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RESUMO

O conhecimento sobre propriedades terapéuticas das plantas medicinais impulsiona muitas
pesquisas sobre suas atividades farmacoldgicas utilizadas no tratamento de diversas doencas.
A descoberta dos primeiros antimicrobianos revolucionou o tratamento das infeccGes, porém,
concomitantemente com a aplica¢do clinica das primeiras geragdes de antimicrobianos, a
resisténcia microbiana surgiu. Além da atividade antimicrobiana de metabolitos extraidos de
plantas, um novo conceito na utilizagdo desses produtos vem sendo estudado,a associacao
com antimicrobianos convencionais, como agente modificador de resisténcia.Zornia
reticulata Sm.(Fabaceae) conhecida como Urinana, € uma planta localizada em quase todo o
territdrio brasileiro, é usada na medicina popular no tratamento de infecg¢Ges, principalmente
nos disturbios urinarios. O objetivo desse trabalho foi avaliar in vitroa atividade antibacteriana
e moduladora da resisténcia frente a cepas gram positivas e gram negativas, o potencial
hemolisante, a atividade antioxidante, realizar a prospeccdo fitoquimica e caracterizar por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) o extrato e fra¢cdes de Zornia reticulata. As
folhasforam secas, trituradas e o p6 obtido foi submetido a extracdo com etanol, com posterior
remocao do solvente e particdo liquido-liquido com hexano, cloroférmio e acetato de etila.
Ensaios de microdiluicbes foram realizados para verificar a atividade antibacteriana e
moduladora e determinacdo da CIM. Os resultados mostraram que o extrato e fracGes de Z.
reticulata tem atividade antimicrobiana frente a maioria das bactérias testadas. Oefeito mais
representativo frente a bactérias gram positivas foi na associacdo do cefepime com a fracdo
cloroférmica com reducéo da CIM de 31,25 pg.mL™ para 5,87 ug.mL™. Diante das bactérias
gram negativas, a combinacdo mais significativa foi da gentamicina com a fragdo acetato de
etila,que reduzia a CIMda gentamicina de 5,0 ug.mL™ para 0,3 pg.mLfrente & uma P.
aeruginosa multirresistente.As interacdes entre as amostras vegetais e 0s antibioticos
convencionais foram 66% sinérgicas. Observou-se quea fragdo acetato de etila apresentou
maior potencial antioxidante, como também o maior teor de flavonoides e compostos
fenolicos e na fracdo hexénica encontrou-se a maior quantidade de taninos. A fracéo
cloroférmica apresentou menor potencial hemolisante.Os componentes de Z. reticulata ainda
sdo desconhecidos, pois, pela analise cromatografica realizada pode-se afirmar apenas que
ndo é possivel identificar a presenca dos compostos: acido caféico, acido géalico, canferol,
catequina, rutina e quercetina. Os dados obtidos sugerem que o extrato e as fracOes de Z.
reticulata, podem ser uma alternativa no tratamento de diversas infeccoes.

Palavras-chave:Urinana;atividade antimicrobiana; bactérias Gram positivas e Gram
negativas; sinergismo; atividade antioxidante.



ABSTRACT

Plants are an important source of biologically active natural products. Knowledge about its
therapeutic properties, derived from the popular therapy and usage, motivates much of the
research on its pharmacological activities used in the treatment of various infectious diseases
mainly. The discovery of the first antibiotic revolutionized the treatment of infections
decreasing their mortality. However, concurrently with the clinical application of the first
generations of antimicrobials, microbial resistance emerged. In addition to the antimicrobial
activity of metabolites extracted from plants, a new concept in the use of these products has
been studied, which is the combination of conventional antimicrobial agents, as a resistance
modifier agent. Zornia reticulata Sm. (Fabaceae) known as Urinana, is a plant located in most
parts of Brazil, is used in folk medicine to treat infections, particularly urinary disorders, a
fact that suggested his name. The objetive of this study was to evaluate the in vitro
antibacterial activity and modulating the resistance against the gram positive and gram
negative strains, the Hemolyzing potential, antioxidant activity, perform the phytochemical
prospecting and characterized by high-performance liquid chromatography (HPLC) of the
extract and fractions of Z. reticulata. The sheets were dread, crushed, and the powder
obtained was subjected ofliquid-liquid partition with ethanol, with subsequent solvent
removal and fractionation with hexane, chloroform and ethyl acetate. Microdiluition tests
were performed to verify the antibacterial and modulatory activity and MIC determination.
The results showed that the extract and Z. reticulata fractions have antimicrobial activity
against most tested strains. The most representative effect against the gram positive bacteria
was the combination of cefepime with chloroform fraction with reduced MIC 31.25 pug.mL™
to 5.87 pg.mL™. Front of Gram negative bacteria, the most significant combination was
gentamicin the ethyl acetate fraction, wich reduced the gentamicin MICs of 5.0 to 0.3 ug.mL"
lig.mL™? front of a P. aeruginosa multiresistant. The interaction between plant tissue and
conventional antibiotics were 66% synergistic. It was observed that the ethyl acetate fraction
showed the highest antioxidant activity, as well as the higher content of flavonoids and
phenolic compounds, and the hexane fraction was found the highest amount of tannin. The
chloroform fraction showed lower potential hemolyzing. The Z. reticulata components are
still unknown because, by chromatographic analysis can say only that it is not possible to
identify the presence of compounds: caffeic acid, gallic acid, kaempferol, catechin, rutin and
quercetin.The data obtained suggest that the extract and fractions of Z. reticulata, may be an
alternative in treatment of various infections. However, we need further testing intoxicity and
Vivo to better prove these claims.

Keywords: Urinana;antimicrobial activity; Gram positive and Gram negative bacteria;
synergism; antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

A relacdo do homem com a natureza é relatada desde os tempos antigos para diversos
fins, desde o uso na alimentacdo, como também para saude.Acredita-se que a utilizacdo de
plantas medicinais como terapia preventiva e curativa seja tdo antiga quanto o préprio ser
humano. Durante toda a evolugdo da humanidade, a populacdo vem construindo e
transformando os conhecimentos relacionados as plantas medicinais e repassando para as
demais geracdes 0s saberes sobre esses vegetais, pois, mesmo sem conhecer seus constituintes
quimicos, sabem os efeitos curativos que cada um produz, tornando as informacdes validas,
que vao se acumulando ao longo dos anos e ajudando a ciéncia a trazer mais beneficios para a
humanidade (VERAS, 2011; ARRAISet al., 2014).

Segundo Albuquerque et al.(2007) existem cerca de 400.000 espécies no mundo e
dessas entre 20 e 55 mil sdo utilizadas na terapéutica medicinal. No geral, apenas 15 a 20%
foram avaliadas quanto ao seu potencial farmacéutico, das quais foram obtidas drogas
importantes como quinina, reserpina, vimblastina, vincristina, atropina, morfina entre outras
(PASSOS, 2007). Ja no Brasil, existem mais de 50.000 espécies catalogadas, mais de 10% da
fito-diversidade mundial, e cerca da metade pode ter alguma propriedade terapéutica util,
(MARTINS et al., 2003) porém nem 1% foram estudadas farmacologicamente (SCHOPPAN;
GASTAL, 2009).

Plantas e outros seres vivos apresentam a capacidade de sintetizar metabdlitos
secundarios. Sendo que 140 mil desses metabdlitos sdo originados principalmente em plantas
superiores, que foram isolados e identificados, mas a maioria, ainda ndo foi avaliada quanto
aatividade bioldgica (SOEJARTO et al., 2005). Os metabdlitos possibilitam a producdo das
mais ricas fontes de novas drogas e, desta maneira, as pesquisas com vegetais contribuem
como novas alternativas terapéuticas pelo desenvolvimento de fitoterapicos e/ou fitofarmacos
inovadores a fim de se obter resultados terapéuticos para muitas doencas (PHILIPPSEN,
2010).

As doengas infecciosas aparecem como as primeiras causas de mortes prematuras no
mundo, com estimativa de 15 milhdes de 6bitos por ano (MACIEL et al., 2002; WHO, 2008).
O aumento de patdgenos resistentes as drogas, principalmente em ambientes hospitalares vem
provocando uma mortalidade absurda, e faz com que pesquisadores de todo o mundo
busquemuma nova perspectiva no tratamento de infec¢Ges bacterianas(LINS, 2011;
MORENQO et al., 2013).
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Segundo Paula et al. (2008) essas pesquisas devem seguir padrdes rigorosos a fim de
garantir o uso seguro das plantas, evitando intoxicacOes ou efeitos colaterais. Por isso 0s
estudos quimicos desses vegetais devem ser realizados em paralelo com as investigacdes das
atividades bioldgicas, farmacologicas e toxicoldgicas (SILVA, 2013; BARROS, 2008).

Diante a necessidade de se buscar solucdes terapéuticas para diversas enfermidades se
faz coerente investigar o potencial da Zornia reticulata, planta pertencente a familiaFabaceae,
que é uma das maiores e das mais importantes familias botanicas (FERNANDES, 2009).A
maioria dasespécies desta familiaapresentam metabolitos secundarios como flavonoides,
rotenoides e isoflavonoides, como as do género Zornia(SILVA, 2013). Na medicina popular a
Z. reticulata € conhecida principalmente como Urinana e usada como anti-inflamatoria,
diurética e para infeccdes do trato urinario e calculos renais (DANTAS, 2007). Nesse sentido,
esse trabalho contribuira com o aumento de espécies nativas estudadas, ampliando o
conhecimento do género em questdo, a partirda investigacdo fitogimica esobre o potencial
antibidtico, modulador, citotoxico e antioxidante desta espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro atividades biologicas do extrato e fracdes de Zornia reticulata.

2.2 Objetivos especificos

- Obter extrato etandlico bruto e as fracBes hexanica, cloroférmica e acetato de etila

deZ. reticulata;

- Realizar a prospeccao fitoquimica do extrato e das fracdes de Z. reticulata;

- Contribuir com o estudo fitoquimico do género em questao;

-Caracterizar extrato e fracdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

- Realizar Screening da atividade antimicrobiana frente bactérias Gram positivas e

Gram negativas

- Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)do extrato e fracdesfrente as

cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) e multirresistentes;

- Avaliar a atividade moduladora das amostras vegetaisdeZ. reticulata com

antimicrobianos frente a bactérias Gram positivas e Gram negativasmultirresistentes;

- Determinar o potencial hemolisante do extrato e fragdes deZorniareticulata;

- Investigar o potencial antioxidante pelo método de DPPH (2,2-diphenil-1-

picrilhydrazil).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1  Aspectos botanicos

3.1.1 Familia Fabaceae

A Familia Fabaceaerepresenta uma das maiores familias das angiospermas, possui
atualmente 727 géneros e cerca de 20 mil espécies catalogadas no mundo (LEWIS et al.,
2003) (Figura 1). No Brasil, ha registros de 210 géneros e 2.697 espécies, com predominancia
na maioria dos tipos vegetacionais. A ocorréncia é bem significativa, sendo a familia com
maior prevaléncia na flora brasileira. As plantas dessa familia apresentam-se como ervas, sub-
arbustos, arbustos, arvores de pequeno, méedio ou grande porte. Tem em comum um sistema
radicular bem desenvolvido, com predominancia da raiz principal sobre as ramificacfes
(BARROSO et al., 2007). Podem ser encontradas em diferentes centros de biodiversidade,
como habitat, clima, solo, altitude, latitude e topografia variados, desde florestas tropicais a
desertos quentes (DUTRA; MESSIAS; GARCIA, 2005). As leguminosas sdo divididas em
trés subfamilias e 36 tribos, sendo que a Papilionoideae, a qual pertence o género Zornia
apresenta 28 tribos, 482 género e cerca de 13.800 especies (LEWIS et al.,
2005).APapilionoideae (Faboideae, Fabaceae) é mais encontrada em regiGes temperadas e
temperado-calidas (LIMA; FORTUNATO 1998;PEITZ et al., 2003), sendo a maior e mais
evoluida subfamilia com ampla distribuicdo geografica.As espécies desta subfamilia sdo bem
reconhecidas por suas flores papiliondceas, além das folhagens alternadas e compostas
(PEREZ, 2009).

Figura 1: Mapa da distribuigdo e localiza¢éo da prevaléncia da familia Fabaceae em todos os
continentes

Fonte: tropicos.org/NamePage aspx?nameid=42000184&tab
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A familia em estudo tem um grande potencial econdmico, pois as leguminosas sao
ricas em Oleos e proteinas,e essas plantas fornecem os legumes usados na alimentacdo
humana.Exemplos de alguns géneros sdo Cicer (grdo de bico), Phaseolus (feijdo), Vicia
(fava), Pisum (ervilha), Lens (lentilha),Arachis (amendoim) e Glycine (soja) (JOLY, 2002).
Além dessas leguminosas uteis como alimentos, existemaquelas usadas como fertilizantes,
adubo verde (tremocos); tintoreas (indigo, pau-brasil); tanicas (acécia-negra), que aumentam
0s niveis de nitrogénio do solo, fenémeno importante para fornecer nutriente para as plantas
(HEYWOOD, 1996). Existem também as ornamentais usadas devido suas belas flores
(guapuruvu, corticeiras), as fornecedoras de celulose (bracatinga); meliferas (alfafa, trevos-
de-cheiro); as florestais (canafistula, angico) e as medicinais (pata-de-vaca, erva-de-touro,
urinana). Porém deve-se ter cuidado, pois algumas leguminosas podem ser toxicas
porapresentarem principios nocivos (tremogos, timbd) (MIOTTO; LUDTKE; OLIVEIRA,
2008).

A familia Fabaceae possui como metabdlitos secundarios na sua maioria, 0S
flavonoides, que sdo pigmentos que ddo cor as flores e frutos dos vegetais, com ampla
diversidade estrutural, assim como ampla distribui¢do no reino vegetal.Nessafamilia, os tipos
mais encontrados sdo as flavonas, flavondis, chalconas, flavononas, isoflavonadis e rotenoides.
Outras classes de compostos que também sdo encontradas, mas em menor propor¢ao sao as
saponinas, taninos, antraquinonas e alcaloides quinozilidinicos e pirrozilidinicos (PASSOS,
2007).

3.1.2 Género Zornia

O género Zornia esta incluido na subfamilia Papilionoideae, tribo Aeschynomeneae,
subtribo Poiretiinae. As plantas desse género sdo descritas na area da botanica como perenes,
tem habito arbustivo ou subarbustivo, ramos prostados ou eretos, flores dispostas em
inflorescéncia especiforme aos pares e folhas com 2-4 foliados (SCIAMARELLI; TOZZI,
1996). Em todo o mundo o nimero de espécies pode chegar a 80, tem distribuicdo por quase
todos os continentes, nas regides tropicais e subtropicais.S&o0 41 na América, 16 na Africa, 13
na Oceania e 7 na Asia (SILVA, 2013). No Brasil séo relatadas 36 diferentestipos de espécie,
onde 15 sdo exclusivas.Ogénero se expande por quase todo o territério, encontrado no Norte
do Brasil até o Sul, sendo quedessas, 21 espécies sdo encontradas no Nordeste, 20 no Sudeste

e 14 no Sul. Segundo Perez (2009) e Cruz (2009) os estados que o0 género prevalece sdo
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Minas Gerais e principalmente Bahia, Unico estado onde todas as espécies podem ser

encontradas.

