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RESUMO

Atualmente doencas infecciosas e agentes estressores ainda representam
uma importante causa de morbidade e mortalidade entre seres humanos,
especialmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. Atingimos
um ponto critico em que novas drogas ndo estdo sendo desenvolvidos no
ritmo necessario para conter esta capacidade natural dos patogenos de
adquirir resisténcia contra os antibidticos. E também é necessario o
desenvolvimento de novas solucdes para reduzir os efeitos deletérios do
envelhecimento e, portanto prolongar o tempo de vida saudavel. Diante
disso o0 objetivo deste trabalho identificar e caracterizar metabdlicos
secundario de folhas da Buchenavia tetraphylla e Myrcia hirtiflora com
acdo antimicrobiana e antioxidante. As folhas de B. tetraphylla e M.
hirtiflora foram coletadas em Buique-PE, foram secas, moidas e realizada
uma extracdo com solventes organicos para obtencdo de extrato bruto. O
fracionamento do extrato de melhor atividade foi realizado por
cromatografia em coluna aberta Sephadex LH-20. Para a determinacéo da
atividade antimicrobiana foi utilizado o método de micro diluicdo, onde
foi determinado a concentragdo minima Inibitoria (CMI) e a Minima
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 pg/mL para
0 BTHE; 156 a 1250 pg/mL parao BTCE; 625 a 1250 pg/mL parao BTME
e 625 a 2500 pg/mL parao BTEE. O BTME apresentou o melhor atividade
anti-C. albicans. Este extrato demonstrou interacdes aditivas/sinérgicas
com o fluconazol. A anélise por microscopia eletronicade varredura sugeriu
que o BTME interfere na divisdo celular e no desenvolvimento de C.
albicans. O BTME apresentou valores de 1C50981 e 3935 pg/mL, contra
macrofagos J774 e eritrocitos humanos, respectivamente. Este extrato

também aumentou a producdo de Oxido



nitrico pelos macrofagos J774. Para a determinacdo da atividade
antioxidante foi utilizado varias metodologias, como: DPPH, ABTS,
Dosagem de compostos fenolicos e flavondides. Devido as suas maiores
propriedades antioxidantes, o extrato metandlico (BTME) foi escolhido
para ser fracionado por cromatografia em coluna Sephadex LH-20. Duas
fracbes de BTME (BTFC e BTFD) foram as fragdes mais ativas. O pre-
tratamento com essas fracOes protegeu as larvas de T. molitor do estresse
induzido pela inoculagdo 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 util 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 util das larvas com o
extrato MHME (25mg/Kg). Os dados de RMN indicaram a presenca de
compostos alifaticos (terpenos, &cidos graxos, carboidratos) e compostos
aromaticos (compostos fenolicos). Esses achados sugerem que 0s extratos
utilizados séo candidatos promissores para o desenvolvimento de agentes
antioxidantes e anti-infecciosos. Assim, com esses dados estimular novas
pesquisas sobre aspectos farmacoldgicos e citotoxicos dos extratos/fracbes
da Buchenavia tetraphylla e Myrcia hirtiflora a fim de apoiar a sua

aplicacdo como agente antimicrobiano e antioxidante.

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

Tenebrio molitor; Resisténcia microbiana.



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 curbthis
natural ability of pathogens to acquire resistance against antibiotics. And it
is also necessary to develop new solutions to reduce the deleteriouseffects
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 Buique-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 extractsof B. tetraphylla
showed anti-C. albicans. CMI values ranged from 156 to 2500 pug/mL for
BTHE; 156 to 1250 pg/mL for BTCE; 625 to 1250 pg/mL for BTME and
625 to 2500 pg/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 divisionand development of C. albicans. The
BTME presented IC50 values of 981 and 3935 upg/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



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. INTRODUCAO

Em milhares de anos vem se descobrindo que os produtos naturais
tem desempenhado um papel fundamental na saude da populacdo em
diversas culturas. O uso de plantas medicinais tem alcancado seus objetivos
pela medicina tradicional usada mundialmente e sdo utilizadas pela
humanidade buscando o alivio e cura de doencas (LEANDRO, et al 2017;
VERRI, et al 2017; SILVA, et al 2017).

A caatinga € um bioma exclusivo brasileiro localizado
majoritariamente na regido do semiarido nordestino (MESQUITA, et al
2017; ALVALA, et al 2019). Nosso grupo, Nicleo de Bioprospec¢io da
Caatinga — NBioCaat, tém demonstrado o potencial biotecnoldgico de
plantas provenientes da Caatinga, com especial foco nas acgdes
antimicrobiana (DA SILVA, et al 2013; ARANDA-SOUZA, et al 2012) e
antioxidante (DA SILVA, et al 2011). Os produtos naturais provenientes de
plantas tém grande importédncia na prospeccdo de novos agentes
farmacologicos devido a larga variabilidade estrutural que culmina na
inibicdo de patdgeno infeccioso por diferentes vias metabdlicas e de agentes
oxidantes. Diante disso consideramos um dominio pouco explorado, como
a Caatinga, um ecossistema rico em biomoléculas tornando-se um celeiro

com potencial biotecnologico.

O dominio da caatinga que se localiza no Nordeste do Brasil. Estima-
se que esse dominio possui cerca de 159 familias, 1.141 géneros e
4547 especies vegetais. Dentre essas familias tem a Combretaceae e

Myrtaceae.

A Familia Combretaceae consiste em 20 géneros eaproximadamente
400 espécies de arvores, arbustos ou lianas, as vezes com troncos eretos e

monopodiais sustentando uma séria de ramos
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horizontais e simpodiais. Dos 20 géneros da familia Combretaceae, cinco
géneros sdo nativos do Brasil: Buchenavia, Combretum, Conocarpus,
Terminalia e Thiloa. O género Buchenavia tém evidenciado propriedades
antimicrobianas e antioxidantes. Dentre o género Buchenavia, temos
Buchenavia tetraphylla é conhecida popularmente no Brasil como
“Tanimbuca” (GLORIA, 2014; MININEL, 2015).

A familia botanica Myrtaceae esta inserida na classe das Myrtales ou
Myrtiflorae, que consiste em 132 géneros e aproximadamente 5600
espécies. Dos 132 géneros da familia Myrtaceae, trés géneros sdo 0s mais
estudadas: Myrcia DC, Eugenia L. e Psidium L. Dentre o género Myrcia,
temos Myrcia hirtiflora € conhecida popularmente no Brasil como
“Batinga-da-borda” (MORALIS, 2014; BHUY AN, 2017).

Doengas infecciosas e agentes estressores ainda representam uma
importante causa de morbidade e mortalidade entre seres humanos,
especialmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. Atualmente
atingimos um ponto critico em que novas drogas nao estdo sendo
desenvolvidos no ritmo necessario para conter esta capacidade natural dos
patdgenos de adquirir resisténcia e defender-se contra os antibidticos
(SANTOS, et al 2018; GONCALVES, et al 2018). E também é necessario
o0 desenvolvimento de novas solugdes para reduzir os efeitos deletérios do
envelhecimento e, portanto prolongar o tempo de vida saudavel (VALKO,
et al 2007; JOHNSON, 2013; ZAMBERLAN, 2018).

Doengas infecciosas ainda representam uma importante causa de
morbidade e mortalidade entre seres humanos, especialmente nos paises em
desenvolvimento como o Brasil. Atualmente atingimos um ponto critico em
que novas drogas ndo estdo sendo desenvolvidos no ritmo necessario para
conter esta capacidade natural dos patdgenos de adquirir resisténcia e
defender-se contra os antibiéticos (RODRIGUEZ-ROJAS, et
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al 2013 ; RODRIGUEZ-ROJAS, et al 2014). Dentre os agentes patogénicos
humanos, Staphylococcus aureus tem sido destacado devido acapacidade
de expressar uma variedade de fatores de viruléncia que facilitam a adeséo
celular, a evasdo do sistema imune, danos a célula hospedeira e provocam
o0s sintomas de doenca (DU TOIT, 2014).

Diversos agentes estressores sao reconhecidos por antecipar ou
intensificar o envelhecimento, como por exemplo, as espécies reativas de
oxigénio (ERQOS). Estes compostos sdo produzidos fisiologicamente pela
célula e desempenham fung¢des cruciais paraa manutencdo da homeostase.
Contudo quando em excesso, seja por aumento na producdo ou por falha
nos mecanismos de remocdo, EROS causam sérios danos celulares que
podem desencadear diversas doencas, como 0 envelhecimento precoce e
cancer, e por fim provocar a morte (VALKO, etal 2007). Retardar ou
reduzir o aparecimento de varias doencas de fim de vida poderia ter um
beneficio muito maior do que tratamentos direcionados a cada doenca
especifica (MILLER, 2002).

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para avaliar a
acdo antimicrobiana/anti-viruléncia e antioxidante de novos compostos,
dentre eles estdo aqueles que usam insetos como Tenebrio molitor
(cascidunho amarelo). O T. molitor tém sistemas fisioldgicos conservados
como os mecanismos relacionados a imunidade inata (producéo de espécies
reativas e peptideos antimicrobianos, fagocitose, etc.) (DE SOUZA, et al
2015).

No entanto, T. molitor, como outros organismos, é susceptivel, a
patdgenos (como S. aureus) que sdo capazes de persistir dentro do inseto
infectado e provocar alteragfes em: tecidos, hemolinfa, e fagécitos (HAN,
2016). Neste modelo também é susceptivel aos danos oxidativos gerados

pelo excesso de ERQOS, como ocorre na inflamacéo. Quando em excesso,
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as EROS podem interagir comprometendo funcGes diversas em tecidos e
orgdos com isso danificando carboidratos, proteinas, lipideos e acidos
nucleicos (LI, et al 2016).

No Brasil, larvas de T. molitor sdo amplamente utilizadas e
comercializadas como racéo animal (aves e repteis) devido a sua facilidade
de manuseio e curto ciclo de vida (HAN, et al 2016). Estas caracteristicas
tém 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 fracGes do extrato bruto metandlico da Buchenavia tetraphylla e

Myrcia hirtiflora.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais tém desempenhado um papel fundamental na
salde da populacdo em diversas culturas. O uso de plantas medicinais tem
alcancado seus objetivos pela medicina tradicional usada mundialmente e
tem apresentado sua importdncia principalmente nos paises em
desenvolvimento até os dias de hoje. Da biodiversidade podemos extrair
e/ou produzir alimentos, cosméticos e novos materiais. Desde 0s tempos da
civilizacdo humana dependemos diretamente de plantas medicinaiscom
suas propriedades terapéuticas que incluem produtos minerais, animais e
vegetais como fonte de nutrientes, no tratamento de doencas, na construcao
de moradias e na confecgdo de vestimentas (SCHIAVON,2015; FILHO,
2014; SILVA, et al 2012; AGRA, et al 2008).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais tem sido utilizado comorecurso
terapéutico muito importante para o tratamento de patologias. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) avalia que muitas pessoas da
populagdo no mundo fazem uso de plantas medicinais como recurso natural
para a saude. Esse uso frequente é principalmente em comunidades que
tém dificuldade de acesso ao medicamento alopatico, favorecendo o habito
do uso de plantas medicinais (LEITAO, et al 2013; BITU, et al 2015;
COSTA, et al 2012; AMENI, et al 2015).

As plantas possuem compostos bioativos importantes para 0
desenvolvimento de um farmaco, que sdo chamados de compostos
bioativos. Desta forma, o uso de planta para fins de pesquisa tem despertado

interesse pelo conhecimento de seus metabolitos secundarios.
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Eles sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de um
medicamento. Os compostos bioativos sdo resultados de influéncia fisica,
quimica e bioldgica encontrados na natureza, esses COmMpostos Sao
responsaveis pelos efeitos medicinais ou toxicos 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 esta inclusa a
caatinga. O dominio da caatinga que se localiza no Nordeste do Brasil, é
conhecida por ser um local seco ocasionado pela ma distribuicdo de chuvas
na regido (MOREIRA, et al 2006; ALBUQUERQUIE, et al 2005).

E um dominio brasileiro que ocupa 11% do territorio do Brasil e 60%
da regido nordestina, chegando a medir aproximadamente 900 mil km2 de
dimenséo territorial, que abrange os estados de Minas Gerais, Bahia,
Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,Ceara e Piaui
(Figura 1 — delimitada na linha em vermelho). Possui uma vasta
diversificacdo em sua vegetacdo e € uma flora pouco pesquisada e que
possui varias espécies de arvores e arbustos. Estima-se que esse dominio
possui cerca de 159 familias, 1.141 géneros e 4.547 espécies vegetais.
Dessas, 318 espécies sdo consideradas endémicas (MOREIRA, et al 2006;
FILHO, 2014).
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Figura 1: Mapa do Brasil com a localizagcdo do dominio Caatinga.

Oceano
Atlantico

EXECUGAO:

Semidrido

Fonte: www.agencia.cnptia.embrapa.br

2.3 Familia Combretaceae

A familia botanica denominada de Combretaceae estd inserida na
classe das Myrtales, que consiste em 20 géneros e aproximadamente 400
espécies de arvores, arbustos ou lianas, as vezes com troncos eretos e
monopodiais sustentando uma séria de ramos horizontais e simpodiais.
Predominantemente ocorrem em areas tropicais e subtropicais e estdo
largamente nas regides da Asia, Africa ocidental e regi&o nordeste do Brasil
(SOUSA, 2010; GLORIA, 2014; LINSINGEN, et al 2009).

SILVA, etal (2005), descreve essa familia da seguinte forma:

Arvores, arbustos ou subarbustos geralmente
escandentes. Folhas opostas ou alternas, simples, inteiras,

pecioladas, sem estipulas, com indumento de tricomas
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combretaceo-compartimentados, escamiformes ou glandulas
pedunculadas. Inflorescéncias em espigas, paniculas de espigas,
racemos ou paniculas, terminais ou axilares, as vezes capitadas.
Bracteas muitas vezes presentes. Flores actinomorfas ou
zigomorfas, frequentemente hermafroditas, raramente diclinas,
tetrdmeras ou pentameras; hipanto dividido em duas partes, a
inferior envolvendo o ovario e a superior em tubo curtoou
alongado, terminando nos lobos do calices. Lobos do célice 4
ou 5, as vezes pouco desenvolvidos. Pétalas 4,5 ou ausentes
pequenas ou conspicuas, inseridas entre os lobos do calice.
Estames geralmente 8 ou 10, inseridos em 2 verticilos, exsertos,
as vezes com filetes curtos, anteras versateis ou adnatas aos
filetes, rimosas. Disco nectarifero bem desenvolvido ou nulo.
Ovario infero ou semi-infero (Strephnonema), unilocular, 2-6
dvulos péndulos. Fruto indeiscente, seco ou carnoso, as vezes 2-
5 alado. Sementes sem endosperma, cotiledones convolutos ou

plicados.

2.3.1 Buchenavia tetraphylla

Dos 20 géneros da familia Combretaceae, cinco géneros sao nativos
do Brasil: Buchenavia, Combretum, Conocarpus, Terminalia e Thiloa.
Muitas espécies pertencentes a estes géneros sdo utilizadas
tradicionalmente para tratar dores abdominais, conjuntivite, Ulceras
gastricas, hemorragias, doencas de pele, cancer, infeccBes bacterianas,
febre, dores de cabega e doencas venérias. Diante disso, ha interesse em
realizar estudos cientificos para comprovar que extratos e compostos
isolados desta familia apresentam fortes atividades bioldgicas, tais como:

antimicrobiana, anti-inflamatoéria, ansiolitica, antioxidante, citotoxica e
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antiprofilerativa (MININEL, 2015; SOUSA, 2010; BESSONG, et al
2005; GLORIA, 2014).

Pesquisas desenvolvidas com a espécies do género Buchenavia vém
aumentando e j& se descobriu, por meio de isolamento e identificacdo de
compostos, tais como taninos, terpenos, flavondides, carboidratos,
triterpenos, entre outros, que possuem propriedades bioldgicas. Estes
compostos sdo 0s responsaveis por apresentarem propriedades bioldgicas
comprovadas por essas pesquisas. Estudos recentes envolvendo espécies do
género Buchenavia tém 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 herbario do Instituto

Agrondmico de Pernambuco - IPA

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

A familia botanica denominada de Myrtaceae esta inserida na classe
das Myrtales ou Myrtiflorae, que consiste em 132 géneros e
aproximadamente 5600 espécies. Esta dividida em Leptospermoideae e
Myrtoideae, que sdo duas subfamilias. As Leptospermoideae apresentam
folhas alternadas e frutos secos, ja as Myrtoideae apresentam folhas opostas
e frutos carnosos. Predominantemente a subfamiliaLeptospermoideae esta
distribuida na Australia e a subfamilia Myrtoideae esta localizada na
América do Sul e Central. No Brasil tem registros de 23 géneros e
aproximadamente 997 espécies, distribuidas na Norte, Nordeste, Centro-
oeste, Sudeste e Sul. (LEGRAND; KLEIN, 1978; SACRAMENTO, 2007;
SARMENTO, 2012; MORAIS, 2014; THE
PLANT LIST, 2018).

WILSON, etal (2001), descreve essa familia da seguinte forma:

Arbustos ou subarbustos. Folhas inteiras contendo
cavidades oleiferas, ovario semi-infero a infero, estames
geralmente numerosos, floema interno, e  pontuacdes
guarnecidas nos vasos de xilema. As folhas inteiras podem
apresentar disposicdo alterna, oposta ou oposta cruzada, com
presenca de pontuacdes e pequenas estipulas. Pode ocorrer
cauliforia. Flores sdo na maioria das vezes brancas, mas podem
apresentar coloracdo avermelhada. S&o hermafroditas, efémeras,
com simetria radial, geralmente pentdmeras, mono ou
diclamideas. O receptaculo pode ser bem desenvolvido, a corola
quando suprimida apresenta um calice gamossépalo com
deiscéncia transversal e frequentemente observa-se a presenca
de varios estames. O ovario pode ser pentacarpelar e

pentalocular, apresentando muitos dvulos, e varia de supero a
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semi- infero, até infero. Fruto pode ser do tipo baciforme ou
capsular loculicida, e as sementes podem ser tipo aladas e

apresentar poliembrionia.

Dos 132 géneros da familia Myrtaceae, trés géneros sdo oS mais
estudadas: Myrcia DC, Eugenia L. e Psidium L. Muitas espécies
pertencentes a estes géneros sdo utilizadas na medicina popular como:
antidiurético, antirreumatico, broncodilatador, antiflamatorio,
antibiabeticos, antitérmicos, anti-hemorragicos e antidislipidémicos
(CRUZ, 2004). Diante disso, ha interesse em realizar estudos cientificos
para comprovar que extratos desta familia apresentam fortes atividades
bioldgicas, tais como: antiinflamatorio, 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 especie apresenta flores merosas, os l6bulos ovados do
calice vertices arredondados, sem reflexos e 2-4 paniculasagrupadas em
grupos subtendidos por bracteas 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 herbario do Instituto Agronémico de

Pernambuco - IPA.

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

2.5 Compostos Bioativos derivados de tecidos vegetais

Héa séculos a comunidade vem utilizando extratos derivados das partes
de plantas para tratar patologias. As plantas, diferente da maioria dos
animais, estdo em situacdes menos favoraveis ou estressantes, devido pela
sua auséncia de movimentos. Diante disso desenvolvem substancias, 0s
metabolicos secundarios, que as auxiliam em sua sobrevivéncia ao meio
em que vive (FILHO, 2018; Da SILVA 2016).

