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RESUMO 

 

Atualmente doenças infecciosas e agentes estressores ainda representam 

uma importante causa de morbidade e mortalidade entre seres humanos, 

especialmente nos países em desenvolvimento como o Brasil. Atingimos 

um ponto crítico em que novas drogas não estão sendo desenvolvidos no 

ritmo necessário para conter esta capacidade natural dos patógenos de 

adquirir resistência contra os antibióticos. E também é necessário o 

desenvolvimento de novas soluções para reduzir os efeitos deletérios do 

envelhecimento e, portanto prolongar o tempo de vida saudável. Diante 

disso o objetivo deste trabalho identificar e caracterizar metabólicos 

secundário de folhas da Buchenavia tetraphylla e Myrcia hirtiflora com 

ação antimicrobiana e antioxidante. As folhas de B. tetraphylla e M. 

hirtiflora foram coletadas em Buíque-PE, foram secas, moídas e realizada 

uma extração com solventes orgânicos para obtenção de extrato bruto. O 

fracionamento do extrato de melhor atividade foi realizado por 

cromatografia em coluna aberta Sephadex LH-20. Para a determinação da 

atividade antimicrobiana foi utilizado o método de micro diluição, onde 

foi determinado a concentração mínima Inibitória (CMI) e a Mínima 

Microbicida (CMM) contra as linhagens de Candida albicans e 

Staphylococcus aureus. Todos os extratos da B. tetraphylla apresentaram 

anti-C. albicans. Os valores de CMI variaram de 156 a 2500 µg/mL para 

o BTHE; 156 a 1250 µg/mL para o BTCE; 625 a 1250 µg/mL para o BTME 

e 625 a 2500 µg/mL para o BTEE. O BTME apresentou o melhor atividade 

anti-C. albicans. Este extrato demonstrou interações aditivas/sinérgicas 

com o fluconazol. A análise por microscopia eletrônica de varredura sugeriu 

que o BTME interfere na divisão celular e no desenvolvimento de C. 

albicans. O BTME apresentou valores de IC50 981 e 3935 µg/mL, contra 

macrófagos J774 e eritrócitos humanos, respectivamente. Este extrato  

também aumentou  a produção de óxido 
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nítrico pelos macrófagos J774. Para a determinação da atividade 

antioxidante foi utilizado várias metodologias, como: DPPH, ABTS, 

Dosagem de compostos fenólicos e flavonóides. Devido às suas maiores 

propriedades antioxidantes, o extrato metanólico (BTME) foi escolhido 

para ser fracionado por cromatografia em coluna Sephadex LH-20. Duas 

frações de BTME (BTFC e BTFD) foram as frações mais ativas. O pré- 

tratamento com essas frações protegeu as larvas de T. molitor do estresse 

induzido pela inoculação de E. coli inativada pelo calor. Da mesma forma, 

BTFC (10mg/Kg e 20mg/Kg) e BTFD (10mg/Kg e 20mg/Kg) aumentaram 

a vida útil das larvas infectadas com uma dose letal de E. coli 042 

enteroagregativa. Também foram destados os extratos das folhas de 

M. Hirtiflora onde apresentou um aumento de vida útil das larvas com o 

extrato MHME (25mg/Kg). Os dados de RMN indicaram a presença de 

compostos alifáticos (terpenos, ácidos graxos, carboidratos) e compostos 

aromáticos (compostos fenólicos). Esses achados sugerem que os extratos 

utilizados são candidatos promissores para o desenvolvimento de agentes 

antioxidantes e anti-infecciosos. Assim, com esses dados estimular novas 

pesquisas sobre aspectos farmacológicos e citotóxicos dos extratos/frações 

da Buchenavia tetraphylla e Myrcia hirtiflora a fim de apoiar a sua 

aplicação como agente antimicrobiano e antioxidante. 

 

 
Palavras-chave: Buchenavia tetraphylla; Myrcia hirtiflora; Caatinga; 

Tenebrio molitor; Resistência microbiana. 
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ABSTRACT 

 

Currently, infectious diseases and stressors still represent an important 

cause of morbidity and mortality among human beings, especially in 

developing countries such as Brazil. We have reached a critical point where 

new drugs are not being developed at the pace necessary to curb this 

natural ability of pathogens to acquire resistance against antibiotics. And it 

is also necessary to develop new solutions to reduce the deleterious effects 

of aging and, therefore, prolong a healthy life span. Therefore, the objective 

of this work is to identify and characterize secondary metabolites of leaves 

of Buchenavia tetraphylla and Myrcia hirtiflora with antimicrobial and 

antioxidant action. The leaves of B. tetraphylla and M. hirtiflora were 

collected in Buíque-PE, dried, ground and extracted with organic solvents 

to obtain a crude extract. The fractionation of the extract with the best 

activity was performed by Sephadex LH-20 open column chromatography. 

The microdilution method was used to determine the antimicrobial activity, 

where the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum 

microbicidal concentration (MMC) were determined against Candida 

albicans and Staphylococcus aureus strains. All extracts of B. tetraphylla 

showed anti-C. albicans. CMI values ranged from 156 to 2500 µg/mL for 

BTHE; 156 to 1250 µg/mL for BTCE; 625 to 1250 µg/mL for BTME and 

625 to 2500 µg/mL for BTEE. BTME showed the best anti-C activity. 

albicans. This extract has demonstrated additive/synergistic interactions 

with fluconazole. Scanning electron microscopy analysis suggested that 

BTME interferes with cell division and development of C. albicans. The 

BTME presented IC50 values of 981 and 3935 µg/mL, against J774 

macrophages and human erythrocytes, respectively. This extract also 

increased nitric oxide production by J774 macrophages. For the 

determination of the antioxidant activity, several 
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methodologies were used, such as: DPPH, ABTS, Dosage of phenolic 

compounds and flavonoids. Due to its higher antioxidant properties, the 

methanolic extract (BTME) was chosen to be fractionated by Sephadex LH-

20 column chromatography. Two BTME fractions (BTFC and BTFD) were 

the most active fractions. Pretreatment with these fractions protected 

T. molitor larvae from the stress induced by heat-inactivated E. coli 

inoculation. Likewise, BTFC (10mg/Kg and 20mg/Kg) and BTFD 

(10mg/Kg and 20mg/Kg) increased the lifespan of larvae infected with a 

lethal dose of enteroaggregative E. coli 042. The extracts of M. Hirtiflora 

leaves were also highlighted, which showed an increase in the useful life of 

the larvae with the MHME extract (25mg/Kg). NMR data indicated the 

presence of aliphatic compounds (terpenes, fatty acids, carbohydrates) and 

aromatic compounds (phenolic compounds). These findings suggest that 

the extracts used are promising candidates for the development of 

antioxidant and anti-infective agents. Thus, with these data stimulate 

further research on pharmacological and cytotoxic aspects of 

extracts/fractions of Buchenavia tetraphylla and Myrcia hirtiflora in order  

to support their application as an antimicrobial and antioxidant agent. 

 

 
Keywords: Buchenavia tetraphylla; Myrcia hirtiflora; Caatinga; Tenebrio 

molitor; Microbial resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Em milhares de anos vem se descobrindo que os produtos naturais 

tem desempenhado um papel fundamental na saúde da população em 

diversas culturas. O uso de plantas medicinais tem alcançado seus objetivos 

pela medicina tradicional usada mundialmente e são utilizadas pela 

humanidade buscando o alívio e cura de doenças (LEANDRO, et al 2017; 

VERRI, et al 2017; SILVA, et al 2017). 

A caatinga é um bioma exclusivo brasileiro localizado 

majoritariamente na região do semiárido nordestino (MESQUITA, et al 

2017; ALVALÁ, et al 2019). Nosso grupo, Núcleo de Bioprospecção da 

Caatinga – NBioCaat, têm demonstrado o potencial biotecnológico de 

plantas provenientes da Caatinga, com especial foco nas ações 

antimicrobiana (DA SILVA, et al 2013; ARANDA-SOUZA, et al 2012) e 

antioxidante (DA SILVA, et al 2011). Os produtos naturais provenientes de 

plantas têm grande importância na prospecção de novos agentes 

farmacológicos devido à larga variabilidade estrutural que culmina na 

inibição de patógeno infeccioso por diferentes vias metabólicas e de agentes 

oxidantes. Diante disso consideramos um domínio pouco explorado, como 

a Caatinga, um ecossistema rico em biomoléculas tornando-se um celeiro 

com potencial biotecnológico. 

O domínio da caatinga que se localiza no Nordeste do Brasil. Estima-

se que esse domínio possui cerca de 159 famílias, 1.141 gêneros e 

4.547 espécies vegetais. Dentre essas famílias tem a Combretaceae e 

Myrtaceae. 

A Família Combretaceae consiste em 20 gêneros e aproximadamente 

400 espécies de árvores, arbustos ou lianas, às vezes com troncos eretos e 

monopodiais sustentando uma séria de ramos 
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horizontais e simpodiais. Dos 20 gêneros da família Combretaceae, cinco 

gêneros são nativos do Brasil: Buchenavia, Combretum, Conocarpus, 

Terminalia e Thiloa. O gênero Buchenavia têm evidenciado propriedades 

antimicrobianas e antioxidantes. Dentre o gênero Buchenavia, temos 

Buchenavia tetraphylla é conhecida popularmente no Brasil como 

“Tanimbuca” (GLÓRIA, 2014; MININEL, 2015). 

A família botânica Myrtaceae está inserida na classe das Myrtales ou 

Myrtiflorae, que consiste em 132 gêneros e aproximadamente 5600 

espécies. Dos 132 gêneros da família Myrtaceae, três gêneros são os mais 

estudadas: Myrcia DC, Eugenia L. e Psidium L. Dentre o gênero Myrcia, 

temos Myrcia hirtiflora é conhecida popularmente no Brasil como 

“Batinga-da-borda” (MORAIS, 2014; BHUYAN, 2017). 

Doenças infecciosas e agentes estressores ainda representam uma 

importante causa de morbidade e mortalidade entre seres humanos, 

especialmente nos países em desenvolvimento como o Brasil. Atualmente 

atingimos um ponto crítico em que novas drogas não estão sendo 

desenvolvidos no ritmo necessário para conter esta capacidade natural dos 

patógenos de adquirir resistência e defender-se contra os antibióticos 

(SANTOS, et al 2018; GONÇALVES, et al 2018). E também é necessário 

o desenvolvimento de novas soluções para reduzir os efeitos deletérios do 

envelhecimento e, portanto prolongar o tempo de vida saudável (VALKO, 

et al 2007; JOHNSON, 2013; ZAMBERLAN, 2018). 

Doenças infecciosas ainda representam uma importante causa de 

morbidade e mortalidade entre seres humanos, especialmente nos países em 

desenvolvimento como o Brasil. Atualmente atingimos um ponto crítico em 

que novas drogas não estão sendo desenvolvidos no ritmo necessário para 

conter esta capacidade natural dos patógenos de adquirir resistência e 

defender-se contra os antibióticos (RODRÍGUEZ-ROJAS, et 
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al 2013 ; RODRÍGUEZ-ROJAS, et al 2014). Dentre os agentes patogênicos 

humanos, Staphylococcus aureus tem sido destacado devido à capacidade 

de expressar uma variedade de fatores de virulência que facilitam a adesão 

celular, a evasão do sistema imune, danos à célula hospedeira e provocam 

os sintomas de doença (DU TOIT, 2014). 

Diversos agentes estressores são reconhecidos por antecipar ou 

intensificar o envelhecimento, como por exemplo, as espécies reativas de 

oxigênio (EROS). Estes compostos são produzidos fisiologicamente pela 

célula e desempenham funções cruciais para a manutenção da homeostase. 

Contudo quando em excesso, seja por aumento na produção ou por falha 

nos mecanismos de remoção, EROS causam sérios danos celulares que 

podem desencadear diversas doenças, como o envelhecimento precoce e 

câncer, e por fim provocar a morte (VALKO, et al 2007). Retardar ou 

reduzir o aparecimento de várias doenças de fim de vida poderia ter um 

benefício muito maior do que tratamentos direcionados a cada doença 

específica (MILLER, 2002). 

Diversos modelos experimentais têm sido utilizados para avaliar a 

ação antimicrobiana/anti-virulência e antioxidante de novos compostos, 

dentre eles estão aqueles que usam insetos como Tenebrio molitor 

(cascidunho amarelo). O T. molitor têm sistemas fisiológicos conservados 

como os mecanismos relacionados a imunidade inata (produção de espécies 

reativas e peptídeos antimicrobianos, fagocitose, etc.) (DE SOUZA, et al 

2015). 

No entanto, T. molitor, como outros organismos, é susceptível, a 

patógenos (como S. aureus) que são capazes de persistir dentro do inseto 

infectado e provocar alterações em: tecidos, hemolinfa, e fagócitos (HAN, 

2016). Neste modelo também é susceptível aos danos oxidativos gerados 

pelo excesso de EROS, como ocorre na inflamação. Quando em excesso, 
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as EROS podem interagir comprometendo funções diversas em tecidos e 

órgãos com isso danificando carboidratos, proteínas, lipídeos e ácidos 

nucleicos (LI, et al 2016). 

No Brasil, larvas de T. molitor são amplamente utilizadas e 

comercializadas como ração animal (aves e répteis) devido a sua facilidade 

de manuseio e curto ciclo de vida (HAN, et al 2016). Estas características 

têm favorecido o uso deste inseto como modelo alternativo para estudos in 

vivo de patogenicidade e de toxicidade (McGONIGLE, et al 2016). Neste 

trabalho foi avaliado o potencial antimicrobiano e antioxidante dos extratos 

brutos e frações do extrato bruto metanólico da Buchenavia tetraphylla e 

Myrcia hirtiflora. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.1 Plantas medicinais 
 

As plantas medicinais têm desempenhado um papel fundamental na 

saúde da população em diversas culturas. O uso de plantas medicinais tem 

alcançado seus objetivos pela medicina tradicional usada mundialmente e 

tem apresentado sua importância principalmente nos países em 

desenvolvimento até os dias de hoje. Da biodiversidade podemos extrair 

e/ou produzir alimentos, cosméticos e novos materiais. Desde os tempos da 

civilização humana dependemos diretamente de plantas medicinais com 

suas propriedades terapêuticas que incluem produtos minerais, animais e 

vegetais como fonte de nutrientes, no tratamento de doenças, na construção 

de moradias e na confecção de vestimentas (SCHIAVON, 2015; FILHO, 

2014; SILVA, et al 2012; AGRA, et al 2008). 