3.1.3 Espécie: Zornia Reticulata Sm.

A Zornia reticulata (Figura 2) € um pequeno arbusto que floresce e frutifica o ano
todo, cresce a uma altura de até 75cm, é selvagem, perene anual e com haste ereta. Suas
folnas medem de 7-12 cm de comprimento e sdo alternas; as flores verdes, solitarias,
pequenas e esbranquicadas. Frutos pequenos de 2-3 mm de didmetro, em forma de cépsula
comprimida e globosa, raiz larga e pouco ramificada e semente triangular e enrugada
(ALVARADO, 2012).

Esta espécie estaamplamente distribuida pela América Central e América do Sul. No
Brasil encontra-se na Bahia, Distrito Federal, Goias, Maranh&o, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Pard, Parand, Pernambuco, Paraiba, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Roraima, Santa Catarina e S&o Paulo. Ocorre principalmente em regides de cerrado e campos
rupestres. Pode-se observar uma variacdo morfologica de Z. reticulata, que pode ser relativa
ao ambiente. Esta plasticidade fenotipica pode estar retratando a habilidade de um organismo
modificar sua morfologia em decorréncia de sua interagdo com o ambiente (PEREZ, 2009).

Esta planta é usada na medicina popular, principalmente os caules e as folhas, como
anti-inflamatoria e para Hepatite-B, mas é mais conhecida por sua propriedade diurética,
apesar de nenhuma comprovacdo cientifica (SILVA, 2004), usada em infec¢bes do trato
urinario e calculos renais (pedras nos rins), por isso € conhecida popularmente como
“urinaria”, “urinana”, “carrapicho”, “chanca pedra" e "quebra pedra"(DANTAS, 2007). E
pouco relatada na literatura, tanto do ponto de vista dos estudos fitoquimicos como de suas
atividades bioldgicas.O Unico estudo descrito na literatura com essa espécie foi de
Alvarado(2012) queanalisou esta planta quanto ao seu pontencial antimicrobiano, porémnéo

relatou atividade frenteas cepas testadas.
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Figura 2: Espécie Zornia reticulata
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3.2 Aspectos fitoquimicos

A triagem fitoquimica € um procedimento essencial para bioprospeccdo das espécies
vegetais de interesse farmacoldgico e/ou toxicologico. Um extrato pode ter sua composicdo
guimica conhecida através de testes quimicos qualitativos rapidos e de baixo custo, sugerindo
as possiveis classes de metabdlitos secundarios de interesse e norteando a verdadeira acdo
farmacoldgica que aquele vegetal pode apresentar (BESSA et al., 2013). Os compostos
resultantes do metabolismo dos seres vivos sdo classificados como metabdlitos primarios
(glicidios, protideos e lipidios), importantes bioquimicamente.E 0s compostos do
metabolismo secundario sdo os compostos fendlicos, terpénicos, alcaloidicos, glicosidicos,
flavonoidicos e varios outros(SILVA, 2012).

A partir de plantas medicinaisconceituadas pelo uso popular,pesquisas fitoquimicasséo
realizadaspara monitora-las e identificar os marcadores quimicos dessas espécies vegetais e
avaliar se ha presenca de metabdlitos secundarios de interesse biologico (SIMOES et al.,
2004; ARRAIS et al., 2014, LEITE, 2009).

A fitoquimica ajudano desempenho de identificacdo, purificacdo, isolamento e
caracterizagdo de principios ativos, para posterior estudo dos efeitos farmacoldgicos de
extratos e dos constituintes quimicos isolados (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006). Esta
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atuacdo interdisciplinar é necessaria e amplia as buscas de novas drogas (BESSA et al., 2013).
Estudos fitoquimicos realizados na espécie Zornia gibbosa constataram a presenca de
metabolitos secundarios como osesteroides, triterpenos, flavonoides (SIDDIQUI et al., 1985,
1986). Alguns anos antes,Lopez(1981) havia relatado o isolamento de cumarina em Zornia
diphylla. Anos depois,Almeida et al. (2004), ao analisar os constituintes quimicos das folhas
de outra espécie do género Zornia, ampliou a quimiossistemética na familia Fabaceae,pois,
conseguiuisolar benzofenonas na espécie Zornia flemmingioides, sendo que, até o ano de
2007, conhecia-seapenas outras trés espécies que tinha comprovada a presenca de
benzofenonas em seus constituintes quimicos(PASSOS, 2007).

As espécies do género Zornia s6 tiveram pesquisasfitoquimicas aprofundadas, com o
intuito de identificacdo de substancias e ndo apenas isolameno de classes fitoquimicas, a partir
de 2012, ano em que se constatam as primeiras publicacfes nessa area.Osestudos foram feitos
principalmente na espécie Zornia diphylla. Leuner e colaboradores (2012) publicaram o
isolamento de quatro diferentes tipos de flavonas: 7,4’-diidroxiisoflavona, 5,7,3’-
triidroxiisoflavona,  7-hidroxi-4’-metoxiisoflavona e  7-B-D-Glicosil-5,7-dihidroxi-4’-
metoxisoflavona. Outro estudo feito por Ren et al.(2012), relatou a presenca de outras cinco
flavonas, 7,4’-dimetoxi-isoflavona, 7-hidroxi-4’metoxiflavona, 7-3’-diidroxi-
4’metoxiisoflavona, 7,8-dihidroxi-4’metoxisoflavona e 7,4’diidroxiisoflavona, também nesta
espécie.

Estudosrecentes foram realizados com a Zornia brasiliensis, nas quais foi possivel o
isolamento de cinco substancias,identificadas pormétodos espectofotométricos. Como ja
esperado, as substancias quimicas isoladas eram flavonoides, trés da classe das flavonas, que
a partir da constituicdo quimica foram denominadas de: 7-metoxiflavona, 5-hidroxi-7-
metoxiflavona e 5,7-dimetoxiflavona.Além dessas, também foramisoladasuma chalcona, a
2’,4’-dihidroxichalcona e um pterocarpano o 3-hidroxi-9-metoxipterocarpano (SILVA, 2013).

Com base nos dados obtidos na literatura, conclui-se que entre 0s principais
componentes quimicos encontrados na familia Fabaceae, considerando-se principalmente o
género Zornia, estdo os derivados flavonoidicos.

Os flavonoides sdo os representantes do grupo fendlico mais importante, devido a sua
funcdo de protecdo nos vegetais e seus efeitos terapéuticos nos seres humanos. Sao bem
diversificado, devido ao nivel de oxidacdo e as variacdes no esqueleto carb6nico bésico,
promovidas por reag0es de alquilagdo, glicosilagdo ou oligomerizagdo.Estes
compostosprotegem os organismos dos danos causados pelos agentes oxidantes (poluigédo
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ambiental, substancias quimicas nos alimentos, etc), pois eles sdo pigmentos naturais que
combatem os raios ultravioletas. Seres humanos ndo tem a mesma capacidade dos vegetais de
sintetizaressas substancias e ter essa protecdo natural, mas podem obté-los pela ingestdode
frutas, legumes e raizes (TAHARA, 2007).

Os flavonoides foram descobertos pelo Szent-Gyorgy, que ganhou o Prémio Nobel
de1930.Denominaramprimeiramente essa substdncia de vitamina P (reguladores de
permeabilidade) e vitamina C2 (porque alguns flavonoides tinham propriedades semelhantes a
vitamina C). Porém, pouco tempo depois, como nao foi possivel a comprovacdo dessa ideia,
modificaram o seu nome (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002). Os flavonoides em sua
estrutura quimica contém um numero fixo de 15 &omos de carbono formando dois anéis e
uma ponte de trés carbonos entre eles, que compdem o nucleo flavilium.As varias classes de
flavonoides diferem no nivel de oxidacdo e substituicdo no anel central, dando origem a
subclasses distintas, tais como: chalconas, flavanonas, flavonas, flavondis, isoflavonas,
flavan-3-ols e antocianidinas (AHERNE; O’BRIEN, 2002).

Os compostos flavonidicos tem ampla atividades biologicas comprovadas em diversos
estudos.Desde a sua descoberta nos anos de 1930, observou-se a presenca de algumas
propriedades farmacol6gicas, como atividade antimicrobiana, antitumoral, antioxidante,
antiviral e anti-inflamatéria, dentre outras (COUTINHO; MUZITANO; COSTA; 2009;
CAZAROLLLI, et al. 2008).

3.3 Aspectos bioldgicos e farmacologicos

As plantas sdo conhecidas por sintetizar produtos quimicos, 0s metabolitos
secundarios, que perante bactérias e fungos podem ser naturalmente toxicos (SCHINOR et al.,
2007). No uso popular as plantas para fins terapéuticos, precisamente para o tratamento de
infeccbes, sdo usadas secas para fazer cha tanto na forma de decoccdo como na de
infusdo.Para infeccbes locais, é feito emplastro, em que as folhas verdes sdo aplicadas
diretamente sobre a pele (DANTAS, 2007).

As espécies da familia Fabaceae apresentam diversas atividades farmacoldgicas no uso
popular e algumas ja comprovadas cientificamente.Essas ervas destacam-se por apresentarem
caracteristicas antibioticas, diuréticas, anti-inflamatérias, analgésicas e antiinfecciosas
(SILVA, 2012).

Entre as plantas mais conhecidas e estudadas desta familia destacam-se a seguir alguns

géneros e espécies e as suas atividades bioldgicas comprovadas:
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O género Parkia foi estudado por Fernandes(2009), que comprovou que o extrato
etandlico obtido a partir das folhas de Parkia platicephala Benth. e da fracdo hidroalcéolica
obtida a partir do extrato etanolico das folhas de Cenostigma macrophyllum Tul. var.
acuminata Teles Freire tem atividade gastroprotetora contra lesdes induzidas por etanol
absoluto e etanol acidificado e ndo apresentaram toxicidade aguda e nem foram letais na dose
usada para determinar a DL50.

Outro género também de grande relevancia da familia Fabaceae, destacando-se a
subfamilia Caesalpinioideae, € o género Bauhinia, o qual possui mais de 300 espécies e
concentra-se nas areas proximas a linha do equador. Seu nome popularmais tradicional no
Brasil € pata-de-vaca. E é usado popularmente para o tratamento de diabetes e infecgdes
(GUPTA, 2008; DIAS; ARRUA, 2011).Além desses usos tradicionais a espécie Bauhinia
variegata é usada como adstringente, tonico, anti-helmintico, anti-inflamatorio, antidiarreico
eantiulcerogénico. Cientificamente esta espécie ja teve sua atividade antibacteriana
comprovada frente cepas de S. aureus (POKHREL; ADHIKARI; BARAL, 2002). J4 outra
espécie do mesmo género, a Bauhinia forficata,é também muito usada popularmentecomo
analgeésica, tbnica, digestiva, anti-inflamatoria, adstringente, anti-tussigena, expectorante,
anti-hipertensiva, diurética, hipocolesterolemiante e para controle de palpitacdes, enquanto
que 0 uso topico tem acdo adstringente e antisséptica em doencas de pele (GUPTA, 2008). Na
literatura existe confirmacdo de atividade farmacoldgicada B. forficata como hipoglicemiante
(COELHO et al., 2004), antibacteriana, fungicida, antioxidante, anticoagulante,
antifibrinolitico e antitoxica para veneno de escorpides (DIAS;ARRUA, 2011).Outras
espécies do género como a B. kockiana e B. pulcherrimase destacam devido ao potencial
antimicrobiano (CHEW et al., 2011).

Finalmente para o género Zornia, que apesar de incluir espécies de grande importancia
farmacoldgica e gquimica, ndoapesenta muitos estudos relatados na litertura. Batista (2013)
avaliou a toxicidade in vitro e in vivo do extrato hidroalcodlico das partes aéreas de Z.
brasiliensis.Os resultados mostraram baixa toxicidade deste extrato frente a eritrocitos de
camundongos. Edurante todo o experimento de toxicidade aguda ndo ocorreu morte nem
alteracbes comportamentais nos animais tratados com doses de 2.000 mg/kg. Arunkumar;
Ajikumaran e Subramoniam (2012) também avaliaram a toxicidade de uma espécie deste
género, a Z. diphylla que se mostrou promissora in vitro e in vivo para atividade

anticancerigena contra células DLA, sendo desprovida de qualquer toxicidade para
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camundongos na avaliacdo de toxicidade a curto prazo, afirmando ser uma ferramenta
promissora para o desenvolvimento de um medicamento anticancerigeno.

Ainda sobre a Z. diphylla, Belcavello et al.(2012)investigaram o potencial citotoxico,
aneugénico e mutagénico, in vivo, do extrato hidroalcoolico desta planta sobre células
meristematicas de cebola (Allium cepa L.) e da medula Ossea de ratos Wistar, o qual
demonstraram que este extrato possui potenciais efeitos citotoxico e mutagénico.Ainda
pesquisaram o efeito anti-hipertensivo desta espécie, que sugere uma resposta hipotensora
acompanhando alteracfes da frequéncia cardiaca em ratos normotensos e que o tratamento
sub-agudo oral reduz os valores de pressdo arterial média e frequéncia cardiaca de ratos
normotensos e espontaneamente hipertensos.

Pereira et al.  (2005)detectaram  atividade  antimicrobiana da  Z.
flemmingioidesfrenteC.albicans, C. neoformans e S.aureus em derivados isolados de
benzofenonas. Em 2007, Passos testou 0 extrato metandlico também da Z. flemmingioides,
para as cepas de Salmonellacholetraesuis, Pseudomonasaeruginosa, Proteusmirabilis, MSSA,
MRSA, Candida albicans, Cryptococcusneoformans, Aspergillusfumigatus,
Paspalumnotatum, Cladosporumherbarum, Microsporumcanis e
Trichophytonrubrumdetectando atividade somente para cepas de Staphylococcus.Alvarado,
2012 testou a atividade antimicrobiana do extrato etanolico de Zornia reticulata frente as
cepas de E. coli, S. aureus, K.pneumoniae, P. aeruginosa e C. Albicans, porém nédo reportou
atividade. Outra atividade farmacoldgica pesquisada nesse género foi antinociceptiva, que
Silva(2013) afirma ter observado quando analisou o composto 7-metoxiflavona isolado da Z.

brasiliensis.

3.4 Atividade antimicrobiana

Com o surgimento dos antibioticos e quimioterapicos foi possivel a cura de milhares
de pessoas, pois eles contribuiram de modo acentuado e determinante no controle das doencas
infecciosas. No entanto, pouco tempo apés esta descoberta e com o inicio do uso clinico dos
primeiros antimicrobianos, registros dos primeiros casos de resisténcia bacteriana adquirida
foram relatados (SILVA, 2010),tornando essa situagdo um grande desafio terapéutico e um
problema de saude publica, que vem preocupando as autoridades,porque, aumenta em muito
0S gastos na saude tanto na parte de medicamentos, como no tempo e na gravidade de
internacdo (WHO, 2012).
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Essa rapida resisténcia que os microrganismos adquirem é principalmente devido ao
uso indiscriminado dos antibidticos na forma de: doses subterapéuticas, inefetividade da
droga selecionada, esquemas terapéuticos curtos, baixa penetracdo no local de infecgéo,
conhecimento inadequado das caracteristicas de farmacocinética e farmacodindmica dos
farmacos para escolha terapéutica, além de fatores relacionados ao paciente, como idade,
status imunitario e ndo adesdo ao tratamento (KARAMAN et al., 2003).