Muito tempo atras acreditou-se que essas substancias, os metabolitos
secundarios, eram produzidas sem funcéo especifica, e elas eram utilizadas
pelas plantas para algum tipo de desintoxicac¢ao ou resultado de algum erro

no metabolismo vegetal, e diante disso sem nenhum valor para
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a populacdo humana. SO na década de 1950, foi elucidado a importancia
dessas substancias para a vida das plantas e para a populagdo (DOS
SANTOS, 2015).

Os metabdlitos secundérios sdo produzidos por processos deinteragdo
com o meio ambiente e por predadores, que sdo produzidos como forma de
defesa. Varios fatores estdo envolvidos como: temperatura, umidade,
luminosidade, disponibilidade de 4gua, radiacdo, sazonalidade, entre outras
(Figura 4) (FILHO, 2018).

Figura 4. Fatores que podem influenciar a produgdo de metabdlitos

secundarios.

Fonte: Gobbo-Neto; Lopes (2007).

Fatores bioticos e abidticos podem interferir na qualidade e

quantidade de metabdlitos secundarios de uma planta em determinado
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momento e local. Dentre os metabdlitos existem trés grandes classes: 0s
terpenos, os alcaloides e os compostos fendlicos, que sdo derivadas a
partir de trés vias metabdlicas principais (Figura 5): via do acetato-
malonato, via do acetato- mevalonato e a via do &cido chiquimico. Para uma
dessas trés vias metabdlicas serem ativadas elas dependem diretamente dos
metabolitos primarios, como carboidratos, proteinas, acidos nucleicos e
lipideos, que estdo envolvidos em processos bioldgicos para a vida da
planta, tais como: respiragéo, fotossintese e formagao de novos tecidos nas
plantas (FILHO, 2018; Dos SANTOS, 2015; Da SILVA 2016).

Diante da complexidade de formacdo dos metabdlitos secundérios,
essas substancia possuem propriedades farmacologicas que séo
biossintetizados como mecanismo de defesa desses vegetais, que ja foram
descritas em literatura como atividades: inseticida (Bessa et al, 2019;
MERCES et al, 2018; LOPES et al, 2018), antioxidante (SILVA et al,
2020; CORDEIRO et al, 2018), inibicdo de formacdo de biofilme
(MALAFAIA et al, 2018), antimicrobiana (FILHO et al, 2020; SANTOS
et al, 2019).
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Figura 5. Sintese de metabolitos secundarios de plantas medicinais.
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Fonte: Autor, 2021.

2.5.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos séo substancias essenciais para o crescimento,
reproducdo dos vegetais e que também tem um papel importante como
agente antipatogénico e contribuem na pigmentacdo das espécies
(SILVEIRA, 2018).

Os Polifendis possuem compostos com diversas estruturas e estdo
representados por mais de 8.000 compostos, que Sdo apresentam como
estrutura principal um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxila
(PINTO, 2018). Os compostos fendlicos possuem caracteristicas
antioxidantes por terem elementos quimicos em sua estrutura que déo esta
funcdo quimica e apresentar propriedades redutoras. Essas substancias

pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande diversidade

ORNITINA ISOPRENOIDES :
& l LISINA ACIDOS GRAXOS
ACETOGENINAS
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de estruturas, simples e complexas, que possuem pelos menos um anel
aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por um
grupamento hidroxila. Esta classe abrange as xantonas, flavonoides,
lignanas, antraquinonas, taninos, cumarinas, dentre outras (Figura 6)
(SIMOES, et al 2001).

Figura 6. Classificacdo dos Compostos fenolicos/Polifenais.

Compostos fenélicos/Polifentis

O e T e e

Fonte: Autor, 2021.

2.5.2 Flavonoides

Os Polifendlicos sdo produzidos no citosol e vacuolos dos vegetais.
Dentre suas subclasses estdo os flavonoides que possuem um baixo peso
molecular. Os flavondides representam um dos metabolitos secundéarios
mais importantes entre compostos fendlicos de plantas medicinais e séo
encontrados me raizes, folhas, flores e frutos. Este grupo pode ser subdivido
em seis classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis, flavanois e
antocianinas (Figura 7) (SANTOS, 2017; SILVEIRA, 2018).
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Figura 7. Classificacdo dos Flavonoides.
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Fonte: Autor, 2021.

Encontram-se flavondides em diversas formas estruturais e funcbes
como, protecdo contra os raios ultravioleta, antioxidantes, antimicrobiana.
As acoes antioxidantes dos flavonoides sdo de reduzir os niveis de radicais
livres e protecdo das células contra os fend6menos da peroxidacdo das
membranas lipidicas neutralizando o estresse oxidativo (SIMOES, 2001;
RODRIGUES, 2016).

A estrutura quimica principal dos flavonoides é formada por 154tomos
de carbono constituido por dois anéis de benzeno (A e B como mostrado na
Figura 8), ligado por meio de uma cadeia trés carbonos entreelas e um
oxigénio como heteroatomo (C) (SANTOS, 2017).
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Figura 8. Estrutura basica dos flavonoides.
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Fonte: SANTOS, 2017.

Segundo PEREIRA 2018, os flavonoides sé@o biossintetizados da seguinte

forma:;

A estrutura comum dos flavonoides é biossintetizada apartir
dos metabolitos que sdo derivados do acido chiquimico e
acetil-coA. O acido chiquimico produz a fenilalanina que é
o precursor inicial da sintese dos flavonoides. O aminoacido
fenilalanina € desaminado pela enzima fenilalanina-amonia-
liase (PAL) e produz o &cido cindmico. Este € convertido em
acido p-cumérico por acdo da enzima 4-hidroxilase
cinamato. Por conseguinte, ocorre a adiacdo da CoA,
catalisada pela enzima p-cumarato/CoA liase originando a
p-cumaroil-CoA. A p-cumaroil-CoA, ao reagir com trés
moléculas de malonil-CoA forma a calcona. Esta reacao €
catalisada pela enzima calcona sintetase. Finalmente, ocorre
a ciclizacdo do anel da calcona pela acdo da enzima calgona
isomerase, originando a flavanona (naringenina), como

nacleo basico de todos os
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flavonoides. Assim, nos flavonoides o anel S é formado
via acetil CoA, o anel B via &cido chiquimico e o anel C

deriva do fosfoenolpiruvato.

2.5.3 Catequina

A Catequina é um flavonoide, na subdivisdo dos Flavanois (Figura 9),
mais distribuido na natureza e esta presente em bebidas e frutas,incluindo
cha verde, vinho tinto, macgds e chocolate (PORTO, 2002; BEZERRA,
2012). Possui uma acgéo potencial antioxidante dentre os agentes de origem
vegetal. Devido a sua alta atividade antioxidante consegue reduzir a
formacéo das ERQOS, regenera ou mantem o a- tocoferol e tem a capacidade
de quelar os metais de transicdo (Fe?* e Cu?")que estdo envolvidos na
formacédo das EROS (ANTUNES, 2011).

Figura 9. Classificacdo da catequina.
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Fonte: Autor, 2021.
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Em sua molécula estrutural possui um anel floroglucinol (A), um anel
pirénico (C) e um anel catecol (B) (Figura 10) (PORTO, 2002), que Ihe da
uma importante acdo antioxidante, caracterizando um agente terapéutico
potencial contra doencas como, diabetes, cardiovasculares e dislipidemias
(CAVALCANTE, et al 2020).

Figura 10. Estrutura molecular da Catequina.

Fonte: BEZERRA, 2012.

2.6 Aplicacdes terapéuticas dos metabdlicos secundarios

2.6.1 Atividade Antioxidante

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
a populacao brasileiraem 2060, o percentual de pessoas com maisde 65anos
passara dos atuais 9,2% para 25,5%, que estes dados caracterizam uma
trajetdria de envelhecimento (IBGE, 2018). O mecanismo de oxidacdo esta

diretamente ligado ao envelhecimento, pois
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substancias oxidantes podem se formar dentro da parede celular
ocasionando a diminuicdo da vida util. Compostos Bioativos com
atividades antioxidantes, como compostos fenolicos, tem a capacidade de
absorver e neutralizar estes radicais livres que sd@o produzidos pelos

mecanismos normais de oxidacao celular (NOVAES, 2013).

Os flavonoides possuem uma atividade antioxidante efetiva devido
a0 sequestro de radicais livres eficiente e por possuir propriedades quelante
de ions metélicos, devido a essas propriedades tém efeito estabilizadora de
membrana podendo afetar processos do metabolismo. A propriedade
antioxidante é determinada pela inibicdo do radical hidroxil (eOH) ¢ o
anion superéxido (O2-e), que sdo espécies altamente reativas na
peroxidacdo lipidica. A quercetina inibe a xantina oxidase, aperoxidacdo
lipidica e sequestra os radicais de oxigénio. O radical hidroxile o anion
superoxido, que sdo exemplos de radicais de oxigénio, causam o danos
tecidual devido a peroxidacdo lipidica. 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 sdo substancias que interagem com 0s
radicais livres, bloqueando o processo oxidativo e desta forma retarda ou
inibi as EROS (Espécies Reativas de Oxigénio), o equilibrio entre o0s
radicais livres e o sistema de defesa antioxidante sdo essenciais para a
contribuicdo 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
bloguear ou retardar danos causados pelos radicais livres: enzimaticos e

ndo-enzimaticos. Os enzimaticos sdo aqueles presentes em nosso
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organismo e sdo ativados por estimulos e os ndo-enzimaticos sédo adquiridos
pela dieta (FILHO, 2014; VARGAS, et al 2008; RENZ, 2003).

A acdo dos antioxidantes pode ser acompanhado por variados
mecanismos, desde a remocdo de oxigénio, sequestro dos metais
catalisadores da formacdo de radicais livres, aumento de producdo de
antioxidante endogenos ou mesmo a intera¢do de mais de um mecanismo
(RENZ, 2003).

2.6.1.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € um desequilibrio metabdlico entre os sistemas
pré e antioxidante do organismo, que é causado pelas EROS — espécies
reativas de oxigénio. As EROS sdo moléculas altamente reativas porterem
um par de elétrons ndo pareados na Gltima camada, com isso tornam-se
potentes agentes oxidantes. As ERQOS, como o radical hidroxila (OHs),
peroxido de hidrogénio (H202) e anion superoxido (O2+-), sdo resultantes
do metabolismo celular normal e tem um papel importante no
funcionamento e sinalizacdo celular (OLIVEIRA, 2012; PEDROSA, 2013;
MACHIELA, et al 2016).

No entanto, devido a sua reatividade, em altas concentragdes podem
comprometer funcBes diversas de tecidos e ¢&rgdos danificando
carboidratos, proteinas, lipideos e acidos nucléicos, isso contribui para o
desenvolvimento de varias patologias, como cancer, envelhecimento,
diabetes, doencas cardiovasculares e outras doencas degenerativas em
humanos (MACHIELA, et al 2016; RUIZ, et al 2016).

Normalmente ocorre a producdo de EROS em nosso organismo como
uma forma de preservacdo de varias funcbes fisioldgicas. Isso acontece

para manter seu funcionamento normal, com isso 0 N0Osso
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organismo utiliza reacdes de 6xido-reducdo em alguma ou varias etapas
do seu processo (Figura 11). Por outro lado, 0 nosso organismo produz
enzimas e moléculas que neutralizam essas EROS produzidas em excesso,
mantendo a homeostase redox, chamada de regulacdo redox. Em condicgdes
normais, o sistema antioxidante dos organismos aerébios écapaz de inibir
os efeitos nocivos das EROS (MACHIELA, et al 2016; OLIVEIRA, 2012).

Figura 11. Fontes Enddgenas e Exdgenas produtoras de espéecies reativas.
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Fonte: Autor, 2020.

2.6.1.3 Formacdao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

De acordo com sua configuracdo eletrénica, 0 oxigénio recebe um
elétron de cada vez tornando-o compostos reativos. Os radicais superéxido
(O2+-) sdo os primeiros a se formarem reduzindo o oxigénio até a agua e
formando também uma hidroxila (HO¢), sendo transformadoa 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 lipideos
insaturados e DNA (RENZ, 2003).

02 e, O __e+2H" Hzoz%‘ OHe__e+H4*
H,O
H.O

Outras transformactes de EROS podem ser formadas namitocondria,
como a oxidacdo da semiquinona a partir da ubiquinona. Pode observar na

equacéo abaixo:
o2 tUgHs ——m O +Uqgq+ H*

ReacOes de formacdes EROS no reticulo endoplasmatico a partir da

citocromo Pauso e a partir da flavoproteina NADPH-Citocromo Paso redutase:

o2 +Fe?* EE— O + Fe3*

Reacodes de formacdo de EROS no citosol pela enzima xantina oxidase
(RENZ, 2003):

o2 + xantina - 5 O, + acido urico

2.6.1.4 Mecanismos de defesa antioxidante Enzimatico e Nao
Enzimatico
O sistema antioxidante classifica-se em enzimatico e ndo enzimatico.
O enzimatico sdo substancias que neutralizam os radicais livres, reduzindo-
os pela adicdo de um elétron do ion hidrogénio, como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX) (MICHIELA, et al
2016).
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A superdxido dismutase (SOD) transforma dois anions radicais
superoxido em um peroxido de hidrogénio. Nao penetra nas células e possui
uma meia vida curta e sua acao esta na destrui¢cdo do O,". Dependendo do
metal associado a SOD pode ocorrer de trés formas: Fe em bacteérias, Cu e
Zn no citoplasma de eucariontes e Mn na matriz mitocondrial (RENZ,
2003; BEZERRA, et al 2015; NAHAR, et al 2016).

SOD -Cu?" +0;; — SOD-Cu* + 0>
SOD-Cu? +0y +2H* — SOD-Cu* + H;0;

A catalase € outro antioxidante enzimatico, que tem a capacidade de
transformar o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Esta localizado
nos peroxissomas e possui acdo de dismutacdo de H20,. Em alguns érgdos
como: coracdo, pulmao e o ceérebro, onde possuem pouco peroxissomas,
tem uma acdo diminuida da catalase. Quando os radicais livres atingem a
circulacdo sanguinea ocorre a acdo antioxidante desta enzima, através da
catalase eritrocitaria (RENZ, 2003; BEZERRA, et al 2015; MICHELLI, et
al 2016).

2 H202 Catalase Oz‘l‘ 2H20

A glutation peroxidase (GPx) esta localizada no citosol e na matriz
mitocondrial. Igualmente a catalase € doador de elétrons. Sua acdo ocorre
na dismutacdo de H.O, (RENZ, 2003; BEZERRA, et al 2015).

O sistema nédo enzimatico é formado por muitas substancias, entre elas
a GSH, principal composto antioxidante enddgeno e intracelular,além das
vitaminas tocoferois, B-caroteno e ascorbato. A vitamina C (ascorbato), por
ser hidrossoluvel, possui agdo maior no plasma sanguineo, ja a vitamina E
(tocoferol) tem maior acdo na membranacelular, por ser lipossoluvel. Os
carotendides, [-caroteno precursores da vitamina A, agem como

sequestrantes de lipoperdxidos na circulacao
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junto com as lipoproteinas absorvidas na superficie intestinal (RENZ,
2003; BEZERRA, et al 2015; MACHIELA, et al 2016; DUARTE, et al
2016).

Reacdes do acido ascorbico através do ascorbato (RENZ, 2003):
AH +«OH — H)O + A~
AH +Oye+ H* | HOr+ A~

Reac0Oes da vitamina E (tocoferol) (RENZ, 2003):
a-TOH + ROe — a-TO* + RO2H

O acido Urico e proteinas de transporte de metais de transicdo, como
a transferrina (responsavel pelo transporte do ferro) e ceruloplasmina
(transporte do cobre e oxidacédo do ferro para ser captado pelatransferrina),
tem acdo antioxidante por possui capacidade de sequestrar radicais livres
dos uratos (RENZ, 2003; MACHIELA, et al 2016; RUIZ, et al 2016).

2.6.2 Atividade Antimicrobiana

Doencas infecciosas ainda representam um alto indice de morbidade
e mortalidade entre seres humanos, especialmente nos paises em
desenvolvimento como o Brasil. A cada ano bactérias, fungos e virus sao
responsaveis por essas doencas infecciosas e por serem resistentes a
diversas drogas que se tornaram ineficazes para o tratamento das infeccoes
causadas por esses agentes. A partir da descoberta da penicilina,no século
XX por Alexander Fleming, o desejo de encontrar medicamentos com agao
antimicrobiano bem crescendo (NOGUEIRA et al, 2016). Atingimos um
ponto critico em que novas drogas ndo estdo sendo desenvolvidos no ritmo

necessario para conter esta capacidade
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natural dos patdgenos de adquirir resisténcia e defender-se contra 0s
antibioticos (RODRIGUEZ et al, 2014; RODRIGUEZ et al, 2013).

Dentre os agentes patogénicos humanos, Staphylococcus aureustem
sido destacado devido a capacidade de expressar uma variedade de fatores
de viruléncia que facilitam a adesédo celular, a evasdo do sistema imune e
danos a ceélula hospedeira (DU TOIT, 2014). Outro agente patogénico
humano, Candida albicans que também expressa umavariedade de fatores
de viruléncia que adere as células epiteliais e endoteliais humanas, a
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, como as proteinases e
fosfolipases, a variabilidade fenotipica 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 Resisténcia Microbiana

No século XX Alexander Fleming descobriu a penicilina que foi
considerado um dos grandes avancos no desenvolvimento de medicamentos
antimicrobianos, mas devido ao uso irracional apresentou aresisténcia
microbiana (NOGUEIRA et al, 2016). Atualmente a resisténcia
microbiana tem sido um dos maiores problemas no combate ao micro-
organismos (DA SILVA & AQUINO, 2018; LIMA et al, 2017). Diante
disso ha uma dificuldade dos profissionais de saude escolher o melhor
esquema para o tratamento. Essa dificuldade se da por varios fatores, tais
como: uso excessivo de antimicrobianos, ha subutilizagdo/usode subdoses
e a escolha imprépria do antimicrobiano (TRONCOSO & ALENCAR,
2020).

A resisténcia antimicrobiana ndo s6 tem um impacto na parte clinica,

mas também na parte econémica gerando um custo adicional de 10 a 40
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mil dolares por paciente. A resisténcia esta sendo considerada uma das
maiores ameacas globais a saude publica, dessa forma temos que entender
0S mecanismos pelos quais 0s micro-organismos adquirem a resisténcia

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

Os mecanismos da resisténcia microbiana nada mais € do que inativar
0s antimicrobianos, desta forma podemos destacar 4 mecanismos para as
bactérias e fungos (Figura 12), como: (i) producdo de enzimas que
destroem ou modificam a estrutura quimica do antimicrobiano; (ii) bombas
de efluxo, levando a extrusdo dos agentes antimicrobianos; (iii) alteracéo
no local de ligacao do agente antimicrobiano; (iv) blogueio ou protecdo no
local de ligacdo do agente antimicrobiano (NOGUEIRA et al, 2016;
ANDRADE & DARINI, 2018).