No Brasil, o uso de plantas medicinais tem sido utilizado como recurso 

terapêutico muito importante para o tratamento de patologias. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) avalia que muitas pessoas da 

população no mundo fazem uso de plantas medicinais como recurso natural 

para a saúde. Esse uso frequente é principalmente em comunidades que 

têm dificuldade de acesso ao medicamento alopático, favorecendo o hábito 

do uso de plantas medicinais (LEITÃO, et al 2013; BITU, et al 2015; 

COSTA, et al 2012; AMENI, et al 2015). 

As plantas possuem compostos bioativos importantes para o 

desenvolvimento de um fármaco, que são chamados de compostos 

bioativos. Desta forma, o uso de planta para fins de pesquisa tem despertado 

interesse pelo conhecimento de seus metabólitos secundários. 
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Eles são de extrema importância para o desenvolvimento de um 

medicamento. Os compostos bioativos são resultados de influência física, 

química e biológica encontrados na natureza, esses compostos são 

responsáveis pelos efeitos medicinais ou tóxicos das plantas. (FILHO, 

2014; SCHIAVON, 2015; MININEL, 2015; ALVES, et al 2008; SHER, 

2009). 

 

 

2.2 Caatinga 
 

As florestas tropicais e subtropicais ocupam 40% do globo terrestre, 

entre as quais 42% corresponde pelas florestas secas, onde está inclusa a 

caatinga. O domínio da caatinga que se localiza no Nordeste do Brasil, é 

conhecida por ser um local seco ocasionado pela má distribuição de chuvas 

na região (MOREIRA, et al 2006; ALBUQUERQUE, et al 2005). 

É um domínio brasileiro que ocupa 11% do território do Brasil e 60% 

da região nordestina, chegando a medir aproximadamente 900 mil km2 de 

dimensão territorial, que abrange os estados de Minas Gerais, Bahia, 

Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte, Ceará e Piauí 

(Figura 1 – delimitada na linha em vermelho). Possui uma vasta 

diversificação em sua vegetação e é uma flora pouco pesquisada e que 

possui várias espécies de árvores e arbustos. Estima-se que esse domínio 

possui cerca de 159 famílias, 1.141 gêneros e 4.547 espécies vegetais. 

Dessas, 318 espécies são consideradas endêmicas (MOREIRA, et al 2006; 

FILHO, 2014). 
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Figura 1: Mapa do Brasil com a localização do domínio Caatinga. 
 

 

 

Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br 

 

 

2.3 Família Combretaceae 
 

A família botânica denominada de Combretaceae está inserida na 

classe das Myrtales, que consiste em 20 gêneros e aproximadamente 400 

espécies de árvores, arbustos ou lianas, às vezes com troncos eretos e 

monopodiais sustentando uma séria de ramos horizontais e simpodiais. 

Predominantemente ocorrem em áreas tropicais e subtropicais e estão 

largamente nas regiões da Ásia, África ocidental e região nordeste do Brasil 

(SOUSA, 2010; GLÓRIA, 2014; LINSINGEN, et al 2009). 

SILVA, et al (2005), descreve essa família da seguinte forma: 
 

Árvores, arbustos ou subarbustos geralmente 

escandentes. Folhas opostas ou alternas, simples, inteiras, 

pecioladas, sem estípulas, com indumento de tricomas 

http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/
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combretáceo-compartimentados, escamiformes ou glândulas 

pedunculadas. Inflorescências em espigas, panículas de espigas, 

racemos ou panículas, terminais ou axilares, às vezes capitadas. 

Brácteas muitas vezes presentes. Flores actinomorfas ou 

zigomorfas, frequentemente hermafroditas, raramente diclinas, 

tetrâmeras ou pentâmeras; hipanto dividido em duas partes, a 

inferior envolvendo o ovário e a superior em tubo curto ou 

alongado, terminando nos lobos do cálices. Lobos do cálice 4 

ou 5, às vezes pouco desenvolvidos. Pétalas 4,5 ou ausentes 

pequenas ou conspícuas, inseridas entre os lobos do cálice. 

Estames geralmente 8 ou 10, inseridos em 2 verticilos, exsertos, 

às vezes com filetes curtos, anteras versáteis ou adnatas aos 

filetes, rimosas. Disco nectarífero bem desenvolvido ou nulo. 

Ovário ínfero ou semi-ínfero (Strephnonema), unilocular, 2-6 

óvulos pêndulos. Fruto indeiscente, seco ou carnoso, às vezes 2-

5 alado. Sementes sem endosperma, cotilédones convolutos ou 

plicados. 

 

 
2.3.1 Buchenavia tetraphylla 

 

Dos 20 gêneros da família Combretaceae, cinco gêneros são nativos 

do Brasil: Buchenavia, Combretum, Conocarpus, Terminalia e Thiloa. 

Muitas espécies pertencentes a estes gêneros são utilizadas 

tradicionalmente para tratar dores abdominais, conjuntivite, úlceras 

gástricas, hemorragias, doenças de pele, câncer, infecções bacterianas, 

febre, dores de cabeça e doenças venérias. Diante disso, há interesse em 

realizar estudos científicos para comprovar que extratos e compostos 

isolados desta família apresentam fortes atividades biológicas, tais como: 

antimicrobiana, anti-inflamatória, ansiolítica, antioxidante, citotóxica e 
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antiprofilerativa (MININEL, 2015; SOUSA, 2010; BESSONG, et al 

2005; GLÓRIA, 2014). 
 

Pesquisas desenvolvidas com a espécies do gênero Buchenavia vêm 

aumentando e já se descobriu, por meio de isolamento e identificação de 

compostos, tais como taninos, terpenos, flavonóides, carboidratos, 

triterpenos, entre outros, que possuem propriedades biológicas. Estes 

compostos são os responsáveis por apresentarem propriedades biológicas 

comprovadas por essas pesquisas. Estudos recentes envolvendo espécies do 

gênero Buchenavia têm evidenciado propriedades antimicrobianas e 

antioxidantes referentes aos extratos e também aos compostos isolados 

(OLIVEIRA, et al 2012; FILHO, 2014). 

 

 
Figura 2. (A): Folha e fruto da Buchenavia tetraphylla, (B): 

Exsicata da Buchenavia tetraphylla depositada no herbário do Instituto 

Agronômico de Pernambuco - IPA 

 

  

 

Fonte: (A): www.herbariovaa.org; (B): Autor, 2020. 

http://www.herbariovaa.org/
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2.4 Família Myrtaceae 
 

A família botânica denominada de Myrtaceae está inserida na classe 

das Myrtales ou Myrtiflorae, que consiste em 132 gêneros e 

aproximadamente 5600 espécies. Está dividida em Leptospermoideae e 

Myrtoideae, que são duas subfamílias. As Leptospermoideae apresentam 

folhas alternadas e frutos secos, já as Myrtoideae apresentam folhas opostas 

e frutos carnosos. Predominantemente a subfamília Leptospermoideae está 

distribuida na Austrália e a subfamília Myrtoideae está localizada na 

América do Sul e Central. No Brasil tem registros de 23 gêneros e 

aproximadamente 997 espécies, distribuídas na Norte, Nordeste, Centro-

oeste, Sudeste e Sul. (LEGRAND; KLEIN, 1978; SACRAMENTO, 2007; 

SARMENTO, 2012; MORAIS, 2014; THE 

PLANT LIST, 2018). 
 

WILSON, et al (2001), descreve essa família da seguinte forma: 
 

Arbustos ou subarbustos. Folhas inteiras contendo 

cavidades oleíferas, ovário semi-ínfero a ínfero, estames 

geralmente numerosos, floema interno, e pontuações 

guarnecidas nos vasos de xilema. As folhas inteiras podem 

apresentar disposição alterna, oposta ou oposta cruzada, com 

presença de pontuações e pequenas estípulas. Pode ocorrer 

cauliforia. Flores são na maioria das vezes brancas, mas podem 

apresentar coloração avermelhada. São hermafroditas, efêmeras, 

com simetria radial, geralmente pentâmeras, mono ou 

diclamídeas. O receptáculo pode ser bem desenvolvido, a corola 

quando suprimida apresenta um cálice gamossépalo com 

deiscência transversal e frequentemente observa-se a presença 

de vários estames. O ovário pode ser pentacarpelar e 

pentalocular, apresentando muitos óvulos, e varia de súpero a 
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semi- ínfero, até ínfero. Fruto pode ser do tipo baciforme ou 

capsular loculicida, e as sementes podem ser tipo aladas e 

apresentar poliembrionia. 

Dos 132 gêneros da família Myrtaceae, três gêneros são os mais 

estudadas: Myrcia DC, Eugenia L. e Psidium L. Muitas espécies 

pertencentes a estes gêneros são utilizadas na medicina popular como: 

antidiurético, antirreumático, broncodilatador, antiflamatório, 

antibiabeticos, antitérmicos, anti-hemorrágicos e antidislipidémicos 

(CRUZ, 2004). Diante disso, há interesse em realizar estudos científicos 

para comprovar que extratos desta família apresentam fortes atividades 

biológicas, tais como: antiinflamatório, antioxidante, antimicrobiana e 

anticancer (KLAFKE, 2016; DUARTE, 2006; KNEZEVIC, 2016; 

BHUYAN, 2017). 

 

 

2.4.1 Myrcia hirtiflora 
 

Myrcia hirtiflora é conhecida popularmente no Brasil como “Batinga-

da-borda”. Essa espécie apresenta flores merosas, os lóbulos ovados do 

cálice vértices arredondados, sem reflexos e 2-4 panículas agrupadas em 

grupos subtendidos por brácteas pequenas (Figura 3A). (SIQUEIRA, 2014; 

LIMA, 2017). 
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Figura 3. (A): Folha e flores da Myrcia hirtiflora e (B): Exsicata da 

Myrcia hirtiflora depositada no herbário do Instituto Agronômico de 

Pernambuco - IPA. 

 

 

 

 

Fonte: (A): www.flickr.com.br; (B): Autor, 2020. 

 

 

2.5 Compostos Bioativos derivados de tecidos vegetais 
 

Há séculos a comunidade vem utilizando extratos derivados das partes 

de plantas para tratar patologias. As plantas, diferente da maioria dos 

animais, estão em situações menos favoráveis ou estressantes, devido pela 

sua ausência de movimentos. Diante disso desenvolvem substâncias, os 

metabólicos secundários, que as auxiliam em sua sobrevivência ao meio 

em que vive (FILHO, 2018; Da SILVA 2016). 

Muito tempo atrás acreditou-se que essas substâncias, os metabolitos 

secundários, eram produzidas sem função específica, e elas eram utilizadas 

pelas plantas para algum tipo de desintoxicação ou resultado de algum erro 

no metabolismo vegetal, e diante disso sem nenhum valor para 

http://www.flickr.com.br/
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a população humana. Só na década de 1950, foi elucidado a importância 

dessas substâncias para a vida das plantas e para a população (DOS 

SANTOS, 2015). 

Os metabólitos secundários são produzidos por processos de interação 

com o meio ambiente e por predadores, que são produzidos como forma de 

defesa. Vários fatores estão envolvidos como: temperatura, umidade, 

luminosidade, disponibilidade de água, radiação, sazonalidade, entre outras 

(Figura 4) (FILHO, 2018). 

 

 
Figura 4. Fatores que podem influenciar a produção de metabólitos 

secundários. 
 

 

 

Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007). 

 

 

Fatores bióticos e abióticos podem interferir na qualidade e 

quantidade de metabólitos secundários de uma planta em determinado 
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momento e local. Dentre os metabólitos existem três grandes classes: os 

terpenos, os alcaloides e os compostos fenólicos, que são derivadas a 

partir de três vias metabólicas principais (Figura 5): via do acetato- 

malonato, via do acetato- mevalonato e a via do ácido chiquímico. Para uma 

dessas três vias metabólicas serem ativadas elas dependem diretamente dos 

metabolitos primários, como carboidratos, proteínas, ácidos nucleicos e 

lipídeos, que estão envolvidos em processos biológicos para a vida da 

planta, tais como: respiração, fotossíntese e formação de novos tecidos nas 

plantas (FILHO, 2018; Dos SANTOS, 2015; Da SILVA 2016). 

Diante da complexidade de formação dos metabólitos secundários, 

essas substância possuem propriedades farmacológicas que são 

biossintetizados como mecanismo de defesa desses vegetais, que já foram 

descritas em literatura como atividades: inseticida (Bessa et al, 2019; 

MERCÊS et al, 2018; LOPES et al, 2018), antioxidante (SILVA et al, 

2020; CORDEIRO et al, 2018), inibição de formação de biofilme 

(MALAFAIA et al, 2018), antimicrobiana (FILHO et al, 2020; SANTOS 

et al, 2019). 
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Figura 5. Síntese de metabolitos secundários de plantas medicinais. 
 

 
 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 

2.5.1 Compostos Fenólicos 
 

Os compostos fenólicos são substâncias essenciais para o crescimento, 

reprodução dos vegetais e que também tem um papel importante como 

agente antipatogênico e contribuem na pigmentação das espécies 

(SILVEIRA, 2018). 

Os Polifenóis possuem compostos com diversas estruturas e estão 

representados por mais de 8.000 compostos, que são apresentam como 

estrutura principal um anel aromático com um ou mais grupos hidroxila 

(PINTO, 2018). Os compostos fenólicos possuem características 

antioxidantes por terem elementos químicos em sua estrutura que dão esta 

função química e apresentar propriedades redutoras. Essas substâncias 

pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande diversidade 
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de estruturas, simples e complexas, que possuem pelos menos um anel 

aromático no qual, ao menos, um hidrogênio é substituído por um 

grupamento hidroxila. Esta classe abrange as xantonas, flavonoides, 

lignanas, antraquinonas, taninos, cumarinas, dentre outras (Figura 6) 

(SIMÕES, et al 2001). 

 

 
Figura 6. Classificação dos Compostos fenólicos/Polifenóis. 

 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 

2.5.2 Flavonoides 
 

Os Polifenólicos são produzidos no citosol e vacúolos dos vegetais. 

Dentre suas subclasses estão os flavonoides que possuem um baixo peso 

molecular. Os flavonóides representam um dos metabolitos secundários 

mais importantes entre compostos fenólicos de plantas medicinais e são 

encontrados me raízes, folhas, flores e frutos. Este grupo pode ser subdivido 

em seis classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonóis, flavanóis e 

antocianinas (Figura 7) (SANTOS, 2017; SILVEIRA, 2018). 
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Figura 7. Classificação dos Flavonoides. 
 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 

 

 

Encontram-se flavonóides em diversas formas estruturais e funções 

como, proteção contra os raios ultravioleta, antioxidantes, antimicrobiana. 

