sensivel & Meticilina
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Sensivel & Vancomicina
Enterococcus faecalis ATCC 51299 (VRE) Resistente a Vancomicina

Gram- negativas

Escherichia coli ATCC 25922
Acinetobacter baumannii ATCC19606
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Produtora de ESBL

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
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3.2. Coleta das plantas medicinais para a producédo dos fitoterapicos e para a

identificac@o e depdsito das exsicatas

As plantas medicinais foram coletadas na Fazenda Experimental do INCAPER-
FEVN situada na Comunidade Cachoeira alegre - Venda Nova do imigrante/ES
latitude 20° e 38' sul longitude 41° 19' oeste. Para a producéo dos fitoterapicos foram
coletadas entre os meses de Marco e Novembro de 2010, preferencialmente pela
manha. Para a identificacdo e deposito das exsicatas foram coletadas entre os
meses de Margo, Outubro e Novembro de 2011 e Marco de 2012, quando as plantas
apresentavam frutos e/ou flores (FIDALGO & BONONI, 1989).

3.3. Identificacdo das plantas

O trabalho de identificacdo das plantas e depdésito de exsicatas foi realizado sob a
orientacao da prof? Valquiria Ferreira Dutra e do técnico Stéfano Dutra, no Herbario
central da UFES- VIES, situado no Campus da Universidade Federal do Espirito

Santo localizado na Av. Fernando Ferrari, Goiabeiras, ES.
3.4. Obtencao dos extratos vegetais
3.4.1. Producdo das tinturas- formulacdo comercial dos fitoterapicos

Primeiro, as plantas foram selecionadas e as que apresentavam qualquer tipo de
contaminagdo com fungos ou pragas, visiveis a olho nu, foram descartadas. Em
seguida, as plantas foram colocadas para secagem em uma sala-estufa de tamanho
4,41m x 2,81m em temperatura entre 45°C e 60°C durante quatro a trinta dias
conforme a parte da planta e a espécie da planta: para folhas, de 4 a 10 dias, para
cipo e casca de 15 a 20 dias, sendo avaliados os graus de secagem periodicamente.
ApoGs a secagem, as plantas foram fracionadas em partes menores e estocadas em
sacos (plastico por dentro e outro de papel por fora) em sala apropriada até o
processamento das mesmas. Para a producéo dos extratos, as plantas secas foram
trituradas no Triturador M-670 da marca Vencedora-MAQTRON. Os extratos foram

produzidos entre os meses de Abril a Dezembro de 2010.
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Figura 3: Estufa de secagem das plantas medicinais

Apés a trituracdo, cada planta foi submetida ao seguinte procedimento para
obtencdo do extrato: para cada 1Kg de planta seca foi utilizado um volume total de
5L de alcool de cereais a 70%. Primeiro, adicionou-se parte do alcool de cerais a
70% até cobrir o material vegetal, deixando-se repousar por 2 horas, em recipiente
fechado. Em seguida, esse material vegetal foi transferido para o percolador,
aplicando-se pressao leve e uniforme e adicionando-se o restante do alcool gsp 5L,
deixando-se macerar durante 8 dias. Ap0s esse tempo, o0 extrato resultante da
percolacdo foi medido e, se ndo resultou em um volume de 5L, adicionou-se
novamente alcool de cereais sobre o material vegetal no percolador, escoando o
extrato obtido até completar o volume que faltava para 5L. A técnica utilizada foi a
maceracao, utilizando-se de um percolador para esse processo. Os fitoterapicos

foram preparados conforme a Farmacopeia Brasileira 2004, com adaptacoes.

Figura 4: Percoladores utilizados na fabricacéo dos extratos fitoterapicos na PSVNI

Apés o periodo de 8 dias de percolacdo, o extrato/tintura obtido foi filtrado com
auxilio de funil e gaze. Esse extrato foi armazenado em frasco ambar com tampa,

periodicamente distribuidos em frascos de cor ambar com conta-gotas, de volume
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final 30 mL, com o objetivo de posteriormente serem comercializados. Os frascos
foram rotulados com o nome da Instituicdo, nome popular da planta medicinal, data
do envase e data de validade de 2 anos a partir da data de producgéo da tintura com
indicacao de uso de 40 gotas trés vezes ao dia para todas as preparacoes.

Figura 5: Preparo dos extratos fitoterapicos na PSVNI

3.4.2 Obtencdo da massa seca dos fitoterapicos

Os frascos contendo 30mL dos fitoterapicos selecionados foram colocados em

estufa entre 45°C e 60°C durante 7 a 15 dias, até a evaporacao do solvente.
3.5. Avaliacédo dos diluentes
3.5.1. Avaliacéo da capacidade de solubilizacdo dos diluentes

Os seguintes diluentes, bem como possiveis misturas destes, foram avaliados
guanto a sua capacidade de solubilidade dos extratos fitoterapicos: Cremophor EI®
fluka-Polyoxyethylenglyceroltriricinoleat (Sigma-Aldrich), Soluphor P®- Pyrrolidona
(Vetec), Dimetil sulféxido (DMSO, Vetec) (DMSO 50%, DMSO 30%, DMSO 10% em
agua deionizada estéril), Alcool etilico de cereais (2,5%, 5%, 7,5% e 10% em agua

deionizada estéril).

Aliguota de 1mL a 2mL do diluente foi adicionada a pequena parte da massa seca
obtida da tintura (cerca de 1mg) e misturada até a obtencdo de uma suspensao
homogénea. A mistura foi inspecionada quanto a formacdo de granulos e a
ocorréncia de corpo de fundo apdés 24 horas de diluigdo, sem agitacdo, a

temperatura ambiente.
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Os diluentes que apresentaram melhores resultados no teste de solubilidade foram
avaliados quanto a sua inocuidade, ou seja, sua acdo antimicrobiana frente as

bactérias listadas na tabela 1.

3.5.2. Determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB) do

diluente

O diluente escolhido foi avaliado quanto a sua acédo antimicrobiana frente a todas as
amostras bacterianas apresentadas na tabela 1. Uma aliquota de 10pL de
suspensdo bacteriana em salina, na concentracdo aproximada de 10° UFC/mL, foi
inoculada em caldo Tricaseina de soja (TSB- Difco), contendo o diluente em
concentracfes variaveis, em um volume final de 200 pL por poco da placa de
poliestireno de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacgdo a 35°C, uma aliquota de 10
UL de cada poco foi retirada e diluida serialmente em fracées de 10 (10" a 10®) em
tubos contendo salina estéril a 0,85%. Uma aliquota de 10 pL de cada diluicdo foi
espalhada com auxilio de alca de Drigalski em placas de agar nutriente. As placas
foram incubadas por 48 h a 35°C e as col6nias foram contadas. Pogos contendo
caldo TSB e suspensao bacteriana foram utilizados como controles positivos. As
concentracfes do diluente que apresentaram uma reducdo do numero de UFC/mL
menor que 1 Log/mL, quando comparados aos controles positivos, foram

considerados sem atividade antimicrobiana (LORIAN, 2005).

3.5.3. Avaliacdo dos extratos e diluentes quanto a contaminacao

bacteriana

Uma aliquota de 15uL de cada massa seca obtida da tintura e de cada diluente a ser
testado foi semeada em agar nutriente para avaliar possivel contaminacdo
bacteriana. As placas foram incubadas por 24, 48 e 72 horas a 35°C e avaliadas

quanto & presenca ou ndo de crescimento bacteriano.
3.6. Massa seca dos extratos

Cada fitoterapico produzido como tintura, apos a eliminacdo do solvente, ou seja,
apos eliminar todo o alcool contido, foi pesado em balanca analitica de alta precisao

para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana e antioxidante.
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3.6.1. Solubilizacdo da massa seca dos extratos

ApOs obter a massa do extrato-seco, estes foram solubilizados em volume gsp. do
diluente selecionado e as concentragdes obtidas foram calculadas em mg/mL.

3.7. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos fitoterdpicos pelo método da

Microdiluicdo em Caldo

Para a realizacdo do teste de microdiluicdo em caldo seguiu-se o preconizado pelo
CLSI, Normas M7-A6 (2003) e M7-A10(2009), com modificagbes. Uma aliquota de
10pL de suspensdo de cada amostra bacteriana em salina a 0,85% (~10° UFC/mL)
foi inoculada em caldo TSB contendo concentracdes que variaveis de cada
fitoterapico em um volume final de 200uL por poco. Este experimento foi realizado
em placas de poliestireno de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacdo a 35°C uma
aliquota de cada concentrac@o foi semeada em placa de &gar nutriente (AN) com
auxilio de alca bacteriolégica descartavel para verificar se houve ou ndo crescimento
bacteriano apds o tratamento com o fitoterapico. A CMB correspondeu a menor
concentracdo em que nao foi observado crescimento bacteriano nas lacas de AN
apos 48h de incubacdo. Pocgos contendo apenas caldo TSB mais o diluente foram
usados como controle negativo e pocos contendo caldo TSB mais o diluente, com
suspensao bacteriana, foram usados como controle positivo de crescimento

bacteriano.