Figura 12. Mecanismo de Resisténcia Microbiano
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Fonte: NOGUEIRA et al, 2016.
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1. Producéo de enzimas que degradam ou modificam a estrutura

guimica do antimicrobiano

A inativacdo enzimética dos antimicrobianos foi um dos primeiros
dos mecanismos a serem descobertos, que estdo dividos em duas classes:
enzimas que degradam e as enzimas que modificam dos agentes
antimicrobianos. As enzimas que degradam os agentes antibactériano €
destacada pela inibicdo da betalactamases pela catalise hidrolitica das
moleculas e as enzimas sdo modificadas por transferéncia de grupo(s)
quimico(s) para a molecula da droga, como: acil, fosfato, nuleotidil ou
ribitoil, que sdo radicais que inativam a acdo dos aminoglicosideos
(NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 2018). As enzimas
que modificam os agentes antifungicos € destacado a alteracdo do
lanosterol 14-a-esterol desmetilase, que é codificada pelo gene ERG11,
essas mutacbes no ERG11 impossibilita a ligacdo dos azdis ao sitio

enzimatico, reduzindo a eficacia do antifungico (CRUZ, 2019).

2. Bombas de efluxo, levando a expulsdo dos agentes

antimicrobianos

As bombas de efluxo sdo proteinas existentes na parede celular
dos micro-organismos que controlam a expulsdo de substéancias.As
bombas estdo totalmente ligadas aos mecanismos de resisténcia, podendo
sofrer mutacbes que estdo associados na eficiéncia da expulsdode
substancia toxicas, que neste caso sdo 0s agentes antimicrobianos
(NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 2018).

As bombas de efluxo das bactérias podemos destacar cinco familias
de proteinas 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 familias RND, MATE, MFS e SMR expulséo as substancias
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toxicas, utilizando a forca matriz proveniente de prétons e ions de sodio,
através do sistema de antiporte. Ja a familia ABC, realiza a expulsdo pela
hidrélise de ATP (NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI, 2018).

As bombas de efluxo dos fungos podemos destacar a espécies de
Candida que sdo codificadas pelos genes MDR e pelos genes CDR da
superfamilia de cassetes de ligacdo de ATP (CRUZ, 2019).

3. Alteracéo no local de ligacdo do agente antimicrobiano

A ligacdo de um agente antimicrobianos é especificamente em um alvo
na célula microbiana. Alteracdes estruturais nesses alvos pode impedir a
eficiéncia da ligacdo ou diminuir a sua afinidade, que estdo associadas a
mutac6es em genes do proprio micro-organismo e sdo suficientes para gerar
a resisténcia microbiana (NOGUEIRA et al, 2016; ANDRADE & DARINI,
2018).

4. Bloqueio ou protecédo no local de ligagao do agente antimicrobiano

O blogueio ou protecédo do local de ligacdo do agente antimicrobiano
esta associado pela producéo de enzimas ou presenca de estruturas celulares

bacterianas.

Um exemplo de blogueio as drogas nas bactérias, é o que ocorre na
parede celular em Staphylococcus aureus, que é mediado pela expressdo
de genes que ira funcionar como barreira ao glicopeptideos ao sitio alvo,
ocasionando resisténcia aos agentes antimicrobianos. Ja nos fungos, é o que
ocorre na parede celular envolvendo a reducdo do ergosterol, que esta

reducdo ocasiona a resisténcia fungica.
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Um exemplo de protecdo é mediada por genes obtidos que se
agregam e protegem ao DNA topoisomerase tipo Il contra a acdo 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 infeccbes associadas as bactérias representam uma das principais
causas de morbidade e mortalidade aos usuéarios do sistema de saude,
devido a dificuldade de tratamento e pelas altas taxas de resisténcia aos
antibioticos (NOBREGA, 2013). Dessa forma, evidencia a necessidade de
Novos compostos que sejam capazes de inibir o crescimento dos

microrganismos.

A infeccdo por Staphylococcus aureus foi descrita pela primeira vez em
1880, em pus de abscesso cirurgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre
Ogston e € uma das bactérias mais comuns nas infeccdes piogénicas em
todo o mundo (SANTOS, 2007). Esta espécie geralmente se apresenta na
forma de cocos Gram positivos formadores de agregados que pertencem a
familia Micrococcaceae, anaerobios facultativos, ndo formadores de
esporos e imdveis, se distinguem de outras espécies de estafilococos, pois
formam colonias amarelo-douradas e por produzirem a enzima coagulase
(Figura 13) (RIBEIRO, 2003), essa enzima se liga a protrombina tornando-
a ativa, que atua catalisando a conversdo de fibrinogénio 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 eletronica 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
doencas que vao desde uma simples infeccdo (espinhas e furunculos) até
enfermidades mais graves, como: pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque téxico, sepse, abscessos e lesdes necroticas graves
(SANTOS, 2007). Esta bactéria tem a capacidade de segregar inumeras
enzimas e toxinas que elevam a patogenicidade e permitem a aderéncia,
resisténcia a fagocitose e lise de ceélulas eucaridticas, entre outros
(BARTLETT, 2008; BROSNAHAN, 2009; De la FUENT, 2007). Os
produtos de tais genes séo responsaveis pela formacgéo de capsula, sintese
de proteina A, estafiloxantina e coagulase (KONEMA, 2005).

A eficiéncia da disseminacdo de S. aureus se deve, em parte, a sua
grande versatilidade. A capacidade de se adaptar rapidamente a diferentes

ambientes, muitas vezes hostis devido ao pH, umidade, pressdo osmotica
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ou deficiéncia de nutrientes, possibilita ndo so a colonizagdo do homem
como do ambiente ao seu redor, criando reservatorios de células aptas a
colonizar outros individuos (CEPEDA, 2005; KNIEHL, 2005). Foi
verificado que cepas resistente a meticilina (MRSA) sdo capazes de
sobreviver por mais de 1 més em roupas, tecidos e plasticos comumente
utilizados em hospitais, tornando assim, um fator de risco para o

desenvolvimento de infecc¢bes oportunistas (DIAS, 2012).

Além disso, um nimero cada vez maior de linhagens de S. aureus tém
sido reconhecidos como as principais causas de infecgdes hospitalares.
Niveis alarmantes de resisténcia ja sdo detectados em algumas localizacdes,
chegando ao ponto de algumas cepas bacterianas ndo possuirem
sensibilidade a nenhuma das drogas atualmente disponiveis (CLUZET,
2015). Este cenério torna evidente a necessidade constante de novas
estratégias tecnolOgicas, que viabilize a descoberta de terapias mais
eficientes no combate aos microrganismos oportunistas multirresistentes.
Os produtos naturais, por apresentarem alto poder farmacol6gico e elevada
diversidade quimica de seus compostos, sdo fortes candidatos na

prospeccédo de moléculas bioativas (FARHA, 2016).

2.6.2.3 Candida albicans

Género Candida pertencem ao reino fungi, grupo Eumycota, filo
Ascomycota, classe Blastomycetes e fazem parte da familia
Criptococcaceae. As espécies do género Candida sdo oportunistas e alguns
fatores desencadeadores sdo necessarios para que ocorra a manifestacdo
¢/ou proliferacdo da doenca, podem reproduzir -se por gemulacédo, dando a
célula uma forma oval, caracteristica das leveduras, ou podem crescer sob
a forma filamentosa, com producéo de pseudo-hifas(Figura 14). Dentre as

200 espécies deste género, a C. albicans € uma das
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mais virulentas, estando frequentemente envolvida em candidiases, com
prevaléncia na Europa, Canada e nas Américas (WILLIAMS et al, 2011;
COLOMBO et al, 2013; CHIN et al., 2016).

A patogenicidade € definida por maltiplos fatores que determinam
a doenca provocada por micro-organismo. A transicdo é atribuivel a um
extenso repertorio de fatores de viruléncia seletivamente expressos sob
adequadas condigGes predisponentes (OLIVEIRA etal., 2013; HOFS et al.,
2016).

Dentres os fatores de viruléncia, os mais reconhecidos sdo para
especies de Candida: a capacidade de aderir a células epiteliais e endoteliais
humanas, a producdo de enzimas hidroliticas extracelulares, como as
proteinases e fosfolipases, a variabilidade fenotipica 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 eletrénica de varredura.

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 inicio do
século XX por ser o grupo que contétm mais de 70% das espécies. O
Tenebrio molitor pertence a familia denominada de Tenebrionidae, sdo
geralmente encontrados em regiGes desertas e em lugares secos, se
alimentam de grdos de cereais e farinhas. Aproximadamente 15.000
familias e 2.900 espécies descritas. (LIMA, 1955; BETON, 2009).

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

forma:

Larvas: Alongadas, subcilindricas ou algo deprimidas, via
de regra de tegumento fortemente esclerosado, glabras e

brilhantes, providas de pernas curtas. Distinguem-se, porém,
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dos verdadeiros “vermes arame” pela estrutura do segmentoanal,

em geral simples.

Inseto: Besouros de aspecto, cor e tamanho variaveis,
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 milimetros a alguns
centrimentros de comprimento. Cabeca relativamente pequena,
quase sempre mais estreita que o protorax, provida de antenas
geralmente mais curtas ou pouco mais longas que a cabega e 0
torax reunidos, de 11 ou, mais raramente, 10 segmentos,
filiformes ou moniliformes, raramente serradas, com 0s
segmentos distais gradualmente dilatado-se até o apice sem
serem, todavia, de tipo claviforme, exceto em alguns géneros.
Pernas geralmente de tipo ambulatorio; em algumas espécies

distintamente fossoriais; tarsos simples.

As fémeas colocam em média 500 a 100 ovos durante a primeira
postura. Da fase embrionaria a fase larval (estagio de eclosdo), ocorre
surgimento da larva com periodo de 10 a 15 dias. Da fase larval a fase de
pupa (estagio larval) efetuam 5 a 7 mudancas de pele, este periodo dura
em torno de 60 dias. A fase de pupa até a fase adulta (estagio de
metamorfose) dura aproximadamente 3 semanas ou 21 dias para completar
0 seu desenvolvimento. Os ovos medem cerca de 1,8mm, as larvas de 2 a
30mm, a pupa uns 16mm e o adulto macho véria de 10 — 15 mm e a fémea
de 10 a 18 mm (Figura 15).
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Figura 15. Fases do desenvolvimento morfoldgico do Tenebrio molitor;

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

Fonte: www.agrolink.com

T. molitor tém 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) superficie intestinal,na
busca de alguma substancia que afetem, em sentido geral, o sistema
absortivo (BETON, 2009; HAN et al 2016).

Estudos relacionados com a atividade antimicrobiana avaliam a
sobrevivéncia das larvas infectadas apds a inoculacdo do composto a ser
estudado. Também podem ser avaliados os mecanismos relacionados a
imunidade inata do inseto (producdo de espécies reativas e peptideos
antimicrobianos, fagocitose, etc) (DE SOUZA, et al 2015). T. molitor é
susceptivel a patdégenos como Escherichia coli (SEO, et al 2016) e

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


http://www.agrolink.com/
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persistir dentro do inseto infectado, e provocar alteracdes em tecidos,
hemolinfa, e fagocitos. O sistema imune deste inseto ja possui algumas vias
de sinalizacdo conhecidas, como a via Toll, a cascata profenoloxidasee a
via de autofagia (SEO, et al 2016). Estas caracteristicas tém favorecido o
uso deste inseto como modelo alternativo de infeccdo para estudos de
patogenicidade, e de atividade antimicrobiana e antiviruléncia in vivo
(HAN, et al 2016; McGONIGLE, et al 2016).

Como outros organismos, T. molitor também possui um sistema de
defesa antioxidante, responsavel pela neutralizagcao de espécies reativas em
excesso. Este sistema é compostos por diversas enzimas antioxidantes e
desintoxicantes como superoxide dismutases (SODs), peroxidases (PODs),
catalases (CATSs), bem como tirosinase (TYR), acetilcolinesterase (AChE),
carboxilesterase (CarE), and glutatione S- transferase (GSTs) (LI, et al
2016) Estudos prévios demonstraram um aumento da producdo de espécies
reativas em resposta a infeccdo delarvas de T. molitor (ZHU, et al 2014;
LI, et al 2016). Como discutido anteriormente, a producao exarcebada de
espécie reativas é deletéria para os organismos, levando a danos
moleculares que culminam na inducdo de vias de morte celular. A
capacidade de T. molitor de produzir espécies reativas em resposta a
infeccéo faz deste inseto um modelo potencial para o estudo de substancias
com carater antioxidante. Neste caso, um agente com potencial atividade
antioxidante in vitro deve ser inoculado na larva submetida ao estresse
oxidativo (induzida por um patégeno ou algum componente microbiano).
A acdo protetora do agente € evidenciada pelo aumento da sobrevivéncia
das larvas tratadas em comparacéo a larvas néo tratadas. Esta abordagem
utilizando larvas poderia trazer mais informacGes que aquelas
tradicionalmente utilizadas para a prospeccdo antioxidante, baseadas na
interacdo quimica de compostos e sem relevancia biolégica (DA SILVA,

et al 2016). Por se tratar de um
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organismo multicelular, esta plataforma também apresenta vantagens em
relacdo aquelas que utilizam celulas. Em adicéo, esta plataforma também
avaliaria a toxicidade do agente antioxidante. Estudos antioxidantes
utilizando organismos sdo 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 ndo foram
realizados utilizando T. molitor. O uso deste inseto oferece algumas
vantagens, em relagdo ao C. elegans, como facilidade de manuseio e a

possibilidade da inoculagédo direta do agente antioxidante na larva.



54

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Identificar e caracterizar metabdlicos secundarios e avaliar a

capacidade antimicrobiana e antioxidante de extratos e fraces de folhas

Buchenavia tetraphylla e Myrtia hirtiflora endémicas da caatinga em

Tenebrio molitor.

3.2. Especificos

Obtencéo dos extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla
e Myrcia hirtiflora e fragdes do extrato metanolico de Buchenavia
tepraphylla;

Avaliacdo antifungica dos extratos das folhas de Buchenavia
tepraphylla frente a Candida albicans;

Avaliacdo da  atividade sinérgica do  extrato
metanolico da
Buchenavia tepraphylla + Fluconazol frente a Candida albicans;

Avaliagdo antimicrobiano dos extratos das folhas de Myrcia
hirtiflora frente a Staphylococcus aureus;

Avaliacdo da atividade sinérgica do extrato metandlico da Myrcia
hirtiflora + Ciprofloxacino e extrato metanolico da Myrcia hirtiflora
+ vancomicina frente a Staphylococcus aureus;

Avaliagdo hemolitica dos extratos brutos das folhas de Buchenavia
tepraphylla e Myrcia hirtiflora e fracdes do extrato metandélico de
Buchenavia tepraphylla;

Dosagem e Compostos fenolicos e Flavondides dos extratos brutos
das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora e fracées
do extrato metanolico de Buchenavia tepraphylla;

Avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos brutos das folhas de
Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora e fracbes do extrato
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metanolico de Buchenavia tepraphylla em sequestros dos radicais
livre do DPPH e ABTS;

e Awvaliacdo da atividade antioxidante do extrato metandlico da
Buchenavia tepraphylla em Tenebrio molitor;

e Awvaliacdo antimicrobiano do extrato metabolico das folhas de
Myrcia hirtiflora frente a Staphylococcus aureus em Tenebrio
molitor;
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Context: Buchenavia tetraphylla (Aubl) RA Howard (Combretaceae: Combretoideae) Is an ethnomedicinal  Received 15 April 2016
plant with reported antifungal action. Revised 25 dsnuary 2017
Objective: This study evaluates the antimicroblal activity of B. tetraphylla leaf extracts against clinical lso- ~ Mccepted 3 March 2017
lates of Candida albicans. The morphological alterations, combinatory effects with fluconazole and the KEYWORDS
cytotoxicity of the active extract were analyzed. Nitlinga st il
Materlals and methods: Extracts were obtained using different solvents (hexane: BTHE; chlorofom: BICE,  oruq et Casings biome

ethyl acetate: BTEE; and methanol: BTME). Antimicroblal activity was determined by the broth microdilu-
tlon method using nine strains of €. albicans Isolated from vaginal secretions and one standard strain
(UFPEDA 1007).

Results: All extracts showed anti-C. albicans activity, including against the azole-resistant strains. The MIC
values ranged from 156 to 2500 ua/mL for the BTHE; 156 to 1250 pg/ml for the BTCE; 625 to 1250 pg/mL
for the BTME and 625 ug/mL to 2500 pg/mi for the BTEE. BTME showed the best anti-C albicans activity.
This extract demonstrated additive/synergistic interactions with fluconazole. Scanning electron microscopy
analysls suggested that the BTME Interferes with the cell division and development of C. albicans. BTME
shawed ICso values of 981 and 3935 pa/ml, against J774 macrophages and human erythrocytes, respect-
Ively. This extract also enhanced the production of nitric oxide by J774 macrophages.

Discussion and conclusion: Buchenavia tetraphyfla methanolic extract (BTME) Is a great source of antl-
microblal compounds that are able to enhance the action of fluconazole against different C. albicans
strains; this action seems related to Inhibition of cell division.

Introduction

Candida albicans is a polymorphic fungus recognized as one of
the most common fungal pathogens, responsible for a range of
diseases (Mayer et al. 2013). This yeast is usually found in the
normal microbiota of several distinct anatomical sites such as
skin, mouth and genitourinary and digestive systems (Pfaller &
Diekema 2010; Gulati & Nobile 2016). However, some adverse
environmental conditions such as pH shift, nutritional deficlency,
use of antibiotics or variations in the immune status of the host,
can enable this microorganism to cause infections, which range
from superficial dermal and mucosal cases to more severe sys-
temic infectlons (candidemia and invasive candidiasis, frequently
associated with patients with compromised Immunity). Several
factors, related to both host and pathogen, are recognized as cru-
cial for infection development; for example, C. albicans possesses
a range of virulence factors, associated to adherence, filamenta-
tion, blofilm formation and secretion of proteases. Additionally,
antibiotic and tmmunosuppressive therapies, diseases (human
immunodeficiency virus, diabetes), and aging are also factors that

favour C. albicans infections (Gow & Hube 2012; Mayer & al
201%; Fadda et al. 2015).

The treatment of C. albicans infection Is based on the use of
systemic antifungals (fluconazole or ltraconazole) and topical
nystatin (Pappas et al. 2015). An increase in the resistance of C.
albicans to antifungals has been observed in recent decades,
which makes this yeast a serious concern for the global health
system. Indeed, the development of new and effective approaches
to treat fungal infections remains one of the major challenges for
modern medicine (Sardi et al. 2013),

Traditional medicinal plants from underexploited environ-
ments, such as the Caatinga (semi-arid reglon), an exclusively
Brazilian biome, have been the subject of varlous studies in the
search for new antimicrobial compounds, due to their excep-
tional activity against microorganisms (Olivetra et al 2012; Silva
et al. 2014). Buchemavia tetraphylla (Aubl) RA Howard
(Combretaceae: Combretoldeae) is a Neotropical plant, distrib-
uted from Cuba (Caribbean) to Brazl (South America) (Weaver
1991). In Brazll, this plant is popularly known as “Tanimbuca’
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and ks listed as an ethnomedicinal plant used by the traditional
communities of northeastern Brazil (Agra et al. 2007, 28). Cur
group has shown that extracts and fractions of B. teiraphylla
keaves have a broad-spectrum of antimicrobial activities, inhibit-
ing both Gram-positive and Gram-pegative bacterla and fungl
(including C. albicans) (Oliveira et al. 2012} Additionally, a
recent study has shown that B, femientoss had a potential anti-
fungal effect against different Camdida species (Teodoro et al
2015). In this context, this study aimed to evaluate the antimicro-
baal activity of B fetraphylle extracts alone or in combination
with fluconazole sgainst clinical isolates of C. albicaws isolated
from waginal secretions, and to amlyze the ultrastructural
changes and the combinatory effect with fluconazole induced by
the active extract.