As ações antioxidantes dos flavonóides são de reduzir os níveis de radicais 

livres e proteção das células contra os fenômenos da peroxidação das 

membranas lipídicas neutralizando o estresse oxidativo (SIMÕES, 2001; 

RODRIGUES, 2016). 

A estrutura química principal dos flavonoides é formada por 15 átomos 

de carbono constituído por dois anéis de benzeno (A e B como mostrado na 

Figura 8), ligado por meio de uma cadeia três carbonos entre elas e um 

oxigênio como heteroátomo (C) (SANTOS, 2017). 
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Figura 8. Estrutura básica dos flavonoides. 
 

 

 

Fonte: SANTOS, 2017. 

 

 

Segundo PEREIRA 2018, os flavonoides são biossintetizados da seguinte 

forma: 

A estrutura comum dos flavonoides é biossintetizada a partir 

dos metabólitos que são derivados do ácido chiquímico e 

acetil-coA. O ácido chiquímico produz a fenilalanina que é 

o precursor inicial da síntese dos flavonoides. O aminoácido 

fenilalanina é desaminado pela enzima fenilalanina-amónia-

líase (PAL) e produz o ácido cinâmico. Este é convertido em 

ácido p-cumárico por ação da enzima 4-hidroxilase 

cinamato. Por conseguinte, ocorre a adiação da CoA, 

catalisada pela enzima p-cumarato/CoA liase originando a 

p-cumaroil-CoA. A p-cumaroil-CoA, ao reagir com três 

moléculas de malonil-CoA forma a calcona. Esta reação é 

catalisada pela enzima calcona sintetase. Finalmente, ocorre 

a ciclização do anel da calcona pela ação da enzima calçona 

isomerase, originando a flavanona (naringenina), como 

núcleo básico de todos os 
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flavonoides. Assim, nos flavonoides o anel S é formado 

via acetil CoA, o anel B via ácido chiquímico e o anel C 

deriva do fosfoenolpiruvato. 

 

 
2.5.3 Catequina 

 

A Catequina é um flavonoide, na subdivisão dos Flavanóis (Figura 9), 

mais distribuído na natureza e está presente em bebidas e frutas, incluindo 

chá verde, vinho tinto, maçãs e chocolate (PORTO, 2002; BEZERRA, 

2012). Possui uma ação potencial antioxidante dentre os agentes de origem 

vegetal. Devido a sua alta atividade antioxidante consegue reduzir a 

formação das EROS, regenera ou mantem o α- tocoferol e tem a capacidade 

de quelar os metais de transição (Fe2+ e Cu2+) que estão envolvidos na 

formação das EROS (ANTUNES, 2011). 

 

 
Figura 9. Classificação da catequina. 

 

 

 

Fonte: Autor, 2021. 
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Em sua molécula estrutural possui um anel floroglucinol (A), um anel 

pirânico (C) e um anel catecol (B) (Figura 10) (PORTO, 2002), que lhe dá 

uma importante ação antioxidante, caracterizando um agente terapêutico 

potencial contra doenças como, diabetes, cardiovasculares e dislipidemias 

(CAVALCANTE, et al 2020). 

 

 
Figura 10. Estrutura molecular da Catequina. 

 

 

 

Fonte: BEZERRA, 2012. 

 

 

2.6 Aplicações terapêuticas dos metabólicos secundários 

 

 

2.6.1 Atividade Antioxidante 
 

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 

a população brasileira em 2060, o percentual de pessoas com mais de 65anos 

passará dos atuais 9,2% para 25,5%, que estes dados caracterizam uma 

trajetória de envelhecimento (IBGE, 2018). O mecanismo de oxidação está 

diretamente ligado ao envelhecimento, pois 
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substâncias oxidantes podem se formar dentro da parede celular 

ocasionando a diminuição da vida útil. Compostos Bioativos com 

atividades antioxidantes, como compostos fenólicos, tem a capacidade de 

absorver e neutralizar estes radicais livres que são produzidos pelos 

mecanismos normais de oxidação celular (NOVAES, 2013). 

Os flavonoides possuem uma atividade antioxidante efetiva devido 

ao sequestro de radicais livres eficiente e por possuir propriedades quelante 

de íons metálicos, devido a essas propriedades têm efeito estabilizadora de 

membrana podendo afetar processos do metabolismo. A propriedade 

antioxidante é determinada pela inibição do radical hidroxil (●OH) e o 

ânion superóxido (O2-●), que são espécies altamente reativas na 

peroxidação lipídica. A quercetina inibe a xantina oxidase, a peroxidação 

lipídica e sequestra os radicais de oxigênio. O radical hidroxil e o   ânion 

superóxido, que são exemplos de radicais de oxigênio, causam o danos 

tecidual devido a peroxidação lipídica. Outras propriedades também 

importantes da quercetina é a estabilizadora e quelante do ferro (BEHLING 

et al, 2004). 

 

 
2.6.1.1 Compostos Antioxidantes 

 

As Biomoléculas antioxidantes são substâncias que interagem com os 

radicais livres, bloqueando o processo oxidativo e desta forma retarda ou 

inibi as EROS (Espécies Reativas de Oxigênio), o equilíbrio entre os 

radicais livres e o sistema de defesa antioxidante são essenciais para a 

contribuição de uma maior longevidade. O organismo desenvolveu 

mecanismos de defesa para evitar os danos caudados pelos processos 

oxidativos. Esses classificados em dois mecanismos de defesa que podem 

bloquear ou retardar danos causados pelos radicais livres: enzimáticos e 

não-enzimáticos. Os enzimáticos são aqueles presentes em nosso 
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organismo e são ativados por estímulos e os não-enzimáticos são adquiridos 

pela dieta (FILHO, 2014; VARGAS, et al 2008; RENZ, 2003). 

A ação dos antioxidantes pode ser acompanhado por variados 

mecanismos, desde a remoção de oxigênio, sequestro dos metais 

catalisadores da formação de radicais livres, aumento de produção de 

antioxidante endógenos ou mesmo a interação de mais de um mecanismo 

(RENZ, 2003). 

 

 
2.6.1.2 Estresse Oxidativo 

 

O estresse oxidativo é um desequilíbrio metabólico entre os sistemas 

pró e antioxidante do organismo, que é causado pelas EROS – espécies 

reativas de oxigênio. As EROS são moléculas altamente reativas por terem 

um par de elétrons não pareados na última camada, com isso tornam-se 

potentes agentes oxidantes. As EROS, como o radical hidroxila (OH•), 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e ânion superóxido (O2•-), são resultantes 

do metabolismo celular normal e tem um papel importante no 

funcionamento e sinalização celular (OLIVEIRA, 2012; PEDROSA, 2013; 

MACHIELA, et al 2016). 

No entanto, devido a sua reatividade, em altas concentrações podem 

comprometer funções diversas de tecidos e órgãos danificando 

carboidratos, proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos, isso contribui para o 

desenvolvimento de várias patologias, como câncer, envelhecimento, 

diabetes, doenças cardiovasculares e outras doenças degenerativas em 

humanos (MACHIELA, et al 2016; RUIZ, et al 2016). 

Normalmente ocorre a produção de EROS em nosso organismo como 

uma forma de preservação de várias funções fisiológicas. Isso acontece 

para manter seu funcionamento normal, com isso o nosso 
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organismo utiliza reações de óxido-redução em alguma ou várias etapas 

do seu processo (Figura 11). Por outro lado, o nosso organismo produz 

enzimas e moléculas que neutralizam essas EROS produzidas em excesso, 

mantendo a homeostase redox, chamada de regulação redox. Em condições 

normais, o sistema antioxidante dos organismos aeróbios é capaz de inibir 

os efeitos nocivos das EROS (MACHIELA, et al 2016; OLIVEIRA, 2012). 

 

 
Figura 11. Fontes Endógenas e Exógenas produtoras de espécies reativas. 

 

 

 

Fonte: Autor, 2020. 

 

 

2.6.1.3 Formação de Espécies Reativas de Oxigênio (EROS) 
 

De acordo com sua configuração eletrônica, o oxigênio recebe um 

elétron de cada vez tornando-o compostos reativos. Os radicais superóxido 

(O2•-) são os primeiros a se formarem reduzindo o oxigênio até a água e 

formando também uma hidroxila (HO•), sendo transformado a parti dele 

outros EROS. A hidroxila é uma dos oxidantes mais potentes, 
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pode passar pela membrana e reagir com moléculas como lipídeos 

insaturados e DNA (RENZ, 2003). 

O2 e- O2• - e- + 2H- H2 O2 

H2O 

OH• e- + H+ 

 

 
H2O 

 

Outras transformações de EROS podem ser formadas na mitocôndria, 

como a oxidação da semiquinona a partir da ubiquinona. Pode observar na 

equação abaixo: 

O2 +UqH• O2
- + Uq + H+ 

Reações de formações EROS no retículo endoplasmático a partir da 

citocromo P450 e a partir da flavoproteína NADPH-Citocromo P450 redutase: 

 

 
O2 + Fe 2+ O2

- + Fe 3+
 

Reações de formação de EROS no citosol pela enzima xantina oxidase 

(RENZ, 2003): 

O2 + xantina O2
- + ácido úrico 

 

 
2.6.1.4 Mecanismos de defesa antioxidante Enzimático e Não 

Enzimático 

O sistema antioxidante classifica-se em enzimático e não enzimático. 

O enzimático são substâncias que neutralizam os radicais livres, reduzindo-

os pela adição de um elétron do íon hidrogênio, como superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) (MICHIELA, et al 

2016). 

e- + H+ 
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A superóxido dismutase (SOD) transforma dois ânions radicais 

superóxido em um peróxido de hidrogênio. Não penetra nas células e possui 

uma meia vida curta e sua ação está na destruição do O2
-. Dependendo do 

metal associado à SOD pode ocorrer de três formas: Fe em bactérias, Cu e 

Zn no citoplasma de eucariontes e Mn na matriz mitocondrial (RENZ, 

2003; BEZERRA, et al 2015; NAHAR, et al 2016). 

SOD –Cu 2+ + O2
- SOD-Cu+ + O2 

SOD –Cu 2+ + O2
- + 2H + SOD-Cu2+ + H2O2 

A catalase é outro antioxidante enzimático, que tem a capacidade de 

transformar o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio. Está localizado 

nos peroxissomas e possui ação de dismutação de H2O2. Em alguns órgãos 

como: coração, pulmão e o cérebro, onde possuem pouco peroxissomas, 

tem uma ação diminuída da catalase. Quando os radicais livres atingem a 

circulação sanguínea ocorre a ação antioxidante desta enzima, através da 

catalase eritrocitária (RENZ, 2003; BEZERRA, et al 2015; MICHELI, et 

al 2016). 

2 H2O2        
Catalase       O2 + 2H2O 

A glutation peroxidase (GPx) está localizada no citosol e na matriz 

mitocondrial. Igualmente a catalase é doador de elétrons. Sua ação ocorre 

na dismutação de H2O2 (RENZ, 2003; BEZERRA, et al 2015). 

O sistema não enzimático é formado por muitas substâncias, entre elas 

a GSH, principal composto antioxidante endógeno e intracelular, além das 

vitaminas tocoferóis, β-caroteno e ascorbato. A vitamina C (ascorbato), por 

ser hidrossolúvel, possui ação maior no plasma sanguíneo, já a vitamina E 

(tocoferol) tem maior ação na membrana celular, por ser lipossolúvel. Os 

carotenóides, β-caroteno precursores da vitamina A, agem como 

sequestrantes de lipoperóxidos na circulação 
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junto com as lipoproteínas absorvidas na superfície intestinal (RENZ, 

2003; BEZERRA, et al 2015; MACHIELA, et al 2016; DUARTE, et al 

2016). 
 

Reações do ácido ascórbico através do ascorbato (RENZ, 2003): 
 

AH- + •OH H2O + A•- 

AH- + O2
-• + H+ H2O2 + A•- 

Reações da vitamina E (tocoferol) (RENZ, 2003): 
 

α-TOH + RO2• α-TO• + RO2H 
 

O ácido úrico e proteínas de transporte de metais de transição, como 

a transferrina (responsável pelo transporte do ferro) e ceruloplasmina 

(transporte do cobre e oxidação do ferro para ser captado pela transferrina), 

tem ação antioxidante por possui capacidade de seqüestrar radicais livres 

dos uratos (RENZ, 2003; MACHIELA, et al 2016; RUIZ, et al 2016). 

 

 
2.6.2 Atividade Antimicrobiana 

 

Doenças infecciosas ainda representam um alto índice de morbidade 

e mortalidade entre seres humanos, especialmente nos países em 

desenvolvimento como o Brasil. A cada ano bactérias, fungos e vírus são 

responsáveis por essas doenças infecciosas e por serem resistentes a 

diversas drogas que se tornaram ineficazes para o tratamento das infecções 

causadas por esses agentes. A partir da descoberta da penicilina, no século 

XX por Alexander Fleming, o desejo de encontrar medicamentos com ação 

antimicrobiano bem crescendo (NOGUEIRA et al, 2016). Atingimos um 

ponto crítico em que novas drogas não estão sendo desenvolvidos no ritmo 

necessário para conter esta capacidade 
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natural dos patógenos de adquirir resistência e defender-se contra os 

antibióticos (RODRÍGUEZ et al, 2014; RODRÍGUEZ et al, 2013). 

Dentre os agentes patogênicos humanos, Staphylococcus aureus tem 

sido destacado devido à capacidade de expressar uma variedade de fatores 

de virulência que facilitam a adesão celular, a evasão do sistema imune e 

danos à célula hospedeira (DU TOIT, 2014). Outro agente patogênico 

humano, Candida albicans que também expressa uma variedade de fatores 

de virulência que adere as células epiteliais e endoteliais humanas, a 

produção de enzimas hidrolíticas extracelulares, como as proteinases e 

fosfolipases, a variabilidade fenotípica e a capacidade de aderir e secretar 

uma matriz exopolimérica em materiais implantados, bem como nos tecidos 

de pacientes, originando uma estrutura denominada biofilme (FILHO, 

2018). 