3.8. Avaliacdo da cinética de morte bacteriana pela agao do fitoterapico (“time-

Kill curve”)

Uma aliquota de 10uL de suspensédo bacteriana preparada em salina a 0,85% com
aproximadamente 10° UFC/mL foi inoculada em caldo Muller Hinton (Difco) contendo
doses sub-inibitérias dos extratos equivalentes a 90% e 50% do valor CMB. Para
cada bactéria foi realizado um controle de crescimento positivo, contendo apenas as
bactérias em caldo Muller Hinton. O teste foi realizado em microplaca de poliestireno
estéril de 96 pocos que foram incubadas em estufa bacteriologica a 35° C (LORIAN,
2005). Apos 3 horas, 6 horas, 12 horas e 24 horas de incubacédo a 35°C, aliquotas
de 100 pL foram retiradas e diluidas serialmente em salina 0,85% (10 a 10%). A
partir de cada dilui¢éo, foi retirada uma aliquota de 10 pL e espalhada com auxilio de

alca de Drigalski por toda a superficie de placas contendo AN (Difco). Apos as



43

placas serem incubadas a 35° C durante 24 h, as col6nias foram contadas e os
dados obtidos foram plotados em planilha Excel, calculados os valores em Logio €
multiplicando-se pelo fator de diluicho. A acdo bactericida foi definida pela
diminuigéo = 3 Logio UFC/mL, enquanto que a a¢éo bacteriostatica foi definida como
uma redugdo 21 <3 log;o UFC/mL, quando comparadas ao controle. A acao
indiferente foi definida como uma reducéo < 1 log;o UFC/mL, quando comparadas ao
controle positivo (LORIAN, 2005). Os extratos foram avaliados contra as amostras
bacterianas relacionadas na tabela 3.

Tabela 3: Amostras bacterianas ATCC (American type culture colection) utilizadas no teste
Time-Kill

Amostra Caracteristica

Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA) Bactéria Gram-positiva/Resistente a Meticilina

Enterococcus faecalis ATCC 51299 (VRE) Bactéria Gram-positiva/Resistente a Vancomicina

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Bacilo Gram-negativo Fermentador da Glicose
(BGNF)/ Produtor de ESBL (Betalactamase de
espectro estendido)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 Bacilo Gram-negativo nédo fermentador (BGNNF)

3.9. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos fitoterapicos pela captura

de radicais livres com o método DPPH (2,2- difenil-1 picril hidrazil)

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos fitoterapicos foi realizada segundo
Scherer & Godoy (2009) e foi baseada na medida da extincdo da absorcéo do
radical 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH), com leitura em espectrofotbmetro
Biospectro SP-220 em 517 nm, utilizando cubeta de vidro. Dois mililitros de uma
solucdo metanodlica de DPPH a 0,1mM foram adicionados a 1 mL de solucdes
contendo concentragdes crescentes de cada fitoterapico (31,25; 62,5; 125; 250; 500
pMg.mL-1) em metanol. As solucdes foram incubadas ao abrigo da luz durante 30
minutos. Procedeu-se da mesma forma para a preparacao da solugdo denominada
“controle”, porém, para cada 1mL da solu¢cdo de DPPH foram adicionados 2mL da
solucdo metandlica. A solucdo denominada “branco” foi preparada em concentragao
1:2 (v:v), utilizando-se as solugbes dos extratos nas diferentes concentragbes em
metanol, sem DPPH. A alteracdo da coloracdo roxa do DPPH para amarela é

indicativo de atividade antioxidante. Todas as leituras foram realizadas em triplicata
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e, com a média dos dados obtidos, foi calculada a diferenca de absorbancia entre a
amostra e o branco. O teste de atividade antioxidante dos extratos foi comparado
com a substancia padrdao Quercetina. Foram considerados estatisticamente
diferentes os resultados de atividade antioxidante que apresentaram probabilidade
de ocorréncia de hipotese de nulidade menor que 5% (p< 0,05) aplicando-se o teste
ANOVA de Analise de Variancia. O percentual de captacdo ou reducédo do radical
DPPH foi calculado conforme a equacdo abaixo (SANTOS et al, 2011). O método
DPPH se baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para um
radical livre, o DPPHe., que ao se reduzir perde sua coloragédo purpura, tornando-se
amarelo. Este método avalia apenas o poder redutor do antioxidante, que ao doar

um elétron se oxida, e por este motivo ndo detecta substancias pro-oxidantes.

% reducao do DPPH =[(Abs. Amostra - Abs. Branco)/Abs. branco] x 100

Y “ 0
0, O-H
M
Quercetina oxidads
estabilizada pos ressondncia

Figura 6: Reducéo do radical livre DPPH pelo flavonéide antioxidante quercetina

Fonte: http://gnint.sbqg.org.br
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Selecao e producédo dos fitoterapicos

A PSVNI produz mais de setenta fitoterapicos sob a forma de extratos
etandlicos/tinturas. Destes, foram selecionados oito fitoterapicos com indicacdes de
antibiotico, anti-inflamatorio e antisséptico a partir das plantas medicinais de nome
popular: angico, algodoeiro, chapéu-de-couro, cipo-mil-homens, erva baleeira,
guacgatonga, mil em ramas e tansagem. A selecdo dos extratos foi baseada nas
indicagbes populares de uso dessas plantas, através de questionamento informal
das propriedades dessas plantas a pessoas idosas, da comunidade em geral e dos

funcionarios da PSVNI.
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Figura 7: Extratos fitoterapicos produzidos na PSVNI

Dos fitoterapicos escolhidos apenas um, Cipé Mil Homens, ndo apresentava
indicagdo como antisséptico, antimicrobiano ou anti-inflamatorio, de acordo com a
PSVNI, e pode servir, entdo, como um controle dos testes, seja confirmando a
eficacia da técnica de um modo geral, seja confirmando as indica¢des propostas aos
fitoterapicos. Os resultados obtidos confirmaram que o Cipé Mil Homens néao

apresenta acao antimicrobiana nas concentracdes avaliadas.

As principais indicacbes das plantas utilizadas na producdo dos fitoterapicos

selecionados estdo relacionadas na tabela 4:
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Tabela 4: Plantas medicinais selecionadas e principais indicagdes de uso popular

Planta

Indicacbes

algodoeiro

Anti-inflamatério, antimicrobiana, antidisentérica, antivirética, etc

angico

Antigonorreica, antidiarreica, bactericida, combate bronquite, fortificante,
analgésica, antirraquitica, anti-hemorragica, etc

chapéu de couro

Depurativa, para acido Urico elevado, antimicrobiana (acne, furinculos), etc

cip6-mil- homens

Anti-tabagismo, vasodilatador, diurético, sedativo, etc

erva baleeira

Antimicrobiana, anti-inflamatéria (em casos de artrite, gota), cicatrizante, etc

guacatonga

Estomaquico, anti-hipertensivo, antiviral (contra herpes labial), antimicrobiana,
etc

mil em ramas

Hemorragia uterina, problemas do figado, antibidtica, analgésica, afec¢des da
pele (abcessos, feridas eczemas), etc

tansagem

Anti-inflamatéria, antimicrobiana, depurativa, emoliente, tdnica, etc

A tabela 5 relaciona as partes de cada planta utilizadas na fabricacdo dos

fitoterapicos e o tempo gasto para seca-las de acordo com a técnica utilizada na

Pastoral.

Tabela 5: Partes da planta utilizadas na fabricagdo dos fitoterapicos e tempo de secagem na

estufa
Planta Parte da planta utilizada Tempo de secagem
para fabricacdo da Tintura
algodoeiro Folhas 7 a 10 dias
angico Casca 20 a 30 dias
chapéu de couro Folhas 7 a 10 dias
cipé mil homens Folhas 7 a 10 dias
Cipo6 15 a 20 dias
erva baleeira Folhas 7 a 10 dias
guacatonga Folhas 7 a 10 dias
mil em ramas Folhas 4 a7 dias
tansagem Folhas 7 a 10 dias

De acordo com a FB-FF o tempo de secagem para as partes das plantas

mencionadas pode ser menor que o relatado, de 2 a 5 dias conforme a planta,

reduzindo, portanto, custos na producao dos fitoterapicos.
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4.1.1. Avaliacao dos diluentes

Dos diluentes avaliados, o que apresentou melhor solubilidade foi o Dimetil sulfoxido
(DMSO, Vetec) a 50% e o alcool de cerais a 15%. Entretanto, o DMSO 30% e o
DMSO a 10% também demonstraram solubilidade satisfatoria, desde que utilizados
em maior volume. Optou-se pelo uso do DMSO a 10%, ja que o alcool de cereais a
partir de 15% e o DMSO a partir de 50% reduziram o crescimento das espécies
bacterianas avaliadas, apesar de terem sido os diluentes que demonstraram melhor
solubilidade. A presenca do DMSO juntamente com a agua nas propor¢des 3/7 e 1/9

melhorou a solubilidade dos extratos.

Figura 8: Avaliag&o da solubilidade dos diluentes

Desta forma, o DMSO a 10% foi selecionado como diluente-padréao dos extratos e foi
avaliado quanto a capacidade de interferir na taxa de crescimento microbiano
conforme a técnica de determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB) do
diluente. O ensaio realizado demonstrou que o DMSO a 10% n&o reduziu o
crescimento das 12 cepas bacterianas testadas. O teste foi realizado em duplicata.
Portanto, para fins de padronizacdo do diluente e para melhor fluxo do trabalho, foi
utilizado DMSO a 10% (em agua deionizada estéril) na diluicdo de todos os extratos
secos. O teste utilizado para avaliar a CMB do diluente foi o preconizado por Lorian

(2005), com modificacoes.
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Figura 9: Estrutura quimica do DMSO

O DMSO é um composto quimico organico de formula C,HsSO (ROSENBAUM,
1965), peso molecular 78,13 g/mol (CARPENTER, 1994) e temperatura de
congelamento 18,5°C (BRAYTON, 1986). A elevada capacidade higroscopica
decorre da sua intensa afinidade pelo hidrogénio, formando pontes mais fortes que
as formadas entre moléculas de agua. Existem trabalhos que pesquisaram a
atividade antimicrobiana de diversas substéncias utilizando o DMSO PA como
solvente de extratos vegetais, alcancando uma concentracdo por vezes superior a
50% nos testes. Carvalho et al (2002) avaliaram a atividade antimicrobiana in vitro
de extratos hidroalcodlicos de Psidium guajava L. (goiabeira) sobre bactérias Gram-
negativas utilizando DMSO como solvente e verificando que o mesmo néo interferia
no crescimento das bactérias em teste. Da mesma maneira, Rabanal et al (2002) e
Okeke et al(2001) também utilizaram o DMSO como controle negativo de atividade
antimicrobiana em testes de avaliagdo de atividade antimicrobiana in vitro.
Entretanto, de acordo com Bonacorsi (2009) concentragdes superiores a 1,5 % de
DMSO interferiram na taxa de crescimento de Helycobacter pylori. Camargo (2008)
utilizou DMSO em concentragdes ndo superiores a 4% para nao interferir no
crescimento de S. aureus em testes que avaliaram o efeito da Quercetina sobre os
fatores de viruléncia, seguindo o proposto por Devienne (2002). De qualquer forma,
na presente pesquisa, a concentracdo de DMSO nos testes ndo ultrapassou 7,5%,

considerando o volume final ap6s a adicdo do meio de cultura.