Materials and methods
Flant material: collection, identification and extraction

Leaves of B. retraphyila were collected in the Parque Naclonal do
Catimibaw (PARNA do Catimban, Pernambuco, Brazil) in
November of 2013, The taxonomic identification was performed
by Dr Alexandre Gomes da Silva, at the Herbarium of the
Instituto Agmnﬁmim de Pernambuco (IPA), where the voucher
specimen (Number B4.104) was deposited. Leaves were dried
using an incubator at 45°C for 2 to 3days. The dried materkal
was ground into powder form using a grinder followed by a
Waring blender.

For extraction, dried leaves (25g) were mixed with hexane
(l00mL) in a shaker at 125rpm for 72h at 25°C. Then, the
extract was filtered and the supernatant was concentrated in a
rotary vacuum. The residue was suspended in 100 mL of chloro-
form. The extraction procedure was repeated and the residue was
resuspended in 100mL of ethyl acetate. Finally, the residue was
subjected to methanol extraction. All extract samples were diluted
in 100%% dimsethyl sulfoxide and stored at 4°C prior to use.

Phytochemical analysis

The extracts from B fetraphylls were submitted to thin-layer
chromatography (TLC) assays in order to perform a qualitative
detection of their functional compounds. The extracis were
boaded in silica gel F254 4366 plates (20 x 20cm; <AQS5>), and
developed In a solvent system: A (toluene/dioxanfacetic acid,
180455, wiv) and B (hexane/diethyl ether/formic acid, 130-80:20,
viv). Bands were revealed under UV light (254/365nm), using
ceric sulphate and ferric chloride. The bands were identified by
their Rf values and compared with the standards used.

Antimicrobial assays
Candida albicans strains

A total of W0 C. alldcans stralns were used In this study. The
standard strain (UFPEDALMTY was obtained from the Microbial
Collection of the Departamente de Antilioticos, Universidade
Federal de Persasribueco (UFPEDA). The clinical strains were iso-
hated from vaginal secretions at different clinical laboratories in
Becife (Pernambuco, Brazil) and kindly provided by them
between September and Decernber 2012,

The antibiotic-susceptibllity profile of each solate was per-
formed according to the CLSI recommendations (CLSI 2011} using
the disc-diffusion assay on Sabouraud dextrose agar (SDA). In brlef,
cobonbes from overnight cultures of C. albicens were suspended in
sterile saline water equivalent to a 0.5 McFarland standard.
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Table 1. Antibioticresistance peofile of C. albicans dinical strans malsted from
vaginal secretion samples.

Strain Amphotericin B Ketoconazals Fluconazal= Iraconarnle
o R 5 5 5

FO2 5 5 R R

FO1 L] 5 5 ]

Fog 5 5 R R

Fi1 5 5 R R

Fl4 5 5 | |

F22 5 5 I I

F21 L] 5 5 ]

F27 5 5 I I

Intespeetation of IDZ values {mm] (CLSI, 2011)

Drugs Sensitive (5) 1 diate () Rt F
Amgphotericin B 218 14-10 <10
Ketoconazale ] P-H <0
Fluconazale =19 18-15 <15
Itraconazols >3 22-14 <13

The suspension (100 ul) was spread over an SDA plate and the
antibiotic  disc was applied aseptically onto the surface
Afterwards, the plates were incubated at 30°C for a period of
48 h and then each inhibition diameter zone (IDE) was measured
and interpreted as shown in Table 1. The antibiotics used were
amphotericin B, fluconazole, itraconazole and ketocomazole.

The multiple antibiotic resistance (MAR) index was calculated
as previously described by Krumperman (1983) using the for-
mula MAR =x/y, where "x’ Is the number of antiblotics to which
the isolate demonstrated resistance; and “y is the total number of
antibiotics tested.

Determination of minimal inhibitory concentration (MIC) and
minimum fungicidal concentration (MFC)

The minimal inhibitory concentration (MIC) was determined by
the microdilution method (CLST 2001). Twofold serial dilution of
each extract was prepared In Sabouraud broth and 10 pl of yeast
suspension (approximately 1.5 = 10 CFU/mL) were added. The
microplates were incubated at 30°C. After 48h, 50pl of resa-
zurin solution {(.01%) were added to each well. The plates were
fe-lncubated fos 2h at 30°C, and any colour changes from pur-
ple to pink was recorded as microbdal growth. The lowest con-
centration at which po colowr change occurred was taken as the
MIC. Afterwards, cultures were seeded in SDA plates and incu-
bated for 48k at 30°C to determine the minkmuom fungleldal
concentration (MFC).

Combinatory effects of B. tetraphylla methanolic extract
and fluconazole

The combinatory effects of the ETME and fluconazole were eval-
uated against fve O alldeans stralns (FO3, FOB, F11, F22, 1007).
EBoth samples were added to microplates containing SAE and a
twofold serfal dilution was prepared (5000 to 98 ug/ml for
ETME and Wy to 0.2 pgfml for fluconazole). The antimicrobial
actlon was evaluated as described for MIC, and after 48h, the
druglextract interaction was assessed algebraically by determining
the Fractional Inhibitory Concentration indices (ZFIC), accord-
ing to the following equation:

EFIC = (MICE + FfMICE) + (MICF + E/MICE)

MIC: or MICe the MIC extract or MIC flucomazole;
MICp:m: the MICE when in combination with flucomazole;
MICpyp: the MIC of fluconazole when in combination with
extract; Data interpretation: EFIC <05 synergism (syn})



0.5 < EFIC <1 addition (add); 1< ZFIC <4 non-interaction
{non); EFIC =4 antagonism (ant) (Vouwren & Viljoen 2011).

Scanning electron microscopy (SEM)

To evaluate the morphological changes induced by the BTME
extract, a sample of 100pl of a diluted overnight culiure of
. albtcans (approximately 1.5 x 10° CFUfmL) was added o
1mL of SAB and mixed with the BTME (MIC). After incubation
(12h at 30°C) the cells were treated as described by da Silva
et al (2013} and imaged with a Quanta 200F scanning eleciron
microscope (FEI company).

Determination of nitric oxide production and cell wiability in
macrophages

[774 macrophages (I = 10° cellsfml) were seeded in a 96-wells
plate for 24h at 37°C and 5% CO, and then treated with the
BTME (156-2500 pg/ml) for another 24h. After the treatment,
the supernatant was used to determine nitric oxide (N0} produc-
tion, and the adherent cells were used for viability assays. For
NO determination, the supernatant (100pLl) from each well was
mixed with Wpl of Griess reagent in a 96-wells plate. After
incubation for 15min at poom temperature, the optical density
was determined at 540 nm with a microplate reader (Benchmark
plus, Bio-Rad, Hercules, CA). The nitrite content (UMI0® cefls)
was quantified by extrapolation from sodium nitrite standard
curve in each experiment. Cell viability was evaluated using the
MTT assay, which measures the metsbolic conversion of the 3-
{4.5-dimethylthkazol-2-yl)-2.5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) salt by mitochondria of viable cells, by the use of col-
oured formazan dye. At the end of the incubation, the medium
was removed and an MTT solutbon (5000 pgfml in RPMI) was
added to the cells that were further incubated for 3h
Afterwards, the medinm was removed and the intracellular for-
mazan product was dissolved in DMS0. Optical density (0D}
was measured at 595 nm. Cell viability was caleulated in compari-
son to the OD obtained by untreated cells.

Haemaolytic assay

Blood (5-10mL) samples were obtalned from healthy volunteers
by venlpunciure and placed in heparinized tubes, afier wrliten
informed consent was obtained. Human erythrocytes were iso-
bated by cemtrifugation (1500rpm for 10 min) and washed three
times with phosphate-buffered saline (FBS: pH 7.4). Each test
tube recelved 1.1 ml of erythrocyte suspension (1%) and 0.4 mL
of the varius extracts at different concentrations (1562500 pgfml).
Cells incubated in PES or in a solution of saponin from Quillajs
sp. (DUR25%) were used as negative and positive controls for
haemaolytic activity, respectively. After 60 min of incubation, cells
were Centr and the absorbance of supernatant was read at
S40nm. The haemolytic activity was expressed by the following
formula:

Haemolytic activity (%) = [As — Ab) = 100/{Ac — Ab)

Ab=solvent absorbance, As=sample absorbance; Ac=sap-
onin absorbance.

Statistical analysis

All experiments were performed in quadruplicate with at least
two  imdependent experiments. Results are expressed as
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Table 2. Phytochemical analysis of B tetraphyilo leaves extracts.
Estract

Phytochemical compounds BTHE BTEE BTCE BTME
Hydrocaskans + + - -
Sugars + - +
Glyrosides + = = =
Terpenes + + + =
Flawanoids - + - +
Tannans - + - +

ETHE: Buchenovia tetrophyils extracts hexane; BTEE: B tetrophylle extracts Ethyl
acetate; BTCE: B retrophrdls extracts Chloroform; BTME: B retropiplls extracts
Miethanal.

mean = standard  deviation (SD). Statistical analyses were per-
formed by Student's ¢ test. All amalyses were carrled out using
the Statistica 8.0 software. Differences were considered significant
at p<20.05 The correlation indices were calculated using the
Pearson coeffickent (p).

Results
Phytochemical analysis

The phytochemical profile of extracts from leaves of B fefra-
phyila §s shown in Table I The results showed that all exiracts
have at least one class of compound reported as an antimicroblal
agent. The hexane extract (ETHE) presented hydrocarbons, gly-
cosldes, sugar and terpenes. Flavonolds, terpenes and tannins
were detected in the ethyl acetate extract (BTEE), while only ter-
penes and sugar were found in the chloroform extract (ETCE).
Finally, flavoncids and tanning were detected in the methanol
extract (BETME).

Antibiotic susceptibility of C. albicans strains

All clinical isolates of C. albicans tested in this study had their
antibiotic-susceptibility profile analyzed (Table 1). According to
the disc-diffusion assay, tweo strains (FO3 and F23) were suscep-
tible to all tested antifungal agents; another three lsolates (F14,
F23 and F27) were susceptible to amphotericin B and ketocon-
azobe and showed intermediate suscepuibility to fluconazole and
itraconazole; the strain FO1 was only resistant to amphotericin B
finally, the strains FO2, FOB and F11 showed resistance to flucon-
azole with cross-resistance to itraconazole (MAR index of 0.5).
Fluconazole resistance of each strain was confirmed by MIC
determination as recommend by CLSI (CLSI 2011). Strains Fi3,
Fig and 1007 were inhiblied by fluconazole at 3.125pgfml,
while strains F11 and F22 were inhibited by the same drug at
6.25 pgfml.

Anti-C. albicans action of B. Tetraphylla extracts

The inhibltory action of B. fefraphylla exiracts was evaluated
agalnst 10 C. albicans strains (Table 3). The extracts showed
anli-C. albicans activity against all tested straing, including the
azole-resistant stralps (FO2, FOS and FU1). The MIC wvalues
ranged from 156 to 2500 pg/ml for the BTHE; 156 to 1250 pgfmL
for the BTCE: 625 to 1250 pgfmL for the BTME and 625 pgfml to
2500 pgfeml. for the BTEE. The BTME and BTCE showed the
best  antimbcroblial  potential with no  significant  difference
between thelr average MFC values (p =0.05). A moderate nega-
tive correlation was observed between the MAR Indexes of all
strains and MIC (p=—039) or MFC (p= —0.33) values of the
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Table 3. The anti-Candida albicans activity aof extracts from B. tetraphplle leaves
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B. tetraphyile extracts
Ethyl acetate Chioroform Hexane Methanol

C. afbicans strging MAR index MIC* MFC* MEC/MIC  MIC" MFC" MFCOAIC wac” MEFC* MECMIC  MK" MFC" MFCMIC
Fn 0xs 1280 5000 wd 625 S000 ] 625 1250 2 625 1258 2
FO2 oS 1250 5000 4 1250 2500 2 2500 5000 2 625  XE00 4
FO3 1] 1500 5000 =l 625 2500 4 625 1500 q 1250 Z500 ]
FOA s 625 5000 =8 625 1250 2 1250 5000 q 625 1250 2
Fi1 s 1250 500 ] 625 1250 2 156 1250 | 625 1258 ]
Fl4 a 625 5000 -] 625 1250 2 625 = S000 =8 625 1258 2
F22 1] 1250 5000 4 625 2500 4 1250 1500 2 625 X800 4
F23 1] 1500 5000 ] 625 1250 2 1250 1500 2 1250 Z500 ]
F27 4] 625 1250 2 625 1250 2 1250 1500 2 625 X800 4
UFPEDA 1087 a 625 500 4 156 32 2 1250 5000 q 625 1258 ]
Average MIC 1250 £ 721 pgfml E41 & 260 pgitml 1078 + 636 pgfml TE0 & 154 pgfmil.
Average MFC 4125 & 1450 pgfml 046+ 1306 pgitml 3250 + 1581 poimL 1875 % &59 pgdml

"MIC & MMC is expressed at pgfml; MAR index: mubtiple antibiotic resistance inde; UFPEDA: Microbial Collection of the Deporfomento de Anfitidticos, Uinbersidode

Federal de Pernambuco.

BTME, indicating this extract was slightly more active against the
resistant siralns. Moderaie and weak poslilve correlatlons were
found between the MAR indexes and MIC (p=0.51) or MFC
{p=0.14) values of the BETCE. Additionally, the MEC/MIC ratios
ranged from 2 to 4 for the BTME, thus It was a fungicidal agent
against all tested strains, Both fungicidal and fungistatlc effects
were observed for the BTCE (MEFC/MIC ratios ranged from 2 1o
). but fungicidal action was more prominent (for nine strains).
Since the BTME showed the strongest activity it was chosen for
further bloboglcal activity assays.

Combinatory effects of the BTME and fluconazole

The combinatory effects of the BTME and fluconazole are shown
in Figure 1. The extract had the ability to increase the action of
fluconazole in most sirains through additive (20% of strains
EFIC =0.75) or synergetic (60% of strains; ZFIC values of 0375
and 0.5) effects. Nos-interaction was observed against one strain
{ZFIC =2).

Morphological changes induced by the BTME

The morphological alterations induced by the ETME in the flucon-
apole-resistant FOE straln were evaluated using scanning electron
microscopy. This strain was chosen because It presents a high
degree of cell surface hydrophoblcity in witro (data not shown), a
property related to the increase of C. allicans adberence and vir-
lence (Blanco et al, 200% Siva-IMas et al 2015). After 12h of
cultivation, untreated samples (Figures 2{a—c)) showed a predom-
inance of budding blastoconidial cells with a normal elliptical
shape, smooth surface and formation of hyphal structures exhibit-
ing a homogeneous, elongated shape without constrictions (Figure
2{a)). BTME-treated cells (Flgures X(d-f)) showed intense depos-
ithom of focculated materfal on the cell surface, more elongated
blastoconidial morphology  with  seweral scars  (Figure 2ie)).
However. no filamentation could be observed and hyphal struc-
tures were not seen In treated samples. Cells presenting depres-
shons on the cell surface could also be observed (Figure 2(f]). No
ruptured cells or alterations on the yeast cell surface were detected.

Effects of the BTME on cell wiability and NO production

The treatment of |774 macrophages with different concentrations
of the BTME resulted in significant production of MO at
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Figure 1. Combinatory effects of ETME and fluconamode against Candido afbicans.

nan: nonHintesactive effect; add: additive effect; syn: synengistic effect; ant: antag-
onistic efisct

concentrations from 3125 to 2500 pgiml (p =005). in a dose-
dependent manner (Figure 3). Regarding cyiotoxicity, the BTME
extract showed ICs, values of 981 pg/ml against [774 macro-

phages and 3935pg/mL against erythrocytes.

Discussion

. allicans s the most prevalent pathogen assoclated with valvo-
vaginal candidiasis, and it is estimated that it affects approxi-
mately 75% of women at least once during their lifetime. This
pathalogy represents significant health issues for women of child-
bearing age. as well as diabetic and immuno-deficient patients.
Vulvovaginal candidiasis is assoclated with considerable morbid-
iy, increased healthcare costs, distress, pain and sexual dysfunc-
tion [Cassone 2004). C. allicans strains isolated from vaginal
secretions have shown increased resistance towards annifungal
agents, especially fluconazole. It §s impomant to highlight that the
breakpoint of in vitre susceptibility for strains lsolated from vagi-
nal secretions has been suggested to be 1 pg/ml instead of 8 ugf
ml, this iz due to the specific pharmacokinetic characteristics of
the vagina (Sobel et al. 2003; Marchaim et al. 2012). In this con-
text, this work evaluated the antifungal action of extracts from
leaves of B fetraphylla againsi fluconazole-resistant and flucon-
azole-sensitive strains of C. alldcans isolated from human vaginal
secretions.
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It has been reported that B. tetraphylla leaves are a source of
compounds with anti-C. albicans activity (Oliveira et al. 2012).
Furthermore, Teodoro et al. (2015) found remarkable anu-
Candida activity of another member of the Buchenavia genus,
B. tomentosa. All the extracts were also effective against the
dinical isolates tested. Furthermore, the extraction method used
in this present paper increased the antifungal potential of this
plant, as the average MIC values of the standard straln were up
to 40 times lower than those reported by Oliveira et al. (2012).
Among the extracts, the BTME and BTCE showed the best
activity and no significant differences were observed between
their MIC or MFC values. The BTME is more effective against

= -2 o

Figure 2. Effects of BTME on C albicans. (a-c) Control cells; {d-f) cells treated with BTME at MiC for 12 h. (a—c) Ultrastructural aspects of untrested C afbicans culture
at low {a) and high magnification (b—c) showing the presence of single and budding yeast cells with evident fragile blastoconidial septum (white armow). (h) True
hyphal structures could be also observed. Treated C. aibicans culture at (d) low and {e-f) high magnifications. Note in () the presence of elongated cells (white aster-
isK) with multiple scars (white arrow). {f} Cells presenting surface depressions are indicated in white armow.

the fluconazole-resistant strains than the BTCE, as confirmed by
correlation analysis (the Pearson coefficient for their MIC values
was —0.032; and 0.076 for their MFC values). Two mammalian
cell types were used to determine the cytotoxic potential of each
extract: human erythrocytes and mice macrophages. Both mod-
els are widely used to assess the toxicity of plant-derived prod-
ucts (Olivelra et al 2012; Santos Alianga et al. 2014; Sant’Anna
da Silva et al. 2016). In the cytotoxicity assays, the BTME
showed IC,, values of 981 and 3935 pg/mL against J774 macro-
phages and human erythrocytes, respectively. These values are
higher than the average MIC of the BTME (625 pg/mL).
Therefore, it was decided to evaluate the morphological changes
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Figure 3 Effect of BTME on nitrik oxide production by J774 macrophages.
*Significant differences in relation to control {p < 005).

induced by the BTME and its effects when in combination with
fluconazole.