O periodo compreendido entre 1960 e 1970, foram os anos em que houve um grande
uso indiscriminado de penicilinas semissintéticas resistentes as penicilinases e de
cefalosporinas, o qual favoreceu o surgimento de cepas de E.coliresistentes a ampicilina,
como também a resisténcia de S.aureus a meticilina. Com esse fato a década seguinte
enfrentou um grande obstaculo, as bactérias gram negativas resistentes.Para agravar ainda
mais,no novo milénio algumas bactérias gram positivas também passaram a ser resistentes
ocupando lugar de destaque (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

A resisténcia microbiana as drogas pode ser classificada como intrinseca ou adquirida.
A primeira faz parte da heranca genética do microrganismo, das caracteristicas naturais e
fenotipicas,sendo mecanismos previsiveis, que ao conhecer o agente etioldgico da infeccdo e
0s mecanismos de acdo dos farmacos disponiveis clinicamente é possivel evita-los. Ja a
resisténcia adquirida ocorre em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a droga em
questdo, manifestada na célula bacteriana e ausente em suas células genitoras, provocando
alteracdes estruturais ou bioguimicas na célula bacteriana, tornando-a um exemplar muito
resistente, que normalmente ndo perde viabilidade e patogenicidade (LINS, 2011). Entdo,
varios sao 0s mecanismos através dos quais 0S microrganismos se tornam resistentes as
drogas, entre eles a producdo de enzimas inativadoras com capacidade de promover alteragoes
estruturais na molécula da droga tornando-a inativa, como as beta-lactamases.Alteracdesna
permeabilidade da membrana bacteriana, deixando de produzir canais em que as drogas
tinham sua entrada facilitada(HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008), e um dos
mais relatados, o fendmeno da bomba de efluxo existente em muitos organismos, incluindo
bactérias, fungos e protozoarios.Essa bomba é composta por proteinas de membrana que tem
a capacidade de expulsar o farmaco, quando todos 0s outros mecanismos que impedem sua
entrada falham, entdo a bomba exporta variedades de drogas de dentro para fora da célula
microbiana, o que reduz a concentracdointracelular e, portanto, reducdo da sensibilidade. A
droga ndo atinge concentragOes intracelulares suficientes para promover sua agao, pois quase

instantaneamente é bombeada para fora da bactéria (GIBBONS, 2004).
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Como citado, toda essa problematica atual de resisténcia as drogas tem origem em
diversos fatores, incluindo a selecdo de mutantes resistentes por exposicdo a agentes
antimicrobianos, transferéncia de determinantes genéticos de resisténcia entre cepas
bacterianas e disseminacdo clonal de cepas resistentes entre pacientes hospitalizados e entre
instituicbes hospitalares, causando muitos problemas clinicos e aumentando o numero de
mortes por doengas infecciosas, fato que preocupa toda a humanidade e que estimula
pesquisas de todas as formas, principalmente as relacionadas com plantas medicinais, na
busca de novos produtospara combater cepas resistentes ou também substancias que auxiliem
a potencializar os medicamentos ja existentes. Logo, essas pesquisas com o intuito de
desenvolver novos agentes antimicrobianos se tornam cada vez mais urgente (PERES et al.,
2009; LEE et al., 2008; SANTOS et al., 2010; MOREIRA, 2012).

35 Atividade moduladora

InteragGesmedicamentosas entre farmacos convencionaispodem ser fatais e, portanto,
sdo levadas muito a sério, sendo extremamente estudadas. Porém, interacGes entre essas
preparacdes farmacéuticas e produtos naturais ficam esquecidas, ndo existindo a mesma
preocupacado para investiga-las, combinacdo esta que é amplamente usada até por populac6es
inteiras. Além de possiveis efeitos toxicos que podem ser encontradasnessas interacdes, esta
analise merece ainda mais destaque, pois por outro lado interacBes entre plantas e
medicamentos convencionais, principalmente antibiéticos, podem apresentar efeito sinérgico,
em que um composto melhora a atividade do outro(HUBSCH, 2014).

Quando substancias combinadas tém a capacidade de modificar ou mesmo reverter de
forma positiva a acdo do outro, significa que a mesma apresenta um efeito sinérgico ou um
efeito cumulativo, ou seja, que o efeito na interacdo € muito maior do que a soma do efeito de
cada um individualmente, produzido por uma interagao entre dois agentes diferentes(GURIB-
FAKIM, 2006). A sinergia pode resultar num aumento da eficacia, toxicidade reduzida,
diminuicdo de efeitos adversos, biodisponibilidade aumentada, diminui¢do de dose necessaria
(BIAVATTI, 2009).

Emrelagdo aos antimicrobianos, h& varios relatos que produtos naturais de origem
vegetal (extratos e fitoconstituintes isolados), por conter uma diversidade enorme de
micromoléculas especializadas e, consequentemente, alta probabilidade de interacdes entre
elas, podem alterar a susceptibilidade microbiana de outras drogas, podendo diminuir a

concentracdo necessaria daquele farmaco ou reverter seu poder inibitorio contra certos
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microrganismos.lssoporque 0s vegetais apresentam uma baixa possibilidade de proporcionar
resisténcia microbiana, j& que sdo misturas complexas, dificultando assim adaptabilidade
desses patdgenos (COUTINHO et al., 2008).

Uma nova estratégia para o tratamento de doencas infecciosas surge a partir da
compreensdo molecular dos mecanismos de sinergia e da confirmacgdo do sinergismo entre
produtos naturais e antimicrobianos (HEMAISWARYA; KRUTHIVENTI; DOBLE, 2008).
Quando esses produtos naturais interferem de forma negativa, denomina-se o efeito
antagbnico, que ocorre quando ha uma diminuicdo ou inativacdo da acdo dos antibioticos
frente ao produto natural (ANGELICO, 2011). Estudos cientificos com extratos e fraces de
diversas plantas tém sido relatados, além de suas propriedades antibacterianas, a capacidade
de interferir na atividade antibidtica, demonstrando um efeito sinérgico ou antagdnico
(COUTINHO et al.,, 2008).Assim sendo, o0 estudo da sinergia & uma area
emergente.Combinado com novas ferramentas de tecnologia podem controlar os mecanismos
de acdo dos extratos naturais ou agentes sintéticos, permitindo a criagdo e a corroboracdo de
terapias médicas diferenciadas, aumentando a qualidade dos tratamentos de salde existentes
(BIAVATTI, 2009).

3.6 Atividade antioxidante

Os seres humanos através de atividades metabolicas normais produzem
constantemente radicais livres.Sdomoléculas ou atomos que possuem elétrons de valéncia
desemparelhados, tornando-os assim com alta capacidade de reacdo com outras moléculas, e
isso pode originar processos fisiopatoldgicos.Doengas conhecidas como aterosclerose,
diabetes, inflamacdo, doencas hepaticas, mal de Alzheimer, mal de Parkinson, varios tipos de
cancer, entre outras desordens neurolégicas e ndo-patoldgicas, sendo a mais comum o
envelhecimento (SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

Fisiologicamente existem substancias que combatem os radicais livres, como 0s
antioxidantes, que impedem ou diminuem a capacidade de reagdo dessas moléculas téo
reativas. Existem antioxidantes sintéticos muito utilizados na industria alimenticia como o
BHT, BHA, GP, TBHQ, além dos naturais tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno,
ascorbato (vitaminaC) e os compostos fenolicos (flavonoides) (SOUSA et al., 2007). Houve
uma grande ascensao na procura de substancias naturais com poder antioxidante,pois, ha

evidéncias de que alguns compostos antioxidantes sintéticos largamente utilizados na
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inddstria podem promover o desenvolvimento de células tumorais (SACCHETTI et al., 2005;
TAN; LIM, 2015).

A avaliacdo da atividade antioxidante tem sido uma questdo importante considerando
seus beneficios sobre a saude humana. Estudos recentes apontam a utilizacdo de plantas na
forma de sucos ou chas como fontes de agentes antioxidantes naturais. Apresentam baixo
risco podendo ser utilizado no auxilio do tratamento de doencas, prevencdo do
envelhecimento e também em casos de hepatotoxicidade aguda, causado por alguns farmacos,
como o paracetamol (Souza et al., 2014). Por isso muitos estudos epidemioldgicos sao
realizados para constatar que a ingestdo desses produtos estd realmente garantindo a
prevencado de varias doengas cronicas. Estas propriedades positivas dos produtos vegetais, tém
sido atribuidas, em parte, aos componentes que possuem capacidades antioxidantes.Esses
antioxidantes naturais obtidos a partir de recursos botanicos acabaram por ser uma alternativa
interessante aos antioxidantes sintéticos.

As plantas com maior capacidade antioxidante sdo aquelas que tém maior teor de
compostos fendlicos, como os flavonoides, isoflavonoides, taninos, lignanas, xantonas e
outros.Essa relacdo se da em funcdo da estrutura, as quais tém recebido grande interesse na
quimica medicinal e pesquisa de produtos naturais para suas altas propriedades antioxidantes
(RAZAVI et al., 2008). Esses metabdlitos secundarios sdo encontrados em diversas plantas
com significativa atividade antioxidante, como no extrato de sementes de cacau (Teobroma
cacdo L.), onde estdo presentes as proantocianidinas. No extrato metandélico das folhas de 300
plantas medicinais chinesas, encontraram 56 espécies, ricas em taninos e flavonoides, com
grande capacidade de sequestro de radicais livres.Outros estudos realizados de substéncias
isoladas de Dioclea violacea e Erythroxylum nummularia, como a epicatequina e quercetina
da classe dos flavanoides, constatam que essas substancias demonstraram maior atividade,
superando o padréo utilizado o BHT (ANGELICO, 2011).N&o existindo nenhum estudo sobre

atividade antioxidante nas espécies do género Zornia.
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CAPITULO I- Avaliacdoin vitro das atividades
antimicrobiana e moduladora do extrato e fractes de
Zornia reticulataSm. frente a bactérias gram positivas




Avaliacao das atividades antimicrobiana e moduladora in vitro dos extratos e fracdes de
Zornia reticulata Sm. frente a bactérias gram positivas

RESUMO

As plantas medicinais vém tradicionalmente sendo usadas na medicina popular podendo
indicar um caminho na busca de novos agentes farmacologicos. A procura por esses novos
agentes tem se intensificado devido ao aumento significativo de microrganismos resistentes a
antimicrobianos convencionais. A investigacdo do potencial antimicrobiano nos vegetais €
justificavel devido a grande variedade de substancias quimicas presentes nas plantas com
diferentes acOes farmacoldgicas. Assim, neste estudo, o extrato etandlico bruto e as fracGes de
Z. reticulata foram analisadas com o objetivo de avaliar o potencial hemolisante, a atividade
antibacteriana e moduladora da resisténciafrente a cepas Gram positivas padrdes
deStaphylococcus aureus, Streptococcus mutans eStreptococcus oralise multirresistente
dessas duas ultimas, realizar a prospeccdo fitoquimica e caracterizar por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). As atividades antimicrobianas e moduladorasforam determinadas
por microdiluicdo. Observou-se que a fracdo acetato de etila apresentou maior teor de
flavonoides e compostos fendlicos e na fragdo hexanica encontrou-se a maior quantidade de
taninos. Na andlise cromatografica por CLAEn&o foram identificados os compostos &cido
caféico, &cido gdlico, canferol, catequina, rutina e quercetina. Os valores preliminares da
atividade antimicrobiana mostraram que o extrato e as fracdo hexanica e cloroférmica foram
mais efetivos frente & S. mutans e S. oraliscom CIM <2,5 mg.mL™. Na modulagdo essas
amostras com concentracGes subinibitérias (CIM/8)reforcaram significativamente a atividade
do Cefepime frente a linhagem multirresistente desses Streptococcus.Efeito sinérgico foi
observado a partir do calculo da Concentracéo Inibitoria Fracionada (CIF), com CIF<0,5. Na
citotoxicidade a fracdo cloroférmica na concentracdo de 1mg.mL™ é a que exibe o menor
potencial hemolisante. Os resultados apresentados sugerem que os extratos e fracGes deZ.
reticulata sdo uma fonte de produtos naturais com atividade antimicrobiana, oferecendo uma
importante contribuicdo para ampliar o conhecimento bioldgico da espécie, pois este foi o
primeiro relato de atividade moduladora da acdo de antibioticos por fracGes obtidas de uma
planta do género Zornia.

Palavras-chave: Urinana; Streptococcussp.; Staphylococcus aureus; CLAE.

1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus é uma das espécies de Gram positivos que mais causa
infeccbes hospitalares e na comunidade, principalmente infeccbes purulentas, como por
exemplo: furtnculo, carbunculo, abscesso, miocardite, endocardite, pneumonia, meningite e
artrite bacteriana (MATIAS et al. 2010). Streptococcussp.sdo um género decocos Gram
positivos,anaerdbios facultativos, comensais e patogénicos que colonizam a pele e membranas
mucosas do trato respiratdrio, genitourinario e canal alimentar de humanos e de outros
animais mamiferos (TORTORA, 2010). Os Streptococcus oralis sdéo comumente encontrados
no biofilme.Porém, por ndo serem acidogénicos, nem aciddricos, estdo presentes no estagio

inicial de formacdo da carie, ndo atuando diretamente na desmineralizacdo do esmalte
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dentério, apenas tornando o meio mais adequado para colonizacdo dos Streptococcus
mutans.Essasestdo presentes nos dentes, provocando céries, pois produzem polissacarideos
intra e extracelulares, altamente acidogénicos e aciduricos e metabolizam varias
glicoproteinas que sdo os principais responsaveis por essas lesdes (ALVES et al. 2010;
VERAS, 2011).

Como os antibioticos atualmente disponiveis agem de forma pouco seletiva, atingindo
tanto os microrganismos patogénicos quanto os nao patogénicos € crucial que se faca uma
escolha criteriosa do medicamento, e que resulte no maximo de efeito sobre os
microrganismos alvo, j& que o uso clinico dos antimicrobianos exerce papel selecionador das
estirpes resistentes e, provavelmente, é a principal causa da resisténcia, sobretudo a observada
no ambiente hospitalar, onde o uso destes medicamentos é maior. A resisténcia bacteriana aos
antibidticos € um problema crescente e preocupante,pois para 0s pacientes essa resisténcia
antimicrobiana aumenta a morbidade e a mortalidade, enquanto que para as instituicoes de
salde significa aumento de custos (COUTINHO; CORDEIRO; BRINGEL, 2005; SOUZA et
al., 2014). Na atualidade, é motivo de grande preocupacdo entre 0s cientistas, 0s
microbiologistas e os medicos clinicos a resisténcia entre as bactérias Grampositivas, que vém
se tornando bactérias problemas na terapéutica anti-infecciosa(TAVARES, 2000).