 

 
2.6.2.1 Resistência Microbiana 

 

No século XX Alexander Fleming descobriu a penicilina que foi 

considerado um dos grandes avanços no desenvolvimento de medicamentos 

antimicrobianos, mas devido ao uso irracional apresentou a resistência 

microbiana (NOGUEIRA et al, 2016). Atualmente a resistência 

microbiana tem sido um dos maiores problemas no combate ao micro-

organismos (DA SILVA & AQUINO, 2018; LIMA et al, 2017). Diante 

disso há uma dificuldade dos profissionais de saúde escolher o melhor 

esquema para o tratamento. Essa dificuldade se dá por vários fatores, tais 

como: uso excessivo de antimicrobianos, há subutilização/uso de subdoses 

e a escolha imprópria do antimicrobiano (TRONCOSO & ALENCAR, 

2020). 

A resistência antimicrobiana não só tem um impacto na parte clínica, 

mas também na parte econômica gerando um custo adicional de 10 a 40 
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mil dólares por paciente. A resistência está sendo considerada uma das 

maiores ameaças globais à saúde pública, dessa forma temos que entender 

os mecanismos pelos quais os micro-organismos adquirem a resistência 

ao ataques desta classe de medicamentos (NOGUEIRA et al, 2016). 

Os mecanismos da resistência microbiana nada mais é do que inativar 

os antimicrobianos, desta forma podemos destacar 4 mecanismos para as 

bactérias e fungos (Figura 12), como: (i) produção de enzimas que 

destroem ou modificam a estrutura quimica do antimicrobiano; (ii) bombas 

de efluxo, levando a extrusão dos agentes antimicrobianos; (iii) alteração 

no local de ligação do agente antimicrobiano; (iv) bloqueio ou proteção   no 

local de ligação do agente antimicrobiano (NOGUEIRA et al, 2016; 

ANDRADE & DARINI, 2018). 

 

 
Figura 12. Mecanismo de Resistência Microbiano 

 

 

 

Fonte: NOGUEIRA et al, 2016. 
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1. Produção de enzimas que degradam ou modificam a estrutura 

química do antimicrobiano 

A inativação enzimática dos antimicrobianos foi um dos primeiros 

dos mecanismos à serem descobertos, que estão dividos em duas classes: 

enzimas que degradam e as enzimas que modificam dos agentes 

antimicrobianos. As enzimas que degradam os agentes antibactériano é 

destacada pela inibição da betalactamases pela catálise hidrolítica das 

moleculas e as enzimas são modificadas por transferência de grupo(s) 

químico(s) para a molecula da droga, como: acil, fosfato, nuleotidil ou 

ribitoil, que são radicais que inativam a ação dos aminoglicosídeos 

(NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 2018). As enzimas 

que modificam os agentes antifungicos é destacado a alteração do 

lanosterol 14-α-esterol desmetilase, que é codificada pelo gene ERG11, 

essas mutações no ERG11 impossibilita a ligação dos azóis ao sítio 

enzimático, reduzindo a eficácia do antifungico (CRUZ, 2019). 

2. Bombas de efluxo, levando a expulsão dos agentes 

antimicrobianos 

As bombas de efluxo são proteínas existentes na parede celular 

dos micro-organismos que controlam a expulsão de substâncias. As 

bombas estão totalmente ligadas aos mecanismos de resistência, podendo 

sofrer mutações que estão associados na eficiência da expulsão de 

substância tóxicas, que neste caso são os agentes antimicrobianos 

(NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 2018). 

As bombas de efluxo das bactérias podemos destacar cinco famílias 

de proteínas distintas: RND (resistance-nodulation-division), MATE 

(multidrug and toxic compound extrusion), MFS (major facilitator 

superfamily), SMR (small multidrug resistance) e a ABC (ATP binding 

cassete). As famílias RND, MATE, MFS e SMR expulsão as substâncias 
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tóxicas, utilizando a forca matriz proveniente de prótons e íons de sódio,  

através do sistema de antiporte. Já a família ABC, realiza a expulsão pela 

hidrólise de ATP (NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 2018). 

As bombas de efluxo dos fungos podemos destacar a espécies de 

Candida que são codificadas pelos genes MDR e pelos genes CDR da 

superfamília de cassetes de ligação de ATP (CRUZ, 2019). 

 

 
3. Alteração no local de ligação do agente antimicrobiano 

 

A ligação de um agente antimicrobianos é especificamente em um alvo 

na célula microbiana. Alterações estruturais nesses alvos pode impedir a 

eficiência da ligação ou diminuir a sua afinidade, que estão associadas a 

mutações em genes do próprio micro-organismo e são suficientes para gerar 

a resistência microbiana (NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 

2018). 

 

 
4. Bloqueio ou proteção no local de ligação do agente antimicrobiano 

 

O bloqueio ou proteção do local de ligação do agente antimicrobiano 

está associado pela produção de enzimas ou presença de estruturas celulares 

bacterianas. 

Um exemplo de bloqueio às drogas nas bactérias, é o que ocorre na 

parede celular em Staphylococcus aureus, que é mediado pela expressão 

de genes que irá funcionar como barreira ao glicopeptídeos ao sítio alvo, 

ocasionando resistência aos agentes antimicrobianos. Já nos fungos, é o que 

ocorre na parede celular envolvendo a redução do ergosterol, que está 

redução ocasiona a resistência fungica. 
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Um exemplo de proteção é mediada por genes obtidos que se 

agregam e protegem ao DNA topoisomerase tipo II contra a ação das 

quinolonas, o que diminui a sensibilidade destes microorganismos aos 

agentes antimicrobianos dessa classe (NOGUEIRA et al, 2016; 

ANDRADE & DARINI, 2018). 

 

 
2.6.2.2 Staphyllococcus aureus 

 

As infecções associadas às bactérias representam uma das principais 

causas de morbidade e mortalidade aos usuários do sistema de saúde, 

devido à dificuldade de tratamento e pelas altas taxas de resistência aos 

antibióticos (NÓBREGA, 2013). Dessa forma, evidencia a necessidade de 

novos compostos que sejam capazes de inibir o crescimento dos 

microrganismos. 

A infecção por Staphylococcus aureus foi descrita pela primeira vez em 

1880, em pus de abscesso cirúrgicos, pelo cirurgião escocês Alexandre 

Ogston e é uma das bactérias mais comuns nas infecções piogênicas em 

todo o mundo (SANTOS, 2007). Esta espécie geralmente se apresenta na 

forma de cocos Gram positivos formadores de agregados que pertencem à 

família Micrococcaceae, anaeróbios facultativos, não formadores de 

esporos e imóveis, se distinguem de outras espécies de estafilococos, pois 

formam colónias amarelo-douradas e por produzirem a enzima coagulase 

(Figura 13) (RIBEIRO, 2003), essa enzima se liga à protrombina tornando-

a ativa, que atua catalisando a conversão de fibrinogênio em fibrina 

(SCHAECHTER, 2009; WINN, 2010). 
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Figura 13. Staphylococcus aureus. (A) Imagem do crescimento de 

Staphylococcus aureus em placa de petri com meio de cultura. (B) Imagem 

de Staphylococcus aureus por microscopia eletrônica de varredura. 

 

  

 

Fonte: (A) www.minutobiomedicina.com.br ; (B) www.slidetodoc.com. 

 

 

Apesar de ser encontrado na microbiota humana colonizando 

principalmente a pele e as cavidades nasais, S. aureus pode provocar 

doenças que vão desde uma simples infecção (espinhas e furúnculos) até 

enfermidades mais graves, como: pneumonia, meningite, endocardite, 

síndrome do choque tóxico, sepse, abscessos e lesões necróticas graves 

(SANTOS, 2007). Esta bactéria tem a capacidade de segregar inúmeras 

enzimas e toxinas que elevam a patogenicidade e permitem a aderência, 

resistência à fagocitose e lise de células eucarióticas, entre outros 

(BARTLETT, 2008; BROSNAHAN, 2009; De la FUENT, 2007). Os 

produtos de tais genes são responsáveis pela formação de cápsula, síntese 

de proteína A, estafiloxantina e coagulase (KONEMA, 2005). 

A eficiência da disseminação de S. aureus se deve, em parte, à sua 

grande versatilidade. A capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes 

ambientes, muitas vezes hostis devido ao pH, umidade, pressão osmótica 

http://www.minutobiomedicina.com.br/
http://www.slidetodoc.com/
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ou deficiência de nutrientes, possibilita não só a colonização do homem 

como do ambiente ao seu redor, criando reservatórios de células aptas a 

colonizar outros indivíduos (CEPEDA, 2005; KNIEHL, 2005). Foi 

verificado que cepas resistente à meticilina (MRSA) são capazes de 

sobreviver por mais de 1 mês em roupas, tecidos e plásticos comumente 

utilizados em hospitais, tornando assim, um fator de risco para o 

desenvolvimento de infecções oportunistas (DIAS, 2012). 

Além disso, um número cada vez maior de linhagens de S. aureus têm 

sido reconhecidos como as principais causas de infecções hospitalares. 

Níveis alarmantes de resistência já são detectados em algumas localizações, 

chegando ao ponto de algumas cepas bacterianas não possuírem 

sensibilidade a nenhuma das drogas atualmente disponíveis (CLUZET, 

2015). Este cenário torna evidente a necessidade constante de novas 

estratégias tecnológicas, que viabilize a descoberta de terapias mais 

eficientes no combate aos microrganismos oportunistas multirresistentes. 

Os produtos naturais, por apresentarem alto poder farmacológico e elevada 

diversidade química de seus compostos, são fortes candidatos na 

prospecção de moléculas bioativas (FARHA, 2016). 

 

 
2.6.2.3 Candida albicans 

 

Gênero Candida pertencem ao reino fungi, grupo Eumycota, filo 

Ascomycota, classe Blastomycetes e fazem parte da família 

Criptococcaceae. As espécies do gênero Candida são oportunistas e alguns 

fatores desencadeadores são necessários para que ocorra a manifestação 

e∕ou proliferação da doença, podem reproduzir -se por gemulação, dando á 

célula uma forma oval, característica das leveduras, ou podem crescer sob 

a forma filamentosa, com produção de pseudo-hifas (Figura 14). Dentre as 

200 espécies deste gênero, a C. albicans é uma das 
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mais virulentas, estando frequentemente envolvida em candidíases, com 

prevalência na Europa, Canadá e nas Américas (WILLIAMS et al, 2011; 

COLOMBO et al, 2013; CHIN et al., 2016). 

A patogenicidade é definida por múltiplos fatores que determinam 

a doença provocada por micro-organismo. A transição é atribuível a um 

extenso repertório de fatores de virulência seletivamente expressos sob 

adequadas condições predisponentes (OLIVEIRA et al., 2013; HÖFS et al., 

2016). 

Dentres os fatores de virulência, os mais reconhecidos são para 

especies de Candida: a capacidade de aderir a células epiteliais e endoteliais 

humanas, a produção de enzimas hidrolíticas extracelulares, como as 

proteinases e fosfolipases, a variabilidade fenotípica e a capacidade de 

aderir e secretar uma matriz exopolimérica em materiais implantados, bem 

como nos tecidos de pacientes, originando uma estrutura denominada 

biofilme. (FILHO et al., 2017; HASAN et al., 2009). 
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Figura 14. Candida albicans. (A) Imagem do crescimento de Candida 

albicans em placa de petri com meio de cultura. (B) Imagem de Candida 

albicans por microscopia eletrônica de varredura. 

 

A 

 

 

Fonte: (A) www.medsimples.com; (B) www.pebmed.com.br. 

 

 

2.7 Tenebrio molitor e o desenvolvimento de novas drogas 
 

O estudo com insetos teve um grande desenvolvimento no ínicio do 

século XX por ser o grupo que contêm mais de 70% das espécies. O 

Tenebrio molitor pertence à família denominada de Tenebrionidae, são 

geralmente encontrados em regiões desertas e em lugares secos, se 

alimentam de grãos de cereais e farinhas. Aproximadamente 15.000 

famílias e 2.900 espécies descritas. (LIMA, 1955; BETON, 2009). 

Segundo LIMA, 1955 as larvas e o inseto são descritos da seguinte 

forma: 

Larvas: Alongadas, subcilíndricas ou algo deprimidas, via 

de regra de tegumento fortemente esclerosado, glabras e 

brilhantes, providas de pernas curtas.  Distinguem-se, porém, 

http://www.medsimples.com/
http://www.pebmed.com.br/
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dos verdadeiros “vermes arame” pela estrutura do segmento anal, 

em geral simples. 

Inseto: Besouros de aspecto, côr e tamanho variáveis, 

porém, via de regra, de cor uniforme, negra, parda ou cinérea; 

exosqueleto relaticamente espesso e duro, fosco ou brilhante, 

diversamente esculturado, porém, quasi sempre desprovido de 

pilosidade. Podem ter de alguns milímetros a alguns 

centrimentros de comprimento. Cabeça relativamente pequena, 

quase sempre mais estreita que o protorax, provida de antenas 

geralmente mais curtas ou pouco mais longas que a cabeça e o 

torax reunidos, de 11 ou, mais raramente, 10 segmentos, 

filiformes ou moniliformes, raramente serradas, com os 

segmentos distais gradualmente dilatado-se até o ápice sem 

serem, todavia, de tipo claviforme, exceto em alguns gêneros. 

Pernas geralmente de tipo ambulatório; em algumas espécies 

distintamente fossoriais; tarsos simples. 

As fêmeas colocam em média 500 a 100 ovos durante a primeira 

postura. Da fase embrionária à fase larval (estágio de eclosão), ocorre 

surgimento da larva com periodo de 10 a 15 dias. Da fase larval à fase de 

pupa (estágio larval) efetuam 5 a 7 mudanças de pele, este periodo dura 

em torno de 60 dias. A fase de pupa até a fase adulta (estágio de 

metamorfose) dura aproximadamente 3 semanas ou 21 dias para completar 

o seu desenvolvimento. Os ovos medem cerca de 1,8mm, as larvas de 2 à 

30mm, a pupa uns 16mm e o adulto macho vária de 10 – 15 mm e a fêmea 

de 10 a 18 mm (Figura 15). 
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Figura 15. Fases do desenvolvimento morfológico do Tenebrio molitor; 

A: Fase larval, B: Fase de pupa e C: Besouro 

 
 

 

Fonte: www.agrolink.com 

 

 

T. molitor têm sido utilizado como modelo experimental para avaliar 

diversas atividades como: antimicrobiana (MOREY, et al 2016), 

citotoxicidade (VAN DER VALK; MEIJDEN, 2014), atividade inseticida 

(WANG, et al 2015). Pesquisas analisaram o funcionamento do intestino 

do inseto, atuando em duas linhas principais de estudo: (i) pesquisa por 

inibidores, direcionado nas enzimas digestivas; (ii) superfície intestinal, na 

busca de alguma substância que afetem, em sentido geral, o sistema 

absortivo (BETON, 2009; HAN et al 2016). 