4.2 Coleta e identificacdo das plantas medicinais

ApoOs a selecdo dos fitoterapicos, as plantas cujos extratos fitoterapicos foram
selecionados foram coletadas na Fazenda Experimental do INCAPER- VNI (FEI-VNI)
para a realizacdo da identificagdo botanica e deposito de exsicatas. Com a finalidade

de identificar e confirmar sua identificacdo, as plantas medicinais coletadas na FEI-



49

VNI foram encaminhadas ao herbario central da UFES-VIES, para que as mesmas
fossem catalogadas gerando seus numeros de registro, jA que os herbérios séo
colecoes de plantas secas, ou seja, € local de depdsito de cole¢bes antigas, local de
pesquisa e fonte de dados (MENTZ & BORDIGNON, 2008).

A tabela 6 apresenta as plantas com seus nomes cientificos e populares e o nimero
de registro dos depoésitos das exsicatas realizadas no Herbario Central da UFES-
VIES:

Tabela 6: Identificacdo botanica e depdsito das exsicatas

Nome popular Nome cientifico N° _ do deposito das
exsicatas
(n°de tombo/ n°de coleta)
angico Anadenanthera colubrina ( Vell.) Brenan | Provisério/ Baptista, L.B.M.08
mil em ramas Achillea millefolium L. 26201/ Baptista, L. B. M. 01
cip6 mil homens Aristolochia cymbifera Mart. 26207/ Baptista, L. B. M. 07
guagatonga Casearia sylvestris Sw. 26202/ Baptista, L. B. M. 02
erva baleeira Cordia verbenacea DC. 26203/ Baptista, L. B. M. 03
chapéu de couro Echinodorus  grandiflorus  (Cham.& | 26206/ Baptista, L. B. M. 06
Schltdl.) Micheli
algodoeiro Gossypium hirsutum L. 26205/ Baptista, L. B. M. 05
tansagem Plantago major L. 26204/ Baptista, L. B. M. 04

De acordo com Verdam & Silva (2010) a falta de identificagdo boténica ou a
identificacdo botanica incorreta pode anular todo um trabalho de pesquisa. Além
disso, pode gerar informacdes incorretas, levar a conclusées errbneas, inclusive ao
uso indevido de uma espécie, jA que muitos sdo os casos de intoxicacdo com
plantas. Isto devido a semelhancas morfologicas entre espécies que podem levar ao
consumo de uma espécie quando se pretende consumir outra. Portanto, ao realizar
a identificagdo botanica das plantas medicinais minimizam-se 0s riscos de
intoxicacdo ou reacdes adversas. A identificacdo é aspecto importante também no
reconhecimento da flora nativa de uma regido, principalmente quando se tratar de
espécies ameacadas de extincdo. As espécies identificadas corresponderam aos

nomes populares comumente atribuidos a elas.
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4.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana

As massas secas obtidas das tinturas foram diluidas em volume de DMSO 10% gsp,
e foram calculadas as concentragbes de cada uma, para servirem de padréo para a
realizacdo dos testes, conforme a tabela 7. Este célculo foi Util para determinar as
faixas de concentracdes dos extratos para a realizacdo dos testes de atividade

antimicrobiana.

Tabela 7: Célculo das concentracdes obtidas da massa seca das tinturas ap6s a diluicdo em
DMSO 10%, em mg/mL

Tintura Rendimento Volume de solvente Concentracéao
(Massa seca da (DMSO 10%) gasto obtida em
tintura) em mL para diluir a mg/ mL
massa secadatintura (Rend/vol. de
solvente)
Anadenanthera colubrina a- 7,279 50 145
(Vell.) Brenan (angico) b- 7,509 50 150
Achillea millefolium L. a-1,15g 12,6 91
(mil em ramas)
Aristolochia cymbifera Mart. a- 1,749 6 290
(cip6 mil homens)
Casearia sylvestris Sw. a- 1,239 9 137
(guagatonga)
Cordia verbenacea DC. a-0,97¢g 8 121
(erva baleeira) b-0,87¢g 7 124
c-0,72g 5 144
Echinodorus grandiflorus a-0,97¢g 7 138

(Cham.& Schltdl.)  Micheli
(chapéu de couro)

Gossypium hirsutum L. a-0,77g 7 110
(algodoeiro)
Plantago major L. a-1,29 8 150
(tansagem)

Sendo: a- primeira amostra, b- segunda amostra, c- terceira amostra

De acordo com os testes realizados nesta pesquisa, foram encontrados os valores

de CMB descritos nas tabelas 8 e 9:



Tabela 8: CMB (Concentracdo minima bactericida) em mg/mL de 8 extratos fitoterapicos contra bactérias Gram-positivas
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Bactérias | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Enterococcus | Enterococcus
aureus aureus aureus epidermidis epidermidis saprophyticus faecalis faecalis
Plantas ATCC 25923 ATCC 29213 ATCC 33591 | ATCC 12228 ATCC 14990 ATCC 15305 ATCC 29212 ATCC 51299
(MRSA) (VRE)
Anadenanthera
colubrina >10<12 >10<12 >142520 >8<15 >8<15 >14<24 >15524 >15524
(angico)
Achillea
millefolium
(mil em ramas) >35<45 >35<45 >35545 >35545 >35545 >35<45 >35<45 >35<45
Aristolochia
cymbifera (cipo >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250
mil homens)
Casearia
sylvestris
(guacatonga) >50<68 >50<68 >50<68 >50<68 >50<68 >50<68 >68<86 >68<86
Cordia
b
\(Ieerrvaegglceeeailra) >456 >456 >5<12 >5<12 >5<10 >5<12 >20<25 >20<25
Echinodorus
grandiflorus
(chapéu de >21<52 >21<52 >52<60 >52<60 >52<60 >52<60 >52<60 >52<60
couro)
Gossypium
hirsutum
(algodoeiro) >40<55 >40<55 >55<70 >55<70 >55<70 >60<70 >60<70 >60<70
Plantago major
(tansagem) >50<55 >50<55 >50<55 >50<55 >50<55 >45<55 >50<55 >50<55
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Tabela 9: CMB (Concentracdo minima bactericida) em mg/mL de 8 extratos fitoterapicos

contra bactérias Gram-negativas

Bactérias

Escherichia Acinetobacter Klebsiella Pseudomonas
Plantas coli baumannii pneumoniae aeruginosa

ATCC 25922 ATCC19606 ATCC 700603 ATCC 15442
Anadenanthera >25<30 >16<30 >18<25 >18<25
colubrina (angico)
Achillea >35<45 >35<45 >35<45 >35<45
millefolium (mil
em ramas)
Aristolochia >250 >250 >250 >250
cymbifera (cip6
mil homens)
Casearia >60<68 >60<86 >60<68 >60<68
sylvestris
(guagatonga)
Cordia verbenacea >20<25 >20<25 >20<45 >20<45
(erva baleeira)
Echinodorus >60<70 >60<86 >60<70 >60<70
grandiflorus
(chapéu de couro)
Gossypium >60<70 >60<70 >60<70 >60<70
hirsutum
(algodoeiro)
Plantago major >50<55 >50<55 >50<55 >50<55

(tansagem)
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Os extratos selecionados como antimicrobianos e/ou anti-inflamatorios
mostraram atividade antimicrobiana significativa frente as bactérias testadas,
inclusive contra as cepas multirresistentes. Com excec¢ao do cip6- mil- homens,
cuja CMB foi maior que 250 mg/mL, demonstrando um resultado esperado para
esse extrato, jA que o mesmo nédo é indicado como antimicrobiano, todos os
demais extratos mostraram CMB entre 4 e 86 mg/mL para bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Os maiores valores de CMB foram encontrados
para as bactérias Gram-negativas e as multirresistentes. A maior resisténcia
das bactérias Gram-negativas a acao do extrato pode ser devido as diferencas
na composicdo da parede celular e membrana externa. A membrana externa
da bactéria Gram-negativa possui natureza lipidica composta por
lipopolissacarideos a Gram-positiva apresenta uma camada de peptidioglicano.
(TAVARES, 2009).

Os extratos angico e erva baleeira foram os que apresentaram os melhores
valores de CMB frente as 12 bactérias testadas. O angico apresentou valores
de CMB < 12mg/mL para MRSA, <24mg/mL para VRE, <25mg/mL para K.
pneumoniae ESBL+. O extrato de erva baleeira apresentou valores de CMB <
20mg/mL para MRSA, < 25mg/mL para o VRE e =45mg/mL para K.
pneumoniae. O extrato de angico foi 0 que apresentou menor variagdo de CMB
para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com valores de CMB entre 8
mg/mL e 30 mg/mL, seguido do extrato de erva baleeira que apresentou

valores de CMB entre 4 mg/mL e 45 mg/mL.