A resisténcia aos antimicrobianos ocorre por um fendmeno genético, relacionado a
existéncia de genes contidos no microrganismo que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos e impedem a acdo das drogas, como mudancas nos sitios de ligacdo dos
ribossomos, na estrutura enzimatica do proprio farmaco e no mecanismo de permeabilidade e
também pelo fenbmeno da bomba de efluxo entre outras alteracbes(HEMAISWARYA,;
KRUTHIVENT]I; DOBLE, 2008).

Todos esses mecanismos que expressam resisténcia, devido ao uso indiscriminado e
prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos, vem sendo cada vez mais freqlientes em
inimeros microrganismos,tornando assim o uso de antimicrobianos de origem natural uma
alternativa eficaz e econdmica (LEITE et al., 2014). As propriedades bioldgicas dos produtos
vegetais vém sendo estudadas em busca de novos alvos com acdo antimicrobiana (ARYA et
al., 2010; LINS, 2011)

O uso deextratos vegetais é de grande importancia cientifica, principalmente se a
associacdo deste com o antibidtico causar uma potencializacdo na atividade terapéutica,
mecanismo de sinergismo, a qual ha relacdo com a presenca de fitocompostos encontrado no
extrato, que aumentam a atividade antibidtica(MORAIS-BRAGA et al., 2013).A jun¢do dos
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antibidticos com extratos vegetais podem ainda diminuir os efeitos colaterais desses farmacos,
visto que a atividade moduladora é também uma forma de reduzir a CIM dos antibi6ticos
(FIGUEIREDO et al., 2013).

Esses fitocompostos com atividade antimicrobiana compreende uma variedade de
substancias quimicas presentes nas diferentes partes das plantas, como cumarina, flavonoides,
terpenoides, alcaloides e taninos (SILVA, 2010). Neste sentido, as pesquisas envolvem o
screening de extratos vegetais, para desta forma, conhecer a classe de metabdlitos secundarios
com relevante atividade bioldgica (KNIGHT et al., 2003; ANGELICO, 2011).

Além dessas pesquisas, que buscam encontrar as possiveis acdes farmacoldgicas das
plantas medicinais,sdorelevantestambém ensaios toxicol6gicos(BARROS, 2008).Ensaios de
citotoxicidade sobre as hemacias do sangue periférico humano analisa o poder de lise da
amostra vegetal frente as células sanguineas, chamado de potencial hemolisante (SANTOS,
2014). Apesar do amplo uso dessas preparagdes a base de plantas pela populagéo, séo poucos
os estudos feitos para avaliar o potencial de toxicidade. Porém, ao contrario do senso comum,
que as consideram naturais e isentas de reacfes adversas, elas também podem causar efeitos
indesejaveis(BELCAVELLO et al., 2012). Esse teste representa também uma ferramenta (til
e promissora nas primeiras etapas de selecio de compostos antitumorais (LEON et al., 2006)

A Zornia reticulata ¢ um arbusto pequeno, com aproximadamente 75 cm, perene,
selvagem, com folhas alternas que medem de 7-12 cm de comprimento e frutos pequenos de
2-3 mm de diametro (ALVARADO, 2012). Sua localizacdo é em quase todos os continentes e
no Brasil encontra-se na maioria das regides (PEREZ, 2009). Na medicina popular, usam-se
principalmente os caules e as folhas, no tratamento de inflamagdes, infeccbes e €
principalmente usada como diurética, por isso € conhecida popularmente como “urinaria”,
“urinana”, “carrapicho”, "chanca pedra" e "quebra pedra" (DANTAS, 2007).

Z. reticulatapertence a familia Fabaceae, e varios sdo os estudos relatados sobre
atividades farmacoldgicas nas diferentes espécies doseu género.Porémos estudos direcionados
a avaliacdo da atividade antimicrobiana de Z. reticulata frente aos microrganismos
prejudiciais a0 homem é escasso na literatura cientifica. Em vista disso, objetivou-se nesse
trabalho avaliar o efeito antibacteriano e modulador do extrato etanolico bruto e das fragdes
obtidas das folhas deZ. reticulata frente a bactérias Gram positivas patogénicas, verificar e
quantificar classes de metabdlitos secundarios, caracterizar extrato e fragbes por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ainda analisar seu potencial hemolisante.

2 MATERIAL E METODOS
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2.10Dbtencao do material vegetal e preparacao do extrato e das fracdes de Zornia

reticulata

As amostras deZornia reticulata foram coletadas na regido do compartimento da

Borborema-Paraiba e as folhas foram obtidas de plantas adultas devidamente selecionadas. A

exsicata da espécie foi depositada na colegdo botanica do herbario do Centro de Salde e
Tecnologia Rural-CSTR UFCG sob 0 nimero 5708.

O material botanico coletado foi seco em estufa a 40° C + 1 °C com ar circulante e

posteriormente pulverizado em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. Seguindo-se

extracdo com etanol, como liquido extrator, em percolador a temperatura ambiente por

72horas. As solucBes extrativas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo 40°C,

obtendo-se, assim, o extrato etandlico bruto (EEB).O EEB foi redissolvido em uma solucéo

metanol:agua (7:3, v/v), transferindo para uma ampola de separacdo e, em seguida, foram

adicionados os solventes padrdo analitico em ordem crescente de polaridade:hexano,

cloroférmio e acetato de etila (Figura 3).

Figura 3: Obtengdo do extrato etandlico e fragBes deZornia reticulata
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2.2  Testes fitoquimicos

2.2.1 Prospeccdo fitoquimica

Para a realizacdo da prospeccdo fitoquimica do extrato etandlico e de suas fracGes
seguiu-se a metodologia de Matos (1997). As classes de metabdlitos secundarios foram
identificadas por mudancas colorimétricas e/ou formacdo de precipitados apos a adicdo de
reagentes especificos.

Para identificar o grupo de esteroides foi usada a reagéo de Liebermann-Burchard, a
reacdo de Keller-Kiliani e a reacdo de Pesez; no grupo de heterosideos flavonidicos foi usada
a reacdo de Shinoda, a reacdo oxalo-borica, a reacdo com acido sulfurico concentrado, a
reacdo com hidroxidos alcalinos, a reacdo com cloreto de aluminio e a reacdo com cloreto de
ferro; no grupo de heterosideos saponinicos foi usado o indice de espuma apdés a agitacdo da
solucdo neutralizada com carbonato de sodio; no grupo de taninos foi usada a reacdo com
gelatina, reacdo com alcaldides (sulfato de quinino e solucao alcodlica de brucina), a reacao
com sais metalicos (acetato de cobre e cloreto de ferro) e a reacdo com hidréxido de sédio; no
grupo dos alcaloides foi usado o reativo de Mayer, o reativo de Dragendorff e o reativo de

Bouchardat.

2.2.2 Determinacao de polifendis totais

O conteudo total de polifenois do extrato da planta foi medido por espectrofotometria
na regido do espectro visivel, pelo método de Folin-Ciocalteu descrito por Chandra; Mejia
(2004), com pequenas modificaces. O extratofoi dissolvido em agua destilada para se obter
uma concentracdo final de 200 pg.mL™. A partir de cada solucdo, uma aliquota de 1 mL foi
adicionado em 1 mL de reagente 1 mol.L™ de Folin-Ciocalteu. Esta mistura permaneceu em
repouso durante 2 minutos, antes da adicdo de 2 mL de 20% (p/v) de solucdo de Na,CO; e
deixado em repouso durante 10 minutos. Depois disso, a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV-mini-1240, a 757 nm. A curva de calibracdo foi
obtida com uma solucéo de estoque de acido géalico (1 pg.mL™), a partir da qual foram
realizadas diluicBes nas concentrages entre 1 e 40 pug.mL™.0 contelido total de polifendis foi

expresso em microgramas equivalentes da norma utilizada.
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2.2.3 Determinacéao de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados pelo método descrito por Meda et al. (2005).
Os extratos foram diluidos com metanol até uma concentracéo de 1000 pg.mL™. Para os 5 mL
de cada solucéo teste foi adicionado o mesmo volume de AlClza 2% (p/v) em metanol. Esta
mistura permaneceu em repouso durante 10 minutos antes da leitura espectrofotomeétrica no
UV a 415 nm. Os flavonoides totais foram determinados pela curva de calibragdo utilizando
quercetina (Sigma-Aldrich) como padrdo em concentragdes entre 2 e 30 pg.mL™e expressos

em mg de equivalente quercetina.

2.2.4 Determinagéo de Taninos condensados

Na determinacdo de taninos totais foi utilizado o métododesenvolvido por Makkar;
Becker (1993). Para construcdo da curva de calibracdo utilizou-se como substancia padréo a
catequina, dissolvida em metanol na faixa de concentracdo de 10-100pg.mL™. Solucdo de
vanilina a 4% em metanol (p/v) foi usada como reagente. A solucdo das amostras vegetais
foram dissolvidas em metanol, colocando-se 0,25 mL de cada amostra em um tubo de ensaio,
adicionando-se, em cada tubo,0,75 mL de HCI P. A. e 1,5 mL da solucdo de vanilina. Os
tubos permaneceram em repouso por 20 minutos, imersos em agua a 22 °C. Realizaram-se
leituras espectrofotométricas no UV a 500nm, relacionando os valores de absorbancia
encontrados com a concentracdo de taninos condensados da solucgdo, através de uma relacéo

matematica obtida pela curva de calibracao.

2.3 Andlise por cromatografia liquida de Z. reticulata

Para a analise utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do extrato e das
fragdes de Z. Reticulata utilizou-se um cromatografo liquido Dionex, modelo Ultimate 3000,
constituido por uma bomba quartenéaria, com detector de arranjo de diodo. Foi utilizada uma
coluna empacotada com octadecilsilano (Phenomenex, Gemini C-18, 250 mm x 0,46 mm,
S5um).A fase movel que forneceu melhor seletividade ao método foi constituida de um
gradiente de metanol:acido acetico 0,1%, iniciando com 10% de metanol até 3 min, indo até
90% de MeOH em 35 min, e retornando a 10% de MeOH até 38 min. As andlises foram
realizadas em temperatura controlada (30°C), utilizando um fluxo de 1 mL/min, volume de
injecdo de 20pL. O comprimento de onda utilizado foi de 270 nm. Todas as amostras foram

filtradas com filtros de seringa 0,45um de diametro.
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2.4 Ensaios microbiol6gicos

Nos ensaios microbiolégicosforam preparadas solugdes iniciais de5 mg.mL™ para o
extrato e as fracOes. Para esse ensaio foram utilizadas trés espécies de bactérias gram positivas
padrdes, Staphylococus aureus ATCC (25923), S. mutans ATCC (25175) e S. oralis ATCC
(10557), cepas oriundas da Fundacdo Oswaldo Cruz; e duas bactérias multirresistentes, S.
mutans 1 e S. oralis 1, ambas cedidas pela clinica de Odontologia da UEPB, previamente

identificadas, com perfil fenotipico descrito na tabela 1.

Tabela 1: Microrganismos Gram positivos testados e perfil fenotipico de resisténcias aos
antimicrobianos

Bactérias gram positivas Fendtipo de resisténcia

S. aureus ATCC (25923)* NA (cepa sensivel)
S. mutans ATCC (25175)* NA (cepa sensivel)
S. oralis ATCC (10557)* NA (cepa sensivel)

S. mutans 1** CFO (30 pg), PEN (10 un), CLO (30 pg), CFX (30 ug), CLI (2 ug), CPM (30
HO)

S. oralis 1** CFO (30 pg), PEN (10 un), CLO (30 ug), CFX (30 pg), CLI (2 pg), CPM (30
HO)

Legenda: *Fundacdo Oswaldo Cruz; **Laboratério de Odontologia-UEPB; NA: ndo se aplica; CFO:
Ceftriaxona; PEN: Penicilina; CLO: Cloranfenicol; CFX: Cefatoxima; CLI: Clindamicina; CPM: Cefepime

Todas as linhagens foram mantidas em Agar nutriente (Himedia Laboratories Ltda.®)e
reavivadas em Agar Mueller Hinton (Himedia Laboratories Ltda.®).Para os Streptococcus sp.
esse meiofoi suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado. A incubacao ocorreu
por 24 horas a 37 £ 0,5 °C em estufa bacterioldgica.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada através da técnica de
microdiluigdo (CLSI, 2012). 100 pL de caldo Muller Hinton foram adicionados nos 96 pogos
da placa de microdiluicdo,100pL de cada extrato e fragcBes foram diluidas em série. As
concentracdes finais dos extratos e fragdes variaram entre 2,5-0,01 mg.mL™. Foram colocados
em cada poco 10 pL de indculos, padronizados em tubos contendo 5 mL de solugéo salina a
0,9% estéril, ajustada em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 625 nm, para se
obter uma concentragdo de 10° UFC.mL™, o que equivale a escala 0,5 de McFarland. As
placas foram incubadas a 37 £ 0,5 °Ce lidas depois de 24 h. O crescimento bacteriano foi

indicado com a adi¢do de 20 pL de solucdo aquosa de resazurina 0,01 % com incubagéo de 37
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+ 0,5 °C por 2 horas. E o valor da CIM foi identificado como a menor concentracdo em que
ndo houve crescimento bacteriano visivel.

Para a avaliacdo do extrato e das fracbes na modulacdo da resisténcia bacteriana foi
utilizada a técnica descrita por Coutinho et al. (2010). Os antibidticos testados(penicilina,
cloranfenicol e cefepime) foram aqueles de acordo com o perfil fenotipico das bactérias e 0s
que apresentaram CIM de acordo com o CLSI (2012).As CIMs dos antibioticos foram
determinadas na presenca e na auséncia das amostras vegetaisem concentracdo subinibitdria
(CIM/8). As bactérias utilizadas foram as multirresistentes, S. oralis 1 e S. mutans 1 (Figura

4). Todos os ensaios foram realizados em triplicatacom repeti¢cGes em dias diferentes.