Estudos relacionados com a atividade antimicrobiana avaliam a 

sobrevivência das larvas infectadas após a inoculação do composto a ser 

estudado. Também podem ser avaliados os mecanismos relacionados à 

imunidade inata do inseto (produção de espécies reativas e peptídeos 

antimicrobianos, fagocitose, etc) (DE SOUZA, et al 2015). T. molitor é 

susceptível a patógenos como Escherichia coli (SEO, et al 2016) e 

Staphylococcus aureus (MCGONIGLE, et al 2016), que são capazes de 

http://www.agrolink.com/
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persistir dentro do inseto infectado, e provocar alterações em tecidos, 

hemolinfa, e fagócitos. O sistema imune deste inseto já possui algumas vias 

de sinalização conhecidas, como a via Toll, a cascata profenoloxidase e a 

via de autofagia (SEO, et al 2016). Estas características têm favorecido o 

uso deste inseto como modelo alternativo de infecção para estudos de 

patogenicidade, e de atividade antimicrobiana e antivirulência in vivo 

(HAN, et al 2016; McGONIGLE, et al 2016). 

Como outros organismos, T. molitor também possui um sistema de 

defesa antioxidante, responsável pela neutralização de espécies reativas em 

excesso. Este sistema é compostos por diversas enzimas antioxidantes e 

desintoxicantes como superoxide dismutases (SODs), peroxidases (PODs), 

catalases (CATs), bem como tirosinase (TYR), acetilcolinesterase (AChE), 

carboxilesterase (CarE), and glutatione S- transferase (GSTs) (LI, et al 

2016) Estudos prévios demonstraram um aumento da produção de espécies 

reativas em resposta a infecção de larvas de T. molitor (ZHU, et al 2014; 

LI, et al 2016). Como discutido anteriormente, a produção exarcebada de 

espécie reativas é deletéria para os organismos, levando a danos 

moleculares que culminam na indução de vias de morte celular. A 

capacidade de T. molitor de produzir espécies reativas em resposta à 

infecção faz deste inseto um modelo potencial para o estudo de substâncias 

com caráter antioxidante. Neste caso, um agente com potencial atividade 

antioxidante in vitro deve ser inoculado na larva submetida ao estresse 

oxidativo (induzida por um patógeno ou algum componente microbiano). 

A ação protetora do agente é evidenciada pelo aumento da sobrevivência 

das larvas tratadas em comparação a larvas não tratadas. Esta abordagem 

utilizando larvas poderia trazer mais informações que aquelas 

tradicionalmente utilizadas para a prospecção antioxidante, baseadas na 

interação química de compostos e sem relevância biológica (DA SILVA, 

et al 2016). Por se tratar de um 
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organismo multicelular, esta plataforma também apresenta vantagens em 

relação àquelas que utilizam células. Em adição, esta plataforma também 

avaliaria a toxicidade do agente antioxidante. Estudos antioxidantes 

utilizando organismos são bem estabelecidos para outros invertebrados, 

como o Caenorhabitis elegans (ZHANG, et al 2016; WANG, et al 2016), 

no entanto, ao nosso conhecimento, estes estudos ainda não foram 

realizados utilizando T. molitor. O uso deste inseto oferece algumas 

vantagens, em relação ao C. elegans, como facilidade de manuseio e a 

possibilidade da inoculação direta do agente antioxidante na larva. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1. Geral 

 

 

Identificar e caracterizar metabólicos secundários e avaliar a 

capacidade antimicrobiana e antioxidante de extratos e frações de folhas 

Buchenavia tetraphylla e Myrtia hirtiflora endêmicas da caatinga em 

Tenebrio molitor. 

 

 
3.2. Específicos 

 

 Obtenção dos extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla 

e Myrcia hirtiflora e frações do extrato metanólico de Buchenavia 

tepraphylla; 

 

 Avaliação antifúngica dos extratos das folhas de Buchenavia 

tepraphylla frente a Candida albicans; 

 

 Avaliação da atividade sinérgica do extrato

 metanólico da 

Buchenavia tepraphylla + Fluconazol frente a Candida albicans; 

 

 Avaliação antimicrobiano dos extratos das folhas de Myrcia 

hirtiflora frente a Staphylococcus aureus; 

 

 Avaliação da atividade sinérgica do extrato metanólico da Myrcia 

hirtiflora + Ciprofloxacino e extrato metanólico da Myrcia hirtiflora 

+ vancomicina frente a Staphylococcus aureus; 

 

 Avaliação hemolítica dos extratos brutos das folhas de Buchenavia 

tepraphylla e Myrcia hirtiflora e frações do extrato metanólico de 

Buchenavia tepraphylla; 

 

 Dosagem e Compostos fenólicos e Flavonóides dos extratos brutos 

das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora e frações 

do extrato metanólico de Buchenavia tepraphylla; 

 

 Avaliação da atividade antioxidante dos extratos brutos das folhas de 

Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora e frações do extrato 
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metanólico de Buchenavia tepraphylla em sequestros dos radicais 

livre do DPPH e ABTS; 

 

 Avaliação da atividade antioxidante do extrato metanólico da 

Buchenavia tepraphylla em Tenebrio molitor; 

 

 Avaliação antimicrobiano do extrato metabólico das folhas de 

Myrcia hirtiflora frente a Staphylococcus aureus em Tenebrio 

molitor; 
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EXTRATO METANÓLICO DAS FOLHAS DE MYRCIA HIRTIFLORA 

DC. PROTEGE O TENEBRIO MOLITOR DE INFECÇÃO CAUSADA POR 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

 

 
RESUMO: A eficiência da disseminação do Staphylococcus aureus se deve, em 

parte, à sua grande versatilidade em adquirir genes relacionados à virulência e 

resistência a drogas. Diante da alta incidência de linhagens multirresistentes e 

altamente virulentas, se faz necessário a busca por novos compostos que sejam 

capazes de inibir o crescimento desses microrganismos. O papel do estresse 

oxidativo no desenvolvimento de condições clínicas graves levou à busca de 

novos agentes antioxidantes a partir de produtos naturais. Este estudo tem por 

objetivo determinar o extrato da folha de Myrcia hirtiflora DC capaz de inibir a 

infectividade de S. aureus. Os extratos de diferentes polaridades que apresentaram 

ação in vitro foram selecionados para a avaliação do efeito anti- infectivo in vivo, 

larvas do inseto Tenebrio molitor (Tenebrionidae) foram infectadas e sua 

viabilidade avaliada diariamente, pela ausência de movimento, como: carga 

bacteriana, conteúdo de melanina e o número de hemócitos na hemolinfa das 

larvas tratadas. Com base na avaliação da atividade anti-S. aureus e com ação 

antioxidante mais alta o extrato de melhor resultado foi submetido a análise de 

RMN, sendo detectada a presença de catequinas, composto que pertence ao grupo 

dos flavonoides. Esse estudo indica que extratos derivados de folhas da Myrcia 

hirtiflora DC. possuem compostos bioativos capazes de inibir ou tratar infecções 

causadas por S. aureus. 

Palavra-chave: Catequina,   Planta   medicinal,   Produtos   naturais,   Anti- 

Staphylococcus aureus, Myrtaceae. 
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INTRODUÇÃO 
 

Doenças infecciosas e agentes estressores ainda representam uma 

importante causa de morbidade e mortalidade entre seres humanos, especialmente 

nos países em desenvolvimento como o Brasil. Atualmente atingimos um ponto 

crítico em que novas drogas não estão sendo desenvolvidos no ritmo necessário 

para conter esta capacidade natural dos patógenos de adquirir resistência e 

defender-se contra os antibióticos [1]. E também é necessário o desenvolvimento 

de novas soluções para reduzir os efeitos deletérios do envelhecimento e, portanto 

prolongar o tempo de vida saudável [2,3]. 

No Brasil há uma biodiversidade singular, isto configura uma possibilidade de 

desenvolvimentos de novos compostos capazes de inibir o crescimento 

antimicrobiano, como ênfase em inibição da virulência ou imunomodulação, e 

bloquear o processo oxidativo interagindo com os radicais livres, devido aos 

compostos presentes nos extratos deriados de plantas medicinais [4, 5]. 

Apesar de ser encontrado na microbiota humana colonizando 

principalmente a pele e as cavidades nasais, S. aureus pode provocar doenças 

que vão desde uma simples infecção (espinhas e furúnculos) até enfermidades 

mais graves, como: pneumonia, meningite, endocardite, síndrome do choque 

tóxico, sepse, abscessos e lesões necróticas graves [6]. Esta bactéria tem a 

capacidade de segregar inúmeras enzimas e toxinas que elevam a patogenicidade 

e permitem a aderência, resistência à fagocitose e lise de células eucarióticas, entre 

outros [7,8,9]. Os produtos de tais genes são responsáveis pela formação de 

cápsula, síntese de proteína A, estafiloxantina e coagulase [10]. 

Também encontra em organismos humanos radicais livres reativos, que são 

combatidos por um eficiente sistema de defesa antioxidante, formados de enzimas 

e proteinas [11,12]. Esse sistema, em algumas situações, não consegue inibir a 

superprodução de espécies reativas, gerando o estresse oxidativo [13]. 
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Os radicais livre podem ser inibidos com o uso de substâncias exógenas chamadas 

de antioxidantes [14,11,15]. 

As moléculas consideradas como compostos modificadores da resposta biológica 

pertencem à essas atividades, e são agentes que modificam a resposta biológica 

do organismo por meio da estimulação ou inibição do sistema imunológico, 

podendo resultar em efeitos terapêuticos [16]. Diante da diversidade do país, 

podem-se delimitar focos de regiões com potencial para a prospecção de 

fitoterápicos. 

Assim, esse ambiente torna-se favorável para o desenvolvimento da prospecção 

biológica. Para tanto, foi estabelecido neste trabalho um modelo alternativo de 

infecção usando larvas de Tenebrio molitor. Este inseto vem sendo aplicado em 

alguns estudos de patogenicidade microbiana, especialmente em países como o 

Brasil, onde a comercialização das larvas de Galleria mellonella (modelo mais 

utilizado) não é realizada. A larva de T. molitor, como a larva de G. mellonella, 

pode ser mantida a temperaturas entre 25 ° C e 37 ° C, o que o torna adequado 

para o estudo de agentes patogénicos à temperatura do corpo [17]. Outra vantagem 

refere-se à forma de inoculação, que é realizado por injeção direta na larva de T. 

molitor [18]. 

Portanto, este estudo tem por objetivo selecionar extratos naturais derivados da 

Myrcia hirtiflora capazes de inibir a infectividade de S. aureus. Dessa maneira, 

investigar a ação dos compostos nas vias de longevidade e do sistema imune das 

larvas. 

 

 
MÉTODOS 

 

Obtenção do material vegetal 

Coleta e Armazenamento da planta 
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Folhas de Myrcia hirtiflora foram coletadas em novembro de 2013, no 

Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil). As amostras foram 

processadas conforme as técnicas taxonômicas, identificadas e depositadas no 

Herbário IPA (voucher: 80347), do Instituto Agronômico de Pernambuco. As 

folhas de Myrcia hirtiflora foram submetidas à secagem em temperatura ambiente 

e em seguida, moídas para padronização do tamanho de partículas do pó da planta 

através de moinho de facas Macsalab mil (Model 200 LAB). Este material foi 

armazenado em um recipiente âmbar fechado a 4ºC até ser utilizado. 

 

 
Obtenção do extrato 

 

A extração foi realizada seguindo a série eluotrópica como os seguintes 

solventes: Ciclohexano (CHX), Clorofórmio (CLO), Acetato de etila (ACT) e 

Metanol (MET). O material (25 g da folha triturada) foi transferido para um 

Erlenrmeyer (500 mL) ao qual foram adicionados 250 mL do primeiro solvente 

da série, sendo deixado em agitação por 72 horas numa mesa agitadora sob rotação 

de 125 rpm a 25 ºC. Após 72 horas, a amostra foi filtrada, o resíduo de folhas 

restante foi submetido à nova extração seguindo a série dos solventes. Os líquidos 

extraídos, após cada extração, foram rotaevaporados sob rotação (45 rpm) a 50 ºC 

obtendo os extratos de Myrcia hirtiflora: Ciclohexano (EHMH), Clorofórmio 

(ECMH), Acetato de etila (EAMH) e Metanol (EMMH). 

 

 
Teor Total de fenóis e flavonoides 

 

 

Dosagem de Compostos Fenólicos 
 

A dosagem de compostos fenólicos presente nos extratos brutos da M. 

hirtiflora foi realizada pela metodologia segundo Folin-Ciocalteu [19] com 

algumas modificações. Amostras com 20 µL (1000 µg/mL) foram colocadas em 
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placa de 96 poços e 100 µL do reagente de Folin-Ciocalteu (1: 1 v / v) adicionado, 

após 3 minutos foi acrescentado 80 uL de carbonato de sódio (20%). A mistura foi 

incubada à temperatura ambiente, sem incidência de luz e em repouso por 2 horas. 

A absorção da mistura foi medida utilizando o comprimento de 765 nm 

(GeneQuant 1300, GE Healthcare). A quantidade de fenóis totais foi calculada em 

µg/mL de ácido gálico equivalentes (EAG), utilizando a curva de calibração da 

solução padrão de ácido gálico. Para o ácido gálico, a absorbância da curva em 

função da concentração é descrita pela equação y = 0,0043X + 0,0153 (r2 = 

0,9932). 

 

 
Dosagem de Flavonoides 

 

A dosagem de flavonoides presente nas amostras da M. hirtiflora foi realizada 

segundo Woisky e Salatino [20] com algumas modificações. Foi utilizada 100 µL 

das amostras (1000 µg/mL) e 100 µL da solução reagente (2g de Cloreto de 

Alumínio diluído em solução de etanol a 2%), a mistura final foi distribuída em 

placa de 96 poços. A placa foi incubada durante 60 min à temperatura ambiente 

sem incidência de luz. A absorção medida por espectrofotometria à 420nm [21]. 

A quantidade de flavonóides calculada em µg/mL equivalente de Quercitina (EQ). 

Para a quercitina, a absorbância da curva em função da concentração é descrita 

pela equação y = 0,004X + 0,0121 (r2 = 0,993). 