Para definir esses valores de CMB foi utilizada a técnica de Microdiuicdo em
caldo que permite, além de avaliar se o extrato possui atividade antimicrobiana,
descobrir as faixas de concentracdes em que 0 extrato apresenta esta
atividade. Eloff (1998) utilizou esta técnica para verificar a atividade
antimicrobiana de extratos vegetais e observou que compostos presentes em
alguns extratos precipitavam, e a coloracao verde da clorofila em concentracao
muito alta interferia na andlise visual. No entanto, este mesmo autor concluiu
gque o método de microplacas é barato, tem reprodutibilidade, permite a
realizagdo de vérias réplicas, o que aumenta a confiabilidade dos resultados, e

€ 30 vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura. Além disso,
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requer pequena quantidade de reagentes, pode ser usado para grande namero
de amostras e deixa um registro permanente (OSTROSKY et al, 2008).
Quando se avalia a CMI é possivel verificar se houve inibicdo de crescimento
bacteriano através da leitura da turvacdo do caldo. Esta leitura pode ser
realizada a olho nu ou com o auxilio de um espectrofotdmetro (CLSI, 2003). No
caso dos extratos em teste, essa leitura visual ndo foi possivel devido a
variacdo de coloracdo dos extratos, entre castanho escuro, castanho
avermelhado, verde escuro e verde claro. As cores variavam também entre as
diferentes concentracOes testadas para o mesmo extrato, o que dificultaria,
novamente, uma leitura por espectrofotdbmetro. Além disso, a leitura de turbidez
nao pode ser realizada ja que alguns extratos, quando diluidos no caldo,

tornaram o meio de cultura turvo.

Figura 10: Avaliagdo da atividade antimicrobiana pelo método da microdiluicdo em caldo.
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*Note a diferenca na coloragdo de um mesmo extrato em diferentes concentracdes (Linhas C a
G), o controle negativo de crescimento bacteriano (Linha A) e a turbidez do controle de

crescimento bacteriano (linha H) na microplaca de cultura.

Para o extrato de A. colubrina foram encontrados valores de CMB entre 10 e 24
mg/mL para bactérias Gram-positivas e entre 16 e 30 mg/mL para bactérias
Gram-negativas. Com relacao as bactérias multirresistentes foram encontrados
0s seguintes valores de CMB: MRSA >14<20 mg/mL, VRE >15<24mg/mL , K.
pneumoniae (ESBL) >18<25mg/mL , valores bastante proximos.

De acordo com Matos (1997) o angico vem sendo utilizado de diversas formas

na medicina popular como o decocto da casca para a preparacao de xaropes
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usados no tratamento das tosses, coqueluches e bronquites, a maceracao da
casca utilizada no tratamento de inflamacdes e leucorréias, e preparacdes com
alcool ou cachaca utilizadas em ferimentos externos, agindo como hemostatico
e cicatrizante. Mors et al.(2000) relataram evidente atividade antimicrobiana de
extratos hidroalcoodlicos da espécie A. colubrina, enquanto Gongalves et al
(2005) ndo observaram atividade antimicrobiana desta planta realizando o
método da difusdo em agar. Dantas et al (2010) avaliaram a atividade
antimicrobiana de A. colubrina contra cepas de S. aureus obtendo atividade
significativa na concentragdo 3,12%. Gongalves et al (2011) avaliaram a
atividade antimicrobiana de 22 extratos vegetais de &arvores medicinais
brasileiras utilizando o método de difusdo em &gar contra E. coli
enteropatogénica, Shigella sonnei e Salmonella spp, entretanto n&o
observaram atividade antimicrobiana para o extrato de A. colubrina utilizando

esta técnica.

Essa variacdo de resultados pode estar relacionada ao MS produzido, cuja
producdo pelo vegetal pode variar com o ambiente de plantio, época de
colheita, e ainda podendo variar de acordo com a parte da planta escolhida
para a producéo do extrato, com o solvente de extracéo utilizado, bem como da
difusdo ou ndo da substancia no agar solidificado. Por outro lado, os resultados
de CMB do angico encontrados nesta pesquisa demostraram a potencial
atividade antimicrobiana dessa planta. Além disso, por falta de maiores
estudos, o angico ainda ndo faz parte do Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira, 12 Edicdo (FB-FF), por isso sugere-se maiores estudos
com esta planta e dos fitoterapicos produzidos a partir da mesma, como por
exemplo, avaliacdo da toxicidade in vivo, testes de atividade anti-inflamatéria,

teste de mutagénese, dentre muitos outros.

O angico, Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, € uma arvore de até 25m de
altura, com tronco desprovido de espinhos com casca de coloragao pardo-
escura sendo uma espécie pioneira, caracteristica da mata secundaria de
regides acima de 400m de altitude, ocorrendo desde o Maranhdo até a

Argentina e Goias. Sua casca possui sabor amargo, com propriedades
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adstringentes, depurativas, sendo muito utilizada nas afeccbes das vias
respiratorias de um modo geral (ESALQ- USP, 2003).

Figura 11: Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, angico.

Foto: http://belezadacaatinga.blogspot.com.br

Para a C. verbenacea DC., erva baleeira, foram encontrados valores de CMB
entre 4 e 25 mg/mL para bactérias Gram-positivas e entre 20 e 45 mg/mL para
bactérias Gram-negativas. Com relacdo as bactérias multirresistentes foram
encontrados os seguintes valores de CMB: MRSA >5 <12 mg/mL, VRE >20 <
25mg/mL , K. pneumoniae (ESBL) >20 < 45 mg/mL.

Na FB-FF a C. verbenacea DC., possui indicacdo como anti-inflamat6rio sob a
forma de preparacdo extemporanea (infuséo de folhas secas) bem como sob a
forma de pomada a partir do extrato hidroalcodlico, com a indicacao de anti-
inflamatério em dores associadas a musculos e tenddes. N&o existe a
prescricdo de seu extrato e/ou tintura para o uso oral como anti-inflamatorio
e/ou antimicrobiano. Matias et al (2010) verificaram atividade antimicrobiana em
extratos de C. verbenacea contra linhagens de E. coli e S. aureus pela técnica
de microdiluichio em caldo. Também realizaram prospeccdo fitoquimica
encontrando a presenca de fendis, taninos, antocianinas e antocianidinas no
extrato metandlico das folhas desta planta. Através do teste de difusdo em agar
De Pinho et al (2012) verificaram atividade antimicrobiana de extrato
hidroalcodlico da planta contra S. aureus, na prospeccao fitoquimica
encontraram flavonoides (flavanonas, flavanondis),saponinas, taninos e taninos

caquéticos. Sertié et al (1991) avaliaram os extratos de C. verbenacea e
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encontraram baixissima toxicidade géastrica dos extratos das folhas da planta.
Com relacdo a sua atividade anti-inflamatéria, a industria farmacéutica Aché
lancou no mercado uma pomada cujo principio ativo € o 6leo essencial desta
planta cujo principio ativo caracterizado é o alfa-humuleno, de nome comercial
Acheflan®.

A erva baleeira € uma planta originaria do Brasil, um arbusto muito ramificado
que atinge até 3 metros de altura, possui folhas de margens dentadas de
coloracdo verde escura e flores brancas pequenas e reunidas em espigas
laterais, os frutos sdo pequenos, arredondados e de cor vermelho-escuro.
Em sua composicdo quimica ocorre a presenca de Oleos essenciais,

flavonoides, alantoina e acucares (EMBRAPA, 2006).

Figura 12: erva baleeira, Cordia Verbenacea DC.

Foto: http://www.campinas.snt.embrapa.br/plantasMedicinais/erva_baleeira.pdf

O extrato de mil em ramas também apresentou valores de CMB baixos, > 35 <
45, inclusive, demonstrou valores de CMB idénticos para todas as bactérias,
nao diferindo entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, nao diferindo

também para as multirresistentes.

A Achillea millefolium L., mil em ramas, é uma planta da familia Asteraceae,
conhecida popularmente também como mil-folhas e erva-do-carpinteiro. Tem
sido utilizada na medicina popular desde a antiguidade com varias finalidades:
anti-inflamatéria, antifangica, antibacteriana, entre outras (BALBACH, 1985). E
uma das plantas medicinais mais estudadas em todo o mundo, tendo

reconhecidas varias de suas propriedades. Esta presente na FB-FF com
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indicagbes como antidispéptico, antiflatulento, anti-inflamatorio, colerético e
antiespasmaodico, entretanto, observa-se a auséncia de sua indicacdo como
antimicrobiano. GIARETTA et al (2007) compararam a atividade antimicrobiana
dos sabonetes contendo Digluconato de Clorexidine, Triclosan e 6leo essencial
de Achillea milefollium L. e concluiram que os resultados obtidos demonstraram
um poder inibitorio total do triclosan frente aos microorganismos testados e
observou-se poder inibitério superior do 6leo essencial de Achillea millefolium
L. na concentracdo de 2,0% em relacdo ao sabonete de digluconato de
clorexidine, muito utilizado em ambientes hospitalares. No entanto, Woods-
Panzaru et al (2009) ndo observaram atividade antimicrobiana de A. millefolium
contra bactérias dos géneros Escherichia, Pseudomonas, Klebsiella e Bacillus
utiizando a técnica de disco difusdo. Souza et al (2006) encontraram a
presenca de taninos e saponinas nas folhas de A. millefolium e néo
observaram atividade antimicrobiana no extrato etandlico desta planta através
da técnica de diluicho em agar. Fathiazad & Lotfipour (2003) encontraram
atividade antimicrobiana do extrato cloroformico de A. millefolium contra
espécies de S. aureus através da técnica de difusdo em disco. Em um artigo
mais recente Yakhkeshi et al (2012) avaliaram os efeitos da interacdo da A.
millefolium com um antibidtico sobre crescimento de frangos para abate e
concluiram que utilizando 3% deste extrato na alimentacdo diaria dos frangos,
este foi capaz de reduzir a taxa de colesterol do sangue, induzir resposta
imune, e levou a reducdo de bactérias patogénicas no aparelho digestivo das
aves, podendo ajudar na melhora da saude intestinal. Os resultados
corroboram o entendimento de que a producdo dos MS responsaveis pela
atividade antimicrobiana de A. millefolium devem estar relacionados ao local de

plantio e condi¢des de cultivo.