Figura 4: Ensaios microbiol6gicos realizados

BACTERIAS
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Avaliacio da atividade antimicrobiana
e Determinacio da CTM

MODULACAO

2.5  Determinacdo da Concentracao Inibitoria Fracionada (CIF)

A CIFfoi calculada, conforme a formula abaixo, para determinar se a associacéo do
extrato com o antibidtico produziu um efeito sinérgico (CIF <0,5), indiferente (0,5>CIF<4) ou
antagénico (CIF> 4) (MACKAY; MILNE; GOULD, 2000):

. CIM do antibiético em combinag¢do com o extrato
CIF do antibidtico =

CIM do antibiético indepedente
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2.6 Citotoxicidade em hemacias

A preparacao das hemacias para o teste de citotoxicidade seguiu a metodologia descrita
por Cruz-Silva et al. (2000), com modificagdes. O sangue O+ previamente identificado foi
doado pelo laboratorio de Andlises Clinicas da UEPB. Apdscentrifugacdo a 2500 rpm por 5
minutos separou-se 0 plasma que foi descartado. A suspensdo de hemécias foi lavada com
solucdo salina a 1%, trés vezes, a 2500 rpm/5 minutos. As hemécias foram ressuspendidas em
solucgéo salina a 1% e o volume foi ajustado para 5%. Colocou-se 1,5 mL da suspensao de
hemécia a 5% juntamente com 1,5 mL das solucbes teste (extrato etandlico bruto, fracdo
hexanica, cloroférmica e acetato de etila) nas concentracdes de 1,0, 5,0 e 10,0 mg.mL™" em
tubos de ensaio, aguardando 1 hora a temperatura ambiente para que acontecesse a hemolise.
Apos esse periodo, cada tubo foi centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos, sendo o
sobrenadante retirado para leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu® UV mini — 1240) em um
comprimento de onda de 540 nm (CRUZ-SILVA et al., 2001). O controle positivo utilizado
foi a solucdo de Turk 1% e o controle negativo a solucdo salina 1%. As analises foram
realizadas em triplicata. O calculo do potencial hemolisante das substancias seguiu a seguinte

equacéo:

Ae — Ab
h=—

1
: x100

Onde:

Ph = Potencial hemolisante (em porcentagem)
Ae = Absorbancia da amostra testada

Ab = Branco da amostra testada

At = Absorbéancia do Controle Positivo

2.7 Analise estatistica
Os experimentos foram realizados em triplicata, desses resultados a média e o desvio
padréo foram calculados no Excel 2010. Foram aceitos apenas os valores de desvio padréo de zero

ou préximos a zero.
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3 RESULTADOS
3.1  Testes fitoquimicos

A prospeccéo fitoquimica do extrato e das fracdes revelou a presenca de quatro classes de
metabolitos secundarios: taninos, flavonoides, esteroides e saponinas (Tabela 2).Alguns foram
quantificados (Tabela 3), sendo que a fracdo acetato de etila apresentou a maior quantidade de
flavonoides e polifenois totais. A fragdo hexanica exibiu maior quantidade de taninos.

Tabela 2: Prospeccdo fitoquimica do extrato e das fracdes de Zornia reticulata

Amostra Alcal6ides Esteroides Taninos Flavonoides Saponinas
Extrato Etandlico Bruto - + + + +
F. Hexéanica - + + + +
F. cloroférmica - + + + +
F. Acetato de Etila - + + + +

Legenda: (+)Presenca; (-)Auséncia; F. Cloroférmica: Fragdo cloroférmica; F. Hexanica: Fragdo hexanica; F. acetato de
etila: Fracdo acetato de etila.

Tabela 3: Quantificacdo dos metabdlitos secundarios no extrato e nas fragdes de Zornia reticulata

Metabolitos Extratos

Secundarios EEB1 F. Hexéqica F. Clorofc’)[mica F. Acetato dle Etila
(mg.g7) (mg.g7) (mg.g™7) (mg.g7)

Taninos 8,70 55,90 9,50 3,400

Flavanoides 22,40 38,00 30,30 87,00

Polifendis 11,48 7,43 NQ 27,56

Legenda: EEB: Extrato etandlico bruto; F. Cloroférmica: Fracdo cloroférmica; F. Hexanica: Fracdo hexanica; F. acetato de
etila: Fracdo acetato de etila; NQ = ndo foi possivel quantificar.

3.2 Analise por cromatografia liquida de Z. reticulata

O extrato e as fracdes foram submetidos a analise cromatogréafica por CLAE a fim de
identificar e quantificarum composto quimico majoritario, que pudesse ser validado com o
marcador quimico da planta, tendo em vista que a literatura cientifica relata presenca de
alguns polifendis e de grandes quantidades de flavonoides nas plantas do género Zornia
(LEUNER et al. 2012; REN et al. 2012; SILVA, 2013). A figura 5 apresenta o0s
cromatogramas sobrepostos do extrato etandlico e das fragdes de Z. reticulata e de seis
diferentes padrbes de referéncia, como o acido galico que é padréo para os polifendis e da
quercetina, para os flavonoides, no comprimento de onda de 270 nm.

A presenca de acido caféico, acido galico, canferol, catequina, rutina e quercetina foi
investigada através da comparacdo dos tempos de retencdo das respectivas amostras padréo
com as solugdes das amostras de Z. reticulata. Além disso, foi comparado os espetros de UV
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dos padrdes analisados com os demais picos apresentados nas amostras, ndo encontrando
nenhuma correlagéo entre 0os compostos avaliados e os constituintes encontrados nas amostras
da planta.

Figura 5: Cromatogramas sobrepostos de diferentes padrdes de referéncias as amostras de Zornia
reticulata: extrato etandlico (A) e fracdes hexanica (B), cloroférmica (C) e acetato de etila (D), no
comprimento de onda de 270 nm.
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3.3 Avaliagéo dos ensaios microbiologicos

O extrato e as fracdes de Z. reticulata ndo apresentaram atividade antimicrobiana nas
concentracdes testadas frente & S. aureus ATCC 25923, com valor de CIM > 2,5mg.mL™,
ndo demonstrando atividade clinica relevante de acordo com os limites estabelecidos pelo
protocolo (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOU, 2003). Para as bactérias do género
Streptococcus foi observado boa atividade antimicrobiana, principalmente da fracdo hexanica
e cloroférmica. A fragdo acetato de etila ndo revelou bons resultados de atividade

antimicrobiana, ndo prosseguindo para os ensaios de atividade moduladora (Tabela 4).
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Tabela 4: Screening da atividade antimicrobiana (AA) e determinacdo da concentragdo inibitoria
minima (CIM) do extrato e fragdes de Zornia reticulata

CIM (mg.mL™)
BACTERIAS AA EEB Fragio Fragdo Fragdo
Hexéanica Cloroférmica  Acetato de Etila
S. aureus ATCC (25923)* - > 2,50 > 2,50 > 2,50 > 2,50
S. mutans ATCC (25175)* + 0,32 0,16 0,16 > 2,50
S. oralis ATCC (10557)* + 1,25 0,63 0,63 > 2,50
S. mutans 1** + 0,63 0,32 0,32 > 2,50
S. oralis 1** + 2,50 1,25 1,25 > 2,50

Legenda: *Fundagdo Oswaldo Cruz; **Laboratorio de odontologia-UEPB; EEB: Extrato etandlico Bruto; AA:
Atividade antimicrobiana; (+) Presenca de atv. Antimicrobiana; (-) Auséncia de atividade antimicrobiana.

Na associacdo do extrato etanolico e das fracbes hexanica e cloroférmica com os
antimicrobianos, penicilina e cloranfenicol, ndo houve interacdo sinérgica, nem antagoénica,
apenas indiferente. No entanto, na associacdo com o cefepime, apresentou sinergismo frente
as duas bactérias multirresistente testadas. Frente a S. oralis 1 a CIM de cefepime foi de 23,44
ng.mL™?, quando associado com o extrato etanélico bruto, reduziu para 11,79 pug.mL™.A
mesma reducdo ocorreu na associacao com a fracdo cloroférmica. Combinado com a fracédo
hexanica a diminuicdo dessa CIM foi ainda mais expressiva diminuindo para 5,87 pug.mL™.
Frente a S. mutans 1 o cefepime obteve uma CIM de 31,25; quando associada ao extrato
etanélico bruto a CIM foi para 7,80 pg.mL™. Na associacdo com a fragdo hexanica, houve
também modulacdo sinérgica, diminuindo a CIM para 15,7 pg.mL™, assim como para frac&o
cloroférmica que apresentou o melhor resultado frente a essa bactéria com CIM de apenas
5,87 pug.mL™. As tabelas 5, 6 e 7 mostram as CIMs dos antibiéticos independentes, as CIMs
dos antibidticos na modulacdo, e ainda os valores e o efeito desta modulacdo a partir do

calculo da CIF.
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Tabela 5: Atividade moduladora do extrato etanélico bruto (EEB) de Zornia reticulata frente as cepas
multirresistentes de S. oralis 1 e S. mutans 1

S. oralis 1 S. mutans 1
EEB/antibioticos CIM CIM CIF E CIM CIM CIF E
Independente  Modulagéo Independente  Modulacao
EEB (mg.mL?) 2,5 0,32 - - 0,63 0,08 - -
Penicilina (ug.mL?) 93,75 93,90 0,99 | 125,00 125,15 0,99
Cloranfenicol (ug.mL? 93,75 93,82 1,00 | 62,50 62,65 1,00
Cefepime (ug.mL?) 23,44 11,79 050 S 31,25 7,80 050 S

Legenda: EEB: extrato etanélico bruto; CIM: Concentracdo inibitéria minima; CIF: Concentracdo inibitéria
fracionada; E: Efeito I Indiferente; S: Sinergismo.

Tabela 6: Atividade moduladora da fracdo hexanica (FHEX) de Zornia reticulata frente as cepas
multirresistentes de S. oralis 1 e S. mutans 1

S.oralis 1 S. mutans 1
CIM CIM
FHEX/antibioticos CIM Modulagdo CIF E CIM Modulacio CIF E
Independente Independente
FHEX (mg.mL™) 1,25 0,16 - - 0,32 0,04 - -
Penicilina (ug.mL™) 93,75 93,90 0,99 | 125,00 125,15 099 |
Cloranfenicol (ug.mL?) 93,75 93,82 1,00 | 62,5 62,65 1,00 |
Cefepime (ug.mL™) 23,44 5,87 0,30 S 31,25 15,70 050 S

Legenda: FHEX: Fracdo hexanica; CIM: Concentragdo inibitéria minima; CIF: Concentracdo inibitéria
fracionada; E: Efeito I: Indiferente; S: Sinergismo.
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Tabela 7: Atividade moduladora da fragdo cloroférmica (FCLO) de Zornia reticulata frente as cepas
multirresistentes de S. oralis 1 e S. mutans 1

S. oralisl S. mutansl
FCHCls/antibidticos CIM CIM CIF E Independente CIM CIF
Independente  Modulagéo Modulacéo
FCHCl3(mg.mL™) 1,25 0,16 - - 0,32 0,04 -
Penicilina (ug.mL™) 93,75 93,90 099 |1 125,00 125,15 0,99
Cloranfenicol (ug.mL™) 93,75 93,82 1,00 | 62,50 62,65 1,00
Cefepime (ug.mL™) 23,44 11,79 050 S 31,25 5,87 0,10

Legenda: FCHClIs: Fragdo cloroférmica; CIM: Concentragéo inibitoria minima; CIF: Concentracdo inibitoria
fracionada; E: Efeito I Indiferente; S: Sinergismo.

3.4 Citotoxicidade em hemécias

A tabela 8 apresenta o percentual de hemdlise induzido por diferentes concentragdes
das amostras testadas. Os resultados demonstraram que ndo houve inducdo de hemdlise
guando as culturas foram tratadas com solucdo salina a 1% (controle negativo) e que houve
100% de hemdlise quando tratadas com solucdo de turck a 1% (controle positivo). A
concentracdo de 1 mg.mL™ apresenta o menor percentual de poder hemolisante para todas as
amostras, principalmente para a fracdo cloroférmica, que quando comparada ao controle

positivo hemolisa apenas 5,2%, sendo bastante significante.

Tabela 8: Percentual de hemolise do extrato etandlico e das fragcdes de Zornia reticulata em hemaécias
de sangue humano O*

Potencial Hemolisante (%)

Concentrag;loes Sol. Turk  Sol. Extrato Fragio Fragio Fragio
(mg.mL") 1%* Salina  Etandlico  Hexanica  Cloroférmica Acetato de
1%** Etila
10,0 31,3 16,0 10,4 40,3
5,0 0 100 245 12,1 8,6 37,5
1,0 12,6 10,2 5,2 23,2

Legenda: *controle positivo;**controle negativo.

4 DISCUSSAO
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A prospecgdo fitoquimica do extrato e das fracBes indicou a presenca de compostos
fendlicos, como flavonoides e taninos. Esses resultados corroboram com outros estudos, nos
quais foi verificada a presenca de flavonoides, taninos e cumarinas em diferentes plantas do
mesmo género (LOPEZ, 1981; SIDDIQUI et al., 1985, 1986; ALMEIDA et al. 2004,
PASSOS, 2007; SILVA, 2013).0s componentes de Z. reticulata ainda sdo desconhecidos, e
este estudo pode afirmar apenas que ndo é possivel identificar a presenca dos compostos:
acido caféico, acido gélico, canferol, catequina, rutina e quercetina. Estudos futuros sao
necessarios para investigar outros padrdes flavonoidicos existentes e, assim, identificar qual o
composto que aparece em todas as amostras desta planta representado por um pico no
cromatograma, com tempo de retengdo aproximadamente em 32,5 min, pois estes
componentes podem ser importantes na compreensdo das atividades biologicas de Z.
reticulata.

Os flavonoides apresentam atividades bioldgicasreconhecidas, como a atividade
antimicrobiana(OLIVEIRA et al., 2014). Devido as suas caracteristica ndo polares, formam
complexos com proteinas sollveis extracelulares e com a parede celular, que afetam as
estruturas das membranas dos microrganismos, permitindo uma melhor permeabilidade e
absorcdo dos antibidticos, proporcionando uma acdo sinérgica (TSUCHIYA et al., 1996;
COWAN, 1999; LUCENA et al., 2015). Porém, quando encontrados em alta concentracdo
podem resultar em efeito contréario, pois vao provocar quelacdo (BEHLING, et al., 2004).

Outro metabdlito secundario que pode justificar esta acdo antimicrobiana sdo 0s
taninos, substancias sintetizadas por plantas em resposta a infec¢cGes microbianas (HO et al.,
2001), sendo capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana plasmaética
facilitando absorcdo das drogas (TSUCHIYA et al, 1996; MATIAS et al., 2010;
FIGUEREDO et al., 2013). Essas classes de metabdlitos secundarios encontradas ja foram
caracterizadas como modificadores da atividade antibidtica, podendo, assim, justificar o
resultado de modulacdo observado neste trabalho.

O extrato e as fragdes de Z. reticulata ndo inibiram o crescimento bacteriano frente a
cepa de S. aureus ATCC 25923, corroborando com os resultados encontrados por Alvarado
(2012). Resultados diferentes foram relatados por Passos (2007) que comprovou atividade
antimicrobiana frente a S. aureus do extrato metandlico de Zornia flemmingioides pelo
método de difusdo em disco. Esses resultados discordantes podem ser levados em
consideracdo devido as diferentes metodologias empregadas, diferentes solventes extrativos,

proporcionando uma possivel distingdo dos constituintes encontrados e também as diferentes
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espécies, que apesar de serem do mesmo género, existe sempre uma variabilidade genética
nas espécies.

Ja frente as outras bactérias usadas nesse estudo as amostras vegetais deZ. reticulata
inibiram significativamente o crescimento bacteriano e, em combinacdo, com o antibiotico
cefepime foi possivel a diminuicdo da CIM. Segundo Coutinho et al. (2009), o uso de extratos
vegetais como inibidores do crescimento de microrganismos dificulta & resisténcia desses
patdgenos por diversos fatores, tanto porque os extratos sdo misturas complexas, fazendo com
que a adaptabilidade microbiana seja dificultada pelos diferentes mecanismos de acdo dos
seus componentes, como por apresentarem natureza hidrofébica. Alguns componentes podem
interagir com a dupla camada lipidica da membrana celular e afetar a cadeia respiratoria e a
producdo de energia das bactérias (NICOLSON; EVANS; O’TOOLE, 1999), levar a
interrupcao da atividade celular (BURT, 2004), como também aumentar a permeabilidade da
membrana celular, permitindo mais facilmente a penetracdo de antibiéticos (HELANDER et
al., 1998).