Fluconazole is recommended as the first choice for treating
pathologies caused by C. albicans, mainly due to its high effi-
dency and good pharmacokinetic properties (Pappas et al. 2015).
However, the appearance of fluconazole resistance represents an
enormous limitation for its use in the treatment of candidiasis
(Morschhiuser 2016). Consequently, combination therapy has
been indicated as a useful alternative to manage Candida infec-
tions (Cul et al. 2015). Measurement of the combinatory effects
of natural products and antimicrobial agents has been taken as a
new strategy in the battle against drug resistance (Hemalswarya
et al. 2008; Wagner & Ulrich-Merzenich 2009; Cui et al. 2015)
and a range of plant-derived products have been used to increase
or restore the action of some antifungal agents such as flucon-
azole (Khan & Ahmad 2012; Avijgan et al. 2014; da Silva et al.
2014). The BTME was able to increase fluconazole activity
against the five resistant strains by addictive and synergetic
effects. Compounds from both flavonoid and tannin classes
(same classes detected in the BTME) are reported as enhancers
of fluconazole activity (Endo et al. 2010, da Silva et al. 2014).

Depending on environmental conditions, C. albicans can
assume three different morphotypes during its development: blas-
toconidial, pseudohyphal and hyphal forms. Furthermore, C. albi-
cans easily develops into a blofilm on surfaces, which when
compared to planktonic cells, displays stronger resistance to a
wide variety of antifungal agents (Staniszewska et al. 2012; Ma
et al. 2015). Different from the control cells, morphological
observation showed a predominance of single, Isolated blastoco-
nidia over the budding cells and no true hyphal development
These results suggest that the BTME substantially affected the
morphogenetic transition of C. albicans, which is crucial to its
virulence (Staniszewska et al. 2012). The ability to produce
hyphae (and them switch between yeast and filamentous forms)
is of extreme importance to the pathogenesis of candidiasis and
is considered the central virulence attribute (Berman & Sudbery
2002; Dalle et al. 2010; Mayer et al. 2013). The yeast-to-hyphae
transition is related to tissue damage and Invasion and the host
inflammatory response, as well as mediating Staphylococcus aur-
eus co-infection (Peters et al 2014; Schlecht et al. 2015). The
ability of the BTME to inhibit hyphal formation can be consid-
ered an attractive characteristic for anti-C. albicans therapy, espe-
cially during biofilm formation (Jacobsen et al. 2012).

Finally, the BTME Induced the significant production of NO
from macrophages. NO Is a reactive oxygen nitrogen species
which Is recognized as a marker of macrophage activation, play-
ing an essential role in antimicrobial defence. Specifically, NO
suppression is a mechanism used by C. albicans to evade the

immune system response, thus macrophage function modulation
is & potential alm for antifungal therapy (Collette et al. 2014).

In conclusion, this study demonstrated that B. tetraphylla is a
great source of antimicrobial compounds able to enhance the
action of fluconazole against different C. albicans strains. The
methanol extract induced significant morphological changes in
treated cells and enhanced NO production in vitro. Therefore, it
is presented as a promising source of antifungal agent(s) for the
treatment of C. albicans. The identification, molecular and in
vivo studies of the active substance(s) will be areas of important
future research aimed at finding alternative, new strategies for
controlling C. albicans infections using natural products from the
Caatinga.
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Abstract: The relevance of oxidative stress in the pathogenesis of several diseases (including
inflammatory disorders) has traditionally led to the search for new sources of antioxidant compounds.
In this work, we report the selection of fractions with high antioxidant action from B. tetraphylla (BT)
leaf extracts. [n vitro methods (DPPH and ABTS assays; determination of phenolic and flavonoid
contents) were used to select products derived from B. fetraphylla with high antioxidant action.
Then, the samples with the highest potentials were evaluated in a model of injury based on the
inoculation of a lethal dose of heat-inactivated Escherichia coli in Tenebrio molitor larvae. Due to its
higher antioxidant properties, the methanolic extract (BTME) was chosen to be fractionated using
Sephadex LH-20 column-based chromatography. Two fractions from BIME (BTFC and BTFD) were
the most active fractions. Pre-treatment with these fractions protected larvae of T. molitor from the
stress induced by inoculation of heat-inactivated E. coli. Similarly, BIFC and BTFD increased the
lifespan of larvae infected with a lethal dose of enteroaggregative E. coli 042. NMR data indicated
the presence of aliphatic compounds (terpenes, fatty acids, carbohydrates) and aromatic compounds
(phenolic compounds). These findings suggested that products derived from B. tetraphylla leaves
are promising candidates for the development of antioxidant and anti-infective agents able to treat
oxidative-related dysfunctions.
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1. Introduction

A substantial amount of evidence has indicated the key role of free radicals and reactive oxygen
species (ROS) in the etiology of degenerative pathologies associated with aging (Parkinson’s and
Alzheimer’s diseases), cancer, cardiovascular diseases, and diabetes [1-7]. Free radicals are highly
reactive molecules characterized by having unpaired electrons in the last valence layer, thus becoming
potent oxidizing agents [8,9]. These entities are produced as a result of normal cellular metabolism
and play an important role in cell function and signaling; however, they can also damage important
macromolecules (DNA, proteins, and lipids), thereby impairing cellular functions and leading to cell
death [2,3,8].

Due to the reactivity of free radicals, organisms have developed an efficient antioxidant defense
system formed by enzymes (such as superoxide dismutase and catalase) and proteins (glutathione
reductase, thioredoxin) [8,9]. However, in many situations, this system cannot cope with the
overproduction of reactive species, generating a so-called oxidative stress state, which is related
to the clinical manifestations described above [1]. An alternative way of combatting the damage caused
by free radicals is the use of exogenous substances collectively called antioxidants [4,8,10].

The antioxidants (natural or synthetic) can act through different mechanisms in the organism,
such as: (i) direct neutralization of free radicals; (ii) expression of molecules from the host
antioxidant defense systems; (iii) inhibition of oxidant enzymes (leading to reduction of free radicals’
generation/propagation) [10-13]. These compounds can also be used in the food industry to maintain
the physical-chemical quality of fruits, meat, and other foods [14-16]. Due to the side effects of
synthetic antioxidants, those from natural sources are preferred; this context leads to a constant search
for plant-derived compounds with this property [4,10-12,14—-18].

In addition, antioxidant compounds have been related to the therapeutic properties of the
species considered medicinal. In fact, substances with antioxidant actions have been detected in
different products derived from plants (juices, teas, extracts, infusions) used in the treatment and
prevention of diseases [10-12,14,17]. However, the antioxidant potential of some medicinal plants
is still unexploited; and the neotropical species called Buchenavia tetraphylla (Aubl.) RA Howard
(synonymy Buchenavia capitata; Combretoideae family) is a good example. This plant is distributed
from Cuba (Central America) to southeastern Brazil (South America). B. tetraphylla is popularly
known as “tanimbuca” in Brazil, where it has ethnomedicinal importance for communities in the
northeast region [19]. It is also known to have a broad spectrum of antimicrobial activity, inhibiting
bacteria, fungi, and virus [20-22]. Buchenavianine and two derivatives (O-demethylbuchenavianine,
N,O-bis-(demethyl)buchenavianine) have been isolated from B. tetraphyila. These compounds are
classified as flavoalkaloids with a piperidine moiety at carbon 8 [20,23].

The antioxidant potential of plant products has been traditionally characterized by in vitro
methods; however, the biological relevance of these tests has been contested by several works [10,24,25].
In general, in vitro methods have been limited to sample prospection and compound isolation.
Thus, the need to employ cell-based methods and in vivo models for a better understanding of the
pharmacological action of a candidate as an antioxidant agent is evident [10]. In this work, in vitro
methods were used to select products derived from B. tetraphylla with antioxidant action. Then, the
samples with the highest potentials were evaluated in alternative models of stress based on Tenebrio
molitor larvae inoculated with Escherichia coli.
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2. Results

2.1. Comparison of the Antioxidant Activity of Extracts Obtained from B. tetraphylla Leaves

Initially, the phenolic and flavonoid contents were compared in different extracts of B. tetraphylla
(BTHE: hexane extract; BTCE: chloroform extract; BTEE: ethyl acetate extract; BTME: methanolic
extract) (Table 1). Among the extracts, BTME presented higher concentrations of both classes of
compounds with values of 123.03 = 1.51 mg of gallic acid equivalent (GAE) per mg of dry extract
(mg GAE/mg) and 108.90 + 0.07 mg of quercetin equivalent (QE) per mg of dry extract (mg QE/mg)
(p <0.05). A Pearson coefficient of 0.71 was found between the phenolic and flavonoid contents,
indicating a strong correlation.

Table 1. Comparative analysis of total phenolic compounds, flavonoid content, and DPPH radical
scavenging of the crude extracts from the leaves of Buchenavia tetraphylla.

BTHE BTCE BTEE BTME Trolox
Yield (%) 5.30 14,48 10.45 14.44 B
Phenolic compounds content 945-1292  2653=050° 11665+ 1026¢ 123.03=1.23°¢ .
{mg GAL/mg)
Flavonoid content (mg QE/mg) 10.03+0.14° 14.28 +0.48° 2492 +045¢ 108.89 + 0.06 4 -
DPPH (ECso ug/mL) 6526.45 3779.98 562.75 79.04 44.10

Legend: BTHE: hexane exiract; BTCE: chloroform extract; BTEE: ethyl acetate extract; BTME: methanolic extract. In
each row, the values with significant differences (p < 0.05) are ind:cated by different superscript letters (), The
results are expressed as the mean + standard deviatior. calculated from three independent assays performed in
triplicate (n = 3).

The antioxidant potential of the extracts and fractions was evaluated using the DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical) and ABTS ((2,2-azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic
acid) radical) methods. In the DPPH assay, the highest in vitro antioxidant activity was observed
for BTME with an ECsj (half maximal effective concentration) of 79.04 pg/mL (Table 1) and higher
scavenging action in almost all tested concentrations in relation to other extracts (p < 0.001). The ECs
tound for Trolox was 44.10 pg/mL (positive control). Similarly, in the ABTS assay, a greater scavenging
action was observed for BTME (approximately 100%; p < 0.05), followed by BTEE (approximately
50%) (Figure 1A). Strong correlations were also found between the levels of phenolic compounds and
the scavenger actions towards DPPH (0.96) and ABTS radicals (0.89). The flavonoid contents were
moderately correlated with DPPH scavenging (0.68) and strongly correlated with ABTS scavenging
(0.95). The results tor both antioxidant assays were strongly related (0.85).
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Figure 1. Comparative evaluation of antioxidant activity by the ABTS assay of the crude extracts (A)
and fractions (B) of Buchenavia tetraphylla leaves. BTHE: hexane extract; BTCE: chloroform extract;
BTEE: cthyl acetate extract; BTME: methanolic extract; BTFA: Fraction A; BTFB: Fraction B; BTFC:
Fraction C; BTFD: Fraction D; BTFE: Fraction E; BTFFE: Fraction F; BTFG: Fraction G; BTFH: Fraction H;
BTFI: Fraction I. In each graph, values with significant differences (p < 0.05) are indicated by different
superscript letters (* P €). The results are expressed as the mean + standard deviation calculated from
three independent assays performed in triplicate (1 = 3).

2.2. Comparison of Phenolic and Flavonoid Content and Antioxidant Activity of Fractions Obtained from
Methanolic Extract of B. tetraphylla Leaves

Since a higher level of antioxidant activity was observed in BIME, it was submitted to fractionation
using Sephadex LH-20 column chromatography. A total of 9 non-repetitive fractions were obtained
(BTFA to BTFI). Among them, the highest phenolic content was detected in BTFD (168.99 + 2.22 ug
GAE/ug), followed by BTFC (156.02 + 4.51 pg GAE/ug), BTFG (127.62 + 19.11 ug GAE/ug), and BTFI
(110.15 + 0.78 pug GAE/ug) (Table 2). Almost the same pattern was observed for the flavonoid content;
in this case, BTFC had the highest values (68.26 + 2.87 nug QE/ug) (p < 0.0001), followed by BTFD
(56.01 + 5.54 ug QFE/ug), BTFG (45.27 + 4.13 ug QE/ug), and BTFI (39.29 + 2.89 ug QE/ug) (Table 2).
A strong correlation (Pearson coefficient of 0.88) was observed among the concentration of phenolic
and flavonoid compounds in the fractions obtained from BTME. Following, the antioxidant action
of each fraction was investigated, and BTFC showed the highest activity against the DPPH radical
(ECsp: 50.41 ng/mL), followed by BTFD (ECsg: 237.7641 pg/mL), BTFG (ECsp: 294.38 pg/mL), and BTFI
(ECs0: 376.25 ug/mL). On the other hand, the fractions BTEB, BTFC, BTFD, BTFF, and BTFI scavenged
approximately 80% of the ABTS radical (p < 0.05), and no statistical differences were observed between
them (Figure 1B).
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2.3. Evaluation of the Hemolytic Effects of Extracts and Fractions from Buchenavia tetraphylla Leaves

Further, the hemolytic potential of each extract or fraction was evaluated using human erythrocytes
(Figures 2 and 3). BTHE, BTCE, and BTEE induced toxic effects when tested at the highest concentrations
(500 pg/mL and 1000 ng/mL) (Figure 2A—-C). In contrast, it was observed that the BTME and its
fractions did not induce significant hemolytic activity, even at the highest tested concentrations
(Figures 2D and 3).
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Figure 2. Hemolytic activity of the crude extracts of Buchenavia tetraphylla leaves. (A) BTHE (hexanc
extract); (B) BTCE (chloroform extract); (C) BTEE (ethyl acetate extract); (D) BTME (methanolic extract).
*** Significant differences in relation to triton-X (p < 0.0001). The results are expressed as the mean +
standard deviation calculated from three independent assays performed in quadruplicate (11 = 4).
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Figure 3. Hemolytic activity of the fractions obtained from the methanolic extract of Buchenavin
tetraphylla leaves. (A) BTFA (Fraction A); (B) BTEB (Fraction B); (C) BTFC (Fraction C); (D) BTFD
(Fraction D); (E) BTFE (Fraction E); (F) BTFF (Fraction F); (G) BTFG (Fraction G); (H) BTFH (Fraction
H); (T) BTFI (Fraction I). *** Significant differences in relation to triton-X (p < 0.0001). The results are
expressed as the mean =+ standard deviation calculated from three independent assays performed in

quadruplicate (n = 4).

2.4. Effects of Extracts and Fractions from Buchenavia tetraphylla Leaves on the Survival of Tenebrio molitor
larvae Submitted to Stress Induced by Heat-Killed Escherichia coli

Based on the results presented in the above activities, we decided to evaluate the effects of the
methanolic extract and its most active fractions (BTFC and BTFD) in a model of stress induced by
heat-killed E. coli OP50 in T. molitor larvae. The heat treatment was used to ensure that larval death
was not induced by bacterial growth; it was caused by the components present in the bacteria, such as
lipopolysaccharide (LPS). Additionally, we used the nonpathogenic E. coli OP50 strain [26]. In this
sense, at this point, we did not evaluate the antimicrobial action of the extract/fractions, but the ability
of these to inhibit stress pathways induced by the presence of the bacteria. First, we evaluated the
effects of several concentrations (measured at ODggg (optical density at 600 nm)) of heat-killed E. coli
OP50 (data not shown). The best results were obtained with the suspension at an OD600 of 0.7; this
dose induced the death of 509 of the larvae after 15 h and of 90% after 30 h. These larvae presented
typical myelination points related to stress induction in this organism. The pre-treatment with BTIME
at 10 mg/kg was able to inhibit animal death, with survival rates of 100%, 70%, and 50% after 15 h, 30 h,
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and 60 h of infection, respectively. The concentration of 20 mg/kg showed no significant protective
action (Figure 4A).

The results obtained with BTFD were even more significant. The group treated with 20 mg/kg
exhibited viability rates of 90% and 80% after 45 h and 60 h, respectively. Similar results were obtained
with BTFD at 10 mg/kg, where viability remained at 80% after 45 h and 70% after 60 h (Figure 4C).
Regarding BTFC, the best protective action was observed for the dose of 10 mg/kg. In this case, survival
rates remained at 70% up to 45 h and ended at 60% (60 h). In the case of the 20 mg/kg dose, after 15 h,
80% of the larvae remained viable, and this rate progressively decreased to 50% (30 h), 40% (45 h), and
reached 30% after 60 h (Figure 4B).

(A) -~ PBS
100+ —_— -= BAC

| l -+ BAC + BTME (10 mg/kg)
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Figure 4. Effects of methanolic extract of Buchenavia tetraphylln leaves (BIME) and its fractions (BTFC
and BTFD) on the survival of Tenebrio molitor larvae challenged with heat-killed Escherichia coli OP50. (A)
Effects of BTME on the survival of T. molitor larvae challenged with heat-killed E. coli OP50; (B) effects
of BTFC on the survival of T. molitor larvae challenged with heat-killed E. coli OP50; (C) effects of BTFD
on the survival of T. molitor larvae challenged with heat-killed E. coli OP50. The larvae (1 = 10/group)
were pre-treated with each sample (at 10 mg/kg or 20 mg/kg) 12 h prior to inoculation of heat-killed
bacteria. Larvae treated with phosphate-saline buffer (PBS) or E. coli OP50 (BAC) were used as negative
or positive controls, respectively. In this set of assays, larvae survival was recorded each 12 h. The
experiment was repeated three times.
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2.5. Effects of Fractions fron Buchenavia tetraphylla Leaves in the Lifespan of Tenebrio molitor larvae Infected
by Enteroaggregative Escherichia coli

We also evaluated the efficacy of BTFC and BTFD in a model of infection provoked by
Enteroaggregative E. coli 042. The larvae were treated with each fraction 2 h after the infection.
E. coli 042 killed most of the larvae in less than 24 h (median survival of one day). In contrast, the group
treated with B. tetraphylla had median survivals of two days (Figure 5). It is important to highlight that
these fractions did not have antimicrobial activity towards E. coli.
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o
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Figure 5. Effects of fractions from methanolic extract of Buchenavia tetraphylla leaves (BTFC and BTFD)
on the survival of Tenebrio molitor larvae challenged with Escherichia coli 042. (A) Etfects of BTFC on the
survival of Tenebrio molitor larvae challenged with E. coli 042. (B) Effects of BTFD on the survival of
Tenebrio molitor larvae challenged with E. coli 042. The larvae (1 = 10/group) received a lethal dose of
EAEC 042 and after 2 h were treated with fraction BTFC and BTFD (at 10 mg/kg or 20 mg/kg). Larvac
treated with phosphate-saline buffer (PBS) or EAEC 042 were used as negative or positive controls,
respectively. In this set of assays, larvae survival was recorded each 24 h. The experiment was repeated
three times.

2.6. Nuclear Magnetic Resonance Analysis of Buchenavia tetraphylla Leaves

The 'H NMR analysis and two-dimensional experiments revealed similar profiles for BTFC
and BTFD. The intense overlapping made difficult the identification of metabolites; however, it was
possible to suggest the presence of some classes of compounds. The fractions showed signals in
spectral regions related to aliphatic and aromatic compounds (Figure 6). The signals at & 0.50-5.90
ppm attributed to an aliphatic compound (such as terpenoids, fatty acids, carbohydrates) were more
expressive in comparison to the signals at § 6.00-8.50 ppm related to aromatic compounds (such as
phenolic compounds). This was observed mainly in the BTFD fraction.



Pharmaceuticals 2020, 13, 46 100f 17

BTFC

S, e }» L T .