Dentre os demais fitoterapicos avaliados, o extrato de tansagem foi, em
seguida, o que apresentou menor CMB para todas as 12 espécies bacterianas,

seguida de chapéu-de-couro e algodoeiro.

Para a P. major, tansagem, foram encontrados valores de CMB entre 50 e 55

mg/mL para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Com relacdo as
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bactérias multirresistentes também foram encontrados os valores de CMB entre
50 e 55 mg/mL.

A tansagem, Plantago major L., é uma planta herbacea que ocorre
espontaneamente nas regifes de clima temperado ou subtropical, sendo
facilmente cultivada no Brasil. Popularmente € utilizada no tratamento de
inflamacbes de boca e garganta, infecgbes intestinais e como agente
antibacteriano (BALBACH, 1985). O infuso das folhas € usado como gargarejo
no combate as inflamacbes da boca, garganta, gengivas sangrentas e
parotidites. Freitas et al (2002) avaliaram a atividade antimicrobiana da
tansagem frente a 12 espécies de S. aureus isolados clinicos, utilizando a
técnica da difusdo em meio solido. Obtiveram resultado bastante significativo
do extrato hidroalcodlico do P. major comparada a solugcdo padrdo de
ciprofloxacina. Sharifa et al (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana dos
extratos metandlico, etandlico e aquoso de P. major contra S. aureus, B.
subtilis, E. coli, C. albicans, e C. tropicalis. Teste de sensibilidade foi feito
usando difusdo de disco e os efeitos positivos dos extratos observadas com
microscopia eletrénica de varredura. Os extratos metanolico e etanodlico 100-
200 mg/mL mostraram atividade bactericida contra as bactérias Gram-positiva
e Gram-negativas bactérias testadas, e 0s extratos causaram alteracdes
significativas na parede celular das bactérias. A tansagem possui monografia
na FB-FF com indicacdo de preparacdo extempordnea como antisséptico e
anti-inflamatério da cavidade oral, utilizado apenas sob as formas de bochecho

e gargarejo, ndo sendo aconselhada para uso interno.

Para o E. grandiflorus, chapéu-de-couro, foram encontrados valores de CMB
entre 21 e 60 mg/mL para bactérias Gram-positivas e entre 60 e 70 mg/mL
para bactérias Gram-negativas. Com relacdo as bactérias multirresistentes
foram encontrados os seguintes valores de CMB para: MRSA e VRE >52 <
60mg/mL, K. pneumoniae (ESBL) >60 < 70 mg/mL.

O chapéu-de-couro, Echinodorus grandiflorus (Cham.& Schitdl.) Micheli , uma
espécie nativa brasileira, conhecida vulgarmente por chapéu-de-couro, cha-

mineiro, erva-de-bugre, dentre outros, € amplamente utilizada na medicina



60

popular nas regides sudeste e centro oeste. Suas folhas s&o utilizadas
popularmente para o tratamento de reumatismo, sifilis, e também empregadas
como diurética e para diminuicdo de acido urico (NUNES et al., 2003). Estudos
sobre a composicdo quimica da espécie tém demonstrado a presenca de
polifendis, flavondides e diterpenos (SHIGEMORI et al., 2002; PIMENTA et al.,
2000; KOBAYASHI et al., 2000; LEITE, 1995) e a toxicidade do extrato aquoso
das folhas foi analisada por LOPES et al. (2000), em experimentos realizados
com ratos, mostrando a auséncia de efeito genotdéxico. A monografia do
chapéu-de-couro consta na FB-FF como preparacdo extemporanea sob a
forma de infuséo indicada como diurético leve e anti-inflamatério. Entretanto,
nao existe na FB-FF indicacdo como antimicrobiano. Duarte et al (2002)
atraves do teste de difusdo em disco observou atividade antimicrobiana de E.
grandiflorus contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Duarte et al
(1999; 2002) observaram atividade antimicrobiana do extrato aquoso desta
planta sobre P. aeruginosa, E. coli, Salmonella typhimurium e do extrato
metandlico das folhas sobre S. aureus, enquanto Souza et al (2004) observou
esta atividade contra Micrococcus luteus. Babicz et al (2006) observou

atividade antimicrobiana no extrato acetdnico de E. grandiflorus.

Para o extrato de G. hirsutum L., algodoeiro, foram encontrados valores de
CMB entre 40 e 70 mg/mL para bactérias Gram-positivas e entre 60 e 70
mg/mL para bactérias Gram-negativas. Com relacdo as bactérias
multirresistentes foram encontrados os seguintes valores de CMB: MRSA > 55
<70 mg/mL, VRE > 60 < 70mg/mL , K. pneumoniae (ESBL) > 60 < 70 mg/mL.

O algodoeiro, é uma planta arbustiva da familia Malvaceae, que pode medir até
7 metros de altura, cujo género Gossypium apresenta cerca de 40 espécies
(USDA, 2012). Utilizada pela populacdo como anti-inflamatorio, principalmente
indicado para afec¢cfes no sistema urinério e ginecologico, entretanto, existem
poucos estudos em relacdo as atividades biolégicas dos extratos desta planta,
a maior parte dos estudos séo direcionados a sua utilizagdo na agropecuaria
por se tratar de uma planta muito utilizada na producéo de 6leos e fabricacdo
de alimentos e cosméticos e, principalmente, utilizada na industria téxtil. A

planta ndo possui monografia na FB-FF. Os resultados obtidos indicam que
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CMB do extrato hidroalcodlico estd entre 60 e 70 mg/mL tanto para as
bactérias Gram-positivas quanto para as bactérias Gram-negativas utilizadas
neste estudo. Omojasola & Awe (2004) avaliaram a atividade antibacteriana do
extrato etandlico de G. hirsutum L. através da técnica de difusdo em disco
usando uma concentracdo de 200mg/mL e obtendo acéo contra S. aureus, E.

coli, P. aeruginosa, Shigella dysenteriae e Salmonella typhimurium.

Para o extrato de C. sylvestris, guacatonga, foram encontrados valores de CMB
entre 50 e 86 mg/mL para bactérias Gram-positivas e entre 60mg/mL e 86
mg/mL para bactérias Gram-negativas. Com relacdo as bactérias
multirresistentes foram encontrados os seguintes valores de CMB: MRSA > 50
< 68 mg/mL, VRE > 68 < 86mg/mL , K. pneumoniae (ESBL) > 60mg/mL <
68mg/mL.

A guagatonga é um arbusto que alcanga até 6m de altura sendo nativa de
quase todo o Brasil, principalmente em florestas secundarias. Pertence a
familia Salicaea, familia que também abrange o género Salix, do qual foi obtido
originalmente o acido salicilico (SILVA JUNIOR, et al, 2005). Também
conhecida popularmente como erva-de-bugre, erva-de-lagarto e cafezinho do
mato é indicada como antidiarréica, anti-febril, depurativa, anti-reumatica, nas
afeccdes da pele e nas mordeduras de cobras (especialmente com peconha
proteoliticas, como jararaca e cascavel). Possui monografia na FB-FF como
preparacdo extemporanea sob a forma de infusdo, indicada apenas como
antidispéptico, sendo advertido seu uso para gestantes e lactantes. Schneider
et al (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana das folhas de C. sylvestris e
foram testados o extrato bruto e as fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e 0 6leo essencial e todos demonstraram atividade antimicrobiana. Entre
as fragOes testadas, a hexanica apresentou melhor CMI frente a S. aureus e
Oleo essencial apresentou atividade bacteriostatica e bactericida frente E. coli.
Glntzel (2008) pesquisou a atividade antimicrobiana desta planta através do
teste de bioautografia, para o 0leo essencial e da microdiluicdo para extratos
aguoso e etandlico obtendo resultados expressivos contra S. aureus, S.

epidermidis, E. coli e P. aeruginosa. Portanto, o extrato fitoterapico dessa
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planta também pode se revelar promissor no uso contra sindromes que

apresentem bactérias como agente etiologico.

A atividade antimicrobiana de A. cymbifera nao foi observada, alcangcando CMB
superior a 250 mg/mL para todas as bactérias testadas, sendo que a

concentragdo maxima obtida do extrato foi de 290 mg/mL.

A planta cipé mil homens, Aristolochia cymbifera Mart., € nativa do Brasil,
pertence a familia Aristolochiaceae, cujo género Aristolochia compreende cerca
de 300 espécies. Também conhecida popularmente como cipo-jarrinha, cipo6-
de-cobra e cassal. E uma planta trepadeira, herbacea perene,
caracteristicamente vigorosa, melhor adaptada a ambientes quentes. Na
medicina popular o uso é bastante amplo, com a utilizacédo das folhas, caules e
raizes. E considerada como diurética, sedativa, anti-séptica, emenagoga, anti-
anoréxica e anti-dispéptica (LORENZI & MATOS, 2008). Estudos fitoquimicos
realizados com plantas desse género evidenciaram a presenca de alcaloides,
acidos aristoloquicos, flavonoides, ésteres fenolicos e 6leos volateis (EVANS,
1996).