Compostos de fontes naturais quando associados a antibidticos convencionais podem
ter atividade direta contra muitas espécies de bactérias, modulando a atividade desses
antibioticos e invertendo a resisténcia desses patdgenos. Essas a¢des vém sendo demonstrados
em indmeros estudos, com diferentes metodologias, plantas e microrganismos (MORAIS-
BRAGA et al., 2013), e permitem classificar esses compostos vegetais como modificadores
de atividade antibidtica (PAULA, 2010).

Esta é a primeira pesquisa relatada na literatura de potenciacdo da atividade de uma
droga antibidtica convencional combinada com amostras de Zornia reticulata. Esses
resultados poderéo incentivar pesquisas futuras sobre os aspectos antimicrobianos de produtos
naturais isolados desta planta. O intuito é fundamentar sua possivel utilizagdo como agente
modificador da resisténcia de microrganismos, tendo em vista, que o extrato e as fragdes da Z.
reticulata apresentaram eficacia frentea cepas bacterianas do género Streptococus.

A citotoxicidade é um teste de habilidade intrinseca que verifica a capacidade de um
composto em causar alteragdes e morte em celulas basicas, ndo existindo nenhum diferencial
entre células tumorais e normais. Ndo ha registros de analise citotdxica realizado com Z.
reticulata, logo, os dados de citotoxidade mostrados nesse estudo podem servir de base em
investigagOes futuras,como 0s ensaios toxicologicos in vivoe de celulas de cultura, realizados
poralguns pesquisadores em outras espécies deste género. Batista (2013) avaliou no extrato
hidroalcoodlico das partes aéreas de Z. brasiliensissua toxicidade in vitro e in vivo e obteve
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resultados satisfatorios, como a baixa toxicidade deste extratofrente aeritrocitos de
camundongos e nos experimentosin vivo. Outro estudo de toxicidade encontrado na literatura
com espécies do género Zornia foi expostopor Arunkumar; Ajikumaran e Subramoniam
(2012),que comprovarama baixa toxicidade da Z. diphylla a partir de avaliagbes com
camundongos. Belcavello et al. (2012) analisaram o potencial citotoxico, aneugénico e
mutagénico, in vivo, do extrato hidroalcodlico desta planta sobre células meristematicas de
cebola (Allium cepa L.) e da medula 6ssea de ratos Wistar, 0s quais demonstraram que este
extrato possui potenciais efeitos citotoxicos e mutagénicos. Portanto, o alto potencial
hemolisante da fracdo acetato de etila deZ. reticulataapontam para que mais pesquisas sejam
realizadas buscando comprovar um possivel efeito citotoxico e mutagénico. J& o baixo
potencial hemolisante da fracdo cloroférmica mostra caminhos para afirmar que a mesma nao
apresenta toxicidade, porém para realmente comprovar quaisquer dessas hipoteses sdo

necessarios outrosensaios.

5 CONCLUSAO

As andlises fitoquimicas realizadas neste trabalho revelaram que a espécie estudada
apresentam compostos pertencentes as classes dos flavonoides e taninos, que podem ser
potencialmente ativos em modelos bioldgicos e farmacolégicos. N&o foi possivel identificar o
marcador quimico pelos padrdes analisados por CLAE. As amostras de Z. reticulata
apresentam baixa citotoxicidade, sendo a fragdo cloroférmica na concentracdo de 1 mg.mL™a
gue exibe o menor potencial hemolisante. Os ensaios antimicrobianos indicaram sensibilidade
dessas amostras vegetais frente asespécies de Streptococcus sp. analisadas. Esta planta
também obteve resultados satisfatorios frente as linhagens testadas demonstrando sinergismo
entre suas amostras vegetais e o antibidtico cefepime. Logo o extrato e as fracBes deZ.
reticulata podem vir a ser uma alternativa na busca de compostos que potencializam acgéo de
drogas antimicrobianas. Dessa forma, devido aos resultados téo relevantes, diferentes ensaios
de toxicidade devem ser realizados, a fim de apoiar a sua possivel utilizacdo na terapéutica e

no combate a multirresisténcia bacteriana.
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Avaliacdo in vitro das atividades antimicrobiana e moduladora de Zornia reticulata Sm.
frente a bactérias gram negativas

RESUMO

O extrato etandlico bruto e as fragcBes hexanica, cloroférmica e acetato de etila das folhas de
Zornia reticulata foram avaliados in vitro quanto a atividade antimicrobiana, testadas
isoladamente e em combinagdo com os antibioticosgentamicina e ciprofloxacino, frente a
duas espécies de bacterias gram negativas, Escherichiacoli e Pseudomonas aeruginosa, sendo
duas linhagens padrdo eseis multirresistentes.A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada para as amostras vegetais de Z. reticulata e para o0s antimicrobianos
convencionais individualmente e em combinacdo pelo método de microdiluicdo. A
concentracdo inibitoria fracionada (CIF) e os pontos de dados foram representados nos
isobologramas para determinar o efeito dessas interagdes. O extrato etanolico e as fragdes
hexanica, cloroférmica e acetato de etila tiveram atividade antimicrobiana para quase todas as
linhagens de bactérias testadas com CIM <16mg.mL™, destacando a fracdo acetato de etila
que apresentou CIM de apenas 2 mg.mL™ frente aP. aeruginosal multirresistente. Quando o
extrato e as fracGes foram combinados com antibioticos, agdes sinérgicasforam observadas
para a maioria das combinacgdes de volumes iguais.

Palavras-chave: Sinergismo; urinana; atividade antioxidante; Pseudomonas aeruginosa;
Escherichia coli.

1 INTRODUCAO

A grande maioria das patologias que acometem 0s seres humanos tem como
responsaveis os microrganismos, dentre eles as bactérias, patdgenos facilmente suscetiveis a
modificacdo genética (MEHRAD, 2015). A transferéncia de genes de resisténcia de bactérias
resistentes para microrganismosnao patogénicas ou de baixa patogenicidade provavelmente é
um fenbmeno comum enatural. Essefato ganha importancia devidoas substancias
antimicrobianas terem sua acdo selecionadora de microrganismos resistentes quando
utilizadas de forma abusiva e erronea. O emprego dessas drogas em seres humanos e animais
vem possibilitando a disseminacdo da resisténcia dos microrganismos, que é tanto maior
quanto mais intenso for este uso(BAND; WEISS, 2015).Um exemplo pratico de tal afirmacgéo
foi feito por Casellas e Tome (1998),que mencionaram em seus estudos que em 1990 quase
ndo existiam cepas de Klebsiella,Staphylococcus meticilina-resistentes e Pseudomonas
aeruginosacom resisténcia a ciprofloxacino. Porém,com o uso descontrolado deste farmaco,
dados afirmam que em Buenos Aires, ja no ano de 1998, 30% das Klebsiella e 50% das P.
aeruginosa e Staphylococcussp. tornaram-se altamente resistentes ao ciprofloxacino, o qual
foi descoberto na década de 80.

Segundo Gandee et al. (2015) e Moreno et al. (2013), alguns grupos de bactérias,

especialmente Escherichia coli, séo uma das mais frequentes causas de doencas infecciosas
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humanas, sobretudodo trato gastrointestinal, urinério (citotoxinas) e pele. Fagundes-Neto e
Scaletsky (2000) complementa que este patdgeno € o maior causador de diarreia.Essa
patologia é uma das principais causas de morte entre criancas menores de cinco anos em
populacdes de baixa renda de paises em desenvolvimento,por produzir enterotoxinas cujas
propriedades e seu papel nas doencas diarréicas tem sido amplamente investigado. A
atividade de suas citotoxinas na infeccdo humana ja foi identificadaespecialmente em
infeccbes do trato urindrio (TINTINO et al.,2013).E. coli esta ainda entre os quatro mais
prevalentes microrganismos causadores de infeccdes hospitalares, bem comoPseudomonas
aeruginosa, classificado como um microrganismo oportunista.P. aeruginosa é a principal
causa de infecgdes hospitalares, acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos,
pois forma um biofilme em que as bactérias ficam protegidas contra as defesas do hospedeiro
e antibiodticos,sendo esta uma explicacdo para a cronicidade de algumas infeccBes oportunistas
envolvendo este patégeno (MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015).Logo, a intensidade
dessas infeccOes depende da viruléncia da estirpe contaminante e da susceptibilidade do
paciente (FERREIRA; ELIENE, 2010).

O interesse na pesquisa de plantas medicinais tem objetivo de identificar terapias
antimicrobianas alternativas e superar a resisténcia dos microrganismos contra
antimicrobianos convencionais. As interacdes e combinacGes de produtos naturais com
terapias convencionaisé uma pratica comum e efetiva, realizada em diversas regibes do
mundo, onde as plantas medicinais tém um papel central. Estudos realizados vémmostrando
gue essas combinacdes tém resultados satisfatorios como o efeito sinérgico (KALEMBA,;
KUNICKA 2003; SOUZA et al., 2014)

O termo sinergismo é uma palavra-chave que descreve interacdes supra-aditiva entre
combinacBes de dois farmacos, duas ou mais plantas, ou de farmacos associado com plantas
medicinais. Especificamente, refere-se ao efeito dos produtosem combinagdo que sao
numericamente maiores do que o efeito sem a combinacdo. O método mais comum para
avaliar sinergismo € por isobologramas (curva iso-efeito), uma representacdo gréafica
introduzida e popularizada por Loewe (1928, 1953, 1957). Neste método, identifica-se o
efeito particular de interesse que ¢ comum a cada uma das substancias,porque cada um
individualmente produz um efeito especifico, e fundamenta-se que a presenca de uma
substancia reduz a dose necessaria da segunda na producdo do seu efeito(KAMATOU et al.
2006). Muitos autores entre eles Rapper et al. (2012), Tallarida et al.(2013) eHdbsch et al.
(2014) atribuiram aos seus estudos de atividade moduladora os graficos de isobologramas.
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Nota-se também que produtos naturais apresentamatividade antioxidante.Esses
compostos vém sendo estudados pela sua importancia na prevengdo de diversas doengas,
como cancer, doencas cardiovasculares, entre outras. Os antioxidantes sdo capazes de
fornecer protecdo contra a degradacdo oxidativa pelos radicais livres, além de seu papel em
retardar o envelhecimento das células. Atualmente, as substancias naturais que apresentam
atividade antioxidante estdo substituindo os antioxidantes sintéticospor apresentarem menos
efeitos colaterais toxicos (TAN; LIN, 2015).

Nessa perspectiva, 0 uso de plantas medicinais como a espécie Zornia reticulata no
controle da resisténcia bacteriana, torrna-se uma alternativa relevante. Ela éconhecida
popularmente no Brasil como “urinaria”, “urinana” e “carrapicho”. E uma planta perene,
ereta, com tamanho em torno de 75 cm de altura, composto de folhas alternadas de base
assimétrica(DANTAS, 2007). Varios relatos descrevem as atividades bioldgicas de muitas
espécies desse género,como acgdes antibioticas, diuréticas, antioxidantes e anti-inflamatorias.
Com esse embasamento e para maior investigacdo dessa familia, objetivou-se neste estudo
analisar as propriedades antibacterianas,moduladoras e antioxidantes do extrato etandlico

bruto e das fracdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila obtidas deZ. reticulata.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencdo do material vegetal, extrato e fracGes de Zornia reticulata

As amostras de Z. reticulata foram coletadas na regido do compartimento da
Borborema-Paraiba, e as folhas foram obtidas de plantas adultas devidamente selecionadas. A
exsicata da espécie foi depositada na colecdo botanica do herbério do Centro de Salde e
Tecnologia Rural-CSTR UFCG sob o numero 5708.

O material botanico coletado foi seco em estufa a 40°C + 1 °C com ar circulante e
posteriormente pulverizado em moinho de facas com granulometria de 10 mesh. Seguindo-se
extracdo com etanol, como liquido extrator, em percolador a temperatura ambiente por 72
horas. As solucbes extrativas obtidas foram concentradas em evaporador rotativo 40°C,
obtendo-se, assim, 0 extrato etandlico bruto (EEB). O EEB foi redissolvido em uma solucgéo
metanol:dgua (7:3, v/v), transferindo para uma ampola de separacdo e, em seguida, foram
adicionados os solventes padrdo analitico em ordem crescente de polaridade: hexano,

cloroformio e acetato de etila (Figura 3).
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Figura 6: Obtengdo do extrato etandlico e fragcGes de Zornia reticulata
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Ensaios microbioldgicos

Para determinacdo da CIM e da atividade moduladora foi utilizado o ensaio de

microdiluicdo em caldo os quais foram realizados de acordo com a metodologia de Eloff

(1998) com modificagdes, e as orientagcbes do CLSI 2012 foram seguidas devido ao uso de

antimicrobianos convencionais.

Para esses ensaios foram utilizadas oito bactérias, sendo duas linhagens bacterianas

padrdes, cepas oriundas da Fundacdo Oswaldo Cruz, a E. coli ATCC 25923 e a P.

aerginosaATCC 27853 e seis bactérias multirresistentes, E. coli 4, E. coli 5, E. coli 6, E. coli

7, P. aeruginosa 1 e P. aeruginosa 3 (figura 4), todas cedidas pela laboratério de Analises

Clinicas da UEPB, previamente identificadas, com perfil fenotipico mostrados nas tabelas 9 e

10.

66



Figura 4: Ensaios microbioldgicos realizados
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Tabela 9: Perfil fenotipico de resisténcias aos antimicrobianos em cepas de Escherichia coli

Identificacdo das cepas Perfil fenotipico
E. coli ATCC 25923 NA (cepa sensivel)
E. coliLAC 04 NDX, AMI, CIP, NOR, SFM, TET, AMP, GEN, NIT
E. coli LAC 05 NDX,CIP, CLO, NOR, SFM, TET, AMP, GEN E NIT
E. coliLAC 06 NDX, CFL, CIP, NOR, SFM, TET, AMP, GEN E NIT

NDX, AMI, AMX, CFL, CPM, CIP, CLO, NOR, SFM, TET, AMP, GEN E
NIT

E. coliLAC 07

Legenda:NA= ndo se aplica; NDX= Acido Nalidixo; CFL = Cefalotina; NIT = Nitrofurantoina; NOR = Norfloxacino; AMP =
Ampicilina; CIP = Ciprofloxacino; GEN = Gentamicina; TET = Tetraciclina; CLO = Cloranfenicol; AMI = Amicacina; SFM =
Sulfametoxazol + TrimetopRim.

Tabela 10: Perfil fenotipico de resisténcias aos antimicrobianos em cepas dePseudomonasaeruginosa

Identificagdo das cepas Fendtipo de resisténcia
P. aeruginosa ATCC 27853 NA (cepa sensivel)
P. aeruginosa LAC 01 TOB; CFL; ATM; AMI; CPM; CFO; AMC; CFM,;
P. aeruginosa LAC 03 TOB; AMI; SFM; AMP; GEN; NOR; CLI; TET.