T T, SR 7952, T, N 200 IS R TN,
84 828078 7674 7270 68 66 64 ppm [

N AN

Bl

BTFD

A
b JrW’N‘-J,.-\_)
Y A :

84 828078 76747270 68 66 64 ppm 1 ‘

Figure 6. Representative 'H NMR spectrum of the active fractions (BTFC and BTFD) obtained from the
methanolic extract of Buchenavia tetraphylla leaves.

3. Discussion

The role of oxidative stress in the development of severe clinical conditions has promoted the
search for new antioxidant agents from natural products [1,2,10,24,25]. Herein, we report the selection

of high antioxidant fractions from B. tetraphylla leaf extracts using in vitro and in vivo approaches.

Products derived from this plant have been shown as potential candidates for the development of new

antimicrobial agents [20-22]; however, their antioxidant actions have not been properly addressed.

The in vitro results obtained in this study showed that the methanolic extract (BTME) had a higher

antioxidant activity, and this effect was correlated with its higher phenolic and flavonoid content.

Among the fractions obtained from this extract, the best potentials were found for BTFC and BTFD
(these fractions also exhibited greater levels of phenolic compounds). Furthermore, these agents were
not toxic towards human erythrocytes.

These samples were selected to be evaluated in a model of stress induced by heat-killed E. coli in
T. molitor larvae. This insect has been used as a model organism in studies of microbial pathogenesis
and drug development (antimicrobial, antivirulence, and immunomodulator agents) [27-29]. Several
factors have supported the use of this animal. First, T. molitor is susceptible to pathogens such as
Candida albicans, E. coli, and Staphylococcus aureus, which are able to persist within the infected insect,
and cause changes in tissues, hemolymph, and phagocytes [30-32]. Second, the immune system of this
insect has some known signaling pathways, such as the Toll pathway, the prophenoloxidase cascade,
and the autophagy pathway [33-36].

The antioxidant defense system of T. molitor is composed of several antioxidant and
detoxifying enzymes such as superoxide dismutases, peroxidases, catalases, as well as tyrosinase,
acetylcholinesterase, carboxylesterase, and glutathione S-transferase [37-39]. Previous studies have
shown that during infection, the T. molitor larvae overproduce reactive species in response to the
pathogen presence, leading to increased activity of several antioxidants and detoxifying enzymes that
are correlated with larvae death [37,38,40].

The ability of T. molitor to produce reactive species in response to deleterious stimulus makes this
insect a potential model for the study of antioxidant substances. Despite these advantages, no study has
exploited T. molitor larvae for the screening of plant-derived antioxidant compounds. The protective
action of the agent is evidenced by the increased survival of the treated larvae compared to untreated
larvae. This approach using larvae could bring more information than those traditionally used for
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antioxidant prospecting, based on the chemical interaction of compounds and without biological
relevance [10,24].

Since T. molitor is a multicellular organism, this approach also presents advantages over those that
use cells as some insights into the toxicity of the antioxidant agent can also be assessed. Furthermore,
the use of this insect offers some advantages in relation to Caenorhabditis elegans, the invertebrate
organism traditionally used for in vivo antioxidant evaluation [41,42], such as ease of handling and
direct inoculation of the compound agent in the larvae. In our in vivo model of stress induced
by heat-killed E. coli (OP50 strain), BTFD induced higher protective effects than BTME and BTFC.
However, in our assays using the live EAEC strain, the fractions had similar results (both increasing
the larvae median survival in one day). It is important to highlight that BTFC and BTFD did no display
antimicrobial activity in vitro (data not shown), suggesting that their protective effects are related to
the antioxidant properties. In this sense, we showed the efficacy of two fractions rich in antioxidants to
reduce the deleterious effects of E. coli-induced injury in T. molitor larvae.

Previous works reported the predominant presence of flavonoids and alkaloids in B. tetraphylla
and other species from the same genus [20,21,43,44]. In this present research, the most bioactive
fractions (BTFC and BTFD) showed a similar chemical composition with the presence of aliphatic
(terpenes, fatty acids, carbohydrates) and aromatic compounds (phenolic compounds). In general,
the pharmacological potentials of some terpenes are associated with their antioxidant action [45,46].
These studies were reviewed by Gonzalez-Burgos and Gomez-Serranillos [45], who highlighted some
structural features involved in the antioxidant action of each type of terpene.

Among the classes of compounds detected, phenolic compounds are the most usually related to
antioxidant activity. The high antioxidant abilities of phenolic compounds are related to their phenolic
hydroxyl groups that can donate hydrogen atom or transfer electrons, resulting in the scavenging of
harmful free radicals (such as hydroxyl radicals). The aromatic groups present in the phenolic acids
can also delocalize the unpaired electron [47,48]. According to Dai and Mumper [47], the flavonoids
are able to perform electron transfer (mainly due to the ortho-dihydroxy structure on the B ring) and
electron delocalization (the 2,3-double bond with a 4-oxo function in the C ring, which relocates from
the B ring). The authors also highlighted the essential role of 3- and 5-hydroxyl groups with the 4-oxo
function in A and C rings and 3-hydroxyl groups.

4. Material and Methods

4.1. Collection and Extract Preparation

Leaves of B. tetraphylla were collected in November 2013, in Catimbau National Park (Pernambuco,
Brazil). The samples were processed according to the taxonomic techniques, identified, and deposited
in the Herbarium of Agronomic Institute of Pernambuco (voucher: IPA 80349). The leaves of B.
tetraphylla were subjected to drying at room temperature and then pulverized using a Macsalab mill
(Model 200 LAB). This material was stored in a closed, dark container until used.

For extraction, 25 g of the powder were mixed with 100 mL of the first solvent (hexane; for BTHE)
on a rotary shaker table (125 rpm) at 25 °C. After 72 h, the sample was filtered, and the extracted liquid
was dried in a rotary evaporator (45 rpm) at 50 °C. The remaining leaf residue was further extracted
with 100 mL of chloroform (BTCE), and the above procedure was repeated completely, subsequently
performed with ethyl acetate (BTEE), and finally, with methanol (BTME).

4.2. Fractionation of the Methanolic Extract

The methanolic extract (2 g) was fractionated by chromatography using a column (80 cm X 2.5 cm)
incorporated with Sephadex LH-20 (GE Healthcare®, Chicago, IL, USA; 60 cm high). The systems of
eluents were based on the combination of methanol and ethyl acetate (as shown below). A total of 120
fractions (7 mL each) were obtained and analyzed by fluorescent black light (25W; 127V; Empalux®,
Curitiba, Brazil) and thin layer chromatography (POLYGRAM® SIL G60/UVs4; 20 X 20 cm; 0.20 mm;
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Macherey-Nagel®, Diiren, Germany). After these procedures, fractions with similar phytochemical
profiles were gathered, resulting in 9 different fractions: BTFA (Fractions 1-4), BTFB (Fractions 5-11),
BTFC (Fractions 12-18), BTFD (Fractions 19-26), BTFE (Fractions 27-36), BTFF (Fractions 37-54),
BTFG (Fractions 55-61), BIFH (Fractions 62-69), and BTFI (Fractions 70-120). The elution systems
(methanol:ethyl acetate; v/v) for obtaining each fraction were: 7:3 for BTFA; 6:4 for BTFB, BTFC, BTFD,
BTFE, BTFF; 5:5 for BTFG; 6:4 for BTFH and BTFI.

4.3, Total Phenolic Content

Obtaining the total phenolic compounds in crude extracts and fractions was performed using
the Folin-Ciocalteu reagent [49]. Samples of each extract/fraction (200 uL at 1000 pg/mL) were mixed
with 1.0 mL of Folin-Ciocalteu reagent, and 800 uL of 20% sodium carbonate were added after 3 min.
The mixture was incubated at room temperature, protected from light, and allowed to stand for 2 h.
The absorbance of the mixture was measured at 765 nm (GeneQuant 1300, GE Healthcare). The total
phenolic content was calculated in mg of gallic acid equivalent (GAE) per mg of dry extract using
a calibration curve obtained with gallic acid (y = 0.0043x + 0.0153; R? = 0.9932). The results were
expressed as mean + standard deviation calculated from three independent assays performed in
triplicate (n = 3).

4.4. Flavonoid Content

For flavonoid content, 100 L (at 1000 ug/mL) of each sample were mixed with 100 pL of the
reagent solution (2 g of aluminum chloride diluted in 2% ethanol solution). The mixture was incubated
at room temperature and protected from light, and after 60 min, the absorbance was measured at
420 nm [50]. The content of flavonoids was calculated in mg of quercetin equivalent (QE) per mg
of dry extract using a calibration curve constructed with standard quercetin solution (y = 0.004x +
0.0121; R? = 0.993). The results are expressed as the mean + standard deviation calculated from three
independent assays performed in triplicate (7 = 3).

4.5. DPPH Assay

An aliquot of 250 uL of 1 mM DPPH solution (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich) was
added to 40 pL of different sample concentrations (31.25-1000 pg/mL) and homogenized. After 30 min,
the absorbance was measured at 517 nm [51]. Trolox was used as the control compound. The DPPH
sequestering activity was calculated using the formula below. The results were expressed as the mean
+ standard deviation calculated from three independent assays performed in triplicate (1 = 3).

DPPH scavenging (%) = (Ac — As)/Ac x 100
where: Ac = absorbance control; As = sample absorbance

4.6. ABTS Assay

The ABTS (2,2-azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid)) radical cation was prepared
16 h prior to the assay by mixing 5 mL of the stock solution (7 mM) with 88 uL of the 140 mM potassium
persulfate solution. Aliquots (20 pL) of each extract/fraction and 2 mL of the ABTS radical were mixed,
and the absorbance of the solutions was monitored at 734 nm after 6, 15, 30, 45, 60, and 120 min,
respectively [52]. Gallic acid was used as the positive control. The ABTS scavenging was calculated
using the formula below. The results were expressed as the mean + standard deviation calculated from
three independent assays performed in triplicate (17 = 3).

ABTS scavenging (%) = (Ac — Aa)/Ac x 100

where Ac (control absorbance) and Aa (sample absorbance).
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4.7. Hemolytic Activity

Blood (5-10 mL) was obtained from healthy, non-smoker volunteers by venipuncture, after signing
a free informed consent form. Human erythrocytes from citrated blood were immediately isolated by
centrifugation at 1500 rpm for 10 min. After removal of the plasma, the erythrocytes were washed
three times with phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4), and then, a suspension of 1% erythrocytes
was prepared as the same buffer. Following, an aliquot of 1.1 mL of erythrocyte suspension was mixed
with 0.4 mL of each extract/fraction (concentration range: 125 to 1000 pug/mL). The negative control and
positive control received 0.4 mL of PBS and Triton X, respectively. After 60 min of incubation at room
temperature, the cells were centrifuged, and the supernatant was used to measure the absorbance of
hemoglobin released at 540 nm [21]. The hemolytic activity was expressed in relation to the action
of Triton X-100 and calculated using the formula below. The results were expressed as the mean +
standard deviation calculated from three independent assays performed in quadruplicate (12 = 4).

Hemolytic activity (%) = [(Aa — Ab) x 100]/(Ac — Ab)

where: Aa is sample absorbance; Ab is the absorbance of the negative control; and Ac is the absorbance
of the positive control.

4.8. Toxicity Model Using Heat-Killed E. coli

Larvae of T. molitor (~100 mg) were randomly allocated into groups (n = 10). After anesthesia and
disinfection, 10 puL of the most active samples (methanolic extract or fractions C and D; at 10 mg/kg or
20 mg/kg) were injected in the ventral membrane between the second and third abdominal segments
(tail to the head) [29]. One hour after the sample inoculation, the larvae received 10 uL of heat-killed E.
coli OP50 (optical density at 600 nm: 0.7). The viability of the larvae was evaluated after 15, 30, 45,
and 60 h (by evaluation the lack of movement after mechanical stimulus). Larvae inoculated with the
microorganism and treated with PBS were used as the negative control; while larvae that received two
doses of PBS were the positive control. The experiment was performed in three independent assays.

4.9. Infection Model Using Enteroaggregative E. coli

Larvae (n = 10) were prepared as described above and infected with 10 pL of enteroaggregative E.
coli (EAEC) 042 (optical density at 600 nm: 0.1). After two hours, each animal received 10 uL of BTFC
or BTFD (at 10 mg/kg or 20 mg/kg). Larvae inoculated with E. coli 042 and treated with PBS were used
as the negative control; while larvae that received two doses of PBS were the positive control. The
experiment was repeated three independent assays.

4.10. Nuclear Magnetic Resonance Analysis

The chemical characterization of the most active fractions (BTFC and BTFD) was performed
by nuclear magnetic resonance (NMR) analysis. 1D and 2D NMR data were acquired at 298 K in
DMSO-dg, on a Bruker AVANCE 111 400 NMR spectrometer operating at 9.4 T, observing 'H and '3C at
400 and 100 MHz, respectively. The NMR spectrometer was equipped with a 5 mm direct detection
probe (BBO) with a z-gradient. One-bond (*H-13C HSQC) and long-range (1H-13C HMBC) NMR
correlation experiments were optimized for average coupling constant 1](C,H) and RJ (1) of 140 and
8 Hz, respectively. All 'H and *C NMR chemical shifts () were given in ppm related to the TMS
signal at 0.00 as an internal reference and the coupling constants (/) in Hz.

4.11. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean + standard deviation (SD). Statistical significance was
determined by one-way ANOVA or two-way ANOVA followed by Tukey and Bonferroni tests. A
p-value < 0.05 was considered statistically significant. Determination of ECs (half maximal effective



Pharmaceuticals 2020, 13, 46 14 of 17

concentration) was performed by linear regression. Correlations were assessed using the Pearson
coefficient. The larvae survival assays were analyzed using the Kaplan-Meier method to calculate
survival fractions, and the log-rank test was used to compare survival curves.

5. Conclusions

In this study, the use of in vitro antioxidant assays allowed the selection of fractions from a
methanolic extract with a high activity and low toxicity. The fractions (BTFC and BTFD) were able to
extend the lifespan of T. molitor larvac submitted to stress induced by heat-killed E. coli significantly.
The therapeutic treatment with these fractions had also positive effects on the infection induced by
the pathogenic strain E. coli 042 (EAEC). 'H NMR data indicated the presence of aliphatic (terpenes,
fatty acids, carbohydrates) and aromatic compounds (phenolic compounds). These findings suggested
that products derived from B. tetraphylla leaves are a promising candidate for the development of
antioxidant agents able to treat the oxidative-related dysfunctions.
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EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS DE MYRCIA HIRTIFLORA
DC. PROTEGE O TENEBRIO MOLITOR DE INFECCAO CAUSADAPOR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

RESUMO: A eficiéncia da disseminagdo do Staphylococcus aureus se deve, em
parte, a sua grande versatilidade em adquirir genes relacionados a viruléncia e
resisténcia a drogas. Diante da alta incidéncia de linhagens multirresistentes e
altamente virulentas, se faz necessario a busca por novos compostos que sejam
capazes de inibir o crescimento desses microrganismos. O papel do estresse
oxidativo no desenvolvimento de condicBes clinicas graves levou a 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
acdo in vitro foram selecionados para a avalia¢ao do efeito anti- infectivo in vivo,
larvas do inseto Tenebrio molitor (Tenebrionidae) foram infectadas e sua
viabilidade avaliada diariamente, pela auséncia de movimento, como: carga
bacteriana, contetdo de melanina e o numero de hemdcitos na hemolinfa das
larvas tratadas. Com base na avaliacdo da atividade anti-S. aureuse com acéo
antioxidante mais alta o extrato de melhor resultado foi submetido a analise de
RMN, sendo detectada a presenca 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 infec¢Ges

causadas por S. aureus.

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

Staphylococcus aureus, Myrtaceae.
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INTRODUCAO

Doencas infecciosas e agentes estressores ainda representam uma
Importante causa de morbidade e mortalidade entre seres humanos, especialmente
nos paises em desenvolvimento como o Brasil. Atualmente atingimos um ponto
critico em que novas drogas ndo estdo sendo desenvolvidos no ritmo necessario
para conter esta capacidade natural dos patdgenos de adquirir resisténcia e
defender-se contra os antibidticos [1]. E também é necessario o desenvolvimento
de novas solucgdes para reduzir os efeitos deletérios do envelhecimento e, portanto

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

No Brasil ha uma biodiversidade singular, isto configura uma possibilidade de
desenvolvimentos de novos compostos capazes de inibir o crescimento
antimicrobiano, como énfase em inibicdo da viruléncia ou imunomodulacéo, e
bloguear 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 doencas
que vao desde uma simples infeccdo (espinhas e furunculos) até enfermidades
mais graves, como: pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque
toxico, sepse, abscessos e lesbes necroticas graves [6]. Esta bactéria tem a
capacidade de segregar iniUmeras enzimas e toxinas que elevam a patogenicidade
e permitem a aderéncia, resisténcia a fagocitose e lise de células eucaridticas, entre
outros [7,8,9]. Os produtos de tais genes sdo responsaveis pela formacdode

capsula, sintese de proteina A, estafiloxantina e coagulase [10].

Também encontra em organismos humanos radicais livres reativos, que sdo
combatidos por um eficiente sistema de defesa antioxidante, formados de enzimas
e proteinas [11,12]. Esse sistema, em algumas situag0es, ndo consegue inibir a

superproducdo de especies reativas, gerando o estresse oxidativo [13].
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Os radicais livre podem ser inibidos com o uso de substancias exdgenas chamadas
de antioxidantes [14,11,15].

As moléculas consideradas como compostos modificadores da resposta bioldgica
pertencem a essas atividades, e sdo agentes que modificam a resposta bioldgica
do organismo por meio da estimulagdo ou inibicdo do sistema imunolégico,
podendo resultar em efeitos terapéuticos [16]. Diante da diversidade do pais,
podem-se delimitar focos de regibes com potencial para a prospeccdo de

fitoterapicos.

Assim, esse ambiente torna-se favoravel para o desenvolvimento da prospeccéo
bioldgica. Para tanto, foi estabelecido neste trabalno um modelo alternativo de
infeccdo usando larvas de Tenebrio molitor. Este inseto vem sendo aplicado em
alguns estudos de patogenicidade microbiana, especialmente em paises como o
Brasil, onde a comercializagéo das larvas de Galleria mellonella (modelo mais
utilizado) ndo ¢ realizada. A larva de T. molitor, como a larva de G. mellonella,
pode ser mantida a temperaturas entre 25 ° C e 37 ° C, 0 que o torna adequado
para o estudo de agentes patogénicos a temperatura do corpo [17]. Outra vantagem
refere-se a forma de inoculacéo, que é realizado por injecdo 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 agcdo dos compostos nas vias de longevidade e do sistema imune das

larvas.

METODOS
Obtenc¢édo 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 taxondmicas, identificadas e depositadas no
Herbario IPA (voucher: 80347), do Instituto Agrondmico de Pernambuco. As
folhas de Myrcia hirtiflora foram submetidas a secagem em temperatura ambiente
e em seguida, moidas para padronizacdo do tamanho de particulas do po6 da planta
através de moinho de facas Macsalab mil (Model 200 LAB). Este material foi

armazenado em um recipiente ambar fechado a 4°C até ser utilizado.