No uso empirico, os fitoterapicos selecionados tém sido utilizados em doses
diarias aproximadas de 6mL. Para obter um efeito antimicrobiano a dose diaria
devera ser maior ou igual a maior CMB obtida para o conjunto de bactérias
analisadas neste estudo, isso se considerarmos que serdo usadas para
combater sindromes clinicas causadas por esses agentes. Quanto menor for o
valor de CMB ou CMI para o agente antimicrobiano, melhor serd a chance de
eficiéncia do antimicrobiano, mesmo desconsiderando as propriedades de PK
em relacdo a distribuicdo e disponibilidade. Essa consideracdo pode ser feita
uma vez que estes fitoterapicos ja apresentam propriedades antimicrobianas

atribuidas ao uso empirico.

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais tem sido atribuida a pequenos
terpenoides e compostos fendlicos como timol, carvona, carvacrol, mentol e
outros, e, apesar dos mecanismos de acao néo estarem totalmente elucidados,
parece estar associado ao carater lipofilico dos compostos, havendo um

acumulo destes compostos nas membranas dos microrganismos ocasionando
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perda de energia pelas células (DIDRY et al, 1993; CONNER, 1993; SMID et
al, 1996).

Ainda é importante ressaltar que os resultados obtidos estdo relacionados a
CMB e provavelmente, os valores de CMI podem ser de duas a quatro vezes
menores que o0s valores encontrados, o que caracteriza uma atividade
antimicrobiana satisfatéria frente aos microrganismos utilizados nesta pesquisa.
A CMI é definida como uma concentragdo minima de antimicrobiano que
impede uma suspenséo de aproximadamente 10° UFC /mL de tornar-se turva
apos incubacao durante a noite (12 a 18 horas). A turbidez geralmente indica,
pelo menos, um aumento de dez vezes a densidade bacteriana, porque
suspensdes bacterianas claras podem ter bactérias com densidades de menos
que 10° UFC/mL, assim, a CMI determinada pela diluicdo do caldo pode
realmente ser bactericida em certa medida. Se a concentragdo minima de
antimicrobiano que impediu a turbidez realmente reduziu a densidade
bacteriana de 10° a pelo menos 10° UFC/mL (ou seja, 99,9% [3-log10] de
reducdo de indculo bacteriano), a CMI que impediu a turbidez também é a
CMB. Como néo foi possivel avaliar a turbidez do crescimento bacteriano
devido a coloracédo verde ou castanha dos extratos, foi avaliada a CMB e nao a
CMI. Se a CMB de um antibiotico sobre uma estirpe bacteriana é proxima da
CMI (CMB/CMI = 1 ou 2), o antibidtico é considerado bactericida. Se a CMB de
um antibidético € muito elevada em relacdo a CMI (CMB/CMI = 4 a 16), o
antibiético é considerado bacteriostatico. Em ambas as situagcbes, o0s
resultados obtidos de CMB dos extratos sugerem que suas CMI ainda
poderiam ter valores duas ou até quatro vezes menores que o0s valores
encontrados, corroborando para o resultado de os extratos serem ainda mais
eficientes frente aos microrganismos testados (LORIAN, 2005; LEVISON,
2004).
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4.4 Comparagdo dos maiores valores das CMB de cada extrato

fitoterapico com a concentracdo encontrada nas formulacdes da PSVNI

Tabela 10: Comparacédo do maior valor de CMB obtido no teste de atividade
antimicrobiana com a concentracao encontrada nas formulacdes produzidas na PSVNI.

Tintura Maior valor de CMB para  Concentracdo aproximada
0 conjunto das 12 obtida da formulag&o
bactérias testadas comercial da PSVNI (frasco
com 30mL)
Anadenanthera colubrina ( Vell.) Brenan 30mg/mL 246,7 mg/mL
(angico)
Achillea millefolium L. (mil em ramas) 45mg/mL 38 mg/mL
Aristolochia cymbifera Mart. (Cipo Mil >250mg/mL 58 mg/mL
Homens)
Casearia sylvestris Sw. (guacgatonga) 86mg/mL 41 mg/mL
Cordia verbenacea DC. (erva baleeira) 45mg/mL 28 mg/mL
Echinodorus grandiflorus (Cham.& Schitdl.) 86mg/mL 32,3 mg/mL
Micheli (chapéu de couro)
Gossypium hirsutum L. (algodoeiro) 70mg/mL 25,6 mg/mL
Plantago major L. (tansagem) 55mg/mL 40 mg/mL

Os resultados mostrados na tabela 10 indicam que os maiores valores de CMB
encontrados para o conjunto das 12 bactérias utilizadas neste trabalho séo
maiores que as concentracdes encontradas nos frascos comerciais dos
fitoterapicos selecionados, produzidos pela PSVNI, com excecdo do extrato de
angico, que apresentou CMB bem menor que a concentragdo obtida no frasco
comercial. Os extratos de tansagem e mil em ramas apresentaram valores de
CMB préximos aos valores contidos nos frascos comerciais. Desta forma, os
mesmos poderiam ser utilizados para o tratamento de sindromes clinicas que
apresentem as bactérias avaliadas como causadoras, desde que ajustadas as
doses diéarias, jA que as concentracdes obtidas pelo método de extracdo
podera oscilar para mais ou para menos. No entanto, deverdo ser realizados
controles de qualidade dos extratos confirmando sua concentracdo a cada lote
preparacao, observando também a época e horario de coleta das plantas.
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4.5. Avaliacdo da cinética de morte bacteriana (Time-kill) sobre quatro

bactérias causadoras de infec¢cdo hospitalar

A determinacdo da taxa de morte de uma bactéria isolada causada por um
agente antimicrobiano (time-kill) tem sido aplicada amplamente na avaliacao de
novas drogas. A cinética mostra a tendéncia de acdo do antimicrobiano
indicando sua acéo bactericida ou bacteriostatica e o tempo de duracdo desta
acao, usualmente 0, 4, 12 e 24h. A curva de tempo morte € representada por
um numero da parcela dos microrganismos sobreviventes a administracdo de
um tipico regime terapéutico. O método tem sido usado para avaliar e
comparar novos medicamentos e estudar as diferencas e as alteragcdes na
susceptibilidade antimicrobiana de bactérias clinicamente importantes isoladas
(LORIAN, 2005).

45.1. Cinética de morte bacteriana pela acdo do extrato de

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico)

De modo geral, com relagédo ao teste de atividade antimicrobiana o angico foi o
extrato que apresentou o menor valor de CMB frente as 12 bactérias testadas.
Além disso, o angico ndo consta na FB-FF, publicado em 2011, trazendo a tona
a necessidade de pesquisar a atividade antimicrobiana atribuida ao uso
empirico. Dessa forma, o extrato dessa planta foi selecionado para a realizacdo
do teste Time Kill com o objetivo de avaliar o tempo de acdo do extrato sobre
quatro bactérias causadoras de infeccdo hospitalar, incluindo espécies
multirresistentes aos antimicrobianos usados na clinica. Desta forma, pode-se
ampliar os conhecimentos acerca das propriedades medicinais desta planta,

contribuindo para a inclusdo de sua monografia na FB-FF.

Para a realizacdo do teste, a CMB do extrato de angico para cada uma das
quatro bactérias foi confirmado, em duplicata e, em seguida, foram calculadas
as concentracdes sub-inibitorias 90% e 50%, obtendo-se os seguintes valores
(tabela 11):



Tabela 11: Valores de CMB do extrato de angico frente a quatro
concentracdes sub-inibitérias aproximadas de 90% e 50%
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bactérias e

90% (mg/mL)

50% (mg/mL)

Bactérias CMB (mg/mL)
Staphylococcus aureus >14< 20
ATCC 33591 (MRSA)

Enterococcus faecalis >156< 24
ATCC 51299 (VRE)

Klebsiella pneumoniae >18<25
ATCC 700603

Pseudomonas Aeruginosa >18<25

ATCC 15442

18
22
22,5

22,5

10
12
12,5

12,5

A tabela 12 mostra a avaliacdo quantitativa da acao inibitéria do extrato de A.

colubrina, angico,

hospitalares, incluindo cepas multirresistentes.

contra quatro bactérias causadoras de

infeccoes

Tabela 12: Avaliac@o quantitativa da acao inibitdria do extrato fitoterapico de angico nas CMB-

90% e CMB-50%.

Amostras Tempo Controle CMB-90% Reducéao CMB-50% | Reducéo
bacterianas UFC/mL . na CMB- |, na CMB-
90 50
Zero 4,5 45 IND 45 IND
Staphylococcus 3h 6,2 1,2 -5BC 1,9 -4,3 BC
aureus (MRSA) 6h 9,2 1,2 -8 BC 1,9 -7,3BC
ATCC 33591 12h 9,6 0,4 -9,2BC 0,4 -9,2BC
24h 9,9 0,4 -9,5BC 0,4 -9,5BC
Zero 4,7 4.9 IND 4,8 IND
Enterococcus 3h 5,9 3,1 -2,8 BT 3,1 -2,8 BT
faecalis (VRE) 6h 9,6 2.4 -7,2 BC 1,9 -7,7 BC
ATCC 51299 12h 9,9 0,5 -9,4 BC 1,9 -7,7BC
24h 9,9 0,4 -9,5 BC 0,4 -9,5BC
Zero 3,1 3,3 IND 3,1 IND
Klebsiella 3h 6,2 47 -1,5BT 50 -1,2 BT
Pneumoniae 6h 9,9 54 -4,5 BC 7,4 -2,5BT
ATCC 700603 12h 9,9 0,4 -9,5BC 0,4 -9,5BC
24h 9,9 9,6 -0,4 IND 9,6 -0,4 IND
Zero 3,6 3,4 IND 3,4 IND
Pseudomonas 3h 4,3 0,5 -3,8 BC 2,4 -1,9BT
Aeruginosa 6h 9,2 0,4 -8,8 BC 0,5 -8,7 BC
ATCC 15442 12h 9,9 0,4 -9,5BC 0,4 -9,5BC
24h 9,9 0,4 -9,5BC 0,4 -9,5BC

*Numero de UFC expressa em log10; BC = agao bactericida, definida como a redugéo =3log10 UFC/mL ;

BT= acgdo bacteriostatica, definida como uma reducgéo < 3logl0 >1log10 UFC/mL; IN= acdo indiferente

definida como uma redugéo <1log10 UFC/mL.