 

 
Ensaios antioxidantes in vitro 

 

 

Ensaio DPPH 
 

Neste ensaio a atividade sequestrante de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1- 

picrilhidrazilo) dos extratos foi realizada segundo a metodologia descrita por 
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Blios [22]. Uma alíquota de 250 uL de solução de DPPH (1mM) foi misturada 

com 40 µl de diferentes concentrações das amostras (31,25 - 1000µg/mL). Trinta 

minutos mais tarde, a absorbância foi medida a 517 nm. O trolox foi utilizado 

como o composto de referência. A atividade sequestrante de radicais livres foi 

expressa em porcentagem por comparação ao composto de referência e calculada 

usando a seguinte fórmula: 

[DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac × 100 
 

Onde: Ac = controle de absorção; As = Absorbância da Amostra 
 

Avaliação antioxidante in vivo 

 

 

O modelo biológico utilizado nesse estudo foram larvas de Tenebrio molitor 

com aproximadamente 100 mg que foram previamente randomizadas em grupos 

de 10 indivíduos. Com o auxílio de uma seringa de insulina, 1 UI do extrato 

metanólico na concentração 250 µg/mL foi injetado nas larvas. Após 1 hora da 

inoculação do extrato, foi adicionado 1 UI do peróxido de hidrogênio (H2O2). 

A viabilidade das larvas foi avaliada após 15, 30, 45 e 60 horas pela ausência 

de movimento. Larvas inoculadas com o H2O2 e tratadas com salina foram 

utilizadas com controle negativo, enquanto larvas tratadas apenas com salina 

utilizadas como controle positivo. 

 

 
Atividade Hemolítica 

 

O sangue (5-10 mL) foi obtido a partir de voluntários saudáveis, não- 

fumantes, por punção venosa, após consentimento informado por escrito. 

Eritrócitos humanos partir de sangue citratado foram imediatamente isolados por 

centrifugação a 1500 rpm por 10 min. Após a remoção do plasma, os eritrócitos 
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foram lavados três vezes com tampão fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e depois uma 

suspensão de eritrócitos a 1% foi preparada como mesmo tampão. 

A atividade hemolítica foi realizada seguindo a metodologia deescrita por 

Oliveira et al (2012) [19].Uma alíquota de 1,1 mL de suspensão de eritrócitos 

foi homogeneizada a 0,4 mL das amostras em várias concentrações (125 – 1000 

µg/mL). O controle negativo e controle positivo receberam 0,4 mL de tampão 

fosfato-salina e de Triton X-100, respectivamente. Após 60 minutos de incubação 

à temperatura ambiente, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi usado 

para medir a absorbância da hemoglobina liberada a 540 nm. O valor médio foi 

calculado a partir dos ensaios em quadruplicata. A atividade hemolítica foi 

expressa em relação à ação do Triton X-100 e calculada pela seguinte fórmula: 

Atividade hemolítica (%) = [(Aa- Ab).100]/(Ac-Ab) 

Sendo, Aa - absorbância da amostra, Ab - absorbância do controle negativo 

(fosfato-salina) e Ac - absorbância do controle positivo (Triton X-100). 

 
 

Atividade antimicrobiana 
 

Identificação das bactérias 
 

Foram utilizadas seis linhagens ATCC’s clínicos de S. aureus: 6538, 3602, 

5801, 6902, 8702 e 9706, cedidas pelo Departamento de Microbiologia da 

Universidade CEUMA. 

 

 
Estoque e preparo dos inóculos 

 

O estoque das bactérias e o preparo dos inoculos foram realizados através 

das recomendações do protocolo M07-A8 [18]. As bactérias foram estocadas em 

microtubos (Cral®) contento caldo nutriente adicionado de 20% de glicerol, e 
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armazenadas em freezer a -20ºC. Os inoculos foram preparados a partir desses 

estoques, onde uma alíquota foi transferida para tubos de ensaio contendo meio 

Mueller Hinton Broth (DIFCO-Becton Dickinson; MHB) e incubados a 37ºC 

por 24 horas, para reativação das bactérias. Posteriormente, cada uma foi semeada 

em estrias compostas em placas de Petri (Cral®) contendo ágar Mueller Hinton 

(DIFCO-Becton Dickinson; MHA) e novamente incubadas para o isolamento das 

colônias. Com o auxílio de uma alça de platina, retirou-se de 2 a 3 colônias 

isoladas, transferindo-as para uma solução salina (NaCl) 0,85%. A turbidez da 

solução obtida foi ajustada com uma solução padrão de MacFarland 0,5, o que 

representa aproximadamente 1,5x108 UFC/mL (Unidades Formadoras de 

Colônias por mililitro), obtendo-se assim o inoculo bacteriano padronizado para 

os testes de suscetibilidade microbiana. 

 

 
Preparo e estoque dos antibióticos 

 

Estoques de soluções dos antibióticos Ciprofloxacina (Sigma®) e 

Vancomicina (Sigma®) foram preparados a uma concentração de 1000 µg/mL, 

esterilizados por filtração, e armazenados a -20°C. 

 

 
Caracterização do potencial antibacteriano 

 

O potencial antimicrobiano do extrato metanólico de M. hirtiflora foi 

caracterizado por meio de ensaios in vitro, utilizando a técnica de microdiluição 

em caldo e análises em biofilme monoespécie. 

 

 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) das amostras em 

teste foi realizada pela técnica proposta pelo NCCLS (2003), utilizando 

microplacas (Cral®) de 96 poços com fundo chato para microdiluição. 
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No primeiro poço foram adicionados 150 µL do meio de cultura Mueller 

Hinton líquido e 50 µL do extrato metanólico de M. hirtiflora em seus respectivos 

poços, para um volume final de 200 µL. Os extratos foram diluídos de forma 

seriada de razão 2, em duplicata, a fim de se obter poços com concentrações 

variando de 25 mg/mL a 0,04 mg/mL. Após a realização da diluição seriada, 

foram inoculados 10 µL da suspensão bacteriana. Para cada teste foi reservado 

um poço como controle negativo, onde foram adicionados 100 μL de DMSO 

estéril a 0,01%, meio de cultura e inóculo; uma coluna como controle de 

esterilidade, contendo meio de cultura; e uma coluna como controle positivo, com 

meio de cultura e inóculo das bactérias a serem testadas. Em seguida as placas 

foram acondicionadas em incubadora bacteriológica a 37 °C, durante 24 h. A CIM 

foi definida como a menor concentração do extrato que inibiu o crescimento 

bacteriano visível, confirmado pela adição de 30 μL de solução de 0,03% de 

resazurina sódica (Sigma-Aldrich®), um indicador de óxido-redução, onde 

quarenta minutos após a sua aplicação, sofre um processo de redução, sendo 

transformada em resofurina, apresentando uma cor rósea nos poços com 

crescimento microbiano. O mesmo procedimento foi adotado para determinação 

da CIM dos antibióticos, vancomicina e ciprofloxacina. 

 

 
Concentração Bactericida Mínima 

 

Para determinação da Concentração Bactericida Mínima (CBM) do extrato 

metanólico de M. hirtiflora uma alíquota de 3 µL foi transferida dos poços onde 

a inibição foi observada e semeada em placas de Petri contendo meio de 

cultura Mueller Hinton Àgar. Após 24h de incubação a 37°C, a CBM foi 

considerada como a menor concentração na qual não houve crescimento visível 

dos microrganismos [18]. 
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Atividade antibiofilme 
 

Para avaliar a capacidade de inibição da formação de biofilme do extrato 

metanólico de M. hirtiflora, foi utilizado o método de impregnação do Cristal 

Violeta (CV), descrito por [24]. O método é colorimétrico e tem a propriedade de 

mensurar a quantidade de biomassa formada (matriz de polissacarídeos). 

Na formação do biofilme foi utilizado o meio nutritivo MHB e 20 µL do 

inóculo. Adicionadas as concentrações subinibitorias (CIM/2 e CIM/4) da CIM 

dos extratos ativos, para o tratamento. As placas foram incubadas em estufa a 

37°C por 24 horas sob condições estéreis para adesão celular. Decorrido o tempo, 

as placas foram lavadas duas vezes com 200 µL de solução salina estéril, para 

remoção das células não aderidas. Seguida da adição de 200 µL de metanol 99% 

por 15 minutos, para fixação das células aderidas. O metanol foi removido e as 

placas foram secas ao ar. Alíquotas de 200 μL de solução de CV a 0,5% foram 

adicionadas aos poços, para coloração do biofilme. Após 20 minutos, o excesso 

de CV foi removido lavando-se as placas com água corrente. Finalmente, o CV 

impregnado foi liberado pela adição de 250 μL de etanol 96%. A leitura foi 

realizada, em leitora de placas TP-Reader® (ThermoPlate) a densidade óptica de 

550 nm (OD550nm). Foram considerados positivos para inibição de biofilme os 

extratos capazes de reduzir a formação do biofilme em no mínimo 50%. 

Diferença da coloração dos poços na placa de 96 poços. No CP (Controle 

positivo) nota-se um impregnado de CV mais forte, no CN (Controle negativo) 

nota-se uma coloração mais clara, e nos poços com tratamento um impregnado de 

CV com coloração mediana. 
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Concentração Inibitória Fracionada (CIF) 
 

Os extratos que apresentaram atividade de inibição foram submetidos ao 

teste de sinergismo com os antibióticos (Vancomicina e Ciprofloxacina), através 

da técnica de “checkerboard”, que consiste na avaliação do efeito da combinação 

de dois agentes antimicrobianos sobre um determinado microrganismo, para 

derivação do índice de concentração inibitória fracionada. 

A partir dos valores obtidos na determinação da CIM, os extratos ativos 

foram adicionados na primeira coluna de cada placa, na concentração de 4×CIM, 

onde foi realizada uma diluição, no sentindo horizontal, de forma a ter 

concentrações nas colunas com os respectivos valores de CIM×4, CIM×2, CIM, 

CIM/2, CIM/4, CIM/8, CIM/16 e CIM/32. Em outra placa, foi realizado o mesmo 

procedimento, no entanto com antibióticos, onde foram adicionados na primeira 

linha e diluídos no sentido vertical. Em seguida, foram combinadas as placas para 

variação das concentrações de cada um dos antimicrobianos ao longo dos eixos, 

assegurando, assim, que cada poço das placas contenham uma combinação 

diferente de concentrações dos compostos. Por fim, foram adicionadas alíquotas 

de 10 μL da suspensão bacteriana. As placas foram incubadas por 24 horas, a 

35ºC. Posteriormente, foi adicionada à resazurina a 0,03% onde, após 40 minutos 

de reincubação, a leitura foi realizada. 

Para interpretação dos resultados destas interações utilizamos o Índice da 

Concentração Inibitória Fracionada (ICIF), que consiste na soma de CIFA + CIFB, 

sendo que A representa cada um dos extratos e B cada um dos antibióticos. O 

ICIF de cada é representado de acordo com seguinte fórmula: 

 

 

 



93 
 

A partir do ICIF obtido foi avaliada a interação seguindo a classificação 

descrita por Vuuren e Viljoen, 2011, as interpretações podem ser sinérgicas (IFIC 

≤ 0,5), aditiva (0.5 < ICIF ≤ 1), indiferente (1 < ICIF < 4) ou antagonista (ICIF ≥ 

4). 

 

 
Seleção de compostos anti-infectivos 

 

Ensaio de sobrevivência 
 

Na avaliação do efeito anti-infectivo foram utilizadas larvas do inseto T. 

molitor (Tenebrionidae). Larvas com aproximadamente 100 mg foram 

randomizadas em grupos de no mínimo 10 indivíduos. Antes da inoculação, as 

cutículas foram limpas com álcool 70%. Foram injetados 10 µL da suspensão 

microbiana (OD 1.3 a 630nm) no segmento próximo a calda das larvas, estas 

foram incubadas a 37ºC. Após 2 horas, grupos de larvas receberam 10 µL de cada 

extrato em diferentes concentrações. A viabilidade foi avaliada diariamente pela 

ausência de movimento. Larvas inoculadas com o microrganismo e tratadas com 

PBS (tampão fosfato salino) foram utilizadas como controle negativo, enquanto 

larvas não infectadas foram o controle positivo. A morte de todas as larvas do 

grupo experimental ou a transição para forma de pupa determinaram o término do 

experimento. 

 

 
Quantificação de microrganismos na hemolinfa 

 

Larvas foram divididas em grupo (n=30 larvas) e infectadas e tratadas como 

descrito anteriormente. Após 24 horas, cinco larvas de cada grupo foram 

anestesiadas (em gelo), e perfuradas com uma agulha (33G x 25 mm) na parte 

posterior da cabeça para a retirada da hemolinfa. Diluição seriadas da hemolinfa 

foram preparadas em PBS e 2,5 µL de cada diluição foram plaqueados em meio 
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ágar específico e cultivado por 24 horas a 37ºC. Após este período, as colônias 

formadas foram enumeradas e os resultados expressos como UFC/mL. 

 

 
Análise da melanização da hemolinfa 

 

Para quantificação da melanização, a hemolinfa foi colocada na placa de 96 

poços (n = 8) e diluída em IPS (50 µL de hemolinfa em 50 µL de IPS). Após 5 

min, foi realizada a leitura da absorbância a 405 nm. 

 

 
Contagem total dos hemócitos 

 

Após centrifugação da hemolinfa, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de 

IPS gelado (tampão anticoagulante estéril: 150 mM de cloreto de sódio, 5 mM 

de cloreto de potássio, 10 mM de tris-HCl, pH 6,9, 10 mM de EDTA e 30 mM 

de citrato de sódio). Em seguida, foi realizada centrifugação (9500 xg/ 10 min a 

4ºC) e o pellet ressuspendido em 1 mL de IPS. A viabilidade celular foi avaliada 

pelo teste de exclusão, utilizando azul de tripan. 

 

 
LC-ESI-IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MSn from the methanol extract from 

the leaves Myrcia hirtiflora 

 

 

For the HPLC-ESI-IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MSn a clean-up step was 

performed to remove any contaminants; the solution was purified by solid phase 

extraction (SPE) using Phenomenex Strata C18 cartridges (500 mg of stationary 

phase) that were previously activated with 5 mL of MeOH and equilibrated with 

5 mL of MeOH : H2O (1 : 1, v/v). The compounds were eluted from cartridges 

using 1 mL of MeOH : H2O (1 : 1, v/v) with a final volume of 5 mL. The samples 

were then filtered through a 0.22 μm PTFE filter and dried. The extract 
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was diluted to 10 μg/mL in HPLC solvent. Aliquots of 20 μL were injected 

directly into the LC-ESI-IT-MS. 