Obtencéo do extrato

A extracdo foi realizada seguindo a série eluotropica como 0s seguintes
solventes: Ciclohexano (CHX), Cloroformio (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 agitacdo por 72 horas numa mesa agitadora sob rotacao
de 125 rpm a 25 °C. Apo6s 72 horas, a amostra foi filtrada, o residuo de folhas
restante foi submetido a nova extracéo seguindo a série dos solventes. Os liquidos
extraidos, apos cada extracdo, foram rotaevaporados sob rotacdo (45 rpm) a 50 °C
obtendo os extratos de Myrcia hirtiflora: Ciclohexano (EHMH), Cloroférmio
(ECMH), Acetato de etila (EAMH) e Metanol (EMMH).

Teor Total de fenois e flavonoides

Dosagem de Compostos Fendlicos

A dosagem de compostos fendlicos presente nos extratos brutos da M.
hirtiflora foi realizada pela metodologia segundo Folin-Ciocalteu [19] com

algumas modifica¢6es. Amostras com 20 pL (1000 pg/mL) foram colocadas em
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placa de 96 pocos e 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (1: 1 v/ v) adicionado,
apos 3 minutos foi acrescentado 80 uL de carbonato de sodio (20%).A mistura foi
incubada a temperatura ambiente, sem incidéncia de luz e em repouso por 2 horas.
A absorcdo da mistura foi medida utilizando o comprimento de 765 nm
(GeneQuant 1300, GE Healthcare). A quantidade de fendis totais foi calculada em
Hg/mL de acido galico equivalentes (EAG), utilizando a curva de calibracdo da
solucdo padrdo de acido gélico. Para o &cido galico, a absorbancia da curva em
funcdo da concentracdo é descrita pela equacdo 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 modificac¢des. Foi utilizada 100 pL
das amostras (1000 pg/mL) e 100 pL da solucdo reagente (29 de Cloreto de
Aluminio diluido em solucdo de etanol a 2%), a mistura final foi distribuida em
placa de 96 pocos. A placa foi incubada durante 60 min atemperatura ambiente
sem incidéncia de luz. A absor¢cdo medida por espectrofotometria a 420nm [21].
A quantidade de flavondides calculada em pg/mL equivalente de Quercitina (EQ).
Para a quercitina, a absorbancia da curvaem funcdo da concentracdo € descrita
pela equacdo 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 aliquota de 250 uL de solu¢do de DPPH (1mM) foi misturada
com 40 ul de diferentes concentragdes das amostras (31,25 - 1000ug/mL). Trinta
minutos mais tarde, a absorbancia foi medida a 517 nm. O trolox foi utilizado
como o composto de referéncia. A atividade sequestrante de radicais livres foi
expressa em porcentagem por comparacdo ao composto de referéncia ecalculada

usando a seguinte formula:
[DPPH] (%) = (Ac - As) / Ac x 100
Onde: Ac = controle de absor¢do; As = Absorbancia da Amostra

Avaliagdo antioxidante in vivo

O modelo biolégico utilizado nesse estudo foram larvas de Tenebrio molitor
com aproximadamente 100 mg que foram previamente randomizadasem grupos
de 10 individuos. Com o auxilio de uma seringa de insulina, 1 Ul do extrato
metanolico na concentracdo 250 pug/mL foi injetado nas larvas. Apés 1 hora da

inoculacdo do extrato, foi adicionado 1 Ul do perdxido de hidrogénio (H20>).

A viabilidade das larvas foi avaliada ap6s 15, 30, 45 e 60 horas pela auséncia
de movimento. Larvas inoculadas com o H.O e tratadas com salina foram
utilizadas com controle negativo, enquanto larvas tratadas apenas com salina

utilizadas como controle positivo.

Atividade Hemolitica

O sangue (5-10 mL) foi obtido a partir de voluntarios saudaveis, néo-
fumantes, por puncdo venosa, ap0s consentimento informado por escrito.
Eritrocitos humanos partir de sangue citratado foram imediatamente isolados por

centrifugacdo a 1500 rpm por 10 min. Apos a remocdo do plasma, os eritrocitos
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foram lavados trés vezes com tampao fosfato-salina (PBS; pH 7,4) e depois uma

suspensdo de eritrocitos a 1% foi preparada como mesmo tampéo.

A atividade hemolitica foi realizada seguindo a metodologia deescrita por
Oliveira et al (2012) [19].Uma aliquota de 1,1 mL de suspensédo de eritrécitos
foi homogeneizada a 0,4 mL das amostras em varias concentracdes (125 — 1000
ug/mL). O controle negativo e controle positivo receberam 0,4 mL de tampéo
fosfato-salina e de Triton X-100, respectivamente. Apos 60 minutos de incubacéo
a temperatura ambiente, as células foram centrifugadas e osobrenadante foi usado
para medir a absorbancia da hemoglobina liberada a 540 nm. O valor médio foi
calculado a partir dos ensaios em quadruplicata. A atividade hemolitica foi

expressa em relacdo a acdo do Triton X-100 e calculada pela seguinte formula:
Atividade hemolitica (%) = [(Aa- Ab).100]/(Ac-Ab)

Sendo, A. - absorbancia da amostra, Ay - absorbancia do controle negativo

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

Atividade antimicrobiana
Identificacdo das bactérias

Foram utilizadas seis linhagens ATCC’s clinicos de S. aureus: 6538,3602,
5801, 6902, 8702 e 9706, cedidas pelo Departamento de Microbiologia da
Universidade CEUMA.

Estoque e preparo dos indculos

O estoque das bactérias e o preparo dos inoculos foram realizados através
das recomendacdes 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 -20°C. Os inoculos foram preparados a partir desses
estoques, onde uma aliquota foi transferida para tubos de ensaio contendo meio
Mueller Hinton Broth (DIFCO-Becton Dickinson; MHB) e incubados a 37°C
por 24 horas, para reativacao das bactérias. Posteriormente, cada uma foi semeada
em estrias compostas em placas de Petri (Cral®) contendo agar Mueller Hinton
(DIFCO-Becton Dickinson; MHA) e novamente incubadas para o isolamento das
coldnias. Com o auxilio de uma alca de platina, retirou-se de 2 a 3 coldnias
isoladas, transferindo-as para uma solucdo salina (NaCl) 0,85%. A turbidez da
solucdo obtida foi ajustada com uma solucdo padrdo de MacFarland 0,5, o que
representa aproximadamente 1,5x10® UFC/mL (Unidades Formadoras de
Colo6nias por mililitro), obtendo-se assim o inoculo bacteriano padronizado para

os testes de suscetibilidade microbiana.

Preparo e estoque dos antibioticos

Estoques de solugbes dos antibioticos Ciprofloxacina (Sigma®) e
Vancomicina (Sigma®) foram preparados a uma concentracdo de 1000 pg/mL,

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

Caracterizacéo do potencial antibacteriano

O potencial antimicrobiano do extrato metanolico de M. hirtiflora foi
caracterizado por meio de ensaios in vitro, utilizando a técnica de microdilui¢ao

em caldo e anélises em biofilme monoespécie.

Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A determinacéo da Concentracéo Inibitoria Minima (C1M) das amostras em
teste foi realizada pela técnica proposta pelo NCCLS (2003), utilizando

microplacas (Cral®) de 96 pocos com fundo chato para microdiluicéo.
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No primeiro po¢o foram adicionados 150 pL do meio de cultura Mueller
Hinton liquido e 50 pL do extrato metandlico de M. hirtiflora em seus respectivos
pocos, para um volume final de 200 pL. Os extratos foram diluidos de forma
seriada de razdo 2, em duplicata, a fim de se obter po¢cos com concentragdes
variando de 25 mg/mL a 0,04 mg/mL. Apos a realizacdo da diluicdo seriada,
foram inoculados 10 pL da suspensdo bacteriana. Para cada teste foi reservado
um pogo como controle negativo, onde foram adicionados 100 uL. de DMSO
estéril a 0,01%, meio de cultura e inéculo; uma coluna como controle de
esterilidade, contendo meio de cultura; e uma coluna como controle positivo, com
meio de cultura e indculo das bactérias a serem testadas. Em seguida as placas
foram acondicionadas em incubadora bacterioldgica a 37 °C, durante 24 h. A CIM
foi definida como a menor concentracdo do extrato que inibiu o crescimento
bacteriano visivel, confirmado pela adi¢cdo de 30 puL de solucdo de 0,03% de
resazurina sodica (Sigma-Aldrich®), um indicador de o0xido-reducdo, onde
quarenta minutos apos a sua aplicacdo, sofre um processo de reducdo, sendo
transformada em resofurina, apresentando uma cor r0sea nos pPogos com
crescimento microbiano. O mesmo procedimento foi adotado para determinacgéo

da CIM dos antibidticos, vancomicina e ciprofloxacina.

Concentracado Bactericida Minima

Para determinacao da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do extrato
metanolico de M. hirtiflora uma aliquota de 3 pL foi transferida dos pocos onde
a inibicdo foi observada e semeada em placas de Petri contendomeio de
cultura Mueller Hinton Agar. Ap6s 24h de incubacdo a 37°C, a CBMfoi
considerada como a menor concentracdo na qual ndo houve crescimento visivel

dos microrganismos [18].
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Atividade antibiofilme

Para avaliar a capacidade de inibicdo da formacéo de biofilme do extrato
metandlico de M. hirtiflora, foi utilizado o método de impregnacdo do Cristal
Violeta (CV), descrito por [24]. O método é colorimétrico e tem a propriedadede

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

Na formacgéo do biofilme foi utilizado o meio nutritivo MHB e 20 pL do
inoculo. Adicionadas as concentragdes 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 condicGes estéreis para adesédo celular. Decorrido o tempo,
as placas foram lavadas duas vezes com 200 pL de solucédo salina estéril,para
remocao das células ndo aderidas. Seguida da adi¢é@o de 200 pL de metanol 99%
por 15 minutos, para fixacdo das células aderidas. O metanol foi removidoe as
placas foram secas ao ar. Aliquotas de 200 pL de solu¢dao de CV a 0,5% foram
adicionadas aos pocos, para coloracdo do biofilme. Apds 20 minutos, 0 excesso
de CV foi removido lavando-se as placas com agua corrente. Finalmente, o0 CV
impregnado foi liberado pela adigdo de 250 uL de etanol 96%.A leitura foi
realizada, em leitora de placas TP-Reader® (ThermoPlate) a densidade ptica de
550 nm (OD550nm). Foram considerados positivos para inibi¢cdo de biofilme os

extratos capazes de reduzir a formacgdo do biofilme emno minimo 50%.

Diferenca da coloracdo dos pocgos na placa de 96 pocos. No CP (Controle
positivo) nota-se um impregnado de CV mais forte, no CN (Controle negativo)
nota-se uma coloragdo mais clara, e nos po¢os com tratamento um impregnado de

CV com coloracdo mediana.
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Concentracéo Inibitoria Fracionada (CIF)

Os extratos que apresentaram atividade de inibicdo foram submetidos ao
teste de sinergismo com os antibioticos (Vancomicina e Ciprofloxacina), através
da técnica de “checkerboard”, que consiste na avaliagdo do efeito dacombinacéo
de dois agentes antimicrobianos sobre um determinado microrganismo, para

derivacdo do indice de concentragdo inibitoria fracionada.

A partir dos valores obtidos na determinacdo da CIM, os extratos ativos
foram adicionados na primeira coluna de cada placa, na concentragdo de 4xCIM,
onde foi realizada uma diluicdo, no sentindo horizontal, de forma a ter
concentracGes nas colunas com os respectivos valores de CIMx4, CIMx2, CIM,
CIM/2, CIM/4, CIM/8, CIM/16 e CIM/32. Em outra placa, foi realizado omesmo
procedimento, no entanto com antibidticos, onde foram adicionados na primeira
linha e diluidos no sentido vertical. Em seguida, foram combinadas as placas para
variacao das concentragdes de cada um dos antimicrobianos ao longo dos eixos,
assegurando, assim, que cada poco das placas contenham uma combinacdo
diferente de concentracdes dos compostos. Por fim, foramadicionadas aliquotas
de 10 uL da suspensdo bacteriana. As placas foram incubadas por 24 horas, a
35°C. Posteriormente, foi adicionada a resazurina a 0,03% onde, apos 40 minutos

de reincubacéo, a leitura foi realizada.

Para interpretacdo dos resultados destas interaces utilizamos o Indice da
Concentragdo Inibitoria Fracionada (ICIF), que consiste na soma de CIFA + CIF&,
sendo que A representa cada um dos extratos e B cada um dos antibioticos. O

ICIF de cada é representado de acordo com seguinte formula:

CIM do extrato + CIM do antibiotico CIM do extrato + CIM do antibidtico

ICIF = CIM do extrato + CIM do antibidtico
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A partir do ICIF obtido foi avaliada a interacdo seguindo a classificacdo
descrita por Vuuren e Viljoen, 2011, as interpretacdes podem ser sinérgicas (IFIC
<0,5), aditiva (0.5 < ICIF < 1), indiferente (1 < ICIF <4) ou antagonista (ICIF >
4).

Selecdo de compostos anti-infectivos
Ensaio de sobrevivéncia

Na avaliacdo do efeito anti-infectivo foram utilizadas larvas do inseto T.
molitor (Tenebrionidae). Larvas com aproximadamente 100 mg foram
randomizadas em grupos de no minimo 10 individuos. Antes da inoculacédo, as
cuticulas foram limpas com alcool 70%. Foram injetados 10 pL da suspenséo
microbiana (OD 1.3 a 630nm) no segmento proximo a calda das larvas, estas
foram incubadas a 37°C. Apo0s 2 horas, grupos de larvas receberam 10 pL de cada
extrato em diferentes concentracdes. A viabilidade foi avaliada diariamentepela
auséncia de movimento. Larvas inoculadas com o microrganismo e tratadascom
PBS (tampdo fosfato salino) foram utilizadas como controle negativo,enquanto
larvas ndo infectadas foram o controle positivo. A morte de todas as larvas do
grupo experimental ou a transi¢do para forma de pupa determinaram o término do

experimento.

Quantificagcdo de microrganismos na hemolinfa

Larvas foram divididas em grupo (n=30 larvas) e infectadas e tratadas como
descrito anteriormente. Apds 24 horas, cinco larvas de cada grupo foram
anestesiadas (em gelo), e perfuradas com uma agulha (33G x 25 mm) na parte
posterior da cabeca para a retirada da hemolinfa. Dilui¢do seriadas da hemolinfa

foram preparadas em PBS e 2,5 pL de cada diluicdo foram plaqueados em meio
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agar especifico e cultivado por 24 horas a 37°C. Apoés este periodo, as colonias

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

Anédlise da melanizagdo da hemolinfa

Para quantificacdo da melanizacao, a hemolinfa foi colocada na placa de 96
pocos (n = 8) e diluida em IPS (50 puL de hemolinfa em 50 uL de IPS). Apés 5

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

Contagem total dos hemocitos

Apos centrifugacdo da hemolinfa, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
IPS gelado (tampédo anticoagulante estéril: 150 mM de cloreto de s6dio, 5 mM
de cloreto de potassio, 10 mM de tris-HCI, pH 6,9, 10 mM de EDTA e 30 mM
de citrato de sodio). Em seguida, foi realizada centrifugacao (9500 xg/ 10 min a
4°C) e o pellet ressuspendido em 1 mL de IPS. A viabilidade celular foi avaliada

pelo teste de exclusdo, utilizando azul de tripan.

LC-ESI-IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MS" from the methanol extract from
the leaves Myrcia hirtiflora

For the HPLC-ESI-IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MS" 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
5mL of MeOH : H20 (1: 1, v/v). The compounds were eluted from cartridges
using 1 mL of MeOH : H20 (1 : 1, v/v) with a final volume of 5 mL. The samples
were then filtered through a 0.22 um PTFE filter and dried. The extract
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was diluted to 10 pug/mL in HPLC solvent. Aliquots of 20 uL. 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 A and Sum). 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 LCQmass 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 °C, spray voltage of 5.00
kV, capillary voltage of -90 V, tube lens of -100 V and a 5 pL min! flow. Full
scan analysis was recorded in m/z range from 100-1000. Multiple-stage
fragmentations (ESI-MS") 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

Analises estatisticas

Os dados foram analisados usando testes paramétricos ou nao paramétricos
(Tukey, teste de Mann-Whitney, etc.), dependendo do tipo deexperimento. 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.

RESUL TADOS

Comparacédo do contetdo de compostos fenolicos e flavonoides em extratos

obtidos de folhas de Myrcia hirtiflora

Inicialmente, foi realizada a andlise quantitativa dos teores de compostos
fendlicos e flavonoides dos diferentes extratos de M. hirtiflora. O extrato
metandlico apresentou maiores concentracBes para compostos fendlicos e
flavonoides, 48,27 ug EAG/g e 49,92 ug EQ/g, respectivamente. Os demais
extratos apresentaram: acetato de etila 19,81 pg EAG/g e 43,24 ug EQ/g, extrato
cloroférmico 11,07 ug EAG/g e 33,84 ug EQ/ g e o extrato hexanico 14,42 ug
EAG/g e 13,77 ug EQ/g (Figura1lA e 1B).
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FIGURA 1. Conteudo de compostos fendlicos (A) e flavondides (B)
(concentracdo de 1000 pg/mL) dos extratos brutos obtidos de folhas Myrcia
hirtiflora. CHX: extrato ciclohexanico; CLO: extrato cloroférmico; ACT:

extrato de acetato de etila; MET: extrato metandlico.

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
concentracbes de cada extrato. A maior atividade antioxidante in vitro foi
observada para o extrato metanolico, sendo mais de 50% do radical DPPH inibido
na concentracdo de 250 pg/mL (p< 0,0001), seguido do extrato deacetato de etila.
Ambos os extratos apresentaram inibicdo dose-dependente (Figuras 2C e 2D). Os
extratos CLO e CHX néo apresentaram acao dose-dependente, e nédo inibiram

mais que 25% do radical (Figuras 2A e 2B).
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livres do DPPH dos extratos bruto da Myrcia hirtiflora e Trolox. (A) Extrato
Ciclohexano; (B) Extrato Cloroférmio; (C) Extrato Acetato de Etila; (D)
Extrato Metanolico; (E) Trolox. CHX: extrato ciclohexano; CLO:extrato

FIGURA 2. Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais
cloroférmio; ACT: extrato de acetato de etila; MET: extrato metandlico.
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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 metandlico
foi escolhido para ser avaliado nas larvas de Tenebrio molitor quanto a sua
capacidade antioxidante. A concentragdo escolhida foi de 250 ug/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% ap6s 30
horas para o grupo tratado com o extrato metandlico e 25% ap0s 45 horas para o

grupo tratado com o H2O; (Figura 3).
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FIGURA 3. Avaliacao de sobrevida do Tenebrio molitor tratado com o

extrato metandlico apds o estresse causado pelo H2O;.

Em adi¢do, o potencial hemolitico dos extratos foi avaliado utilizando
eritrocitos humanos. O extrato metandlico da M. hirtiflora ndo induziu hemolise

significativa (p< 0,0001), mesmo nas concentracdes mais elevadas (Figuras 4).
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FIGURA 4. Atividade hemolitica dos extratos brutos da Myrcia hirtiflora.
(A) Extrato Hexanico; (B) Extrato Cloroformico; (C) Extrato Acetato de
Etila; (D) Extrato Metandlico.