A curva tempo-morte para 0 MRSA demonstrou o efeito bactericida do extrato

de angico pela reducdo > 3 Log UFC/mL para as ambas as concentragdes a

partir de 3 horas de incubacdo das amostras, permanecendo o efeito
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bactericida até completar as 24h de andlise. Para o VRE o efeito bactericida foi
observado a partir do tempo aproximado de 6 horas de incubacédo das
amostras. Interessante notar que ambas as bactérias sdo Gram-positivas e
exibiram um perfil semelhante de morte pela acédo do extrato de angico. O perfil

observado pode ser comparado a agdo de antimicrobianos bactericidas.

Com relacdo as bactérias Gram-negativas, a curva tempo-morte para K.
pneumoniae demonstrou o efeito bactericida do extrato de angico pela reducéo
> 3 Log UFC/mL para as ambas as concentracdes entre 6 e 12 horas de
incubagéo, quando, a partir de entdo, houve cessagéo do efeito bactericida do
extrato e as bactérias que ainda haviam sobrevivido (fora do limite de deteccédo
do teste) voltaram a multiplicar-se de forma exponencial. Ndo se pode deixar
de lembrar que a K. pneumoniae ATCC 700603 € um bacilo Gram-negativo
fermentador da glicose produtor de ESBL. A curva tempo-morte para P.
aeruginosa ATCC 15442 demonstrou o efeito bactericida do extrato de angico
pela reducdo > 3 Log UFC/mL para as ambas as concentracfes entre 3 e 6
horas de incubacédo, permanecendo o efeito bactericida até completar 24h de
andlise. Foi obtido um resultado bastante significativo desse extrato com

relacdo a todos os microrganismos avaliados no teste time-kill .

Em relacdo ao tempo em que houve acdo bactericida do extrato frente as
bactérias avaliadas neste estudo, alguns pesquisadores consideram o declive
de quatro a oito horas como o fator mais importante para determinar a
frequéncia com que os antimicrobianos devam ser administrados (CLSI, 2003).
O extrato do angico mostrou caracteristicas concentracdo-dependente, sendo
bastante eficaz na CMB 90%.

O efeito bactericida do extrato de angico pode estar relacionado a presenca de
compostos altamente solliveis em agua/alcool etilico possivelmente de carater
polar. As espécies de angico tém sido reconhecidas pelos seus altos teores de
taninos em cascas e frutos. Paes et al (2010) pesquisaram a presenca de
taninos em varias partes da planta Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan,
encontrando na casca dessa planta alto teor de taninos condensados. Isso

sugere a possibilidade de os taninos estarem envolvidos na atividade
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antimicrobiana atribuida ao angico. Entretanto, para isso sdo necessarios
testes de identificacdo dos compostos presentes neste extrato, como
cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa, cromatografia de

alta eficiéncia dentre outro métodos.

O fato desse fitoterapico j& ser utilizado empiricamente sem grandes relatos de
efeitos adversos o coloca em evidéncia para o melhor aproveitamento de seus

principios ativos ou do proprio extrato em novas formulagdes.

As figuras 13 a 16 exibem o perfil da acdo do extrato de A. colubrina, no

método curva tempo-morte.

Figura 13: Curva Tempo-morte de Staphylococcus aureus ATCC 33591 MRSA sob a
acéo sub-CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Anadenanthera colubrina ( Vell.)

Brenan (angico)
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Figura 14: Curva Tempo-morte de Enterococcus faecalis ATCC 51299 VRE sob a acé&o
sub-CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan

(angico)
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Figura 15: Curva Tempo-morte de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 sob a agéo sub-
CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (angico)
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Figura 16: Curva Tempo-morte de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 sob a acéo
sub-CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Anadenanthera colubrina (angico)
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4.5.2. Cinética de morte bacteriana pela acdo do extrato de Cordia

verbenacea DC. (erva baleeira)

A tabela 13 mostra os valores encontrados de CMB e os valores

calculados de CMB 90% e 50% para o extrato de C. verbenacea, erva baleeira,

frente a quatro bactérias causadoras de infec¢do hospitalar, incluindo cepas

multirresistentes.

Tabela 13: Valores de CMB do extrato de Erva Baleeira frente a quatro bactérias em
concentragdes sub-inibitérias aproximadas de 90% e 50% *

Bactérias CMB (mg/mL) 90% (mg/mL) 50% (mg/mL)
Staphylococcus aureus >9< 12 11 6
ATCC 33591 (MRSA)

Enterococcus faecalis >26< 30 28 15
ATCC 51299 (VRE)

Klebsiella pneumoniae >26<30 28 15
ATCC 700603

Pseudomonas aeruginosa >24<26 24 13

ATCC 15442
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A tabela 14 mostra a avaliacdo quantitativa da acao inibitéria do extrato de C.
verbenacea, contra quatro bactérias causadoras de infec¢Bes hospitalares,

incluindo cepas multirresistentes.

Tabela 14: Avaliacdo quantitativa da acao inibitéria do extrato fitoterapico de erva baleeira nas
CMB-90% e CMB-50%.

Amostras Tempo Controle CMB-90%* Reducao CMB- Reducao
bacterianas UFC/mL na CMB- | 50%* na CMB-
90 50
Zero 4 3,8 IND 3,6 IND
Staphylococcus 3h 5,4 1,2 -4,2 BC 1,2 -4,2 BC
aureus (MRSA) 6h 9,2 0,3 -8,9 BC 1,2 -8,0 BC
ATCC 33591 12h 9,6 0,3 -9,3 BC 0,3 -9,3 BC
24h 9,9 0,3 -9,6 BC 0,3 -9,6 BC
Zero 1,9 2,4 IND 1,9 IND
Enterococcus 3h 8,8 4,3 -4,5BC 3,8 -5 BC
faecalis (VRE) 6h 9,2 5,2 -4 BC 6,7 -2,3 BT
ATCC 51299 12h 9,9 9,2 -0,7 IND 9,2 -0,7 IND
24h 9,9 9,5 -0,4 IND 9,5 -0,4 IND
Zero 1,9 1,9 IND 1,9 IND
Klebsiella 3h 8,3 4,4 -3,9BC 4,9 -3,4 BC
Pneumoniae 6h 9,9 9,2 -0,7 IND 9,5 -0,4 IND
ATCC 700603 12h 9,9 9,5 -0,4 IND 9,5 -0,4 IND
24h 9,9 9,9 IND 9,9 IND
Zero 3,1 2,79 IND 4 IND
Pseudomonas 3h 7,2 3,4 -3,8 BC 3,1 -4,1BC
Aeruginosa 6h 9,2 6,4 -2,8 BT 8 -1,2 BT
ATCC 15442 12h 9,9 9,2 -0,7 IND 9,2 -0,7 IND
24h 9,9 9,5 -0,4 IND 9,9 IND

*Numero de UFC expressa em log10; BC = agdo bactericida, definida como a redugdo =3log10 UFC/mL ;
BT= acdo bacteriostatica, definida como uma reducdo < 3log10 >1logl0 UFC/mL; IN= acdo indiferente

definida como uma reducgéo <1log10 UFC/mL.

O extrato de C. verbenacea mostrou atividade bactericida contra o MRSA a
partir de 3h de incubacédo das amostras, permanecendo bactericida até 24h em
ambas as concentragdes. Em relagdo ao VRE, o extrato mostrou atividade
bactericida a partir de 3h de incubacédo das amostras. A atividade bactericida
do extrato permaneceu na concentracado 90% até o tempo de 6h de incubacéao,
diminuindo no decorrer do tempo. Entretanto, na concentracao 50% se mostrou

bacteriostatica em 6h. A partir do tempo de 12h de incubacg&o néo foi verificada



72

acdo bacteriostatica ou bactericida e as bactérias retomaram o crescimento

exponencial.

Em relacdo as bactérias Gram-negativas o extrato de C. verbenacea mostrou
atividade bactericida no tempo equivalente a 3h de incubacdo das amostras
para ambas as concentracdes do extrato. A partir de 6 horas de incubacéo, o
extrato demonstrou atividade bacteriostatica para P. aeruginosa, enquanto para
a K. pneumoniae nao foi observado este efeito mostrando-se indiferente. A
partir de 12 h de incubacdo até 24h o extrato ndo demonstrou acao

antimicrobiana frente as duas bactérias Gram-negativas.

Matias et al (2010) observaram o efeito antibacteriano nos extratos metanadlicos
e hexanicos de C. verbenacea testados contra E. coli e S. aureus, incluindo
cepas de referéncia e multirresistentes. Para os testes foram utilizadas
solugdes preparadas a partir dos extratos sob uma concentracdo de 10 mg/mL,
dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido), em seguida diluidos com &gua
destilada para uma concentracdo de 1024 ug. Entretanto néo foi encontrado na

literatura 0 ensaio de curva tempo- morte deste extrato fitoterapico.