Legenda:NA: ndo se aplica; AMC = Amoxicilina + Ac. Clavulanico; CFL = Cefalotina; ATM = Aztreonam; CFO = Ceftriaxona;
CPM = Cefepima; NOR = Norfloxacino; AMP = Ampicilina; CFM = Cefoxitima; GEN = Gentamicina; CLI = Clindamicina;
TOB = Tobramicina; AMI =Amicacina; SFM = Sulfametoxazol + Trimetropim; TET = Tetraciclina;
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Todos os microrganismos foram mantidos em tubos de ensaio contendo agar nutriente
(Himedia Laboratories Ltda®) e 24 horas antes das anlises foram cultivados em Agar Mueller
Hinton (Himedia Laboratories Ltda.) a 37 °C = 0,5 °C. Os in6culos foram padronizados em tubos
estéreiscontendo 5 mL de solucdo salina a 0,9%. A suspensdo microbiana foi ajustada em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 625 nm, para se obter uma concentracéo de 10°
UFC.mL™, o que equivale a escala 0,5 de McFarland. (CLSI, 2012).

Para os antibioticos e amostras vegetais foram preparadas solu¢Ges com agua destilada
e material estéril na concentracdo de 10 pg.mL™ e 32mg.mL™, respectivamente.

Todos os pocos da microplaca foram preenchidos com 100uL de caldo Mueller
Hinton, 100uLdas amostras (extrato, fracdes e antibidticos) individualmente foram diluidas
em série para determinacdo da CIM. Para a determinacdo da atividade moduladora
proporcoes de volumes iguais das amostras foram utilizadas e diluidas sucessivamente. Apos
adicdo do indculo as placas foram incubadas a 37 °C + 0,5 °C e lidas depois de 24 horas. O
crescimento bacteriano foi indicado com a adicdo de 20 pL de solugdo aquosa de resazurina
0,01 % com incubag&o de 37 °C + 0,5 °C por 2 horas.

2.2 Concentracdo inibitdria fracionada (CIF)

Foi utilizada a CIF para a avaliacdo das interagcdes entre as amostras vegetais (extrato e
fracBes) com os antibidticos convencionais. ACIF foi calculada usando a seguinte equacgéo
(VAN VUUREN; VILJOEN, 2011):

CIM da combinagao

CIF(i) =
© CIM da amostra vegetal indepedente

. CIM da combinagao
CIF(ii) =

CIM do antibidtico convencional indepedente

A XCIF foi calculada usando a equagao: XCIF = CIF (i) + CIF (ii). As interacOes
foram classificadas como sendo sinérgica para valores XCIF <0,5, em que o efeito resultante
da combinacdo e significativamente maior do que a soma dos efeitos individuais; aditivo
(0,5> =CIF < 1,0) quando substéncias adicionadas juntas apenas melhoraram o desempenho;
indiferente (1,0> XCIF <4,0) quando dois agentes combinados ndo mostraram nem um efeito
aditivo nem antagonico, apenas um efeito linear; e antagonica (ZCIF >4,0) quando o efeito
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geralfor menor do que a soma dos seus efeitos individuais (VAN VUUREN; VILJOEN,
2011). Para amostras com valores de CIM maior do que a concentracdo maxima testada ndo

foi possivel calcular XCIF, apenas denominado por ND (ndo determinado)
2.3 Construcao de isobologramas

Para interacbes sinergicas ou antagbnicas notaveis, varias combinacOes
(antimicrobiano convencional: amostra vegetal)com nove diferentes propor¢des foram
preparadas (9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5; 4:6; 3:7; 2:8 e 1:9) e os valores de CIM determinados, pois
as interaccGes podem variar dependendo na proporcdo em que as duas substancias estdo
combinados. As amostras foram combinadas em concentracdes fixas de 10 pg.mL para
antibiéticos convencionais e 32 mg.mL™ para amostrasvegetais, em vérias combinacSesde
volume o que resultou em razBes de concentracBes variaveis, como esquematizado na tabela
11.

Tabela 11: Concentra¢des das razdes usadas na associacao de antibidticos convencionais e amostras
vegetais de Zornia reticulata na atividade moduladora

Volume das razdes do antibiético Concentracéo do antibiético® em Concentracdo das amostras vegetais®
convencional: amostra vegetal (uL) combinacio (ug.mL™) em combinagéo (mg.mL™)
90:10 9,00 3,2
80:20 8,00 6,4
70:30 7,00 9,6
60:40 6,00 12,8
50:50 5,00 16,0
40:60 4,00 19,2
30:70 3,00 22,4
20:80 2,00 25,6
10:90 1,00 28,8

®gentamicina/ciprofloxacino

> extrato etanélico bruto/ fracio hexanica/ fracio cloroférmica/ fracdo acetato de etila

Os pontos de dados para cada relacdo estudada foram plotados em um isobolograma
usando Excel 2010. A construcdo de isobologramas permitiu a identificacdo do agente mais
responsavel pelos efeitos sinérgicos ou antagbnicos dentro da combinacdo. A interpretacdo
foideterminada da seguinte forma. Os pontos de dados abaixo da linha 0,5: 0,5 indicava

sinergia, enquanto que aquelas acima desta primeira linha, até a linha 1,0: 1,0 indicava uma
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interacdo aditiva. Os pontos de dados acima desta segunda linha (1,0: 1,0) até a 4.0: 4.0
indicava uma ndo interacdo entre as amostras, ou seja, que a combinacdo é indiferente, os
pontos de dados acima da linha 4.0: 4.0 indicava antagonismo(figura 6) (VAN VUUREN;
VILJOEN, 2011).

Figura 7: Modelo de Isobolograma
CIF = CIM do
antibiético em
combinag&o/Cl
M do
antibiético
individual

1,0

0,5

0,5 1,0 4,0

CIFi = CIM do extrato em combinac¢éo/CIM do extrato individual

Fonte: VAN VUUREN; VILJOEN, 2011.

2.4 Atividade antioxidante por DPPH

A atividade antioxidante das amostras do extrato etandlico bruto e de suas fragdes foi
avaliada usando a capacidade de sequestrar radicais livres do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH), seguindo a metodologia de Williams, Cuvelier e Berset (1995) e Wang (2013) com
modificacfes. Os padrBes quercetina e &cido galico foramusados na curva de calibracdo nas
concentracdes de 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 pg.mL™. 30uL de uma solucdo de
etanol a 0,2mM de DPPH foram adicionadas aos padrbes quercetina e acido galico, e nas
solucBes das amostras vegetais (extrato e fragdes) nas concentracdes de 200-3,125 pg.mL™*.As
solucBespermaneceram & temperatura ambiente, com auséncia de luz e por um periodo de 30
minutos para ocorrer a reagdo. Apds esse tempo os valores de absorbancia foram medidas a
517 nm,em espectrofotdbmetro Shimadzu, modelo UV-mini-1240 e a atividade antioxidante

foi determinada. Os testes foram realizados em triplicata e os dados foram avaliados por meio

70



de andlise de regressdo. A partir da linha de regressao, os valores de 1C50 foram determinados
como a percentagem da capacidade sequestrante de radicais livres para 50% de atividade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A gentamicina € um agente antimicrobiano da classe dos aminoglicosideos, com
estreito espectro de acéo, que tem atividade esperada principalmente contra microrganismos
gram negativos, podendo mostrar alguma atividade nos gram positivos (MARTINS, 2005).
Os resultados obtidos neste estudo mostraram valores de CIM para gentamicina entre 0,15 e 5
ng.mL?, (Tabela 12), bem préximo ao que Hiibsch (2014) constatou, na qual a concentragéo
inicial foi de 10pg.mL™ quando testados contra agentes patogénicosdessas mesmas espécies,
determinando-se uma eficacia antimicrobiana entre 0,008 e 2,048 ug.mL™.

Ciprofloxacino ¢ um antibiotico de largo espectro, com atividade contra bactérias
gram negativas e gram positivas (PITA; PRATES; FERRAZ, 2004). No estudo de Hibsch,
(2014) também foi usado o ciprofloxacino preparado a uma concentracéo de 10 ug.mL™?, e a
faixa de valores da CIM determinada da eficicia antimicrobiana frente os patdgenos
selecionados estava entre 0,004 pg.mL™e 128 pg.mL™. Os resultados obtidos neste estudo
para este antibiotico, também mostraram valores da CIM todos dentro dessa faixa.O menor
valor de CIM foi de 0,08 pug.mLfrentea E. colipadrdo. O maior valor da CIM, que foi
possivel determinar, foide 2,5 pg.mL frentea E. colimultirresistente 6 como apresentado na
tabela 12.

Tabela 12: Concentracdo inibitoéria minima (CIM) para os antibiéticos convencionais testados
separadamente

Antibidtico convencional

Bactérias teste Gentamicina Ciprofloxacino
(ug.mL™) (ug.mL™)
P. aerginosa ATCC 27853 1,25 1,25
P. aeruginosaLAC 01 0,15 0,63
P aeruginosalL AC 03 5,00 >5,00
E. coli ATCC 25923 1,25 0,08
E. coliLAC 04 2,50 >5,00
E. coliLAC 05 3,75 >5,00
E.coliLAC 06 2,50 2,50
E. coliLAC 07 >5,00 >5,00

Legenda:> 5,0 = amostras de antimicrobianos que ndo foram testadas em concentracdes mais elevadas para a
determinacdo de um valor de CIM.
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Os resultados da CIM para as amostras deZ. reticulata testadas como agente
antimicrobiano foram registradas na tabela 13. Em geral, a maior parte das amostras mostrou
uma forte atividade antimicrobiana contra as linhagens patogénicasavaliadas. A melhor
atividade antimicrobiana exibida nesse estudo para as amostras vegetais frente a linhagem
multirresistente foi a da fracdo de acetato de etila frente a cepa de P. aeruginosa 01 com valor
de CIM de 2 mg.mL™. Fabry; Okemo; Ansorg (1998) definem que amostras vegetais S&o

ativas quando tem valores de CIM <8 mg.mL™.

Tabela 13: Concentracdo inibitéria minima (CIM) das amostras de Zornia reticulata testadas
separadamente

Amostras teste

Bacterias teste EEB F. Hex F.CHCL;  F.AcOEt
(mg.mL?Y)  (mgmL")  (mgmL?)  (mg.mL?)
P. aeruginosa ATCC 27853 4 16 2 5
P. aeruginosaLAC 01 12 8 16 2
P aeruginosaLAC 03 >16 >16 8 4
E. coli ATCC 25923 8 16 16 16
E. coliLAC 04 16 16 16 16
E. coliLAC 05 12 16 ND 16
E.coliLAC 06 16 16 16 16
E. coliLAC 07 >16 >16 >16 >16

Legenda: Extrato Etanolico Bruto (EEB); Fragdo Hexanica (F. Hex); Fragdo Cloroférmica (F. CHCL;); Fracao
Acetato de Etila (F. ACOE).

Foi avaliado um total de 64 combinacGes para possivel acdo sinérgica. Estas foram
compostas por uma associacdo de quatro amostras de extrato e de fracbes com dois
antimicrobianos convencionais, os quais foram testados frente a oito diferentes agentes

patogénicos. Os dados obtidos dessas combinacgdes foram resumidos na tabela 14.

72



Tabela 14: CIM das amostras vegetais (mg.mL™) e dos antibi6ticos convencionais (ug.mL™) combinados frente as cepas de bactérias gram negativas

CombinacBes P.aeruginosa ATCC P. aeruginosa P.aeruginosa E.coli ATCC E.coli4 E.coli5 E.coli 6 E.coli7
(27853) 1 3 (25923)
Av > CIF Av > CIF Av  >CIF Av > CIF Av  >CIF Av >CIF Av >CIF Av >CIF
Ant (class) Ant  (class) Ant (class) Ant (class) Ant (class) Ant (class) Ant (class) Ant (class)
EEB+ Cipro 0,50 0,25 1,00 0,56 ND ND 0,13 0,50 ND ND 050 0,07 400 075 ND ND
0,16 (sinf 0,32 (adit) 0,04  (sin) 0,16 (sin) 1,25 (adit)
EEB+ Gen 1,00 0,37 0,50 0,50 ND ND 1,00 0,37 200 037 400 099 050 0,09 ND ND
0,16 (sin) 0,07 (sin) 0,31 (sin) 0,63 (sin) 1,25 (adit) 0,16  (sin)
F. Hex + 0,13 0,04 1,00 0,63 ND ND 0,13 0,50 ND ND ND ND 200 0,74 ND ND
Cipro 0,04 (sin) 0,32 (adit) 0,04 (sin) 0,60 (adit)
F. Hex + Gen 0,13 0,03 0,25 0,29 ND ND 1,00 0,30 2,00 0,37 8,00 1,10 8,00 1,10 ND ND
0,04 (sin) 0,04  (sin) 0,31 (sin) 0,63 (sin) 250 (ind) 250 (ind)
F. CHCI, ND ND 0,18 0,09 ND ND 0,25 1,00 ND ND ND ND 16,00 220 ND ND
+ Cipro 0,05  (sin) 0,08 (adit) 5,00 (ind)
F. CHCI, 0,50 0,31 1,00 2,10 2,00 0,37 2,00 0,60 4,00 0,75 ND ND 100 006 ND ND
+ Gen 0,08 (sin) 0,31 (ind) 0,65 (sin) 0,63 (adit) 1,25  (ind) 0,31  (sin)
F. AcOEt 0,50 022 100 100 ND ND 013 05 ND ND ND ND 100 037 ND ND
+ Cipro 0,16 (sin) 0,32  (adit) 0,04 (sin) 0,31  (sin)
F. AcOEt 0,50 016 013 032 100 031 100 019 200 037 1600 1,72 050 009 ND ND
+Gen 0,78 (sin) 0,04 (sin) 031 (sin) 031 (sin) 0,625 (sin) 500 (ind) 0,16  (sin)

Legenda: Nao determinado (ND); sinergismo (sin); aditivo (adt); indiferente (ind); amostra vegetal (Av); Antibidtico (Ant); classificacdo (class); Soma da concentragdo
inibitoria fracionada(} CIF); Ciprofloxacino (Cipro); Gentamicina (Gen); Extrato Etandlico Bruto (EEB); Fracdo acetato de etila (F. AcOEt); Fragdo Cloroférmica (F.
CHCL,); Fraco hexanica (Hex).
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O extrato etandlico bruto e as fragcdes em combinagcdo com o0s antimicrobianos
convencionaisdemonstraram perfis de interacdo principalmente sinérgicos e aditivos.
InteracOes antagdnicas ndo foram relatadas quando combinados volumes iguais da amostra
vegetal com o antibidtico. Nao foi possivel obter resultados de algumas interacdes, pois 0s
valores da CIM obtidos eram maiores do que o preconizado para a analise;Valores de CIM
para amostras vegetais >16 mg.mL™ e/ou valores de CIM para antibiéticos >5 pg.mL™, ndo
prosseguiram e foram identificados como ND (ndo-determinado). Das 64 combinages, 41
foram classificadas pela Y CIF, e dentre essas 66% foram sinérgicas, 20% aditivas e apenas
14% ndo apresentaram nenhuma interagé@o, sendo que nenhuma foi antagoénica.