The analysis was performed on an online LC-ESI-IT-MS in a mass 

spectrometer LCQ Fleet, Thermo Scientific®. The analytical column used for LC 

separation, was a Kinetex® C18 (2.1 x 100 mm, 100 Å and 5μm). The analysis 

was carried out with water containing 0.1% formic acid (A) and acetonitrile + 

0.1% formic acid (B) added 0.1% formic acid in exploratory gradient starting with 

10% to 100% B in 6 minutes at a flow rate of 0.4 ml / min. The sample was infused 

into the mass spectrometer from the HPLC system, where the sample were 

analyzed on-line by ESI-MS in negative mode and UV detector associated. The 

Mass spectra data were obtained in the same Fleet LCQ mass spectrometer from 

Thermo Scientific ®. 

For the FIA-ESI-IT-MSn assay, direct flow infusion of the samples was 

performed on a Thermo Scientific LTQ XL linear ion trap analyzer equipped with 

an electrospray ionization (ESI) source, in negative mode (Thermo, San Jose, CA, 

USA). It was used a stainless steel capillary tube at 280 oC, spray voltage of 5.00 

kV, capillary voltage of -90 V, tube lens of -100 V and a 5 μL min-1 flow. Full 

scan analysis was recorded in m/z range from 100-1000. Multiple-stage 

fragmentations (ESI-MSn) were performed using the collision- induced 

dissociation (CID) method against helium for ion activation. The first event was 

a full-scan mass spectrum to acquire data on ions in that m/z range. The second 

scan event was an MS/MS experiment performed by using a data- dependent scan 

on the [M-H]- molecules from the compounds of interest at a collision energy of 

30% and an activation time of 30 ms. The product ions were then submitted to 

further fragmentation in the same conditions, until no more fragments were 

observed. The identification of the different compounds in the chromatographic 

profile of the methanol extract was done by comparing their retention times and 

UV spectra with literature data. 



96 
 

Análises estatísticas 
 

Os dados foram analisados usando testes paramétricos ou não paramétricos 

(Tukey, teste de Mann-Whitney, etc.), dependendo do tipo de experimento. Os 

experimentos foram realizados em duplicata e em 2 ensaios independentes. Todos 

os resultados foram expressos em valores médios dos grupos e foram analisados 

considerando o valor de p <0,05 como estatisticamente significativo. 

 

 
RESULTADOS 

 

 

 

Comparação do conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides em extratos 

obtidos de folhas de Myrcia hirtiflora 

 

 
Inicialmente, foi realizada a análise quantitativa dos teores de compostos 

fenólicos e flavonoides dos diferentes extratos de M. hirtiflora. O extrato 

metanólico apresentou maiores concentrações para compostos fenólicos e 

flavonoides, 48,27 µg EAG/g e 49,92 µg EQ/g, respectivamente. Os demais 

extratos apresentaram: acetato de etila 19,81 µg EAG/g e 43,24 µg EQ/g, extrato 

clorofórmico 11,07 µg EAG/g e 33,84 µg EQ/ g e o extrato hexânico 14,42 µg 

EAG/g e 13,77 µg EQ/g (Figura 1A e 1B). 
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FIGURA 1. Conteúdo de compostos fenólicos (A) e flavonóides (B) 

(concentração de 1000 µg/mL) dos extratos brutos obtidos de folhas Myrcia 

hirtiflora. CHX: extrato ciclohexânico; CLO: extrato clorofórmico; ACT: 

extrato de acetato de etila; MET: extrato metanólico. 

 

 
Extratos de folha de Myrcia hirtiflora possuem atividade antioxidante in vitro 

pelo ensaio com DPPH 

O potencial antioxidante dos extratos foi avaliado utilizando o método de 

sequestro de radicais livres DPPH. (Figura 2). Foram testadas diferentes 

concentrações de cada extrato. A maior atividade antioxidante in vitro foi 

observada para o extrato metanólico, sendo mais de 50% do radical DPPH inibido 

na concentração de 250 µg/mL (p< 0,0001), seguido do extrato de acetato de etila. 

Ambos os extratos apresentaram inibição dose-dependente (Figuras 2C e 2D). Os 

extratos CLO e CHX não apresentaram ação dose- dependente, e não inibiram 

mais que 25% do radical (Figuras 2A e 2B). 
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FIGURA 2. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais 

livres do DPPH dos extratos bruto da Myrcia hirtiflora e Trolox. (A) Extrato 

Ciclohexano; (B) Extrato Clorofórmio; (C) Extrato Acetato de Etila; (D) 

Extrato Metanólico; (E) Trolox. CHX: extrato ciclohexano; CLO: extrato 

clorofórmio; ACT: extrato de acetato de etila; MET: extrato metanólico. 
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Extratos de folha de Myrcia hirtiflora possuem atividade antioxidante in vivo 
 

Diante dos resultados obtidos nas atividades in vitro, o extrato metanólico 

foi escolhido para ser avaliado nas larvas de Tenebrio molitor quanto a sua 

capacidade antioxidante. A concentração escolhida foi de 250 μg/mL, devido a 

sua capacidade sequestrar o radical DPPH em mais de 50%, como demostrado 

na figura 2D. Assim foi observado que a taxa de sobrevida foi de 70% após 30 

horas para o grupo tratado com o extrato metanólico e 25% após 45 horas para o 

grupo tratado com o H2O2 (Figura 3). 

 

 

 

 

FIGURA 3. Avaliação de sobrevida do Tenebrio molitor tratado com o 

extrato metanólico após o estresse causado pelo H2O2. 

 

 
Em adição, o potencial hemolítico dos extratos foi avaliado utilizando 

eritrócitos humanos. O extrato metanólico da M. hirtiflora não induziu hemólise 

significativa (p< 0,0001), mesmo nas concentrações mais elevadas (Figuras 4). 
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FIGURA 4. Atividade hemolítica dos extratos brutos da Myrcia hirtiflora. 

(A) Extrato Hexanico; (B) Extrato Clorofórmico; (C) Extrato Acetato de 

Etila; (D) Extrato Metanólico. 

 

 
Potencial antimicrobiano 

 

O EMMh submetido à avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) 

apresenou atividade antibacteriana frente a linhagem padrão do S. aureus 

ATCC’s. Nas concentrações variando entre 0.78 mg/mL e 1.56 mg/mL, 

respectivamente, frente as ATCC’s de S. aureus (ver tabela 1). 
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Tabela 1: Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM) dos extratos de Myrcia hirtiflora contra diferentes linhagens de 

S. aureus. 
 

 

 
 

 

 

Extratos 

  
Ciclohexano 

 
Clorofórmico 

Acetato de 

etila 

 
Metanol 

Linhagem 
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

S. aureus 6538 >25 - .25 - 0,39 3,12 0,78 1,56 

S. aureus 3602 >25 - >25 - 0,78 1,56 1,56 3,12 

S. aureus 5801 >25 - >25 - 0,78 1,56 1,56 3,12 

S. aureus 6902 >25 - >25 - 0,78 1,56 1,56 3,12 

S. aureus 8702 >25 - >25 - 0,78 1,56 1,56 3,12 

S. aureus 9706 >25 - >25 - 0,78 1,56 1,56 3,12 

Os valores estão expressos em mg/mL. 

 

 

Extratos de Myrcia hirtiflora reduzem a formação de biofilme 

 

 

Os extratos ativos de M. hirtiflora não só são capazes de inibir o 

crescimento de microrganismos, como também inibem a formação de biofilme 

por S. aureus. O extrato metanolico apresentou inibição na produção de biofilme, 

os valores são comparados ao grupo controle, e os de maior significância 

estatística apresentam p<0,05, demonstra a média de três experimentos (Figura 

5). 
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Figura 5. Avaliação da atividade antibiofilme de concentrações subinibitórias do 

extrato de metanólico de folhas de M. hirtiflora contra diferentes linhagens de S. 

aureus. EMMH: Extrato Metanolico; considerando * como p<0,05 para 

significância estatística. 

 

 
Extratos de M. hirtiflora apresentam efeito sinergético com vancomicina 

e ciprofloxacina contra S. aureus 

 

 
Considerando o enfoque do trabalho, a CIM foi determinada para dois 

importantes antibióticos (Tabela 2): ciprofloxacina e vancomicina, para posterior 

combinação dos extratos ativos com os antibióticos. Sendo possível observar 

através do ICIF que os antibióticos apresentaram efeito sinérgico para o extrato 

metanólico. Pode-se concluir também que o ICIF da ciprofloxacina é maior que o 

ICIF da vancomicina (Tabela 3). 
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Tabela 2. Valores de concentrações inibitórias mínimas obtidas para os 

antibióticos ciprofloxacina e vancomicina frente S. aureus ATCC 6538. 

 

Antibióticos Concentração inibitória mínima 

Ciprofloxacina 0,62 

Vancomicina 0,039 

Os valores estão expressos em g/mL. 

Fonte: Autores (2018). 

 

Tabela 3. Concentração inibitória fracionada do extrato metanólico combinados 

com drogas ciprofloxacina e vancomicina frente S. aureus ATCC 6538. 

 

Extratos ICIFC Interpretação ICFV Interpretação 

Metanol 0,33 Sinergismo 0,35 Sinergismo 

ICIFC: Indicie de concentração inibitória fracionada para ciprofloxacina; ICIFV: 

Índice de concentração inibitória fracionada para vancomicina. 

 

 
Tenebrio molitor é suscetível à infecção por Staphylococcus aureus 

 

Para estabelecer nosso modelo de infecção tivemos que inicialmente determinar 

a concentração da suspensão bacteriana capaz de matar as larvas de T. molitor. 

Nossos resultados mostraram que T. molitor é suscetível à infecção por S. aureus 

de forma dependente da dose. Os resultados mais reproduzíveis foram 

encontrados quando as larvas foram inoculadas com uma suspensão bacteriana 

correspondente a OD 1.3 a 630 nm (dados não ilustrados). Nestas condições, as 

larvas tiveram uma sobrevivência média de 2 dias (figura 2). 
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Avaliação da eficácia do extrato metalólico das folhas de Myrcia 

hirtiflora durante infecção por S. aureus 

 

 
Avaliamos a ação do extrato EMMh em T. molitor durante a infecção por S. 

aureus. Observamos que o extrato apresentou baixa toxicidade sendo observado 

um decréscimo na taxa de sobrevivência das larvas nos dois primeiros dias (Figura 

6), no entanto se mantiveram estáveis a partir do dia seguinte. No grupo sem 

tratamento após 2 dias de infecção todas as larvas estavam mortas (sobrevivência 

média de 1 dia). EMMH induziu um aumentou de 50% na sobrevida das larvas, e 

esta taxa se manteve por mais de 10 dias, não sendo possível definir a 

sobrevivência média das larvas (Figura 6). 

 
 

 

Figura 6: Avaliação da eficácia do extrato metanolíco (EMMH) obtido da folha 

de M. hirtiflora na sobrevivência das larvas de Tenebrio molitor infectadas com 

S. aureus ATCC 6538. As larvas foram tratadas com o extrato EMMH na dose de 

3,12 mg/Kg, respectivamente. Foram incluídos no ensaio grupos de controle 

negativo injetadas com PBS. 
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Avaliação do efeito de EAMH e EMMH na carga de bactéria na 

hemolinfa das larvas infectadas por S. aureus 

Buscando avaliar o efeito do EMMH durante a infecção por S. aureus foi 

realizado a quantificação de bactérias na hemolinfa de larvas infectadas com S. 

aureus. Foi verificada uma redução significativa no número de colônias após 24 

horas no grupo tratado com EMMH (3,12 mg/Kg). (Figura 7). 

 

 

 

 

 

Figura 7: Avaliação do efeito do extrato metanólico (EMMH) obtidos da folha 

de M. hirtiflora na carga bacteriana na hemolinfa de larvas de Tenebrio molitor 

infectadas com S. aureus ATCC 6538 (Sa). (*) Diferenças estatística em relação 

as larvas infectadas e não-tratadas. 

 

 
Extrato metanólico de Myrcia hirtiflora induz aumento na densidade 

de hemócitos de T. molitor 

Por fim, foi avaliado o efeito do extrato EMMh sobre a densidade de 

hemócitos na hemolinfa do hospedeiro invertebrado. Foi constatado aumento 
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significativo no número de hemócitos tratados com EMMh (Figura 8B) em 

relação ao grupo tratado com PBS. 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efeito do tratamento do extrato metanólico das folhas de Myrcia 

hirtiflora na melanização (A) e densidade de hemócitos (B) de T. molitor 

infectados com S. aureus ATCC 6538 (Sa). (*) Diferenças estatística em relação 

as larvas não infectadas. (#) Diferenças estatística em relação as larvas infectadas 

e não-tratadas. 

 

 
LC-ESI-IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MSn from the methanol extract from the 

leaves Myrcia hirtiflora 

 

 

Foi identificado vários compostos (Tabela 4 e Figura 9) e no tempo de 

6.73 temos uma catequina. Diante desses resultados apresentados tudo aponta que 

o extrato metanólico possui atividade antioxidante e antimicrobiana por causa da 

presença da catequina. 
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Table 4: Identification of compounds in Myrcia hirtiflora by FIA-ESI-IT/MSn 
 

 

 
 

TR (min) [M-H] - MSn fragments Compound 

6.19 305 287;179 (epi)Gallocatechin 

6.40 529 179, 289, 511 (ent)Cassiaflavan-(epi)catechin 

6.73 593 441; 289 (epi)Catechin digallate 

7.06 593 575; 305 (epi)Gallocatechin-(epi)catechin 

 

7.82 

 

289 

 

245; 179 
 

(epi)Catechin 

8.29 785 289, 545, 675 (ent)Cassiaflavan- 

(epi)guibourtinidol-(epi)catechin 

8.70 1009 769; 529; 289 ent)cassiaflavan-(ent)cassiaflavan- 

(ent)cassiaflavan-(epi)catechin 

8.79 785 305, 545, 767 (ent)Cassiaflavan-(ent)cassiaflavan- 

(epi)gallocatechin 

9.01 769 529;289 (ent)cassiaflavan-(ent)cassiaflavan- 

(epi)catechin 
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Figure 9: Total Ion Chromatogram from the methanol extract Myrcia hirtiflora 

acquired by LC-ESI-MS (m/z: 100–2000 Da) and proposed structures compounds 

identified by HPLC-DAD-ESI-MS and FIA-ESI-IT-MSn 
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DISCUSSÃO 
 

O extrato metanólico das folhas de M. hirtiflora apresentou o melhor 

resultado para atividade antioxidante in vitro. Esta eficácia pode estar relacionada 

a presença de altos conteúdos de compostos fenólicos. Quando comparado ao 

extrato acetato de etila, o extrato metanólico também apresentou maiores 

concentrações de fenol e flavonoides. Pesquisas recentes têm correlacionado a 

presença de metabólitos secundários derivados de compostos fenólicos a alta 

atividade antioxidante de plantas da família da M. hirtiflora [25,26]. 