Potencial antimicrobiano

O EMMh submetido a avaliacdo da concentracéo inibitoria minima (CI1M)
apresenou atividade antibacteriana frente a linhagem padrdo do S. aureus
ATCC’s. Nas concentracOes 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: Concentragdo inibitoria minima (CIM) e concentracdo bactericida

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

S. aureus.
Extratos
Acetato de

Ciclohexano  Cloroférmico etila Metanol
Linhagem

CiIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
.aureus 6538  >25 - .25 - 0,39 312 0,78 1,56
.aureus 3602  >25 - >25 - 0,78 156 1,56 3,12
.aureus 5801  >25 - >25 - 0,78 156 1,56 3,12
.aureus 6902  >25 - >25 - 0,78 156 1,56 3,12
.aureus 8702  >25 - >25 - 0,78 156 1,56 3,12
.aureus 9706  >25 - >25 - 0,78 156 1,56 3,12

Os valores estao expressos em mg/mL.

Extratos de Myrcia hirtiflora reduzem a formacéo de biofilme

Os extratos ativos de M. hirtiflora ndo sO sdo capazes de inibir o

crescimento de microrganismos, como também inibem a formacéo de biofilme

por S. aureus. O extrato metanolico apresentou inibicdo na producdo de biofilme,

os valores sdo comparados ao grupo controle, e os de maior significancia

estatistica apresentam p<0,05, demonstra a média de trés experimentos (Figura

5).
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Figura 5. Avaliacdo da atividade antibiofilme de concentragdes subinibitorias do
extrato de metandlico de folhas de M. hirtiflora contra diferentes linhagens de S.
aureus. EMMH: Extrato Metanolico; considerando * como p<0,05 para

significancia estatistica.

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 antibioticos (Tabela 2): ciprofloxacinae vancomicina, para posterior
combinacdo dos extratos ativos com os antibioticos. Sendo possivel observar
através do ICIF que os antibidticos apresentaram efeito sinérgico parao extrato
metanolico. Pode-se concluir também que o ICIF da ciprofloxacina € maior que o

ICIF da vancomicina (Tabela 3).
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Tabela 2. Valores de concentragdes inibitérias minimas obtidas para o0s

antibioticos ciprofloxacina e vancomicina frente S. aureus ATCC 6538.

Antibioticos Concentracao inibitéria minima
Ciprofloxacina 0,62
Vancomicina 0,039

Os valores estdo expressos em ~1g/mL.

Fonte: Autores (2018).

Tabela 3. Concentracéo inibitdria fracionada do extrato metanolico combinados

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

Extratos ICIFC Interpretacdo ICFV  Interpretacao

Metanol 0,33 Sinergismo 0,35 Sinergismo

ICIFC: Indicie de concentracéo inibitdria fracionada para ciprofloxacina; ICIFV:

Indice de concentracéo inibitoria fracionada para vancomicina.

Tenebrio molitor é suscetivel a infeccdo por Staphylococcus aureus

Para estabelecer nosso modelo de infeccdo tivemos que inicialmente determinar
a concentracdo da suspensdo bacteriana capaz de matar as larvas de T. molitor.
Nossos resultados mostraram que T. molitor é suscetivel a infeccdo por S.aureus
de forma dependente da dose. Os resultados mais reproduziveis foram
encontrados quando as larvas foram inoculadas com uma suspensao bacteriana
correspondente a OD 1.3 a 630 nm (dados néo ilustrados). Nestas condicdes, as

larvas tiveram uma sobrevivéncia média de 2 dias (figura 2).
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Avaliacéo da eficacia do extrato metalolico das folhas de Myrcia

hirtiflora durante infeccdo por S. aureus

Avaliamos a agdo do extrato EMMh em T. molitor durante a infeccdo por S.
aureus. Observamos que o0 extrato apresentou baixa toxicidade sendo observado
um decréscimo na taxa de sobrevivéncia das larvas nos dois primeiros dias (Figura
6), no entanto se mantiveram estaveis a partir do dia seguinte. No grupo sem
tratamento apds 2 dias de infeccdo todas as larvas estavam mortas (sobrevivéncia
média de 1 dia). EMMH induziu um aumentou de 50% na sobrevida das larvas, e
esta taxa se manteve por mais de 10 dias, ndo sendo possivel definir a

sobrevivéncia média das larvas (Figura 6).

100-—E¢—0—0—0—0—0—0—o

50-

PBS

Sa

EMMH (3,12 mg/Kg)
Sa+EMMH (3,12 mg/Kg)

Sobrevivéncia (%)

RN

——

0 2 4 6 8 10
Dias

Figura 6: Avaliacédo da eficacia do extrato metanolico (EMMH) obtido da folha
de M. hirtiflora na sobrevivéncia 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 incluidos no ensaio grupos de controle

negativo injetadas com PBS.
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Avaliacdo 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 infeccdo por S. aureus foi
realizado a quantificacdo de bactérias na hemolinfa de larvas infectadas com S.
aureus. Foi verificada uma reducéo significativa no nimero de colbnias apés 24

horas no grupo tratado com EMMH (3,12 mg/Kg). (Figura 7).
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Figura 7: Avaliacédo do efeito do extrato metanolico (EMMH) obtidos da folha
de M. hirtiflora na carga bacteriana na hemolinfa de larvas de Tenebrio molitor
infectadas com S. aureus ATCC 6538 (Sa). (*) Diferencas estatistica em relacédo

as larvas infectadas e ndo-tratadas.

Extrato metandlico de Myrcia hirtiflora induz aumento na densidade

de hemocitos de T. molitor

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

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

relacdo ao grupo tratado com PBS.
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Figura 8. Efeito do tratamento do extrato metanolico das folhas de Myrcia
hirtiflora na melanizacdo (A) e densidade de hemadcitos (B) de T. molitor
infectados com S. aureus ATCC 6538 (Sa). (*) Diferencas estatistica em relagao
as larvas ndo infectadas. (#) Diferencas estatistica em relacdo as larvas infectadas

e ndo-tratadas.

LC-ESI-IT-MS/MS and FIA-ESI-IT-MS" from the methanol extract from the
leaves Myrcia hirtiflora

Foi identificado varios compostos (Tabela 4 e Figura 9) e no tempo de
6.73 temos uma catequina. Diante desses resultados apresentados tudo aponta que
0 extrato metanolico possui atividade antioxidante e antimicrobiana por causa da

presenca da catequina.
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Table 4: Identification of compounds in Myrcia hirtiflora by FIA-ESI-IT/MS"

TR (min) [M-H] - MS" 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-

RT: 0,04 -
100

(epi)catechin

12,83 SM: 9B
6,73 NL:

3,35E4
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Figure 9: Total lon 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-MS"



108

DISCUSSAO

O extrato metanolico das folhas de M. hirtiflora apresentou o melhor
resultado para atividade antioxidante in vitro. Esta eficacia pode estarrelacionada
a presenca de altos conteudos de compostos fendlicos. Quandocomparado ao
extrato acetato de etila, o extrato metanolico também apresentou maiores
concentracdes de fenol e flavonoides. Pesquisas recentes tém correlacionado a
presenca de metabdlitos secundarios derivados de compostos fendlicos a alta

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

Os compostos fenolicos possuem grande importancia para sistemas
bioldgicos. Doencas causadas por reacdes oxidativas se tornam alvo de terapias
cujo finalidade seja minimizar ou diminuir o estresse oxidativo que origina a
doenca. Evidéncias tem comprovado que a ingestdo de antioxidantes naturais
obtidos durante a alimentacdo podem neutralizar ou inibir os danos provocados

pelas reacOes oxidativas [27].

Estudos realizados com espécies da familia Myrtaceae demonstram quem
as contribuicdes percentuais de compostos fendlicos nem sempre correspondem
proporcionalmente ao teor de flavonoides. Os extratos de ciclohexano,
cloroférmio e acetato de etila apresentaram teor inferior a 20% (1mg/mL EAG/Q)
de compostos fendlicos. Ja a contribuicdo 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 classificacdo, os extratos metanolico e
acetato de etila possuem moderada capacidade de sequestro. Ja 0s extratos
cloroférmico e ciclohexanico sdo classificados como possuindo fraca capacidade

de sequestro [29].
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Os resultados obtidos para atividade antioxidante total pelo método de
reducdo da complexacdo do fosfomolibdénio para o extrato cloroférmico
diferiram dos resultados obtidos através do metodo DPPH, observou-se que esse
extrato possuia uma baixa atividade no método DPPH. Esses resultados sugerem
que essa atividade bioldgica avaliada pela reducéo do fosfomolibdénio se deve a
presenca de composto fenolicos, no caso do extrato cloroférmico,principalmente

a presenca de flavonoides, que esta em maior concentracao [30].

A diferenca apresentada entre os extratos na avaliacdo 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 inibicéo, diferentes reagdes
quimicas estdo acontecendo com radicais diversos. Essas diferencas significativas
comprovam 0 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 sdo compostos por diversas enzimas com funcdo antioxidante e
desintoxicante [32]. Diversos estudos tém demonstrado que quando as larvas de
T. molitor séo submetidas a estresse oxidativo ocorre um aumento significativo
da producdo de espécies reativas e isso esta relacionado a danos moleculares e

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

Diante do estresse oxidativo ocasionado pela inoculacdo de peréxido de
hidrogénio, a acao protetora do extrato metandlico foi avaliada pelo aumento da
sobrevida das larvas previamente tratadas com o extrato em comparagdo com a
sobrevida das larvas ndo tratadas [34]. Também é possivel avaliar a toxicidade do

extrato testado. Até o presente momento ndo existe descricdo na literatura
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cientifica de investigacdo 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 € possivel sugerir algumas
hipdteses. As enzimas presentes nas larvas do T. molitor reagem quimicamente
com o perdxido de hidrogénio e isso provoca a liberagdo de &tomos de oxigénio
[34]. Essa liberacdo é uma reacdo altamente instavel e termina na liberacdo de

atomos de oxigénio instaveis que levam a formacéo de espécies reativas.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que 0s extratos das
folhas de M. hirtiflora apresentam consideravel teor de compostos fenolicos,
flavonoides, atividade antioxidante in vivo sobre larvas de T. molitor e in vitro.
No entanto, investigacdes adicionais sdo necessarias para uma melhor elucidacéo
dos mecanismos de acdo pelo qual esta especie vegetal exerce sua potencial
atividade antioxidante in vivo, avaliando também sua citotoxicidade para garantir

a seguranca de seu uso medicinal.

Doencas infecciosas ainda representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade entre seres humanos. Staphylococcus aureus um dos patdgenos
infecciosos de grande interesse cientifico, que se caracteriza como um dos
patdgenos humanos mais importantes podendo causar infec¢Bes clinica pela

corrente sanguinea e adquirida na comunidade [35,36,37].

A bacteremia por S. Aureus é tratada com antibioticos com alta atividade
anti-estafilocécica [38]. No entanto, com o uso inadequado de antimicrobianos
estdo surgindo cepas multirresistentes que se originaram em ambiente hospitalar
e na comunidade, diante disso o0 uso de produtos naturais tém grande importancia
na prospeccdo de novos agentes farmacoldgicos visando inibir ou tratar as
infeccBes clinicas deste patdgeno [39,40]. Na busca desses agentes tem se
estudado os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas sob estresse

ambiental que tem a finalizade de protecdo a fatores bioticos e abidticos, desta
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maneira produzindo moléculas biologicamente ativas que possuem propriedades

bioldgicas contra agentes infecciosos [41,42].

Myrtaceae representa esse grupo de planta com propriedades bioldgicas, de
acordo com estudos foi observada atividade antimicrobiana em diversosextratos
dos gérenos Psidium, Eugenia e Myrcia [43,44,45,46] o que foi observado no
presente estudo, diante da propriedade antimicrobiana dos extratosde Myrcia
hirtiflora. Em estudos realizados demostra que extratos e fragbes de produtos
naturais existe moléculas ativas que possuem esta atividade metabolitos
secundarios que apresentam atividade antimicrobiana esta relacionado com a
presenca do grupo polifenois, principal classe os flavonoides [47,48,49]. No
extrato metanolico de Myrcia hirtiflora uma classe muito presente foi a de
flavonoides e ap0s caracterizacdo foi detectado como majoritério a catequina,

comum a outros géneros da familia Myrtaceae, como Eugenia e Feijoa [48,50].

Muitos estudos relataram sobre o avaliacdo da acdo antimicrobiana de
extratos vegetais frente a S. aureus, mas ndo associa esses estudos a acdo pela
formacdo do biofilme, que é um processo complexo e regulado por varias
caracteristicas do ambiente que influenciam na sua formagéo, o primeiro fator é
adesdo bacteriana na superficie intracelular e o segundo a hidrofobicidade
[51,52,53,54]. A adesdo bacteriana pro S. aureus esta diretamente associado a
sintese das enzimas codificadas pelo cluster de adesao intercelular (ica) [55]. Foi
observado no EMMH uma forte inibicdo na formacdo do biofilme produzido
pelo S. aureus, esta acao esta relacionado a presenca da catequina. O mecanismo
de acéo na inibicédo da formacéo pelos flavonoides esta diretamente na inativacio

do gene ica, que esta presente na parede celular do S. aureus.

A formacao de biofilme pode influenciar na resisténcia bacteriada, uma vez
que as bactérias vao se aderindo a superficies, como catéteres, chegando a formar

quorum sensing, diante dessa estrutura especializada e de dificil
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destruicdo [56,57], faz-se necessario pesquisas na busca de compostos ativos de
base natural que tenha o efeito inibitorio ou bactericida frente a essas cepas
resistentes aos antibioticos, impedindo a formacéo de biofilme, tornando-se esse

um possivel 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]. Nestapespectiva,
esse efeito sinérgico foi observado no EMMH quando associado com o0s
antibidticos, Ciprofloxacino e Vancomicina, o que pode estar relacionado com a

presenca da catequina, componente majoritario do extrato emestudo.

Diante dos ensaios in vitro e da identificagdo do composto avaliamos o
extratro metandlico num modelo in vivo para testar sua eficacia. Diversos modelos
experimentais tém sido utilizados para avaliar a acdo antimicrobiana/anti-
viruléncia de novos compostos, dentre eles estdo aquelesque usam insetos como
Tenebrio molitor. Estes animais sistemas fisiolégicos conservados como 0s
mecanismos relacionados a imunidade inata (producdo de espécies reativas e
peptideos antimicrobianos, fagocitose, etc.). No entanto, T. molitor é susceptivel
a patdgenos (como S. aureus) que sdo capazes de persistir dentro do inseto
infectado, e provocar alteragbes em tecidos, hemolinfa, e fagocitos. Estas
caracteristicas tém favorecido o uso deste inseto como modelo alternativo de
infeccdo para estudos de patogenicidade, e de atividade antimicrobiana e

antiviruléncia in vivo [60,61].

E importante saber que o T. molitor possui capacidade de defesa contra
patdgenos, apresentando um importante mecanismo de imunidade inata
relacionado a producdo de peptideos antimicrobianos (AMPs) [62], fagocitose,

encapsulamento, formacéo de nodulos e reacdes de melanizacdo [63,64].
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A enzima fenoloxidase que é responsavel pela cascata da profenoloxidase,
catalisa a oxidacdo de compostos fendlicos presentes na hemolinfa e na cuticula
dos insetos para produzir melanina [65]. O monitoramento desse parametro pode
oferecer uma visdo da resposta imune do hospedeiro. Dessa forma, observamos
um aumento significativo de melanina nas larvas inoculadas com S. aureus,
indicando que a melanizagéo é um processo inespecifico que depende da presenca
de particulas estranhas [66]. Ambos o0s extratos diminuiram o contetdo de
melanina em relacdo as larvas infectadas. Contudo, o grupo tratado com EMMH
obteve um grau de melanizacéo relativamente maior em comparagdo com 0 grupo
tratado com EAMH. Esse fendmeno é bastante relevante, uma vez que é possivel
analisar a diferenca na resposta dos dois extratos sobre a reacdo de melanizacéo

durante infeccao por S. aureus.

Outro fator importante envolvido intrinsicamente nos processos imune das
larvas sdo os hemdcitos encontrados na hemolinfa dos artropodes. A resposta
celular é mediada por hemaocitos, 0s quais sdo responsaveis por reconhecer um
corpo estranho tanto pela interacdo direta dos receptores de superficie dos
hemdcitos com as moléculas no organismo invasor, como indiretamente, pelo
reconhecimento dos receptores humorais que se prendam e opsonizam a
superficie do invasor [68]. Existe uma correlacdo entre a sobrevivéncia larval e as
mudancas na densidade de hemdcitos [66]. Em nosso estudo, foi observado que 3
horas ap0s o tratamento com EMMH, houve um aumento significativo no nimero
de hemocitos. Este efeito de EMMH pode estar correlacionado a acentuada
diminuicdo na carga de bactérias na hemolinfa das larvas, resultando no aumento
na taxa de sobrevivéncia. Resultados semelhantes foram observadosem outros
estudos de acdo antimicrobiana utilizando modelos de insetos [66].
Demonstrando, que a eficacia do EMMH se da também através de mecanismos
imunomudulares do perfil de defesa do hospedeiro, ocasionando subsequente

reducdo no numero de S. aureus na hemolinfa das larvas de T. molitor.
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Em analise 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 ndo apresentados). Foi
demonstrado em um modelo de infeccdo com G. Mellonella que uma baixa taxa
de sobrevivéncia condiz com a densidade reduzida de hemdcitos em larvas
inoculadas com diferentes isolados fungicos [67]. Alem disso, se correlaciona ao
comprometimento na producéo de peptideos antimicrobianos, nos quais aparecem
duas a quatro horas apds uma infeccdo [68]. Isso explica a maior proliferacdo do
S. aureus na hemolinfa das larvas e dimuicdo da taxa de sobrevivéncia quando
tratadas com EAMH.

CONCLUSAQO

Neste estudo, podemos observar que o EAMH e EMMH foi capazes de
auxiliar o combate de S. aureus através da avaliacdo antimicrobiana e inibicdo do
seu potencial infectivo. O extrato metanolico de M. hirtiflora exerce um profundo
efeito protetor sobre larvas de T. molitor durante infeccao por S.aureus, induzindo
aumento na densidade hemocitica e subsequente reducdo na carga bacteriana e
melanizacgdo. Nosso trabalho, demonstra o potencial como agente antimicrobiano

e uma possibilidade de uso para o desenvolvimento de novos farmacos.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e O extrato metandlico das folhas de Buchenavia tepraphylla apresentou acéo
antifngica e teve acao sinérgica com fluconazol frente a Candida albicans;

e Que o extrato metandlico das folhas de Myrcia hirtiflora apresentou acao
antimicrobian e teve acdo sinergica com ciprofloxacino e vancomicina
frente a Staphylococcus aureus;

e Os extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora
e fracbes do extrato metandlico de Buchenavia tepraphylla ndo causam
hemolise as celulas vermelhas;

e Os extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora
e fracdes do extrato metanolico de Buchenavia tepraphylla possuem
compostos fendlicos e flavonoides;

e Os extratos brutos das folhas de Buchenavia tepraphylla e Myrcia hirtiflora
e fracBes do extrato metandlico de Buchenavia tepraphylla sdo capazes de
sequestrar os radicais livres do DPPH e ABTS, com isso possuem atividade
antioxidante;

e Observamos que o extrato metandlico das folhas de Buchenavia
tepraphylla possuem acgéo antioxidante em Tenebrio Molitor;

e Observamos que o extrato metandlico das folhas de Myrcia hirtiflora
possuem acgdo antimicrobiana frente a Staphylococcus aures em Tenebrio
Molitor
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