Comparando os valores da CIM dos antibiéticos isolados na tabela 12 com as CIM
deles em associacdo(tabela 14), verificou uma queda significativa na concentracdo necessaria
para inibicio.A CIM da gentamicina foi de 5 pg.mL’para inibir o crescimento da P.
aeruginosa 3 e essa concentragdo diminuiu para 0,31pg.mL™e 0,65 pg.mL*quando associado
com as fracdo AcOEt e CHCIs3, respectivamente. Coutinho et al. (2008) também encontraram
valores de CIM da gentamicina menores, frente aE. coli, quando associados com vegetais, em
comparagdo com a CIM individual.

A combinagdo das amostras vegetais com ciprofloxacino proporcionou um notavel
perfil de interacdo, quando testados frenteas diferentes cepas de E. coli, principalmente a
ATCC eakE. coli 6.

Curiosamente, quando testados individualmente, os extratos vegetais apresentaram
valores de CIMentre 2,0 e 16,0 mg.mL™(Tabela 13), demonstrando atividade antimicrobiana,
porém ndo tdo relevante, quando combinadas com ciprofloxacino, em quetodos os extratos
exibiram notével atividade antimicrobiana demonstrando, assim, um interacdosinérgica, com
valores da CIM na sua maioria < 1 mg.mL™. Quando testados frentea E. colipadrdo os
valores da CIM do ciprofloxacino sozinho é de aproximadamente 0,08ug.mL™ e, em
combinac&o,diminuiu pela metade para 0,04 pg.mL™, com quase todos as amostras vegetais.
A ClIMdas fragdes hexanica e acetato de etila exibiram os melhores resultados, diminuindo de
16 mg.mL™ para 0,13mg.mL™, provando que interacées de drogas convencionais com plantas
podem tanto aumentar a eficacia do farmaco como proporcionar diminuigdo da concentracdo
usual.E, por consequéncia, diminuir os efeitos indesejaveis (SALVAT et al, 2001). Portanto,
os valores da CIM em combinacdo foram muito inferiores aos valores da CIM das amostras
(vegetais e antibidticos convencionais), quando testados individualmente, principalmente

guando as razdes eram de volumes iguais(1:1). Deste modo,foram feitos também analises com
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concentragOes variaveis das amostras, combina¢fes com nove diferentes volumes, o que
permitiu a identificacdo do agente mais responsavel pelos efeitos sinérgicos ou antagbnicos
dentro da combinacéo, e 0 quanto que o efeito sinérgico é dependente da dose através da
construcdo do isobolograma.

A figura7mostra a representacdo grafica das amostras vegetais com o ciprofloxacino
frente a cepa de E. coli ATCC (25923).A maioria dos pontos de dadosfoi encontrada na regido
do isobolograma que indica efeito sinérgico ou aditivo (<1).Apenas as combina¢fes com a
fracdo cloroférmica e as razdes, 2:8 e 1:9, da fracdo hexanica e do extrato etandlicotiveram
efeito indiferente. Nenhuma das combinagdes apresentou antagonismo. Essa diminuicdo da
atividade antimicrobiana quando se tem propor¢des maiores das amostrasvegetais pode ser
explicado por Behling et al. (2004), que afirma que o efeito antioxidante inerente aos
flavonoides provoca uma quelacdo mutua quando vegetais sdo combinados com antibidticos
em concentragdes elevadas, prejudicando a atividade antimicrobiana, que ambos apresentam

qguando combinados em propor¢desde volumes e concentracfes menores da amostra vegetal.

Figura 8: Isobolograma para Zornia reticulata em combinacédo com o ciprofloxacino, em diferentes
concentracdes, frente E. coli ATCC 25923
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CIF' = CIM em combinagio do extratof CIM do extrato individual

Legenda: ( ™ = extrato etandlico bruto; @ = fragdo cloroférmica/A = fracdo hexanica; fracdo

acetato de etila)
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As combinacBes das amostras vegetais e do antibidtico ciprofloxacino, frentea
linhagem de E.coli 6, em suas variadas propor¢des também mostraram na maioria efeito

sinérgico conforme figura8 em que os pontos encontram-se abaixo da linha 0,5:0,5.

Figura 9: Isobolograma para Zornia reticulata em combinag&o com o ciprofloxacino, em diferentes
concentracdes, frente E. coli 6

£

= CIMl em combinacio do ciprof CiMido cipro individual

A
'=-I T 1
&l 45 5
F i . .
FIC'= CIM em combinacdo do extrato/ CIM do extrato individual
CIF
Legenda: (™ = extrato etan6lico bruto; @= fracdo cloroférmica; A= fragdo hexanica; = fracdo

acetato de etila)

Essas interacOes sinérgicas identificadas pela combinagdo das amostras vegetais
deZ.reticulata com o ciprofloxacino para o tratamento da infec¢do urinéria, mostra uma
alternativa terapéutica e uma ajuda na prevencdo da resisténcia de E. colia este
antibiotico,pois, esta resisténcia € uma preocupagdo mundial e crescente. A baixa
susceptibilidade da E. coli também ja estd ocorrendo para outros tratamentos antimicrobianos,
e, portanto, ha uma necessidade urgente de identificar um tratamento alternativo para estas
infeccOes (ARSLAN et al., 2005). InteragOes sinérgicas com o ciprofloxacino também é
relatada por Hibsch et al.(2014), em associacdo com as espécies de Agathosma

betulina(extrato aquoso e organico e 6leo essencial), Artemisia afra (extrato organico e 6leo
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essencial), Lippia javanica (extrato organico e Gleo essencial) e Sutherlandia frutescens
(extrato organico).

Estudos mais aprofundados de validacdo lateral em relagbes quantitativas entre
estrutura dos agentes combinados é sugerido por Montanari e Montanari(2000). Testes in
vivode atividade antimicrobiana e de toxicidade devem tambémser realizados para comprovar
esta eficacia e apoiar os resultados in vitro observados até aqui.

Outra combinacéo que foi realizada e tem relevante importancia clinica é a associa¢ao
das amostras vegetais com a gentamicina frenteas linhagens padrdo e multiresistente de P.
aeruginosa.Essa bactéria pode causar infecgdes nosocomiais graves, com elevada
letalidade.Relatosde reducdo da susceptibilidade da P. aeruginosa aos antimicrobianos vém
sendo publicados no Brasil e em outros paises destacando-se a diminuicdo de sensibilidade a
varios antibidticos até mesmo os de largo espectro de acdo (FIGUEIREDO, 2007). As
combinacBes das amostras vegetais com a gentamicina frente aP. aeruginosa 1, observam-se
majoritariamente interagdes sinérgicas e aditivas, avaliadas a partir do valor da XCIF. Os
pontos 3:7; 2:8 e 1:9 da fracdo hexanica e os 6:4 até 2:8 da fracdo cloroférmica apresentaram
interacdes indiferentes, em que o efeito de um ndo interfere no outro. JA os efeitos
antagbnicos, em que um prejudica o efeito do outro, foram relatados na proporcao de 1:9 da
fracdo cloroférmica (Figura 9).

Figura 10: Isobolograma para Zornia reticulata em combinagdo com a gentamicina, em diferentes
concentragdes, frente P. aeruginosa 1
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Os estudos das proporcdes variadas nas concentracdes das amostras vegetais com a
gentamicina frente a P. aeruginosa ATCC ndo demonstraram nenhum antagonismo. A
maioria das combinag6es resultou em interacdes sinérgicas com valores de XCIF entre 0,03 e
0,4. Apenas, duas interacOes indiferentes foram observadas (Figura 10). No estudo de Tintino
et al. (2013), a atividade moduladora do extrato etandlico e hexanico de raiz de Costus cf.
arabicus também foi associasdo ao aminoglicosideo gentamicina frente a cepa de isolados
clinicos de P. aeruginosa e E. coli, porém nenhum efeito sinérgico foi relatado. Efeito
sinérgico foi relatado no estudo de Brito (2011), com esse mesmo aminoglisosideo associado

aos extratos e Oleo essencial da leguminosa Cajanus cajan.

Figura 11: Isobolograma para Zornia reticulata em combinacdo com a gentamicina, em diferentes
concentragdes, frente P. aeruginosa ATCC 27853
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CIF i= CIM em combinacio do extrato/ CIM do extrato individual

Legenda: (mm = extrato etanélico bruto; @ = fracio cloroférmica; A = fracio hexanica; = fragdo acetato de

etila)

Ha diferencas entre os resultados, quando as combinagdes sdo comparadas para uma
bactéria padrdo ATCC, em relacdo a uma bactéria multirresistente, porém é possivel verificar
combinacg6es sinérgicas nos dois casos. Para P. aeruginosa 1 foi a fracdo acetato de etila que
se destacou e para P. aeruginosa ATCC a fracdo hexanica teve melhor resultado de
modulacdo com a gentamicina com valores de > CIF < 0,5 para todas as proporcdes,
mostrando ter seguranca na eficicia tanto com concentracdes maiores ou menores da fracéo
acetato de etila.

A resisténcia das P. aeruginosa se da principalmente pela producéo de enzimas beta-
lactamases e metallo-beta-lactamases, sendo também susceptivel a resisténcia cruzada aos
antimicrobianos quando ocorre o uso de multiplos farmacos.Em interacdes com um vegetal o
desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos é dificultada, pois os extratos vegetais
tem caréater hidrofébico que interagem na bicamada lipidica da membrana celular levando ao
aumento da fragilidade do microrganismo ao antibiotico (BURT, 2004 ; MATIAS et al.,
2010).

Os resultados indicam que o extrato e as fracGes de Z. reticulata foram eficazes em
potencializar a acdo antibacteriana dos antibioticos convencionais gentamicina e
ciprofloxacino, frente aos microrganismos avaliados, certificando que plantas medicinais que
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possuem compostos com reconhecida atividade antibacteriana podem modular a acdo de
antibiotico como relatado por Endo et al.(2010),lwazaki et al.(2010), Okusa et al. (2007),Silva
et al.(2015), Coutinhoet al. (2009; 2010), Morais-Braga et al.(2013), Tintino et
al.(2013)dentre outros, evidenciando a possibilidade do uso de produtos naturais deZ.
reticulata como agente modulador para gentamicina e ciprofloxacino frente linhagens de
bactérias resistentes.

Na determinacdo da atividade antioxidante o ensaio de DPPH tem sido amplamente
utilizado tanto para analise de compostos antioxidantes puros como para diferentes extratos de
plantas. O resultado foi expresso por IC50 que mede o quéo forte € a capacidade antioxidante
daquele composto.Quantomenor o 1C50, maior a capacidade de redugédo do DPPH em 50%.
Para a avaliacdo da atividade antioxidante deZ. reticulata, seu extrato e suas frac@es tiveram
sua capacidade sequestrante de radicais livres medidas e comparadas com os padrbes (Tabela
15). Entre as quatro amostras, a atividade de eliminacdo de radicais foi maior para a fragéo de
acetato de etila com o menor valor médio de 1C50 de 53,37 ug.mL™, seguido pela fracéo
cloroférmica(193,76 pg.mL™), extrato etanélico bruto (202,15 pg.mL™) e fracdo hexanica
(213,18 pg.mL™).A atividade antioxidante um pouco melhor da fracdo de acetato de etila em
relacdo as demais pode ser justificada pelo maior teor de compostos fendlicos e flavonoides
encontrados nesta fracdo. O DPPH é um radical livre estavel e sua acdo sequestrante deve-se a
apreensdo de um radical hidrogénio de compostos presentes nos extratos e fragdes, que sdo
geralmente compostos fendlicos. Leite et al. (2014), avaliou o potencial antioxidante e
quantificou fendis e flavonoides presentes nos extratos de Psidium guajava L. var. pyrifera e
Psidium guajava L. var. pomifera e verificou que esta apresentou maior capacidade
antioxidante, assim como maior teor de fenois e flavonoides. Em outros estudos com
diferentes plantas Souza et al. (2014), também afirma que o extrato etandlico de Eugenia
uniflora tem elevada presenca de flavonoides e maior capacidade antioxidante quando

comparada a Psidium sobraleanum.

Tabela 15: Atividade antioxidante deZornia reticulata

PADROES AMOSTRAS
Acido gélico Quercetina EEB F. Hex F. F.
AcOEt  CHCl;
IC50(pug.mL™) 3,37 5,37 202,15 213,18 53,37 193,76

Legenda: Extrato Etandlico Bruto (EEB); Fracdo Hexanica (F. Hex); Fracdo Cloroférmica (F. CHCIs); Fracdo
Acetato de Etila (F. AcCOE).
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4 CONCLUSAO

A Z. reticulata mostrou ser uma via alternativa na busca de compostos que
potencializam acdo de drogas antimicrobianas, de modo que quando testada com bactérias
Gram negativas, observou-se sinergismo em combinacdo com as drogas, assim como também
foi observado potencial antioxidante principalmente na fragdo acetato de etila . Estes dados
sdo promissores e incentivam mais estudos com esta planta, para assim, apoiar as suas
possiveis utilizacbes em terapias antioxidantes e, principalmente, antimicrobianas e
moduladoras. Portanto, a Z. reticulata apresenta-se como um agente modulador da atividade
antimicrobiana, sendo um produto natural que pode representar uma alternativa interessante
nos esforcos para combater doencas infecciosas causadas por bactérias resistentes aos

antibioticos atuais.

CONSIDERACOES FINAIS

Considerando-se as andlises realizadas nesse trabalho pode-se afirmar que a espécie Z.
reticulata é uma planta medicinal com atividades bioldgicas relevantes. A fracdo acetato de
etila € a que apresenta maior quantidade de flavonoides e isso justifica seu potencial
antioxidante, porém, outros ensaiosdeatividade antioxidante por TBAR (substancias reativas
ao acido tiobarbitarico), por inibicdo de peroxidacédo lipidica, por 6xido nitricoe por FRAP
(capacidade antioxidante total) devem ser realizados para confirmar essa ac¢do biologica. As
amostras vegetais da Z. retuculata apresentaram atividade antimicrobiana frente a maioria das
bactérias testadas, entre elas, cepas padrdo ATCC e multirresistente de S. oralis, S. mutans, P.
aeruginosa e E. coli. Na analise dessas amostras vegetais como modificadores da atividade
antibiotica o efeito sinérgico prevaleceu entre as inumeras combinacdes realizadas.E, além de
tudo, no ensaio de citotoxicidade, essa planta teve baixo indice de potencial hemolisante,

principalmente na fracdo cloroférmica. Contudo, € necessario também que outros ensaios
81



toxicologicos sejam realizados. Na analise cromatogréfica realizada, com os padr@es de &cido
caféico, &cido galico, canferol, catequina, rutina e quercetina, ndo foi possivel identificar esses
compostosem todas as amostras da planta. Outros padrbes flavonoidicos devem ser
investigados em estudos futuros para, assim, identificar o possivel marcador
quimicotassondmico deZ. reticulata. Os produtos vegetais derivados deZ. reticulatatem
grande probabilidade de serem alternativas na problemaética das infec¢Ges e da resisténcia dos

microrganismos.
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