Os compostos fenólicos possuem grande importância para sistemas 

biológicos. Doenças causadas por reações oxidativas se tornam alvo de terapias 

cujo finalidade seja minimizar ou diminuir o estresse oxidativo que origina a 

doença. Evidências tem comprovado que a ingestão de antioxidantes naturais 

obtidos durante a alimentação podem neutralizar ou inibir os danos provocados 

pelas reações oxidativas [27]. 

Estudos realizados com espécies da família Myrtaceae demonstram quem 

as contribuições percentuais de compostos fenólicos nem sempre correspondem 

proporcionalmente ao teor de flavonoides. Os extratos de ciclohexano, 

clorofórmio e acetato de etila apresentaram teor inferior a 20% (1mg/mL EAG/g) 

de compostos fenólicos. Já a contribuição percentual de flavonoides foi maior que 

30% (1mg/mL EQ/ g) no percentual total de fenol [28]. 

A capacidade do sequestro do radical DPPH pode ser classificado como forte 

(70%), moderada (50%-70%) ou fraca (abaixo de 50%) de acordo com o 

percentual obtido. De acordo com essa classificação, os extratos metanólico e 

acetato de etila possuem moderada capacidade de sequestro. Já os extratos 

clorofórmico e ciclohexânico são classificados como possuindo fraca capacidade 

de sequestro [29]. 
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Os resultados obtidos para atividade antioxidante total pelo método de 

redução da complexação do fosfomolibdênio para o extrato clorofórmico 

diferiram dos resultados obtidos através do método DPPH, observou-se que esse 

extrato possuia uma baixa atividade no método DPPH. Esses resultados sugerem 

que essa atividade biológica avaliada pela redução do fosfomolibdênio se deve a 

presença de composto fenólicos, no caso do extrato clorofórmico, principalmente 

a presença de flavonoides, que esta em maior concentração [30]. 

A diferença apresentada entre os extratos na avaliação da atividade 

antioxidante total por diferentes métodos sugere que cada ensaio determina 

diferentes aspectos da capacidade antioxidante. Embora os métodos aplicados 

nesse trabalho estejam baseados em propriedades de inibição, diferentes reações 

químicas estão acontecendo com radicais diversos. Essas diferenças significativas 

comprovam o que outros autores sugerem quando afirmam que diferentes 

antioxidantes contribuem de forma diferente para a atividade antioxidante total 

em um extrato dependendo do método utilizado [31]. 

Assim como muitos organismos, o Tenebrio molitor possui mecanismos 

de defesa para neutralizar as espécies reativas que estiverem em excesso. Estes 

mecanismos são compostos por diversas enzimas com função antioxidante e 

desintoxicante [32]. Diversos estudos têm demonstrado que quando as larvas de 

T. molitor são submetidas a estresse oxidativo ocorre um aumento significativo 

da produção de espécies reativas e isso está relacionado a danos moleculares e 

consequentemente induzem as vias de morte celular [32,33]. 

Diante do estresse oxidativo ocasionado pela inoculação de peróxido de 

hidrogênio, a ação protetora do extrato metanólico foi avaliada pelo aumento da 

sobrevida das larvas previamente tratadas com o extrato em comparação com a 

sobrevida das larvas não tratadas [34]. Também é possível avaliar a toxicidade do 

extrato testado. Até o presente momento não existe descrição na literatura 
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científica de investigação do potencial antioxidante da M. hirtiflora em larvas do 

T. molitor. 
 

Entretanto, conhecido os mecanismo de defesa antioxidante do inseto e os 

mecanismos oxidativos ocasionados pelo estresse é possível sugerir algumas 

hipóteses. As enzimas presentes nas larvas do T. molitor reagem quimicamente 

com o peróxido de hidrogênio e isso provoca a liberação de átomos de oxigênio 

[34]. Essa liberação é uma reação altamente instável e termina na liberação de 

átomos de oxigênio instáveis que levam a formação de espécies reativas. 

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que os extratos das 

folhas de M. hirtiflora apresentam considerável teor de compostos fenólicos, 

flavonoides, atividade antioxidante in vivo sobre larvas de T. molitor e in vitro. 

No entanto, investigações adicionais são necessárias para uma melhor elucidação 

dos mecanismos de ação pelo qual esta espécie vegetal exerce sua potencial 

atividade antioxidante in vivo, avaliando também sua citotoxicidade para garantir 

a segurança de seu uso medicinal. 

Doenças infecciosas ainda representam uma importante causa de morbidade e 

mortalidade entre seres humanos. Staphylococcus aureus um dos patógenos 

infecciosos de grande interesse científico, que se caracteriza como um dos 

patógenos humanos mais importantes podendo causar infecções clinica pela 

corrente sanguínea e adquirida na comunidade [35,36,37]. 

A bacteremia por S. Aureus é tratada com antibióticos com alta atividade 

anti-estafilocócica [38]. No entanto, com o uso inadequado de antimicrobianos 

estão surgindo cepas multirresistentes que se originaram em ambiente hospitalar 

e na comunidade, diante disso o uso de produtos naturais têm grande importância 

na prospecção de novos agentes farmacológicos visando inibir ou tratar as 

infecções clínicas deste patógeno [39,40]. Na busca desses agentes tem se 

estudado os metabólitos secundários produzidos pelas plantas sob estresse 

ambiental que tem a finalizade de proteção a fatores bióticos e abióticos, desta 
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maneira produzindo moléculas biologicamente ativas que possuem propriedades 

biológicas contra agentes infecciosos [41,42]. 

Myrtaceae representa esse grupo de planta com propriedades biológicas, de 

acordo com estudos foi observada atividade antimicrobiana em diversos extratos 

dos gêrenos Psidium, Eugenia e Myrcia [43,44,45,46] o que foi observado no 

presente estudo, diante da propriedade antimicrobiana dos extratos de Myrcia 

hirtiflora. Em estudos realizados demostra que extratos e frações de produtos 

naturais existe moléculas ativas que possuem está atividade metabólitos 

secundários que apresentam atividade antimicrobiana está relacionado com a 

presença do grupo polifenois, principal classe os flavonoides [47,48,49]. No 

extrato metanólico de Myrcia hirtiflora uma classe muito presente foi a de 

flavonoides e após caracterização foi detectado como majoritário a catequina, 

comum a outros gêneros da familia Myrtaceae, como Eugenia e Feijoa [48,50]. 

Muitos estudos relataram sobre o avaliação da ação antimicrobiana de 

extratos vegetais frente a S. aureus, mas não associa esses estudos a ação pela 

formação do biofilme, que é um processo complexo e regulado por várias 

caracteristicas do ambiente que influenciam na sua formação, o primeiro fator é 

adesão bacteriana na superfície intracelular e o segundo a hidrofobicidade 

[51,52,53,54]. A adesão bacteriana pro S. aureus está diretamente associado a 

sintese das enzimas codificadas pelo cluster de adesão intercelular (ica) [55]. Foi 

observado no EMMH uma forte inibição na formação do biofilme produzido 

pelo S. aureus, esta ação está relacionado a presença da catequina. O mecanismo 

de ação na inibição da formação pelos flavonoides está diretamente na inativação 

do gene ica, que está presente na parede celular do S. aureus. 

A formação de biofilme pode influenciar na resistência bacteriada, uma vez 

que as bactérias vão se aderindo a superfícies, como catéteres, chegando a formar 

quorum sensing, diante dessa estrutura especializada e de difícil 
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destruição [56,57], faz-se necessário pesquisas na busca de compostos ativos de 

base natural que tenha o efeito inibitório ou bactericida frente a essas cepas 

resistentes aos antibióticos, impedindo a formação de biofilme, tornando-se esse 

um possível agente antibiofilme. 

Com a possibilidade de potencializar o efeito antimicrobiano, no caso, seu 

efeito sinérgico, entre extratos de plantas e agentes antimicrobianos se fez 

necessario avaliar este efeito. Em estudos realizados podemos comprovar este 

efeito sinergico entre extratos de plantas e antibioticos [58,59]. Nesta pespectiva, 

esse efeito sinérgico foi observado no EMMH quando associado com os 

antibióticos, Ciprofloxacino e Vancomicina, o que pode estar relacionado com a 

presença da catequina, componente majoritário do extrato em estudo. 

Diante dos ensaios in vitro e da identificação do composto avaliamos o 

extratro metanólico num modelo in vivo para testar sua eficácia. Diversos modelos 

experimentais têm sido utilizados para avaliar a ação antimicrobiana/anti-

virulência de novos compostos, dentre eles estão aqueles que usam insetos como 

Tenebrio molitor. Estes animais sistemas fisiológicos conservados como os 

mecanismos relacionados a imunidade inata (produção de espécies reativas e 

peptídeos antimicrobianos, fagocitose, etc.). No entanto, T. molitor é susceptível 

a patógenos (como S. aureus) que são capazes de persistir dentro do inseto 

infectado, e provocar alterações em tecidos, hemolinfa, e fagócitos. Estas 

características têm favorecido o uso deste inseto como modelo alternativo de 

infecção para estudos de patogenicidade, e de atividade antimicrobiana e 

antivirulência in vivo [60,61]. 

É importante saber que o T. molitor possui capacidade de defesa contra 

patógenos, apresentando um importante mecanismo de imunidade inata 

relacionado a produção de peptídeos antimicrobianos (AMPs) [62], fagocitose, 

encapsulamento, formação de nódulos e reações de melanização [63,64]. 
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A enzima fenoloxidase que é responsável pela cascata da profenoloxidase, 

catalisa a oxidação de compostos fenólicos presentes na hemolinfa e na cutícula 

dos insetos para produzir melanina [65]. O monitoramento desse parâmetro pode 

oferecer uma visão da resposta imune do hospedeiro. Dessa forma, observamos 

um aumento significativo de melanina nas larvas inoculadas com S. aureus, 

indicando que a melanização é um processo inespecífico que depende da presença 

de partículas estranhas [66]. Ambos os extratos diminuíram o conteúdo de 

melanina em relação às larvas infectadas. Contudo, o grupo tratado com EMMH 

obteve um grau de melanização relativamente maior em comparação com o grupo 

tratado com EAMH. Esse fenômeno é bastante relevante, uma vez que é possível 

analisar a diferença na resposta dos dois extratos sobre a reação de melanização 

durante infecção por S. aureus. 

Outro fator importante envolvido intrinsicamente nos processos imune das 

larvas são os hemócitos encontrados na hemolinfa dos artropódes. A resposta 

celular é mediada por hemócitos, os quais são responsáveis por reconhecer um 

corpo estranho tanto pela interação direta dos receptores de superfície dos 

hemócitos com as moléculas no organismo invasor, como indiretamente, pelo 

reconhecimento dos receptores humorais que se prendam e opsonizam a 

superfície do invasor [68]. Existe uma correlação entre a sobrevivência larval e as 

mudanças na densidade de hemócitos [66]. Em nosso estudo, foi observado que 3 

horas após o tratamento com EMMH, houve um aumento significativo no número 

de hemócitos. Este efeito de EMMH pode estar correlacionado a acentuada 

diminuição na carga de bactérias na hemolinfa das larvas, resultando no aumento 

na taxa de sobrevivência. Resultados semelhantes foram observados em outros 

estudos de ação antimicrobiana utilizando modelos de insetos [66]. 

Demonstrando, que a eficácia do EMMH se dá também através de mecanismos 

imunomudulares do perfil de defesa do hospedeiro, ocasionando subsequente 

redução no número de S. aureus na hemolinfa das larvas de T. molitor. 
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Em análise com o grupo tratado com EAMH, obtevemos valores 

semelhante ao grupo PBS. Entretanto, quando investigamos o efeito desse extrato 

numa dose mais elevada (6 mg/Kg), esse valor tende a diminuir abruptamente, 

elevando também a sua toxidade in vivo ( dados não apresentados). Foi 

demonstrado em um modelo de infecção com G. Mellonella que uma baixa taxa 

de sobrevivência condiz com a densidade reduzida de hemócitos em larvas 

inoculadas com diferentes isolados fúngicos [67]. Alem disso, se correlaciona ao 

comprometimento na produção de peptídeos antimicrobianos, nos quais aparecem 

duas a quatro horas após uma infecção [68]. Isso explica a maior proliferação do 

S. aureus na hemolinfa das larvas e dimuição da taxa de sobrevivência quando 

tratadas com EAMH. 

 

 
CONCLUSÃO 

 

Neste estudo, podemos observar que o EAMH e EMMH foi capazes de 

auxiliar o combate de S. aureus através da avaliação antimicrobiana e inibição do 

seu potencial infectivo. O extrato metanólico de M. hirtiflora exerce um profundo 

efeito protetor sobre larvas de T. molitor durante infecção por S. aureus, induzindo 

aumento na densidade hemocítica e subsequente redução na carga bacteriana e 

melanização. Nosso trabalho, demonstra o potencial como agente antimicrobiano 

e uma possibilidade de uso para o desenvolvimento de novos fármacos. 
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8. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que: 

 

 O extrato metanólico das folhas de Buchenavia tepraphylla apresentou ação 

antifúngica e teve ação sinérgica com fluconazol frente a Candida albicans; 

 

 Que o extrato metanólico das folhas de Myrcia hirtiflora apresentou ação 

antimicrobian e teve ação sinérgica com ciprofloxacino e vancomicina 

frente a Staphylococcus aureus; 

 

 Os extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora 

e frações do extrato metanólico de Buchenavia tepraphylla não causam 

hemólise as células vermelhas; 

 

 Os extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora 

e frações do extrato metanólico de Buchenavia tepraphylla possuem 

compostos fenólicos e flavonoides; 

 

 Os extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora 

e frações do extrato metanólico de Buchenavia tepraphylla são capazes de 

sequestrar os radicais livres do DPPH e ABTS, com isso possuem atividade 

antioxidante; 

 

 Observamos que o extrato metanólico das folhas de Buchenavia 

tepraphylla possuem ação antioxidante em Tenebrio Molitor; 

 

 Observamos que o extrato metanólico das folhas de Myrcia hirtiflora 

possuem ação antimicrobiana frente a Staphylococcus aures em Tenebrio 

Molitor 
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