Figura 17: Curva Tempo-morte de Staphylococcus aureus ATCC 33591 MRSA sob a

acdo sub-CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Cordia verbenacea DC. (erva baleeira)
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Figura 18: Curva Tempo-morte de Enterococcus faecalis ATCC 51299 VRE sob a acéo
sub-CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Cordia Verbenacea DC.(erva baleeira)
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Figura 19: Curva Tempo-morte de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 sob a acdao sub-CMB

90% e sub-CMB 50% do extrato de Cordia Verbenacea DC. (erva baleeira)
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Figura 20: Curva Tempo-morte de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 sob a agdo sub-

CMB 90% e sub-CMB 50% do extrato de Cordia verbenacea DC. (erva baleeira)
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4.6. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos fitoterdpicos pela

captura de radicais livres pelo método DPPH (2,2- difenil-1 picril hidrazil)

A tabela 15 mostra o percentual de reducéo do DPPH nas concentracdes 500
pg/mL,250 pg/mL,125 pg/mL,62,5 pg/mL e 31,25 pg/mL, para os oito extratos
fitoterapicos diluidos em metanol e comparados ao padrdo quercetina. Os

resultados apresentados correspondem a média de 3 repeti¢cdes (n=3).
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Tabela 15: Percentual de reducdo do DPPH pelos extratos fitoterapicos

% de Reduc¢éo do DPPH

Extrato/Tintura 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62,5 ug/mL 31,25 ug/mL

Padrao- 94,522 96,22 95,132 95,892 94,982
Quercetina
Anadenanthera 93,32 93,7° 93,2° 93,62 93,62
colubrina
Achillea 93,22 93,4% 62,7% 31,0° 16,5°
millefolium
Aristolochia 91,2% 66,0° 38,8° 16,5 7,2°
cymbifera
Casearia 92,5° 93,9° 87,7° 48,8° 24,5
sylvestris
Cordia 92,7% 92,52 62,9° 31,5 16,5
verbenacea
Echinodorus 91,5% 88,1° 53,8° 31,6° 19,3
grandiflorus
Gossypium 94,5° 93,6° 63,1° 33,9° 17,1°
hirsutum
Plantago major 93,9° 93,9° 93,7° 68,6° 35,4°

Os valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, quando
comparados em blocos teste ANOVA- andlise de varidncia e teste de Tukey (5% de
probabilidade para todos os fitoterapicos e 1% de probabilidade quando comparados apenas
Quercetina e A. colubrina).

Os oito extratos comparados entre si e com o padrédo Quercetina mostraram
acao estatisticamente semelhante nas concentracées 500 ug/mL e 250 pg/mL.
Apenas os extratos de A. cymbifera e E. grandiflorus ndo exibiram acao
estatisticamente semelhante na concentracdo 125 pg/mL. Nas concentracdes
62,5 ug/mL 31,25 pg/mL apenas o extrato de A. colubrina mostrou agéo
estatisticamente semelhante ao padrdo quercetina, 0s demais extratos
apresentaram poder de reducdo do DPPH estatisticamente semelhantes entre
si. E possivel verificar que a % de reducdo do DPPH diminui com a diminuigéo
da concentracdo do extrato em teste, com excecdo do extrato de angico que
mostrou padrdo de Reducgdo similar ao da Quercetina, ou seja, apresentou

reducdo do DPPH independente da concentragcdo. No Teste de “Regresséo na
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Analise de Variancia” ANOVA, o angico e o padrdo Quercetina se mostraram
significativos a nivel de 1% de Probabilidade, com um coeficiente de variacédo
CV%=0,42. Isso demonstra que a atividade antioxidante do angico é

estatisticamente similar a da Quercetina.

De acordo com Santos et al (2011) a propriedade de sequestrar radicais livres
dos compostos presentes em varios extratos de plantas ou microrganismos
sugere um possivel papel redutor destes compostos, podendo torna-los Uteis

para o controle e/ou tratamento de doencas, como as cardiovasculares.

Estevam et al (2006), avaliaram a atividade antioxidante de A. macrocarpa
outra espécie do género Anadenanthera, obtendo alta atividade antioxidante
com as fracOes etandlica e acetato de etila. Melo et al (2010) observaram
grande presenca de taninos na planta A. colubrina, avaliaram sua atividade
antioxidante e a consideraram como razoavel. Michielin et al (2011) avaliaram a
atividade antioxidante de C. verbenacea e obtiveram resultados que indicam
seu importante potencial como fonte de compostos bioativos com atividade
antioxidante. Guntzel (2008) avaliou a atividade antioxidante de C. sylvestris
obtendo resultados de reducéo do radical livre DPPH nas concentragdes de 0,1
mg. mL-1 a 0,005 mg. mL-1 para os extratos etandlico (EE) e aquoso (EA) das
folhas, onde através da analise estatistica ANOVA, demonstrou a potencial
atividade antioxidante dos extratos superior aos padrées testados. Nado foram
encontrados na literatura trabalhos que visam a avaliacdo da atividade
antioxidante de extratos fitoterapicos de P. major, A. millefolium, G. hirsutum, E.

grandiflorus e A. cymbifera.

As substancias antioxidantes tém a capacidade de reagir com radicais livres e
os transformar em espécies estaveis ndo reativas, antes que possam atuar
sobre as células causando danos ao DNA ou oxidando lipidios ou proteinas. Os
vegetais sdo ricos em substancias capazes de reagir com radicais livres, as
principais substancias relacionadas sdo o0s compostos fendlicos. Os
flavonoides sdo substancias naturais com estruturas variaveis e uma de suas
caracteristicas mais marcantes é a capacidade de atuar como antioxidantes,

atuando como sequestradores de radicais livres e de ERO (WILMSEN et al,
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2005). Os graficos 21 a 28 mostram a atividade antioxidante dos extratos

fitoterapicos pela reducdo do DDPH.

Figura 21: Atividade antioxidante do extrato de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(angico) pelo método DPPH
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Figura 22: Atividade antioxidante do extrato de Cordia verbenacea DC. (erva baleeira)
método DPPH
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Figura 23: Atividade antioxidante do extrato de Casearia sylvestris Sw. (guacatonga) pelo
método DPPH
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Figura 24: Atividade antioxidante do extrato de Achillea millefolium L. (mil em ramas)
pelo método DPPH
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Figura 25: Atividade antioxidante do extrato de Gossypium hirsutum L. (algodoeiro) pelo
método DPPH
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Figura 26: Atividade antioxidante do extrato de Echinodorus grandiflorus (Cham.&
Schltdl.) Micheli (chapéu de couro) pelo método DPPH
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Figura 27: Atividade antioxidante do extrato de Plantago major L. (tansagem) pelo
método DPPH
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Figura 28: Atividade antioxidante do extrato de Aristolochia cymbifera Mart. (cipé mil
homens) pelo método DPPH
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5. CONCLUSOES

Os extratos fitoterdpicos de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, Cordia
verbenacea DC., Achillea millefolium DC., Gossypium hirsutum L., Casearia
sylvestris Sw., Echinodorus grandiflorus (Cham.& Schlitdl.) Micheli e Plantago
major L. mostraram acdo antimicrobiana em baixas concentracdes frente as
bactérias Gram-positivas S. aureus ATCC 25923, 29213 e 33591 (MRSA), S.
epidermidis ATCC 12228 e ATCC 14990, S. saprophyticus ATCC 15305, E.
faecalis ATCC 29212 e ATCC 51299 (VRE), Gram- negativas E. coli ATCC
25922, A. baumannii ATCC 19606, K. pneumoniae ATCC 700603 (produtora
de ESBL) e P. aeruginosa ATCC 15442. Os resultados obtidos confirmaram a
indicacdo empirica de atividade antimicrobiana destes sete extratos avaliados
nesta pesquisa, mostrando que estes fitoterapicos apresentam uso promissor
no tratamento de sindromes apresentando bactérias como agentes etiologicos,
ja que estas indicacdes sdo apresentadas somente pelo uso empirico da
populacdo. Além disso, a descricdo dessas plantas como agentes
antimicrobianos ndo consta na FB-FF, com excecdo do extrato de P. major,
mas que é indicada apenas para uso externo na forma de bochecho e
gargarejo, resultados que podem contribuir para possiveis futuras modificacdes
no Formulario. O extrato de Aristolochia cymbifera Mart. ndo apresentou
atividade antimicrobiana nas concentracdes avaliadas e sua CMB foi maior que
250mg/mL. O extrato de A. colubrina foi o que apresentou melhor atividade

antimicrobiana frente as 12 espécies bacterianas utilizadas neste estudo.

N&o foram encontrados na literatura avaliacdo da cinética de morte bacteriana
(Time-kill) pela acdo de extratos fitoterapicos de A. colubrina e C. verbenacea,
como o realizado no presente trabalho. O extrato de A. colubrina demonstrou
perfil de acédo bactericida pelo teste time-kill durante o periodo de 3h a 24h de
incubacédo contra as bactérias avaliadas: MRSA, VRE, K. pneumoniae (ESBL)
e P. aeruginosa. Por outro lado, o extrato de C. verbenacea apresentou agéo
bactericida durante as primeiras 3h de incubacéo, passando a bacteriostatico
na 62 hora de incubacéo e indiferente de 12 a 24h de incubacao, frente a essas

quatro bactérias. O extrato de A. colubrina apresentou atividade antimicrobiana
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significativa em concentragdo menor do que a utilizada comumente,

confirmando suas indica¢cdes empiricas como antisséptico e antimicrobiano.

Além disso, os oito extratos avaliados demonstraram poder antioxidante,
quando avaliados pelo método de redugcédo do DPPH. O extrato de A. colubrina
mostrou reducdo do DPPH semelhante & do padrédo Quercetina, os demais
extratos apresentaram boa atividade redutora de DPPH, entretanto, apenas

nas maiores concentracfes avaliadas.

Os resultados corroboram para a promissora utilizacdo do extrato fitoterdpico
de A. colubrina no tratamento de sindromes clinicas que tenham bactérias
como agente etiolégico, bem como na prevencdo de danos ao organismo
causados por estresse oxidativo e, além disso, indica o seu grande potencial

para a descoberta de novas moléculas bioativas.
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